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Einleitung

1. Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wurde der programmierte Zelltod (Apoptose) nach Tumor-
Nekrose-Faktor-o (TNF-a) vermittelter Aktivierung des Todesrezeptors Tumor-Nekrose-
Faktor Rezeptor 1 (TNF-R1) untersucht. Diese Studien sollten Aufschluss iiber die Funktion
der einzelnen Rezeptordomédnen des TNF-R1 und ihre Auswirkungen auf nachgeschaltete
Signalwege geben. Die Untersuchungen befassten sich im Speziellen mit der Aktivierung von

proapoptotischen Mitgliedern der Caspase-Familie, sowie der Aspartat-Protease Cathepsin D.

1.1 Der programmierte Zelltod: Apoptose

Urspriinglich stammt der Begriff ,,Apoptose* aus dem Griechischen (apo = ab, weg, los; pto-
sis = Senkung) und beschreibt das Ablosen und den Fall der Blitter im Herbst.

In der Zellbiologie beschreibt die Apoptose ein seit Jahrzehnten bekanntes Ereignis, bei dem
eine Zelle sich in einem physiologischen Prozess selbst eliminiert. Die Apoptose stellt dabei
eine genetisch kontrollierte Form des Zelltodes dar (Kerr et al., 1972), durch den die Anzahl
der Zellen eines Organismus reguliert wird. Gewebewachstum und Zellteilung kénnen so in
einem Organismus durch Apoptose sténdig kontrolliert werden. Im Jahr 1977 wurden im Fa-
denwurm Caenorhabditis elegans die ersten Gene entdeckt, die Apoptose kontrollieren
(Sulston et al., 1977). Eine Mutation dieser Gene konnte die Regulation des programmierten
Zelltodes beeinflussen und so auf die Gewebe- und Organentwicklung wirken. Dreizehn Jahre
spiter konnte durch Uberexpression des Gens fiir das Bcl-2 Protein (,,B-cell lymphoma prote-
in 2%), dessen Produkt zur Tumorenstehung beitragt, die Apoptose verhindert werden (Mc-
Donnell et al., 1990). Damit stieg das Interesse am Forschungsgebiet der Apoptose drastisch
an. Durch die Aufkldrung der Signalwege, die diese Prozesse steuern, sollten neue Ansétze
entwickelt werden, um unter anderem die Tumorentstehung in einem Organismus kontrollie-
ren zu konnen.

Neben der genetisch kontrollierten Form des Zelltodes gibt es noch eine weitere Form die

einen unkontrollierten Prozess darstellt, den Unfalltod oder , Nekrose®.

1.1.1 Apoptose versus Nekrose

AuBere Einfliisse, die zu einer Nekrose fiihren kdnnen sind Verbrennungen, Vergiftungen,
Strahlung oder mechanische Verletzungen von Zellen oder Geweben. Diese Einfliisse fiihren
zur Lyse des Nukleus, dem Anschwellen von Organellen oder schlielich der ganzen Zelle.

Als Folge kommt es zur Degradation der DNA und dem Platzen der Zellen durch Schédigung
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der Zellmembran. Dabei werden entziindliche Stoffe des Zytoplasmas entlassen und kénnen
Nachbarzellen oder Gewebe weiter schiadigen (Perfettini et al., 2003).

Im Gegensatz dazu lduft wahrend der Apoptose ein kontrolliertes genetisches Programm unter
einem betrdchtlichen Energieaufwand ab. Verschiedenste Signale konnen bewirken, dass eine
Zelle ihren Zellzyklus verldsst und die Apoptose einleitet. Dies kann z.B. passiv durch Entzug
von Wachstumshormonen, aktiv durch Rezeptoren auf der Zellmembranoberfldche oder intra-
zelluldr, durch DNA-Schiadigung induziert werden. Diese Ausloser fiihren zum Schrumpfen
von Zellkern, Zytoplasma und Mitochondrien. Die Plasmamembran bleibt dabei intakt und
entziindliche Faktoren kdnnen nicht nach auflen gelangen. Durch die Schrumpfung verliert die
einzelne Zelle ihren Kontakt zum umliegenden Gewebe und tritt in die Phase der Zeiose ein.
Wihrend der Zeiose verdichtet sich das Chromatin und wird zwischen den Nukleosomen in
definierter GroBe fragmentiert (,,DNA-Laddering®). Die Zelle rundet sich ab und das Zytop-
lasma schrumpft weiter. SchlieBlich zerfallt die Zelle in membranumschlossene apoptotische
Korperchen (,,membrane blebbing®). Diese Korperchen kénnen anschlieBend von Nachbar-
oder spezialisierten Fresszellen aufgenommen und dort durch lysosomalen Verdau verwertet
werden.

Neben diesen klar definierten Formen des Zelltodes konnen sterbende Zellen auch Mischfor-

men von Apoptose und Nekrose aufweisen (Jéattela et al., 2002).

1.1.2 Physiologische Bedeutung der Apoptose

Vielfiltige Prozesse konnen in einem Organismus durch den Vorgang der Apoptose gesteuert
werden, um die Entwicklung und den Eigenschutz zu regulieren. Unter anderem ist die Emb-
ryonalentwicklung eines Organismus der Kontrolle durch Apoptose unterworfen. So wird
beim Menschen nicht weiter bendtigtes Zellmaterial, wie z.B. die Interdigitalfalten der Hande,
noch vor der Geburt eliminiert, oder das wachsende Nervensystem ist in der Lage, durch spe-
zifische Apoptose die Zahl von innervierenden Zellen und Zielzellen im Gleichgewicht zu
halten.

Eine weitere Funktion der Apoptose besteht in der Reifung des Immunsystems. Sie hilft unter
anderem bei der Selektionierung von T-Lymphozyten im Thymus und B-Lymphozyten im
Knochenmark. So werden Lymphozyten mit hoher Affinitit fiir korpereigene Peptide und
MHC-Molekiile durch Apoptose eliminiert (sog. ,,negative Selektion®). Autoreaktive Lym-
phozyten werden somit, noch bevor sie ausgereift sind und schidigende Autoimmunreaktio-
nen auslosen konnen, aus dem Repertoire heraus genommen. Auf diese Weise wird die im-

munologische Toleranz gegen Autoantigene, die im Organismus permanent auftreten, etab-
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liert. Auch am Ende einer Infektion konnen nicht mehr bendtigte Immunzellen durch Apopto-
se aus der Immuniiberwachung wieder entfernt werden. Wéhrend einer Infektion des Orga-
nismus dienen diese Immunzellen selbst als Induktoren von Apoptose. Erkennen sie Zellen,
die durch Viren, intrazelluldre Bakterien oder andere Pathogene befallen sind, so wird durch
spezifische Mediatoren der Immunzellen die Apoptose in den infizierten Zellen induziert.

Apoptose ist somit ein wichtiger Prozess der Gewebe- und Organ-Homdostase, sowie der

Immunabwehr im lebenden Organismus.

1.2 Induktion und Regulation der Apoptose

In Zellen kann auf unterschiedlichsten Signalwegen Apoptose ausgeldst werden. So kann z.B.
nach Schidigung der DNA intrazelluldr die Transkription von Genen, deren Produkte eine
proapoptotische Wirkung auf die Zelle haben, hoch reguliert werden. Ein Beispiel hierfiir ist
der Transkriptionsfaktor p53. Nach Schidigung der DNA verhilft dieser Transkriptionsfaktor
durch Regulation bestimmter Gene der Zelle zum Zellzyklusarrest, bevor der Zellkern in seine
DNA-Synthese-Phase (,,S-Phase®) eintreten kann. Wiahrend dieses Prozesses werden auch
Gene der Bcl-2-Proteinfamilie, deren Produkte durch Cytochrom C Freisetzung aus den Mito-
chondrien Apoptose induzieren kénnen, durch p53 hoch reguliert (Caspari et al., 2000; Zhou
et al., 2000). Ein weiterer Weg zur Induktion von Apoptose besteht darin, dass spezialisierte
Zellen (z.B. cytotoxische T-Lymphozyten, natiirliche Killerzellen u.a.) membransténdige Li-
ganden exprimieren oder 16sliche Zytokine sezernieren, die an Rezeptoren der Zielzelle bin-
den und so durch ein extrazelluldres Signal Apoptose auslosen konnen. Ziel dieser Signalwe-
ge ist immer der unumkehrbare, koordinierte Zelltod durch Aktivierung einer Protease-
Kaskade. Diese sogenannten Caspasen (,,Cystein Aspartat-spezifische Proteasen®) sind an
den unterschiedlichsten Schritten in der Apoptose beteiligt. Mittlerweile wurden iiber 280

Substrate fiir Caspasen beschrieben (Kidd et al., 2000; Fischer et al., 2003b).

1.2.1 Funktion von Todesrezeptoren in der Apoptose

Apoptose kann in einer Zelle durch membranstindige Rezeptoren (sog. Todesrezeptoren)
ausgelost werden. Diese Todesrezeptoren sind Teil der Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor Su-
perfamilie, die mittlerweile 29 Mitglieder umfasst. Diese TNF-Rezeptor-Familie ist durch
zwei bis flinf extrazelluldre Doménen gekennzeichnet, die reich an Cysteinen sind. Die To-
desrezeptoren sind durch den Besitz einer sogennanten Todesdomine (,,death domain® oder
,DD®) in ihrem zytoplasmatischen Teil charakterisiert. Eine Homologie dieser Doméne konn-

te fiir acht Mitglieder der Todesrezeptoren CD95 (Fas), DR3 (APO-3), DR4 (TRAIL-R1),
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DRS5 (TRAIL-R2), DR6, EDAR, NGFR und TNF-R1 gezeigt werden (Tartaglia et al., 1993;
Schulze-Osthoff et al., 1998; Aggarwal et al., 2003). Die Funktionalitit dieser Todesdoméne
héngt dabei von ihrer Fihigkeit ab, Adapterproteine die ebenfalls eine Todesdoméne besitzen
zu binden. Diese Adapterproteine sind dann in der Lage intrazelluldre Signalwege zu induzie-
ren. Die am besten charakterisierten Todesrezeptoren Fas, DR4/5 und TNF-R1, so wie deren
Liganden sind in Schema 1 dargestellt (Danial et al., 2004). Durch Bindung ihres entspre-
chenden Liganden werden diese Rezeptoren in der Plasmamembran trimerisiert, es kommt zu
einer Konformationsdnderung am zytoplasmatischen Teil und zur Rekrutierung eines Zelltod
induzierenden Proteinkomplexes: des DISC (,,death-inducing signalling complex*‘) (Muzio et
al., 1996). Zur Bildung des DISC bindet das Adapterprotein FADD (,,Fas-associated via death
domain”) iiber seine DD, die DD des Rezeptors. Weiter rekrutiert FADD iiber seine DED
(,,death-effector domain®) die Caspase 8 (Kischkel et al., 1995; Barnhart et al., 2005; vgl.
Schema 1). Im Anschluss kommt es durch autoproteolytische Aktivierung der Caspase 8 zur
Induktion nachgeschalteter Signalwege, die eine Apoptose der Zelle zur Folge haben (Scaffidi
et al., 1998; Ashkenazi et al., 1998; vgl. Schema 1).

FasL TRAIL

v ® ®
- % e ' Dmg

DD
ADD

DEDH DED
DED[ DED|

Caspase 8

| /

NF-kB |  Apoptose

Caspase 8

Schema 1: Induktion von Apoptose iiber die Todesrezeptoren TNF-R1, Fas und DR4/5
(TRAIL-R1/R2) durch Rekrutierung des DISC (,,death inducing Signalling complex™)
(Danial et al., 2004; verdndert)
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Uber den allgemein beschriebenen Mechanismus zur Aktivierung der Todesrezeptoren hinaus

konnte fiir den TNF-R1 eine komplexe intrazelluldre Signalweiterleitung gezeigt werden.

1.2.2 Das Zytokin ,,Tumor-Nekrose-Faktor-a“ (TNF-a) und seine Rezeptoren

Zyokine sind hormonihnliche Peptide, die von Zellen des Immunsystems sowie einer Reihe
anderer Zelltypen synthetisiert werden. Hauptsédchlich Makrophagen, aber auch Monozyten,
Lymphozyten, Keratinozyten, Fibroblasten und viele andere Zellen exprimieren TNF als
Antwort auf Entziindung, Infektion, Verletzung und Verdanderungen des sie umgebenden Mi-
lieus (Baud et al, 2001). Dabei wird TNF nicht konstitutiv, sondern nur von aktivierten Zellen
durch Stimuli wie Lipopolysaccharid, Interleukin-1, Interleukin-3, Interferon-y oder TNF
selbst gebildet.

Das Zytokin TNF-a wird zunéchst als ein 233 Aminosduren langes membranstindiges Prote-
in prasentiert und wurde 1985 erstmals aus lymphoiden Zellen isoliert und charakterisiert
(Aggarwal et al., 1985). Nach Spaltung durch die Matrix-Metalloprotease TACE (,,TNF-a
converting enzyme*; ,,ADAM17%) wird TNF-a als 17 kD Form von der Zelloberfliche abge-
trennt und kann seine pleitrope Wirkung als 16sliches Zytokin ausiiben (Aggarwal et al.,
2003). TNF-a zeigt ein weites Spektrum an Bioaktivitit, auf welches die meisten Zellen rea-
gieren.

Die Effekte, die TNF-a in den unterschiedlichen Zielzellen oder Geweben ausldosen kann,
sind allerdings sehr divers. Einerseits ist TNF-a involviert in die Haematopoiese, die erwor-
bene Immunitéit, Tumorunterdriickung und Uberwachung des Immunsystems. Das Zytokin
wirkt sich in einem Organismus dabei positiv auf Zellwachstum, Zelldifferenzierung und In-
duktion von Apoptose in nicht weiter bendtigten Zellen oder Geweben, sowie der Eliminie-
rung pathogener Erreger oder entarteter Zellen aus und besitzt somit eine protektive Funktion
im Organismus (Aggarwal et al., 2003). Kommt es andererseits zur unkontrollierten Uberpro-
duktion des Zytokins, so kann es zu systemischen oder genetisch manifestierten Erkrankun-
gen beitragen. Eine Beteiligung an Erkrankungen wie Alzheimer, Diabetes Typ 2, Multipler
Sklerose oder rheumatischer Arthritis, sowie eine induktive Rolle bei allergischem Asthma,
septischem Schock oder Organabstoung nach Transplantation konnte fiir TNF-o beschrieben
werden (Aggarwal et al., 2003; Wajant et al., 2003).

Alle Reaktionen auf TNF-a werden in der Zielzelle durch lediglich zwei Rezeptoren vermit-
telt. Die beiden Rezeptoren die TNF-a binden konnen sind der TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1)
und der TNF-Rezeptor 2 (TNF-R2). Aufgrund dessen, dass die Signaliibertragung nur {iber

zweil Rezeptoren erfolgt, muss die Pleiotropie der biologischen Funktion von TNF-a auf der
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Diversifizierung intrazelluldrer Signalwege begriindet sein. Da TNF-a eine proapoptotische
Wirkung auf Tumorzellen hat, ist der Kenntnisstand {iber Signalwege, die TNF-a durch den
TNF-R1 oder TNF-R2 induzieren kann, wichtig filir die Erweiterung von Tumortherapien.
Unter den beiden TNF-Rezeptoren hat der TNF-R1 eine hohere Affinitdt zu TNF-o und ge-
hort, aufgrund der Homologie seiner Todesdomine im zytoplasmatischen Abschnitt, zu den
Todesrezeptoren. Er ist in der Lage die proapoptotischen Signalwege durch Bindung von
TNF-a in einer Zelle zu induzieren. Der TNF-R1 ist ein ubiquitir vorkommendes 55 kD gro-
es Transmembranprotein. Nach Bindung seines Liganden TNF-o kommt es zur Trimerisie-
rung des Rezeptors (Wajant et al., 2003) und zur Induktion von intrazelluldren Signalen, die
u.a. zum Zelltod fiihren (Leist et al., 1996). Nach Bindung des Liganden am Rezeptor konnen
sich zwei Signalkomplexe formieren. Eine Moglichkeit besteht darin, dass der TNF-R1 tiiber
seine Todesdomédne am zytoplasmatischen Teil einen Komplex aus den Proteinen TRADD
(,,TNF-Receptor associated death domain*), dem Adapterprotein TRAF-2 (,,TNF-Rezeptor
assoziierter Faktor 2“) und der Kinase RIP-1 (,,Rezeptor-interagierende Serin-/Threonin-
Kinase 1) rekrutieren kann. TRAF-2 und RIP-1 kénnen dann eine antiapoptotische Signalge-
bung durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B (,,nukledrer Faktor kB*) in der Zel-
le einleiten. Im Zellkern kommt es so zur Hochregulation von Genen, die ein Uberleben der
Zelle sichern (Kelliher et al., 1998; vgl. Schema 1 S.4).

Eine zweite Moglichkeit besteht darin, dass nachdem der TNF-R1 durch Bindung seines Li-
ganden trimerisiert wurde, der Rezeptor internalisiert wird (Schiitze et al., 1999). Anschlie-
Bend wird ein DISC aus den Proteinen TRADD, FADD und Caspase 8 (FLICE) rekrutiert
(vgl. Schema 1). Durch die Rekrutierung der Pro-Caspase 8 in den DISC kommt es zur auto-
katalytischen Aktivierung der Caspase 8, die ihrerseits potentiell nachgeschaltete Caspasen
wie Caspase 3 und 7 aktivieren kann. Die freiwerdende Caspase 8 kann so die proapoptoti-

schen Signalwege anschalten (Wajant et al., 2003; Danial et al., 2004).

1.2.3 Weiterleitung proapoptotischer Signale

In der von Caspasen abhédngigen Apoptose kdnnen prinzipiell zwei Signalwege voneinander
unterschieden werden. Einerseits der von aulen induzierte (extrinsisch), andererseits der in-
trazelluldre Signalweg (intrinsisch).

Der extrinsische Signalweg umfasst die Signalweiterleitung apoptotischer Signale durch Bin-
dung eines Liganden, wie z.B. FasLigand oder TNF-a, an seinen membransténdigen Rezep-
tor. Im Anschluss kommt es zur Aktivierung von Caspase 8 oder 10 am Rezeptor durch Rek-

rutierung eines DISC (Barnhart, 2005; Chosa, 2004; Aggarwal, 2003). Meist wird dieser von
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auBlen induzierte Signalweg zur physiologischen Abtétung von Zellen in der Entwicklung
oder in der vom Immunsystem gesteuerten Beseitigung von entarteten, Virus- oder Bakterien
befallenen Zellen eingeleitet.

Der intrinsische oder mitochondriale Signalweg kann, neben rezeptorvermittelter Induktion,
auch durch verschiedenste andere apoptotische Stimuli induziert werden. Durch radioaktive
Strahlung, Hitzeschock, osmotischen Stress oder Chemotherapeutika konnen in der Zelle Pro-
zesse in Gang gesetzt werde, die zu einer Schddigung der Kern-DNA fiihren. Daraus resultie-
rend kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, zur Aktivierung
von Caspase 9 und letztendlich zur Apoptose (Scaffidi et al., 1999; Stennicke et al., 2000).
Die Schiadigung der DNA fiihrt dabei zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53, der die
Transkription von Genen regelt, deren Produkte die Cytochrom C Freisetzung aus den Mito-
chondrien verstiarken (Zhou et al., 2000). Diese Proteine gehoren der Bcl-2-Familie an. In
einer intakten Zelle hemmen antiapoptotische Mitglieder dieser Familie wie Bcl-2 oder Bcl-
X, die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien. In geschidigten Zellen kommt
es durch p53 zur Produktion des Bcl-2-Proteins Bad, welches antiapoptotische Mitglieder der
eigenen Familie binden und so inaktivieren kann. Auf diese Weise binden Bax und Bak (pro-
apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie) an der dulleren mitochondrialen Membran. Im An-
schluss 6ffnen sich Membranporen in der dufleren Mitochondrienmembran und Cytochrom C
wird ins Zytosol entlassen (Hsu et al., 1997; Sharpe et al., 2004). Dort ist Cytochrom C an der
Bildung des sogenannten Apoptosom beteiligt. Das Apoptosom ist ein Protein-Heptamer aus
Cytochrom C und Apaf-1 (,,apoptotic protease activating factor-1°), welches unter ATP-
Verbrauch die Caspase 9 aktivieren kann (Zou et al., 2003; Stefanis et al., 2005).

Dieser intrinsische Weg der mitochondrialen Caspase 9-Aktivierung kann auch durch Todes-
rezeptoren induziert werden. Dabei spielt ein weiteres Bcl-2-Protein eine wichtige Rolle. In
einer Todesrezeptor vermittelten Apoptose spaltet aktivierte Caspase 8 das Bcl-2-Protein Bid
in die kleinere tBid-Isoform. tBid kann mit dem in der mitochondrialen Memban lokalisierten
proapoptotischen Bcl-2-Protein Bax einen Komplex eingehen (Sharpe et al., 2004). Dieser
Komplex ist dann in der Lage, eine groBere Membranpore zu 6ffnen, so dass Cytochrom C
das Mitochondrium verlassen kann. Neben Cytochrom C kénnen auch weitere proapoptoti-
sche Proteine durch diesen Porenkomplex das Mitochondrium verlassen. Endonuklease G,
AIF (,,Apoptose induzierender Faktor®) Smac/DIABLO und die Serin-Protease HtrA2/OMI
gehoren dazu (Wang et al., 2001). Smac/DIABLO kann dann XIAP binden (,,X-linked inhibi-
tor of apoptosis inducing protein“) und verhindert so eine Bindung und Inhibition der Caspa-

sen 3, 7 und 9 kompetitiv. HtrA2/OMI nutzt das gleiche Bindungsmotiv wie Smac/DIABLO,
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um weitere IAP-Proteine kompetitiv zu binden. AIF und Endonuklease G werden in den Zell-
kern verlagert, wobei eine mdgliche Funktion in der Beteiligung an DNA-Degradationspro-
zessen besteht. Eine genauere Funktion wird aber noch diskutiert. (Ravagnan et al., 2002).
Neben den oben dargestellten Signalwegen wurde noch ein dritter Weg zur Induktion von
Apoptose beschrieben. Dabei wird nach Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Re-
tikulum die Aktivierung von Caspase 12 eingeleitet (Sergeev, 2004; Lin, 2003; Diaz-Horta,

2003). Diese Kalziumfreisetzung kann durch oxidativen Stress in der Zelle ausgelost werden.

1.3 Die Funktion von Proteasen in der Apoptose

Proteasen spielen wihrend der Apoptose eine zentrale Rolle. Diese Proteasen haben zu ihren
pH- und Temperaturmaxima eine hohe Spezifitdt zu ihren Substraten. Sie sind in der Apopto-
se die Induktoren und Effektoren der intrazelluldren Degradationsprozesse und helfen so, eine

Zelle in geordneter Weise zu entsorgen.

