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Zusammenfassung

Apoptose spielt eine bedeutende Rolle bei der Ontogenese und Homöostase von

mehrzelligen Organismen. CD95 ist einer von sechs bislang identifizierten

Rezeptoren, die direkt Apoptose auslösen können. Diese Rezeptoren werden als

Todesrezeptoren bezeichnet. CD95-vermittelte Apoptose ist von entscheidender Be-

deutung bei der Homöostase des Immunsystems. Fehlregulationen im CD95-System

tragen außerdem zur Entstehung von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen,

Krebs oder AIDS bei.

Das CD95-vermittelte Todessignal wird nach Aktivierung des Rezeptors durch Anla-

gerung von cytosolischen Signalmolekülen übertragen. Durch Bindung des CD95-

Liganden wird CD95 oligomerisiert, und es bildet sich ein Tod-induzierender Signal-

komplex (engl.: DISC). Am DISC wird Procaspase-8 durch autoproteolytische Spal-

tung aktiviert. Dies ist der erste enzymatische Schritt der CD95-Signaltransduktion.

Die Fähigkeit, einen DISC zu bilden, ist in verschiedenen Zelltypen unterschiedlich.

Typ I-Zellen bilden den DISC effizient, was zur Aktivierung großer Mengen von Pro-

caspase-8 führt. Typ II-Zellen dagegen zeigen nur eine geringe DISC-Bildung. Auf-

grund dieser geringen DISC-Bildung sind Typ II-Zellen von Mitochondrien als Ver-

stärker des Apoptosesignals abhängig. Deshalb lässt sich CD95-vermittelte

Apoptose in Typ II-Zellen durch antiapoptotische Bcl-2-Familienmitglieder inhibieren.

Ein weiterer Regulator CD95-vermittelter Apoptose ist c-FLIP, ein Protein, das an

den CD95-DISC rekrutiert wird und dort die Aktiverung von Caspase-8 inhibiert.

C-FLIP existiert in zwei Splicevarianten, c-FLIPS und c-FLIPL.

In dieser Arbeit wurden die Mechanismen der Inhibition Todesrezeptor-vermittelter

Apoptose der beiden Splicevarianten von c-FLIP analysiert. Es wurde gezeigt, dass

c-FLIPL und c-FLIPS die autoproteolytische Spaltung und Aktivierung von Pro-

caspase-8 auf verschiedenen Ebenen am DISC inhibieren. Dies führt zur Freisetzung

unterschiedlicher Spaltprodukte von Caspase-8 und c-FLIPL ins Cytosol.

Die Regulation Todesrezeptor-vermittelter Apoptose durch c-FLIP wird kontrovers

diskutiert. Anhand eines in vitro-Modells der Aktivierung primärer humaner T-Zellen

wurde der Mechanismus der IL-2-vermittelten Sensitivierung gegenüber CD95-ver-

mittelter Apoptose, einem Haupteffektormechanismus des Aktivierungs-induzierten

Zelltods, untersucht. Es wurde gezeigt, das IL-2 den Wechsel vom CD95-Typ II- zum
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CD95-Typ I-Signalweg induziert und zudem den mitochondrialen Apoptosesignalweg

öffnet. Die Kombination dieser Effekte führt letztlich zur Sensitivierung primärer

humaner T-Zellen gegenüber dem Aktivierungs-induzierten Zelltod, während c-FLIP

innerhalb dieses Systems keine wesentliche Rolle zuzukommen scheint.

HTLV-1 war das erste humane Retrovirus, das mit der malignen Transformation von

humanen Zellen assoziiert werden konnte. Für diese Transformation ist das Transak-

tivatorprotein Tax verantwortlich, das über die Aktivierung von Transkriptionfaktoren

wie CREB/ATF oder NF-κB wirkt. NF-κB vermittelt Überlebenssignale in Zellen. Mit

Hilfe eines induzierbaren Expressionssystems wurde gezeigt, dass Tax in stimulier-

ten Jurkat-T-Zellen die Expression von c-FLIP induziert, was zur Resistenz

gegenüber CD95-vermittelter Apoptose führt. Die Induktion von Resistenz gegenüber

Apoptose kann sowohl zur malignen Transformation als auch zum Überleben einer

cytotoxischen Immunantwort führen. Somit stellt die Induktion von c-FLIP einen mög-

lichen Mechanismus dar, der zur viralen Persistenz oder zur Transformation beiträgt.

Stichworte: Apoptose / CD95 / Signaltransduktion
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Abstract

Apoptosis plays an important role in oncogenesis and tissue homeostasis of

multicellular organisms. CD95 is a member of a family containing six receptors

capable of directly inducing apoptosis, the so-called death receptors. CD95-mediated

apoptosis is of critical importance for homeostasis of the immune system.

Dysregulation of CD95-mediated apoptosis contributes to the pathophysiology of

several diseases, such as autoimmune syndromes, cancer or AIDS.

The CD95-induced death signal is transduced by recruitment of cytosolic signaling

molecules. Upon binding of CD95 ligand CD95 oligomerizes leading to formation of

the death-inducing signaling complex (DISC). At the DISC autocatalytic cleavage

leads to activation of pro-caspase-8. This is the first enzymatic step during CD95

signal transduction. The extent of DISC formation varies between different cell types.

Type I cells are characterized by efficient DISC formation yielding high amounts of

active caspase-8. In contrast, type II cells only form small amounts of DISC. These

cells are dependent on mitochondria as amplifiers of the apoptotic signal. Therefore,

CD95-mediated apoptosis can be inhibited by anti-apoptotic Bcl-2 family members in

type II cells. Another regulator of CD95-mediated apoptosis is c-FLIP, which is

recruited to the DISC where it inhibits the activation of pro-caspase-8. C-FLIP is

expressed as two splice variants, c-FLIPS and c-FLIPL.

Here, the mechanisms underlying the inhibition of death receptor-mediated apoptosis

by the two splice variants of c-FLIP were analyzed. It was shown that c-FLIPL and

c-FLIPS block autoproteolytic cleavage and concomitant activation of pro-caspase-8

at different levels at the DISC leading to the release of different cleavage products of

caspase-8 and c-FLIPL into the cytosol.

The regulation of death receptor-mediated apoptosis by c-FLIP is controversially

discussed. Using an in vitro model for the activation of primary human T cells the

mechanism of IL-2-mediated sensitization towards CD95-mediated apoptosis was

analyzed. The CD95 pathway is one of the major effectors of activation-induced cell

death (AICD). It was shown that IL-2 induces a switch from the CD95 type II to the

type I pathway in primary human T cells. In addition, it enables signal amplification

via the mitochondrial apoptosis pathway by down-regulation of Bcl-xL. The

combination of both effects finally leads to sensitization of primary human T cells
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towards AICD. It was shown that c-FLIP apparently does not play an essential role in

this system.

HTLV-1 was the first human retrovirus to be associated with malignant transformation

of human cells. This transformation is mediated by the transactivator protein Tax,

which acts through the transcription factors CREB/ATF and NF-κB. NF-κB induces

cellular survival signals. Using an inducible expression system, it was demonstrated

that Tax induces the expression of c-FLIP in stimulated Jurkat T cells, leading to

resistance towards CD95-mediated apoptosis. Induction of apoptosis resistance can

lead to malignant transformation as well as to survival of an cytotoxic immune

response. Thus, induction of c-FLIP by HTLV-1 Tax is a potential mechanism leading

to viral persistance and malignant transformation.

key words: 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; Clarke und Clarke, 1996). In der Mitte des letzten Jahrhunderts erkannte

Carl Vogt, dass Zellen einen vorhersagbaren, „programmierten“ Tod sterben können

(Vogt, 1842). 1951 konnte der Embryologe Glucksmann die Regression fetaler

Strukturen auf den Tod einzelner Zellen zurückführen (Glucksmann, 1951). Kerr,

Wyllie und Currie schließlich beobachteten an toxinbehandelten Leberzellen eine den

sterbenden Embryonalzellen vergleichbare Morphologie und prägten hierfür den

Begriff „Apoptose“ (Kerr et al., 1972).

Schon bald wurde erkannt, dass Apoptose nicht nur in der Entwicklung von Bedeu-

tung ist (Los et al., 1999; Vaux und Korsmeyer, 1999). Eine besondere Rolle spielt

sie bei der Erhaltung der Gewebshomöostase. Des Weiteren werden durch virale

Infektion oder genomische Mutation geschädigte Zellen mittels Apoptose entfernt

(Thompson, 1995).

Eine weitere Form des Zelltods bezeichnet man als Nekrose. Im Gegensatz zur

Nekrose ist die Apoptose durch die Aktivierung regulierter katabolischer Enzyme, wie

Proteasen und Nukleasen, charakterisiert. Apoptose ist unter anderem durch eine

Vielzahl morphologischer Veränderungen definiert. Diese Veränderungen umfassen

das Schrumpfen der Zelle und die Kondensation des Chromatins, welches im Be-

reich der nukleären Peripherie aggregiert. Bei den meisten Formen von Apoptose

wird in den kondensierten Chromosomen die DNA durch spezielle Endonukleasen

abgebaut, sodass sich nach Elektrophorese eine charakteristische „DNA-Leiter“ bil-

det (Wyllie et al., 1980). Diese entsteht durch die internukleosomale Spaltung von

DNA, die zur Entstehung von DNA-Stücken mit einer Länge von 200 Basenpaaren

und ganzzahligen Vielfachen davon führt. Ein Verlust der Membranstabilität führt zu

Ausstülpungen der Zelle (Zeiose). Dies mündet schließlich im Abschnüren membran-

umschlossener Teile der Zelle, die als apoptotische Körperchen bezeichnet werden.
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Parallel dazu wird ein Verlust der Membranasymmetrie beobachtet, der zur Exposi-

tion von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche führt. Über dieses Merkmal werden

die apoptotischen Körperchen von Makrophagen oder anderen benachbarten Zellen

erkannt, aufgenommen und abgebaut (Savill et al., 1993). Im Gegensatz dazu ist die

Nekrose keinem geregelten Mechanismus zum Abbau von Proteinen und Nuklein-

säuren unterworfen. Nekrose ist durch ein Anschwellen der Zelle (Oncose) charakte-

risiert, was zur Zerstörung der Plasmamembran und zur Freisetzung des Cytosols

und von Zellorganellen in den interzellularen Raum führt. Eine inflammatorische Re-

aktion mit Gewebsschädigungen ist die Folge. Trotz der gegensätzlichen Charak-

teristika von Nekrose und Apoptose gibt es Hinweise dafür, dass beide Prozesse

miteinander gekoppelt sein können. So kann die Blockade eines apoptotischen

Signalweges zum Zelltod über einen nekrotischen Weg führen (Vercammen et al.,

1998).

2. Todesrezeptoren

Mit CD95 (APO-1/Fas) wurde 1989 zum ersten Mal ein Oberflächenmolekül be-

schrieben, das in der Lage ist, Apoptose auszulösen (Trauth et al., 1989; Yonehara

et al., 1989; Itoh et al., 1991; Oehm et al., 1992). CD95 ist ein differentiell glykosy-

liertes Typ I-Transmembranprotein mit einer molekularen Masse von 42 - 52 kDa,

welches in den meisten Säugetiergeweben exprimiert wird (Watanabe-Fukunaga et

al., 1992b; Leithauser et al., 1993). Es gehört zur stetig wachsenden TNF-/NGF-Re-

zeptorfamilie (Locksley et al., 2001; Bodmer et al., 2002). Charakteristisch für diese

Familie ist das Vorhandensein von zwei bis sechs extrazellulären cysteinreichen

Domänen. Die biologischen Effekte, die von den Rezeptoren dieser Familie vermittelt

werden umfassen so verschiedene Prozesse wie Differenzierung, Proliferation, Akti-

vierung oder Apoptose (Locksley et al., 2001).

Eine Subfamilie bilden die sogenannten Todesrezeptoren, die sich durch die ge-

meinsame Eigenschaft auszeichnen, Apoptose auslösen zu können (Peter et al.,

1998). Derzeit sind sechs Todesrezeptoren bekannt: TNF-R1 (CD120a), CD95

(APO-1/Fas), DR3 (APO-3/LARD/TRAMP/WSL1), TRAIL-R1 (APO-2/DR4), TRAIL-

R2 (DR5/KILLER/TRICK2) und DR6. Strukturell zeichnen sie sich durch eine unge-

fähr 80 Aminosäuren lange, homologe intrazelluläre Domäne aus, die als Todes-
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domäne (engl.: death domain, DD) bezeichnet wird und für die Apoptoseinduktion

essentiell ist (Itoh und Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993).

Todesrezeptoren wie CD95 und TNF-R1 können durch agonistische Antikörper akti-

viert werden (Trauth et al., 1989). 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. Der Ligand von CD95, CD95L (CD178/APO-

1L/FasL), ist ein glykosyliertes Typ II-Transmembranprotein mit einer molekularen

Masse von 40 kDa (Suda et al., 1993; Takahashi et al., 1994b; Yu et al., 1999). Im

Gegensatz zu CD95 ist die Expression von CD95L auf aktivierte T-, B- und NK-Zel-

len, sowie auf einige nicht-lymphoide Organe wie Hoden (Yu et al., 1999) und die

DR6
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Abb. I.1: Die Familie der Todesrezeptoren und ihre Liganden. Todesrezeptoren

sind gelb unterlegt, Rezeptoren, die keine Apoptose induzieren können, grau.

Bislang unbekannte Interaktionspartner bekannter Rezeptoren bzw. Liganden sind

gestrichelt dargestellt.
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vordere Augenkammer beschränkt (Griffith et al., 1995). Ferner wurde die Expression

in verschiedenen neoplastischen Zellen gezeigt (Hahne et al., 1996; O'Connell et al.,

1996; Strand et al., 1996). Neben der membranständigen wurde auch eine lösliche

Form von CD95L beschrieben, die durch die Aktivität einer Metalloprotease erzeugt

wird (Kayagaki et al., 1995; Mariani et al., 1995; Tanaka et al., 1998).

Die Interaktionen zwischen den Mitgliedern der TNF-/NGF-Rezeptorfamilie und ihren

Liganden überschneiden sich teilweise. Beispielsweise bindet der Ligand TRAIL an

fünf verschiedene Rezeptoren, während der TNF-Rezeptor 1 nicht nur TNFα, son-

dern auch den LTα/β-Komplex bindet. Diese Redundanz (siehe Abbildung I.1) stellt

ein wesentliches Problem des Verständnisses der wachsenden NGF-/TNF-Rezep-

torfamilie dar.

3. Die Signaltransduktion von CD95

3.1 Rezeptoraggregation als Stimulus

Mit der Entdeckung von spezifischen Rezeptoren, die Apoptose auslösen können,

war eine Grundlage geschaffen, um die zur Apoptose führenden Signalwege zu stu-

dieren. Erste Hinweise auf den Ursprung des Signals lieferte die Strukturanalyse des

TNF-R1 im Komplex mit LTα. Es konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor nach

Bindung des Liganden als Trimer vorliegt (Banner et al., 1993), wodurch das Signal

in das Innere der Zelle weitergeleitet wird. Vergleichende Modellstudien ergaben,

dass CD95 und andere Familienmitglieder ebenfalls durch ihre trimerisierten Ligan-

den in eine Dreierkonformation gezwungen werden können (Peitsch und Tschopp,

1995). Funktionelle Studien zeigten, dass ein CD95-Dimer keine Apoptose auslösen

kann, wohingegen ein multimerisierter Rezeptor in der Lage ist, das apoptotische

Signal in die Zelle weiterzuleiten (Dhein et al., 1992). Daraus kann geschlossen wer-

den, dass eine Trimerisierung oder Multimerisierung des Rezeptors das erste Signal

zur Apoptoseinduktion durch CD95 darstellt. Vor kurzem wurde eine Region in der

äußersten cysteinreichen Domäne verschiedener Todesrezeptoren, u.a. CD95, be-

schrieben, über welche die Rezeptoren bereits vor Stimulation interagieren und Tri-

mere bilden (Papoff et al., 1999; Chan et al., 2000; Siegel et al., 2000b). Diese
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Domäne wird PLAD (engl.: pre-ligand binding assembly domain) genannt. Die Bin-

dung des Todesliganden an den Rezeptor könnte dann entweder eine

Konformationsänderung des präexistierenden Trimers mit Aggregation der intrazel-

lulären Todesdomänen induzieren oder Trimere zu Multimeren vernetzen.

3.2 Der Tod-induzierende Signalkomplex

Nach Stimulation von CD95 durch Trimerisierung oder Multimerisierung bildet sich

innerhalb von Sekunden ein Proteinkomplex, der Tod-induzierender Signalkomplex

(engl.: death-inducing signaling complex, DISC) genannt wird (Abb. I.2) (Kischkel et

al., 1995). CD95 verfügt im cytoplasmatischen Teil über die in allen Todesrezeptoren

vorkommende Todesdomäne. Diese stellt eine aus sechs α-Helices bestehende

Protein-Protein-Interaktionsdomäne dar (Aravind et al., 1999; Weber und Vincenz,

2001). Im DISC bindet FADD (engl.: Fas-associated death domain containing pro-

tein) homotypisch über seine DD an die DD von CD95 (Chinnaiyan et al., 1995;

Kischkel et al., 1995). FADD besitzt zusätzlich zu seiner DD noch eine weitere

Abb. I.2: Der CD95-DISC. Erläuterungen siehe Text.
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Protein-Protein-Interaktionsdomäne am N-Terminus, die strukturelle Ähnlichkeiten

zur DD aufweist und Todeseffektordomäne (engl.: death effector domain, DED)

genannt wird. Diese Domäne ist notwendig für die Rekrutierung von Caspasen (s.u.),

die ebenfalls DEDs enthalten, an den DISC. Caspase-8 ist die am besten

charakterisierte und eine von zwei DED-enthaltenden Caspasen. (Boldin et al., 1996;

Muzio et al., 1996). Caspasen sind Cystein-Proteasen, die nach einer wenig spezifi-

schen Sequenz von vier Aminosäuren spalten. Diese muss jedoch unbedingt ein

Aspartat in der Position P1 aufweisen (Earnshaw et al., 1999). Caspasen sind ver-

antwortlich für die Ausführung der Apoptose. Sie werden als inaktive Vorstufen (Zy-

mogene) synthetisiert. Die Aktivierung der Caspasen geschieht durch proteolytische

Spaltung nach definierten Aspartatresten, was zur Freisetzung einer großen und

einer kleinen Untereinheit führt. Die große Untereinheit beinhaltet das aktive

Zentrum. Analysen der Kristallstruktur von Caspase-1, -3 und -8 ergaben, dass das

aktive Enzym aus zwei großen und zwei kleinen Untereinheiten in Form eines α2β2-

Heterotetramers aufgebaut ist (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994; Rotonda et

al., 1996; Mittl et al., 1997; Blanchard et al., 1999; Watt et al., 1999). Verschiedene

Caspasen erfüllen unterschiedliche Rollen bei der Initiation oder der Exekution der

Apoptose. Die sogenannten Effektor-Caspasen, zu denen Caspase-3, -6 und -7 ge-

hören, spalten den Großteil der an der Apoptose beteiligten Proteine, unter anderem

auch diejenigen, deren Spaltung die charakteristischen morphologischen Ver-

änderungen apoptotischer Zellen auslöst (Earnshaw et al., 1999; Slee et al., 1999).

Die Initiator-Caspasen, zu denen Caspase-8, -9 und -10 gehören, übermitteln frühe

apoptotische Signale. Caspase-8 wird auf Proteinebene in zwei Splicevarianten

exprimiert, Caspase-8/a und Caspase-8/b. Beide Splicevarianten werden an den sti-

mulierten CD95 Rezeptor rekrutiert (Scaffidi et al., 1997). FADD und Caspase-8 sind

die zentralen Bestandteile des CD95-DISC. Das unprozessierte Zymogen von

Caspase-8, Procaspase-8, ist im wesentlichen im Cytoplasma lokalisiert, befindet

sich in bestimmten Zelltypen aber auch an den Mitochondrien (Stegh et al., 2000;

Stegh et al., 2002). Caspase-8 besitzt zwei aufeinanderfolgende DEDs (Tandem-

DED), über die sie durch Bindung an die DED von FADD an den DISC rekrutiert wird.

Sobald Procaspase-8 mit dem DISC assoziiert ist, setzt die autoproteolytische Pro-

zessierung und damit Aktivierung ein, vermutlich aufgrund der hohen lokalen Kon-

zentration (engl.: induced-proximity model) (Medema et al., 1997; Muzio et al., 1998;

Salvesen und Dixit, 1999) oder durch induzierte Dimerisierung (Yang et al., 1998).
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Nach autoproteolytischer Prozessierung verlässt das aktive Caspase-8-Heterotetra-

mer, bestehend aus je zwei p18- und p10-Untereinheiten, den DISC. Kürzlich konnte

gezeigt werden, dass auch die beiden prozessierten Caspase-8-Untereinheiten am

DISC detektiert werden können (Lavrik et al., zur Publikation eingereicht) Das deutet

darauf hin, dass das aktive Heterotetramer direkt am DISC gebildet wird und erst an-

schließend ins Cytosol freigesetzt wird. Eine weitere Komponente des DISC stellt

CAP3 dar (Kischkel et al., 1995). CAP3 besitzt die Tandem-DED von Caspase-8 und

einen bislang nicht charakterisierten C-Terminus, was darauf schließen lässt, dass es

sich bei CAP3 um eine Splicevariante von Caspase-8 handelt (Muzio et al., 1996).

Neben Caspase-8 wird, wie kürzlich beschrieben wurde, auch Caspase-10 über ho-

motypische Interaktionen mit der DED von FADD an den DISC rekrutiert und dort

aktiviert (Kischkel et al., 2001; Wang et al., 2001). Caspase-10 ist homolog zu

Caspase-8 und enthält ebenfalls Tandem-DEDs (Fernandes-Alnemri et al., 1996;

Vincenz und Dixit, 1997). Allerdings ist ihre Funktion bislang weitgehend unklar.

Möglicherweise trägt eine unterschiedliche Substratspezifität zu einer von Caspase-8

abweichenden Funktion bei (Wang et al., 2001). Eine Mutation im caspase-10-Gen,

die zum Verlust des aktiven Enzyms führt, spielt vermutlich eine Rolle in der

Pathogenese des Autoimmun-Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS) Typ II (Wang

et al., 1999). Das Fehlen eines Caspase-10-Orthologen in der Maus erschwert die

funktionelle Analyse dieser Caspase beträchtlich. Neben FADD, Caspase-8, -10 und

c-FLIP (s.u.) wurden noch

eine Reihe weiterer Pro-

teine als DISC-Kompo-

nenten oder CD95-asso-

ziierte Moleküle be-

schrieben (Tabelle I.1).

Deren Rolle ist allerdings

noch weitgehend unklar.

So wurde RIP mit Hilfe

des

Hefe-Zwei-Hybrid-Sys-

tems als CD95-interagie-

rendes Protein identifi-

ziert (Stanger et al.,

CD95-assoziiertes Molekül Referenz

RIP (Stanger et al., 1995)

DAXX (Yang et al., 1997b)

FAF1 (Chu et al., 1995)

UBC-FAP (UBC9) (Wright et al., 1996)

FAP-1 (Sato et al., 1995)

Sentrin (Okura et al., 1996)

FLASH (Imai et al., 1999)

Ezrin (Parlato et al., 2000)

Btk (Jackson und Puck, 1999)

SHP-1 (Daigle et al., 2002)

TRAF-1 (Kataoka et al., 2000)

TRAF-2 (Kataoka et al., 2000)

Raf-1 (Kataoka et al., 2000)

Tabelle I.1: CD95-assoziierte Proteine.
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1995). Untersuchungen an RIP-defizienten Zellen zeigten jedoch, dass RIP keine

Rolle bei CD95-vermittelter Apoptose spielt (Ting et al., 1996; Kelliher et al., 1998).

Dagegen waren die Zellen sensitiver gegenüber TNF-vermittelter Apoptose und wa-

ren darüber hinaus nicht in der Lage, NF-κB nach TNF-Stimulation zu aktivieren

(Ting et al., 1996; Kelliher et al., 1998). Dies deutete auf eine Rolle für RIP in der

TNF-vermittelten NF-κB-Aktivierung hin. In der Tat wird RIP nach Stimulation von

TNF-RI in den Rezeptorkomplex rekrutiert (Hsu et al., 1996a). RIP kann seinerseits

den IκB-Kinase-Komplex (IKK) an TNF-RI rekrutieren (Devin et al., 2000; Zhang et

al., 2000). Eine neuere Studie schreibt RIP eine Rolle in einem Caspase-8-unabhän-

gigen Signalweg zu, der nach Stimulation von CD95 zu nekrotischem Zelltod führt

(Holler et al., 2000). Ein solcher Signalweg wurde für den Aktiverungs-induzierten

Zelltod von T-Zellen vorgeschlagen, wenn Caspasen inhibiert sind. Ebenfalls über

das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde DAXX als ein mit CD95 interagierendes Protein

kloniert (Yang et al., 1997b). DAXX soll über ASK1 c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK)

aktivieren und Apoptose auslösen (Yang et al., 1997b; Chang et al., 1998). Jedoch

ist CD95-vermittelte Apoptose in DAXX-defizienten Zellen nicht beeinträchtigt

(Michaelson et al., 1999; Michaelson, 2000). In der Tat konnte endogenes DAXX nie

im CD95-DISC nachgewiesen werden, vielmehr ist das Protein im Kern lokalisiert

(Pluta et al., 1998; Michaelson et al., 1999; Torii et al., 1999). Neuere Studien weisen

darauf hin, dass DAXX im Zellkern an der Regulation der Transkription während der

Apoptose beteiligt ist (Torii et al., 1999; Li et al., 2000; Zhong et al., 2000). Ein weite-

res, mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems identifiziertes Protein, das mit dem

CD95-DISC interagieren soll, ist FLASH (Imai et al., 1999). FLASH verstärkt die Re-

krutierung und Prozessierung von Caspase-8. Die zunächst berichtete Homologie zu

Apaf-1/CED-4 konnte nach einer gründlichen Analyse der Primärstrukturen nicht

mehr aufrecht erhalten werden (Koonin et al., 1999). Vor kurzem wurde gezeigt, dass

Todesrezeptoren ein konserviertes Tyrosin-Phosphorylierungsmotiv innerhalb der DD

besitzen, welches durch Bindung an die Src-Homologie (SH)-2-Domänen von SHP-1,

SHP-2 und SHIP inhibitorisch wirken kann (Daigle et al., 2002).

Aggregation von CD95 und damit einhergehende DISC-Bildung stellen die ersten

Schritte der CD95-Signaltransduktion dar. DISC-Bildung scheint von einem funktio-

nellen Actin-Cytoskelett abhängig zu sein (Parlato et al., 2000; Algeciras-Schimnich

et al., 2002). Zur initialen Phase der CD95-Signaltransduktion gehören ferner als

dritter Schritt die Caspase-8-abhängige Bildung großer CD95-Cluster auf der Zell-
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oberfläche und schließlich viertens die Actin-abhängige Internalisierung des DISCs

über einen endosomalen Weg (Algeciras-Schimnich et al., 2002). Die hier beschrie-

bene Komplexität eröffnet viele Möglichkeiten, über die Apoptosesensitivität reguliert

werden kann. Eine Zusammenfassung der mit CD95 interagierenden Proteine mit

Ausnahme der zentralen DISC-Komponenten findet sich in Tabelle I.1.