1.3.1 Die Gruppe der Caspasen

Durch Studien am Modellorganismus der Entwicklungsbiologie, dem Nematoden Cae-
norhabditis elegans, konnte gezeigt werden, dass das Produkt des Gens CED-3 (,,cell-death
protein 3%) fiir alle Zelltodereignisse in der Entwicklung des Nematoden verantwortlich ist.
Weitere Untersuchungen ergaben, das CED-3 eng mit der Protease ICE (,,interleukin-18 con-
verting enzyme*) der Sdugetiere verwandt ist (Yuan et al., 1993; Thornberry et al., 1992).
Diese Ergebnisse fiihrten in den folgenden Jahren zur Entdeckung einer groBBen Anzahl weite-
rer ICE-dhnlicher Proteasen, die letztendlich in der Familie der Caspasen zusammengefasst
wurden (Wolf et al., 1999; Stennicke et al., 1997). Caspasen sind durch ein Cystein in ihrem
aktiven Zentrum charakterisiert. Thre Spezifitit auf entsprechende Substrate beruht darin, die-
se an Aspartat-Sdure Resten zu spalten. Der Begriff Caspase leitet sich daher aus einer Ab-
kiirzung der ,,Cystein Aspartat-spezifischen Protease* ab (Thornberry et al., 1997).
Mittlerweile sind 14 Mitglieder der Caspase-Familie bekannt (Earnshaw et al., 1999;
Rathmell et al., 1999). Caspasen werden intrazellulér als Pro-Enzyme, sogenannte Zymogene
gebildet. Diese unreifen Pro-Enzyme werden durch interagierende Proteasen von zwei Seiten
an ihren Aspartat-Sdure Resten proteolytisch gespalten und damit aktiviert (Stennicke et al.,
1999). Wihrend dieses Vorgangs werden die lange und kurze Untereinheit getrennt und die
Pro-Doméne des Enzyms abgespalten. Die lange und kurze Untereinheit bilden darauf ein

Heterodimer mit einer aktiven Bindungsstelle. Zwei Heterodimere bilden dann ein aktives
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tetrameres Enzym, das zwei katalytisch aktive Zentren besitzt (Bleackley et al., 2001; vgl.
Schema 2).

Pro-Caspase (32-52 kD)

Asp-X Asp-X
v v
N- Terminus- [ TR I - Terminus
Pro-Domiine lange Untereinheit Kurze Untereinheit
(3-24 kD) (17 -21 kD) (10- 13 kD)

E Heterodimer

O = aktives Zentrum '

Aktives Tetramer

Schema 2: Proteolytische Aktivierung von Caspasen
(Nach Bleackley et al., 2001; veréndert)

Die Familie der Caspasen kann in zwei grofle Gruppen aufgeteilt werden. Die erste Gruppe
umfasst Caspasen, die pro-inflammatorische Zytokine wéhrend einer Immunantwort prozes-
sieren (Caspasen 1, 4, 5, 11). Die zweite Gruppe von Caspasen ist fiir Prozesse in der Apopto-
se verantwortlich (Caspasen 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12) und kann in zwei weitere Untergruppen
unterteilt werden (Creagh et al., 2001). Fiir die Caspasen 13 und 14 gibt es noch keine genaue
Funktionsbeschreibung. Sie zeigen aber mehr Ahnlichkeit zu Caspase 1 und haben damit
moglicherweise keine fiir die Apoptose relevante Funktion (Wolf et al., 1999).

Unter den proapoptotischen Caspasen gelten Caspasen mit langen Pro-Doménen als Initiator-
Caspasen, da sie N-terminale Domédnen beinhalten, die fiir die Bindung an Adapterproteine
der initialen Signalvorgénge verantwortlich sind. Zwei Proteinadapterbereiche sind in den
Pro-Doménen identifiziert worden: Die DED (,,death-effector domain“) und die CARD
(,,caspase recruitment domain”). Beide Doménen kommen unter anderem auch in den Adap-

terproteinen des DISC von Todesrezeptoren vor. Da diese Doménen spezifisch mit gleichen
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Dominen interagieren konnen, sind die rezeptorgebundenen Adapterproteine in der Lage
Caspasen zu binden. Die zweite Untergruppe umfasst Effektor-Caspasen, die nachgeschaltete
Signalwege innerhalb der Apoptose induzieren und fiir den letztendlichen Tod und Abbau der
Zelle verantwortlich sind (Kidd et al., 2000; vgl. Schema 3). Diese Effektor-Caspasen besitzen

eine eher kurze Pro-Doméne.

Pro-Caspasen

ARD Caspase 1, 4,5, 11 ] inflammatorisch

Caspase 9, 12
Caspase 8, 10

Initiator-Caspasen

—@—| Caspase 2,3 I—

Effektor-Caspasen

b Caspase 6, 7 | —

Schema 3: Die verschiedenen Mitglieder der Caspase-Familie (Kidd et al., 2000; verandert)

DED =,,death-effector domain”; CARD =,,caspase recruitment domain”

1.3.1.1 Initiator-Caspasen

Die Initiator-Caspasen 8 und Caspase 10 sind nach dem heutigen Wissensstand fiir eine durch
Todesrezeptoren vermittelte Apoptose verantwortlich (Sprick et al., 2002). Caspase 8 leitet
auf der einen Seite die extrinsische Apoptose iiber direkte Spaltung von Caspase 3 ein. Auf
der anderen Seite ist Caspase 8 auch an der mitochondrialen Apoptose beteiligt. Caspase 8 ist
dort in der Lage, das Bcl-2 Protein Bid in tBid zu spalten. tBid bindet dann im weiteren Ver-
lauf an die mitochondriale Membran und kann dort Cytochrom C Freisetzung und daraus re-
sultierend die Aktivierung von Caspase 9 vermitteln (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). Caspa-
se 9 ist dann wiederum in der Lage Caspase 3 zu aktivieren. Somit vermittelt Caspase 8 nicht
nur direkt, sondern auch indirekt die Aktivierung von Caspase 3. Fiir Caspase 8 und 9 sind

endogene Inhibitoren beschrieben, die eine mdgliche Fehlaktivierung im Ruhezustand der
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Zelle verhindern sollen. So ist fiir Caspase 8 das zelluldre FLICE-Inhibitor Protein (,,cellular
FLICE inhibitory protein* oder ,,cFLIP*) beschrieben (Kreuz et al., 2001; Ganten et al.,
2004). cFLIP bindet kompetitiv an Caspase 8 und hilt diese inaktiv. Ein weiterer endogener
Inhibitor ist XIAP. Durch Bindung seiner Bir-3-Doméne an das enzymatische Zentrum von
Caspasen kann XIAP unter anderem die Aktivierung von Caspase 9 inhibieren (Devereux et
al., 1999).

Eine weitere Initiator-Caspase ist Caspase 12. Sie wurde als Initiator der Stress induzierten
Apoptose durch Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) beschrie-
ben. Caspase 12 vermittelt dabei nach Freisetzung von Kalzium die Aktivierung der Protease
Calpain und kann so moglicherweise fiir die Apoptose relevante Signalwege einleiten (Naka-

gawa et al., 2000; Nakagawa et al., 2000).

1.3.1.2 Effektor-Caspasen

Im Gegensatz zu Initiator-Caspasen liegen Effektor-Caspasen meist zytosolisch in inaktiven
Homodimeren vor. Sie konnen durch Initiator-Caspasen oder andere Proteasen, wie Granzym
B durch Proteolyse an ihren Aspartat-Sdure-Resten gespalten und aktiviert werden. Dabei
lagern sich die lange und die kurze Untereinheit der gespaltenen Caspasen aneinander und
bilden so zwei Heterodimere mit je einem aktiven Zentrum (vgl. Schema 2). Fiir Caspase 3, 6
und 7 ist eine solche Aktivierung durch Initiator-Caspasen beschrieben (Boatright et al.,
2003). Einmal aktiviert haben diese Caspasen zahlreiche Substrate die wiahrend der Apoptose
zur Degradation der Zelle geschnitten werden konnen. Caspase 3 spielt dabei eine zentrale
Rolle mit einer hohen Spezifitit zu einer Vielzahl von Substraten. Zu ihren Substraten geho-
ren unter anderem Proteine wie Lamin A, ICAD (,,Inhibitor von Caspase-aktivierbarer DNa-
se*), RIP-1, PARP-1 (,,Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1°) oder XIAP (Wolf et al., 1999;
Fischer et al., 2003b).

In zahlreichen Versuchen konnte gezeigt werden, dass trotz des Einsatzes von Breitband-
Inhibitoren fiir Caspasen, wie z.B. zZVAD-FMK, eine Apoptose nicht verhindert werden kann.
Trotz der Inhibition von Caspasen kdnnen Zellen phagozytiert oder getdtet werden (Egger et
al., 2003; Jaattela et al., 2002). Dies fiihrte in den letzten Jahren zur Forschung an Caspase-

unabhdngigen Signalwegen im apoptotischen Zelltod.
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1.3.2 Die Gruppe der Cathepsine

Die Gruppe der Cathepsine umfasst endo- und lysosomale Cystein-Proteasen (Cathepsin B, H,
L,S,C, K, O, F, V, Xund W), Aspartat-Proteasen (Cathepsin D und E) und Serin-Proteasen
(Cathepsin A und G) (Turk et al., 1997; McGrath et al., 1999). Allgemein wurden Cathepsine
bis vor kurzem als Enzyme des intrazelluldren Proteinabbaus und Recyclings angesehen (Turk
et al., 2000). Mittlerweile ist aber bekannt, dass sie eine Funktion in der zelluldren Immunab-
wehr haben (Zhang et al., 2001; Maekawa et al., 1998). Eine weitere Funktion besteht darin,
dass Cathepsine im Verlauf der Apoptose aus den Lysosomen entlassen werden und dann die
Aktivierung von Caspasen und anderen Proteinen vermitteln kénnen (Monney et al., 1998;
Kitano et al., 2001; Ishisaka et al., 2001). Hinweise auf eine Interaktion von Cathepsinen und
Caspasen in der Apoptose ergeben sich durch Befunde aus Inhibitionsversuchen, in denen fiir
Caspasen spezifische Inhibitoren (zZVAD-FMK, zDEVD-FMK) Signalwege blockieren kon-
nen, die durch Cathepsine vermittelt werden (Louagie et al., 1999; Gray et al., 2001).

1.3.2.1 Cathepsin D in der Apoptose

Cathepsin D ist eine Endopeptidase die zu ungefahr 60 % in Lysosomen und zu einem kleine-
ren Teil in Endosomen lokalisiert ist (Rodman et al., 1990). Es werden vier Isoformen von
Cathepsin D unterschieden. Am rauhen endoplasmatischen Retikulum wird die enzymatisch
inaktive 52 kD Pra-Proform synthetisiert. Die weitere Prozessierung findet in pri-lysosomalen
Organellen statt. Hier kann aus der 52kD Isoform eine schwach enzymatisch aktive 48kD
Isoform gespalten werden. Die eigentliche Aktivierung von Cathepsin D findet bei der Pro-
zessierung von der 48kD zur 32kD Isoform statt. Der Ablauf dieser Reifung erfolgt autopro-
teolytisch. Wird die enzymatisch aktive 32kD Isoform abgebaut, entsteht eine 14kD Isoform
(Diment et al., 1987).

Eine prinzipielle Bedeutung von Cathepsin D in der Apoptose konnte durch Mikroinjektion
dieses Proteins gezeigt werden, indem dadurch in humanen Fibroblasten Caspase-abhidngige
Apoptose ausgelost werden konnte (Roberg et al., 2002). In weiteren Arbeiten konnte die
Translokation von Cathepsin D aus dem Kompartiment der Lysosomen ins Zytosol, durch
Induktion von oxidativem Stress mittels Naphtharazin, ausgelost werden. Eine anschlieBende
Cytochrom C Freisetzung aus den Mitochondrien und daraus resultierende Apoptose war die
Folge (Roberg et al., 1998; Roberg et al., 2001). In verschiedenen Zelltypen konnte weiterhin
durch Stimulation von Todesrezeptoren (TNF-R1, Fas) eine proapoptotische Wirkung von
Cathepsin D nachgewiesen werden (Roberts et al., 1999; Deiss et al., 1996; Demoz et al.,
2002).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Todesrezeptoren, sowie UV-Licht oder pathogene
Bakterien und Viren, eine Aktivitdt der sauren Sphingomyelinase (A-SMase) induzieren kon-
nen (Gulbins et al., 2002; Pettus et al., 2002; De Stefanis et al., 2002). Eine mdgliche Aktivie-
rung von Cathepsin D durch Autoproteolyse kdnnte dabei durch Ceramidfreisetzung iiber die
lysosomale A-SMase vermittelt werden. Cathepsin D ist in der Lage Ceramid zu binden
(Heinrich et al., 1999). Neben den beschriebenen Ergebnissen gibt es noch eine Reihe weite-
rer physiologischer Befunde, die eine Relevanz von Cathepsin D beschreiben. Unter anderem
sterben Cathepsin D defiziente Méuse 25 Tage nach ihrer Geburt an einer Zerstérung des

Darmepithels durch Nekrose der intestinalen Zellen (Saftig et al., 1995).
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1.4 Fragestellung der Arbeit

TNF-a kann die Aktivitit von Proteasen der Caspase-Familie induzieren. Diese Caspasen
spielen eine wichtige Rolle in der intrazelluldren Signalweiterleitung wihrend der Apoptose
(Thornberry et al., 1998). TNF-a induziert dabei durch den TNF-R1 und dessen an seine To-
desdomine rekrutierbaren Adapterproteine TRADD, FADD und Caspase 8 Apoptose (Mi-
cheau et al., 2003; Aggarwal et al., 2003). Es ist weiter bekannt, dass nach Behandlung mit
TNF-a eine Aktivierung der sauren Sphingomyelinase (A-SMase) stattfindet, die Ceramid
aus Sphingomyelin hydrolysieren kann (Schiitze et al., 1992; Wiegmann et al., 1994; Gulbins
et al., 2002). Die A-SMase wird ebenfalls iiber die Todesdoméne und die Adapterproteine
TRADD und FADD aktiviert (Schwandner et al., 1998; Wiegmann et al., 1999). Neben seiner
Todesdomine (,,DD*) besitzt der Rezeptor noch eine weitere zytoplasmatische Doméne, die
sogenannte neutrale Sphingomyelinase Doméne (,,NSD*). Durch sie kann der TNF-R1 {iber
das Protein FAN (,,factor activating neutral sphingomyelinase*) die Plasmamembranstindige
neutrale Sphingomyelinase (N-SMase) aktivieren (Adam-Klages et al., 1996). Ob durch die-
sen Signalweg pro- oder antiapoptotische Prozesse in der Zelle reguliert werden ist noch strit-
tig (Adam-Klages et al., 1996; Malagarie-Cazenave et al., 2002). Eine genauere Charakteri-
sierung der Funktion der einzelnen zytoplasmatischen Domédnen des TNF-R1 in der Aktivie-
rung Zelltod vermittelnder Signalwege, sowie die funktionelle Bedeutung der Internalisierung
des TNF-R1 fiir die Weiterleitung intrazelluldrer Signale steht in diesem Zusammenhang noch
aus und sollte in dieser Arbeit untersucht werden.

Eine durch TNF-a induzierte A-SMase-Aktivitit und daraus resultierende Apoptose konnte
durch Blockade der Internalisierung des TNF-R1 nach Zugabe von Monodansylcadaverin
(MDC) unterbunden werden (Schiitze et al., 1999). Wie oben beschrieben kann iiber die To-
desdomine des TNF-R1 die A-SMase aktiviert werden. Das durch die endo-lysosomale A-
SMase produzierte Ceramid bindet und aktiviert die im gleichen subzelluldren Kompartiment
befindliche Aspartat-Protease Cathepsin D (Heinrich et al., 1999). Durch Mikroinjektion von
Cathepsin D in humane Fibroblasten, konnte eine proapoptotische Wirkung von Cathepsin D
durch Aktivierung von Caspasen nachgewiesen werden (Roberg et al., 2002). Welche Bedeu-
tung Cathepsin D an der TNF-R1 vermittelten Apoptose hat ist bis jetzt unklar und sollte des-
halb ebenfalls in dieser Arbeit untersucht werden, wobei insbesondere die Rolle von Ca-

thepsin D in der Aktivierung der Caspase-Kaskade von Interesse war.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Produkt

1D-Elektrophorese (Mini-Gel Twin)
Agfa Curix 60

Eppendorf Zentrifuge 5417R
FACS-Calibur

Fluoroskan IT ELISA-Reader

Forma Scientific Cell Incubator
GS-800 Calibrated Densitometer
INTAS- Geldokumentation CCD UV
Invers-Mikroskop

LaminAir HB 2472 K

Mini Sub Cell GT

pH-Meter KNICK

PowerPac 200

Sepatech Minifuge RF

Stratalinker 1800 UV

Tecan Reader (Modell: Sunrise)
Transfer Cell Transblot SD

Vortexer

2.1.2 Chemikalien

Hersteller

Biometra

Agfa Photo GmbH
Eppendorf AG
BectonDickinson
Labsystems

Forma Scientific

Bio-Rad Labatories
INTAS Science Imaging GmbH
Olympus

Hereaus

Bio-Rad Labatories
KNICK GmbH

Bio-Rad Labatories
Hereaus

Stratagene

Tecan Austria Gesellschaft
Bio-Rad Labatories
Heidolph

Die allgemein verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biochrom KG, Biomol,

Boehringer/Roche, Calbiochem, Fluka, Gibco Life Technologies/Invitrogen, Serva, Sigma-

Aldrich und VWR bezogen und in der Qualitit pro analysis (p.a.) eingesetzt. Methoden-

spezifisch verwendete Losungen und speziell verwendete Chemikalien werden zu Beginn der

jeweiligen Methodendarstellung aufgefiihrt. Die eingesetzten Losungen wurden mit deioni-

siertem Wasser nach Milliporestandard hergestellt.
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2.1.3 Verwendete Enzyme, Kits und Substrate

Produkt

BCA Proteinbestimmungskit

Caspase 3 Substrat (Ac-DEVD-AMC)
Caspase 8 Substrat (Ac-IETD-AMC)
Caspase 9 Substrat (Ac-LEHD-AMC)
DNA-Ladder 100bp

ECL Westernblot Detektionskit

Hersteller

Pierce

Biomol

Biomol

Biomol
NewEnglandBiolabs

Amersham Pharmacia

Trypsin/EDTA (10x) Gibco/Invitrogen

2.1.4 Allgemeine Loésungen

PBS 150mM NaCl, 8,3mM Na,HPO,, 1,7mM NaH,PO4*H,0, pH 7.4
TAE 24,2¢g Tris-Base, 5,71ml Essigsdure, 10ml 0,5 M EDTA, pH 8,5
TBST 150mM NaCl, 50mM Tris/HCI, 0,1% Tween 20, pH 7,5

2.1.5 Antikorper

2.1.5.1 Primare Antikdrper

Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller
anti-B-Aktin (C-11) Ziege, polyclonal 1:2000 Santa Cruz
anti-Bid (C-20) Kaninchen, polyclonal 1:1000 Santa Cruz
anti-Caspase-3 (#9662) Kaninchen, polyclonal 1:1000 NewEnglandBiolabs
anti-Cleaved-Caspase-3 (#9661) Kaninchen, polyclonal 1:1000 NewEnglandBiolabs
anti-Caspase-8 (H134) Maus, monoclonal 1:500 Santa Cruz
anti-Caspase-9 (#9504) Kaninchen, polyclonal 1:1000 NewEnglandBiolabs
anti-Cathepsin D (C-20) Kaninchen, polyclonal 1:1000 Santa Cruz
anti-PARP-1 (#9542) Kaninchen, polyclonal 1:1000 NewEnglandBiolabs

Alle Verdiinnungen der Antikorper zur Proteindarstellung im Westernblot

16



Material und Methoden

2.1.5.2 Sekundare Antikorper

Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller
Anti-Kanninchen IgG, HRP Ziege, polyclonal 1:10000 Dianova
Anti-Maus IgG, HRP Ziege, polyclonal 1:10000 Dianova
Anti-Ziege IgG, HRP Esel, polyclonal 1:10000 Santa Cruz
Anti-Ziege IgG, HRP Kaninchen, polyclonal 1:10000 Calbiochem

2.1.6 Allgemeine Materialien fur die Zellkultur

Produkt Hersteller
RMPI 1640 Medium PAA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM-+HEPES) Gibco/Invitrogen
Fotales Kdlberserum Biochrom KG
L-Glutamin Gibco/Invitrogen
Penicilin/Streptomyzin Gibco/Invitrogen
Trypsin/EDTA Gibco/Invitrogen
Gewebekulturplatten Sarstedt

2.1.7 Zelllinien

2.1.7.1 TNF-Rezeptor 1/2 defiziente Fibroblasten

Die murinen TNF-Rezeptor 1/2 defizienten Fibroblasten wurden in der Arbeitsgruppe von Dr.
Daniela Minnel (Regensburg) generiert. Aus Hautgewebe einer TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1)
und TNF-Rezeptor 2 (TNF-R2) doppeldefizienten Maus (Alexopoulou et al., 1997) wurden
primire Zellen isoliert und immortalisiert. Die so generierten Parentalzellen wurden in einer
Kooperation mit Dr. Wulf Schneider-Brachert (Regensburg) retroviral stabil mit dem huma-
nen TNF-R1 retransfiziert (TNF-R1 Wildtyp). Weiterhin wurden Deletionsmutanten des
TNF-R1 Konstruktes kloniert und ebenfalls in die Parentalzellen retroviral stabil transfiziert.
Die Aminosduresequenz des TNF-R1 Wildtyp sowie der verschiedenen Mutanten, ist in
2.2.1.1 Tabellel dargestellt. Fiir das vorliegende Projekt wurden folgende retransfizierte
Fibroblasten verwendet: TNF-R1 Wildtyp, ATRID (Deletion der ,,TNF-Rezeptor 1 Internali-

sierungs-Doméne*‘), ANSD (Deletion der ,,Neutrale Sphingomyelinase-Doméne*), ADD (De-
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letion der ,,death-domain®), sowie die Doppelmutanten ATRIDADD und ATRIDANSD (siche
2.1.7.1.1 Tabellel).

2.1.7.1.1 Klonierung der TNF-R1 Expressionsvektoren und Transfektion

Die folgenden unter 2.1.7.1.1 und 2.1.7.2.1 beschriebenen Arbeiten wurden von der Arbeits-
gruppe Schneider-Brachert (Regensburg) durchgefiihrt.

Der humane TNF-R1 wurde durch PCR aus dem Plasmid pEF-Bos TNF-R1 in seiner vollen
Lange generiert und in die BamHI und Xhol Schnittstelle des retroviralen Vektors pQCXIP
(BD Clontech) kloniert. Ebenso wurde mit den Deletionsmutanten TNF-R1 ATRID (A AS
213-222), ADD (A ab AS 346) und ANSD (A AS 309-321) verfahren. Alle Plasmide wurden
durch DNA-Sequenzierung verifiziert.

Die fertigen pQCXIP Konstrukte wurden mit Hilfe des viralen Plasmides pCL-10A1 (Imge-
nex, RetroMax System) in 293 T Zellen durch Calcium Phosphat Transfektion eingebracht.
Nach 24 bis 48 Stunden Virusproduktion wurde das Medium von den 293 T Zellen getrennt
und mit dem viralen Uberstand die parentalen Fibroblasten der TNF-R1/-R2 defizienten Maus
infiziert. Die infizierten Zellen wurden mit Puromycin (Sigma) selektioniert.

Wihrend der Zellkultur wurden die stabil transfizierten Fibroblasten im Rhythmus von 15-18

Passagen unter Puromycin gesetzt, um eine Reinheit der Zelllinien zu gewahrleisten.