3.3 Die Bcl-2 Familie

Eine bedeutende Rolle in der Regulation der Apoptose spielen die Proteine der Bcl-

2-Familie, deren Namensgeber das Onkogen bcl-2 ist, welches als Folge einer chro-

mosomalen Translokation in B-Zell-Lymphomen überexprimiert ist (Tsujimoto et al.,

1985). Im Gegensatz zu anderen Onkogenen besteht die Funktion von Bcl-2 nicht

darin, Proliferation zu stimulieren, sondern Zellen vor Apoptose zu schützen (Vaux et

al., 1988; Hockenbery et al., 1990). Die Familie der Bcl-2-ähnlichen Proteine umfasst

antiapoptotische Moleküle (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1, BOO/DIVA, NR-13)

und Moleküle, die Apoptose auslösen oder verstärken können (Bax, Bak, Bok/MTD,

Bcl-xS, Bad, Bid, Bik/NBK, Blk, Hrk/DP5, Bim/Bod, NIP3, NIX, NOXA, PUMA, Bmf)

(Gross et al., 1999a; Vander Heiden und Thompson, 1999). Strukturell zeichnen sich

alle Mitglieder durch ein bis vier Bcl-2-Homologie (BH)-Motive aus (Gross et al.,

1999a). Die proapoptischen Mitglieder der Bcl-2-Familie werden weiter unterteilt in

Proteine, die mehr als ein BH-Motiv, aber kein antiapoptotisches BH4-Motiv besitzen

(wie Bax, Bak und Bok) und solche, die lediglich über das BH3-Motiv verfügen wie

(Bid, Bim, Blk, Hrk/DP-5, Bmf und Noxa) und dementsprechend „BH3-only“-Proteine

genannt werden (Huang und Strasser, 2000). Diese Proteine scheinen eher an der

Initiation der Apoptose durch verschiedene Stimuli beteiligt zu sein und fungieren

möglicherweise als Schadenssensoren, die an verschiedene zelluläre Komparti-

mente gebunden sind (Huang und Strasser, 2000). Bax und Bak dagegen nehmen

eher eine Effektorfunktion wahr. Obwohl bisher viele Funktionen für Bcl-2 beschrie-

ben sind, ist der Mechanismus der antiapoptotischen Wirkung dieses Proteins bisher

ungeklärt. Bcl-2 besitzt eine Transmembrandomäne am C-Terminus, die zu einer

Insertion in die äußere Mitochondrienmembran, die Kernmembran und das En-

doplasmatische Retikulum führt (Monaghan et al., 1992; Jacobson et al., 1993;
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Krajewski et al., 1993). Durch Deletion dieser Domäne verliert Bcl-2 weitgehend

seine antiapoptotische Wirkung (Tanaka et al., 1993).

Die Proteine der Bcl-2-Familie können miteinander interagieren (Gross et al., 1999a).

Die Signifikanz der Dimerisierung ist bis heute noch unklar. Strukturanalysen von

Bcl-xL und Bid ließen eine Ähnlichkeit mit porenbildenden bakteriellen Toxinen er-

kennen (Parker und Pattus, 1993; Muchmore et al., 1996; Chou et al., 1999;

McDonnell et al., 1999). Eine Poren bildende Aktivität in künstlichen Membranen

wurde für Bcl-2, Bcl-xL, Bax und Bid gezeigt (Antonsson et al., 1997; Minn et al.,

1997; Schendel et al., 1997; Schendel et al., 1999). Die Verbindung zwischen dieser

Eigenschaft von Bcl-2 und der Inhibition von Apoptose ist allerdings weitgehend of-

fen. Dass die Porenbildung und die Heterodimerisierung in der Regulation der

Apoptose in unabhängigen Mechanismen eine Rolle spielen, wurde für Bcl-xL be-

richtet (Minn et al., 1999).

Obwohl Bcl-2 ein genereller Inhibitor von Apoptose ist, gibt es widersprüchliche Be-

richte über seine Fähigkeit, CD95-vermittelte Apoptose zu inhibieren. Berichte rei-

chen von Inhibition (Jäättelä et al., 1995; Takayama et al., 1995; Armstrong et al.,

1996; Lee et al., 1996; Mandal et al., 1996; Vander Heiden et al., 1997), über einen

partiellen Effekt (Itoh et al., 1993; Memon et al., 1995; Boise und Thompson, 1997)

bis hin zu fehlendem Effekt von Bcl-2 auf CD95-vermittelte Apoptose (Chiu et al.,

1995; Memon et al., 1995; Strasser et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1996b; Moreno et

al., 1996; Susin et al., 1996; Huang et al., 1997; Huang et al., 2000).

3.4 Die Rolle der Mitochondrien in der Apoptose

Neuere Studien weisen Mitochondrien eine zentrale Rolle bei der Apoptose zu

(Kroemer et al., 1997). So kann während der Apoptose ein Abfall des mitochondri-

alen Transmembranpotentials (∆ΨM) noch vor der DNA-Fragmentierung beobachtet

werden (Petit et al., 1995; Zamzami et al., 1995). Dieser Verlust von ∆ΨM ist nach

nahezu allen Apoptosestimuli zu beobachten und stellt daher ein universelles Ereig-

nis dar (Kroemer et al., 1997). Verursacht wird dieser Abfall des Transmembranpo-

tentials durch einen Vorgang, den man Permeabilitäts-Transition (PT) nennt und der

durch das Öffnen von Poren der inneren Mitochondrienmembran gekennzeichnet ist

(Bernardi et al., 1994). Diese Poren sind permeabel für Moleküle bis zu einem Mole-

kulargewicht von ca. 1500 Da. Die molekulare Zusammensetzung der PT-Poren ist
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noch nicht vollständig bekannt. Es wurde eine Beteilung von Hexokinase, Cyclophilin

D, dem Adeninnukleotid-Translokator (ANT), sowie dem spannungsabhängigen An-

ionenkanal (VDAC) gezeigt (Kroemer et al., 1997). Eine Blockierung der PT-Bildung

inhibiert verschiedene Formen der Apoptose (Petit et al., 1996; Kroemer et al., 1997).

Mit AIF (engl: apoptosis inducing factor) konnte ein Faktor aus dem Intermembran-

raum von Mitochondrien isoliert werden, der in den Kern transloziert und dort DNA-

Kondensation und DNA-Fragmentierung in Stücke von 50 kBp induziert (Susin et al.,

1996; Susin et al., 1999b). Ferner verursacht AIF die Exposition von Phosphatidyl-

serin auf der Außenseite der Plasmamembran. Diese Apoptose-Charakteristika wer-

den von AIF Caspase-unabhängig ausgelöst (Susin et al., 1999b; Daugas et al.,

2000). Darüber hinaus ist die Translokation in den Kern unabhängig von ATP, so-

dass dies auch beim nekrotischen Tod auftreten kann (Daugas et al., 2000). Neben

AIF enthält der Intermembranraum von Mitochondrien auch die Caspasen-2 und -9,

sowie eine DNase-Aktivität (Susin et al., 1999a). Neben AIF werden noch eine Reihe

weiterer Proteine aus Mitochondrien apoptotischer Zellen freigesetzt (Van Loo et al.,

2002). Dazu gehören Endonuclease G, eine weitere an der Apoptose beteiligte

Nuclease, die auf noch unbekannte Weise den apoptotischen Prozess verstärken

kann (Li et al., 2001; Parrish et al., 2001), die Serinprotease HtrA2/Omi sowie

Smac/DIABLO, die beide verstärkend auf die Apoptose einwirken, indem sie mit den

Caspase-Inhibitoren der IAP-(engl.: inhibitor of apoptosis)-Familie interagieren

(Deveraux und Reed, 1999; Chai et al., 2000; Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000;

Wu et al., 2000; Suzuki et al., 2001; Hegde et al., 2002; Martins et al., 2002; van Loo

et al., 2002). Smac/DIABLO-defiziente Mäuse weisen allerdings keine Veränderun-

gen hinsichtlich der Apoptosesensitivität gegenüber verschiedenen Stimuli auf

(Okada et al., 2002).

Ein weiterer Faktor, der von Mitochondrien apoptotischer Mitochondrien freigesetzt

wird, ist Cytochrom c (Liu et al., 1996). Dies ist ein essentieller Bestandteil der mito-

chondrialen Atmungskette, der Elektronen von der Cytochrom c-Reduktase auf die

Cytochrom c-Oxidase überträgt. Cytochrom c ist mit der inneren Mitochondrien-

membran auf der Seite des Intermembranspalts assoziiert. Das Cytochrom c-

Apoprotein, das nicht proapoptotisch wirkt, wird im Cytoplasma synthetisiert und ge-

langt über einen speziellen Mechanismus in die Mitochondrien, wo es an eine

Hämgruppe gekoppelt wird und zum komplett gefalteten Holocytochrom c wird. Holo-

cytochrom c kann unter normalen Umständen den Intermembranspalt nicht mehr



I. Einleitung 23

verlassen. Ins Cytoplasma freigesetzt, trägt es jedoch zur Caspasenaktivierung bei.

Für seine Freisetzung werden drei verschiedene Modelle diskutiert: Eines der Mo-

delle wurde an rekonstituierten PT-Poren in Liposomen entwickelt und postuliert

einen Einstrom von Wasser und kleinen Molekülen nach Öffnung der PT-Pore. Die

damit verbundene Schwellung und anschließende Zerstörung der äußeren Mito-

chondrienmembran führt zur Freisetzung von Cytochrom c (Marzo et al., 1998b).

Mit der Regulation dieses Prozesses konnte den Mitgliedern der Bcl-2-Familie eine

neue Rolle in 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 c aus Mitochondrien zu inhibieren (Susin et al., 1996;

Zamzami et al., 1996; Kluck et al., 1997; Susin et al., 1997; Yang et al., 1997a). Die

Grundlage für den Bcl-2-vermittelten, generellen Schutz von Mitochondrien vor

apoptotischen Veränderungen ist noch unklar. Jedoch könnte die Fähigkeit von Bcl-2

und Bcl-xL, Poren in Membranen zu bilden, und die partielle Lokalisation dieser Pro-

teine in der äußeren Mitochondrienmembran mit dieser Funktion verknüpft sein

(Zamzami et al., 1998). Für das proapoptotische Familienmitglied Bax konnte eine

direkte Interaktion mit dem an der PT-Porenbildung beteiligten ANT nachgewiesen

werden, die als essentiell für die PT-Bildung postuliert wird (Marzo et al., 1998a). Das

zweite Modell der Freisetzung von Cytochrom c basiert ebenfalls auf der direkten

Interaktion von Bcl-2-Familienmitgliedern mit einem Molekül der PT-Pore: VDAC. Der

Nachweis direkter Interaktion von Bax/Bak/Bcl-xL mit VDAC und die Fähigkeit von

Bax/Bak-VDAC-Komplexen, Cytochrom c in Liposomen aufzunehmen, führte zu der

Hypothese, daß Bax/Bak in der Lage seien, VDAC  zu modulieren. Durch diese Mo-

dulation soll eine Freisetzung von Cytochrom c ohne die Zerstörung der Mitochon-

drienmembran möglich sein (Shimizu et al., 1999). Ein drittes, erst kürzlich postulier-

tes Modell, beschreibt einen von der PT-Pore unabhängigen Mechanismus der Frei-

setzung von Cytochrom c. Translokation von Bax aus dem Cytoplasma an die Mito-

chondrien und anschließende Oligomerisierung zu einem hochmolekularen Komplex

zusammen mit Bak kann zur Porenbildung führen, die die Freisetzung von Cyto-

chrom c ermöglicht (Saito et al., 2000; Antonsson et al., 2001; Nechushtan et al.,

2001). Diesem Komplex gehören weder ANT noch VDAC an (Antonsson et al.,

2001). Das Zusammenspiel von proapoptotischen BH3-only und antiapoptotischen

Bcl-2-Familienmitgliedern bei der Regulation der Bax/Bak-Oligomerisierung ist kom-

plex. Während Bid in der Lage ist, direkt eine Oligomerisierung auszulösen, scheinen
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andere „BH3-only“ Proteine wie Bim, Bad oder Noxa mit Bax und Bak um Bcl-2 und

Bcl-xL zu kompetieren, woraufhin freigesetztes Bax und Bak oligomerisieren können.

Hierbei ist allerdings noch unklar, ob eher den proapoptotischen BH3-only oder den

antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern die dominierende Rolle zukommt (Cheng

et al., 2001). In Knockout-Studien an Mäusen konnte gezeigt werden, dass Bax und

Bak einander in der proapoptotischen Funktion substituieren können. Defizienz von

Bax und Bak führt jedoch zur vollständigen Inhibition des mitochondrialen Apoptose-

signalweges unabhängig vom Stimulus (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001; Zong

et al., 2001). Die Bedeutung der direkten Oligomerisierung von gespaltenem Bid und

seiner Porenbildung scheint unabhängig von Bax und Bak zu sein und ist daher vor

dem Hintergrund der Bax/Bak-doppeldefizienten Mäuse noch unklar (Grinberg et al.,

2002).

Der Mechanismus der Cytochrom c-induzierten Caspasenaktivierung wurde mittels

zellfreier Systeme aufgeklärt und führte 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 über die an beiden Molekülen vorhandenen

Caspase-Aktivierungs-und Rekrutierungsdomänen (engl.: caspase activation and

recruitment domains, CARD) assoziiert (Li et al., 1997; Qin et al., 1999). Die CARD-

Domäne besitzt eine ähnliche Struktur wie die DD und die DED (Day et al., 1999;

Weber und Vincenz, 2001). Der Komplex aus Apaf-1, Cytochrom c und Caspase-9

wird Apoptosom genannt und hat eine Masse von 700 kD bis 1,4 MD (Cain et al.,

1999; Zou et al., 1999; Cain et al., 2000). Wie kryoelektronenmikroskopische Daten

zeigen, ist das Apoptosom ein radialsymmetrischer Partikel mit siebenfacher Sym-

metrie, der Procaspase-9 im Zentrum enthält (Acehan et al., 2002). Die Assoziation

von Procaspase-9 und Apaf-1 führt 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 über die Spaltung von DFF45/ICAD zur DNA-

Fragmentierung führt. Neuere Untersuchungen zeigen, dass Caspase-9 auch ohne

Proteolyse aktiv sein kann (Stennicke et al., 1999).

Eine weitere mögliche Funktion von Bcl-2 wurde aus Studien mit den homologen

C.elegans Proteinen abgeleitet. So ist CED-9, das Bcl-2-Homolog, in der Lage, an

CED-4, das Apaf-1-Homolog, zu binden (Spector et al., 1997). Des weiteren wurde

gezeigt, daß CED-4 auch mit CED-3, dem Caspase-Homologen, assoziieren kann

(Irmler et al., 1997a). Auch im humanen System wurde in vitro eine direkte Assozia-
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tion zwischen Bcl-xL, CED-4/Apaf-1 und verschiedenen Caspasen gezeigt

(Chinnaiyan et al., 1997; Hu et al., 1998; Pan et al., 1998). In dem sich daraus erge-

benden Modell verhindert Bcl-xL über die Wechselwirkung mit Apaf-1 die Aktivierung

von Caspase-9 durch Apaf-1. Das proapoptotische Molekül Bax ist in der Lage, Bcl-

xL aus dem Komplex mit Apaf-1 und Caspase-9 zu lösen (Chinnaiyan et al., 1997).

Dies kann zu einer Aktivierung von Caspase-9 durch Apaf-1 und somit zur Apoptose

führen. Jedoch berücksichtigt dieses Modell nicht die Notwendigkeit der Cytochrom

c-Bindung für die Aktivierung von Apaf-1. Ferner sind diese Interaktionen nur durch

transiente Überexpression der Bindungspartner bestimmt worden und konnten in vivo

nicht bestätigt werden (Moriishi et al., 1999). Mit Hilfe eines zellfreien Systems

konnte weiterhin gezeigt werden, dass Bcl-xL und Apaf-1 bei ausreichend hohen

Konzentrationen zwar miteinander interagieren können, dass die Funktion von

Apaf-1 aber nicht durch Bcl-xL inhibiert wird (Newmeyer et al., 2000). Somit scheinen

Apaf-1 und Bcl-xL in Säugetieren nicht die gleichen Funktionen zu haben wie CED-4

und CED-9 in C. elegans.
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3.5 Zwei CD95-Signalwege

Wie oben dargestellt, wird die Rolle von Bcl-2 ebenso wie die DISC-Bildung in der

Regulation der CD95-vermittelten Apoptose kontrovers diskutiert. Eine Annäherung

an die Auflösung dieser Widersprüche gelang durch die Identifikation zweier CD95-

Signalwege, die in jeweils unterschiedlichen Zelltypen aktiviert werden (Abb. I.3)

(Scaffidi et al., 1998).

In Typ II-Zellen führt eine geringe DISC-Bildung zu einer geringen Menge aktiver

Caspase-8. Diese spaltet das proapoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid, wodurch

ein 15 kDa großes Spaltprodukt entsteht, welches myristoyliert wird, zu den Mito-

chondrien transloziert und

die Freisetzung von Cy-

tochrom c auslöst (Li et

al., 1998; Luo et al., 1998;

Gross et al., 1999b; Han

et al., 1999; Wei et al.,

2000; Zha et al., 2000).

Dies führt zur Aktivierung

eines mitochondrienab-

hängigen Signalweges,

der durch Bcl-2 oder Bcl-

xL inhibiert werden kann.

Wie das C. elegans Ho-

molog EGL-1 initiiert Bid

die evolutionär konser-

vierte Apoptosemaschine-

rie.

In Typ I-Zellen führt eine

massive DISC-Bildung zu

großen Mengen aktiver

Caspase-8. Diese löst

eine Caspasenkaskade
Abb. I.3: Zwei CD95-Signalwege. Erläuterungen siehe Text.
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aus, indem Effektorcaspasen wie Caspase-3 proteolytisch gespalten und damit akti-

viert werden. Dieser Signalweg umgeht die Mitochondrien und wird folglich nicht

durch Bcl-2 inhibiert. Zwar werden auch in Typ I-Zellen Mitochondrien während der

Apoptose aktiviert, allerdings sind diese Zellen durch die direkte Caspasekaskade

unabhängig vom evolutionär konservierten Apoptosesignalweg (siehe Abb. I.3).

Mausmodelle, in denen der Typ II-Signalweg durch Deletion oder Überexpression

von kritischen Proteinen ausgeschaltet ist, unterstreichen die physiologische Bedeu-

tung des Zwei-Signalwege-Modells. Während Thymocyten Bid-defizienter Mäuse

genauso sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose sind wie Thymocyten aus

Wildtyp-Mäusen, sind Hepatocyten der Bid-defizienten Mäuse im Gegensatz zum

Wildtyp resistent (Yin et al., 1999). In Bax/Bak doppelt defizienten Mäusen Hepato-

cyten ebenfalls resistent, während ihre Thymocyten und T-Zellen vergleichbar sensi-

tiv sind wie die Wildtyp-Zellen (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001). Einen ver-

gleichbaren Phänotyp zeigen Mäuse, die Bcl-2 als Transgen überexprimieren: He-

patocyten sind resistent, T-Zellen und Thymocyten dagegen sensitiv gegenüber

CD95-vermittelter Apoptose (Strasser et al., 1995; Lacronique et al., 1996; Rodriguez

et al., 1996). Thymocyten und T-Zellen scheinen also Typ I-Zellen zu sein, während

Hepatocyten Typ II-Zellen darstellen.

3.6 Die Signaltransduktion anderer Todesrezeptoren

Die biologische Funktion des TNF/TNF-Rezeptor-Systems ist komplexer und weniger

gut definiert als die des CD95/CD95L-Systems, da zwei verschiedene Liganden

(TNFα und LTα) an zwei Rezeptoren (TNF-R1 (CD120a) und TNF-R2 (CD120b))

binden können (Peter et al., 1998). Ferner haben lösliches (sTNF) und membran-

ständiges (m)TNF unterschiedliche Affinitäten gegenüber beiden Rezeptoren

(Wallach et al., 1999). TNF ruft ein weites Spektrum zellulärer Reaktionen wie die

Induktion von Cytokinen, Proliferation, Differenzierung oder Apoptose hervor. Dem-

gemäß werden, verglichen mit dem CD95/CD95L-System, von diesem System auch

Signaltransduktionswege größerer Diversität aktiviert (Tracey und Cerami, 1993;

Vandenabeele et al., 1995). Diese umfassen unter anderem die drei bekannten

MAP-Kinase-Signalwege, die Induktion von NF-κB, sowie die Aktivierung von

Caspasen (Wallach et al., 1999). Die Diversität der Signalwege spiegelt sich auch auf
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der Ebene der Adaptormoleküle wider. So koppelt TRADD den TNF-R1 an FADD

und Caspase-8 (Hsu et al., 1995; Hsu et al., 1996b). Obwohl bisher noch keine di-

rekte Assoziation von FADD mit TNF-R1 beobachtet werden konnte, blockieren so-

wohl dominant negatives FADD (bestehend nur aus der Todesdomäne, DD) als auch

inaktive Caspase-8 neben der Signaltransduktion von CD95 auch die von TNF-R1

(Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1996b). Darüber hinaus verhalten sich Zellen,

die defizient an FADD oder Caspase-8 sind, resistent gegenüber TNF-induzierter

Apoptose (Juo et al., 1998; Varfolomeev et al., 1998; Juo et al., 1999). MADD, ein

DD-enthaltendes Adadptormolekül mit Homologie zu Guaninnukleotid-Austausch-

faktoren, koppelt TNF-R1 an die MAPK-Kaskade (Schievella et al., 1997; Brown und

Howe, 1998). RIP dagegen vermittelt die TNF-R1-abhängige NF-κB-Aktivierung. Als

weiteres DD-enthaltendes Adaptormolekül wurde RAIDD/CRADD beschrieben

(Ahmad et al., 1997; Duan und Dixit, 1997). RAIDD/CRADD soll Caspase-2 an TNF-

R1 koppeln und so eine Caspasekaskade parallel zu Caspase-8 initiieren. Da diese

Studien jedoch nur mittels transienter Überexpression durchgeführt wurden und

Caspase-8-defiziente Zellen resistent gegenüber TNF-induzierter Apoptose sind,

bedarf es weiterer Experimente zur Klärung dieses Signalweges. Ein anderes Mole-

kül, das mit TNF-R1 interagiert, ist SODD (Jiang et al., 1999). Es enthält selbst keine

DD, bindet aber an die DD von TNF-R1 und verhindert so die Aggregation nicht-sti-

mulierter Rezeptoren. Nach Stimulation dissoziiert SODD vom TNF-R1, sodass sich

ein DISC bilden kann. Später assoziiert SODD wieder mit dem Rezeptor, um das

Todessignal abzuschalten (Jiang et al., 1999).

Einige Zelllinien zeigen Resistenz gegenüber TNF-R1-vermittelter Apoptose, die je-

doch durch Cycloheximid oder Actinomycin D überwunden werden kann (Holtmann

et al., 1988). Dies lässt darauf schließen, dass die Resistenz von der aktiven

Transkription/Translation bestimmter Faktoren abhängt. Dabei wird vor allem NF-κB

diskutiert, dem neben einer inflammatorischen auch eine antiapoptotische Funktion

zugeschrieben wird (Wallach et al., 1999; Karin und Lin, 2002). So sensitiviert die

Inhibition von NF-κB gegenüber TNF-induzierter Apoptose (Beg und Baltimore, 1996;

Wang et al., 1996; Levkau et al., 1999), wohingegen die Aktivierung von NF-κB

Apoptose supprimiert (Van Antwerp et al., 1996; Levkau et al., 1999).

Über die biologische Funktion von DR3 und DR6 ist noch relativ wenig bekannt. DR3

scheint auf solche Gewebe beschränkt zu sein, die reich an Lymphozyten sind, und

spielt möglicherweise eine Rolle in ihrer Homöostase (Chinnaiyan et al., 1996a;
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Bodmer et al., 1997). Da DR3 strukturell und bezüglich der bindenden Adaptormole-

küle dem TNF-R1 vergleichbar (D'Souza et al., 1996) und ferner in der Lage ist,

Apoptose auszulösen sowie NF-κB zu aktivieren (Chinnaiyan et al., 1996a; Kitson et

al., 1996; Marsters et al., 1996b; Bodmer et al., 1997; Screaton et al., 1997), wird

postuliert, dass DR3 ähnliche Signalwege stimuliert wie TNF-R1 (Peter et al., 1998).

Auch für TRAIL kommt eine immunregulatorische Rolle in Betracht (Marsters et al.,

1996a). Zudem hat TRAIL eine anti-tumorale Wirkung. So werden Tumorzelllinien im

Gegensatz zu untransformierten Zellen effizient getötet (Walczak et al., 1999). So-

wohl FADD als auch Caspase-8 werden an den DISC von TRAIL-R1 und -R2 rekru-

tiert und sind für TRAIL-induzierte Apoptose essentiell (Bodmer et al., 2000; Kischkel

et al., 2000; Sprick et al., 2000).

3.7 FLICE-inhibitorische Proteine (FLIP)

Todesrezeptor-vermittelte Apoptose kann sowohl auf der Rezeptorebene, z. B. durch

Glykosoylierung (Peter et al., 1995; Keppler et al., 1999), als auch durch Modulation

der apoptotischen Signalkaskade reguliert werden. So können sogenannte IAPs

(engl.: inhibitor of apoptosis proteins) direkt Caspasen inhibieren (Deveraux und

Reed, 1999), und, wie oben beschrieben, antiapoptotische Bcl-2-Familienmitglieder

mit dem mitochondrialen Apoptoseweg in Typ II-Zellen interferieren (Scaffidi et al.,

1998). Am DISC wird Todesrezeptor-vermittelte Apoptose durch FLIPs reguliert.

3.7.1   Virale FLIPs (v-FLIP)

Datenbanksuchen führten zur Identifikation viraler Apoptoseinhibitoren mit  zwei auf-

einanderfolgenden Todeseffektordomänen. Aufgrund dieser Struktureigenschaft

wurden die Mitglieder dieser Familie v-FLIPs (viral FLICE inhibitory proteins) genannt

(Thome et al., 1997). V-FLIPs werden von γ-Herpesviren wie dem equinen Herpesvi-

rus-2 (EHV-2), dem bovinen Herpesvirus-4 (BHV-4), dem Herpesvirus Saimiri (HVS),

dem Kaposi-Sarkom-assoziierten humanen Herpesvirus-8 (HHV-8), sowie dem hu-

manen Molluscum Contagiosum Virus (MCV) codiert (Bertin et al., 1997; Hu et al.,

1997a; Thome et al., 1997). Sie werden an den CD95-DISC rekrutiert und inhibieren

auf diese Weise die Aktivierung von Caspase-8. Auch andere Todesrezeptorsysteme
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(TNF-R1, DR3 und TRAIL-R) werden durch v-FLIPs blockiert (Meinl et al., 1998).

Eine Deletion des v-FLIP-Gens aus HVS bestätigte dessen antiapoptotische Aktivität

und zeigte ferner, dass v-FLIP nicht für die Replikation, Transformationskapazität

oder Pathogenität von HVS benötigt wird (Glykofrydes et al., 2000).

3.7.2   Zelluläre FLIPs (c-FLIP)

Zu den v-FLIPs wurde ein humanes Homolog gefunden, das als c-FLIP/Casper/I-

FLICE/FLAME-1/CASH/CLARP/MRIT/Usurpin bezeichnet wird (Goltsev et al., 1997;

Han et al., 1997; Hu et al., 1997b; Inohara et al., 1997; Irmler et al., 1997b; Shu et

al., 1997; Srinivasula et al., 1997; Rasper et al., 1998).

Multiple Splicevarianten von c-FLIP wurden beschrieben (Abb. I.4), von denen aller-

dings nur zwei, bezeichnet als c-FLIPL und c-FLIPS, auf Proteinebene nachgewiesen

werden konnten (Irmler et al., 1997b; Scaffidi et al., 1999a). Während c-FLIPS mit

einem Molekulargewicht von 27 kDa aus zwei Todeseffektordomänen und einem

kurzen C-terminalen Rest aus 19 Aminosäuren besteht und damit den viralen FLIPs

ähnelt, ist c-FLIPL mit einem Molekulargewicht von 55 kDa homolog zu Caspase-8.

Neben den beiden DEDs verfügt es über zwei Domänen, die der p18- sowie der p10-

Domäne von Caspase-8 ähnlich sind und als p20 bzw. p12 bezeichnet werden. Wie

Caspase-8 enthält c-FLIPL zwischen diesen beiden Domänen hinter D376 eine

Spaltstelle für Caspasen mit der Sequenz LEVD (Irmler et al., 1997b; Shu et al.,

1997). Die konservierten Motive HG und QACQG, die in Caspase-8 an der Katalyse

beteiligt sind, finden sich allerdings nicht in c-FLIPL. Hier sind die entsprechenden

Sequenzen RG, respektive QNYVV.

Zusammen mit Caspase-8 und -10 ist das menschliche Gen für c-FLIP, das aus 14

Exons besteht, auf Chromosom 2q33-34 in einem 200 kb großen Cluster lokalisiert

(Abb. I.4; (Irmler et al., 1997b; Rasper et al., 1998; Djerbi et al., 2001).
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Über die Funktion von c-FLIP gibt es gegensätzliche Aussagen. So wurde c-FLIP

zunächst (Shu et al., 1997) und in weiteren Studien als proapoptotisches Molekül

beschrieben (Han et al., 1997; Inohara et al., 1997), während andere Untersuchun-

gen eine apoptoseinhibierende Funktion von c-FLIP beschreiben (Hu et al., 1997b;

Irmler et al., 1997b; Srinivasula et al., 1997; Kataoka et al., 1998; Rasper et al.,

1998). Auch eine gegensätzliche Funktion in Abhängigkeit von der untersuchten Zell-

linie sowie dem Expressionsniveau von c-FLIP wurde diskutiert (Goltsev et al., 1997;

Wallach, 1997). Eine Studie zum Verhalten stabil c-FLIPL-überexprimierender Zellen

gegenüber verschiedenen Apoptosestimuli zeigte, dass c-FLIPL effizient Todesre-

zeptor-vermittelte Apoptose blockiert, nicht jedoch solche, die durch Perfo-

rin/Granzym B, verschiedene Chemotherapeutika oder γ-Strahlung ausgelöst wird

(Kataoka et al., 1998). Da jedoch allen diesen Studien Untersuchungen mit stabiler

oder transienter Überexpression des Proteins zugrunde liegen, ist die physiologische

Abb. I.4: Die Exon-Intron-Struktur des c-FLIP (CFLAR)-Gens und die Exon-Nutzung der be-
schriebenen Transkripte. Ein Startcodon ist durch einen Pfeil, ein Stoppcodon durch einen Stern
gekennzeichnet (nach Djerbi et al., 2001).
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Situation damit noch nicht erfasst. Da die Überexpression von DED-enthaltenden

Proteinen generell Apoptose auslöst, muss eine in Überexpressionsystemen be-

obachtete proapoptotische Funktion von c-FLIP mit Vorsicht diskutiert werden (Irmler

et al., 1997b; Siegel et al., 1998; Scaffidi et al., 1999a).

3.7.3   Regulation der Expression von c-FLIP

Die Signalwege, die zu einer Modulation der Expression von c-FLIP führen, sind

weitgehend unbekannt. Es wurde berichtet, dass MAP-Kinase-Kinase 1 (MKK1)

Concanavalin-stimulierte Jurkat-Zellen vor CD95-vermittelter Apoptose schützen

konnte, was mit einer Steigerung der c-FLIP-mRNA Expression korrelierte (Yeh et

al., 1998a). Zudem führte die Inhibition der MAP-Kinase Aktivität zu einer Reduktion

von c-FLIP-mRNA. Die Induktion von c-FLIP durch TGFβ (engl.: transforming growth

factor β) in Microglia konnte ebenfalls durch Inhibition von MAP Kinasen verhindert

werden (Schlapbach et al., 2000). Allerdings wurde keine Modulation des Expres-

sionsniveaus von c-FLIP nach CD3-Stimulation von Jurkat-Zellen beobachtet, obwohl

auch hier Apoptose durch die Inhibition von MAP-Kinasen verstärkt weden konnte

(Holmström et al., 2000). In dieser Studie schienen MAP-Kinasen eher die Expres-

sion des proapoptotischen Familienmitglieds Bad zu regulieren anstatt den DISC zu

beeinflussen. Vor kurzem wurde gezeigt, dass in einer Reihe von Tumorzelllinien die

c-FLIP-Expression nur zum Teil von MAP-Kinase-Aktivität abhängig war, während in

allen getesteten Zelllinien der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt-Signalweg Einfluss

auf die c-FLIP-Expression hatte (Panka et al., 2001). Die Rolle von Kinase-Signalwe-

gen in der Regulation von c-FLIP ist somit noch weitgehend unklar und vermutlich

Zelltyp-abhängig.

3.7.4   Transkriptionelle Aktivierung durch c-FLIP

Im Gegensatz zu TNF-R1, dem eine duale Rolle zukommt, indem er sowohl Todes-

als auch Überlebenssignale vermittelt (s. Kap. 3.6), wird CD95 im Wesentlichen als

ausschließlicher Todesrezeptor angesehen. Einige Studien beschreiben allerdings

auch für CD95 eine proliferative Funktion (Alderson et al., 1993; Rathmell et al.,

1996; Aggarwal et al., 1997). Vor kurzem wurde beschrieben, dass c-FLIP in der
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Lage ist, das proliferative Signal von CD95 durch erhöhte Rekrutierung von RIP,

TRAF-1 und -2 an den CD95-DISC und damit einhergehender Aktivierung von NF-κB

und ERK zu verstärken (Kataoka et al., 2000). Die Modulation des NF-κB-Signalwe-

ges wurde auch für andere DED-enthaltende Proteine wie FADD, v-FLIP, Caspase-8

und –10 nach Überexpression beschrieben (Chaudhary et al., 1999b; Chaudhary et

al., 2000; Hu et al., 2000). In c-FLIP-defizienten Mäusen wurden allerdings keine

Veränderungen in der Aktivierung von NF-κB festgestellt (Yeh et al., 2000). Daher

bedarf die Rolle von c-FLIP und seinen Homologen noch weiterer Untersuchungen,

vor allem in Systemen, die nicht auf Überexpression basieren.

4. Die Rolle der Apoptose im Immunsystem

Apoptose spielt eine fundamentale Rolle im Organismus. Sie ist verantwortlich für die

Homöostase von Geweben und die Beseitigung von alten, geschädigten oder mu-

tierten Zellen. Im Immunsystem ist sie der Hauptmechanismus, über den potentiell

autoreaktive oder nutzlose Immunzellen beseitigt werden (Baumann et al., 2002).

T-Zellen durchlaufen im Thymus die Prozesse der positiven und negativen Selektion.

Durch die positive Selektion werden T-Zellen mit T-Zell-Rezeptoren (TCR), die nicht

mit MHC-Peptidkomplexen wechselwirken können, durch Apoptose eliminiert. Durch

negative Selektion findet die Eliminierung von T-Zellen statt, deren TCR mit Komple-

xen aus körpereigenen Peptiden und MHC reagiert und damit potentiell autoreaktiv

sind (Fowlkes et al., 1988; Kisielow et al., 1988; Jenkinson et al., 1989; Nossal, 1994;

von Boehmer, 1994). Auf ähnliche Weise werden im Knochenmark B-Zellen mit

einem nicht-funktionellen B-Zell-Rezeptor durch Apoptose beseitigt (Osmond, 1993).

Auch während einer Immunantwort ist Apoptose für den Erhalt der Zellhomöostase

essentiell. Nach Erkennung eines Antigens durch T-Zellen proliferieren diese und

führen ihre Effektorfunktionen aus. Ist das Antigen beseitigt, werden die nun über-

flüssigen, aktivierten T-Zellen durch Apoptose eliminiert. Dies wird als Aktivierungs-

induzierter Zelltod (AICD) bezeichnet (Dhein et al., 1995b; Peter et al., 1997;

Combadiere et al., 1998). Dieser Deletionsphase der Immunantwort schließt sich die

Gedächtnisphase an. Abbildung I.5 stellt den Verlauf einer Immunantwort schema-

tisch dar. Beim AICD spielt das CD95/CD95L-System eine entscheidende Rolle. Die

Stimulation des TCR auf bereits aktivierten T-Zellen führt zu einer verstärkten Pro-
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duktion von CD95L, und durch eine Interaktion des CD95/CD95L-Systems werden

die Zellen durch Apoptose beseitigt (Alderson et al., 1995; Brunner et al., 1995;

Dhein et al., 1995a; Ju et al., 1995). Zellen, die diesen Prozess überleben, können

potentiell zu Gedächtniszellen werden. Der AICD hat damit eine wesentliche Rolle in

der Homöostase des Immunsystems. Wird diese Homöostase dadurch gestört, dass

der AICD vermindert ist, kann es zu Autoimmunerkrankungen kommen (Krammer,

1999).

Des weiteren benutzen auch cytotoxische T-Zellen das CD95-System, um virus-

infizierte oder entartete Zielzellen zu eliminieren (Rouvier et al., 1993). Ferner ist das

CD95-System auch an der Homöostase der Leber (Adachi et al., 1995) und dem

Phänomen der immunprivilegierten Organe (Barker und Billingham, 1977; Griffith et

al., 1995; Griffith und Ferguson, 1997; Stuart et al., 1997) beteiligt.

Bei Mäusen sind mehrere Mutationen beschrieben worden, die das CD95-System

Abb. I.5: Schematische Darstellung einer T-Zell-Immunantwort. Nach Erkennung des Antigens

proliferieren antigenspezifische T-Zellen und erfüllen ihre Effektorfunktion. Nach Beseitigung des

Antigens sterben T-Zellen über einen Mechanismus, der Aktivierungs-induzierter Zelltod (engl.:

activation-induced cell death, AICD) genannt wird. Nur in dieser Phase sind T-Zellen sensitiv

gegenüber CD95-vermittelter Apoptose. Die Deletionsphase überleben nur wenige Zellen, die

dann als langlebige Gedächtniszellen fungieren.
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betreffen und dessen Bedeutung unterstreichen. Der Phänotyp dieser Mäuse bein-

haltet die unkontrollierte Akkumulation von CD4-CD8--T-Zellen, was zu einer

Vergrößerung von Lymphknoten und Milz und Autoimmunerscheinungen führt. Die

lpr-Mutation (für Lymphoproliferation) betrifft CD95, dessen Expression durch die In-

sertion eines Transposons in das zweite Intron des Gens stark verringert wird

(Watanabe-Fukunaga et al., 1992a; Adachi et al., 1993; Chu et al., 1993; Mariani et

al., 1994). Bei der lprcg-Mutation wird die Signaltransduktion von CD95 durch einen

Aminosäureaustausch in der Todesdomäne verhindert (Matsuzawa et al., 1990), was

wiederum die Bedeutung dieser Domäne für die Signaltransduktion des Rezeptors

verdeutlicht. In gld-Mäusen (für generalized lymphoproliferative disease) ist CD95L

betroffen. Ein Aminosäureaustausch im extrazellulären Bereich des Proteins verhin-

dert die Bindung des Liganden an den Rezeptor (Takahashi et al., 1994a). Auch

beim Menschen wurden ähnliche Mutationen des CD95-Systems beschrieben

(Fisher et al., 1995; Rieux-Laucat et al., 1995). Sie führen zur Ausbildung eines

Autoimmun-Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS), welches eine massive Lymph-

adenopathie, die Akkumulation von nicht-malignen T-Zellen und Anzeichen von

Autoimmunität beinhaltet (Jackson und Puck, 1999).

Störungen des CD95-Systems können zudem an der Entwicklung weiterer Krank-

heiten beteiligt sein. Eine vermehrte Apoptose trägt zur Depletion von CD4+-T- Zellen

bei AIDS bei. T-Zellen HIV-1-infizierter Patienten zeigen eine erhöhte Expression von

CD95 (Debatin et al., 1994; McCloskey et al., 1995) und reagieren sensitiver auf die

Stimulation von CD95 (Katsikis et al., 1995). Zudem wurde ein weiterer Mechanis-

mus identifiziert, der nach HIV-1-Infektion zu einer erhöhten Sensitivität von nicht-

infizierten T-Zellen gegenüber AICD führt (Li et al., 1995; Westendorp et al., 1995).

Dementsprechend kommt dem CD95-System eine wichtige Rolle bei AIDS zu. Aller-

dings wurden auch CD95-unabhängige Mechanismen beschrieben, die zur verstärk-

ten Apoptose bei AIDS beitragen können (Berndt et al., 1998; Gandhi et al., 1998).

4.1 Die physiologische Rolle von c-FLIP im Immunsystem

Das Immunsystem steht im Zentrum des Studiums der physiologischen Bedeutung

von c-FLIP. Bereits in einer der ersten Beschreibungen von c-FLIP wird die Vermin-

derung des Expressionsniveaus von c-FLIPL in aktivierten primären T-Zellen berich-
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tet. Dies lässt vermuten, dass c-FLIP zur Sensitivierung von aktivierten T-Zellen

gegenüber AICD beiträgt (Irmler et al., 1997b). Interleukin (IL)-2 verstärkt AICD in

CD4+-Zellen durch Erhöhung der Expression von CD95L und gleichzeitiger Vermin-

derung des c-FLIP-mRNA-Levels (Refaeli et al., 1998). Diese Verminderung von c-

FLIP durch IL-2 wurde später mit dem Übergang aktivierter T-Zellen von der G1- zur

S-Phase in Verbindung gebracht, da Zellzyklus-Inhibitoren die Modulation des c-

FLIP-Expressionsniveaus verhinderten (Algeciras-Schimnich et al., 1999). Retrovirale

Rekonstitution aktivierter T- und B-Zellen mit c-FLIP verhinderte CD95-vermittelten

AICD in diesen Zellen (Van Parijs et al., 1999a). In vivo führt eine erhöhte Expression

von c-FLIP zur Produktion von Autoantikörpern und zur Entwicklung einer Autoim-

munerkrankung, was den Schluss zulässt, dass c-FLIP zum Erhalt der Selbst-Tole-

ranz notwendig ist (Van Parijs et al., 1999a). Im Gegensatz zu den bisher beschrie-

benen Studien konnte eine Modulation von c-FLIPL nach Stimulation von primären

humanen T-Zellen von Scaffidi et al. nicht detektiert werden (Scaffidi et al., 1999a).

Bis jetzt liegt keine schlüssige Erklärung für diese Kontroverse vor. Es mag sich hier-

bei um Spezies-spezifische Unterschiede zwischen Maus und Mensch oder Unter-

schiede in den experimentellen Bedingungen handeln. Bislang lag der Schwerpunkt

der meisten Studien zu c-FLIP auf der langen Splicevariante c-FLIPL, vermutlich weil

diese in der Regel höher exprimiert wird als c-FLIPS. Kürzlich konnte allerdings ge-

zeigt werden, dass c-FLIPS ein Effektor CD28-vermittelter Kostimulation von T-Zellen

ist (Kirchhoff et al., 2000b) und zudem zur Resistenz T-Zell-Rezeptor (TCR)-restimu-

lierter T-Zellen gegenüber AICD beiträgt (Kirchhoff et al., 2000a). Kostimulatorische

Signale via CD28 führen zur Resistenz gegenüber CD3-vermittelter Apoptose, indem

sie dreifach in die apoptotische Signalkaskade eingreifen: Erstens ist die Induktion

des CD95L inhibiert, zweitens sind die Mitochondrien durch Induktion von Bcl-xL

geschützt und drittens ist die DISC-Aktivität durch Hochregulation von c-FLIPS

blockiert. Dieser letzte Effekt ist möglicherweise der wichtigste, weil hierdurch Zellen

nicht nur vor Suizid geschützt werden, sondern auch vor dem Tod, der durch be-

nachbarte Zellen induziert wird. Zudem inhibiert c-FLIP im Gegensatz zu Bcl-xL so-

wohl den Typ I- als auch den Typ II-CD95-Signalweg (Scaffidi et al., 1999b).

Restimulation aktivierter T-Zellen über den TCR führt ebenfalls zu einer massiven

Steigerung des Expressionsniveaus von c-FLIPS, was die DISC-Aktivierung nach

Stimulation von CD95 inhibiert und folglich vor Apoptose schützt. Die Induktion von

murinem c-FLIP nach wiederholter Antigengabe konnte ebenfalls in einem TCR-
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transgenen Mausmodell beobachtet werden (Inaba et al., 1999). Wiederholte Stimu-

lation von T-Zellen führt zur Bildung von Gedächtnis-T-Zellen (Kundig et al., 1996;

Ludewig et al., 1999). Daher könnte die Induktion von c-FLIPS einen der Mechanis-

men darstellen, der zur Bildung von Gedächtnis-T-Zellen beiträgt. Nicht nur die

Homöostase von T-, sondern auch die von B-Zellen scheint durch die Modulation von

c-FLIPL beeinflusst zu werden. Nach Stimulation von humanen tonsillaren B-Zellen

über CD40 oder den B-Zell-Rezeptor (BCR) wird c-FLIPL induziert und an den CD95-

DISC rekrutiert (Hennino et al., 2000; Wang et al., 2000). Zudem scheint c-FLIPL an

der Regulation des Überlebens von B-Zellen aus den Keimzentren nach erfolgreicher

Affinitätsreifung beteiligt zu sein (Hennino et al., 2001). Über das Überlebenssignal

von CD40 verbleibt c-FLIPL am DISC und schützt so die B-Zellen in Keimzentren vor

Apoptose. Dendritische Zellen (DC) und Macrophagen stellen neben den lymphoiden

Zellen einen weiteren wichtigen Teil des Immunsystems dar. Sie präsentieren z.B. T-

und B-Zellen Antigene, sind aber auch an Autoimmunerkrankungen wie Rheuma-

toider Arthritis und Atherosklerose beteiligt. Macrophagen differenzieren aus zirkulie-

renden Monocyten und gehen dabei von einem CD95-sensitiven in einen -resisten-

ten Zustand über. Dieser Wechsel korreliert mit einem Anstieg der Expression von c-

FLIP (Perlman et al., 1999). Unreife DCs nehmen im peripheren Gewebe Antigene

auf und transportieren sie zu den lymphoiden Organen. Während der Wanderung

reifen die DCs, d.h. die Fähigkeit zur Aufnahme von Antigenen verringert sich, und

die Oberflächenexpression kostimulatorischer Moleküle nimmt zu. Nach zwei Tagen

verschwinden die DCs aus lymphoiden Organen, vermutlich durch Apoptose. Vor

kurzem wurde berichtet, dass unreife im Gegensatz zu reifen DCs sensitiv gegen-

über Todesrezeptor-vermittelter Apoptose sind, wobei letztere ein erhöhtes c-FLIPL-

Expressionsniveau aufweisen (Leverkus et al., 2000). Todesrezeptorsysteme schei-

nen somit wichtiger für die Homöostase unreifer DCs zu sein als das Verschwinden

reifer DCs zu induzieren.

Die Überexpression von c-FLIP induziert nicht nur das Auftreten von Autoimmuner-

krankungen (Van Parijs et al., 1999a), sondern kann auch dazu beitragen, dass sich

Tumoren einer Immunantwort durch cytotoxische T-Zellen in vivo entziehen (Djerbi et

al., 1999; Medema et al., 1999). Mäuse mit einem T-Zell-spezifischen Transgen für

das virale FLIP-E8 haben stark reduzierte Thymocytenzahlen, obwohl diese Zellen

resistent gegenüber CD95-vermittelter Apoptose sind (OhYama et al., 2000). Die

Reduktion der Thymocytenzahlen wurde ebenfalls vor einem CD95-/--Hintergrund
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beobachtet, was darauf schließen lässt, dass dieses Phänomen unabhängig von

CD95 ist. Interessanterweise ist der Phänotyp dieser Mäuse dem von Mäusen ver-

gleichbar, die ein Transgen für eine dominant-negative Mutante von FADD tragen,

was darauf hindeutet, dass ein anderes Todesrezeptorsystem für die Selektion von

Thymocyten von entscheidender Bedeutung ist (Walsh et al., 1998; Newton et al.,

2000).

C-FLIP-defiziente Mäuse sterben embryonal an Tag E10,5 und lassen folglich keine

auf das Immunsystem bezogene Analyse zu (Yeh et al., 2000). Bemerkenswerter-

weise ähnelt ihr Phänotyp dem von FADD- und Caspase-8-defizienten Mäusen

(Varfolomeev et al., 1998; Yeh et al., 1998b). Alle drei sterben vermutlich aufgrund

einer fehlerhaften Herzentwicklung.

5. Das Humane T-Zell-Leukämie Virus-1 (HTLV-1)

Das humane T-Zell-Leukämie Virus-1 (HTLV-1) ist das erste humane Retrovirus, das

mit einer malignen Erkrankung assoziiert wurde. 1980 wurde es aus Zellen von

Patienten mit Adulter-T-Zell-Leukämie/Lymphom (engl.: adult T cell leuke-

mia/lymphoma, ATL) isoliert (Poiesz et al., 1980; Poiesz et al., 1981). HTLV-1 ist ein

umhülltes Doppelstrang-RNA Typ C-Retrovirus (Modrow und Falke, 1997). Es ist infi-

ziert vornehmlich CD4+, aber auch CD8+ T-Zellen, verursacht T-Zell-Proliferation und

kann eine persistierende Infektion verursachen. Die Transmission von HTLV-1 ist

weitgehend zellgebunden, was zu in einer großen zellulären Provirusmenge führt,

während freies HTLV-1 kaum oder gar nicht im Plasma auftritt (Bangham, 2000). Die

Rezeptoren für die Vermittlung des Viruseintritts in die Zelle sind bislang unbekannt.

Nach Eintritt in die Zelle synthetisiert das Virus DNA durch reverse Transkription und

integriert sie in das Genom des Wirts. Das Genom von HTLV-1 (Abb. I.6) enthält drei

strukturelle Gene (gag, pol und env), zwei regulatorische Gene (tax und rex) und die

LTRs (engl.: long terminal repeats). HTLV-1 ist in der Lage, Zellen in vitro zu trans-

formieren und zu immortalisieren. Allerdings besitzt es keine viralen Onkogene wie

andere Typ C-Retroviren. Das gag-Gen codiert für zwei Proteine, p19 und p24, pol

codiert für eine RNA-abhängige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase), und env

codiert für die zwei Hüllproteine gp21 und gp46. Die HTLV-1-Protease prozessiert in

erster Linie die gag-Genprodukte. Tax und Rex transaktivieren die virale Replikation
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und regulieren die Expression viraler Proteine. Das Tax-Protein ist ferner verantwort-

lich für die Aktivierung der LTRs (Modrow und Falke, 1997).

Die Infektion durch HTLV-1 ist mit verschiedenen Krankheiten assoziiert. ATL ist ein

Non-Hodgkin-Lymphom, das durch zirkulierende, aktivierte CD4+/CD25+ T-Zellen

charakterisiert ist (Manns et al., 1999). Das Provirus ist zufällig in das Wirtsgenom

maligner Zellen integriert und häufig partiell deletiert, was zu defekten Viren führen

kann. Dies stellt möglicherweise einen Mechanismus dar, mit Hilfe dessen das Virus

der Immunantwort entkommen kann. Eine Infektion im frühen Lebensalter ist wesent-

lich für die Entwicklung von ATL, wobei die Krankheit erst nach langer Inkubations-

phase auftritt (Manns et al., 1999). Etwa 2% aller HTLV-1-infizierten Individuen ent-

wickeln ATL. Das regulatorische Tax-Protein ist vermutlich verantwortlich für die

maligne Transformation der T-Zellen. Weitere HTLV-1-assoziierte Krankheiten sind

die HTLV-1-assoziierte Myelopathie/Tropische Spastische Paraparese (HAM/TSP),

sowie Dermatitiden und Uveitiden (Manns et al., 1999).

Im Rahmen der Immunantwort gegen HTLV-1 treten zunächst anti-Gag Antikörper

auf. Später kommen anti-Env und anti-Tax Antikörper hinzu. Die Infektion mit HTLV-1

induziert in der Regel eine starke cytotoxische T-Zell-Antwort. Dabei erkennen die

meisten HTLV-1-spezifischen CD8+-Zellen aller Patienten das gleiche Epitop aus

dem Tax-Protein (Bangham, 2000).

Abb. I.6: Das Genom von HTLV-1. Erläuterungen siehe Text.
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5.1 HTLV-1 Tax

Das 40 kD große Transaktivatorprotein Tax vermittelt die durch HTLV-1-Infektion in-

duzierte maligne Transformation von CD4+ T-Zellen (Grassmann et al., 1989; Tanaka

et al., 1990; Grossman et al., 1995). Obwohl Tax selbst weder DNA-bindende noch

enzymatische Aktivität aufweist, reguliert es eine Vielzahl von zellulären Prozessen

durch Protein-Protein-Interaktionen mit verschiedenen zellulären Faktoren. Es inter-

agiert mit Transkriptionsfaktoren, wodurch es die Expression sowohl viraler als auch

zellulärer Gene reguliert. So wird zum Beispiel die Provirus-Transkription durch Mit-

glieder der ATF/CREB-Transkriptionsfaktorfamilie und ihrer Koaktivatoren CBP/p300

induziert, deren Bindung an die LTRs des Provirus durch die Interaktion mit Tax ver-

stärkt wird (Suzuki et al., 1993; Brauweiler et al., 1995; Yin und Gaynor, 1996).

Neben ATF/CREB werden auch SRF (engl.: serum response factor), AP-1 und

NF-κB durch Tax reguliert. Eine konstitutiv erhöhte NF-κB-Aktivität wurde sowohl in

ATL- als auch in Tax-exprimierenden Zellen gefunden (Jeang, 2001). Tax enthält ein

Kernlokalisierungssignal (engl.: nuclear localization signal, NLS) und agiert vornehm-

lich im Zellkern (Smith und Greene, 1992). Hier kann es die Homodimerisierung von

CREB verstärken oder auch Koaktivatoren wie CBP/p300 und P/CAF rekrutieren. Die

Regulation von NF-κB durch Tax findet auf mehreren Ebenen sowohl im Kern als

auch im Cytoplasma statt (Li und Gaynor, 2000; Jeang, 2001). Im Kern kann Tax an

die NF-κB-Untereinheiten p50 und p52 binden und so die Transaktivierung verstär-

ken. Es konnte ferner gezeigt werden, dass Tax im Cytoplasma mit IκB (engl.: inhi-

bitor of κB) interagiert und so den NF-κB-Komplex vom Inhibitor freisetzt. Zudem

beeinflusst Tax die Phosphorylierung von IκB, die das initiale Signal für Ubiquitinie-

rung und proteolytischen Abbau darstellt, indem es den IKK-Komplex (IκB-Kinase-

Komplex) durch direkte Interaktion oder durch Aktivierung von MAP3K (MAP-Kinase-

Kinase-Kinasen) aktiviert. Die Relevanz der Interaktionen von Tax mit den verschie-

denen Stufen der NF-κB -Aktivierungskaskade ist noch weitgehend unklar. Die Inter-

aktion von Tax mit den beschriebenen Transkriptionsfaktoren führt zur verstärkten

Expression von einer Reihe von Genen, die für die Transformation infizierter Zellen

maßgeblich sein können. Hierzu gehören IL-2, CD25 (IL-2Rα), c-fos, GM-CSF,
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c-myb, Lck und p53 (Arima et al., 1986; Inoue et al., 1986; Fujii et al., 1988; Miyatake

et al., 1988; Wano et al., 1988; Yin und Gaynor, 1996; Hollsberg, 1999).

Apoptose spielt sowohl durch Immortalisierung bei der Transformation von Zellen als

auch bei der Ausbreitung von Viren im Wirt eine wichtige Rolle. Viele der durch Tax

beeinflussten Transkriptionsfaktoren, vor allem NF-κB, sind auch an der Regulation

von Apoptose beteiligt. NF-κB induziert antiapoptotische Proteine, darunter Bcl-xL,

c-IAPs und c-FLIP, trägt aber z.B. durch Induktion des CD95L auch zu apoptotischen

Vorgängen bei (Kreuz et al., 2001; Micheau et al., 2001; Karin und Lin, 2002; Li-

Weber und Krammer, 2002). Die Rolle von Tax als Apoptoseregulator wird kontro-

vers diskutiert. Es wurde gezeigt, dass Leukämie-Zellen aus ATL-Patienten sensitiv

gegenüber CD95-vermittelter Apoptose sind (Debatin et al., 1990; Debatin et al.,

1993). Tax-exprimierende Jurkat-Zellen zeigen eine erhöhte Sensitivität gegenüber

anti-CD3 induzierter Apoptose (Chlichlia et al., 1995; Chlichlia et al., 1997). Ferner

wurde berichtet, dass Tax Caspase-abhängige Apoptose über Bindung an CBP/p300

auslösen kann (Nicot und Harrod, 2000). Andererseits konnte gezeigt werden, dass

Tax NF-κB-abhängig gegen verschiedene Apoptose-Stimuli schützt (Kawakami et al.,

1999; Portis et al., 2001; Torgeman et al., 2001). Zelllinien, die Tax exprimieren, sind

resistent gegenüber CD95-vermittelter Apoptose (Copeland et al., 1994; Zehender et

al., 2001). Die wichtigsten bisher beschriebenen antiapoptotischen Zielgene von Tax

sind Bcl-xL und Bcl-2, also Regulatoren des mitochondrialen Apoptosesignalweges

(Nicot et al., 1997; Tsukahara et al., 1999; Mori et al., 2001; Saggioro et al., 2001).