Tabellel: Aminosduresequenz der Deletionsmutanten des humanen TNF-R1

TNF-R1
1 mglstvpdll  Iplvllellv giypsgvigl vphlgdrekr  dsvepqgkyi hpgnnsicct
61 kchkgtylyn  dcpgpgqdtd  crecesgsft asenhlrhcl scskerkemg qveissctvd
121 rdtvcgerkn qyrhywsenl  fqcfncslcl ngtvhlscqe  kqgntvctcha fflrenecv
181 scsnckksle ctklclpqie nvkgtedsgt ‘[V-q h yryqrwk
241 sklysivegk stpekegele  gtttkplapn psfsptpgft ptlgfspvps stftssstyt
301 pgdcpnfaap  rrevappyqg adpilatala sdpipnplgk  wedsahkpgs ldtddpatly
361 avvenvpplt  wkefvrrlgl  sdheidrlel qngrclreaq  ysmlatwrrr tprreatlel
421 lIgrvirdmdl lgcledieea Icgpaalppa  psllr

Signalsequenz (SS) von Aminoséure 1-21

Transmembrandoméne - von Aminoséure 191-212

TNF-Rezeptor-Internalisierungsdoméne (TRID) Aminosduresequenz 213-222 deletiert

Todesdomine (DD) ab Aminosiure 346 deletiert

neutrale Sphingomyelinasedoméne (NSD) Aminosiuresequenz 309-321 deletiert
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2.1.7.2 Cathepsin D defiziente Fibroblasten

Die Cathepsin D defizienten murinen Fibroblasten (CD” bezeichnet) wurden von der Arbeits-
gruppe Prof. Dr. Paul Saftig (Kiel) aus einem Cathepsin D knock out C57BL/6 Mausembryo
generiert und zur Verfligung gestellt. Die Arbeitsgruppe Dr. Wulf Schneider-Brachert (Re-
gensburg) hat diese Cathepsin D defiziente Zelllinie mit humanen Cathepsin D retroviral sta-
bil retransfiziert (CD”" CatD bezeichnet) und zur Verfiigung gestellt. Die CD”" Fibroblasten
wurden, zur Kontrolle unspezifischer Effekte nur mit dem leeren retroviralen Vektor transfi-
ziert. Murine Wildtyp C57BL/6 Fibroblasten (CD"" bezeichnet) wurden als Kontrolle der
endogenen Cathepsin D-Expression eingesetzt und ebenfalls aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr.

Paul Saftig (CAU zu Kiel) bezogen.

2.1.7.2.1 Klonierung des Cathepsin D Expressionsvektors und Transfektion

Das Prinzip wurde bereits unter 2.2.1.1 beschrieben, jedoch wurde Cathepsin D in den retrovi-

ralen Vektor pBabe-Puro (BD Clontech) kloniert.

2.1.7.3 A-SMase defiziente humane Lymphoblasten (MS 1418)

Der humane Lymphoblasten Klon MS 1418 ist eine saure Sphingomyelinase (A-SMase) defi-
ziente Zelllinie. Die Zellen wurden aus Patienten mit der Niemann-Pick Krankheit isoliert und
transformiert. Die Arbeitsgruppe von Dr. Douglas Green (La Jolla, USA) hat diese Zellen
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Als Vergleichskontrolle wurde diese A-SMase de-
fiziente Zelllinie von Dr. Wulf Schneider-Brachert mit humaner A-SMase retroviral stabil

retransfiziert (MS 1418 ASM) und ebenfalls zur Verfiigung gestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung der TNF-R1 Fibroblasten und Cathepsin D Fibroblasten
Kulturmedium DMEM+HEPES, 10% FCS, 100U/ml Penicilin,

100pg/ml Streptomycin
Trypsin/EDTA Stammldsung (Invitrogen) 1:10 in sterilem H,O
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Die Fibroblasten-Zelllinien wurden in Kulturmedium in einem Zellkultur-Inkubator (Forma-
Scientific) bei 37°C, 5% CO,-Gehalt und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% kultiviert.

Die Passage der Zellen erfolgte dreimal pro Woche. Die adhdrenten Fibroblasten wurden da-
bei mit 10ml PBS gewaschen und mit Sml Trypsin/EDTA aus der Zellkulturflasche gelost.
Ein Zehntel der Zellmenge wurde dann erneut in 40ml Kulturmedium kultiviert. Aliquots der
Kulturzellen wurden in regelmiBigen Abstinden eingefroren. Dabei wurden die Zellen ab-
zentrifugiert und anschlieBend in Einfriermedium (10% DMSO, 30% FCS, 60% Kulturmedi-
um) aufgenommen. Nach dem Herunterkiihlen auf —80°C in einem mit Isopropanol gefiillten
Kryogefass wurden die Zellen zur Lagerung in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt. Die Zellkultur
wurde alle vier Wochen durch neue Aliquots, die in fliissigem Stickstoff bei —156 °C gelagert

waren, ersetzt.

2.2.1.2 Kultivierung der Lymphoblasten MS 1418

Kulturmedium RMPI 1640, 10% FCS, 100U/ml Penicilin,
100pg/mlStreptomycin, 2mM L-Glutamin
Trypsin/EDTA Stammlosung (Invitrogen) 1:10 in sterilem H,O

Die Suspensions-Zelllinien wurden in Kulturmedium in einem Zellkultur-Inkubator (Forma-
Scientific) kultiviert (siche oben). Die Passage der Zellen erfolgte dreimal pro Woche. Die
Lymphoblasten wurden dabei mit 10ml PBS gewaschen und 5 Min bei 700 x g zentrifugiert.
Ein Zehntel der Zellmenge wurde dann erneut in 70ml Kulturmedium kultiviert. Die Zellkul-

tur wurde ebenfalls alle vier Wochen durch eingefrorene Zellen ersetzt.

2.2.2 Behandlung der Zellkulturen

2.2.2.1 Pharmakologische Behandlung der Zellkulturen

6-Well-Plates Greiner
10cm Gewebekulturschalen Sarstedt
60uM Cs-Ceramid 30mM Cs-Ceramid (Sigma-Aldrich) in DMSO

Ipg/ml Actinomycin D (ActD) Img/ml ActD (Sigma-Aldrich) in sterilem
H,0; 1:1000 eingesetzt
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3,6uM Cycloheximid (CHX) 10mg/ml CHX (Sigma-Aldrich) in sterilem
H,0; 1:1000 eingesetzt
100ng/ml humanes TNF (hTNF) 100ng/ml hTNF (Knoll AG) in FCS

freiem Medium; 1:1000 eingesetzt

Die Zelllinien wurden in 6-well-Plates mit 3ml Kulturmedium oder 10cm Gewebekulturscha-
len mit 10ml Kulturmedium kultiviert. Je nach Lénge der Behandlung wurden in 6-Well-
Plates 1-5x10° Zellen oder 0,5-1,5x10° Zellen in Gewebekulturschalen am Vortag der Be-
handlung ausplattiert, um zur Ernte ungefihr 1x10° Zellen in 6-well-Plates oder 3x10° Zellen
je 10cm Gewebekulturschale zur Verfligung zu haben. Der wasserldsliche Proteinbiosynthe-
se-Inhibitor Cycloheximid wurde zu 3,6uM und Actinomycin D zu 1pg/ml eingesetzt. Die
Inhibitoren wurden eine Stunde vor der eigentlichen Behandlung im Medium geldst. Das Zy-
tokin hTNF (humanes TNF-a) wurde in einer Konzentration von 100ng/ml und das Lipid Ce-
Ceramid 60uM im entsprechenden Volumen Kulturmedium geldst und der Zellkultur zugege-
ben. Parallel zu den behandelten Proben wurde in Kontrollzellkulturen nur das Medium aus-

getauscht oder DMSO in Kulturmedium gelost.

2.2.2.2 Behandlung der Zellkulturen mit UV-Licht

10cm Gewebekulturschalen Sarstedt

Die Zellkulturen wurden in 10cm Gewebekulturenschalen in 10ml Kulturmedium kultiviert.
Die Behandlung mit UV-Licht wurde im Stratalinker 1800 (Firma Stratagene) durchgefiihrt.
Die Zellkulturen wurden dabei fiir 5-10 Sekunden 500x100pW/cm® UV-Licht ausgesetzt.
Nach 1 bzw. 16 Stunden wurden die Zellen geerntet und auf DNA-Laddering untersucht.
2.2.3 Morphologische Darstellung der behandelten Zellkulturen

Uber einen am Lichtmikroskop angebrachten Fototubus wurden Dias in wechselnden Belich-

tungsintensititen von den Zellkulturen gemacht. Die entwickelten Dias wurden mit Hilfe ei-

nes Durchlichtscanners (Calibrated Densitometer GS-800, Bio-Rad) digitalisiert.
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2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Annexin-V/ Propidium lodid Farbung und Messung im FACS

Inkubationspuffer 10mM HEPES/NaOH, pH 7,4, 140mM NaCl und SmM
CaCl,

Propidium-Iodid (PI) Losung 100ng/ml PI (Sigma-Aldrich) Stammldsung in
PBS/EDTA (5SmM)

Annexin-V-Fluos-Losung Boehringer/Roche 20ul in 1000ul Inkubationspuffer +

10ul PI-Losung
Ix Trypsin/EDTA Stammldsung (Invitrogen) 1:10 in sterilem H,O

Der Zellkulturiiberstand der adhdrenten Zellen wurde in 15ml Zentrifugenréhrchen auf Eis
gesammelt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Iml Trypsin/EDTA-L6sung aus
den Kulturschalen gelost. In dem entsprechenden Medieniiberstand wurden die Zellen bei 200
x g fiir 5 Min (4°C) abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1ml PBS (4°C) vorsichtig re-
suspendiert und in ein Sml FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden wiederum bei 4°C
fiir 5 Min bei 200 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde vorsichtig mit 100ul Annexin-V-
Fluos-Losung resuspendiert und dunkel bei RT fiir 20 Min inkubiert. AnschlieBend wurde den
Proben 400ul PBS zugegeben und die mit Annexin-V und Propidium-Iodid gefarbten Zellen
im FACS-Calibur (,,fluorescense-activated cell-sorter*; Beckton-Dickinson) mittels DOT-
PLOT Darstellung ausgewertet. Einstellungen des Durchflusszytometers FSC Lin; SSC Lin;
Fluoreszenz FL1 Log; Fluoreszenz FL3 Log wurden spezifisch fiir jede Zelllinie vorgenom-

men und die zu analysierenden Zellen gegatet.

2.2.4.2 Praparation zytosolischer Proteine

Homogenisationspuffer 10mM HEPES, pH 7,4, 142mM KCl
SmM MgCl,, ImM EDTA, 0,2% NP-40

1x Trypsin/EDTA Stammlosung (Invitrogen) 1:10 in sterilem H,O

Samtliche Schritte zur Priparation der Proteine wurden bei 4°C durchgefiihrt. Zuerst wurde

das Medium der Zellkultur in ein 15ml Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, die Zellen mit 1ml
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kaltem PBS gewaschen und mit 1ml Trypsin/EDTA-L6sung aus den Gewebekulturschalen
gelost. Alle Zellsuspensionen wurden im entsprechenden Zentrifugenrhrchen gesammelt.

Anschliefend wurden die Zellen bei 800 x g fiir 5 Min abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit
500ul PBS gewaschen und bei 800 x g fiir 5 Min zentrifugiert. Darauf wurde das Pellet in 50
— 100ul Homogenisationspuffer resuspendiert, in ein 1,5ml Eppendorfgefal} {iberfiihrt und auf
Eis fiir 15 Min stehen gelassen. AnschlieBend wurde die Probe fiir 10 Sekunden gevortext.
Dann wurde die Probe fiir 5 Min bei 10000 x g abzentrifugiert und der gewonnene zytosoli-

sche Uberstand in ein neues 1,5ml EppendorfgefiB iiberfiihrt und bei —20°C gelagert.

2.2.4.3 Proteinbestimmung

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte colorimetrisch mit einem BCA-
Proteinbestimmungs-Kit (BCA Protein Assay Kit, Pierce). Hierbei wird durch Zugabe von
Bicinchonin-Sédure innerhalb einer Inkubationszeit von 30 Min bei 37 °C eine Farbreaktion
ausgelost. Die Farbreaktion resultiert aus der Reduktion von Kupferionen, die einen Komplex
mit den Peptidbindungen der Proteine bilden. Die reduzierten Kupferionen reagieren ihrerseits
mit der Bicinchonin-Sdure. Es kommt zu einer violetten Farbung der Losung. In einem
ELISA-Reader (Tecan Reader Modell: Sunrise, Tecan Austria) wurde bei 570nm die Extink-
tion gemessen. Die Proteinbestimmung erfolgte in einer 1:10 Verdiinnung der Proben. Die
Berechnung des Proteingehaltes erfolgte mit Hilfe einer Eichreihe aus Bovinem Serum Albu-

min mit Proteinkonzentrationen von 0-10ug/ul, deren Extinktion parallel bestimmt wurde.

2.2.4.4 Messung von Caspase-Aktivitaten im Zytosol mittels ELISA

Caspase-Assaypuffer 50mM HEPES pH 7,2, 100mM NaCl, 10mM DTT,
ImM EDTA, 10% Glycerol, 0,1% CHAPS
Homogenisationspuffer 10mM HEPES, pH 7,4, 142mM KCl
5mM MgCl,, ImM EDTA, 0,2% NP-40
Caspase 3 Substrat 15mM Ac-DEVD-AMC in DMSO gelost
Caspase 8 Substrat 15mM Ac-IETD-AMC in DMSO gelost
Caspase 9 Substrat 15mM Ac-LEHD-AMC in DMSO gelost

Die auf Caspase 3, 8 und 9 Aktivitit zu untersuchenden Lysate, dafiir verwendete Puffer und

Substrate wurden bis zum Start der Enzym-Aktivititsmessung auf Eis gelagert. Pro Probe
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wurden 50ug zytosolisches Protein eingesetzt. Alle Proben wurden mit Homogenisationspuf-
fer auf ein gleiches Probenvolumen gebracht, wobei das Volumenverhéltnis von Homogenisa-
tions- zu Assaypuffer 1:4 nicht iiberschreiten durfte. Insgesamt wurden 100ul Gesamtvolu-
men (Probe + Assaypuffer) mit 1ul Substratlosung, entsprechend der zu messenden Caspase,
in eine 96-Well-Platte (Fluoronunc (weifl), NUNC) bei 4°C pipettiert. Als Kontrolle wurde
Substrat ohne Probe in Assaypuffer, oder Probe ohne Substrat im Assaypuffer eingesetzt. Da
es sich bei den verwendeten Substraten um fluorogene Farbstoffe handelt, wurde die 96-Well-
Platte in einem ELISA-Reader (Fluoroscan II, Labsystems and Life Science Int. LTD, UK)
analysiert. Der ELISA-Reader wurde auf 37°C erwiarmt, um die in den Proben enthaltene en-
zymatische Aktivitdt zu aktivieren. Durch die Spaltung des Substrates wird dabei der Farb-
stoff Amino-Methyl-Coumarin (AMC) freigesetzt, der durch spezifische Anregung bei 380nm
ein Emissionslicht bei 460nm zeigt. Diese Fluoreszenz wurde in MeBintervallen von 0,1 Sek
alle 2 Min fiir 3 Std aufgezeichnet. Somit konnte die enzymatische Aktivitit der Caspasen
durch Anstieg der gemessenen Fluoreszenzwerte ermittelt werden.

Die MeBwerte wurden parallel mit Genesis II (Labsystems an Life Science Int. LTD, UK),
einem PC basierten Steuerprogramm des ELISA-Readers, gespeichert. AnschlieBend wurden
die MeBwerte jeder Probe mit Hilfe von MS Excel in ein Diagramm mit EinzelmeBpunkt-

darstellung tiberfiihrt.

2.2.4.5 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

3x Protein-Probenpuffer 50mM Tris pH 6,8, 4M Harnstoff, 1% SDS
15% Glycerol, 0,01% Bromphenolblau
2% B-Mercaptoethanol
Elektrophoresepuffer 25mM Tris, 192mM Glycin, 0,1% SDS

Die Auftrennung von zytosolischen Proteinen erfolgte nach der Methode der diskontinuierli-
chen SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen. Hierbei werden durch Hitze und Sodi-
um-Dodecyl-Sulfat (SDS) die Proteine denaturiert und ihre Riickfaltung verhindert. In einer
Sammelgelschicht werden die denaturierten Proteine konzentriert und anschlieBend nach ih-
rem spezifischen Molekulargewicht in einem Trenngel aufgetrennt (Laemmli et al, 1970). Es
wurden je nach gesuchtem Protein 7,5 — 15%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele gegossen.
Die Elektrophorese fand in MiniGel-Kammern (BIOMETRA) statt. Die zu analysierenden

Proben wurden im Verhiltnis 1:3 mit 3fach konzentriertem Protein-Probenpuffer versetzt, 3-4
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Min gekocht und mit Hilfe von Gel Saver Tips (Kisker AG) auf des Gel aufgetragen. Zur Ab-
schidtzung der Grosse der aufgetrennten Proteine wurden Molekulargewichtsstandards (Prote-

instandard, MBI Fermentas) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstirke von

25mA (PowerPac 200, BioRad) pro Gel fiir 1,5-2 Std in Elektrophoresepuffer durchgefiihrt.

2.2.4.6 Western Blot und Immunodetektion

Blotpuffer 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% Methanol
Blockpuffer 1x TBST, 5% Milchpulver, 1% BSA

Die Proteine wurden aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (NC-Membran, Amers-
ham-Biosciences) geblottet. Der Protein-Transfer aus 1mm dicken Gelen wurde in einer Se-
mi-Dry Blotkammer (Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad) in Blotpuffer fiir 1 Std
bei 30mA/cm (PowerPac 200, BioRad) durchgefiihrt. Unspezifische Bindungsstellen wurden
mit 25ml Blockpuffer fiir 45 Min bei RT abgesittigt.

Nach dem Blockvorgang wurde die NC-Membran 3x 10 Min mit TBST gewaschen. An-
schlieBend wurde die NC-Membran in entsprechend verdiinnter Antikorperlosung (Antikorper
in TBST + 5% Milchpulver) bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Die NC-Membran wurde 3x 10
Min mit TBST gewaschen, bevor sie mit Zweitantikorperlosung (TBST + Peroxidasegekop-
pelter Sekundér-Antikdrper) fiir 1 Std bei RT inkubiert wurde.

Die Detektion von Antigenen erfolgte indirekt iiber die Reaktion der an den Sekundir-
Antikorper gekoppelten Meerrettichperoxidase (Umsetzung von Substraten und Emission von
Chemoluminiszenz, ECL-Detektions-Kit, Amersham-Biosciences). Hierzu wurde nach 3x 10
Min Waschen mit TBST die Chemilumineszenz auf der NC-Membran durch ECL-
Behandlung fiir eine Minute angeregt. Durch Exposition der NC-Membran auf sensitivem

Film (HyperFilm, Amersham Life Science) wurde die Chemilumineszenz sichtbar gemacht.
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2.2.5 Molekularbiologische Methoden

2.2.5.1 DNA-Laddering

Lysispuffer 10mM Tris/HCL pH 7,4, 10mM EDTA pH 8,0,
0,5% TRITON-X100

DNA-Puffer 10mM Tris pH 8,5

Proteinase K 0,5mg/ml in sterilem H,O

RNase A 0,5mg/ml in sterilem H,O

Natrium-Acetat M

Die Zellen wurden bei Raumtemperatur (RT) geerntet. Das Kulturmedium mit eventuell be-
reits toten Zellen wurde in 15ml Zentrifugenréhrchen gesammelt. Mit 1ml PBS wurden die
Zellen gewaschen und anschlieBend mit Iml Trypsin/EDTA aus den Kulturschalen geldst.
Zusammen mit dem Kulturmedium wurden die Zellen 5 Min bei 800 x g abzentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in 100ul Lysispuffer aufgenommen, kurz gevortext und 20 Min bei
RT stehen gelassen. Das Lysat wurde dann bei 1000 x g fiir 5 Min zentrifugiert und mit dem
Uberstand weitergearbeitet.

Der Uberstand wurde nun mit 20ul 10% SDS und 20pul Proteinase K versetzt und fiir 1 Std bei
56°C inkubiert. AnschlieBend wurde bei 37°C 1ul RNase A fiir eine Stunde zugegeben. Nun
wurde bei RT 1/10 Volumen 3M Natrium-Acetat hinzupipettiert und im Anschluss das dop-
pelte Volumen 100%iges Ethanol zugegeben. Die Losung wurde bei RT fiir 15 Min bei 12000
x g zentrifugiert und das Pellet mit 500ul 70%igem Ethanol gewaschen. Die Losung wurde
dann bei 4°C fiir 15 Min bei 12000 x g zentrifugiert und das Pellet bei RT 5-10 Min getrock-
net. Das getrocknete Pellet wurde in 50ul DNA-Puffer, der auf 70°C erwidrmt wurde, re-
suspendiert. Die DNA wurde bei 4°C gelagert und 1-2pg DNA in einem 2%igen Agarose-Gel
(siehe 2.2.5.4) analysiert.

2.2.5.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der spezifischen DNA-Fragmente (siche 2.2.5.1) wurden 2%ige Agarose-
Gele in 1 x TAE-Laufpuffer hergestellt. Zur spiteren Visualisierung der DNA-Banden unter
UV-Licht wurde das Gel mit 0,5ug/ml Ethidiumbromid-Ldsung versetzt. In den Geltaschen
wurden 1-2ug/10ul DNA eingesetzt. Die elektrophoretische Auftrennung der aufgetragenen

26



Material und Methoden

Proben erfolgte in horizontalen Elektrophoresekammern (Mini Sub Cell GT, BioRad) bei ei-
ner Stromstérke von 80V (PowerPac 200, BioRad). Den Proben wurde Bromphenolblau zuge-
setzt, um die Laufstrecke abschitzen zu konnen. Zum Ablesen der DNA-Fragmentgrossen

wurden verschiedene Fragmentlingenstandards (DNA-Ladder, NewEnglandBiolabs) einge-

setzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Funktion der zytoplasmatischen Doméanen des TNF-R1 in der Induktion von
Apoptose

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche sollen Aufschluss iiber die Rolle der einzelnen
zytoplasmatischen Doménen des Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor 1 (TNF-R1) in seiner A-
poptose induzierenden Signalgebung geben. Nach Bindung seines Liganden Tumor-Nekrose-
Faktor-o. (TNF) sollte gepriift werden ob eine Deletion der Internalisierungsdomine (ATRID),
der neutralen Sphingomyelinasedoméne (ANSD) oder der Todesdoméne (ADD) des TNF-R1
Auswirkungen auf diverse Vorgidnge des programmierten Zelltodes haben. Zu diesem Zweck
wurden murine Fibroblasten, welche defizient fiir beide TNF-Rezeptoren (TNF-R1 und TNF-
R2) sind, mit humanem TNF-R1 (Wildtyp) und Deletionsmutanten des TNF-R1 (ATRID,
ANSD, ADD, ATRIDANSD und ATRIDADD) stabil retransfiziert und untersucht (siche
Abb.1).