Sowohl die Bedeutung von Tax-induzierten Überlebens- und Todessignalen für die

Transformation infizierter Zellen und die Persistenz des Virus als auch die Regulation

dieser Signale sind bislang unklar.
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6. Aufgabenstellung

Apoptose spielt eine bedeutende Rolle bei der Ontogenese und Homöostase von

mehrzelligen Organismen. CD95 ist einer von sechs bislang identifizierten Rezepto-

ren, die direkt Apoptose auslösen können. Diese Rezeptoren werden als Todesre-

zeptoren bezeichnet. CD95-vermittelte Apoptose ist von entscheidender Bedeutung

bei der Homöostase des Immunsystems. Fehlregulationen im CD95-System tragen

außerdem zur Entstehung von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen, Krebs oder

AIDS bei.

Das CD95-vermittelte Todessignal wird nach Aktivierung des Rezeptors durch Anla-

gerung von cytosolischen Signalmolekülen übertragen. Durch Bindung des CD95-

Liganden wird CD95 oligomerisiert, und es bildet sich ein Tod-induzierender Signal-

komplex (engl.: DISC). Die Fähigkeit, einen DISC zu bilden, ist in verschiedenen

Zelltypen unterschiedlich. Typ I-Zellen bilden den DISC effizient, Typ II-Zellen dage-

gen zeigen nur eine geringe DISC-Bildung. Aufgrund dieser geringen DISC-Bildung

sind Typ II-Zellen von Mitochondrien als Verstärker des Apoptosesignals abhängig.

Deshalb lässt sich CD95-vermittelte Apoptose in Typ II-Zellen durch antiapoptotische

Bcl-2-Familienmitglieder inhibieren. Ein anderer Regulator CD95-vermittelter

Apoptose ist c-FLIP, ein Protein, das an den CD95-DISC rekrutiert wird und dort die

Aktiverung von Caspase-8 inhibiert. C-FLIP existiert in zwei Splicevarianten, c-FLIPS

und c-FLIPL.

In dieser Arbeit sollten Mechanismen der Regulation Todesrezeptor-vermittelter

Apoptose durch c-FLIP untersucht werden. In einem Modell der Restimulation primä-

rer humaner T-Zellen wurde eine differentielle Regulation der beiden Splicevarianten

c-FLIPS und c-FLIPL beobachtet. Daher stellte sich die Frage nach den mechanisti-

schen Unterschieden zwischen c-FLIPS und c-FLIPL. Ferner sollte in einem in vitro-

Modell der T-Zell-Aktivierung die Rolle von IL-2 als kritischer Faktor für die Sensitvie-

rung Langzeit-aktivierter T-Zellen untersucht werden. Verschiedene Viren besitzen v-

FLIPs zum Schutz vor CD95-vermittelter Apoptose. HTLV-1 dagegen vermag über

das Transaktivatorprotein Tax NF-κB zu aktivieren. Es sollte daher untersucht wer-

den, ob HTLV-1 über diesen Mechanismus c-FLIP zum Schutz der Wirtszellen vor

Todesrezeptor-vermittelter Apoptose induzieren kann.
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II. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Serva (Heidel-

berg), Fluka (Neu-Ulm), Sigma (München), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt)

bezogen. Radioaktive Reagenzien wurden von der Firma Amersham-Buchler

(Braunschweig) bezogen.

1.2 Häufig 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 µg/ml Propidiumiodid

Lysepuffer (Eukaryonten): 150 mM NaCl

30 mM Tris-HCl, pH = 7,5

1 mM PMSF

10 % (w/v) Glycerol

1 % (w/v) Triton X-100

0,5 µg/ml Antipain

0,5 µg/ml Chymostatin A

0,5 µg/ml Leupeptin

0,5 µg/ml Pepstatin
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PBS: 137 mM NaCl

8,1 mM Na2HPO4

2,7 mM KCl

1,5 mM KH2PO4 pH = 7,4

TBE (10 x): 0,45 M Tris

0,45 M Borsäure

10 mM EDTA pH = 8,3

TE: 10 mM Tris

1 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) β-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-HCl, pH = 8,8

7,5-15 % (w/v)Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

0,03 % (w/v) APS

0,1 % (w/v) TEMED

Laufpuffer (SDS-PAGE): 25 mM Tris-Base

0,19 M Glycin

1 % (w/v) SDS
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Transferpuffer: 25 mM Tris

(Western Blot) 0,19 M Glycin

20 %  (v/v) Methanol

0,037 % (w/v)SDS

Weitere Lösungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgeführt.

1.3 Biologisches Material

1.3.1   Bakterienstämme

E.coli Stamm Verwendung Referenz, Bezugsquelle

XL1 blue Vermehrung von Plasmiden Stratagene

XL10 gold Vermehrung von Plasmiden Stratagene

SuRE Vermehrung von Plasmiden Stratagene

DH5α Vermehrung von Plasmiden Clontech

TOP10 Vermehrung von Plasmiden Invitrogen
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1.3.2   Eukaryontische Zellen

Zellinie Herkunft

BJAB EBV-negat ive Burki t t -ähnl iche

lymphoblastoide Zellinie (human)

Jurkat humane T-Zell-Leukämie-Linie

H9 humane T-Zell-Leukämie-Linie

CEM humane T-Zell-Leukämie-Linie

CV-1/EBNA Nierenepithelzellinie (Afrikanische

Grüne Meerkatze)

BJAB BFL11 BJAB, FLAG-c-FLIPL überexprimie-

rend

Jurkat ERtax Jurkat mit ERtax Fusionsprotein

transfiziert (Chlichlia et al., 1995)

Jurkat ER∆tax Jurkat mit ER∆tax Fusionsprotein

transfiziert (Chlichlia et al., 1995)

1.4 Nährmedien

1.4.1   Medien für die Zellkultur

Pulverisierte Zellkulturmedien RPMI 1640, DMEM und DMEM-F12 wurden von den

Firmen Gibco BRL (Eggenstein) bzw. Sigma (Deisenhofen) bezogen und nach

Herstellerangaben in pyrogenfreiem Wasser gelöst. Die Medien wurden sterilfiltriert

und anschließend bei 4°C gelagert. Vor der Verwendung wurden die Medien mit fol-

genden Zusätzen supplementiert:

10 % (v/v) FCS BRL, Eggenstein

10 mM HEPES BRL, Eggenstein

50 µg/ml Gentamycin BRL, Eggenstein
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Folgende Antibiotika oder Zusätze wurden zur Selektion von eukaryontischen Zellen

eingesetzt: Geneticin, Na-Salz (G418, Gibco BRL, Eggenstein); Puromycin (Sigma,

Deisenhofen).

Jurkat ERtax und Jurkat ER∆tax wurden in RPMI 1640 Komplettmedium ohne Phe-

nolrot kultiviert (Gibco BRL, Eggenstein).

1.4.2   Medien für Bakterien

LB-Medium: 10 g/l Caseinhydrolysat

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l NaCl

pH 7,2 mit 1 N NaOH eingestellt

Für die Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hin-

zugefügt. Für die Herstellung von Selektionsmedien wurde Ampicillin (100 µg/ml) zu-

gegeben.

1.5 Antikörper

Alle verwendeten Antikörper sind gegen menschliche Proteine gerichtet. Soweit nicht

anders vermerkt, handelt es sich um monoklonale Antikörper aus der Maus.

Name Antigen Herkunft, Referenz

anti-APO-1 (IgG3) CD95 (Trauth et al., 1989)

C-20

(Kaninchen, polyklonal)

CD95 (AS 316-335:

KDITSDSENSNFRNEIQSLV)

Santa Cruz Biotechno-

logy, Heidelberg

FII23c (IgG3) unbekannt (Trauth et al., 1989)

IgG1 Kontrollantikörper unbekannt Pharmingen, San Diego,

USA

C15 (IgG2b) Caspase-8, p18 Untereinheit (Scaffidi et al., 1997)

C5 (IgG2a) Caspase-8, p10 Untereinheit (Scaffidi et al., 1997)

anti-FADD (IgG1) FADD Transduction Laborato-
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ries, Lexington, USA

anti-FADD (IgG1) FADD Pharmingen, San Diego,

USA

NF6 (IgG1) c-FLIP (Scaffidi et al., 1999a)

anti-Bid (44-433)

(Kaninchen, polyklonal)

Bid, p15 Biosource, Camarillo,

USA

an t i -Cy tochrom c

(IgG2b)

Cytochrom c (AS 93-104) Pharmingen, San Diego,

USA

anti-Bcl-xL

(Kaninchen, polyklonal)

Bcl-xL Transduction Laborato-

ries, Lexington, USA

anti-CD3 (OKT3) CD3 (Kung et al., 1979)

anti-CD3, FITC CD3 Becton Dickinson, USA

anti-CD25, PE CD25, IL-2Rα Becton Dickinson, USA

anti-CD69, FITC CD69 Becton Dickinson, USA

anti-LZ (M15, IgG1) leucine zipper Immunex, Seattle, USA

anti-IgG, HRPO

(Ziege, polyklonal)

Maus IgG Jackson, USA

anti-IgG1, HRPO

(Ziege, polyklonal)

Maus IgG1 Southern Biotechnology,

Birmingham, USA

anti-IgG2a, HRPO

(Ziege, polyklonal)

Maus IgG2a Southern Biotechnology,

Birmingham, USA

anti-IgG2b, HRPO

(Ziege, polyklonal)

Maus IgG2b Southern Biotechnology,

Birmingham, USA

anti-Kaninchen, HRPO

(Ziege, polyklonal)

Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechno-

logy, Heidelberg
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1.6 Apoptosestimuli und -inhibitoren

Substanz Hersteller/Referenz

zVAD-fmk Bachem, Heidelberg

TNFα Biomol, Hamburg

Staurosporin Roche Pharmaceuticals, Mannheim

LZ-CD95L (Walczak et al., 1999)

LZ-TRAIL (Walczak et al., 1999)

1.7 Molekularbiologische Materialien

1.7.1   Vektoren

Name Verwendungszweck Bezugsquelle

pcDNA3 eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen

pEFrsFLAG eukaryontischer Expressionsvektor

mit FLAG-Epitop Tag

Dr. A. Strasser, WEHI,

Australien

pcDNA3-FLAG eukaryontischer Expressionsvektor

mit FLAG-Epitop Tag

(Krueger, 1999)

pcDNA3-Myc eukaryontischer Expressionsvektor

mit Myc-Epitop Tag

(Krueger, 1999)

pEF-FLAG-c-

FLIPL

eukaryontischer Expressionsvektor für

FLAG-c-FLIPL

(Scaffidi et al., 1999a)

pcDNA3-FLAG-

FLIPS

eukaryontischer Expressionsvektor für

FLAG-c-FLIPS

(Krueger, 1999)

pcDNA3-Myc-

FLIPS

eukaryontischer Expressionsvektor für

Myc-c-FLIPS

(Krueger, 1999)
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1.7.2   Synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech und ARK Scientific bezogen.

Name Sequenz (5'-3')

5’-c-FLIP EcoRI/SmaI ggcgaattcATGcccgggTCTGCTGAAGTCATCCATCAGG

3’-p43 XbaI gatctagaTCAATCCACCTCCAAGAGGCTGCTGTCC

D376N Sense CTTGGAGGTGAATGGGCCAGCGATG

D376N Antisense CATCGCTGGCCCATTCACCTCCAAG

Kleinbuchstaben bezeichnen Restriktionsschnittstellen und sonstige Nukleotid-

überhänge.

1.7.3   Enzyme und Kits

Es wurden folgende Enzyme bzw. Kits verwendet:

Enzym/Kit Bezugsquelle

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase

(CIAP)

New England Biolabs, Schwalbach

RNase (DNase frei) Roche Pharmaceuticals, Mannheim

Pfu DNA Polymerase Promega, Mannheim

Trypsin EDTA Lösung Gibco BRL, Eggenstein

T4 Polynukleotidkinase MBI Fermentas, St. Leon-Rot

T4 DNA Ligase MBI Fermentas, St. Leon-Rot

High Fidelity PCR Kit Roche Pharmaceuticals, Mannheim

Die verschiedenen Restriktionsenzyme wurden von Roche und MBI Fermentas be-

zogen. Für die in vitro-Translation von Proteinen wurde das TNT©-gekoppelte Reti-

culozytenlysat-System von Promega, Mannheim, verwendet.
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1.8 Geräte

Gerät Hersteller

Autoradiographiehüllen Rego

Blotapparatur Semi-Dry 20 x 25 cm CTI

Brutschrank Stericult Inkubator Forma

Scientific

Durchflusscytometer FACScan Becton Dickin-

son

Elektroporationsgerät Gene Pulser II Biorad

ELISA-Reader SLT Labinstru-

ments

Gefrierschränke: -20°C Liebherr

-80°C Forma Scienti-

fic

Geiger-Müller-Zählrohr 900 Series

Gelelektrophoresekammer Horizon 11.14 Gibco BRL

Gelelektrophoresekammer SDS-PAGE CTI

Heizbad Köttermann

Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf

Mikroskope: Lichtmikroskop ID 02 Zeiss

Phasenkontrastmikroskop

Labovert FS

Leitz

Mikrowellengerät HMG730B Bosch

Minigelelektrophoresekammer Biorad

Netzgerät Electrophoresis Power

Supply Consort 865

Renner

pH-Meter Calimatic LHD Labor-

technik

Photoeinheit: UV-Flächenstrahler Konrad Benda

Kamera RA1 Kaiser

Video Graphic Printer UP-860

CE

Sony
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Photometer U-1100 Hitachi

Quarzküvetten Suprasil Hellma

Röntgenfilmentwicklungsgerät Curix

160

Agfa-Gevaert

Schüttelinkubator Certomat HK Braun

Szintillationszähler LHD Labor-

technik

Thermocycler: GeneAmp 9700 Perkin Elmer

DNA Engine DYAD MJ

Vakuumrotationsverdampfer 100H Bachofer

Sterilarbeitsplatz SG600 Baker Com-

pany

Waagen: Analysenwaage AE 240 Mettler

Präzisionswaage PE 3600 Mettler

Zählkammer Neubauer HBG

Zentrifugen: Biofuge A Heraeus

Biofuge Fresco Heraeus

Megafuge 1.OR Heraeus

Omnifuge 2.ORS Heraeus

Centrifuge 5402 Eppendorf

Sorvall RC 3B PLUS, 5C

PLUS

DuPont

1.9 Software

Folgende Computersoftware wurde verwendet: Microsoft Office, VectorNTI, Laser-

gene, CricketGraph III, Canvas 7, CellQuest, Adobe Photoshop 4, Adobe Acrobat 4.
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2. Methoden

2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung höherer Zellen erfordern sterile Bedingungen, um

Kontaminationen mit Bakterien, Hefen oder Pilzen zu vermeiden, und wurden daher

in Zellkulturlabors an speziellen Sterilarbeitsplätzen durchgeführt. Darüber hinaus

wurden ausschließlich gammabestrahlte Zellkulturmaterialien wie Kulturschalen,

Kulturflaschen, Pipetten und Zentrifugenröhrchen der Firmen Renner, Falcon (Becton

Dickinson), Greiner und Nunc verwendet. Die verwendeten Zellen wurden in folgen-

dem Medium kultiviert (siehe II.1.4.1)

RPMI 1640 Medium: BJAB; Jurkat

RPMI 1640 Medium ohne Phenolrot: Jurkat ERtax; Jurkat ER∆tax

RPMI 1640 Medium mit 25 U/ml IL-2: primäre humane T-Zellen

DMEM-F12 Medium: CV-1/EBNA

Transfizierte Zellen wurden mit folgenden Zusätzen kultiviert:

BJAB-Kontrolle, BJAB-FLAG-c-FLIPL: 1 µg/ml Puromycin

BJAB-Kontrolle, BJAB-FLAG-c-FLIPS, BJAB-Myc-c-FLIPS, BJAB-FLAG-p43mu, BJAB-

FLAG-D376N: 4 mg/ml Geneticin

BJAB-Kontrolle, BJAB-FL/MS: 4 mg/ml Geneticin, 1 µg/ml Puromycin

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1   Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-Präparation im Mini-Maßstab

1,5 ml einer Bakterienkultur in der exponentiellen Wachstumsphase wurden abzentri-

fugiert (2 min, 5000 rpm, 20°C) und das Pellet in 500 µl STET-Puffer (8 % Sucrose,

0,5 % Triton X-100, 50 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH 8) resuspendiert. Durch Zu-

gabe von 50 µl Lysozym-Lösung (50 mg/ml) wurden die Bakterien 3 min bei RT ly-
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siert. Danach wurde für 90 s bei 95°C inkubiert, um Proteine zu denaturieren, und

der Debris abzentrifugiert (5 min, 13000 rpm). Das Pellet wurde mit Hilfe eines

Zahnstochers entfernt. Anschließend wurde die Plasmid-DNA mit 0,5 ml Isopropanol

und 50 µl Ammoniumacetat (8 M) präzipitiert und sofort abzentrifugiert (5 min,

13000 rpm). Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet

und danach in 30 µl TE oder sterilem Wasser gelöst. Um RNA-Kontaminationen zu

eliminieren, wurde 1 µl (500 µg/ml) DNase-freie RNase zugegeben.

Plasmid-Präparation im Maxi-Maßstab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Maßstab wurde mit dem Qiagen Plasmid

Maxi Kit durchgeführt. Dafür wurden 400 ml LB-Medium in einem 1 l-Fernbachkolben

mit 100 µg/ml Ampicillin versetzt und mit 500 µl einer exponentiell wachsenden Bak-

terienkultur oder einer Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte angeimpft. Nach Inku-

bation über Nacht bei 37°C unter Schütteln wurde die Bakteriensuspension

abzentrifugiert (Sorvall 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 Zu-

gabe von 10 ml eiskaltem Puffer P3 wurden Proteine und chromosomale DNA gefällt;

Es wurde 20 min auf Eis inkubiert und dann abzentrifugiert (Sorvall SS-34, 30 min,

20000 x g und 4°C). Der Überstand wurde auf eine Anionenaustauschersäule

(Qiagen-tip 500) aufgegeben, die zuvor mit 15 ml Puffer QBT äquilibriert worden war,

wobei die Plasmid-DNA unter den gegebenen pH- und Salzbedingungen an die

Säulenmatrix gebunden blieb (1,6 M Salz, pH = 7,0). Nach zweimaligem Waschen

mit je 30 ml Puffer QC wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF in ein 50 ml-

Röhrchen eluiert und mit 0,7 Volumeneinheiten Isopropanol gefällt. Nach Zentrifu-

gation (Heraeus Varifuge, 30 min, 6000 rpm, 4°C) wurde das DNA-Pellet in 5 ml eis-

kaltem 70%igen Ethanol gewaschen. Die DNA wurde anschließend im Vakuum

getrocknet und in 200 µl  TE gelöst.  Nach photometr ischer

Konzentrationsbestimmung wurde diese durch Zugabe von TE auf 1 mg/ml einge-

stellt und die DNA bei -20°C gelagert.
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2.2.2   DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) lässt sich ein definierter Nukleinsäure-

abschnitt selektiv vervielfältigen. Grundlage der Reaktion sind zyklische Temperatur-

änderungen, welche optimale Bedingungen für verschiedene Reaktionen schaffen

stellen. Im ersten Schritt hybridisieren spezifische Oligonukleotide (Primer) mit der

hitzedenaturierten einzelsträngigen DNA zu einem doppelsträngigen Startpunkt für

die DNA-Polymerasen, welche dann im zweiten Schritt doppelsträngige DNA aus der

einzelsträngigen Vorlage synthetisieren. Durch Hitzeeinwirkung trennen sich die

komplementären Einzelstränge im dritten Schritt und können schließlich erneut mit

den Primern hybridisieren, sodass sich bei jedem Zyklus die Zahl der zur Verfügung

stehenden Vorlagen verdoppelt. Dazu wurde je Reaktion folgender Ansatz benutzt:

5 µl 10x PCR-Puffer

1 µl Desoxynukleotide (je 10 mM)

1 µl Primer 1 (100 pmol)

1 µl Primer 2 (100 pmol)

20 ng Template DNA

1 µl Pfu DNA-Polymerase

ad 50 µl H2O

Die PCR wurde wie folgt durchgeführt:

Start 4 min bei 94°C

25-35 Zyklen Denaturierung

Annealing

Elongation

1 min bei 94°C

1 min bei 56°C

1 min bei 72°C

Termination 5 min bei 72°C

2.2.3   Restriktionsspaltung von DNA

Es wurden etwa 1 - 2 µg Plasmid-DNA aus Mini- bzw. Maxipräparation mit 2 U einer

Restriktionsendonuklease im vom Hersteller angegebenen enzymspezifischen Puffer
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für mindestens 1 h bei 37°C inkubiert. Die erhaltenen Fragmente konnten

anschließend in einem Agarosegel aufgetrennt werden.

2.2.4   Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsäuren

Durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen entstandene DNA-Fragmente können

im analytischen Agarosegel (TBE/1 % Agarose/0,00001 % Ethidiumbromid) mittels

Elektrophorese ihrer Größe entsprechend aufgetrennt werden. Dazu wurden sie mit

DNA-Probenpuffer versehen, in Geltaschen pipettiert und 60 -120 min bei 80 V auf-

getrennt. 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

(λ = 254 nm) sichtbar gemacht und photographiert. Ethidiumbromid interkaliert se-

quenzunspezifisch in doppelsträngige DNA-Moleküle und führt so durch Anregung

mit UV-Licht zu orangefarbener Fluoreszenz.

2.2.5   Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Für die Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Gel zum Zwecke der weiteren Klo-

nierung wurde der Gel-Extraction-Kit von Qiagen entsprechend den Hersteller-

angaben verwendet.

2.2.6   Dephosphorylierung und Ligation von DNA

Für die Verwendung von geschnittener Vektor-DNA für eine Ligation kann diese mit

einer Phosphatase behandelt werden, um die endständigen Phosphatgruppen abzu-

spalten. Dies verhindert eine intramolekulare Religation des Vektors. Dazu wurde zu

einem Restriktionsverdau 10 U des Enzyms CIAP (Calf intestinal alkaline phospha-

tase) zugegeben und dieser für weitere 30 min bei 37°C inkubiert.

Für die Ligation wurde geschnittene Vektor-DNA mit der zu inserierenden DNA ge-

mischt, sodass eine etwa dreifach höhere Konzentration der Insertions-DNA vorlag.

Dieses Gemisch wurde in Ligationspuffer mit 2 U T4-DNA-Ligase für 1 h bei Raum-
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temperatur oder für 16 h bei 14°C inkubiert und anschließend für die Transformation

von kompetenten Bakterien verwendet.

2.2.7   Transformation von Bakterien

Chemokompetente Bakterien

Durch Transformation wurde Plasmid-DNA zwecks Amplifikation in Bakterien einge-

bracht. Zur Vermehrung der hier verwendeten Vektoren dienten kompetente Bakte-

rien der E.coli-Stämme XL1 blue, XL10 gold oder TOP10. Für die Transformation

wurden jeweils 100 µl kompetente Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und 1 - 5 µl

DNA-Lösung (ca. 100 - 200 ng DNA) zugefügt. Es folgte eine 30-minütige Inkubation

auf Eis. Kurzes Erhitzen auf 42°C (für 90-120 s) und zweiminütiges Abkühlen auf Eis

führen zur Permeabilisierung der Bakterienzellwand für DNA. Die Reaktionsansätze

wurden anschließend mit je 900 µl antibiotikafreiem LB-Medium versehen und 30 min

bei 37°C zur Induktion der Antibiotikaresistenzen inkubiert. Die Selektion auf plas-

midtragende Bakterien erfolgte in Petrischalen mit antibiotikahaltigem LB-Agar Ü.N.

bei 37°C. Die DNA mehrerer makroskopisch sichtbarer Kolonien wurde am darauf-

folgenden Tag mittels Minipräparation gewonnen und zur Kontrolle des enthaltenen

Plasmids einer Restriktionsanalyse unterworfen. Die Plasmid-DNA eines positiven

Klons wurde schließlich in größerem Maßstab mittels Maxipräparation gewonnen und

für weitere Experimente eingesetzt.

Elektrokompetente Bakterien

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

SuRE oder DH5α verwendet. Jeweils 100 µl kompetente Bakterien wurden mit 100-

200 ng Plasmid DNA gemischt. Die Transformation erfolgte  im Gene Pulser (Biorad)

bei 2500 V, 200 Ω und 25 µF. Dann wurden die Bakterien 1 h bei 37°C in LB-Medium

inkubiert und anschließend auf LB-Agar, der mit entsprechendem Antibiotikum ver-

setzt war, über Nacht kultiviert. Die Analyse positiver Klone erfolgte wie bei der

chemischen Transformation.
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2.2.8   Ortsgerichtete Mutagenese

Ortsgerichtete Mutagenese bedeutet das spezifische Einbringen einer Mutation in

eine Nukleinsäuresequenz, in diesem Falle in ein Plasmid. Hierzu wurde das

QuikChange Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) nach den Angeben des

Herstellers verwendet. Dieses System basiert auf einer PCR des gesamten Plasmids

mit Primern, die die einzuführende Mutation etwa in der Mitte beinhalten. Um das

parentale Plasmid aus dem Reaktionsansatz zu entfernen, wird anschließend ein

Restriktionsverdau mit der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease Dpn I

durchgeführt, die nur das methylierte parentale Plasmid angreift. Nach Transforma-

tion und anschließender Präparation der Plasmide im Maxi-Maßstab werden die Se-

quenzen auf das Vorhandensein der Mutation überprüft. Die Sequenzierungen

wurden von der Firma SeqLab, Göttingen, durchgeführt.

Ansatz für die PCR:

5 µl 10x PCR-Puffer

1 µl Desoxynukleotide (je 10 mM)

1 µl Primer 1 (125 ng)

1 µl Primer 2 (125 ng)

50 ng Template PlasmidDNA

1 µl PfuTurbo DNA-Polymerase

ad 50 µl H2O

Die PCR wurde wie folgt durchgeführt:

Start 30’’ bei 95°C

16 Zyklen Denaturierung

Annealing

Elongation

30’’ bei 95°C

1’ bei 55°C

14’ bei 68°C

Termination 5’ bei 68°C
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1   Präparation primärer humaner T-Zellen

Alle Waschschritte wurden mit sterilem PBS oder RPMI ohne FCS durchgeführt. 500

ml Vollblut wurden mit 1 ml Heparin (Braun, Melsungen) versetzt, um die Gerinnung

des Blutes zu verhindern. Je 15 ml Ficoll (Biochrom, Berlin) wurden mit  30 ml Blut

langsam überschichtet und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20°C/ohne Bremse). Die

Leukozyten wurden  abgenommen, zweimal 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. Anschließend wurden Monocyten und Macrophagen, d.h.

adhärente Zellen, depletiert, indem die Zellen  auf 2 große Kulturflaschen verteilt und

mindestens 1 h im Brutschrank inkubiert wurden. Nicht-adhärente Zellen, d.h. die

Lymphocyten, wurden abgenommen und zentrifugiert (1200 rpm/10 min/20°C). Die

Lymphocyten wurden mit RPMI/FCS auf 8x 106 Zellen/ml eingestellt und 1:1 mit 2%

AET-Erythrocyten (s.u.) gemischt (Rosettierung). Das Gemisch wurde zentrifugiert

(1000 rpm/10 min/20°C/Bremse auf Stufe 2), der Überstand bis auf 20 ml

abgenommen und das Pellet (Rosetten) vorsichtig wieder resupendiert. Die Rosetten

wurden auf 15 ml Ficoll geschichtet und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20°C/ohne

Bremse). Das Pellet aus T-Zellen und Erythrocyten wurde gewaschen (1200 rpm/10

min/20°C), und dann die Erythrocyten mit dem vierfachen Volumen (bezogen auf das

Pellet) an ACK-Puffer (frisch verdünnt aus 10 x Puffer: 41,45g NH4Cl, 5g KHCO3,

0,186g EDTA, pH 7,27 ad 500 ml Wasser) lysiert. Dazu wurden Pellet und ACK-

Pufer durch Pipettieren bis zur Lyse vermischt. Die Lyse der Erythrocyten zeigt sich

durch einen Farbumschlag von trüb-hellrot nach klar-dunkelrot. Dann wurde mit

RPMI/FCS auf 50 ml aufgefüllt und die T-Zellen mit RPMI/FCS auf 2 x 106/ml

eingestellt. Anschließend wurde mit 1 µg/ml PHA-P über Nacht stimuliert. Am

nächsten Tag wurden die T-Zellen dreimal gewaschen, erneut auf 2 x 106 Zellen/ml

eingestellt und mit 25-30 U/ml Interleukin-2 für weitere 5 Tage in Kultur gehalten.
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AET-Erythrozyten

Alle Zentrifugationen wurden bei 1200 rpm für 10 min bei 20 °C durchgeführt. 0.5 g

2-Aminoethylisothiouroniumbromid (AET, Sigma) wurden in 12,5 ml pyrogenfreiem

Wasser bei pH 9,0 (mit 2N NaOH einstellen) gelöst und sterilfiltriert.

25 ml eines 1:1 Gemisches aus Hammelblut und Alsever-Lösung (GibcoBRL) wurden

dreimal mit sterilem PBS gewaschen, zur AET-Lösung zugegeben und für 15 min bei

37°C inkubiert. Anschließend wurde viermal mit sterilem PBS gewaschen und

schließlich eine 2 %ige Suspension in RPMI/FCS hergestellt, die bis zu 3 Tagen

haltbar war.

2.3.2   Immunfluoreszenz von Oberflächenmolekülen

Zur Analyse der Expression verschiedener Oberflächenmarker wurden 3 - 5 x 105

Zellen durch fünfminütige Zentrifugation bei 1500 rpm pelletiert. Die Überstände wur-

den verworfen und die resuspendierten Zellen 15 - 60 min mit je 50 µl an monoklo-

nalem Erstantikörper bei 4°C inkubiert, um eine Internalisierung der Oberflächenmo-

leküle zu verhindern. Dabei wurden Antikörperüberstände unverdünnt und gereinigte

monoklonale Antikörper in einer Konzentration von 10 µg/ml in Kulturmedium einge-

setzt. Nicht gebundene Antikörper wurden durch einmalige Zugabe von 2 ml Kultur-

medium, anschließende fünfminütige Zentrifugation bei 1500 rpm und Dekantieren

des Überstandes entfernt. Die eigentliche Fluoreszenzfärbung erfolgte durch 15-

minütige Inkubation bei 4°C mit 50 µl eines mit einem Fluoreszenzfarbstoff konju-

gierten Zweitantikörpers (10 µg/ml). Zweimaliges Waschen mit PBS und Fixierung

der gebundenen Antikörper mit 300 µl PBS/1 % Formaldehyd ermöglichten eine Auf-

bewahrung der markierten Proben über mehrere Wochen bei 4°C im Dunkeln.

Die Immunfluoreszenz-gefärbten Zellen wurden in das Durchflusscytometer

FACScan durch eine Kapillare eingesogen und dort von einem Argonlaser mit der

Anregungswellenlänge λ = 488 nm bestrahlt. Die Wellenlänge des von den ange-

regten Elektronen emittierten Lichts war dann jeweils vom verwendeten Fluores-

zenzfarbstoff abhängig. Das Licht wurde von Sammellinsen eingefangen und über

verschiedene Spiegel und Filter an Detektoren weitergeleitet, welche Auskunft über

Größe („forward scatter“, FSC), Granularität („side scatter“, SSC) oder Fluoreszenz

(„fluorescence detector“, FL) gaben.



II. Material und Methoden 61

2.3.3   Messung proliferierender Zellen (CFSE)

Die Messung der Zellproliferation mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-(und 6-)-

Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidylester (CFSE, λexc= 495 nm, λem= 525 nm,

Molecular Probes) beruht auf der Vedünnung des Farbstoffs und damit der Abnahme

der Fluoreszenzintensität durch die Teilung der Zellen. Zunächst nicht

fluoreszierendes CFSE diffundiert passiv in die zu markierenden Zellen, wo es durch

Esterase-Spaltung in einen stark fluoreszierenden Farbstoff umgewandelt wird. In der

Zelle reagiert es mit freien Aminen von Proteinen, was den Zellaustritt verhindert. 107

Zellen werden zwecks Entfernung von FCS einmal mit PBS gewaschen und an-

schließend in 1 ml PBS aufgenommen. Nach Zugabe von 1 µM CFSE werden die

Zellen für 5 min bei 37°C inkubiert. Die Markierung wird durch Zugabe von 1 ml FCS

und anschließend 50 ml PBS gestoppt. Die Zellen werden dreimal mit PBS gewa-

schen und wieder in Kultur genommen. Die Analyse erfolgt im FACScan (Becton

Dickinson) durch Detektion der Fluoreszenz im grünen Bereich (FL-1).

2.3.4   Messung apoptotischer Zellen (Nicoletti et al., 1991)

Mit Hilfe einer von Nicoletti et al. (1991) etablierten Methode lassen sich apoptotische

Zellkerne aufgrund ihres geringeren DNA-Gehaltes von Zellkernen lebender Zellen

unterscheiden. Dazu wurden jeweils 5 x 105 Zellen in 250 µl eines hypotonischen

Fluorochrompuffers (0,1 % Natriumcitrat, 0,1 % Triton X-100, 50 µg/ml Propidium-

iodid) Ü.N. bei 4°C unter Lichtabschluss lysiert. Der Fluoreszenzfarbstoff dringt dabei

in die Zellkerne ein und interkaliert in die DNA, sodass die Kerne ihrem DNA-Gehalt

entsprechend fluoreszieren. Neben den vitalen diploiden und sich gerade teilenden

tetraploiden Zellkernen ließen sich daher im FL-2-Detektor des Durchflusscytometers

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 Antikörpers zugegeben. Spezifische Apoptose

wurde folgendermaßen berechnet: [(% experimentelle Apoptose - % spontane

Apoptose)/(100 - % spontane Apoptose)] x 100.
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2.3.5   Messung des mitochondrialen Transmembranpotentials

Die Messung des mitochondrialen Transmembranpotentials beruht auf membran-

gängigen kationischen Fluoreszenzfarbstoffen, die sich spezifisch in Mitochondrien

anreichern, wenn deren Transmembranpotential intakt ist. Eine hohe Fluoreszenzin-

tensität zeigt also eine intakte, lebende Zelle an. Während der Apoptose bricht das

mitochondrielle Transmembranpotential zusammen, sodass sich die Fluoreszenz-

farbstoffe nicht mehr in den Mitochondrien anreichern. JC-1 besitzt zusätzlich die

Eigenschaft, bei hohen Konzentrationen Aggregate zu bilden, sogenannte J-Aggre-

gate. Diese fluoreszieren bei 590 nm, wohingegen das monomere JC-1 bei 527 nm

fluoresziert. Apoptotische Zellen zeigen daher gegenüber lebenden Zellen eine Ab-

nahme in Fluoreszenz-2 (FL-2) und eine Zunahme in Fluoreszenz-1 (FL-1) des

FACScans. Der spezifische Verlust ∆ΨM wurde analog der in 2.3.5 beschriebenen

Formel berechnet.

Färbung mit JC-1

0,5 - 1 x 106 stimulierte oder unbehandelt gelassene Zellen wurden mit 5 µg/ml JC-1

(5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid, 1 mg/ml in

DMSO) versetzt und 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Zellen in

Eppendorfgefäße überführt, zentrifugiert (4000 rpm, 5 min, RT) und mit 1 ml PBS

gewaschen. Das Pellet wurde in 100 µl PBS resuspendiert und direkt im FACScan

analysiert (FL-1 vs. FL-2).

2.3.6   Transfektion von Zellen

Für die transiente Transfektion von CV-1/EBNA Zellen wurde die DEAE-Dextran

Methode verwendet. Einen Tag vor der Transfektion wurden 3 x 106 Zellen pro 150

cm2 Flasche ausgesät (105 Zellen/ml). Hatten die Zellen eine Konfluenz von 80-85 %

erreicht, wurde die Transfektion durchgeführt. Dazu wurden pro 150 cm2 Flasche 15

µg der zu transfizierenden DNA mit 187,5 µl DEAE-Dextran (4 mg/ml in TBS; Sigma)

in DMEM-F12/FCS/75 µM Chloroquin (Stammlösung 10 mM in PBS; Sigma) in

einem finalen Volumen von 1,5 ml gemischt. Das Kulturmedium wurde von den Zel-

len entfernt, durch DMEM-F12/FCS/Chloroquin ersetzt und das DNA-Dextran-Ge-
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misch zugegeben. Nach Inkubation für 4,5 h im Brutschrank wurde das Chloroquin-

Medium entfernt und die Zellen mit DMEM/FCS/10% DMSO für 5 min bei RT inku-

biert. Anschließend wurde das DMSO-Medium 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

Überstand gesammelt und die Zellen weitere 7 Tage kultiviert.

Für die stabile Transfektion von BJAB-Zellen wurde die Methode der Elektroporation

verwendet. Dazu wurden 5 x 106 Zellen pro Ansatz abzentrifugiert (5 min, 1500 rpm),

in je 300 µl Kulturmedium resuspendiert und in eine Elektroporationsküvette über-

führt. Nach Zugabe von 10 bis 30 µg Plasmid-DNA wurde kurz gemischt und mit

960 µF und 200 V elektroporiert. Anschließend wurde die Suspension zügig in eine

kleine Kulturflasche überführt, in der 10 ml warmes Kulturmedium vorgelegt waren.

Nach 24-stündiger Inkubation wurden die Zellen gezählt und zu je 5000 Zellen pro

200 µl Kulturmedium in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte verteilt. Zur Selektion

wurde dem Medium G418 (4 mg/ml) oder Puromycin (1 µg/ml) zugegeben. Nach

etwa zwei Wochen waren erste Klonnester in den Mikrotiterplatten makroskopisch

erkennbar. Sie wurden mittels Western Blot auf die Anwesenheit des gewünschten

Proteins überprüft und positive Klone weiter expandiert.

2.3.7   Präparation von cytosolischen Extrakten

2 x 106 Zellen wurden in 62,5 µl PBS resuspendiert, mit 62,5 µl DSS (10 µg/ml Digi-

tonin in 0,5 M Sucrose) versetzt und 30 s gevortext. Anschließend wurde 1 min bei

13000 rpm (Heraeus Biofuge Fresco) zentrifugiert, der Überstand in ein neues

Eppendorfgefäß überführt, mit SDS-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und bis zur

Verwendung bei -20°C gelagert.

Digitonin wurde als 1%ige Stammlösung in Ethanol bei RT gelagert.
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2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1   ELISA

Der ELISA (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay) dient der Immunodetektion

von Proteinen in Lösung, in diesem Falle der Bestimmung der Interleukin-2- bzw. der

LZ-CD95L-Konzentration im Zellkulturüberstand.

Zur Bestimmung der Konzentration von LZ-CD95L wurde der Zellkulturüberstand

direkt für 24 h bei 4°C in 96-Lochplatten (Falcon) inkubiert. Anschließend wurden die

Platten dreimal mit TPBS (0,05% Tween-20 in PBS) gewaschen und für 1 h mit RPMI

1640/10% FCS geblockt. LZ-CD95L wurde mit Hilfe des anti-LZ mAk M15 (Immunex,

Seattle, USA) detektiert (Inkubation von 1 µg/ml M15 für 1 h bei RT). Als Zweitanti-

körper diente nach dreimaligen Waschen der Platte anti-Maus IgG-HRPO 1:5000 (1

h, RT). Nach weiterem dreimaligen Waschen wurde der ELISA mittels einer Farb-

reaktion (0,4 mg/ml o-Phenylendiamin (OPD, Sigma) in Phosphat-Citrat-Puffer, pH

5,0 mit 0,012 % H2O2, 10 - 30 Minuten RT, Abstoppen mit 0,5 Vol. 2 N H2SO4) im

ELISA-Reader (λ = 490 nm) analysiert. Zur Kalibrierung diente aufgereinigtes LZ-

CD95L definierter Konzentration.

Interleukin-2 wurde mit dem OptEIATM Human IL-2 Set (Pharmingen) bestimmt, das

auf dem Sandwich-ELISA-Prinzip basiert. 96-Lochplatten wurden mit dem Capture-

Antikörper (1:250 in Coating-Puffer (0,1 M Carbonat, pH 9,5)) über Nacht bei 4°C

inkubiert. Anschließend werden die Platten dreimal mit TPBS gewaschen und für 1 h

mit PBS/10 % FCS geblockt. Nach wiederholtem Waschen wurden die Platten mit

den Proben und einem Standard (rekombinantes humanes IL-2 von 7,8 bis 500

pg/ml) für 2 h bei RT inkubiert. Nach fünfmaligem Waschen erfolgt die Inkubation der

Platten mit einer Kombination aus Detection-Antikörper (anti-IL-2-Biotin, 1:250) und

Avidin-HRPO (1:250) in PBS/10 % FCS. Nach 1 h bei RT wurde siebenmal gewa-

schen und die Platte für 30 Minuten bei RT mit Tetramethylbenzidine-Substrat-

Reagenz (Pharmingen) inkubiert. Die Substratreaktion wurde mit 2 N H2SO4 ge-

stoppt. Die Analyse erfolgte im ELISA-Reader (λ = 450 nm). Internationale Einheiten

(international units, IU) berechnen sich wie folgt: 0,0096 IU/ml = 1 pg/ml.
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2.4.2   SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden in diskontinuierlichen SDS-PA-Gelen (Laemmli, 1970) mit 7,5-15 %

Acrylamid-Trenngel und einem 5 % Acrylamid-Sammelgel aufgetrennt. Die Gele

hatten folgende Dimensionen:

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

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

Die Gelzusammensetzung ist in Abschnitt II.1.2 aufgeführt. Die Polymerisation wurde

durch die Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED gestartet und die polymerisierende Lösung

sofort verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Gießen mit Isopropanol

überschichtet. Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde der Alkohol durch Spülen mit

Wasser entfernt, die Geloberfläche durch Tupfen mit Filterpapier getrocknet und das

Sammelgel gegossen. Nach der Polymerisation (10 min) wurden die Gele beladen.

Proteinlösungen wurden mit SDS-Auftragspuffer versetzt und 3 min bei 95°C inku-

biert. Zylindergele aus der isoelektrischen Fokussierung wurden auf die Sammelgele

gelegt und mit Agaroselösung (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 gelöst und mit DTT (Endkonzentration 50 mM) versetzt wurde. Der Lauf

der Gele erfolgte bei 80 bis 130 Volt für 12-20 h. Bei radioaktiven Proben wurden die

Gele amplifiziert (Amplify, Amersham), getrocknet und autoradiographiert.

2.4.3   Western Blot

Zum Transfer von Proteinen aus Acrylamidgelen auf Membranen wurde ein

"Semidry"-Verfahren eingesetzt. Dazu wurden die Graphitelektroden der Blotkammer

(Pharmacia, Freiburg) mit Transferpuffer befeuchtet. Darauf wurden drei Lagen mit

Transferpuffer befeuchtete Filterpapiere, anschließend die befeuchtete Hybond-ECL-

Membran C (Amersham-Buchler, Braunschweig), das Gel und fünf Lagen befeuch-

tete Filterpapiere gebracht. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/cm2 90 min lang bei

Raumtemperatur. Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inku-

bation für 1 h mit 5 % (w/v) Milchpulver oder 2 % (w/v) BSA in TPBS (0,05 % Tween-

20 in PBS) bei Raumtemperatur abgesättigt. Der Blot wurde dreimal mit TPBS gewa-

schen. Der Primärantikörper wurde in TPBS verdünnt (Hybridomüberstand: 1:5 - 1:20
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Verdünnung und aufgereinigte Antikörper: 0,1-1,0 µg/ml) und der Blot unter Schütteln

für 16 h bei 4°C mit dem Antikörper inkubiert. Danach wurde dreimal je 10 min mit

TPBS gewaschen. Anschließend wurde ein Peroxidase konjugierter Sekundäranti-

körper (Verdünnung 1:20 000 in TPBS oder 1:5 000 in 1 % Milchpulver, je nach An-

wendung) für 60 min bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert und anschließend

der Blot dreimal je 10 min mit TPBS gewaschen. Gleiche Teile der

Detektionsreagenzien A und B (Renaissance-Kit, NEN, Bad Homburg v.d.H.) wurden

gemischt, der Blot darin eine Minute inkubiert und auf Röntgenfilmen exponiert.

2.4.4   Aufreinigung monoklonaler Antikörper

Monoklonale Antikörper wurden aus Hybridomüberständen mit 45 % (w/v)

Ammoniumsulfat gefällt, das Präzipitat zentrifugiert (Sorvall GS-3 Rotor, 5000 rpm,

10 min, 4°C), in Wasser aufgenommen und über Nacht gegen PBS dialysiert. Der so

konzentrierte Antikörper wurde nach Zentrifugation (Megafuge 1OR, 6000 rpm, 10

min, 4°C) und Filtration durch einen 0,8 µm Filter über eine Protein A-Sepharose-

Säule gegeben. Die Säule wurde mit 20 Säulenvolumen 0,1 M Tris/HCl (pH 8) gewa-

schen (Die Effizienz wurde an einem Durchflussphotometer bei 280 nm kontrolliert).

Anschließend wurden die monoklonalen Antikörper mit 0,1 M Glycin (pH 3) in 3 ml-

Fraktionen eluiert. Die Antikörper enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, mit 3 M

Tris/HCl (pH 8,8) neutralisiert und gegen PBS dialysiert. Die Antikörper wurden auf

eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt, sterilfiltriert, in flüssigem Stickstoff einge-

froren und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Monoklonale Antikörper des Subtyps IgG1 wurden unter Hochsalzbedingungen auf-

gereinigt. Dazu wurde der konzentrierte Antikörper auf 3 M NaCl gebracht bevor er

auf die Säule gegeben wurde. Als Waschpuffer wurde 10 mM Natriumborat (pH 8,9)

mit 3 M NaCl verwendet.

2.4.5   Kopplung von Antikörpern an Sepharose

Um Antikörper für die Immunpräzipitation kovalent an Sepharose zu immobilisieren,

wurden diese zunächst über Nacht gegen Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO3, pH 8,9)

dialysiert. Am nächsten Tag wurde die Cyanbromid (CNBr)-aktivierte Sepharose zur



II. Material und Methoden 67

Aktivierung mit 20 ml 1 mM HCl für 15 min über Kopf bei RT gerührt , zentrifugiert

(600 x g, 1 min) und dann der Überstand abgesaugt. Die aktivierte Sepharose wurde

mit dem Antikörper für 2 h bei RT über Kopf gerührt, der ungebundene Antikörper

weggewaschen und nicht abgesättigte CNBr-Gruppen durch erneutes Rühren für 2 h

mit 0,1 M Tris/HCl (pH 8) inaktiviert. Anschließend wurde die Sepharosematrix je

dreimal abwechselnd mit 0,1 M Natriumazetat/0,5 M NaCl (pH 4) und 0,1 M

Tris/HCl/0,5 M NaCl (pH 8) gewaschen. Schließlich wurde die Sepharose in PBS mit

0,1 % Natriumazid und 1 mM PMSF aufgenommen, so daß eine 50 %ige Suspension

entstand.

2.4.6   Immunpräzipitation

Für die Immunpräzipitation wurden die behandelten und unbehandelten Zellen in Ly-

sepuffer (siehe II.1.2) resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend

wurden die Kerne und unlösliche Bestandteile abzentrifugiert (15 min, 14000 rpm,

4°C). Das so geklärte Lysat wurde dann für die Immunpräzipitation verwendet. Dazu

wurden meist an Protein A- oder Protein G-Sepharose gekoppelte Antikörper ver-

wendet. Um bei Immunpräzipitationen aus anti-APO-1 stimulierten Zellen eine Bin-

dung des anti-APO-1 Antikörpers an die Protein A Sepharose zu verhindern, wurden

Antikörper kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia) gekoppelt. Die

Immunpräzipitationen erfolgten für mehr als 1 h bei 4°C auf einem Überkopfschüttler.

2.4.7   DISC-Analyse

Für die Analyse des CD95 DISC wurden zwei Ansätze verwendet. Für den stimulier-

ten DISC wurden Zellen in der Regel für 5 min mit 2 µg/ml anti-APO-1 stimuliert und

anschließend wie oben beschrieben lysiert. Der unstimulierte Ansatz wurde erst nach

der Lyse mit 2 µg anti-APO-1 versetzt. Anschließend wurden beide Lysate identisch

behandelt. Im Falle der Stimulation mit LZ-CD95L wurden Zellen in 1 ml Zellkultur-

Überstand von mit LZ-CD95L transifizierten CV-1/EBNA Zellen resuspendiert. Nach

Stimulation für 5 min bei 37°C wurden die stimulierten und die unbehandelten Zellen

lysiert und CD95 mit 2 µg anti-APO-1 immunpräzipitiert.
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Die unspezifischen Bindungen wurden durch 10 µg FII23 mAk, kovalent an CNBr-

aktivierte Sepharose CL-4B gekoppelt (Pharmacia, Freiburg), reduziert. Anschlie-

ßend wurde der an anti-APO-1 gebundene, stimulierte oder unstimulierte CD95-Re-

zeptor mit 30 µl Protein A-Sepharose (Sigma) für 1-2 h bei 4°C präzipitiert. Anschlie-

ßend wurde die Sepharosematrix durch Zentrifugation (3000 g, 30 s, 4°C) entfernt

und mehrfach in Lysepuffer gewaschen. Das Immunpräzipitat wurde entweder zwei-

dimensional oder eindimensional gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Autora-

diographie oder Western Blot analysiert.

2.4.8   In vitro-Caspase-8-Spaltung

Caspase-8/a cDNA wurde in vitro mit dem T7-Polymerase-Retikulozytenlysat-System

(TNT, Promega) translatiert. Für das in vitro-Spaltungsexperiment wurde der CD95-

DISC von 5 x 107 unmarkierten Zellen immunpräzipitiert. Dann wurde das Immunprä-

zipitat in 50 µl Reaktionspuffer (50 mM HEPES, pH 7,4; 0,1 % CHAPS; 100 mM

NaCl; 100 mM DTT und 20 % Saccharose) 24 h bei 4°C mit in vitro translatierter

Caspase-8/a inkubiert. Die Ansätze wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die

Proteine wurden anschließend auf Nitrocellulosemembranen (Hybond ECL,

Amersham) geblottet. Die Membranen wurden getrocknet und autoradiographiert.
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III. Ergebnisse

1. Splicevarianten von c-FLIP inhibieren verschiedene Schritte

der Caspase-8-Aktivierung am CD95-DISC

Der Mechanismus der Inhibition der Caspase-8-Aktivierung durch c-FLIPL ist bisher

nur teilweise aufgeklärt. Sowohl Procaspase-8 als auch c-FLIPL werden an den

CD95-DISC rekrutiert und initial gespalten. Die die Prodomänen enthaltenden

Spaltprodukte von Caspase-8 und c-FLIPL (p43/41-Caspase-8 bzw. p43-c-FLIP)

verbleiben am DISC und verhindern die Rekrutierung weiterer Zymogene. Der

cytoplasmatische Pool von Procaspase-8 bleibt somit inaktiv, und die Zelle wird

resistent gegenüber CD95-vermittelter Apoptose (Scaffidi et al., 1999a). Der

inhibitorische Mechanismus von c-FLIPS ist bisher unbekannt. Vor kurzem konnte

gezeigt werden, dass c-FLIPS, aber nicht c-FLIPL, T-Zellen vor Aktivierungs-

induziertem Zelltod nach Restimulation oder Kostimulation schützt (Kirchhoff et al.,

2000a; Kirchhoff et al., 2000b). Aus diesem Grunde sollte der Mechanismus der

Funktion von c-FLIPS, insbesondere im Vergleich zu dem von c-FLIPL, untersucht

werden.

1.1 c-FLIPS inhibiert Todesrezeptor-vermittelte Apoptose in BJAB-

Zellen

Um die Mechanismen der Apoptose-Inhibition durch c-FLIPS und c-FLIPL zu

untersuchen, wurden BJAB-Zellen stabil mit Expressionsvektoren für N-terminal

getaggtes FLAG-c-FLIPS, N-terminal getaggtes Myc-c-FLIPS, N-terminal getaggtes

FLAG-c-FLIPL allein oder in Kombination mit Myc-c-FLIPS (FL/MS) (Abb. III.1.1A)

transfiziert. Klone mit verschiedenen Expressionsniveaus von FLAG-c-FLIPS (Abb.

III.1.1B, links) und solche mit hohem Expressionsniveau von Myc-c-FLIPS, FLAG-c-
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FLIPL bzw. beidem (FL/MS) (Abb. III.1.1B, rechts) wurden mittels Western Blot

identifiziert.
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Um klonale Effekte auszuschließen, die aus unterschiedlicher Expression der unter-

suchten Todesrezeptoren resultieren könnten, wurde die Oberflächenexpression von

TRAIL-R1, -R2, -R3, -R4, TNF-R1 und CD95 untersucht. Ferner wurde die Expres-

sion von Procaspase-8 und FADD in den analysierten Klonen bestimmt. Die Expres-

sionsmuster der untersuchten Proteine erwiesen sich in allen Fällen als vergleichbar

(nicht gezeigt). Die Funktionalität der transfizierten c-FLIP Proteine wurde durch

Analyse der Sensitivität der verschiedenen BJAB-Klone gegenüber Todesrezeptor-

vermittelter Apoptose getestet. Überexpression von c-FLIPS führte zur Resistenz von

Zellen gegenüber Leuzin-Zipper (LZ)-CD95L-, TNFα- und TRAIL-induzierter

Abb. III.1.1: c-FLIPs inhibieren CD95-vermittelte Apoptose in BJAB-Zellen. A, Überblick über  die
zur stabilen Überexpression genutzten Expressionskonstrukte mit Nummerierung der
Aminosäuren. B, Western Blot-Analyse von Lysaten stabil transfizierter BJAB-Zellen. Bahn 1 und 5:
Vektor-transfizierte Zellen (Kontrolle); Bahn 2-4: FLAG-c-FLIPS; Bahn 6: FLAG-c-FLIPL; Bahn 7:
Myc-c-FLIPS, Bahn 8: FLAG-c-FLIPL und Myc-c-FLIPS (FL/MS). Die getaggten Proteine laufen im
Vergleich zu den endogenen mit reduzierter Geschwindigkeit. C, Die in B beschriebenen BJAB-
Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von LZ-CD95L, TNFα oder LZ-TRAIL für 16
h inkubiert. Apoptose wurde durch die Analyse der DNA-Fragmentierung bestimmt. D, Die in B
beschriebenen BJAB-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen von LZ-CD95L, TNFα
oder LZ-TRAIL für 16 h inkubiert. Apoptose wurde wie in C bestimmt.
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Apoptose. Die Resistenz korrelierte direkt mit dem Expressionsniveau von c-FLIPS

(Abb. III.1.1C). Zur Kontrolle der Apoptose-Sensitivität gegenüber einem Todesre-

zeptor-unabhängigen Stimulus, wurden die Zellen mit dem Proteinkinase-Inhibitor

Staurosporin behandelt. Alle c-FLIP überexprimierenden Klone zeigten eine mit den

Kontrollklonen vergleichbare Sensitivität (nicht gezeigt, vgl. auch (Kataoka et al.,

1998)). Überexpression von sowohl c-FLIPS als auch c-FLIPL erhöhte die Resistenz

gegenüber CD95-vermittelter Apoptose additiv (Abb. III.1.1D). In diesen Doppel-

transfektanten waren TRAIL- und TNFα-vermittelte Apoptose vollständig inhibiert.