N C

TNF-R 1 Wildtyp OO =ro] [ro] [ood |
TNF-R1 ATRID m [Nsb] [ oD ] |
213

222

TNE-R1 ANSD OO0 R sanso[ [BBT] |

309 321

TNF-R1 ADD OOCCETRo ] [®so] T 4co | |

346

TNF-R1 ATRID ANSD atriD | |ansp|  [TDDT |
213 222 309 321

TNF-R1 ATRID ADD ATRID | [NSB] [aop [ |
213 222 346

Abb.1: Schematische Darstellung des TNF-R1 (Wildtyp) und der generierten Deletionsmutanten. Bedeu-
tung der verwendeten Abkiirzungen: TM = Transmembrandomine, TRID = TNF-R1 Internalisierung-
Domine (AS 213-222), NSD = neutrale Sphingomyelinase-Doméne (AS 309-321), DD = Death Domain
(Todesdoméne; ab AS 346) und A = Deletion der entsprechenden Doméne. N steht fiir N-Terminal, C fiir

C-Terminal, AS fiir Aminoséure.
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3.1.1 Morphologie der Zellen nach Behandlung mit TNF und Actinomycin D

Die stabil transfizierten Zelllinien wurden mit 100ng/ml TNF behandelt. Eine Stunde vor die-
ser Behandlung wurde den Zellkulturen mit 1pg/ml Actinomycin D (ActD) ein Proteinbiosyn-
these-Inhibitor zugegeben. Dieser Inhibitor bewirkt eine Unterbrechung des Proteinnach-
schubs auf transkriptioneller Ebene, indem die Nukleinsduren Cytosin und Guanin koaguliert
werden und so eine Transkription unmdéglich wird. Auf diese Weise sollte den Zellen die
Moglichkeit genommen werden, verbrauchte Proteine neu zu synthetisieren, die dem zytoto-
xischen TNF-Effekt entgegenwirken konnten.

Die so behandelten Zellkulturen wurden im Lichtmikroskop beobachtet. Nach 4 Stunden Be-
handlung wurde der Versuch gestoppt und die Zellkulturen fotografiert (Abb.2a und 2b).

Die mit TNF behandelten Zellkulturen von TNF-R1Wildtyp-, TNF-R1ATRID- und TNF-R1
ANSD-Zellen zeigten morphologische Verdnderungen im Vergleich zum jeweiligen Kontroll-
ansatz mit Actinomycin D (ActD) allein. Nach Behandlung mit TNF rundete sich eine grofB3e-
re Anzahl von Zellen ab und kompartimentierte sich. Im entsprechenden Kontrollansatz kam
es zu keinen Verdnderungen (Abb.2a). Dieser Effekt ist in AusschnittsvergroBerungen deutli-
cher dargestellt. TNF-R1ATRID- und TNF-R1ANSD-Zellkulturen zeigten dabei eine signifi-
kant hohere Anzahl versterbender oder toter Zellen, als der TNF-R1Wildtyp.

Im Gegensatz zu TNF-R1Wildtyp-, TNF-R1ATRID- und TNF-RIANSD-Zellen zeigten die
Zellkulturen von TNF-R1IADD-, sowie der Doppelmutanten TNF-R1IATRIDADD- und TNF-
RIATRIDANSD-Zellen (Abb.2b) keine morphologischen Verdnderungen nach TNF-
Behandlung iiber den entsprechenden Versuchszeitraum. Nur die Zellkultur von TNF-
RIATRIDANSD-Zellen zeigte schwache morphologische Veranderungen (Abb.2b), die sich
aber in dhnlicher Form auch im Kontrollansatz mit Actinomycin D beobachten lieen.

Eine Deletion der Todesdomine (DD) oder Doppeldeletion der Internalisierungsdoméne und
der Todesdomine (TRID/DD), sowie der Internalisierungsdoméne und der neutralen Sphin-
gomyelinasedoméne (TRID/NSD) fiihrte somit morphologisch zu einer Resistenz gegen den
durch TNF/ActD induzierbaren Zelltod.

Die nachfolgenden Experimente sollten kliren, {iber welche Signalwege der programmierte

Zelltod in den einzelnen Deletionsmutanten eingeleitet wird.
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Abb.2a: Morphologische Darstellung der mit TNF-a behandelten Zellkulturen

TNF-R1Wildtyp-, TNF-R1ATRID- und TNF-R1ANSD-Zellen wurden mit 1pg/ml ActD fiir eine Stunde
vorinkubiert und anschlieBend mit 100ng/ml TNF behandelt. Nach 4 Stunden wurden die Zellkulturen foto-
grafiert. In Kontrollansétzen wurden die Zellkulturen mit 1pg/ml ActD allein behandelt. Ausschnittsver-
groflerungen der jeweiligen Zellkultur unter TNF wurden dargestellt. Reprasentative Abbildungen aus

drei unabhéngigen Experimenten.

TNF-R1 TNF-R1
ATRIDADD ATRIDANSD

TNF / Act D
[100ng/ml
1pg/mi]

Abb.2b: Morphologische Darstellung der mit TNF-a behandelten Zellkulturen
TNF-R1ATRIDADD-, TNF-R1ADD- und TNF-R1ATRIDANSD-Zellen wurden mit 1pg/ml ActD fiir
eine Stunde vorinkubiert und anschlieSend mit 100ng/ml TNF behandelt. Nach 4 Stunden Versuchsdauer
wurden die Zellkulturen fotografiert. In Kontrollansétzen wurden die Zellkulturen fiir die Versuchdauer

mit 1pg/ml ActD allein behandelt. Représentative Abbildungen aus drei unabhingigen Experimenten.
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3.1.2 Untersuchung der Zellkulturen auf Apoptose im FACS

Nachdem in den mit 100ng/ml TNF und 1pug/ml Actinomycin D behandelten Zellkulturen von
TNF-R1Wildtyp-, TNF-R1ATRID- und TNF-R1IANSD-Zellen augenscheinlich Zelltod ausge-
16st wurde, sollte nun gekldrt werden, ob es sich im vorliegenden Fall um klassische Apoptose
handelte. Hierfliir wurden die Zellkulturen wiederum 4 Stunden mit 100ng/ml TNF und
Ipug/ml Actinomycin D behandelt und im FACS (,,fluorescence-activated cell-sorter) unter-
sucht. Die Zellen wurden nach der Ernte durch eine Doppelfarbung mit Annexin-V und Pro-
pidium-Iodid (P]) fiir die Messung vorbereitet. Annexin-V farbt dabei die wahrend der Apop-
tose nach auBlen gekehrten Phosphadidylserinreste der Zellmembran an. Propidium-Iodid hin-
gegen interkaliert mit der Kern-DNA von toten bzw. nekrotischen Zellen. Man kombiniert
Annexin-V und Propidium-lodid um lebende Zellen (Annexin-V und PI negativ) von apopto-
tischen (Annexin-V positiv und PI negativ) und toten Zellen (Annexin-V und PI positiv) zu
unterscheiden. In einem Dot-Plot Diagramm wurden griine Fluoreszenz (FL1-H) fiir Annexin-
V und rote Fluoreszenz (FL3-H) fiir PI gegeneinander dargestellt.

Zur Kontrolle wurde im FACS auch die nicht transfizierte Parentalzelllinie (Parental) der
TNFR-1/2 doppeldefizienten Fibroblasten untersucht.

Wie in Abb.3a und 3b zu sehen ist lieen sich die verschiedenen Zellkulturen sowohl nach 4
Stunden Behandlung mit TNF/ActD, als auch nach Behandlung mit Actinomycin D alleine
durch Annexin-V und PI anfiarben. Im Dot-Plot sind dabei die lebenden Zellen im unteren
linken Quadranten, die apoptotischen Zellen im unteren rechten Quadranten und tote Zellen
im oberen rechten Quadranten dargestellt. Freie Kerne und Zellfragmente von bereits desin-
tegrierten Zellen befinden sich im oberen linken Quadranten.

Abb.3a zeigt die Parentalzelllinie mit und ohne TNF. Es wurden keine eindeutig apoptoti-
schen, sondern nur eine geringe Anzahl toter Zellen schwach iiber PI angeférbt. Da diese Zell-
linie nicht tiber den TNF-R1 oder TNF-R2 verfiigt, konnte nur ein eventueller Effekt von Ac-
tinomycin D zum Tragen kommen.

Verglichen mit der Parentalzelllinie zeigten TNF-R1Wildtyp- und TNF-R1ATRID-Zellen
eine Anfiarbung durch Annexin-V und PI, wobei sich die mit TNF behandelten Proben deut-
lich von den mit Actinomycin D behandelten Kontrollzellen unterschieden. Die TNF-
R1Wildtyp-Zellen zeigten einen Anstieg von 17% auf 32 % apoptotische Zellen, wihrend die
TNF-R1ATRID-Zellen keine Zunahme an eindeutig apoptotischer Zellen (31% zu 32%) zu
verzeichnen hatten. Bei den TNF-RIATRID-Zellen kam es zu einem Anstieg von 18% auf
46% PI-Annexin-V doppelt positiver Zellen. Dabei blieb die Anzahl Annexin-V gefirbter
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Zellen konstant. Im Vergleich zu den Zellkulturen von TNF-R1Wildtyp- und TNF-R1ATRID-
Zellen (Abb.3a) gab es in TNF-R1ADD-, TNF-R1IATRIDANSD- und TNF-R1ANSD-Zellen
(Abb.3b) zwischen TNF behandelten und mit Actinomycin D allein behandelten Kontrollzel-
len keinen deutlichen Unterschied in der Menge toter bzw. apoptotischer Zellen. Der in licht-
mikroskopischen Bildern gezeigte morphologische Zelltod von TNF-R1ANSD-Zellen nach
TNF-Behandlung konnte im FACS nicht dargestellt werden.
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Abb.3a: FACS-Analyse der mit TNF/ActD behandelten Zellkulturen

Parental-, TNF-R1Wildtyp- und TNF-R1ATRID-Zellkulturen wurden eine Stunde mit 1pg/ml ActD vo-
rinkubiert und anschlieBend fiir 4 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. Die Zellen wurden mit Annexin-
V-Fluos (Roche) und 1ng/ml PI angefarbt und im FACS dargestellt. Annexin-V (FL1-H) und PI (FL3-H)
wurden im Dot-Plot gegeneinander aufgetragen. Die Verteilung der geférbten Zellen wurde in Prozent in
den entsprechenden Quadranten angegeben. Représentatives Ergebnis aus drei unabhingigen Experimen-

ten.
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Abb.3b: FACS-Analyse der mit TNF/ActD behandelten Zellkulturen

TNF-R1ADD-, TNF-RIATRIDANSD- und TNF-R1ANSD-Zellkulturen wurden eine Stunde mit 1pg/ml
ActD vorinkubiert und anschlieBend fiir 4 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. Die Zellen wurden mit
Annexin-V-Fluos (Roche) und 1ng/ml PI angefarbt und im FACS dargestellt. Annexin-V (FL1-H) und PI
(FL3-H) wurden im Dot-Plot gegeneinander aufgetragen. Die Verteilung der gefirbten Zellen wurde in
Prozent in den entsprechenden Quadranten angegeben. Repréisentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen

Experimenten.

Die Ursache fiir die Unterschiede der Rezeptordoménen-abhingigen Sensitivitdt der verschie-
denen Zellkulturen auf TNF, sollte in Folgeexperimenten geklart werden. Insbesondere sollte
dabei die durch den TNF-R1 vermittelte Aktivierung der Caspase-Familie und nachgeschalte-
ter Signalwege untersucht werden, um Aufschluss iiber die Unterschiede im Verlauf des Zell-

todes zwischen den einzelnen Zelllinien zu geben.

3.1.3 Aktivierung von Caspasen nach Behandlung mit TNF und Actinomycin D

Um zu untersuchen ob es in den verschiedenen Zellkulturen wéhrend der 4 Stunden Behand-
lung mit 100ng/ml TNF und Ipg/ml Actinomycin D (ActD) zur Aktivierung von Proteasen
der Caspase-Familie kommt, wurde in kernfreien Lysaten von TNF-R1Wildtyp-, TNF-
RI1ATRID-, TNF-R1ANSD-, TNF-R1ADD-, TNF-R1IATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD
-Zellen die Caspase 3-Aktivitdt bestimmt. Parallel dazu wurden entsprechende Lysate im
Western Blot auf die Spaltung von Caspase 3 und PARP-1 (,,Poly-(ADP-Ribose) Polymerase
1) untersucht. Caspase 3 ist eine zentrale Effektorprotease im Verlauf der Apoptose. PARP-1
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stellt dabei ein Substrat fiir Caspase 3 dar. In der Frithphase der Apoptose wird PARP-1 zur
DNA Reparatur in den Kern transportiert, in spiteren Stadien jedoch durch Caspase 3 ge-

schnitten und deaktiviert.

3.1.3.1 Caspase 3-Aktivitat nach Behandlung mit TNF und Actinomycin D

Die Deletion der TRID- sowie der NSD-Domine des TNF-R1 fiihrte zu einer deutlichen Er-
hohung der Caspase 3-Aktivitdt nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/ActD (Abb.4). Die
TNF-R1Wildtyp-Zellen zeigten zwar eine signifikante Erhohung der Caspase 3-Aktivitit,
diese reichte jedoch nicht an die Aktivitit der Caspase 3 in TNF-R1ATRID- und TNF-
RIANSD-Zellen (Abb.4) heran. Die TNF-RIATRIDANSD-Zellen zeigten nur schwache
Caspase 3-Aktivitdt, wiahrend in den Lysaten von TNF-R1ADD- und TNF-R1ATRIDADD-
Zellen keine Aktivitdt (Abb.4) gemessen werden konnte.

Die Aktivierung der Caspase 3 war somit von den verschiedenen Dominen des TNF-
Rezeptors abhingig. Erstaunlicherweise lag die Aktivitdt in den NSD und den TRID deletier-
ten Zellen weitaus hoher, als in TNF-R1Wildtyp-Zellen.

19500 1 Caspase 3 MDCDCQ&&%

14500 4 coodb XXXXX%X @ TNF-RI Wildtyp
N X TNF-R1 ATRID

© TNF-R1 ANSD

TNF-R1 ADD

TNF-R1 ATRIDADD
TNF-R1 ATRIDANSD

>

Ac-DEVD-AMC Fluoreszenz [aU]

Zeit [Min]

Abb.4: Caspase 3-Aktivitat nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/ActD

Die Zellkulturen wurden 1 Stunde mit 1pug/ml ActD vorinkubiert und anschliefend 4 Stunden mit 100
ng/ml TNF behandelt. 50pug Proteinlysat wurden im Enzymassay eingesetzt. Fiir 80 Minuten wurde alle 2
Minuten der Substratumsatz durch Caspase 3 im ELISA-Reader gemessen. Die relative Fluoreszenz [aU]
des gespaltenen Substrates (Ac-DEVD-AMC) wurde abziiglich der Eigenfluoreszenz dargestellt. Repré-

sentatives Ergebnis aus vier unabhingigen Experimenten.

3.1.3.2 Caspase 3 und PARP-1 Spaltung im Western Blot
Die iiber 4 Stunden mit TNF/ActD behandelten Zellkulturen wurden als kernfreie Lysate im
Western Blot auf Caspase 3 und PARP-1 Spaltung untersucht (Abb.5 und 6). Aufler bei der
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Deletion von TRID- und NSD-Doméne im TNF-R1 zeigten alle Zelllinien schon bei Behand-
lung mit Actinomycin D allein eine konstitutive Spaltung der Caspase 3 32kD Isoform in das
aktive 17kD Fragment (Abb.5). Nur TNF-R1ATRID- und TNF-R1ANSD-Zellen zeigten dar-
iiber hinaus bei TNF-Behandlung eine sichtbar erhéhte Spaltung bzw. ein Erscheinen der

17kD Isoform.

Entsprechend verhielt es sich fiir die PARP-1 116kD Isoform, die zu der inaktiven 89kD Iso-
form gespalten wurde. Nur TNF-RIATRID- und TNF-R1ANSD-Zellen zeigten einen TNF
abhingige Prozessierung (Abb.6).

TNF-R1 = TNF-R1 TNF-R1 TNF-R1  TNF-RI TNF-R1
Wildtyp ATRID ADD  ATRIDADD ANSD ATRIDANSD

32 KD D> | || e | e | e | == ==
Caspase 3
AT DN e | PR | IR—| —
+ - + - 4+ - 4+ - 4+ - 4+ - TNF[100ng/ml]
+ + + + + 4+ + 4+ + 4+ 4+ + ActD[Ilpgml]

Abb.5: Immunoblot-Auswertung von Caspase 3 nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/ActD.
Western Blot der Caspase 3-Isoformen (32kD und 17kD) von kernfreien Proteinlysaten nach Vorinkuba-
tion der Zellkulturen mit 1pg/ml ActD und anschlieBender Behandlung mit 100ng/ml TNF {iiber 4 Stun-

den. Représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Abb.6: Immunoblot-Auswertung von PARP-1 nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/ActD.
Western Blot der PARP-1-Isoformen (116kD und 89kD) von kernfreien Proteinlysaten nach Vorinkubati-
on der Zellkulturen mit 1pg/ml ActD und anschlieBender Behandlung mit 100ng/ml TNF {iber 4 Stunden.

Reprisentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten.

Actinomycin D zeigte in den vorangegangenen Experimenten iiberaus starke Effekte, die die
Auswirkungen von TNF zumindest teilweise zu iiberlagern schienen. Durch diesen starken
Effekt konnte auch keine eindeutige Aussage iiber den durch TNF induzierten Zelltod in
TNF-R1ANSD- und TNF-RIATRID-Zellen gemacht werden. Daher wurde in den folgenden
Experimenten auf den Zusatz von Actinomycin D verzichtet und die Zelllinien mit TNF allei-

ne behandelt.
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3.1.4 Morphologie der Zellen nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zellkulturen der stabil transfizierten Zelllinien wurden fiir 24 Stunden mit 100ng/ml TNF
behandelt oder in Medium allein kultiviert. Die so behandelten Zellkulturen wurden im
Lichtmikroskop auf morphologische Verdanderungen untersucht. Nach 24 Stunden wurde der
Versuch gestoppt und die Zellkulturen fotografiert (Abb.7a und 7b).

Die fiir 24 Stunden mit TNF behandelten TNF-R1Wildtyp-, TNF-RIATRID- und TNF-
RI1ANSD-Zellen (Abb.7a) rundeten sich ab und kompartimentierten sich. In Ausschnittsver-
groferungen (Abb.7a) ist dies deutlicher dargestellt. Die Kontrollansétze der entsprechenden
Zelllinien zeigten innerhalb der Versuchsdauer keine morphologischen Verdnderungen. Die
Anzahl versterbender oder toter Zellen nach Behandlung mit TNF stellte sich in den Zelllinien
von TNF-R1Wildtyp, TNF-RIATRID und TNF-RIANSD mit ungefahr 50% gleichwertig dar.
Im Vergleich mit den TNF-R1Wildtyp-Zellen fiihrte die Deletion von TRID- und NSD-
Doméne nicht zu einem verzogerten oder blockierten Zelltod durch TNF.

Die Versuchsansitze der TNF-R1IADD-, TNF-RIATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD-
Zellen sind in Abb.7b dargestellt. Diese Zelllinien zeigten keine morphologischen Verdnde-
rungen nach 24-stiindiger TNF-Behandlung. Im Gegensatz zu den iibrigen Zelllinien zeigten
die Kulturen der TNF-R1ADD- und TNF-R1ATRIDADD-Zellen allerdings ein verstirktes
Zellwachstum. Dies war sowohl in den TNF behandelten als auch in den unbehandelten An-

satzen erkennbar (Abb.7b).

Kontrolle

[100ng/ml]

Abb.7a: Zellkulturen von TNF-R1Wildtyp, TNF-R1ATRID und TNF-R1ANSD nach 24 std. TNF
Die Zellkulturen wurden mit 100ng/ml TNF fiir 24 Stunden behandelt. Ausschnittsvergroflerungen von
Einzelzellen der mit TNF behandelten Kulturen sind dargestellt. Die Kontrollen wurden in Kulturmedium

allein inkubiert. Reprasentative Abbildungen aus drei unabhidngigen Experimenten.
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Abb.7b:Zellkulturen von TNF-R1ADD, TNF-R1IATRIDADD und TNF-R1ATRIDANSD nach 24 std. TNF
Die Zellkulturen wurden mit 100ng/ml TNF fiir 24 Stunden behandelt. Die Kontrollen wurden in

Kulturmedium allein inkubiert. Représentative Abbildungen aus drei unabhidngigen Experimenten.

Durch die Deletion der Todesdomidne (ADD), Internalisierungsdomédne und Todesdoméne
(ATRIDADD), sowie Internalisierungsdoméne und neutralen Sphingomyelinasedomine
(ATRIDANSD) kam es zu einer Resistenz gegen induzierbaren Zelltod durch TNF. Diese ist
vergleichbar mit den Ergebnissen aus mit TNF/ActD behandelten Zellkulturen. Auf welche
Art und Weise der Zelltod in den verschiedenen Zelllinien im Einzelnen ablauft, sollte in Fol-

geexperimenten geklirt werden.

3.1.5 Untersuchung der mit TNF behandelten Zellkulturen auf Apoptose

Wie bereits in Kapitel 3.1.2 dargestellt, firbt Annexin-V die wihrend der Apoptose nach au-
Ben gekehrten Phosphadidylserinreste der Zellmembran an. Propidium-lodid hingegen inter-
kaliert mit der Kern-DNA von toten bzw. nekrotischen Zellen. Man kombiniert Annexin-V
und Propidium-Iodid um lebende Zellen (Annexin-V und PI negativ) von apoptotischen (An-
nexin-V positiv und PI negativ) und toten Zellen (Annexin-V und PI positiv) zu unterschei-
den. In einem Dot-Plot Diagramm wurden die mit 100ng/ml TNF fiir 20 bis 48 Stunden be-
handelten und anschlieBend gefdrbten Zellen dargestellt, um den durch TNF induzierbaren
Zelltod der einzelnen Zelllinien ndher zu charakterisieren.

In Abb.8a wurden TNF-R1Wildtyp-, TNF-RIATRID- und TNF-R1ANSD-Zellen im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Die TNF-R1Wildtyp-Zellen verstarben im
Verlauf von 48 Stunden zu iiber 90%. Im Vergleich zu TNF-R1Wildtyp-Zellen zeigten die
TNF-RIATRID-Zellen zwar durch TNF induzierten Zelltod, jedoch verstarben nur gut 50%
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der Zellen innerhalb von 48 Stunden. Ein weiterer Unterschied bestand darin, dass bei den
TNF-R1ATRID-Zellen keine klare apoptotische Population auftrat.

Die Zelllinie der TNF-R1ANSD-Zellen zeigte entgegen der morphologischen Darstellung
(5.36 Abb.7a) in der FACS-Analyse keinen TNF-abhéngigen Zelltod. Die Zellen blieben iiber

den gesamten Versuchsverlauf zu tiber 97% vital.
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Abb.8a: FACS-Analyse von TNF-R1Wildtyp, TNF-R1ATRID und TNF-R1ANSD nach 20 bzw. 48
Stunden Behandlung mit TNF

TNF-R1Wildtyp-, TNF-RIATRID- und TNF-R1ANSD-Zellen wurden fiir 20 bzw. 48 Stunden mit

100ng/ml TNF behandelt. Als Kontrolle wurden die jeweiligen Zellkulturen fiir 48 Stunden im Medium

weiterkultiviert. Im FACS wurden die mit Annexin-V-Fluos (Roche) und Ing/ml PI angefirbten Zellen

dargestellt. Annexin-V (FL1-H) und PI (FL3-H) wurden im Dot-Plot gegeneinander aufgetragen. Die Ver-

teilung der geférbten Zellen wurde in Prozent in den entsprechenden Quadranten angegeben. Reprisenta-

tives Ergebnis aus drei unabhingigen Experimenten.
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Die in Abb.8b dargestellten FACS-Analysen von TNF-R1ADD-, TNF-R1ATRIDADD- und
TNF-R1IATRIDANSD-Zellen demonstrierten die TNF-Resistenz dieser Zellen. Es kam zu

keiner Anfdarbung durch Annexin-V oder PI {iber den gesamten Behandlungszeitraum mit

TNF.
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Abb.8b: FACS-Analyse von TNF-R1ADD, TNF-R1IATRIDADD und TNF-R1ATRIDANSD nach 20
bzw. 48 Stunden Behandlung mit TNF

TNF-R1ADD-, TNF-R1ATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD-Zellen wurden fiir 20 bzw. 48 Stunden

mit 100ng/ml TNF behandelt. Als Kontrolle wurden die jeweiligen Zellkulturen fiir 48 Stunden im Medi-

um weiterkultiviert. Im FACS wurden die mit Annexin-V-Fluos (Roche) und 1ng/ml PI angeféarbten Zel-

len dargestellt. Annexin-V (FL1-H) und PI (FL3-H) wurden im Dot-Plot gegeneinander aufgetragen. Die

Verteilung der gefirbten Zellen wurde in Prozent in den entsprechenden Quadranten angegeben. Repri-

sentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Die Unterschiede im TNF-induzierbaren Zelltod und der TNF-R1 vermittelten Signalweiter-
leitung zwischen den einzelnen Zelllinien sollte in Folgeexperimenten niher charakterisiert
werden. Dazu wurden die Zelllinien auf die Aktivierung von Mitgliedern der Caspasefamilie

nach Behandlung mit TNF untersucht.