Möglicherweise war der CD95-DISC in den entweder c-FLIPS oder c-FLIPL allein

überexprimierenden Klonen noch nicht gesättigt, während dieses für die TRAIL-R-

und TNF-R1-Systeme aufgrund geringerer Rezeptorexpression bereits in den Einzel-

transfektanten der Fall war (Kataoka et al., 2002).

1.2 Vollständige Inhibition der Spaltung von Caspase-8 durch c-FLIPS

Zur Untersuchung des molekularen Mechanismus von c-FLIPS wurde die Aktivierung

von Caspase-8 als einem der frühen Ereignis nach Stimulation von CD95 analysiert.

Abbildung III.1.2A zeigt vereinfacht schematisch die proteolytische Prozessierung

von Procaspase-8 am DISC. In Vektor-transfizierten Kontrollzellen wurde eine

vollständige Prozessierung von Caspase-8 beobachtet, und die beiden das aktive

Heterotetramer bildenden Untereinheiten p10 und p18 wurden 10 bis 30 min nach

Stimulation mit LZ-CD95L detektiert (Abb. III.1.2B, Bahn 3). Im Gegensatz dazu war

die Bildung der aktiven Untereinheiten in c-FLIPS-überexprimierenden Zellen

vollständig blockiert. Weder die p18- noch die p10-Untereinheit konnten detektiert

werden. Ungespaltene Procaspase-8 blieb über den Zeitraum von 3 Stunden

konstant nachweisbar (Abb. III.1.2B, Bahn 18). C-FLIPL-überexprimierende Zellen

zeigten keine Bildung der p18-Untereinheit und nur geringe Mengen der p10-Unter-

einheit von Caspase-8 (Abb. III.1.2B, Bahnen 7-12). Das heißt, Überexpression von

c-FLIPL erlaubt lediglich die Bildung von p43/41-Caspase-8, die am DISC verbleibt

und die weitere Rekrutierung von Procaspase-8 aus dem Cytosol
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Abb. III.1.2: Unterschiede in der Caspase-8-Spaltung nach CD95-Stimulation in Anwesenheit von

c-FLIPS oder c-FLIPL. A, Vereinfachtes Modell der Prozessierung von Procaspase-8. Die Spaltung von

Procaspase-8 vollzieht sich in zwei aufeinanderfolgenden Schritten: Zunächst bilden sich die p10- und

die p43/41-Untereinheiten (1.); Anschließend werden p43/41 weiter in die Prodomänen und die p18-

Untereinheit umgesetzt (2.). B, Kinetik der Prozessierung von Procaspase-8 und c-FLIPL in BJAB-

Zellen, die entweder FLAG-c-FLIPL (Bahn 7-12) oder FLAG-c-FLIPS (Bahn 13-18) stabil über-

exprimieren (vgl. Abb. III.1.1B). Als Kontrolle dienen mit leerem Vektor transfizierte BJAB-Zellen

(Bahn 1-6).
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verhindert. In ähnlicher Weise wie Procaspase-8 wird auch c-FLIPL am DISC entwe-

der von Procaspase-8 oder p43/41-Caspase-8 gespalten (Abb. III.1.2B, Bahnen 8-

12). Beide c-FLIP Splicevarianten verhindern die Bildung aktiver Caspase-8. Aller-

dings zeigt sich ein Unterschied dahingehend, dass c-FLIPS die Prozessierung von

Procaspase-8 vollständig blockiert, während c-FLIPL die initiale Spaltung von Pro-

caspase-8 in die p43/41- und p10-Untereinheiten zulässt.

1.3 Vollständige Inhibition der DISC-Aktivität durch c-FLIPS

Da sowohl Procaspase-8 als auch c-FLIPS an den CD95-DISC rekrutiert werden,

wurde vermutet, dass Pro-

caspase-8 in Anwesenheit von

c-FLIPS entweder nicht an den

DISC rekrutiert wird oder zwar

rekrutiert, aber nicht prozes-

siert werden kann. Um beide

Hypothesen zu testen, wurde

der DISC mittels Immunpräzi-

pitation aus CD95-stimulierten

und -unstimulierten c-FLIPS-

oder c-FLIPL-überexprimieren-

den und Kontroll-BJAB Zellen

analysiert. Die an den DISC

rekrutierten Spaltprodukte von

Caspase-8 wurden anschlie-

ßend im Western Blot detek-

tiert. Der DISC aus c-FLIPS-

überexprimierenden Zellen

enthielt ausschließlich unpro-

zessierte Procaspase-8 (Abb.

III.1.3, Bahn 6). Wie schon in

den Zell-Lysaten beobachtet

(Abb. III.1.2B) war auch die

Abb. III.1.3: Unterschiede in der Procaspase-8-Pro-

zessierung in Anwesenheit von c-FLIPS oder c-FLIPL am

DISC. DISC-Analyse von BJAB-Zellen mit leerem Vektor

(Kontrolle, Bahn 1 und 2), FLAG-c-FLIPL (Bahn 3 und 4)

oder Myc-c-FLIPS (Bahn 5 und 6) transfiziert. Die

Stimulation erfolgte mit 10 µg LZ-CD95L (+); (-): unsti-

mulierte Zellen.
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Spaltung von c-FLIPL am DISC deutlich reduziert. Dagegen verhinderte die Überex-

pression von c-FLIPL nicht die Bildung von p43/41-Caspase-8, was die Detektion der

p10-Unterheit in den Zell-Lysaten erklärt (Abb. III.1.3, Bahn 4). Die Rekrutierung des

Adaptors FADD wurde durch c-FLIPS oder c-FLIPL nicht moduliert. Zusammenge-

fasst bedeutet das, dass c-FLIPS die Spaltung von Procaspase-8 am DISC inhibiert,

während c-FLIPL die weitere Prozessierung des initialen p43/41-Caspase-8-Spalt-

produkts verhindert.

1.4 Der initiale Spaltungsschritt von Caspase-8 am DISC wird durch

c-FLIPL ermöglicht

Die Tatsache, dass das p43-Spaltprodukt von c-FLIPL den Hauptteil des am DISC

detektierbaren c-FLIPL ausmacht (Abb. III.1.3 und (Scaffidi et al., 1999a)), ließ ver-

muten, dass die Spaltung im inhibitorischen Mechanismus von c-FLIPL eine wichtige

Rolle spielt. Um den molekularen Mechanismus von c-FLIPL auf diese Hypothese hin

näher zu untersuchen, wurden Expressionsvektoren für mutierte N-terminal FLAG-

getaggte c-FLIPL-Proteine hergestellt, die entweder nach Aspartat 376 enden und

also dem p43-Spaltprodukt entsprechen (FLAG-p43mu), bzw. eine defekte Spaltstelle

durch Mutation des kritischen Aspartat 376 an P1 in Asparagin enthalten (FLAG-

D376N) (Abb. III.1.4A). Stabil transfizierte, diese Proteine überexprimierende BJAB

Klone wurden durch Western Blot-Analyse identifiziert (Abb. III.1.4B). Sowohl stabile

Überexpression des FLAG-getaggten p43-c-FLIPL (FLAG-p43mu) als auch des FLAG-

getaggten nicht-spaltbaren c-FLIPL (FLAG-D376N) führte zur Resistenz gegenüber

CD95-vermittelter Apoptose (Abb. III.1.4C). Folglich stellen beide Mutanten anti-

apoptotische Proteine dar, woraus zu schließen ist, dass die Spaltung von c-FLIPL für

den inhibitorischen Mechanismus nicht essentiell ist.
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Abb. III.1.4: Die Prozessierung von Procaspase-8 ist abhängig von unprozessiertem c-FLIPL. A,

Übersicht über FLAG-c-FLIP-Expressionkonstrukte, die entweder für unprozessierbares c-FLIPL

(D376N) oder gespaltenes c-FLIPL (p43mu) codieren. B, Western Blot-Analyse von Lysaten stabil

transfizierter BJAB-Zellen. Bahn 1: Vektor-transfizierte Zellen (Kontrolle); Bahn 2: FLAG-c-FLIPL-

D376N (D376N); Bahn 3: FLAG-p43-c-FLIPL (p43mu). C , Die in B  beschriebenen BJAB-Zellen

wurden mit den angegebenen Konzentrationen von LZ-CD95L für 16 h inkubiert. Apoptose wurde

durch Analyse der DNA-Fragmentierung bestimmt. D, Kinetik der Prozessierung von Procasp-

ase-8 und c-FLIPL in BJAB-Zellen, die entweder D376N (Bahn 7-12) oder p43mu (Bahn 13-18) stabil

überexprimieren. Kontrolle: BJAB-Zellen, mit leerem Vektor transfiziert (Bahn 1-6). E, DISC-

Analyse von BJAB-Zellen aus A-D: Vektor (Kontrolle, Bahn 1 und 2), D376N (Bahn 3 und 4) oder

p43mu (Bahn 5 und 6). Die Stimulation erfolgte mit 10 µg LZ-CD95L (+); (-): unstimulierte Zellen.

Um den Punkt zu bestimmen, an welchem die mutierten c-FLIPL-Konstrukte die Pro-

zessierung von Procaspase-8 inhibierten, wurde die Procaspase-8-Spaltung nach

CD95-Stimulation untersucht. In Vektor-transfizierten Kontrollzellen wurde eine

vollständige Prozessierung von Caspase-8 beobachtet, und die beiden das aktive

Heterotetramer bildenden Untereinheiten p10 und p18 waren detektierbar (Abb.

III.1.4D, Bahnen 1-6). In FLAG-p43mu überexprimierenden Zellen war die Bildung der
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p10-Untereinheit von Procaspase-8 verzögert und nach 10 min nicht detektierbar

(Abb. III.1.4D, Bahn 14). Dagegen wurde Procaspase-8 in den FLAG-D376N über-

exprimierenden Zellen innerhalb von 10 min in die p43/41- und p10-Untereinheiten

gespalten (Abb.III.1.4D, vergleiche Bahnen 8 und 14). Die p18-Untereinheit wurde

weder in Anwesenheit von FLAG-p43mu noch von FLAG-D376N gebildet (Abb.

III.1.4D). Die Überexpression der beiden mutierten c-FLIPL-Proteine resultiert folglich

in der Inhibition der Procaspase-8-Spaltung an verschiedenen Punkten. Um diese

näher zu untersuchen, wurde der CD95-DISC aus Kontrollzellen und den die mutier-

ten c-FLIPL-Proteine überexprimierenden Zellen im Hinblick auf mit dem DISC asso-

ziierte Caspase-8-Spaltprodukte analysiert. Während in den Kontrollzellen sowohl

Procaspase-8 als auch das initiale p43/41-Spaltprodukt im DISC detektiert werden

konnten, wurde am DISC der FLAG-D376N überexprimierenden Zellen nur das

p43/41-Spaltprodukt gefunden (Abb. III.1.4E). Damit ähnelt diese Zusammensetzung

dem DISC aus c-FLIPL-Wildtyp überexprimierenden Zellen (Abb. III.1.3). FLAG-

p43mu-Expression verhinderte die Bildung von p43/41-Caspase-8 am DISC, der da-

mit dem aus c-FLIPS hoch exprimierenden Zellen ähnelt (Abb. III.1.4E, vgl. Abb.

III.1.3). Dieses Ergebnis ist konsistent mit den in Zell-Lysaten beobachteten Unter-

schieden (Abb. III.1.4D) und lässt darauf schließen, dass zwar die Anwesenheit des

vollständigen c-FLIPL, nicht aber dessen Spaltung für den initialen Spaltungsschritt

von Procaspase-8 bei einem hohen Expressionsniveau von c-FLIPL notwendig ist.

1.5 c-FLIPL und c-FLIPS koexistieren in derselben DISC-Spezies

Da die hohe Expression von c-FLIPL und c-FLIPS die Prozessierung von Pro-

caspase-8 auf verschiedenen Stufen inhibiert, wurde anschließend untersucht, ob

eine Splicevariante die jeweils andere von der Rekrutierung an einen individuellen

Komplex ausschloss. Daher wurde FLAG-c-FLIPL aus LZ-CD95L-stimulierten FLAG-

c-FLIPL und Myc-c-FLIPS exprimierenden BJAB-Zellen (FL/MS) immunpräzipitiert, um

diejenigen individuellen DISCs zu isolieren, an welche FLAG-c-FLIPL rekrutiert

wurde. Diese DISCs wurden im Western Blot hinsichtlich der Anwesenheit von Myc-

c-FLIPS analysiert. Die Immunpräzipitation des DISC über FLAG-c-FLIPL resultierte

in der Co-Immunpräzipitation von Myc-c-FLIPS in den Doppeltransfektanten (Abb.

III.1.5, Bahn 6). Zusätzlich wurde der DISC aus diesen Zellen durch Immunpräzipita-
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tion via CD95 wie oben be-

schrieben isoliert (Abb.

III.1.5, Bahnen 3 und 4).

Beide Splicevarianten wur-

den an den DISC rekrutiert,

und die Rekrutierung von

FADD entsprach der der

Kontrolltransfektanten. Diese

Ergebnisse deuten darauf

hin, dass nach CD95-Sti-

mulation c-FLIPS  und c-

FLIPL an einem individuellen

DISC koexistieren können,

wobei aus technischen

Gründen nicht ausgeschlos-

sen werden kann, dass

DISCs existieren, die aus-

schließlich eine Splicevari-

ante enthalten.

Abb. III.1.5: c-FLIPL und c-FLIPS koexistieren in derselben

DISC Spezies. DISC-Analyse von stabil transfizierten BJAB-

Zellen. Vektor- (Kontrolle, Bahn 1 und 2) oder FLAG-c-FLIPL

und Myc-c-FLIPS  (FL/MS, Bahn 3-6) transfizierte Zellen

wurden mit 10 µg LZ-CD95L (+) oder nicht (-) stimuliert. Der

DISC wurde entweder mittels anti-APO-1 (Bahn 1-4) oder

mittels anti-FLAG Antikörpern (Bahn 5 und 6) präzipitiert. Der

(*) bezeichnet eine unspezifische Bande.
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2. Ein Interleukin (IL)-2-abhängiger Wechsel der CD95-

Signalwege von Typ II nach Typ I sensitiviert primäre humane

T-Zellen für den Aktivierungs-induzierten Zelltod

2.1 Kurzzeit-aktivierte T-Zellen sind resistente CD95-Typ II-Zellen

Verschiedene Studien zeigen, dass Langzeit-aktivierte T-Zellen die Expression von

c-FLIP im Vergleich zu Kurzzeit-aktivierten reduzieren (Irmler et al., 1997b; Refaeli et

al., 1998; Algeciras-Schimnich et al., 1999). Dieses wurde mit der Sensitivierung für

den AICD korreliert. Im Gegensatz dazu fanden Scaffidi et al. (1999) keine Modula-

tion des c-FLIPL-Expressionsniveaus, dagegen aber Unterschiede in der DISC-

Bildung. Während Langzeit-aktivierte T-Zellen große Mengen an CD95-DISC bilden,

ist in Kurzzeit-aktivierten T-Zellen ein DISC trotz vergleichbarer CD95-Oberflächen-

expression kaum detektierbar. Dieser Befund lässt die Vermutung zu, dass primäre

humane T-Zellen einen Wechsel vom CD95-Typ II- zum CD95-Typ I-Signalweg

durchlaufen. Typ II-Zellen sind sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose, aber

abhängig vom mitochondrialen Apoptosesignalweg. Eine Induktion des antiapoptoti-

schen Bcl-2-Familienmitgliedes Bcl-xL in frisch aktivierten T-Zellen, die nach längerer

Kultivierung wieder abnimmt, korreliert mit der Beobachtung, dass in Kurzzeit-akti-

vierten T-Zellen das mitochondriale Transmembranpotential stabiler ist (Schmitz,

2000). Diese Protektion kann jedoch auch in mangelnder DISC-Aktivität begründet

sein, zumal Kurzzeit-aktivierte T-Zellen eine erhöhte Expression von c-FLIPS aufwei-

sen (Schmitz, 2000). Um zu testen, ob die Inhibition des Signalweges oberhalb oder

an den Mitochondrien stattfindet, wurde ein etabliertes Modell der T-Zellaktivierung

primärer humaner T-Zellen verwendet (Klas et al., 1993): Frisch isolierte periphere

T-Zellen (Tag 0) wurden für 16 Stunden mit Lectin (Phytohämagglutinin, PHA) stimu-

liert (Tag 1) und anschließend für weitere fünf Tage mit 25 U/ml IL-2 kultiviert (Tag 6).

Dabei entsprechen frisch isolierte T-Zellen (Tag 0) ruhenden, während Kurzzeit-akti-

vierte T-Zellen (Tag 1) Zellen der Effektorphase entsprechen. Langzeit-aktivierte

T-Zellen (Tag 6) repräsentieren Zellen in der Deletionsphase. Die DISC-Aktivität in

Tag 1-Zellen wurde mit Hilfe eines in vitro-Caspase-8-Spaltungsassays untersucht.
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DISCs aus Tag 1-T-Zellen waren in der Lage

rekombinante Caspase-8 zu spalten, was

durch das Auftreten der Spaltprodukte p26,

p18, p12 und p10 deutlich wurde (Abb.

III.2.1). Daraus kann geschlossen werden,

dass selbst die geringen Mengen an DISC

aus Tag 1-Zellen aktiv sind, wie es bereits für

CD95-Typ II-Zelllinien beobachtet wurde

(Scaffidi et al., 1999b). Damit ist wahrschein-

lich, dass die Blockade des CD95-Signalwe-

ges in diesen Zellen auf der Ebene der Mito-

chondrien erfolgt, was die entscheidende

Rolle von Bcl-xL unterstreicht. Da c-FLIP die

DISC-Aktivität inhibiert, ist zu vermuten, dass

c-FLIP nicht oder nur untergeordnet zur Re-

sistenz von Kurzzeit-aktivierten T-Zellen bei-

trägt.

2.2 IL-2 sensitiviert primäre humane

T-Zellen gegenüber CD95-vermittelter

Apoptose

IL-2 sensitiviert primäre T-Zellen gegenüber

Apoptose (Lenardo, 1991). Ferner wurde

berichtet, dass IL-2 in einem Mausmodell die

Expression von c-FLIPL reduziert und die von

CD95L erhöht (Refaeli et al., 1998). Die Rolle von IL-2 bezüglich Sensitivität und Re-

sistenz von primären humanen T-Zellen gegenüber CD95-vermittelter Apoptose war

mechanistisch bislang unklar und sollte mit Hilfe des oben beschriebenen in vitro-

Systems untersucht werden. Kurzzeit-aktivierte T-Zellen (Tag 1) wurden wie oben

beschrieben hergestellt und für weitere sechs Tage entweder in IL-2-haltigem Me-

dium (25 U/ml) oder in Medium ohne IL-2 kultiviert. Im Laufe der Kultivierungszeit

ohne exogenes IL-2 sezernierten T-Zellen kein detektierbares endogenes IL-2 (nicht

Abb. III.2.1: DISC-Aktivität in Tag 1-

T-Zellen. In vitro-Caspase-8-Spaltungs-

assay. [35S]-markierte, in vitro-translatierte

Procaspase-8/a wurde mit unstimulierten

(-) oder stimulierten (+) CD95-Präzipitaten

aus Tag 1 (d1)-T-Zellen oder ohne Präzi-

pitat (input) inkubiert und mittels 15%

SDS-PAGE analysiert.
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gezeigt). Zunächst wurde die Sensitivität gegenüber CD95-vermittelter Apoptose

bestimmt. Wie bereits früher gezeigt wurde (Abb. III.2.2A; (Klas et al., 1993; Peter et

al., 1997; Scaffidi et al., 1999a)) waren Tag 0- und Tag 1-T-Zellen resistent gegen-

über CD95-vermittelter Apoptose nach Stimulation mit agonistischen anti-CD95 Anti-

körpern, während Tag 6-T-Zellen nach Kultivierung mit IL-2 sensitiv waren (Abb.

III.2.2A). Dagegen waren Tag 6-T-Zellen nach Kultur ohne exogenes IL-2 fast

vollständig (vgl. Donor 1) oder zumindest partiell (vgl. Donor 2) resistent. Die Analyse

der Oberflächenexpression von CD95 auf Tag 6-T-Zellen in Abhängigkeit von IL-2

zeigte vergleichbare Expressionsniveaus, wobei die Expression in Abwesenheit von

IL-2 etwas geringer war und dem Niveau der CD95-Oberflächenexpression auf Tag

1-T-Zellen glich (Abb. III.2.2B). Als nächstes sollte untersucht werden, ob die Sensiti-

vität von Tag 6-T-Zellen nach Kultur ohne IL-2 durch kurzzeitige Zugabe von IL-2

rekonstituierbar war. Hierzu wurde IL-2 zu verschiedenen Zeitpunkten (24; 8; 3; 0,5

und 0 h) vor der Stimulation von Tag 6-T-Zellen mit LZ-CD95L zur Kultur gegeben

und die Apoptoserate bestimmt. Keine der kürzeren IL-2-Gaben erzeugte Sensitivität

Abb. III.2.2: IL-2 sensitiviert primäre T-Zellen gegenüber CD95-vermittelter Apoptose. A, Tag 0 (d0),
Tag 1 (d1) und Tag 6 (d6)-T-Zellen mit und ohne IL-2 wurden für 16 h mit 1 µg/ml anti-APO-1 und 10
ng/ml Protein A inkubiert. Die Apoptose wurde durch Analyse der DNA-Fragmentierung bestimmt.
Gezeigt sind zwei unabhängige Spender. B , T-Zellen wurden bis Tag 6 (d6) mit oder ohne IL-2
kultiviert. Anschließend wurde die Oberflächenexpression von CD95 durch eine FACS-Analyse mit
anti-APO-1 bestimmt. Zum Vergleich ist die CD95-Expression auf Tag 1 (d1)-T-Zellen gezeigt. C, Kurz-
zeitige Präinkubation mit IL-2 ist für die Sensitivierung von Tag 6-T-Zellen nicht ausreichend. Tag 6-
T-Zellen wurden über die angegebenen Zeiträume mit IL-2 präinkubiert (120 h entspricht der IL-2-Gabe
an Tag 1) und anschließend für 16 h mit 200 ng/ml LZ-CD95L stimuliert. Die Apoptose wurde durch
FSC/SSC-Analyse im FACS bestimmt.
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in diesen Tag 6-T-Zellen, während im selben Experiment Tag 6-T-Zellen, die über

den vollen Zeitraum von 5 Tagen mit exogenem IL-2 kultiviert worden waren, wie er-

wartet sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose waren (Abb. III.2.2C). Hieraus

lässt sich schließen, dass die Sensitivierung primärer humaner T-Zellen nicht durch

ein einfaches, direktes IL-2-Signal ausgelöst wird, sondern eher aus einem IL-2-ab-

hängigen Differenzierungsprozess resultiert.

2.3 Charakterisierung des Aktivierungsstatus primärer T-Zellen in

Abhängigkeit von IL-2

IL-2 ist nicht nur ein wichtiger Faktor für die Sensitivierung von T-Zellen gegenüber

dem AICD, sondern auch für das Überleben und die Proliferation von T-Zellen. Daher

sollte untersucht werden, ob möglicherweise ein Defekt in der T-Zell-Aktivierung die

Sensitivierung gegenüber dem AICD verhindert. Primäre humane T-Zellen wurden

kultiviert wie beschrieben, entweder mit exogenem oder ohne exogenes IL-2. Der

Aktivierungsstatus wurde durch tägliche Analyse der Oberflächenexpression der Akti-

vierungsmarker CD69 (Abb. III.2.3A) und CD25 (IL-2-Rezeptor α-Kette) (Abb.

III.2.3B) bestimmt. CD69 wurde bis Tag 2 unabhängig von IL-2 stark exprimiert,

nahm dann aber auf T-Zellen, die ohne IL-2 kultiviert wurden, bis Tag 6 langsamer

ab. CD25 wurde auf T-Zellen in Anwesenheit von IL-2 über den gesamten Zeitraum

der Kultur stärker exprimiert als in Abwesenheit von IL-2. Allerdings war auch hier bis

Tag 6 die Expression von CD25 deutlich detektierbar. Zusammengenommen lässt

sich, gemessen an der Expression der Aktivierungsmarker CD69 und CD25, eine

ähnliche Aktivierung von T-Zellen mit und ohne IL-2 feststellen. Als nächstes wurde

die Proliferation der T-Zellen durch Markierung der Zellen mit CFSE (5-(und 6-)-Carb-

oxyfluorescein-diacetat-succinimidylester) analysiert. CFSE ist ein Fluoreszenzfarb-

stoff, der von Zellen aufgenommen wird. Mit jeder Teilung halbiert sich die Fluores-

zenzintensität pro Zelle, da der Farbstoff auf beide Tochterzellen aufgeteilt wird. T-

Zellen, die über 6 Tage in Abwesenheit von IL-2 kultiviert wurden, teilten sich von

Tag 2 bis Tag 6 nicht oder einmal (Abb. III.2.4, oberes Histogramm), während zumin-

dest eine Fraktion von T-Zellen mit IL-2 etwa dreimal den Zellzyklus durchliefen (Abb.

III.2.4, unteres Histogramm).
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Abb. III.2.3: Charakterisierung des Aktivierungsstatus von T-Zellen durch Analyse von

Oberflächenmarkern. Primäre humane T-Zellen wurden wie beschrieben isoliert, aktiviert

und für weitere 6 Tage (d0 bis d6) mit (rote Histogramme) oder ohne (grüne Histogramme)

IL-2 kultiviert. Täglich wurde durch FACS-Analyse die Oberflächenexpression von A, CD69

und B, CD25 bestimmt. Ausgefüllte Histogramme stellen die Autofluoreszenz dar.
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Während also der Aktivierungsstatus der T-Zellen im wesentlichen unabhängig von

IL-2 zu sein scheint, bestätigt die CFSE-Analyse die Bedeutung von IL-2 für die Pro-

liferation der T-Zellen.

2.4 IL-2 beeinflusst nicht die Expression von bekannten Komponenten

des CD95-DISC

Die Modulation der Expression von Komponenten des CD95-DISC ist möglicher-

weise relevant für die Regulation der Sensitivität bzw. Resistenz gegenüber dem

AICD. Es wurden Zell-Lysate aus Tag 0-, Tag 1- und Tag 6-T-Zellen in An- oder Ab-

wesenheit von IL-2 hergestellt und einer Western Blot-Analyse unterzogen. C-FLIPL

war in allen Zellen vergleichbar exprimiert, während das Expressionsniveau von

c-FLIPS in Tag 1-T-Zellen, aber nicht in Tag 6-T-Zellen ohne IL-2 erhöht war (Abb.

III.2.5A). Dieses Ergebnis ist konsistent mit einer früheren Beobachtung der Induktion

von c-FLIPS nach Kostimulation von T-Zellen über CD28 (Kirchhoff et al., 2000b).

Procaspase-8 und FADD zeigten vergleichbare Expressionsniveaus in allen Zell-Ly-

saten (Abb. III.2.5B und C). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass IL-2 keine

Abb. III.2.4: Charakterisierung der Proliferation primärer humaner T-Zellen in Abhängigkeit von

IL-2. Tag 1-T-Zellen wurden mit CFSE markiert (ausgefülltes Histogramm) und anschließend für

weitere fünf Tage (d2 bis d6) mit oder ohne IL-2 kultiviert. Die Abnahme der Fluoreszenzintensität

wurde durch FACS-Analyse bestimmt. d2: grün; d3: rot; d4: hellblau; d5: orange; d6: dunkelblau.
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Modulation der Expression der DISC-Komponenten c-FLIP, FADD und Procaspase-8

in Tag 6-T-Zellen induziert.

2.5 IL-2 beeinflusst die DISC-Bildung und die Protektion der

Mitochondrien

Wie oben beschrieben zeigen Tag 1-T-Zellen im Vergleich zu Tag 6-T-Zellen eine

deutlich reduzierte DISC-Bildung (Scaffidi et al., 1999a), was darauf schließen lässt,

dass sich im Laufe der Aktivierungsphase ein Wechsel der CD95-Signalwege von

Typ II nach Typ I vollzieht. Als nächstes sollte daher die Fähigkeit von Tag 6-T-Zellen

zur DISC-Bildung in Abhängigkeit von IL-2 untersucht werden. Da T-Zell-Kulturen

Abb. III.2.5: Expression von DISC-Komponenten in

Anwesenheit oder Abwesenheit von IL-2. Lysate aus

Tag 0- (d0), Tag 1- (d1) und Tag 6 (d6)-T-Zellen nach

Kultivierung mit oder ohne IL-2 wurden mittels 12 %

SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikörpern gegen A, c-

FLIP, B , Caspase-8 und C , FADD im Western Blot

analysiert.



III. Ergebnisse 87

ohne IL-2 viele tote Zellen enthalten,

wurden diese mittels Dichtegradien-

tenzentrifugation entfernt, die T-Zellen

für mindestens 2 h weiterkultiviert und

anschließend wie beschrieben mit LZ-

CD95L stimuliert oder unbehandelt

gelassen, lysiert und einer Immunprä-

zipitation gegen CD95 unterworfen.

Der präzipitierte DISC wurde mittels

Western Blot analysiert. Die Analyse

von FADD (Abb. III.2.6B), Caspase-8

(Abb. III.2.6C) und c-FLIP (Abb.

III.2.6D) zeigte eine stimulationsab-

hängige DISC-Bildung in T-Zellen

nach Kultivierung in Anwesenheit von

IL-2 (Abb. III.2.6, Bahn 4). Dagegen

zeigten Tag 6-T-Zellen in Abwesen-

heit von IL-2 eine stark reduzierte

DISC-Bildung (Abb. III.2.6, Bahn 2).

FADD und Caspase-8 waren kaum

detektierbar. Interessanterweise ließ

sich p43-c-FLIPL  dagegen ver-

gleichsweise deutlich erkennen. Somit

scheint sich das Verhältnis von

Caspase-8 und c-FLIPL am DISC zu

Abb. III.2.6: IL-2 beeinflusst die DISC-Bildung in

Tag>6-T-Zellen. T-Zellen wurden bis Tag 6 mit oder

ohne IL-2 kultiviert. Nach der Entfernung toter Zellen

wurden die T-Zellen mit 2 µg/ml LZ-CD95L für 5 min

bei 37°C stimuliert oder unbehandelt gelassen. Der

DISC wurde mit anti-APO-1 präzipitiert und im

Western Blot mit Antikörpern gegen A , CD95, B ,

FADD, C, Caspase-8 und D, c-FLIP analysiert.
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ändern, was auf einen möglichen Einfluss von c-FLIPL auf die CD95-Resistenz

hindeutet. Alternativ kann dieser Unterschied auch auf die sehr hohe Sensitivität des

anti-c-FLIP Antikörpers NF6 zurückzuführen sein (Scaffidi et al., 1999a). Zur

Kontrolle der Effizienz der Immunpräzipitation wurde die Menge von präzipitiertem

CD95 mit einem polyklonalen Antikörper analysiert (Abb. III.2.6A). Zusammengefasst

verhalten sich folglich Tag 6-T-Zellen nach Kultur ohne IL-2 im Hinblick auf die DISC-

Bildung wie Tag 1-T-Zellen (Scaffidi et al., 1999a). Daher sollte untersucht werden,

Abb. III.2.7: DISC-Aktivität in Tag 6-T-Zellen

nach Kultivierung mit oder ohne IL-2. Entweder

mit oder ohne IL-2 kultivierte Tag 6-T-Zellen

wurden für 5 min mit LZ-CD95L stimuliert oder

unbehandelt gelassen. Der DISC wurde wie oben

beschrieben präzipitiert. [35S]-markierte in vitro-

translatierte Procaspase-8/a wurde mit unstimu-

lierten (-) oder stimulierten (+) CD95-Präzipitaten

oder ohne Präzipitat (input) inkubiert und mittels

15 % SDS-PAGE analysiert.
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ob trotz reduzierter DISC-Bildung DISC-

Aktivität messbar war wie in Typ II- oder

Tag 1 Zellen. Ein in vitro-Caspase-8-

Spaltungsassay zeigte DISC-Aktivität

auch in Tag 6-T-Zellen in Abwesenheit

von IL-2 (Abb. III.2.7). In Typ II-Zellen,

wie z. B. Tag 1-T-Zellen (siehe oben),

kann Resistenz gegenüber CD95-ver-

mittelter Apoptose durch antiapoptoti-

sche Mitglieder der Bcl-2-Familie auf der

Ebene der Mitochondrien induziert wer-

den. Daher wurden zur Untersuchung

des mitochondrialen Transmembranpo-

tentials Tag 6-T-Zellen nach Kultivierung

mit oder ohne IL-2 für unterschiedliche

Dauer mit agonistischen anti-CD95

Antikörpern behandelt und die Zellen mit dem Farbstoff JC-1 angefärbt. Nach vier

Stunden Behandlung mit anti-APO-1 zeigten Tag 6-T-Zellen ohne IL-2 lediglich einen

leichten Abfall des mitochondrialen Transmembranpotentials (∆ΨM), während ∆ΨM in

Tag 6-T-Zellen mit IL-2 deutlich abfällt (Abb. III.2.8). Daraus lässt sich schließen,

dass IL-2 nicht nur den Wechsel vom CD95-Typ II- zum –Typ I-Signalweg induziert,

sondern zudem zum Verlust der Protektion der Mitochondrien in Langzeit-aktivierten

T-Zellen beiträgt.

Abb. III.2.8: Einfluss von IL-2 auf Mito-
chondrien in Tag 6-T-Zellen. Verlust des mito-
chondrialen Transmembranpotentials in Tag 6-
T-Zellen nach Kultivierung mit oder ohne IL-2.
T-Zellen wurden für die angegebene Zeit mit 1
µg/ml anti-APO-1 und 10 ng/ml Protein A
stimuliert, mit JC-1 gefärbt und anschließend im
FACS analysiert.
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3. Modulation CD95-vermittelter Apoptose durch das HTLV-1

Transaktivator Protein Tax in T-Zellen

3.1 HTLV-1 Tax inhibiert CD95-vermittelte Apoptose in CD3-

stimulierten Jurkat T-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses von HTLV-1 Tax auf CD95-vermittelte Apoptose

wurde ein induzierbares Expressionssystem verwendet, das auf der Fusion der

Hormonbindungsdomäne des Östrogenrezeptors (engl. estrogen receptor, ER) mit

HTLV-1 Tax basiert (Abb. III.1A) (Chlichlia et al., 1995). In Abwesenheit von

Östrogen oder dessen Derivat 4-Hydroxy-Tamoxifen (HT) bindet HSP90 an das ER-

Fusionsprotein und verhindert so dessen Translokation in den Zellkern und damit

dessen Transaktivierungskapazität. Bindung des Hormons führt zur Freisetzung des

Fusionsproteins von HSP90 und damit zu dessen Aktivierung (Abb. III.1B) (Picard et

al., 1988; Eilers et al., 1989). Jurkat T-Zellen, die ein Fusionsprotein aus der

Hormonbindungsdomäne des ER und C-terminal folgendem Tax stabil exprimieren

(Jurkat ERtax), wurden auf ihre Sensitivität gegenüber CD95-vermittelter Apoptose

untersucht. Als Kontrollzellen wurden Zellen mit einem ähnlichen Fusionsprotein

verwendet, bei dem jedoch die ersten 12 Aminosäuren von Tax deletiert sind, was zu

einem inaktiven Protein führt (Jurkat ER∆tax, vgl. Abb. III.3.1A). Jurkat-Zellen

exprimieren keinen endogenen Östrogenrezeptor (Chlichlia et al., 1995). ERtax- und

ER∆tax-Zellen wurden für 24 h mit HT oder anti-CD3 oder beidem stimuliert.

Anschließend wurde CD95-vermittelte Apoptose induziert. Weder ERtax- noch

ER∆tax-Zellen zeigten nach Stimulation mit HT allein eine veränderte Apoptosesen-

sitivität gegenüber CD95-vermittelter Apoptose (nicht gezeigt). Mit anti-CD3

prästimulierte ERtax-Zellen waren jedoch in Anwesenheit von HT deutlich resistenter

gegenüber CD95-vermittelter Apoptose als in Abwesenheit von HT oder ER∆tax-

Zellen in An- und Abwesenheit von HT (Abb. III.3.2).
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Abb. III.3.1: Das ERtax-System. A, Schematische Darstellung der beiden Fusions-
proteine ERtax und ER∆tax. Die Zahlen geben die Aminosäuren von Tax bzw. des
Östrogenrezeptors wieder. B, Schema für die hormoninduzierte Aktivierung des
ERtax-Fusionsproteins. Erläuterungen siehe Text.



III. Ergebnisse 92

3.2 HTLV-1 Tax induziert die Expression von c-FLIPS, c-FLIPL und

Bcl-xL in CD3-stimulierten Jurkat T-Zellen

Die Regulation CD95-vermittelter Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen

stattfinden. CD95-Typ II-Zellen, zu denen auch Jurkat-Zellen gehören, sind abhängig

von einem mitochondrialen Verstärkungssignal (Scaffidi et al., 1998). Daher ist bei

ihnen CD95-vermittelte Apoptose durch Überexpression antiapoptotischer Bcl-2-

Familienmitglieder inhibierbar. Eine andere, vom CD95-Signaltyp unabhängige

Ebene der Regulation CD95-vermittelter Apoptose stellt der DISC dar (Scaffidi et al.,

1999b). Hier kann die Inhibition durch c-FLIP erfolgen. Es wurde berichtet, dass die

antiapoptotische Wirkung von Tax abhängig von der Aktivierung von NF-κB ist

(Kawakami et al., 1999; Portis et al., 2001; Torgeman et al., 2001) und mit der

Expression von Bcl-xL und Bcl-2 korreliert (Nicot et al., 1997; Tsukahara et al., 1999;

Mori et al., 2001; Saggioro et al., 2001). Auch c-FLIP kann durch NF-κB induziert

werden (Kreuz et al., 2001; Micheau et al., 2001). Daher sollte untersucht werden, ob

in ERtax-Zellen eine Tax-abhängige Induktion von c-FLIP stattfindet. Während weder

Abb. III.3.2: Tax induziert Resistenz gegenüber CD95 in CD3-stimulierten Jurkat-Zellen. Jurkat
ERtax und Jurkat ER∆tax wurden für 24 h mit 30 µg/ml anti-CD3 mit oder ohne 2 µM HT inkubiert.
Anschließend wurde für 16 h mit den angegebenen Konzentrationen an LZ-CD95L stimuliert. Die
Apoptose wurde durch FSC/SSC-Analyse im FACS bestimmt.
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in ER∆tax-Zellen, noch in ERtax-Zellen, die nicht oder mit HT oder anti-CD3 allein

behandelt worden waren, die Expression von c-FLIP erhöht war, konnte in ERtax-

Zellen nach Stimulation mit anti-CD3 und HT eine deutliche Induktion von c-FLIP, vor

allem von c-FLIPS, beobachtet werden (Abb. III.3.3A, Bahn 4). Auch die Expression

von Bcl-xL war nur unter diesen Stimulationsbedingungen erhöht (Abb. III.3.3B, Bahn

4). Als nächstes wurde untersucht, ob bei Stimulation mit anti-CD3/HT weitere für

den CD95-Signalweg relevante Proteine reguliert werden. Weder FADD,

Procaspase-8, noch Bcl-2 zeigten eine Modulation auf Proteinebene (Abb. III.3.3D).

Der Anstieg der Expression der antiapoptotischen Proteine korrelierte mit der initial

beoachteten Apoptoseresistenz in anti-CD3/HT-stimulierten ERtax-Zellen. Da Jurkat-

T-Zellen vom CD95-Typ II sind, können sowohl Bcl-xL als auch c-FLIP zu dieser

Resistenz beitragen. Um die relative Bedeutung der beiden Proteine zu klären, sollte

untersucht werden, ob die apoptotische Signalkaskade nach anti-CD3/HT-Stimulation

oberhalb oder an den Mitochondrien inhibiert ist.
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3.3 Tax-induziertes c-FLIPS wird verstärkt an den CD95-DISC rekrutiert

Zunächst sollte durch Analyse des CD95-DISC untersucht werden, ob die verstärkte

Expression von c-FLIP auch zu einer verstärkten Rekrutierung an den DISC führt,

was eine Voraussetzung zur Apoptoseinhibition darstellt. Hierzu wurden ERtax-

Zellen nach 24-stündiger Prästimulation mit anti-CD3 mit oder ohne HT einer DISC-

Präzipitation unterworfen. In der Tat war wie im Lysat nach Stimulation mit anti-

CD3/HT eine erhöhte Menge von c-FLIPS im DISC detektierbar (Abb. III.3.4B, Bahn

4). Ob auch die Menge von c-FLIPL erhöht war, konnte nicht eindeutig festgestellt

Abb. III.3.3: HTLV-1 Tax induziert die Expression von c-FLIPS, c-FLIPL und Bcl-xL in CD3-

stimulierten Jurkat T-Zellen. Jurkat ERtax und Jurkat ER∆tax wurden für 24 h mit und ohne anti-

CD3, mit und ohne HT oder in Kombination inkubiert. Lysate wurden im Western Blot mit

Antikörpern gegen A, c-FLIP und B, Bcl-xL analysiert. C, α-Tubulin-Expression wurde als Kontrolle

für gleiche Proteinladung analysiert. D, Keine Modulation der DISC-Komponenten FADD und

Procaspase-8 sowie von Bcl-2. Jurkat ERtax wurden für 24 h mit anti-CD3, mit HT oder beidem

inkubiert. Lysate wurden im Western Blot mit Antikörpern gegen FADD, Procaspase-8 und Bcl-2

analysiert. α-Tubulin-Expression wurde als Kontrolle für die Proteinladung verwendet; c-FLIP und

Bcl-xL dienten als Positivkontrolle.
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werden, da insgesamt die Effizienz der Präzipitation in den anti-CD3/HT-stimulierten

Zellen erhöht erschien (Abb. III.3.4A).

3.4 Die Tax-induzierte Expression von c-FLIP führt zu einer

Verringerung der Bid-Spaltung

CD95-Typ II Zellen sind vom mitochondrialen Apoptosesignalweg abhängig. Dieser

wird durch die Caspase-8-vermittelte Spaltung des „BH3-only“-Proteins Bid initiiert,

das an die Mitochondrien transloziert und vermutlich durch Oligomerisierung von Bax

und Bak die Freisetzung von Cytochrom c induziert (Kap. I.3.4). Die Spaltung von Bid

ist also ein Ereignis, das nicht durch Bcl-xL, wohl aber durch c-FLIP moduliert werden

Abb. III.3.4: Tax induziert die verstärkte Rekrutierung von c-FLIPS und c-FLIPL an den DISC in

CD3-stimulierten Jurkat T-Zellen. Jurkat ERtax-Zellen wurden für 24 h mit 30 µg/ml anti-CD3 mit

oder ohne 2 µM HT inkubiert. Nach Aufreinigung der lebenden Zellen durch Ficoll-Gradienten-

zentrifugation wurden die Zellen mit 10 µg LZ-CD95L stimuliert oder unstimuliert belassen.

Anschließend wurden CD95 über anti-APO-1, gekoppelt an Streptavidin-Sepharose via anti-mIgG3-

Biotin, präzipitiert und der DISC mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. A, Western Blot für

CD95, Caspase-8 (C8) und FADD. B, Western Blot für c-FLIP.
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kann. Um den Einfluss beider antiapoptotischer Proteine zu untersuchen, wurde die

Spaltung von Bid in mit anti-CD3, HT oder beidem stimulierten Jurkat ERtax-Zellen

nach Inkubation mit LZ-CD95L analysiert (Abb. III.3.5). Während sich Kontrollzellen

sowie mit HT- oder anti-CD3 allein stimulierte Zellen hinsichtlich der Bid-Spaltung

nicht deutlich unterschieden (Abb. III.3.5, Bahn 1 – 12), zeigte sich in den anti-

CD3/HT-stimulierten Zellen nach 60 min eine Reduktion der Bid-Spaltung (Abb.

III.3.5, Bahn 16). Da keine vollständige Inhibition der Spaltung von Bid zu

beobachten war, kann aus diesem Ergebnis keine Aussage darüber getroffen

werden, wie die Reduktion der Bid-Spaltung im Vergleich zu möglichen Effekten der

hohen Expression von Bcl-xL zu gewichten ist. Allerdings lässt sich aus diesen

Ergebnissen schließen, dass Tax-induziertes c-FLIP in der Tat einen Effekt auf die

DISC-Aktivität ausübt und damit zur Resistenz gegenüber CD95-vermittelter

Apoptose beiträgt.

Abb. III.3.5: Tax verringert die CD95-induzierte Bid-Spaltung in CD3-stimulierten Jurkat

T-Zellen. Jurkat ERtax-Zellen wurden für 24 h mit 30 µg/ml anti-CD3, 2 µM HT oder beidem

stimuliert. Überlebende Zellen wurden durch eine Ficoll-Gradientenzentrifugation isoliert und

anschließend für die angegebenen Zeiträume mit 200 ng/ml LZ-CD95L inkubiert. Lysate der Zellen

wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot auf Bid analysiert. α-Tubulin diente als Kontrolle für

die Proteinladung und c-FLIP als Kontrolle für die Stimulation. tBid: gespaltenes Bid (engl.:

truncated Bid).
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IV. Diskussion

Apoptose ist für mehrzellige Organismen in der embryonalen Entwicklung und der

Erhaltung der Zellhomöostase von fundamentaler Bedeutung (Vaux und Korsmeyer,

1999; Krammer, 2000). Dabei spielen Todesrezeptoren, eine Unterfamilie der

TNF/NGF-Rezeptor-Superfamilie, eine wesentliche Rolle (Peter et al., 1998). Der

Todesrezeptor CD95 ist an vielen physiologischen Prozessen beteiligt, die Apoptose

involvieren. Speziell im Immunsystem kommt CD95 eine entscheidende Rolle zu, wie

durch den Phänotyp von Menschen oder Mäusen mit einem Defekt im CD95-System

deutlich wird (Matsuzawa et al., 1990; Watanabe-Fukunaga et al., 1992a; Takahashi

et al., 1994a; Fisher et al., 1995; Rieux-Laucat et al., 1995). Eine Fehlregulation im

CD95-System kann zur Entstehung von Krankheiten wie dem Autoimmun-

Lymphoproliferativen Syndrom (ALPS), beitragen (Vaux und Flavell, 2000). Um

therapeutisch solche Fehlregulationen korrigieren zu können, ist es unerlässlich, die

Signalwege von CD95, ihre Regulation und die Verknüpfung mit anderen Signal-

wegen zu kennen.

1. Splicevarianten von c-FLIP inhibieren verschiedene Schritte

der Caspase-8-Aktivierung am CD95-DISC

Während die Apoptose-induzierenden Wege der CD95-Signaltransduktion

vergleichsweise gut charakterisiert sind (siehe Einleitung), sind die Mechanismen der

Inhibition CD95-vermittelter Apoptose noch weitgehend unklar. C-FLIPL ist ein

Protein, das inhibitorisch auf den DISC wirkt und dort die proteolytische

Prozessierung von Procaspase-8 zum aktiven Heterotetramer verhindert. Der

Mechanismus dieser Inhibition ist allerdings noch nicht vollständig aufgeklärt. Auch

die zweite Splicevariante von c-FLIP, c-FLIPS, hat eine antiapoptotische Funktion.

Beide Splicevarianten besitzen Tandem-DEDs, werden an den DISC rekrutiert und

blockieren so Todesrezeptor-vermittelte Apoptose. In dieser Arbeit wurden die inhi-

bitorischen Mechanismen der beiden Splicevarianten von c-FLIP näher untersucht.

BJAB-Zellen, die entweder c-FLIPL oder c-FLIPS stark exprimieren, sind gegenüber
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Todesrezeptor-vermittelter Apoptose geschützt. C-FLIPS verhindert den ersten Spal-

tungsschritt von Procaspase-8, sodass ausschließlich die unprozessierte Pro-

caspase-8 am DISC detektiert werden kann. Dagegen kann in Gegenwart von

c-FLIPL die initiale Spaltung von Procaspase-8 stattfinden, doch ist die weitere

proteolytische Prozessierung blockiert, sodass sich keine Bildung der p18-Unterein-

heit von Caspase-8 und damit auch keine Bildung des aktiven Caspase-8 (p10/p18)2-

Heterotetramers vollzieht. Der Unterschied in der Caspase-8-Prozessierung auf der

Ebene des DISC in Anwesenheit der beiden Splicevarianten von c-FLIP zeigt sich

auch in Zell-Lysaten und verleiht neue Einblicke in den Mechanismus der Aktivierung

von Procaspase-8 am DISC. Folgendes Modell der Inhibition Todesrezeptor-vermit-

telter Apoptose durch c-FLIP kann basierend auf den hier erhaltenen Ergebnissen

aufgestellt werden: Bei einer geringen Konzentration an c-FLIP Proteinen besteht der

Großteil der Tandem-DED-enthaltenden Proteine am DISC aus Procaspase-8. Auf-

grund der so entstehenden hohen lokalen Konzentration und möglichen Dimerbil-

dung wird Procaspase-8 durch auto- und transkatalytische Spaltungsschritte am

DISC aktiviert (Abb. IV.1B) (Muzio et al., 1998; Yang et al., 1998). An den DISC

rekrutiertes c-FLIPL wird durch Caspase-8 gespalten. Eine hohe Konzentration an

c-FLIPL verhindert die Annäherung bzw. Dimerisierung von Procaspase-8, indem es

selbst den Platz von Procaspase-8 einnimmt, was zur initialen, aber nicht zur voll-

ständigen Spaltung von Caspase-8 führt. In dieser Konstellation werden lediglich die

p10-Untereinheit von Caspase-8 und die p12-Untereinheit von c-FLIPL ins Cyto-

plasma freigesetzt (Abb. IV.1C). Da c-FLIPL keine intrinsische katalytische Aktivität

besitzt, muss bei einer angenommenen induzierten Dimerisierung die Spaltung

zwischen den beiden Caspase-ähnlichen Domänen p18 und p10 autokatalytisch er-

folgen, während die Spaltung zwischen der p18-Untereinheit und der Prodomäne

transkatalytisch erfolgen sollte und somit in einem c-FLIPL/Procaspase-8-Dimer

blockiert ist. Große Mengen von c-FLIPS verhindern jegliche Prozessierung von Pro-

caspase-8 (Abb. IV.1D). Dies lässt den Schluss zu, dass c-FLIPL im Gegensatz zu

c-FLIPS eine Konformation des DISC induzieren kann, die eine autokatalytisch, aber

nicht transkatalytisch aktive Procaspase-8 beinhaltet, sodass sich die initiale Prozes-

sierung zur Freisetzung von p10-Caspase-8 und p12-c-FLIPL vollziehen kann. Das

vorgeschlagene Modell wird durch die Analyse der c-FLIPL-Mutanten gestützt. Die

unspaltbare c-FLIPL-Mutante ermöglicht, wie Wildtyp-c-FLIPL, den ersten Spaltungs-

schritt von Procaspase-8 und damit die Bildung der p10-Untereinheit.
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Abb. IV.1: Modell für die c-FLIP-vermittelte Inhibition der Prozessierung von Procaspase-8 am
DISC. A, Stimulation von CD95 führt zur Rekrutierung von FADD, Procaspase-8 und den c-FLIP
Proteinen an den DISC. Bindung von Procaspase-8 löst deren Aktivierung durch auto- und
transkatalytische Spaltung aus. Die verbleibende Prodomäne wird durch weitere Procaspase-8-
Moleküle ersetzt, die wiederum proteolytisch aktiviert werden. B-F, In Abhängigkeit vom
Verhältnis zwischen Procaspase-8 und c-FLIP am DISC (grauer Kasten) werden verschiedene
Spaltprodukte vom DISC ins Cytoplasma freigesetzt. B, Geringe Mengen von c-FLIP lassen die
vollständige Prozessierung von Procaspase-8 zu, was zur Bildung des aktiven Heterotetramers
führt. C, Hohe Expression von c-FLIPL führt nach Rekrutierung von Procaspase-8 zur Inhibition
der Prozessierung nach dem ersten Spaltungsschritt. D, Hohe Expression von c-FLIPS führt zur
vollständigen Blockade der Procaspase-8-Prozessierung am DISC. In beiden Fällen führt die
Modulation der Procaspase-8-Prozessierung zur Apoptose-Resistenz. E, Gespaltenes c-FLIPL-
p43mu verhindert die Procaspase-8-Spaltung vollständig. F, Unspaltbares c-FLIPL-D376N erlaubt
den initialen Spaltungsschritt von Procaspase-8, verhindert aber die weitere Prozessierung, sodass
p43/41-caspase-8 im DISC akkumuliert.
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Demzufolge scheint das Vorhandensein der Caspasen-Homologiedomäne und nicht

die Spaltung von c-FLIPL die initiale Prozessierung von Procaspase-8 zu induzieren

(Abb. IV.1F). Die c-FLIPL-Deletionsmutante, der die p12-Untereinheit fehlt (p43mu),

verhindert vergleichbar mit c-FLIPS jegliche Prozessierung von Procaspase-8 am

DISC (Abb. IV.1E), was die Bedeutung der Caspasen-Homologiedomäne von

c-FLIPL für die Induktion der initialen Spaltung unterstreicht. Beide c-FLIPL-Mutanten

blockieren die Aktivierung von Caspase-8 und inhibieren auf diese Weise Todesre-

zeptor-vermittelte Apoptose. Ausgehend von der Annahme, dass Procaspase-8 mit

c-FLIP am DISC Dimere bildet, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Bildung

von p10-Caspase-8 autokatalytisch erfolgt, während die zweite Spaltung, die zur Bil-

dung der p18-Untereinheit führt, eine transkatalytische Aktivität zwischen den beiden

Monomeren erfordert. Die hier präsentierten Ergebnisse schließen allerdings keine

Komplexe höherer Ordnung wie Dimere aus Dimeren oder Multimere, die durch ex-

tensives Clustering von Todesrezeptoren entstehen können, aus (Siegel et al.,

2000a; Siegel et al., 2000b). Eine hohe Expression von c-FLIPS verhindert außer der

Prozessierung von Procaspase-8 auch die Spaltung von c-FLIPL am DISC. Dieses

Phänomen wurde auch in restimulierten primären T-Zellen beobachtet (Kirchhoff et

al., 2000a). Die Blockade der c-FLIPL-Spaltung kann auf zwei mögliche Ursachen

zurückgeführt werden: Zum einen könnte c-FLIPS  räumlich mit der

c-FLIPL/Procaspase-8-Dimerbildung interferieren; zum anderen könnte die initiale

Prozessierung von Procaspase-8 notwendig sein, um eine transkatalytische Aktivität

zur Spaltung von c-FLIPL hervorzurufen.

Zellen, die sowohl c-FLIPL als auch c-FLIPS überexprimierten waren in additiver

Weise stärker protektiert gegenüber CD95-vermittelter Apoptose als die entspre-

chenden Einzeltransfektanten, was darauf hindeutet, dass in diesen Zellen die

c-FLIP-Expression nicht ausreichte, um die DISCs mit c-FLIP zu sättigen. DISCs aus

Doppeltransfektanten enthielten p43/p41-Caspase-8 trotz hoher Expression von

c-FLIPS. Das bedeutet, dass entweder c-FLIPL gegenüber c-FLIPS eine dominante

Funktion ausübt oder aber DISC-Spezies existieren, die ausschließlich c-FLIPL, aber

kein c-FLIPS enthalten.