3.1.6 Aktivierung der Caspase 3 nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Um zu untersuchen, ob innerhalb von 24 Stunden nach Zugabe von TNF Caspasen im Zytosol
der Zelllinien aktiviert sind, wurde die Caspase 3-Aktivitit im Enzymaktivititsassay be-
stimmt. Parallel dazu wurden entsprechende Lysate der Zelllinien im Western Blot auf Caspa-
se 3 und Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) Spaltung untersucht. PARP-1 ist, wie

unter 3.1.3 beschrieben, ein Substrat fiir Caspase 3 im Verlauf des programmierten Zelltodes.

3.1.6.1 Caspase 3-Aktivitat nach 4 bis 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zelllinien wurden fiir 4, 16 und 24 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt und anschlie-
Bend die Caspase 3-Aktivitdt in kernfreien Lysaten bestimmt. In keiner der beschriebenen
Zellkulturen kam es bereits nach 4 Stunden TNF Behandlung zu einer eindeutig messbaren
Caspase 3-Aktivitat (Abb.9). Nach einer langeren Behandlungszeit von 16 Stunden erhdhte
sich dann die Caspase 3-Aktivitédt in den TNF-R1Wildtyp-Zellen deutlich und konnte nach 24
Stunden nicht mehr gesteigert werden (Abb.9). Die TNF-RIATRID-Zellen zeigten nach 16
Stunden und 24 Stunden nur eine miBige Aktivierung der Caspase 3 im Vergleich zu TNF-
R1Wildtyp-Zellen. Die Deletion der NSD fiihrte zu einer verzogerten Caspase 3-Aktivierung,
denn erst nach 24 Stunden erreichten die TNF-R1ANSD-Zellen das Niveau der TNF-
RIATRID-Zellen (Abb.9).

Die Lysate von TNF-R1ADD-, TNF-R1IATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD-Zellen zeig-
ten keine Aktivitit der Caspase 3 innerhalb der 24 Stunden Behandlung mit TNF (Abb.9).

Die Aktivitdt der Caspase 3 war somit von den verschiedenen Doménen des TNF-R1 abhén-
gig.

Im Folgenden sollten mit TNF behandelte Zellen im Western Blot auf Spaltung von Caspase
3 und PARP-1 untersucht werden.
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Abb.9: Caspase 3-Aktivitat nach 4 bis 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zellkulturen wurden 4 bis 24 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. 50pg kernfreies Proteinlysat
wurde im Enzymassay eingesetzt. Fiir 100 Minuten wurde alle 2 Minuten der Substratumsatz durch
Caspase 3 im ELISA-Reader gemessen. Die relative Fluoreszenz [aU] des gespaltenen Substrates (Ac-
DEVD-AMC) wurde abziiglich der Eigenfluoreszenz dargestellt. Représentatives Ergebnis aus drei unab-

hangigen Experimenten.

3.1.6.2 Caspase 3-Spaltung im Western Blot nach 20 Stunden Behandlung mit TNF

Es wurden kernfreie Lysate der fiir 20 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelten Zelllinien auf
Caspase 3-Spaltung untersucht. Im Wildtyp wurde nach 20 Stunden Behandlung mit TNF die
Caspase 3 von der inaktiven 32kD Isoform in das aktive 17kD Fragment gespalten (Abb.10).
Verglichen mit den TNF-R1Wildtyp-Zellen war diese Spaltung in TNF-R1ATRID- und TNF-
R1ANSD-Zellen geringer. Neben der TNF-abhidngigen kam es in TNF-R1ATRID-Zellen auch
zu einer konstitutiven Caspase 3-Spaltung. Dieser Effekt konnte mit der sensiblen Zellkultur

der TNF-R1ATRID-Zellen zusammenhingen, da bei jedem Kultivierungsschritt oder Kultur-
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medienwechsel eine gewisse Anzahl der Zellen verstarb und somit potentiell Caspase 3 akti-
viert haben konnte.

Die Zellkulturen von TNF-R1ADD-, TNF-R1IATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD-Zellen
zeigten keine aktivierende Spaltung der Caspase 3 innerhalb der 20 Stunden Behandlung mit
TNF (Abb.10). Dies entsprach dem Bild, welches sich bereits in der Aktivitit der Caspase 3

im Enzymassay zeigte.

TNF-R1 TNF-Rl1 TNF-Rl  TNF-RI TNF-R1 TNF-R1 TNF-R1
Wildtyp  ATRID ADD ATRIDADD ATRIDANSD ANSD  Wildtyp

RVADE i ——— B ———
Caspase 3
17 kD P| == —_— - .
+ -+ -+ -+ - + -+ - 4+ - TNF[100ng/ml]

Abb.10: Immunoblot-Auswertung von Caspase 3 nach 20 Stunden Behandlung mit TNF
Western Blot der Caspase 3-Isoformen (32kD und 17kD) aus kernfreien Proteinlysaten nach Behandlung
der Zellkulturen mit 100ng/ml TNF iiber 20 Stunden. Eine Normalisierung der Proben fand iiber 3-Aktin

(43kD) statt. Représentatives Ergebnis aus vier unabhéngigen Experimenten.

3.1.6.3 PARP-1 Spaltung im Western Blot nach 20 Stunden Behandlung mit TNF

Nach 20 Stunden Behandlung mit 100ng/ml TNF wurden kernfreie Lysate der Zelllinien auf
Spaltung von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) untersucht. PARP-1 wurde in
TNF-R1Wildtyp von der 116kD (aktiv) Isoform, in die 89kD (inaktiv) Form gespalten
(Abb.11). Eine geringere Spaltung stellte sich bei TNF-R1ATRID und TNF-R1ANSD-Zellen
durch eine schwichere Bande der 89kD Isoform dar (Abb.11). Die TNF-RIATRID-Zellen
zeigten wie unter 3.1.6.2 (Abb.10) eine schwache konstitutive Spaltung.

Die Zellkulturen von TNF-R1ADD-, TNF-R1ATRIDADD- und TNF-RIATRIDANSD-Zellen
zeigten keine erkennbare Spaltung von PARP-1 (Abb.11), was den Caspase 3 Befunden aus
Abb.10 entsprach.

Die Aktivierung von Caspase 3 (Abb.10) und die resultierende Inaktivierung von PARP-1
wiahrend des programmierten Zelltodes ist somit von den verschiedenen Doménen des TNF-

R-1 abhéngig.

42



Ergebnisse

TNF-R1  TNF-R1 TNF-RI  TNF-R1 TNF-R1 TNF-R1 TNF-R1

Wildtyp ATRID ADD ATRIDADD ATRIDANSD ANSD  Wildtyp
116 KD B> [+ il g il B o e = " | pARP-
8OKD P | = — e

+ -+ -+ -+ - + - + - + - TNF[100ng/ml]

Abb.11: Immunoblot-Auswertung von PARP-1 nach 24 Stunden Behandlung mit TNF
Western Blot der PARP-1-Isoformen (116kD und 89kD) aus kernfreien Proteinlysaten nach Behandlung
der Zellkulturen mit 100ng/ml TNF iiber 20 Stunden. Eine Normalisierung der Proben fand iiber 3-Aktin

(43kD) statt. Reprisentatives Ergebnis aus drei unabhédngigen Experimenten.

Nachdem die Aktivierung proapoptischer, zytosolischer Signalwege in Abhingigkeit der Do-
minen des TNF-R1 gezeigt wurde, sollte im Folgenden die Verdnderung der DNA-Struktur

im Verlauf des programmierten Zelltodes untersucht werden.

3.1.7 DNA-Laddering nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

In spiten Stadien der Apoptose kommt es zur Degradierung der DNA durch Endonukleasen,
die kondensierte DNA im Bereich zwischen den Histon-DNA Komplexen schneiden. Da-
durch entstehen 180 bis 200 Basenpaare groBe DNA-Fragment-Ketten. Im Agarose-Gel kann
diese Form der DNA-Degradierung (,,DNA-Laddering®) durch ein charakteristisches Ban-
denmuster nachgewiesen werden.

Die Zellkulturen wurden nach einer Behandlungszeit von 24 Stunden mit 100ng/ml TNF auf
DNA-Laddering untersucht. Die TNF-R1Wildtyp-Zellen zeigten die charakteristische Ban-
denstruktur fiir apoptotische DNA-Degradierung (Abb.12). Die TNF-R1ANSD-Zellen zeigten
DNA-Degradierung, jedoch kein definitives Bandenmuster. Auch {iber den Zeitraum von 48
Stunden (nicht dargestellt) zeigte die DNA-Degradierung in TNF-R1ANSD-Zellen keine Stei-
gerung. Die Zellkultur von TNF-RIATRID-Zellen zeigte zu keiner Zeit DNA-Laddering, ob-
wohl die Aktivierung von Caspase 3 im Enzymassay und die Spaltung von Caspase 3 und
PARP-1 im Western Blot TNF-abhingig nachgewiesen worden war. Der Ablauf des pro-
grammierten Zelltodes scheint sich von TNF-R1Wildtyp- und TNF-R1ANSD-Zellen zu unter-
scheiden. Die TNF-R1ADD-, TNF-R1ATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD-Zellen zeigten
keine DNA-Degradierung nach einer TNF-Behandlung fiir 24 Stunden (Abb.12).
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Abb.12: DNA-Laddering Analyse nach 24 Stunden Behandlung mit TNF
Die Zellkulturen wurden 24 Stunden mit 100ng/ml TNF oder unbehandelt kultiviert. 1pg DNA der Zell-
kulturen wurde in 2%igem Agarosegel analysiert. Als Standard wurde eine 100 bp DNA-Ladder (Ne-

wEnglandBiol.) eingesetzt. Représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten.

In den vorangegangenen Versuchen konnte eine inaktivierende Spaltung von PARP-1 durch
aktivierte Caspase 3 nach TNF in TNF-R1Wildtyp-, TNF-RIATRID- und TNF-R1ANSD-
Zellen dargestellt werden. Diese Aktivititen waren in TNF-RIATRID- und TNF-R1IANSD-
Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen reduziert. Weiterhin wurde in TNF-R1Wildtyp die fiir
apoptotische Zellen typische Form des DNA-Laddering gezeigt. Es scheint Unterschiede zwi-
schen der Signalweiterleitung in TNF-RIATRID- und TNF-R1Wildtyp-Zellen zu geben, da
TNF-RIATRID-Zellen nach TNF-Behandlung kein DNA-Laddering zeigten. Aus diesen
Griinden sollte in Folgeexperimenten geklart werden, ob im TNFR-1 vermittelten Signalweg
der verschiedenen Deletionsmutanten noch weitere Unterschiede bestehen. Dazu wurden als

ndchstes der Caspase 3 vorgeschaltete Signalwege niher untersucht.

3.1.8 Mitochondriale Beteiligung durch Aktivierung der Caspase 9

Die Zelllinien wurden iiber 24 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt und auf Caspase 9-
Aktivitit untersucht. Caspase 9 wird innerhalb des programmierten Zelltodes nach Freiset-
zung von Cytochrom C aus den Mitochondrien durch das Apoptosom, einem Multimer aus

Apaf-1 (,,apoptotic protease activating factor 1°), Cytochrom C und ATP (,,Adenosin-Tri-
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Phosphat®), aktivierend gespalten. Im Apoptosom wird zuerst die 49kD inaktive Form der
Caspase 9 in eine schwach aktive 39kD Isoform iiberfiihrt, bevor diese im Zytosol aus der
49kD Caspase 9 eine aktive 37kD Isoform spalten kann. Die aktive Caspase 9 kann dann ih-

rerseits Caspase 3 durch Spaltung aktivieren.

3.1.8.1 Caspase 9-Aktivitat nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Behandlung mit 100ng/ml TNF fiir 24 Stunden fiihrte bei TNF-R1Wildtyp-Zellen zu ei-
ner starken Aktivierung der Caspase 9 (Abb.13). Im Vergleich dazu fillt die Aktivitit bei
TNF-R1ANSD-Zellen nur schwach aus. In kernfreien Lysate der TNF-RIATRID-, TNF-
RIADD-, TNF-RIATRIDADD- und TNF-R1ATRIDANSD-Zellen konnte keine Aktivitit der
Caspase 9 gemessen werden (Abb.13).

Um diese Daten weiter zu kontrollieren, wurden kernfreie Lysate der mit TNF behandelten
Zelllinien auch im Western Blot auf Caspase 9 Spaltung als Zeichen einer Aktivierung unter-

sucht.

4504 Caspase 9

TNF-R1 Wildtyp
TNF-R1 ADD
TNF-R1 ATRIDANSD
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Abb. 13: Caspase 9-Aktivitat nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zellkulturen wurden 24 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. 50ug kernfreies Proteinlysat wurden
im Enzymassay eingesetzt. Fiir 100 Minuten wurde alle 2 Minuten der Substratumsatz durch Caspase 9 im
ELISA-Reader gemessen. Die relative Fluoreszenz [aU] des gespaltenen Substrates (Ac-LEHD-AMC)
wurde abziiglich der Eigenfluoreszenz dargestellt. Représentatives Ergebnis aus vier unabhingigen Expe-

rimenten.
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3.1.8.2 Caspase 9-Spaltung im Western Blot nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zelllinien wurden 24 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. Bei TNF-R1Wildtyp-Zellen
kam es, wie im Enzymassay (Abb.13), zu einer Aktivierung der Caspase 9. Durch Spaltung
der 49kD Isoform in die schwach aktive 39kD und aktive 37kD Isoform ist dies im Western
Blot dargestellt (Abb.14). TNF-R1ANSD-Zellen zeigten nur eine geringe Spaltung der 49kD
Isoform in die 39kD Isoform.

Bei allen anderen Zelllinien kam es zu keiner Spaltung und Aktivierung der Caspase 9 inner-
halb der 24-stiindigen TNF-Behandlung (Abb.14). Die Deletion der Rezeptordoménen in
TNF-RI1IATRID-, TNF-R1ADD-, TNF-RIATRIDADD- und TNF-RIATRIDANSD-Zellen
fithrte, im Vergleich zu den Zelllinien von TNF-R1Wildtyp- und TNF-R1ANSD-Zellen, zu
einer vollstdndigen Blockade des mitochondrialen Signalweges.

Da die Deletion der TRID-Doméne die Internalisierung des TNF-R1 verhindert, deuten diese
Ergebnisse auf eine essentielle Rolle der TNF-R1 Endozytose fiir die Aktivierung des mito-

chondrialen Apoptosewegs hin.
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Abb. 14: Immunoblot-Auswertung von Caspase 9 nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Western Blot der Caspase 9-Isoformen (49kD, 39kD und 37kD) aus kernfreien Proteinlysaten nach Be-
handlung der Zellkulturen mit 100ng/ml TNF iiber 24 Stunden. Eine Normalisierung der Proben fand iiber
B-Aktin (43kD) statt. Représentatives Ergebnis aus drei unabhingigen Experimenten.

3.1.9 Aktivierung von Caspase 8 in TNF-R1 Wildtyp-Zellen

Caspase 8 spielt im Signalweg der TNFR-1 vermittelten Apoptose eine initiale Rolle. Nach
Bindung des Liganden TNF-oo am TNFR-1 wird der DISC (,,death-inducing signalling-
complex*) durch Rekrutierung der Proteine TRADD, FADD und Caspase 8 gebildet. Caspase

8 wird dann autokalatytisch in eine aktive Form tiberfiihrt und kann weitere Caspasen aktivie-
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ren, oder iiber nachgeschaltete Faktoren Cytochrom C Freisetzung aus den Mitochondrien
vermitteln und auf diese Weise Caspasen aktivieren.
Aus diesem Grund sollte in den folgenden Experimenten gekldrt werden, ob in TNF-

R1Wildtyp-Zellen nach TNF-Behandlung Caspase 8 aktiviert wird.

3.1.9.1 Caspase 8-Aktivitat nach 2 Stunden Behandlung mit TNF

Die TNF-R1Wildtyp-Zellen wurden fiir 2 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. Anschlie-
Bend wurden kernfreie Lysate der Zellen im Enzymassay untersucht. Durch Umsetzung des
spezifischen Caspase 8-Substrates Ac-IETD-AMC konnte somit eine frithe Aktivierung der
Caspase 8 dargestellt werden (Abb.15).
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Abb.15: Caspase 8-Aktivitat im TNF-R1Wildtyp nach 2 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zellkultur wurde 2 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. 50ug kernfreies Proteinlysat wurden im
Enzymassay eingesetzt. Fiir 120 Minuten wurde alle 2 Minuten der Substratumsatz durch Caspase 8 im
ELISA-Reader gemessen. Die relative Fluoreszenz [aU] des gespaltenen Substrates (Ac-IETD-AMC)
wurde abziiglich der Eigenfluoreszenz dargestellt. Représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Expe-

rimenten.

3.1.9.2 Western Blot-Analyse der Caspase 8-Isoformen in Rezeptosomen

Zur ndheren Charakterisierung der nach 2 Stunden messbaren Caspase 8-Aktivitit in TNF-
R1Wildtyp-Zellen, wurden TNF-Rezeptorkomplexe iiber eine magnetische Separation, nach
einer Inkubationszeit von 10 Min mit biotinyliertem TNF, aus den Zellen isoliert. Auf diese
Weise sollte an den TNF-R1 gebundene Caspase 8 und folglich die Rekrutierung des DISC
dargestellt werden. Die im Western Blot zu analysierenden Rezeptorkomplexe wurden von
Dr. Vladimit Tchikov, einem Mitarbeiter der AG Schiitze durch eine patentierte Separations-
methode gewonnen (Tchikov et al., 2001; Schiitze et al., 2003; Schneider-Brachert et al.,
2004). Dabei werden Zellen bei 4°C mit biotinyliertem TNF inkubiert, anschlieend werden

an Streptavidin gebundene magnetische Microbeads hinzugegeben. Die Zellkultur wird auf
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37°C erwirmt, sodass der magnetisch markierte TNF-R1 internalisieren kann. Die Zellen
werden im Anschluss homogenisiert und die internalisierten Membranvesikel mittels einer
Free-Flow-Magnetkammer aus dem Homogenat isoliert.

Die so gewonnenen Rezeptorkomplexe wurden in der vorliegenden Arbeit im Western Blot
zusammen mit dem entsprechenden Totallysat der TNF-RI1Wildtyp-Zellen aufgetragen
(Abb.16).

10 Min TNF Prozessierung der
Rezeptosom Lysat Caspase 8
55/54 kD p» p—
3 kDP |— 55/54 kD
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Abb.16: Immunoblot Analyse der Caspase 8-1soformen nach 10 Min TNF
Western Blot der Caspase 8-Isoformen (55/54kD, 43kD, 26kD, 18kD und 12kD) aus magnetisch isolier-
ten TNF-Rezeptorkomplexen (Rezeptosomen) im Vergleich zu kernfreiem Volllysat nach Behandlung der

Zellkultur mit 100ng/ml TNF fiir 10 Minuten. Ergebnis aus zwei unabhéngigen Experimenten.

In Abb.16 ist neben der Analyse des Western Blot auch schematisch die Aktivierung der
Caspase 8 dargestellt. Die zytosolisch vorkommende 55kD Isoform wird nach Trimerisierung
des TNF-Rezeptorkomplexes rekrutiert und an die Adapterproteine des Rezeptors gebunden.
Dabei wird eine 12kD Isoform abgespalten. Am Rezeptorkomplex lagern sich dann zwei
43kD lange Untereinheiten der Caspase 8 unter Abspaltung einer 18kD Isoform aneinander
und bilden somit eine rezeptorgebundene 26kD Isoform. Die enzymatisch aktive 18kD Iso-
form und die schwach aktive 12kD Isoform bilden im Zytosol aktive Caspase 8 Heterodimere,
die Caspase 3 aktivierend spalten oder mitochondriale Cytochrom C Freisetzung tiber die
Spaltung des proapoptotischen Bcl-2 Proteins Bid induzieren konnen.

In magnetisch isolierten Rezeptorkomplexen kam es demnach zur Rekrutierung der 55/54kD
Pro-Caspase 8 iiber die rezeptorgebundene 43kD Isoform unter Abspaltung der 12kD Iso-
form. Im Volllysat erscheinen dann die 18kD und 12kD Isoform, welche im Zytosol aktive

Heterodimere bilden kénnen (Abb.16).
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3.1.10 Vermittlung der Caspase 3-Aktivitat durch Sphingomyelinasen

Wihrend des programmierten Zelltodes konnen Todesrezeptoren, wie z.B. TNF-R1, Interleu-
kin-1-Rezeptor oder Fas-Rezeptor, nach Bindung ihres entsprechenden Liganden pH abhin-
gige Sphingomyelinasen aktivieren. Die endolysosomal vorkommende saure Sphingomyeli-
nase (A-SMase) und die an die Plasmamembran gebundene neutrale Sphingomyelinase (N-
SMase) setzen dann durch Hydrolyse von Sphingomyelin Ceramid frei. Ceramid ist ein ,,Li-
pid-second Messenger* und in der Lage Apoptose zu induzieren (Hannun et al., 1995).

In den folgenden Experimenten sollte durch Zugabe von exogenem Cs-Ceramid gepriift wer-

den, ob Caspase 3-Aktivitdt durch Ceramid induzierbar ist.

3.1.10.1 Caspase 3-Aktivitat nach 8 Stunden Behandlung mit Cs-Ceramid

Die Induktion von Caspase 3 durch Ceramid ist in der Literatur ausfiihrlich beschrieben
(Monney et al., 1998). Ob dies auch fiir die vorliegenden Zelllinien zutrifft, wurde nachfol-
gend untersucht. Die Zelllinien von TNF-R1Wildtyp und TNF-R1ATRID-Zellen wurden fiir 8
Stunden mit in DMSO geldstem Cs-Ceramid (60uM) behandelt. In beiden Zelllinien konnte
Caspase 3 aktiviert werden. Durch eine Behandlung mit DMSO als Kontrolle konnte in den

Zelllinien keine Caspase 3-Aktivitdt induziert werden.

=)

S

g Caspase 3 o
2 S
8 o

& 20007 o

2 o

F 'o" M
O | Sl

5 1000 » ¢’§<>< s

2 0 mﬁﬁ%ﬁmﬂmﬂm@
m

A

Q

<

Zeit [Min]

@ TNF-RI Wildtyp X TNF-RI ATRID O DMSO

Abb.17: Caspase 3-Aktivitat nach 8 Stunden Behandlung mit C¢-Ceramid

Die Zellkulturen wurden 8 Stunden mit 60uM Cy-Ceramid oder nur mit dem Losungsmittel DMSO be-
handelt. 50pg kernfreies Proteinlysat wurden im Enzymassay eingesetzt. Fiir 80 Minuten wurde alle 2
Minuten der Substratumsatz durch Caspase 3 im ELISA-Reader gemessen. Die relative Fluoreszenz [aU]
des gespaltenen Substrates (Ac-DEVD-AMC) wurde abziiglich der Eigenfluoreszenz dargestellt. Repré-

sentatives Ergebnis aus zwei unabhingigen Experimenten.
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Nachdem durch exogenes Cg-Ceramid in TNF-RI1Wildtyp- und TNF-R1IATRID-Zellen
Caspase 3-Aktivitdt induziert werden konnte, sollte in Folgeexperimenten die N-SMase Akti-
vitdt der Zelllinien nach TNF Behandlung untersucht werden. Diese Versuche sollten Auf-
schluss dariiber geben, ob durch die Aktivierung der N-SMase iiber die NSD des TNF-R1

endogenes Ceramid gebildet wird, welches Caspase 3 aktivieren kann.

3.1.10.2 N-SMase Aktivitat nach Behandlung mit TNF

Um Aufschluss iiber eine Aktivierung der neutralen Sphingomyelinase (N-SMase) nach TNF
Behandlung zu bekommen, wurden Sphingomyelinase Aktivititsassays von Supandi Winoto-
Morbach einem Mitglied der AG Schiitze durchgefiihrt. Die Zellen wurden dabei nach einer
entsprechenden Behandlungszeit mit TNF fiir 1 bis 5 Minuten durch Ultraschall homogeni-
siert. Der postnukledre Uberstand wurde mit N-methyl-[C'*] Sphingomyelin bei pH 7.4 und
37°C inkubiert. Die N-SMase spaltet durch Hydrolyse das Sphingomyelin in Ceramid und
radioaktives Phosphorylcholin im gleichen stochiometrischen Verhéltnis. Die freiwerdende

radioaktive Strahlung gibt dann die Starke der N-SMase Aktivitit an (Abb.17).
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Abb.17: neutrale Sphingomyelinase (N-SMase)-Aktivitat nach TNF Behandlung

Die Zellkulturen wurden fiir 1 bis 5 Minuten mit 100ng/ml TNF inkubiert. 20ug kernfreies Proteinlysat
dieser Zellkulturen wurden 2 Stunden mit N-methyl-[C'*] Sphingomyelin in Assaypuffer [20mM HEPES,
10mM MgCl,, pH 7,4] bei 37°C inkubiert. Die Substratumsetzung durch N-SMase wurde im B-Counter

gemessen und als % der Kontrolle dargestellt. Median aus fiinf unabhéngigen Experimenten.
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Im Vergleich zu allen anderen untersuchten Zelllinien kam es nur in TNF-R1ATRID-Zellen
nach 3 Minuten Inkubation mit TNF zu einer Steigerung der N-SMase Aktivitit auf ungefdhr
150%. Die iibrigen Zelllinien zeigten keine signifikante Erh6hung der N-SMase Aktivitét.

Die gesteigerte N-SMase Aktivitdit der TNF-R1IATRID-Zellen konnte iiber die Freisetzung
von Ceramid und unabhingig von Caspase 8 und 9, die Aktivierung von Caspase 3 induzie-
ren. Dieser Effekt konnte durch Doppeldeletion der ATRID- und ANSD-Doméne des TNF-R1
unterbunden werden, wodurch es zu einer kompletten Apoptose-Resistenz kommt (vgl. S.38

Abb.8b).

3.2 Die Rolle der Aspartatprotease Cathepsin D im Signalweg des TNFR-1

Aus Ergebnissen der Arbeitsgruppe Schiitze ist bekannt, dass die Blockade der Internalisie-
rung des TNF-R1 durch Monodansylcadaverin (MDC) eine Apoptose verhindern kann
(Schiitze et al., 1999). Durch eine Vorinkubation mit MDC konnte dabei ebenfalls eine Akti-
vierung der sauren Sphingomyelinase (A-SMase) nach Zugabe von TNF-a verhindert wer-
den. Aktivierte A-SMase ist in der Lage, aus Sphingomyelin das Lipid ,,Ceramid* durch Hyd-
rolyse freizusetzen. In weiteren Arbeiten wurde dargestellt, dass die proapoptotische Aspar-
tatprotease Cathepsin D von Ceramid gebunden und dadurch aktiviert werden kann (Heinrich
et al, 1999). Weiter konnte gezeigt werden, dass in TNF behandelten humanen HeLa-Zellen
der spezifische Cathepsin D Inhibitor Pepstatin A partiell die Aktivierung von Caspasen
hemmt (Heinrich et al., 2004). Aufgrund dieser Befunde sollte in weiteren Experimenten der
genauere Einfluss von Cathepsin D auf den TNFR-1 vermittelten Signalweg untersucht wer-
den.

Die 52kD Prépro-Isoform von Cathepsin D befindet sich in einer intakten Zelle in priméiren
Lysosomen. Nach einem Apoptose-induzierenden Stimulus kommt es zur Prozessierung der
52kD Isoform zur wenig aktiven 48kD Isoform im endolysosomalen Kompartiment. Die
48kD Isoform kann durch Spaltung in die aktive 32kD Isoform iiberfiihrt werden, die dann ins
Zytosol der Zelle entlassen werden kann. Ein genauer Mechanismus fiir die Translokation und
Aktivierung von Cathepsin D ist noch weitgehend unbekannt. Ceramid scheint aber eine
wichtige Rolle dabei zu spielen (Heinrich et al., 1999). Auch die weitere Aktivierung von
Caspasen durch Cathepsin D wird kontrovers diskutiert. In vivo Experimente durch Mikroin-
jektion von Cathepsin D in Fibroblasten konnten eine Caspase-Aktivierung und daraus resul-

tierende Apoptose darstellen (Roberg et al., 2001).
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Um sich ein Bild von der Rolle des Cathepsin D im TNF vermittelten Zelltod machen zu kon-
nen, wurden murine Cathepsin D knockout Fibroblasten (CD”) mit Cathepsin D stabil
retransfiziert (CD”"CatD) und mit den entsprechenden knockout Zellen verglichen. Als weite-

re Kontrolle wurden auch Wildtyp-Fibroblasten (CD™") untersucht.

3.2.1 Darstellung der Cathepsin D-Isoformen im Western Blot

Aus den Zellkulturen von murinen Fibroblasten (CD"*

), Cathepsin D knockout Fibroblasten
(CD™) und mit Cathepsin D stabil retransfizierten knockout Fibroblasten (CD”"CatD) wurden
kernfreie Lysate erstellt. Die konstitutive Verteilung der unterschiedlichen Cathepsin D-
Isoformen wurde in Abb.18 dargestellt.

In Wildtyp-Zellen (CDH ) liegt konstitutiv iiberwiegend die 52kD Isoform von Cathepsin D
vor, wihrend die 48kD und 32kD Isoformen kaum nachweisbar waren.

Die in CD""-Zellen dargestellten Isoformen von Cathepsin D fanden sich nicht in CD”-

Zellen wieder. Nach einer Behandlung mit TNF kann Cathepsin D somit in diesen Zellen kei-

ne Funktion iibernehmen.

CD**  CD+ CD-CatD
wob EEE S D
mob T -

n.s. p
32kD b

Abb.18: Immunoblot Analyse konstitutiver Cathepsin D Isoformen
Western Blot der Cathepsin D Isoformen (52kD, 48kD und 32kD) aus kernfreien Proteinlysaten unbehan-
delter Zellkulturen von CD"*,CD” und CD”"CatD Fibroblasten. n.s. steht fiir nicht signifikante Bande.

In CD""CatD-Zellen waren alle Isoformen des Cathepsin D im Western Blot sichtbar. Die
Retransfektion mit Cathepsin D ¢cDNA fiihrte somit in CD™" Zellen zur Rekonstituierung der
Protease. Die 52kD Prépro-Isoform, die 48kD Pro-Form und die 32kD aktive Isoform sind im
Western Blot konstitutiv exprimiert (Abb.18).

In den folgenden Experimenten wurden die Zellen mit 100ng/ml TNF behandelt. Da die hier
untersuchten CD™*-Fibroblasten auf TNF alleine nicht reagierten, wurde eine Stunde zuvor
den Zellen mit Cycloheximid (CHX) ein Proteinbiosynthese Inhibitor zugegeben. CHX wird

eingesetzt, um den Proteinnachschub der Zelle zu unterbinden. Somit kdnnen pro- und antia-
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poptotische Proteine nicht nachgeliefert werden und die Zelle kann auf einen Rezeptorstimu-
lus nur mit dem schon konstitutiv vorliegenden Proteinbesatz reagieren. Da CHX alleine in zu
hoher Konzentration toxisch auf Zellen wirkt, wurde CHX in einer subletalen Konzentration
(3,6uM) eingesetzt, so dass in den Zellkulturen innerhalb von 36 Stunden durch Blockade der
Proteinbiosynthese kein Zelltod auftrat.

3.2.2 Abhangigkeit des TNF/CHX vermittelten Zelltodes von Cathepsin D Expression
Die Kulturen von CD”" und CD”"CatD-Zellen wurden mit 100ng/ml TNF und 3,6uM Cyclo-
heximid (CHX) behandelt. Nach 4 Stunden (Abb.19a) Behandlungszeit wurden die Zellkultu-
ren im FACS auf Zelltod untersucht. Wie unter 3.1.2 beschrieben, wurden im Dot-Plot die mit
Annexin-V und PI gefdarbten Zellen dargestellt. Eine Behandlung der CD™"-Fibroblasten mit
TNF/CHX fiir 4 Stunden fiihrte, verglichen mit CD”"CatD-F ibroblasten, zu keinem vermehr-
ten Zelltod (Abb.19a). In Abb.19b sind CD”" und CD”"CatD-Fibroblasten nach 12 Stunden
Behandlung mit TNF im Vergleich mit der CHX behandelten Kontrolle dargestellt. Die CD™"
CatD-Zellen verstarben im Verlauf von 12 Stunden zu 45%. Die knockout Zelllinie zeigte
dagegen zwar durch TNF induzierbaren Zelltod, jedoch verstarben nur 13% der Zellen. Die
apoptotische Population war in beiden Zelllinien mit 18 bis 21% vergleichbar. Die Kontroll-
zellen blieben tliber den gesamten Versuchsverlauf zu tiber 95% vital.

Eine Retransfektion mit Cathepsin D sensibilisierte die knockout Zelllinie folglich fiir durch
TNF induzierbaren Zelltod.

Um zu untersuchen, ob Cathepsin D eine funktionelle Bedeutung fiir der Aktivierung von
Caspasen im TNF vermittelten Signalweg hat, wurden die Zellen in Folgeexperimenten sti-

mulationsabhéngig auf Caspase 3- und 9-Aktivitdt untersucht.
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Abb. 19a 4 Stunden TNF/CHX
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Abb.19a und 19b: FACS-Analyse von CD™ und CD”"CatD Zellen nach 4 und 12 Stunden TNF/CHX
Die Zellkulturen wurden fiir 4 Stunden mit 100ng/ml TNF und 3,6uM CHX behandelt. Als Kontrolle
wurden die jeweiligen Zellkulturen flir 4 bzw. 12 Stunden in Medium mit 3,6uM CHX kultiviert. Im

FACS wurden die Annexin-V-Fluos (Roche) und mit 1ng/ml PI angefarbten Zellen analysiert. Annexin-V

(FL1-H) und PI (FL3-H) wurden im Dot-Plot gegeneinander aufgetragen. Die Verteilung der gefarbten

Zellen wurde prozentual in den entsprechenden Quadranten dargestellt. Repriasentatives Ergebnis aus drei

unabhéngigen Experimenten.
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3.2.3 Abhangigkeit der Caspase 3- und 9-Aktivierung von Cathepsin D Expression

Es wurde untersucht, ob die Aktivitdt von Caspase 3 und 9 nach Behandlung mit TNF/CHX
von einer Expression von Cathepsin D abhéngig sind. Hierzu wurden die oben beschriebenen
Wildtyp (CD™), Cathepsin D defizienten (CD™) und stabil mit Cathepsin D transfizierten
(CD'/'CatD) Fibroblasten eingesetzt.

Die CD™" Fibroblasten wiesen eine verringerte Caspase 3-Aktivitit im Vergleich zu Wildtyp
Zellen nach 4 Stunden TNF/CHX Behandlung auf (Abb.20). Nach Retransfektion mit Ca-
thepsin D in CD”""CatD erreichte die Caspase 3-Aktivitit wieder das Niveau der CD""-Zellen.
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Abb.20: Caspase 3-Aktivitat nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/CHX

Die Zellkulturen wurden 4 Stunden mit 100ng/ml TNF und 3,6uM CHX behandelt. Als Kontrolle wurden
die Zellkulturen mit 3,6uM CHX in Medium kultiviert. 50pug kernfreies Proteinlysat wurden im Enzymas-
say eingesetzt. Nach 100 Minuten wurde der Substratumsatz durch Caspase 3 im ELISA-Reader gemes-
sen. Die Zunahme der Fluoreszenz nach Behandlung mit TNF wurde prozentual auf den jeweiligen Kon-

trollansatz bezogen. Mittelwert (+/- Stabw.) aus vier unabhiangigen Experimenten.

Da Caspase 3 als klassische Effektor-Caspase innerhalb des TNF-vermittelten Zelltodes durch
Caspase 9 aktiviert werden kann, wurde daraufhin die Caspase 9-Aktivitdt untersucht.

Nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/CHX zeigten die CD”-Fibroblasten eine verringerte
Caspase 9-Aktivitdat (Abb.21) im Vergleich zu den anderen Zelllinien. Dieser Effekt konnte
durch die Retransfektion mit Cathepsin D (CD”"CatD) wieder auf das Wildtyp-Niveau gestei-
gert werden (Abb.21).
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Abb.21: Caspase 9-Aktivitat nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/CHX

Die Zellkulturen wurden 4 Stunden mit 100ng/ml TNF und 3,6uM CHX behandelt. Als Kontrolle wurden
die Zellkulturen mit 3,6uM CHX in Medium kultiviert. 50pug kernfreies Proteinlysat wurden im Enzymas-
say eingesetzt. Nach 100 Minuten wurde der Substratumsatz durch Caspase 9 im ELISA-Reader gemes-
sen. Die Zunahme der Fluoreszenz nach Behandlung mit TNF wurde prozentual auf den jeweiligen Kon-

trollansatz bezogen. Mittelwert (+/- Stabw.) aus vier unabhéngigen Experimenten.

Zusammengefasst weisen die Versuche auf eine Beteiligung von Cathepsin D in der Aktivie-
rung von Caspase 3 und 9 im TNF/CHX vermittelten Zelltod hin.

Wihrend des programmierten Zelltodes konnen Todesrezeptoren, wie z.B. TNF-R1, Interleu-
kin-1-Rezeptor oder Fas-Rezeptor, nach Bindung ihres entsprechenden Liganden pH abhén-
gige Sphingomyelinasen aktivieren. Die Protease Cathepsin D und die saure Sphingomyelina-
se (A-SMase) kommen zusammen im gleichen intrazelluliren Kompartiment der Lysosomen
vor. Aktive A-SMase kann Ceramid durch Hydrolyse von Sphingomyelin in Phosphorylcho-
lin und Ceramid produzieren. Dieses Ceramid wire dann fiir Cathepsin D zugéinglich. Wie
oben beschrieben kann Ceramid an Cathepsin D binden und zur Aktivierung der Protease fiih-
ren (Heinrich et al., 1999). Deshalb wurde im Folgenden die Abhéngigkeit der Cathepsin D
vermittelten Caspase 3- und 9-Aktivierung von der A-SMase nach Behandlung mit TNF/CHX

untersucht.

3.2.4 Abhangigkeit der Caspase 3- und 9-Aktivierung von A-SMase Aktivitat

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung der A-SMase eine Funktion in der Aktivierung von
Caspase 3 und 9 auch nach einer Behandlung mit TNF hat, wurden A-SMase defiziente
MS1418 und mit A-SMase stabil retransfizierte MS1418/ASM Lymphoblasten eingesetzt.
Wie in Abb.22 zu sehen ist, zeigten A-SMase defiziente MS1418 Zellen eine verringerte Ak-
tivierung der Caspase 3 nach 4 Stunden TNF/CHX, im Vergleich zu rekonstituierten
MS1418/ASM Zellen. Ebenso verhilt es sich fiir die Caspase 9-Aktivitat: In Abb.23 zeigte die
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defiziente MS1418 Zelllinie eine verringerte Aktivitdt der Caspase 9, im Vergleich zur re-
konstituierten MS1418/ASM Zelllinie.
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Abb.22: Caspase 3-Aktivitat nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/CHX

Die Zellkulturen wurden 4 Stunden mit 100ng/ml TNF und 3,6pM CHX behandelt. Als Kontrolle wurden
die Zellkulturen mit 3,6uM CHX in Medium kultiviert. 50pug kernfreies Proteinlysat wurden im Enzymas-
say eingesetzt. Nach 100 Minuten wurde der Substratumsatz durch Caspase 3 im ELISA-Reader gemes-
sen. Die Zunahme der Fluoreszenz nach Behandlung mit TNF wurde prozentual auf den jeweiligen Kon-

trollansatz bezogen. Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier unabhéngigen Experimenten.
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Abb.23: Caspase 9-Aktivitat nach 4 Stunden Behandlung mit TNF/CHX

Die Zellkulturen wurden 4 Stunden mit 100ng/ml TNF und 3,6uM CHX behandelt. Als Kontrolle wurden
die Zellkulturen mit 3,6uM CHX in Medium kultiviert. 50ug kernfreies Proteinlysat wurden im Enzymas-
say eingesetzt. Nach 100 Minuten wurde der Substratumsatz durch Caspase 9 im ELISA-Reader gemes-
sen. Die Zunahme der Fluoreszenz nach Behandlung mit TNF wurde prozentual auf den jeweiligen Kon-

trollansatz bezogen. Mittelwert (+/- Standardabweichung) aus vier unabhéngigen Experimenten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das von der A-SMase produzierte Ceramid zumindest partiell

eine Rolle bei der Aktivierung von Caspase 3 und 9 spielt. Zusammen mit den Beobachtungen
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in CD”"-Zellen (Abb.20 und 21) kann geschlossen werden, dass die A-SMase iiber die Pro-
duktion von Ceramid eine Aktivierung von Cathepsin D nach Zugabe von TNF/CHX vermit-
teln kann. Cathepsin D ist dann wiederum an der Aktivierung von Caspase 3 und 9 beteiligt.

Es sollte weiter untersucht werden, ob der von Cathepsin D abhingige Zelltod, wie nach Be-
handlung mit TNF/CHX gezeigt, auch unter alleiniger TNF-Behandlung zum apoptotischen
Zelltod der Zelllinien fiihrt. Dies sollte eventuelle Effekte, die durch den Proteinbiosynthese

Inhibitor CHX ausgeldst werden konnen, ausschlief3en.

3.2.5 Abhéangigkeit des DNA-Laddering nach Behandlung mit TNF von Cathepsin D
Expression

Die Zelllinien von CD”" und CD”"CatD wurden auf DNA-Laddering nach TNF-Behandlung

untersucht. Als Positivkontrolle wurde in den Zelllinien durch UV-Bestrahlung Apoptose

ausgelost. Nach Bestrahlung mit UV wurden die Zelllinien nach 1 und 16 Stunden auf DNA-

Laddering untersucht (Abb.24). Innerhalb von 16 Stunden konnte in den Zelllinien von CD™

und CD”"CatD ein vergleichbares DNA-Laddering ausgeldst werden.

CD" CD”CatD
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Abb.24: DNA-Laddering Analyse 1 und 16 Stunden nach UV-Behandlung

Die Zellkulturen wurden 1 und 16 Stunden kultiviert, nachdem sie mit 500x100pW/cm® UV bestrahlt
wurden. 1pg DNA der Zellkulturen wurde in 2%igem Agarosegel analysiert. Als Standard wurde eine 500
bp DNA-Ladder (NewEnglandBiolabs) eingesetzt. Repréasentatives Ergebnis aus zwei unabhéngigen Ex-

perimenten.
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Die fiir 24 und 48 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelten Zelllinien von CD”" und CD™
CatD zeigten einen deutlichen Unterschied im DNA-Laddering (Abb.25). Wéhrend sich bei
den CD"-Fibroblasten keine DNA-Ladder ausbildete, konnte bei den mit Cathepsin D
retransfizierten CD”"CatD-Fibroblasten nach 24 und 48 Stunden TNF-Behandlung ein DNA-
Laddering dargestellt werden (Abb.25).

CD" CD"-CatD

0 24 48 0 24 48 Stunden TNF [100ng/ml]

Abb.25: DNA-Laddering Analyse nach 24 und 48 Stunden TNF
Die Zellkulturen wurden 24 und 48 Stunden mit 100ng/ml TNF oder unbehandelt kultiviert. Ipg DNA der
Zellkulturen wurde in 2%igem Agarosegel analysiert. Als Standard wurde eine 500 bp DNA-Ladder (Ne-

wEnglandBiolabs) eingesetzt. Reprisentatives Ergebnis aus drei unabhingigen Experimenten.

Zusammen mit den vorangegangenen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass in CD”"
CatD-Fibroblasten sowohl nach 4 Stunden TNF/CHX, als auch nach 24 Stunden alleiniger
TNF-Behandlung ein gesteigerter Zelltod im Gegensatz zu CD”-Fibroblasten ausgeldst wer-
den konnte.

In Folgeexperimenten sollte anhand von Caspase 3-Aktivitdt im Enzymassay und PARP-1
Spaltung im Western Blot geklart werden, ob in nur mit TNF behandelten Zellen vergleichba-
re Ergebnisse zu den vorliegenden TNF/CHX-Befunden darstellbar sind.

3.2.6 Caspase 3-Aktivitat nach 8 bis 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die Zellkulturen von CD” und CD”CatD Fibroblasten wurden fiir 8 bis 24 Stunden mit
100ng/ml TNF behandelt (Abb.26). Schon nach 8 Stunden Behandlung mit TNF zeigten die
mit Cathepsin D retransfizierten Fibroblasten (CD'/ "CatD) eine hohere Caspase 3-Aktivitdt als
die knockout Zelllinie (CD™"). Dieser Effekt verstirkte sich innerhalb von 24 Stunden.
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Abb.26: Caspase 3-Aktivitat nach 8 bis 24 Stunden Behandlung mit TNF
Die Zellkulturen wurden 8, 16 und 24 Stunden mit 100ng/ml TNF behandelt. 50pg kernfreies Proteinlysat

BCD-CatD

wurden im Enzymassay eingesetzt. Fiir 100 Minuten wurde alle 2 Minuten der Substratumsatz durch

Caspase 3 im ELISA-Reader gemessen. Die relative Fluoreszenz [aU] des gespaltenen Substrates (Ac-

DEVD-AMC) wurde abziiglich der Eigenfluoreszenz dargestellt. Représentatives Ergebnis aus drei unab-

hangigen Experimenten.

Die Expression von Cathepsin D hatte somit einen verstidrkenden Effekt auf die Caspase 3-
Aktivierung, sowohl nach 4 Stunden TNF/CHX (vgl. Abb.20), als auch nach 24 Stunden allei-
niger TNF-Behandlung (Abb.26).