Da beide c-FLIP Splicevarianten antiapoptotische Funktionen erfüllen, stellt sich die

Frage, warum einige physiologische Stimuli entweder wie der B-Zellrezeptor, kosti-

muliert über CD40 (Hennino et al., 2000; Wang et al., 2000), ausschließlich c-FLIPL

induzieren oder wie der TCR, kostimuliert über CD28 (Kirchhoff et al., 2000a;
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Kirchhoff et al., 2000b) c-FLIPS induzieren. Die biologische Funktion der unterschied-

lichen Spaltungsmuster von Procaspase-8 bei hoher Expression von c-FLIPS oder

c-FLIPL sind noch ungeklärt. Da c-FLIPS die Prozessierung von Procaspase-8 voll-

ständig blockiert, könnten so neue Bindungsstellen für weitere DISC-Komponenten

entstehen, die für eine veränderte Signaltransduktion verantwortlich sein könnten.

Alternativ könnte den nur bei hoher Expression von c-FLIPL freigesetzten p12-

c-FLIPL- und p10-Caspase-8-Untereinheiten eine bislang unbekannte Funktion in der

Signaltransduktion zukommen. Vor kurzem wurde berichtet, dass einige, aber nicht

alle viralen und zellulären FLIP Proteine - vermutlich durch die Rekrutierung von RIP,

TRAF-1 und TRAF-2 an den DISC - die Aktivierung von NF-κB und AP-1 nach Sti-

mulation von Todesrezeptoren verstärken können (Kap. I.3.7.4 und (Chaudhary et

al., 1999a; Chaudhary et al., 1999b; Chaudhary et al., 2000; Kataoka et al., 2000)).

Eine Inhibition der NF-κB-Aktivierung durch DED-enthaltende Proteine wie c-FLIP

wurde allerdings auch berichtet (Wajant et al., 2000). Die Rolle von c-FLIP in der To-

desrezeptor-vermittelten Aktivierung von NF-κB bedarf folglich noch der genaueren

Untersuchung.

2. Ein Interleukin (IL)-2-abhängiger Wechsel der CD95-

Signalwege von Typ II nach Typ I sensitiviert primäre humane

T-Zellen für den Aktivierungs-induzierten Zelltod

Primäre humane T-Zellen sind in einem in vitro-Aktivierungsmodell nach kurzzeitiger

Aktivierung resistent gegenüber CD95-vermittelter Apoptose, während Langzeit-akti-

vierte T-Zellen in diesem Modell sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose sind

(Klas et al., 1993; Peter et al., 1997; Scaffidi et al., 1999a; Kirchhoff et al., 2000a).

Somit gibt dieses in vitro-Modell die apoptotischen Eigenschaften periphärer

T-Lymphocyten im Laufe einer Immunantwort wieder und erlaubt das Studium der

molekularen Mechanismen des AICD in primären humanen T-Zellen. Mit Hilfe dieses

Modells konnte gezeigt werden, dass die Resistenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen zu-

mindest teilweise auf reduzierter DISC-Bildung beruht (Peter et al., 1997; Scaffidi et

al., 1999a). Dieser Phänotyp ähnelt stark dem von CD95-Typ II Zellen (Scaffidi et al.,

1998), was darauf schließen lässt, dass primäre humane T-Zellen im Laufe ihrer Ak-

tivierung von Typ II- zum Typ I-Signalweg (d.h. zur starken DISC-Bildung) wechseln.
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Um diese Hypothese weitergehend zu testen, wurden in dieser Studie zusätzliche

Schritte in der CD95-Signaltransduktion wie die DISC-Aktivität in Kurzzeit-aktivierten

T-Zellen untersucht (Abb. III.2.1). Es konnte gezeigt werden, dass der Wechsel von

Typ II nach Typ I im Laufe der Aktivierung von der Anwesenheit von IL-2 abhängt.

Daraus ergibt sich folgendes Modell (Abb. IV.2): Durch reduzierte DISC-Bildung sind

Kurzzeit-aktivierte (Tag 1) T-Zellen abhängig vom mitochondrialen Weg der CD95-

Signaltransduktion. Dieser ist jedoch durch die hohe Expression des antiapoptoti-

schen Bcl-2-Familienmitgliedes Bcl-xL, das an der äußeren Mitochondrienmembran

lokalisiert ist, blockiert (Peter et al., 1997; Schmitz, 2000), wie bereits für Bcl-xL über-

exprimierende CD95-Typ II-Zelllinien gezeigt wurde (Scaffidi et al., 1998; Schmitz et

al., 1999). Somit führt die reduzierte CD95 DISC-Bildung in Kombination mit der

hohen Expression von Bcl-xL zur Resistenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen gegenüber

CD95-vermittelter Apoptose. Dagegen bilden Langzeit-aktivierte (Tag 6) T-Zellen

große Mengen DISC, aktivieren große Mengen an Caspase-8 und verhalten sich

damit wie CD95-Typ I Zellen (Scaffidi et al., 1999a). Desweiteren ist die Expression

von Bcl-xL in diesen Zellen vermindert, sodass es zu einem Verlust des mitochondri-

alen Transmembranpotentials ∆ΨM und der Freisetzung von Cytochrom c kommt

(Peter et al., 1997; Schmitz, 2000). Somit sind in Langzeit-aktivierten T-Zellen beide

CD95-Signalwege aktiv: die direkte Caspasen-Kaskade, sowie der mitochondriale

Weg, der zur Aktivierung des Apoptosoms führt. Die Beobachtung, dass Langzeit-

aktivierte T-Zellen sich wie CD95-Typ I Zellen verhalten, wird durch ein transgenes

Mausmodell gestützt, in dem Bcl-2 überexprimiert ist (Strasser et al., 1995). In

diesem Modell sind Langzeit-aktivierte T-Zellen nach Stimulation mit Concanavalin A

und IL-2 gegenüber AICD nicht protektiert. Allerdings wurden in dieser Studie

ruhende oder Kurzzeit-aktivierte T-Zellen nicht untersucht.

Der Wechsel von Typ II (Kurzzeit-aktiviert) zu Typ I (Langzeit-aktiviert) T-Zellen ist

abhängig von IL-2, denn nur in Anwesenheit von IL-2 war eine starke DISC-Bildung

und Sensitivierung Langzeit-aktivierter T-Zellen gegenüber CD95-vermittelter Apo-

ptose festzustellen (Abb. III.2.6). Ohne IL-2 im Kulturmedium blieben die T-Zellen

resistent und zeigten geringe DISC-Bildung. Somit ähneln Langzeit-aktivierte

T-Zellen nach Kultur in Abwesenheit von IL-2 den Kurzzeit-aktivierten Zellen und

scheinen ebenfalls von CD95-Typ II zu sein. Interessanterweise beeinflusst IL-2 den

Aktivierungsstatus Langzeit-aktivierter T-Zellen nur unwesentlich (Abb III.2.3), wäh-

rend es für ihre Proliferation in diesem in vitro-Modell ausschlaggebend ist (Abb.
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III.2.4). IL-2 induziert den Eintritt von T-Zellen in den Zellzyklus, wie durch Studien an

IL-2-Rezeptor-defizienten Mäusen belegt werden konnte (Suzuki et al., 1995;

Willerford et al., 1995; Van Parijs et al., 1997). Es konnte ferner gezeigt werden, dass

Proliferation für die Sensitivierung von T-Zellen gegenüber dem AICD notwendig ist

(Algeciras-Schimnich et al., 1999). Eine kurzzeitige Exposition Langzeit-aktivierter

T-Zellen mit IL-2 war nicht ausreichend, um diese Zellen gegenüber CD95-vermittel-

ter Apoptose zu sensitivieren (Abb. III.2.2C). Es wäre interessant, den Einfluss des

Eintritts aktivierter T-Zellen in den Zellzyklus auf den Wechsel vom CD95-Typ II- zum

CD95-Typ I-Phänotyp zu untersuchen, was weitere Aufschlüsse über die molekula-

ren Unterschiede zwischen den beiden CD95-Signalwegen geben könnte. Allerdings

scheint eine solche mögliche Abhängigkeit vom Zellzyklus kein generelles Phänomen

zu sein, da es unter proliferierenden Tumor-Zelllinien sowohl Typ I- als auch Typ II-

Zellen gibt (Scaffidi et al., 1998). Allerdings bestimmt nicht IL-2 allein die Charak-

teristik von Zellen als Typ II oder Typ I, da auch IL-2 unresponsive Zellen wie

Abb. IV.2: Modell der Sensitivität und Resistenz gegenüber CD95-vermittelter Apoptose in

primären humanen T-Zellen. T-Zellen durchlaufen einen IL-2-abhängigen Wechsel von CD95-

TypPII - als Kurzzeit-aktivierte Tag 1-Zellen - zu CD95-Typ I - als Langzeit-aktivierte Tag 6-Zellen.

Grau schattiertes FADD und Caspase-8 deuten reduzierte DISC-Bildung in Tag 1-Zellen an. Die

CD95-Signaltransduktion wird in diesen Zellen an den Mitochondrien durch hohe Expressionslevel

von Bcl-xL inhibiert. Tag 6-Zellen zeigen starke DISC-Bildung (grüner Kasten) und durch geringe

Expression von Bcl-xL Aktivität beider CD95-Signalwege.
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B-Zellen (Scaffidi et al., 1998), embryonale Fibroblasten (Cecconi et al., 1998) oder

Leberzellen (Yin et al., 1999) als Typ I oder II charakterisiert werden können. Außer-

dem war es nicht möglich, den CD95-Typ II-Phänotyp von Jurkat-T-Zellen mittels IL-2

in den Typ I umzuwandeln (Daten nicht gezeigt). Allerdings könnten Teile der IL-2-

abhängigen Signalwege in Jurkat-Zellen dereguliert sein, da diese im Gegensatz zu

primären T-Zellen generell unabhängig von IL-2 wachsen. In anderen Studien wurde

im Gegensatz zu dieser gezeigt, dass die Expression von c-FLIPL nach T-Zell-Akti-

vierung vermindert wird (Refaeli et al., 1998; Yeh et al., 1998a; Algeciras-Schimnich

et al., 1999). Zwei Studien zeigten diesen Effekt allerdings in überzeugender Weise

lediglich auf der mRNA-Ebene (Refaeli et al., 1998; Yeh et al., 1998a). Protein- und

mRNA-Expression von c-FLIP müssen nicht notwendigerweise miteinander korrelie-

ren (Algeciras-Schimnich et al., 1999). Algeciras-Schimnich et al. zeigten, dass die

Expression des c-FLIPL Proteins mit dem Eintritt in den Zellzyklus korreliert

(Algeciras-Schimnich et al., 1999). Ob die c-FLIP Expression über die Zellzyklus-

induktion mit IL-2 korreliert oder direkt von IL-2-vermittelter Signaltransduktion ab-

hängt, ist gegenwärtig nicht bekannt. Anhand des in dieser Arbeit verwendeten in

vitro-Modells der T-Zellaktivierung lässt sich keine Aussage über einen möglichen

Zusammenhang zwischen dem Status des Zellzyklus und einer Modulation von

c-FLIPL treffen. Allerdings konnte keine Verringerung der Expression von c-FLIPL in

diesem Modell beobachtet werden, obwohl Langzeit-aktivierte T-Zellen mehrere Tei-

lungen durchlaufen haben (Abb. III.2.5A). Zudem wurde der Einfluss verschiedener

Konzentrationen von IL-2 im Kulturmedium getestet, jedoch bis zu 200 U/ml kein Ein-

fluss von IL-2 auf die Expression von c-FLIPL detektiert (Daten nicht gezeigt). Die

Rekrutierung von c-FLIPL an den CD95-DISC schien in Abwesenheit von IL-2 im

Vergleich zu Caspase-8 verstärkt zu sein (Abb. III.2.6). Zudem konnte eine starke

Verringerung der DISC-Bildung insgesamt festgestellt werden, also ein Effekt, der

sich in der CD95-Signalkaskade oberhalb von c-FLIP befindet. Demgemäß könnte

dieses eine weit wichtigere Rolle in der Regulation spielen, zumal die Expression von

c-FLIP etwa 100fach niedriger liegt als die von Caspase-8 (Scaffidi et al., 1999a).

Zudem konnte im in vitro-Caspase-8-Spaltungsassay DISC-Aktivität in T-Zellen nach

Kultur in Abwesenheit von IL-2 festgestellt werden, was dafür spricht, dass c-FLIPL

für die Resistenz Kurzzeit-aktivierter T-Zellen nur eine untergeordnete Rolle spielt. Im

Gegensatz dazu wird die Expression von c-FLIPS nach Stimulation des TCR hochre-

guliert (Abb. III.2.5A und (Kirchhoff et al., 2000a; Kirchhoff et al., 2000b)), sodass
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diese Splicevariante mit größerer Wahrscheinlichkeit eine Rolle im Zusammenhang

mit dem AICD spielt. Durch die Reduktion der DISC-Bildung könnten auch geringere

Konzentrationen an c-FLIP zur Inhibition beitragen, denn es konnte gezeigt werden,

dass c-FLIP TRAIL- und TNF-vermittelte Apoptose - vermutlich aufgrund geringerer

Rezeptorexpression für die Liganden - effizienter hemmen kann als CD95-vermittelte

Apoptose (Abb. III.1.1C).

Die Ursache für die Unterschiede zwischen den in dieser Arbeit erzielten Ergebnis-

sen bezüglich der Regulation von c-FLIP im Rahmen der T-Zellaktivierung und den

von anderen berichteten Beobachtungen (Irmler et al., 1997b; Refaeli et al., 1998;

Algeciras-Schimnich et al., 1999) ist bislang unklar. Eine mögliche Ursache liegt in

Unterschieden hinsichtlich der Stimulation der T-Zellen. Mittels cDNA-Array-Techno-

logie konnte gezeigt werden, dass das Expressionsprofil aktivierter T-Zellen vom ak-

tivierenden Stimulus abhängt (Alizadeh et al., 1998). In den Studien von Refaeli et al.

und Algeciras-Schimnich et al. wurde eine Kombination aus monoklonalen Antikör-

pern gegen CD3 und CD28 in An- oder Abwesenheit von IL-4 verwendet. In dieser

Arbeit wurde das Lectin PHA als T-Zell-Mitogen verwendet, weil es im Vergleich zu

anti-CD3/anti-CD28 eine stärkere Sensitivierung gegenüber CD95-vermittelter

Apoptose auslöste (Kirchhoff et al., 2000b). PHA könnte allerdings neben dem TCR

auch weitere Oberflächenrezeptoren kreuzvernetzen, sodass nicht ausgeschlossen

werden kann, dass unter diesen Bedingungen weitere Signalwege aktiviert werden,

die auf die Expression von c-FLIP einwirken. Ein potentieller Kandidat ist Toso, ein

Oberflächenrezeptor, der als Regulator CD95-vermittelter Apoptose via c-FLIP be-

schrieben wurde (Hitoshi et al., 1998).

IL-2 vermittelt sowohl Überlebenssignale als auch solche, die zur Sensitivierung

gegenüber Apoptose führen (Lenardo, 1991). Die Signaltransduktion von IL-2 läuft

zum einen über die Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges (Miyazaki et al., 1994;

Fujii et al., 1995) und zum anderen vermittels der Bindung von SHC über die Aktivie-

rung der ras/MAPK und PI3K/Akt Signalwege (Johnston et al., 1995; Friedmann et

al., 1996; Lord et al., 1998). All diese Signalwege tragen zur Proliferation von akti-

vierten T-Zellen bei (Moriggl et al., 1999; Van Parijs et al., 1999b). In einem elegan-

ten Modell der retroviralen Rekonstitution von IL-2Rβ-defizienten Mäusen konnte

gezeigt werden, dass die SHC-Bindungsdomäne in IL-2Rβ für die Induktion von Bcl-2

über den PI3K/Akt-Signalweg notwendig ist. Zudem können sowohl Akt als auch

MAPK proapoptotische „BH3-only“-Mitglieder der Bcl-2-Familie phosphorylieren und
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damit inaktivieren (Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997; Scheid und Duronio,

1998; Bonni et al., 1999; Scheid et al., 1999; Holmström et al., 2000). Sowohl die

Induktion von Bcl-2 als auch die Inaktivierung von „BH3-only“-Proteinen können zum

IL-2-induzierten Überleben von T-Zellen beitragen. Im Gegensatz zu diesen anti-

apoptotischen Vorgängen induziert IL-2 auch den CD95L über die Aktivierung von

STAT5 (Van Parijs et al., 1999b). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass IL-2

für eine effiziente DISC-Bildung in Langzeit-aktivierten T-Zellen benötigt wird (Abb.

III.2.6). Es ist allerdings noch unklar, welche IL-2-vermittelten Signalwege die DISC-

Bildung beeinflussen. Ein direkter Effekt der IL-2-Signaltransduktion auf die DISC-

Bildung erscheint unwahrscheinlich, da eine kurzeitige Prästimulation mit IL-2 nicht

ausreichte, um eine Sensitivierung Langzeit-aktivierter T-Zellen hervorzurufen (Abb.

III.2.2C). Daher ist der Einfluss von IL-2 auf die DISC-Bildung vermutlich ein

transkriptionsabhängiger Prozess oder, wie oben diskutiert, ein indirekter Prozess,

der über den Eintritt in den Zellzyklus gesteuert wird. Zusätzlich zur DISC-Bildung

beeinflusst IL-2 auch den mitochondrialen Apoptoseweg in proapoptotischer Weise.

Auch hier sind die Mechanismen und direkte Effektormoleküle noch unbekannt.

Weitere Untersuchungen – wie zum Beispiel eine Analyse des Transkriptoms in Ab-

hängigkeit von IL-2 durch cDNA-Arrays – sind zur Aufklärung der genauen Mecha-

nismen vonnöten.

3. Modulation CD95-vermittelter Apoptose durch das HTLV-1

Transaktivator Protein Tax in T-Zellen

Das HTLV-1 Transaktivatorprotein Tax ist essentiell für die maligne Transformation

von CD4+ T-Zellen, die zur Erwachsenen-T-Zell-Leukämie/Lymphom (ATL)-Erkran-

kung führt (Grassmann et al., 1989; Tanaka et al., 1990; Grossman et al., 1995). Tax

wirkt vor allem durch Interaktion mit zellulären Transkriptionsfaktoren der CREB/ATF-

Familie sowie mit NF-κB (Jeang, 2001). Die Aktivierung von NF-κB stellt häufig ein

wichtiges Überlebenssignal für Zellen dar, obwohl für diesen Transkriptionsfaktor

auch proapoptotische Funktionen beschrieben wurden (Karin und Lin, 2002). Kürz-

lich wurde berichtet, dass auch die Expression von c-FLIP durch NF-κB induziert

werden kann (Kreuz et al., 2001; Micheau et al., 2001). In dieser Arbeit sollte der

Effekt des HTLV-1 Tax Proteins auf die Modulation der Expression von c-FLIP unter-
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sucht werden. Hierzu wurde ein induzierbares Expressionssystem für Tax in Jurkat

T-Zellen verwendet, in welchem Tax durch die Gabe von Östrogen oder seinem De-

rivat 4-Hydroxytamoxifen aktiviert werden konnte (Chlichlia et al., 1995). Es konnte

gezeigt werden, dass Tax Resistenz gegenüber CD95-vermittelter Apoptsoe indu-

ziert, jedoch nur nach Stimulation der Zellen über CD3 (Abb III.3.2 und Daten nicht

gezeigt). Diese Resistenz korrelierte mit der verstärkten Expression von Bcl-xL,

c-FLIPL und c-FLIPS unter denselben Stimulationsbedingungen (Abb. III.3.3A und B).

Die Expression weiterer im CD95-Signalweg relevanter Proteine wie FADD, Pro-

caspase-8 und Bcl-2 wurde nicht moduliert (Abb. III.3.3D). Bcl-xL wurde bereits früher

als antiapoptisches Zielprotein von Tax in T-Zellen beschrieben (Tsukahara et al.,

1999; Mori et al., 2001; Zehender et al., 2001). Ferner wurde berichtet, dass in muri-

nen Fibroblasten der mitochondriale Apoptosesignalweg blockiert ist (Saggioro et al.,

2001). Im Gegensatz dazu existiert allerdings auch ein Bericht, demzufolge Bcl-xL

durch Tax nicht moduliert wird (Kawakami et al., 1999). Da Jurkat T-Zellen als CD95-

Typ II Zellen charakterisiert wurden und dementsprechend CD95-vermittelte

Apoptose vom mitochondrialen Signalweg abhängig ist (Scaffidi et al., 1998), ist es

notwendig, die relativen Beiträge von c-FLIP und Bcl-xL zur Apoptoseresistenz in

diesen Zellen zu klären. Einen Hinweis auf die mögliche Relevanz von c-FLIPS ergibt

sich aus dessen verstärkter Rekrutierung an den CD95-DISC (Abb. III.3.4). Allerdings

wurde hier keine Anreicherung der Proform von Caspase-8 relativ zum initialen

Spaltprodukt detektiert, wie es bei stabiler Überexpression von c-FLIPS  zu

beobachten war (Abb. III.1.3). Dieses ist möglicherweise auf das Verhältnis von

c-FLIPS zu c-FLIPL zurückzuführen, das in den Transfektanten deutlich weiter zu-

gunsten von c-FLIPS verschoben war (vgl. Abb. III.1.1B und Abb. III.3.3A). Dass die

Induktion von c-FLIP einen Effekt hat, kann aus der Reduktion der Spaltung des pro-

apoptotischen „BH3-only“ Proteins Bid geschlossen werden, welches das Bindeglied

zwischen dem DISC bzw. Caspase-8 und dem mitochondrialen Apoptosesignalweg

darstellt (Abb. III.3.5). Somit kann zwar c-FLIP, nicht aber Bcl-xL für diese Reduktion

verantwortlich sein. Da die beobachtete Inhibition der Bid-Spaltung nicht vollständig

war, kann jedoch aus diesem Ergebnis nicht geschlossen werden, dass c-FLIP für

die Apoptose-Inhibition eine bedeutendere Rolle als Bcl-xL in diesem System zu-

kommt. Interessanterweise führt auch die Kostimulation von T-Zellen über CD3 und

CD28 zur Induktion von c-FLIPS und Bcl-xL (Kirchhoff et al., 2000b), was vermuten

lässt, dass Tax in Kombination mit Stimulation des TCR ähnliche Signalwege indu-
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zieren könnte wie die TCR/CD28-Kostimulation. Langzeit-aktivierte T-Zellen sind vom

CD95-Typ I, sodass in diesen Zellen der mitochondriale Signalweg keine essentielle

Rolle spielt. Damit könnte man in einem System der Transfektion primärer humaner

T-Zellen zusätzlich Aussagen über die relative Bedeutung der Induktion von c-FLIP

gegenüber der Induktion von Bcl-xL treffen.

Neben antiapoptotischen sind allerdings auch proapoptotische Funktionen von Tax

beschrieben worden (Chlichlia et al., 1995; Chlichlia et al., 1997; Nicot und Harrod,

2000). Für das in dieser Arbeit verwendete Modell von Jurkat T-Zellen, die induzier-

bares Tax exprimieren, wurde gezeigt, dass Tax den AICD dieser Zellen nach zwei

bis drei Tagen verstärkt (Chlichlia et al., 1995; Chlichlia et al., 1997). Im Rahmen

einer 24-stündigen Stimulation, wie sie in dieser Arbeit durchgeführt wurde, konnten

allerdings keine signifikanten Unterscheide im anti-CD3-vermittelten AICD festgestellt

werden (Daten nicht gezeigt). Ferner wurde gezeigt, dass die Aktivierung von Tax

allein ohne zusätzliche Stimulation über CD3 über einen Zeitraum von sieben Tagen

zu verstärkter Apoptose führt (Chlichlia et al., 1995). In einer weiteren Studie wurde

gezeigt, dass Tax-induzierte Apoptose von der Fähigkeit des Proteins zur Interaktion

mit CBP/p300 abhängt (Nicot und Harrod, 2000). Auch über die Fähigkeit von Tax,

CD95-vermittelte Apoptose zu inhibieren, gibt es verschiedene, zum Teil konträre

Berichte.

Einerseits wurde gezeigt, dass sowohl HTLV-1 transformierte T-Zelllinien als auch

Leukämie-Zellen aus ATL-Patienten sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose

sind (Debatin et al., 1990; Debatin et al., 1993). Andererseits konnten Copeland et al.

zeigen, dass HTLV-1 Tax exprimierende T-Zellen resistent gegenüber CD95-vermit-

telter Apoptose sind (Copeland et al., 1994). Auch konnte exogenes Tax aus Zell-

kulturüberständen Resistenz gegenüber CD95-vermittelter Apoptose induzieren

(Copeland et al., 1994). Möglicherweise lassen sich die beobachteten Unterschiede

auf unterschiedliche Stadien der Infektion bzw. der Krankheit zurückführen. So

könnte die Infektion mit HTLV-1 zu einer frühen Tax-vermittelten Resistenz gegen-

über Apoptose führen, während nach der malignen Transformation und Ausbildung

von ATL Leukämie-Zellen sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose sind

(Debatin et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dass diese ATL-Zellen keine signi-

fikanten Mengen des Virus oder von viralen Produkten produzieren (Hoshino et al.,

1983; Franchini et al., 1984; Sugamura et al., 1984), sodass möglicherweise hierin

die Ursache für die beobachtete Apoptosesensitivität liegt. Auch der wahrscheinliche
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Ablauf einer Immunantwort gegen HTLV-1 lässt eine Tax- induzierte Apoptose-

resistenz in der Frühphase der Infektion sinnvoll erscheinen. Ein großer Teil (10 –

80%) Provirus-positiver Zellen exprimiert Tax innerhalb von 12 h (Hanon et al.,

2000). Dieses hat eine starke CTL-Antwort Tax-spezifischer CD8+ T-Zellen zur Folge,

sodass gleichzeitig in Tax-exprimierenden Zellen eine starke Proliferation angeregt

und die Zelle anfällig für eine CTL-Antwort wird. Die zwei Hauptwege der cytotoxi-

schen T-Zellantwort sind das CD95- und das Perforin/Granzym-System (Shresta et

al., 1998). Die Induktion von c-FLIP durch Tax könnte spezifisch das CD95-System

blockieren und so dafür sorgen, dass ein Teil der infizierten Zellen die CTL-Antwort

überlebt. Es bleibt allerdings zu klären, ob und unter welchen Bedingungen Tax in

primären humanen T-Zellen in der Lage ist, c-FLIP zu induzieren.
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2. Abkürzungen

Abb. Abbildung

AICD Aktivierungs-induzierter Zelltod

AIDS Erworbenes Immunschwäche Syndrom

AIF Apoptose induzierender Faktor

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosäure

ATP Adenosintriphosphat

BCR B-Zell-Rezeptor

BSA Rinderserumalbumin

c-FLIP „Cellular FLICE-inhibitory protein“

CAP Zytotoxizitäts-abhängiges APO-1 assoziiertes Protein

CD „Cluster of differentiation“

CED „C.elegans death gene“

CHX Cycloheximid

CIAP „Calf intestinal alkaline phosphatase“

CrmA „Cytokine response modifier A“

Da Dalton

DD Todesdomäne

DED Todeseffektordomäne

DISC Tod-induzierender Signalkomplex

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DTT Dithiotreitol

∆ΨM Mitochondriales Transmembranpotential

ECL „Enhanced chemiluminescence“

ELISA „Enzyme-linked immunoabsorbant assay“

FADD „Fas-associated death domain protein“

FADD-DN FADD-dominant negativ

FCS Fötales Kälberserum

FLICE "FADD-like ICE"

h Stunde

HIV-1 Humanes Immundefizienz-Virus-1

HRPO Meerrettich-Peroxidase

HTLV-1 Humanes T-Zell-Leukämie-Virus-1

ICE Interleukin-1β-konvertierendes Enzym

IgG Immunglobulin der Klasse G
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IgGH schwere Kette eines Immunglobulins der Klasse G

kDa Kilodalton

LZ „Leucin-Zipper“

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MW Molekulargewicht

min. Minute

NF-κB Nukleärer Faktor κB

NGF Nervenwachstumsfaktor

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

PHA Phytohemagglutinin

pI isoelektrischer Punkt

PT Permeabilitäts-Transition

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

s Sekunde

TCR T-Zell-Rezeptor

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNF-R Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor

TRAIL „TNF-related Apoptosis-inducing ligand“

v-FLIP „viral FLICE-inhibitory protein“

Für die Bezeichnung von Aminosäuren wurde der Ein-Buchstabencode verwendet.
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