3.2.7 PARP-1 Spaltung nach 24 Stunden Behandlung mit TNF

Die verminderte Caspase 3-Aktivitit in CD”" Fibroblasten zeigte sich auch im Western Blot

durch eine verminderte inaktivierende Spaltung der 116kD PARP-1-Isoform in die 89kD Iso-

form. Die CD”"CatD Fibroblasten hingegen zeigten eine stirkere inaktivierende Spaltung von

PARP-1 (Abb.27).

60



Ergebnisse

CD™ CD”-CatD

116 kD P> | — ~ b “ PARP-1

89 kD » el

Abb.27: Immunoblot-Darstellung von PARP-1 nach 24 Stunden Behandlung mit TNF
Western Blot der PARP-1-Isoformen (116kD und 89kD) aus kernfreien Proteinlysaten nach Behandlung
der Zellkulturen mit 100ng/ml TNF {iiber 20 Stunden. Représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen

Experimenten.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Cathepsin D nach einer Behandlung der Zel-
len mit TNF durchaus einen proapoptotischen Einfluss auf nachgeschaltete Signalwege hat. In
Gegenwart von Cathepsin D kam es zum verstarkten DNA-Laddering, einer erhdhten Caspase

3-Aktivitdt und einer vermehrten Spaltung von PARP-1 in TNF-behandelten Kulturen.

3.2.8 Abhangigkeit der Bid-Spaltung nach Behandlung mit TNF von Cathepsin D
Expression

Es ist bekannt, dass es nach Stimulation des Fas-Rezeptors durch Aktivierung der Caspase 8
zur Spaltung des proapoptotischen Bcl-2 Proteins Bid kommen kann (Li et al., 1998; Luo et
al., 1998). Durch Bid-Spaltung entsteht eine 17kD Isoform von Bid, auch tBid oder ,,truncated
Bid“ genannt. Dieses tBid vermittelt dann die Freisetzung von Cytochrom C aus der mito-
chondrialen Membran, was in der Bildung des Apoptosoms und gesteigerter Caspase 9-
Aktivitit resultiert (Zou et al., 2003). In Folgeexperimenten sollte deshalb geklédrt werden, ob
Bid-Spaltung auch in den TNF-R1 vermittelten, Caspase 8 abhidngigen Signalweg iiber A-
SMase- und Cathepsin D-Aktivierung involviert ist.

Nach 2 Stunden Behandlung mit 100ng/ml TNF wurden CD"", CD” und CD”CatD
Fibroblasten auf die Spaltung von Bid im Western Blot untersucht. Die mit TNF behandelten
Wildtyp CD™* Fibroblasten zeigten eine Abnahme der 23kD Isoform von Bid, resultierend in
einer Zunahme der gespaltenen 17kD tBid Isoform (Abb.28). Die dargestellten Isoformen im
Western Blot wurden in Abb.30 gegen B-Aktin normalisiert und quantifiziert. Eine durch TNF
induzierbare Bid-Spaltung konnte in den CD”-Fibroblasten nicht nachgewiesen werden
(Abb.28). Die CD™"-Fibroblasten zeigten eine von TNF unabhingige konstitutive Spaltung.
Eine Retransfektion der knockout Zellen mit Cathepsin D cDNA fiihrte zur Wiederherstellung
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der TNF vermittelten Bid-Spaltung (Abb.28). In Abb.29 ist die quantitative Auswertung der
Western Blot Analyse dargestellt.

CD"* CD™* CD"-CatD
23 kD P> i
17 kD P | s o) | O e R ———— tBid

KD P | s | | e e | S augetw | AR

- + - + - +  TNF [100ng/ml]

Abb.28: Immunoblot-Darstellung von Bid und tBid nach 2 Stunden Behandlung mit TNF
Western Blot der 23kD Bid und 17kD tBid Isoformen aus kernfreien Proteinlysaten nach Behandlung der
Zellkulturen mit 100ng/ml TNF iiber 2 Stunden. Eine Normalisierung der Proben fand iiber B-Aktin

(43kD) statt. Représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten.
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Abb.29: Quantitative Auswertung der Bid- und tBid-Isoform nach 2 Stunden TNF Behandlung

Dargestellt ist die quantitative Auswertung der beiden Isoformen von Bid. Die Intensitdt der Banden wur-
de tiber das Programm Image-Quant (Molecular Dynamics) errechnet und mit Hilfe der 3-Aktin Kontrolle
normalisiert. Die Menge der Bid-Isoformen nach Behandlung mit TNF wurde als Prozent der unbehandel-

ten Kontrolle angegeben.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten mehrere von den unterschiedlichen zytoplasmatischen
Dominen des TNF-R1 abhéngige Wege zur Induktion der Apoptose nach Zugabe des Zyto-
kins TNF-o charakterisiert werden. Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen und
gut charakterisierten Todesrezeptoren Fas (Kischkel et al., 1995; Medema et al., 1997) und
TRAIL-R1/R2 (Sprick et al., 2000), verbleibt der TNF-R1 nach Bindung seines Liganden
nicht an der Zelloberfliche, sondern wird internalisiert (Schiitze et al., 1999; Schneider-
Brachert et al., 2004). Nach den hier vorliegenden Ergebnissen ist dieser Schritt der Internali-
sierung essentiell fiir die Etablierung intrinsischer Signalwege, die die Apoptose einleiten.
Eine Blockade der Internalisierung durch Deletion des TNF-R1 Internalisierungsmotivs
(TRID) konnte eine Aktivierung der intrinsischen, mitochondrialen Mechanismen partiell
verhindern, und so den Zelltod verzégern. Neben den bekannten Mechanismen zur Induktion
von Apoptose durch Todesrezeptoren, wie die Caspase 8-Aktivierung iiber die Todesdoméne
(DD) des TNF-R1, konnte in der vorliegenden Arbeit ein TNF-R1 vermittelter Apoptoseweg
tiber das saure Kompartiment der Lysosomen néher beschrieben werden. Die Aktivierung
apoptotischer Proteasen und mitochondrialer Faktoren wird dort {iber das Ceramid der sauren
Sphingomyelinase (A-SMase) und die Aspartat-Protease Cathepsin D vermittelt. Dariiber
hinaus konnte auch eine Rolle fiir die neutrale Sphingomyelinase-Domédne (NSD) des TNF-
R1 und das Ceramid der neutralen Sphingomyelinase (N-SMase) bei der Aktivierung von
Todessignalen nach TNF-Behandlung dargestellt werden.

Fiir den TNF-R1 konnten in dieser Arbeit somit mehrere Signalwege die zur Induktion der

Apoptose fiithren, aufgezeigt werden.

Abhangigkeit des Zelltodes von den zytoplasmatischen Doménen des TNF-R1

Die Rekrutierung eines DISC aus den Adapterproteinen TRADD, FADD und Caspase 8 ist
der erste Schritt fiir eine durch Todesrezeptoren vermittelte Apoptose. Bis vor kurzem konnte
die direkte Rekrutierung des DISC nur fiir die Todesrezeptoren Fas (Kischkel et al., 1995)
und DR4/5 (Sprick et al., 2000) dargestellt werden. Fiir den TNF-R1 wurde dies aufgrund der
Homologie seiner Todesdoméne (DD) nur vermutet (Wajant et al., 2003). Micheau und
Tschopp konnten 2003 erstmals die Formierung eines DISC im Zytosol, jedoch ohne Assozia-
tion an den TNF-R1, durch Immunprézipitation darstellen (Micheau et al., 2003). Aufgrund
ihrer Untersuchungen postulierte die Arbeitsgruppe eine Trennung in der Signalgebung des
TNF-R1 in einen membranstindigen Komplex aus den Adapterproteine TRADD, RIP-1 und

Traf-2 zur NF-kB-Aktivierung und einen zytosolischen proapoptotischen DISC aus den A-
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dapterproteinen TRADD, FADD und Caspase 8. Nachgeschaltete Signalwege zur Induktion
von Apoptose wurden bei diesen Analysen nicht untersucht. Ein vollstdndiger an die DD des
TNF-R1 gebundener DISC, konnte erstmals an den hier untersuchten Wildtyp-TNF-R1 tra-
genden Fibroblasten nachgewiesen werden (Schneider-Brachert et al., 2004). Die funktionelle
Bedeutung dieser DISC-Rekrutierung in der Apoptose konnte in der vorliegenden Arbeit dar-
gestellt werden. Untersucht man TNF-R1-Wildtyp-Zellen in Bezug auf ihre morphologischen
Veranderungen nach Zugabe von TNF/ActD (Abb.2a), so sieht man in der Zellkultur bereits
nach 4 Stunden sich abrundende und versterbende Zellen. Unter alleiniger TNF-Behandlung
fiir 24 Stunden wird dieser Effekt noch deutlicher (Abb.7a). Eine Deletion der Todesdoméne
(ADD) im TNF-R1 fiihrt hingegen zur volligen Blockade des Zelltodes (Abb.2b; Abb.7b).
Untersucht man die Zusammensetzung des DISC an isolierten TNF-R1-Prédparationen aus
diesen Zellen, so stellt man fest, dass die benétigten Adapterproteine TRADD, FADD und
Caspase 8 nicht rekrutiert werden (Schneider-Brachert et al., 2004).

Die DD ist folglich essentiell fiir die Weiterleitung eines proapoptotischen Signals durch den
TNF-R1.

Im Vergleich zu anderen Todesrezeptoren verbleibt der TNF-R1 nach Bindung seines Ligan-
den nicht an der Zelloberflache, sondern wird internalisiert (Schiitze et al., 1999). Verhindert
man die Internalisierung des TNF-R1 durch die Deletion seines Internalisierungsmotivs
(ATRID), so kommt es auch hier zum Verlust der Fahigkeit einen DISC zu rekrutieren und
der Rezeptor bleibt an der Zelloberfliche (Schneider-Brachert et al., 2004). Betrachtet man
fiir 4 Stunden mit TNF/ActD und fiir 24 Stunden mit TNF behandelte Zellkulturen der TNF-
R1-ATRID-Zellen, so findet man dennoch versterbende Zellen (Abb.2a; Abb.7a).

Es muss in diesen Zellen folglich ein DISC-unabhéngiger Zelltod ausgeldst worden sein. In
entsprechenden FACS-Analysen konnten TNF-R1-ATRID-Zellen zwar Annexin-V/PI ange-
farbt werden, zeigten aber im Gegensatz zu TNF-R1-Wildtyp-Zellen keine klare apoptotische
Population nach einer Behandlung mit TNF (Abb.8a). Da durch die Deletion der TRID-
Domine eine Internalisierung verhindert wird (Schneider-Brachert et al., 2004), muss es ein
membrangebundenes Signal geben, welches durch den TNF-R1 vermittelt Zelltod induzieren
kann. Es ist bekannt, dass die neutrale Sphingomyelinase-Doméne (NSD) des TNF-R1 {iber
das Adapterprotein FAN (,,factor activating neutral sphingomyelinase®) die neutrale Sphin-
gomyelinase (N-SMase) aktivieren kann (Wiegmann et al., 1994b; Adam et al., 1996; Adam-
Klages et al., 1996). Diese Aktivierung der N-SMase fiihrt zur Produktion von Ceramid, ei-
nem bekannten proapoptotischen Lipid-Mediator, welcher eine nachfolgende Caspase 3-

Aktivierung vermittelt. Eine TNF-abhéngige Aktivierung von Caspasen in Abhadngigkeit einer
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N-SMase-Aktivitdt konnte in Inhibitionsversuchen an MCF-7-Zellen bereits dargestellt wer-
den (Luberto et al., 2002). Dies wire eine mogliche Erkldrung fiir den induzierbaren Zelltod
der TNF-R1-ATRID-Zellen, da nach Behandlung mit TNF-a eine erhdhte Caspase 3-Aktivitét
messbar ist (Abb.9). Blockiert man nun die N-SMase, indem man sowohl die TRID, als auch
die NSD-Doméne im TNF-R1 deletiert, so kann in den Zellkulturen durch eine Behandlung
mit TNF kein Zelltod mehr ausgel6st werden (Abb.2b; Abb. 7b). Obwohl der Rezeptor an der
Zelloberflache gehalten wird, kann er in diesem Fall durch die Deletion seiner NSD keine N-
SMase-Aktivitdt induzieren (Abb.17). Da eine alleinige Deletion der NSD eine DISC-
Rekrutierung nicht verhindern sollte, ist es nicht iiberraschend, dass auch in TNF-R1-ANSD-
Zellkulturen Zelltod durch TNF-Behandlung ausgelost werden kann (Abb. 2a; Abb.7a).

Es ergibt sich somit eine distinkte Funktion der einzelnen Rezeptor-Doménen in der Einlei-
tung von Zelltod nach TNF. Die Rekrutierung eines DISC spielt dabei wie in der Induktion
von Zelltod tliber FasLigand und TRAIL (Danial et al., 2004) eine essentielle Rolle. Jedoch
kann im Signalweg des TNF-R1 sowohl durch Internalisierung (Wildtyp- und ANSD-Zellen),
als auch durch ein Verbleiben an der Zelloberfliche (ATRID-Zellen) Zelltod induziert wer-
den.

Folglich konnen durch den TNF-R1 zwei getrennte Signalwege zur Induktion von Zelltod
genutzt werden: Einerseits die Rekrutierung des DISC (TNF-R1 Wildtyp-Zellen) und ande-

rerseits die Aktivierung der N-SMase mit resultierender Caspase 3-Aktivitat (vgl. Schema 4).

Rezeptor-Doméanen abhangige Aktivierung der Caspase-Kaskade

Untersucht man die Zelllinien auf die Aktivierung zytosolischer Caspasen so stellt man fest,
dass nach TNF-Behandlung Caspase 3 (Abb.4; Abb.9) und Caspase 9 (Abb.13) in den Wild-
typ- und TNF-R1-ANSD-Fibroblasten aktiviert werden. Die Rekrutierung des DISC am TNF-
R1 ist die Vorraussetzung fiir die in der Literatur auch fiir FasL und TRAIL (Aggarwal et al.,
2003; Danial et al., 2004) beschriebene zytosolische Aktivierung der Caspasen. Der TNF-R1
ist somit in der Lage iiber die Formierung seines DISC und die Rekrutierung der Caspase 8,
eine Caspase 9 und 3 Aktivitit zu induzieren. In TNF-R1-Wildtyp-Zellen kann diese Caspase
8-Rekrutierung durch Western Blot Analysen an immuno-magnetisch isolierten Rezeptoso-
men dargestellt werden (Abb.16). Im Gegensatz zum von Micheau und Tschopp (2003) postu-
lierten Modell, indem der TNF-R1 nicht mit Caspase 8 kolokalisiert werden konnte, tauchen
in den vorliegenden Versuchen innerhalb von 10 Minuten nach TNF-Behandlung am TNF-R1
gebundene Isoformen der Caspase 8 auf. Die autokatalytische Prozessierung und Aktivierung

zeigt sich dabei im Auftauchen der enzymatisch aktiven 12 und 18 kD-Isoformen (Abb.16).
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Diese konnen daraufhin ein zytosolisches aktives Heterodimer bilden (Chang et al., 2003).
Eine Aktivierung der Caspase 8 tritt in den vorliegenden Befunden innerhalb von 2 Stunden
TNF-Behandlung auf (Abb.15). Caspase 8 ist dann in der Lage, liber den intrinsischen mito-
chondrialen Weg durch Aktivierung von Caspase 9 (Abb.13), oder durch direkte Aktivierung
der Caspase 3 (Abb.9) unumkehrbar Apoptose zu induzieren. Dieses Aktivierungsschema ist
fiir FasL und TRAIL und deren Rezeptoren in der Literatur vergleichbar beschrieben (Aggar-
wal et al., 2003; Danial et al., 2004). Neben Caspase 8 konnten auch die Adapterproteine
TRADD und FADD an internalisierten TNF-R1 Rezeptosomen nachgewiesen werden
(Schneider-Brachert et al., 2004). Micheau und Tschopp (2003) konnten diesen Aktivie-
rungsmechanismus in Abhédngigkeit eines TNF-R1-gebundenen DISC nicht darstellen. Der
Grund dafiir kdnnte in unterschiedlichen Aufbereitungsverfahren liegen (Immunprézipitation
vs. Rezeptosomen-Isolierung). Die Rezeptosomen werden durch eine Detergenz freie Homo-
genisation isoliert.

Wie oben beschrieben ist die Rekrutierung des DISC nicht die einzige Moglichkeit liber den
TNF-R1 eine Aktivierung von Caspasen zu erreichen. Untersucht man TNF-R1-ATRID-
Zellen so zeigt sich, dass es stimulationsabhédngig zu einer Aktivierung der Caspase 3 (Abb.9),
aber nicht der Caspase 9 (Abb.13) kommt. Da es auch keine DISC-Formierung in diesen Zel-
len gibt (Schneider-Brachert et al., 2004), fillt die TNF-R1 vermittelte Aktivierung der
Caspase 8 aus. Folglich kann auch nicht der mitochondriale Weg zur Aktivierung der Caspase
9 eingeleitet werden. Untersucht man diese Zellen auf N-SMase Aktivitdt (Abb.18) so stellt
man fest, dass diese in TNF-R1-ATRID-Zellen im Vergleich zu den iibrigen Zelllinien deut-
lich erhoht ist. Wie schon zuvor diskutiert konnte das von der aktiven N-SMase produzierte
Ceramid eine Aktivierung der Caspase 3 induzieren. Versuche an TNF-R1-Wildtyp- und
ATRID-Zellen mit Zugabe von exogenem Cq-Ceramid unterstiitzen dies (Abb.17). Ein Modell
der beschriebenen Aktivierungsmechanismen ist in Schema 4 dargestellt.

Caspase 3 Aktivierung kann somit einerseits nach Rekrutierung des DISC und Internalisie-
rung des Rezeptor-Komplexes oder andererseits durch Aktivierung membranstindiger N-

SMase durch den TNF-R1 vermittelt werden.
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TNF-R1 Wildtyp TNF-R1 ATRID

TNF-a

TRADD

Caspase 8
Homodimer

\
v/

Caspase 3
—> [T

Apoptosom

Caspase- 9
[ I I |

PARP

Apoptose

Schema 4: Aktivierungsmechanismen des TNF-R1 in Abhéngigkeit seiner zytoplasmatischen Doménen
DD und NSD: Der TNF-R1 kann durch seine im DISC assoziierte Caspase 8 (Wildtyp) oder iiber mem-
branstiandige N-SMase (ATRID) Apoptose induzieren. Diese unterschiedlichen Wege konvergieren in der

Aktivierung von Caspase 3.
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Relevanz der PARP-1 Spaltung durch Caspase 3

In zahlreichen Arbeiten konnte PARP-1 (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 1) als Substrat der
Caspase 3 identifiziert werden (Tewari et al., 1995; Kaufmann et al., 1993; Lazebnik et al.,
1994). Die Funktion dieser Spaltung ist aber noch nicht vollstindig aufgeklért. Es wird ver-
mutet, dass die Spaltung von PARP-1 in der Apoptose zur Aufrechterhaltung der ATP-Level
benotigt wird (Los et al., 2002; Danial et al., 2004). Da Apoptose ein energieaufwindiger
Prozess unter hohem ATP-Verbrauch ist, konnte die Spaltung von PARP-1 durch Caspase 3
eine Art Schalter in der Apoptose darstellen. In der Regel kommt es durch einen DNA-
Schaden zur Bindung von PARP-1 an die geschidigte Stelle. Nachdem die DNA so markiert
wurde wird PARP-1 durch Poly-ADP-Ribosylierung inaktiviert und von der DNA geldst.
Dieser Schritt verbraucht eine groBe Menge an NAD'. Da die Zelle zur Gewinnung von
NAD" ATP verbraucht, kann es bei groBeren DNA-Schiden zu einer ATP-Depletion und
nachfolgenden Nekrose der Zelle kommen. Dies konnte fiir den Fas-Rezeptor (CD95) gezeigt
werden (Los et al., 2002). Da wihrend der Apoptose die Kern-DNA fragmentiert und PARP-1
somit aktiviert wird, ist der Mechanismus der PARP-1 Spaltung durch Caspase 3 essentiell,
um den ATP-Level fiir apoptotische Prozesse aufrecht zu erhalten. Die Zelle braucht unter
anderem ATP zur Aktivierung der Caspase 9 im Apoptosom. In den vorliegenden Versuchen
konnte gezeigt werden, dass die PARP-1-Spaltung ebenfalls in Abhéngigkeit von den Domi-
nen des TNF-R1 iiber die Aktivierung der Caspase 3 vermittelt wird. In den Zelllinien von
TNF-R1-Wildtyp, ~-ANSD und -ATRID kommt es nach Behandlung mit TNF zu einer Akti-
vierung der Caspase 3 (Abb.10), die ihrerseits in der Lage ist PARP-1 von der 116kD in die
89kD Isoform zu spalten und somit zu inaktivieren (Abb. 11). TNF-R1-Wildtyp- und -ANSD-
Zellen induzieren diesen Schritt durch die Rekrutierung eines DISC. Die Zelle ist so in der
Lage einen fiir die Apoptose wichtigen ATP-Level aufrecht zu erhalten, nachdem durch TNF-
Behandlung iiber den TNF-R1 Apoptose ausgelost wurde (vgl. Schema 4). Die Inaktivierung
von PARP-1 ist fiir die Zelle so wichtig, dass auch bei Fehlen eines DISC und damit unter-
bundener Caspase 8-Aktivitdt in TNF-R1-ATRID-Zellen (Schneider-Brachert et al., 2004)
eine Caspase 3-Aktivitit (Abb.9) durch Aktivierung der membranstindigen N-SMase
(Abb.18) induziert werden kann. Eine Deletion der DD im Rezeptor und eine Doppeldeletion
von TRID- und NSD-Doméne sowie TRID- und DD-Doméne kénnen dies verhindern

(Abb.11).
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Blockade der Caspase 8- und 9-Aktivierung durch Deletion des Internalisierungsmotivs
am TNF-R1

Die Deletion der TRID-Doméne fiihrt im Vergleich mit TNF-R1-Wildtyp- und -ANSD-Zellen
zu einem verdnderten, aber der Apoptose dhnlichen Zelltod. Der Unterschied im Zelltod von
TNF-R1-ATRID- zu Wildtyp-Zellen stellt sich im FACS dar. Es kommt zu keiner klaren a-
poptotischen Population der ATRID-Zellen nach Behandlung mit TNF (Abb.8a). Es scheinen
durch die fehlende Formierung des DISC Mechanismen auszufallen, die zur Umstiilpung und
Prisentation von Phosphatidyl-Serinen auf der Zellmembran fiihren. Der Verlust des DISC
verhindert in ATRID-Zellen weiterhin eine Aktivierung des intrinsischen, mitochondrialen
Weges. Es kommt zu keiner Aktivierung der Caspase 9 (Abb.13).

In der Literatur ist Caspase 9 als eine wichtige Caspase fiir die anfangliche Degradation des
Zellkernes beschrieben. Caspase 9 ist in der Lage die Kernporen-Komplexe durch inaktivie-
rende Spaltung der Importine zu zerstéren (Buendia et al., 1999), um somit groBBeren Protea-
sen bis 50kD, wie z.B. Caspase 3, den Zugang zum Zellkern zu erleichtern. Die DNasen (De-
soxy-Ribonukleasen) kénnen dann nach Inaktivierung von ICAD (,,Inhibitor von Caspase-
aktivierbarer DNase*) und verschiedener DNA-PK’s (DNA-Phospho-Kinasen) durch Caspase
3 und 6 (Fischer et al., 2003) anfangen die DNA zu fragmentieren (Kawahara et al., 1998).
Eine Fragmentierung der Kern-DNA findet in ATRID-Zellen im Vergleich zu Wildtyp und
ANSD-Zellen ebenfalls nicht statt (Abb12). Dies kann durch die fehlende Caspase 9-Aktivitit
(Abb.13) erkldrt werden. Die Aktivierung der Caspase 3 scheint im Zelltod der TNF-R1-
ATRID-Zellen die hauptsédchliche Rolle zu spielen. Sie verhilft durch ihre hohe Affinitit zu
vielen Substraten (Fischer et al., 2003) in der Zelle, einen vom DISC unabhéngigen Zelltod in
apoptose-dhnlicher Form durchzusetzen (vgl. Schema 4).

Der TNF-R1 muss folglich nach Bindung seines Liganden internalisiert werden, um alle fiir

die Apoptose relevanten Signalwege einleiten zu kdnnen.
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Actinomycin D als proapoptischer Faktor

Actinomycin D (ActD) wird allgemein als Proteinbiosynthese-Inhibitor in Versuchen zur Ak-
tivierung von Todesrezeptoren zugegeben (Kim et al., 2002; Utaisincharoen et al., 2000;
Kleef et al., 2000). Es wird dadurch die Balance von Rezeptorsignalen, die einerseits prolife-
rative und andererseits apoptotische Signalwege in einer Zelle steuern konnen, aus dem
Gleichgewicht gebracht. Indem man schon durch Inhibition auf transkriptioneller Ebene die
Neusynthese antiapoptotischer Proteine wie NF-kB, XIAP, Traf usw. verhindert, reicht der
zytosolische Vorrat an proapoptotischen Proteinen aus, um ein Zelltod vermittelndes Signal in
der Zelle zu etablieren. Diese Vorgehensweise ist aber nicht unproblematisch, wie in der vor-
liegenden Arbeit gezeigt werden konnte.

Durch eine Behandlung mit TNF/ActD wird Caspase 3-Aktivitdt in TNF-R1-Wildtyp-, -
ATRID-, und -ANSD-Zellen im Vergleich zum jeweiligen Kontrollansatz unter ActD indu-
ziert (Abb.4). Jedoch zeigt sich im Western Blot, dass Caspase 3 konstitutiv prozessiert wird
(Abb.5), unabhingig von einer Aktivierung durch den Rezeptor und dessen Doménen. Das
Caspase 3-Substrat PARP-1 zeigt ein dhnliches Bild im Western Blot (Abb.6), so dass von
einer konstitutiv durch ActD induzierten Caspase 3-Aktivitit auszugehen ist. In den morpho-
logischen Darstellungen der jeweiligen Zellkulturen konnten hingegen keine von ActD ab-
hiangigen Effekte beobachtet werden (Abb. 2a; Abb.2b). In der FACS-Analyse zeigen jedoch
sowohl mit ActD behandelte Kontrollansitze, als auch die mit TNF/ActD behandelten Zell-
kulturen eine Farbung mit Annexin-V/PI, so dass der eigentliche TNF-Effekt oft nicht er-
kennbar ist (Abb.3a; Abb.3b). Aufgrund dieser Tatsache wurden die nach TNF/ActD-
Behandlung erhobenen Daten durch eine entsprechende TNF-Behandlung ohne Zugabe von
ActD verifiziert.

Die Zugabe von ActD ist ein kritischer Faktor, sie verzerrt in betrachtlicher Weise den eigent-
lichen Effekt der Signalgebung, der durch Stimulation der Todesrezeptoren erreicht werden
kann, vor allem dann, wenn nicht entsprechende Kontrollen mit in die Untersuchung einbezo-

gen werden.
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Aktivierung von Caspasen durch Fusion des TNF-R1-Komplexes mit Lysosomen

Fiir den TNF-R1 ist, wie oben beschrieben, die Internalisierung zur Etablierung einer geregel-
ten Apoptose notwendig. In Untersuchungen der Arbeitsgruppe Schiitze konnte gezeigt wer-
den, dass der internalisierte TNF-R1 nach Formierung des DISC mit dem endolysosomalen
Kompartiment der Zelle innerhalb von 30 bis 60 Minuten nach Stimulation fusioniert (Schnei-
der-Brachert et al., 2004). Innerhalb von 30 Minuten ist eine deutliche Steigerung der Aktivi-
tat der sauren Sphingomyelinase (A-SMase), die in Lysosomen lokalisiert ist, messbar. Durch
A-SMase Aktivitdt kann Ceramid aus Sphingomyelin hydrolysiert werden (Wiegmann et al.,
1994). Ceramid ist dann in der Lage die Aspartat-Protease Cathepsin D zu binden (Heinrich et
al., 1999). In Western Blot Analysen kann eine Kolokalisation der Aspartat-Protease Ca-
thepsin D mit dem TNF-R1-Komplex nach 30 Minuten Internalisierung dargestellt werden.
Cathepsin D liegt dort in der aktiven 32kD-Isoform vor (Schneider-Brachert et al., 2004). In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cathepsin D eine wichtige Rolle in der
TNF-R1 vermittelten Apoptose nach Internalisierung des Rezeptors spielt. FACS-Analysen
von Cathepsin D knockout Fibroblasten (CD") und mit Cathepsin D rekonstituierten
Fibroblasten (CD”"CatD) zeigen eine deutliche Abhingigkeit des durch TNF induzierten Zell-
todes von Cathepsin D. Innerhalb von 12 Stunden Behandlung mit TNF/CHX versterben da-
bei deutlich mehr Cathepsin D exprimierende Zellen (Abb.19a und b). Dieser verstérkte Zell-
tod im Vergleich zu Cathepsin D knockout Fibroblasten resultiert aus einer Cathepsin D ab-
héngigen Aktivierung der Caspasen 3 und 9 (Abb.20 und 21). Eine Retransfektion mit Ca-
thepsin D in CD""-Zellen fiihrt nach Behandlung mit TNF/CHX zu einer gleichstarken Caspa-
se 3 und 9-Aktivierung wie in CD™" Wildtyp-Fibroblasten (Abb.20 und 21). Der Verlust der
Cathepsin D-Expression in CD™"-Fibroblasten verhindert diese Aktivierung weitgehend. Auch
ohne Zugabe von CHX ist dieser von Cathepsin D abhingige Effekt nach einer TNF-
Behandlung darstellbar (Abb.26). Cathepsin D ist somit zumindest partiell an der Aktivierung
von Caspase 3 und 9 beteiligt. Eine von Cathepsin D abhéngige Aktivierung von Caspasen
wurde bereits von Roberg et al. (2002) beschrieben. Durch Mikroinjektion von Cathepsin D in
murine Fibroblasten konnte eine Caspase-abhéngige Apoptose induziert werden. Weiterhin
konnte in humanen HeLa-Fibroblasten durch Zugabe des Cathepsin D-Inhibitor Pepstatin A
die TNF-induzierte Caspase 3 und 9-Aktivitit reduziert werden (Heinrich et al., 2004).

Neben Cathepsin D ist unter anderem auch Cathepsin B in den Lysosomen lokalisiert und
konnte nach TNF-Behandlung mit apoptotischen Ereignissen in Verbindung gebracht werden
(Werneburg et al., 2002). Sowohl Cathepsin B, als auch Cathepsin D werden wihrend der
Apoptose ins Zytoplasma der Zelle entlassen (Johnson et al., 2000; Heinrich et al., 2004).
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Durch entsprechende Inhibitionsversuche konnte fiir beide Proteasen eine proapoptotische
Wirkung beschrieben werden (Roberts et al., 1997; Foghsgaard et al., 2001). Es scheint auch
eine Interaktion zwischen den beiden Proteasen zu existieren, da eine Aktivierung von Ca-
thepsin B durch Cathepsin D gezeigt werden konnte (Roberts et al., 1999). In Lysosomen sind
noch weitere Cathepsine zu finden (McGrath et al., 1999), so dass sich die Frage stellt, ob es
eine dhnliche Aktivierungs-Kaskade vergleichbar zu zytosolischen Caspasen im endolysoso-
malen Kompartiment der Zelle geben konnte. Aufgrund dessen, dass Lysosomen neben ihrer
Funktion in der Apoptose im Allgemeinen als Ort des Proteinabbaus und Recyclings be-
schrieben werden (Turk et al., 2000), wére eine solche kompartimentierte Protease-Kaskade

niitzlich und in einer intakten Zelle unschéadlich.

Aktivierung von Cathepsin D in Abhangigkeit von A-SMase-Aktivitat

In Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte weiter gezeigt werden, dass die Aktivierung von
Caspase 3 und 9 durch Zugabe von TNF nicht nur von einer funktionalen Expression von Ca-
thepsin D, sondern auch von einer Aktivierung der A-SMase abhingt. Die Wirkung der A-
SMase auf die Aktivierung von Cathepsin D wurde oben diskutiert. Sowohl eine Defizienz
von Cathepsin D (Abb.20 und 21), als auch der A-SMase (Abb.22 und 23) fiihrt zu einer Re-
duktion der Caspase 3 und 9-Aktivitdt nach TNF-Behandlung. Die Caspase 3 und 9-Aktivitét
ist zumindest partiell von lysosomalen Proteinen abhidngig. Eine Blockade der A-SMase Ak-
tivitdt durch Zugabe des Caspase 8§ Inhibitors Ac-IETD-Fmk in TNF-behandelten Zellen, so-
wie in Caspase-8 defizienten Jurkat-Zellen (Ergebnis der Arbeitsgruppe, nicht dargestellt)
zeigt die Abhiingigkeit des Cathepsin D von Caspase 8 am DISC des TNF-R1. Ahnliche Er-
gebnisse konnten durch Inhibitionsversuche in humanen Gliomzellen erlangt werden (Sawada
et al., 2004).

Caspase 8 besitzt somit eine initiale Funktion bei der Aktivierung der lysosomalen A-SMase,
die ihrerseits die Aktivitit von Cathepsin D vermitteln kann. Alle drei Enzymsysteme sind
von der Internalisierung des TNF-R1 abhéngig (Schneider-Brachert et al., 2004). In Schema 5
ist eine Vorstellung zu diesem Aktivierungsschritt zusammengefasst. Eine proapoptotische
Wirkung von A-SMase wurde auch unabhingig von TNF in Makrophagen gezeigt (Gomez-
Munoz et al., 2004). Durch Entzug von M-CSF (,,macrophage colony-stimulating factor®)
konnte in Makrophagen eine A-SMase abhidngige Apoptose induziert werden. Durch Zugabe
des Mitogens Ceramid-1-Phosphat konnte eine diese induzierbare Apoptose durch Blockade
der A-SMase-Aktivitdt verhindert werden. Desweiteren wurden dadurch auch Caspase 3 und

9-Aktivitit, sowie Fragmentierung der Kern-DNA unterdriickt. Das lysosomale Komparti-
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ment scheint nach den vorliegenden Ergebnissen eine bedeutendere Rolle innerhalb apoptoti-

scher Prozesse zu spielen als bisher vermutet.

Mitochondriale Apoptose in Cathepsin D exprimierenden Zellen

Durch konfokale Laser-Scanning Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass Cathepsin D, nach
Induktion des TNF-R1 Signalweges, mit dem proapoptotischen Bcl-2-Protein Bid kolokalisie-
ren kann (Heinrich et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte im Western Blot erstmals
eine Cathepsin D abhédngige Spaltung von Bid dargestellt werden (Abb.28). Innerhalb von 2
Stunden Behandlung mit TNF kommt es in Abhingigkeit von einer Expression von Cathepsin
D zur Prozessierung von Bid in seine aktive tBid-Isoform. tBid ist in der Lage, durch Bindung
am mitochondrialen Bax eine Cytochrom C Freisetzung und nachfolgende Caspase 9-
Aktivierung durch Bildung des Apoptosom zu induzieren (Sharpe et al., 2004; Zou et al.,
2003). Caspase 9 kann dann die Fragmentierung der Kern-DNA durch weitere Proteasen ein-
leiten (Buendia et al., 1999). Die Abhédngigkeit der DNA-Fragmentierung nach Induktion des
TNF-R1 Signalweges von der Expression von Cathepsin D ist in Abb.26 dargestellt. Ca-
thepsin D knockout Fibroblasten (CD”") lassen durch einen TNF vermittelten Stimulus kein
DNA-Laddering erkennen. Dies konnte durch Cathepsin D Expression wieder hergestellt
werden. Der Mechanismus zur Aktivierung der Caspasen durch die Lysosomen konnte somit
wie folgt aussehen: Rezeptorgebundene Caspase 8 aktiviert nach Fusion des TNF-RI-
Komplexes mit den Endo-Lysosomen die A-SMase. Deren Aktivitit produziert durch Hydro-
lyse von membranstidndigem Sphingomyelin Ceramid. Cathepsin D kann dieses Ceramid bin-
den und wird aktiviert. Nach einer Translokation ins Zytosol kann Cathepsin D Bid spalten.
Das aktive tBid induziert iiber die Mitochondrien Caspase 9-Aktivitdt und leitet so nachge-
schaltete Schritte in der Apoptose ein (vgl. Schema 5; publiziert Heinrich et al., 2004).
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Caspase 8
Homodimer

Apoptosom Caspase- 3

Caspase- 9
1 I |

Schema 5: Cathepsin D abhidngige Apoptose im Signalweg des TNF-R1: Vermittelt durch die am TNF-
R1 assoziierte Caspase 8 wird eine Aktivierung des endolysosomalen Cathepsin D in Abhéngigkeit von
A-SMase induziert. Nachfolgend vermittelt Cathepsin D durch Spaltung von Bid, Caspase 9 und 3-
Aktivitierung (publiziert in Heinrich et al., 2004).
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Vernetzung TNF-R1 vermittelter Signalwege in der Apoptose

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit konnten mehrere von den zytoplasmatischen Doménen
des TNF-R1 abhéngige Induktionswege der Apoptose nach TNF-Behandlung dargestellt wer-
den (vgl. Schema 6). Die nachgeschaltete Protease-Kaskade kann dabei auf unterschiedlichen
Wegen induziert werden. So gibt es neben den in der Literatur beschriebenen Wegen I und 11,
wie bei der FasLigand und TRAIL vermittelten Apoptose, im Signalweg des TNF-R1 weitere
Moglichkeiten, eine unumkehrbare Apoptose durchzusetzen. Dabei sind sowohl das Kompar-
timent der Lysosomen (Weg III; publiziert in Heinrich et al., 2004), als auch die Plasma-
membranstindige N-SMase (Weg IV; publiziert in Schneider-Brachert et al., 2004) involviert.
Es kommt somit zu einer vernetzten Signalgebung in der Induktion des TNF-R1. Die Zelle hat
so die Moglichkeit, durch Einbeziehung verschiedenster Komponenten eine Protease-Kaskade
zur Selbst-Eliminierung einzusetzen. Die beschriebenen Wege I bis IV (vgl. Schema 6) schei-
nen sich dabei zu ergdnzen, und einen Verstirkermechanismus auf nachgeschaltete Signalwe-
ge auszuiiben. Der Verlust von A-SMase oder Cathepsin D fiihrt zur Reduktion der Caspase-
Aktivitat wiahrend der Apoptose (Abb.20 bis 23). Die Apoptose wird jedoch damit nur verzo-
gert und nicht vollstindig blockiert. Dies impliziert einen moglichen Verstarkermechanismus
der endolysosomalen Proteine wéahrend der Apoptose. Auch der TNF-R1 selbst kann direkt in
diese Wege eingreifen, in dem in Abhéngigkeit der involvierten Rezeptordoménen verschie-
dene Wege zur Protease-Kaskade genutzt werden konnen, wie z.B. Caspase 8-Rekrutierung
und Aktivierung, oder die Aktivierung der membranstindigen N-SMase.

Dieser vernetzte Verstarkermechanismus stellt fiir die physiologische Rolle der durch Todes-
rezeptoren induzierten Apoptose eine sinnvolle Ergdnzung dar. Oft versuchen pathogene Er-
reger aktiv solche Wege auszuschalten, um so parasitdr Zellen am Leben zu erhalten, nach-
dem sie durch spezialisierte Zellen wie T-Lymphozyten oder Natiirliche Killer-Zellen erkannt
wurden. Fiir die therapeutische Anwendung im Bereich Tumor- und Pathogenbekdmpfung
stellt der Kenntnisstand iiber die molekularen Mechanismen der Todesrezeptoren eine wichti-

ge Grundlage dar.
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Heinrich et al.,
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Schema 6: Die Induktion der Apoptose durch den TNF-R1 kann auf vier unterschiedlichen Wegen

(I-IV) eingeleitet werden, die redundant aber auch untereinander verstarkend wirken konnen.
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5. Ausblick

Die Internalisierung des TNF-R1 nach Bindung seines Liganden TNF-a ist ein wichtiger
Schritt zur Induktion des Zelltodes. Die in der Arbeitsgruppe Schiitze etablierte Methodik der
magnetischen Markierung und Isolierung von TNF-Rezeptoren erlaubt es, den TNF-R1 auf
seinem Weg durch die Zelle verfolgen zu kénnen (Schneider-Brachert et al., 2004). Isolatio-
nen von Rezeptorkomplexen zu verschiedenen Stimulationszeiten konnten die in dieser Arbeit
erhobenen Ergebnisse weiter verifizieren. Die verschiedenen Deletionsmutanten des TNF-R1
konnten dabei zur ndheren Charakterisierung der Fusionsprozesse des Rezeptorkomplexes mit
intrazelluldren Strukturen genutzt werden. Die Bestandteile magnetisch isolierter Rezeptorfu-
sionskomplexe (Rezeptosomen) konnten in einer 2D-Elektrophorese nach ihrem isoelektri-
schen Punkt und Molekulargewicht aufgetrennt werden. Durch anschlieende massenspektro-
skopische Analysen konnten so neue Proteine identifiziert werden. Durch den Vergleich der
verschiedenen Deletionsmutanten wiirden so Unterschiede in der Proteinexpression aufge-
deckt werden. Die auf diese Weise neu identifizierten, differentiell exprimierten Proteine sind
beziiglich ihrer moglichen Funktionen in den Signalwegen der TNF-R1 vermittelten Apoptose
von Interesse. Ein solcher experimenteller Zugang erlaubt eine noch genauere Charakterisie-

rung der TNF-R1 vermittelten Apoptose nach Bindung des Liganden TNF-a..
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6. Zusammenfassung / Summary

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit umfasst eine weiterfiihrende Charakterisierung des Tumor-Nekrose-
Faktor-Rezeptor 1 (TNF-R1) und seiner nachgeschalteten Signalwege in Abhédngigkeit von
den einzelnen zytoplasmatischen Doménen. Nach Bindung seines Liganden TNF-o kommt es
zur Internalisierung des TNF-R1 und anschlieBend zur Rekrutierung und Aktivierung des
DISC (,,death-inducing signalling-complex*). Die weitere Internalisierung dieses Signalkom-
plexes ist essentiell fiir die Aktivierung intrazelluldrer Signalwege. Eine Deletion der Todes-
doméne (TNF-R1ADD) im Rezeptor, iiber die der DISC rekrutiert wird, konnte eine Aktivie-
rung von Caspasen inhibieren und damit eine Apoptose der Zelle verhindern. Durch Deletion
des Internalisierungsmotivs des Rezeptors (TNF-RIATRID), wurde ein verzogerter DISC-
unabhéngigen Zelltod erreicht. Die Deletion dieses Motivs unterbindet die Aktivierung mito-
chondrialer Faktoren, die fiir den Verlauf der Apoptose mit verantwortlich sind. Der Verbleib
des Rezeptors an der Zelloberflache flihrt zu einer erhéhten Aktivitét der neutralen Sphingo-
myelinase (N-SMase), die ihrerseits in der Lage ist, durch Ceramidfreisetzung Caspase 3-
Aktivitdt zu induzieren, die nicht iiber Caspase 8 oder 9 vermittelt ist. Diese Ceramidfreiset-
zung hat trotz Internalisierungsblockade den Tod der Zelle auf einem DISC-unabhidngigen
Signalweg zur Folge. Eine Doppeldeletion der NSD- (neutralen Sphingomyelinase-Doméne)
und TRID-Doméne des TNF-R1 fiihrte zu einer kompletten Apoptoseresistenz der Zellen.
Neben dem beschriebenen DISC-unabhingigen Zelltod iliber die Aktivierung der N-SMase,
konnte noch ein weiterer Weg erstmals identifiziert werden. Nach Behandlung mit TNF-a
kommt es durch Rekrutierung des DISC am Rezeptor zu einer Caspase 8-abhingigen Aktivie-
rung der sauren Sphingomyelinase (A-SMase) im endolysosomalen Kompartiment der Zelle.
Abhidngig von einer funktionalen A-SMase kommt es im Anschluss zur Aktivierung der
Aspartat-Protease Cathepsin D. Es konnte durch Versuche an Cathepsin D defizienten
Fibroblasten gezeigt werden, dass nach TNF-Behandlung nur Cathepsin D exprimierende
Fibroblasten in der Lage sind das proapoptotische Bcl-2-Protein Bid zu spalten, um so nach-
geschaltete Caspasen zu aktivieren. Die Aktivierung der Caspasen 3 und 9 war demnach par-
tiell von einer A-SMase und Cathepsin D Expression abhingig. Dies konnte durch entspre-
chende knock out Versuche dargestellt werden.

Es konnten somit im Signalweg des TNF-R1 zwei neue Wege identifiziert werden, die an der
Einleitung von Apoptose beteiligt sind und mit den bereits bekannten Induktionswegen durch

den Rezeptor redundant, aber auch untereinander verstirkend interagieren konnen.
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Summary

The present study describes a detailed characterization of the signalling pathway following
TNF-R1 (“tumor-necrosis-factor receptor 1) activation with particular consideration for the
distinct functions of the different domains of the receptor. After binding of TNF and follow-
ing internalization, TNF-R1 recruits and activates the DISC (“death-inducing signalling-
complex”). Internalization is essential for the progress of the intracellular signalling.
Formation of the DISC with consecutive activation of caspases and apoptosis is inhibited by
deletion of the DD (“death domain”) of the TNF-R1. Deletion of TRID (“TNF-receptor inter-
nalization domain”) conveys a delayed, DISC-independent cell death by preventing the acti-
vation of mitochondrial factors relevant for apoptosis. If not internalized, TNF-R1 remains on
the cell surface and activates N-SMase (“neutral sphingomyelinase™). This step leads to cera-
mide production, thereby inducing DISC-independent caspase 3 activity and finally cell death.
A complete block of cell death was only achieved by double-deletion of TRID and NSD do-
mains in TNF-R1.

Additional to DISC-independent cell death conveyed by activation of N-SMase as described
above, another way of TNF induced cell death was described in this study. Treatment with
TNF may result in DISC-dependent activation of endolysosomal A-SMase (‘““acidic sphingo-
myelinase”). A functional A-SMase induces activation of the aspartic protease cathepsin D.
Investigation of cathepsin D deficient and cathepsin D retransfected fibroblasts revealed for
the first time the processing of the proapoptotic protein Bid, a member of the Bcl-2 family, by
cathepsin D following TNF treatment. Bid cleavage led to activation of downstream caspases.
This activation of caspases 9 and 3 was at least in part regulated by A-SMase and cathepsin
D, as shown by investigations in knock out cells.

In addition to the already characterized and defined ways of TNF-R1 signaltransduction, two
new pathways involved in apoptosis induction were identified in this study. These new path-
ways cooperate in a redundant and intensifying manner with already known TNF-R1 signal-

ling pathways.
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