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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Apoptose

1.1.1 Definition und Bedeutung

Apoptose ist die Bezeichnung fiir ein genetisches Programm, welches unter bestimmten Bedingungen
in einer Zelle aktiviert wird. Dieses Programm lduft im gesunden Organismus nach vorgegebenen
Regeln ab und endet mit dem Tod der Zelle. Der Begriff Apoptose ist aus dem Griechischen entlehnt;
hier beschreibt automtooLo das Fallen welker Blitter von Baumen im Herbst. Erstmals aufgetaucht in
der zellbiologischen Terminologie ist ,,Apoptose™ im Jahr 1972 (Kerr et al. 1972). Hier beschrieben
Kerr et al. die Morphologie einer sterbenden Zelle, die sich deutlich von der einer nekrotischen Zelle
unterscheidet. Apoptose stellt eine Sonderform des programmierten Zelltodes dar. Weitere
Sonderformen sind Autophagie und nicht-lysosomaler Zelltod, die sich in ihrer Lokalisierung bzw.
Beteiligung von Lysosomen unterscheiden. Autophagische Zellen sind in der Lage, sich selbst
abzubauen, wihrend Zellen, die einen nicht-lysosomalen Zelltod sterben, folglich ohne jegliche
lysosomale Aktivitit auskommen (Baehrecke 2002). Apoptotische Zellen dagegen werden durch

Nachbarzellen phagozytiert (Heterophagie, Baechrecke 2002).

Seitdem hat das Forschungsinteresse an Apoptose stetig zugenommen, was sich in der ,,PubMed*-
Datenbank ablesen ldsst. Dort sind zurzeit iber 81.000 Veréffentlichungen zu diesem Thema
aufgelistet. Die Relevanz von Apoptose zeigt sich u.a. darin, dass sich ein Organismus ohne den
physiologischen Zelltod bestimmter Zellen nicht entwickeln kann. So ist die Apoptose wihrend der
Embryonalentwicklung ein wichtiger Faktor fir die Ausbildung adulter Gewebe und Organe. Bevor
sich z.B. die eigentlichen Nieren eines Lebewesens entwickeln, wird durch Apoptose die zuvor
gebildete sog. ,,Urniere” entfernt (Saxen & Sariola 1987). Ahnliches gilt fiir die Ausbildung von Hinden
und Fillen, die eine Ruckbildung der ,,Schwimmhaute® zwischen Fingern und Zehen durch den
programmierten Zelltod verlangt (Baehrecke 2002). Desgleichen wird im erwachsenen Organismus das
Gleichgewicht zwischen Neubildung und Verlust von Zellen durch Apoptose reguliert (z.B. Leber und
Darm, Wyllie 1992). Bei der T-Lymphozytenreifung im Thymus werden z.B. unproduktive und
autoreaktive durch Apoptose entfernt, bevor sie in den Blutkreislauf gelangen kénnten (Berzins et al.

1999). Geht die Kontrolle Gber diese Prozesse verloren und sterben zu viele Zellen durch Apoptose,

| ‘



Einleitung

kann dies zur Degeneration eines Gewebes fithren. Im Gegensatz dazu kann mangelnde Apoptose z.B.

zur Entstehung und Progression von Tumoren beitragen (Thompson 1995).

Eine apoptotische Zelle weist eine Rethe morphologischer Verinderungen auf. Die Zelle schrumpft,
das Chromatin kondensiert und es kommt zu Abschnirungen der Zellmembran (,,membrane
blebbing®) in Gestalt apoptotischer Korperchen (,,apoptotic bodies). Diese in Membranen verpackten
Zellfragmente verursachen keine entziindliche Reaktion, denn sie werden von umgebenden
Makrophagen oder nicht professionell phagozytierenden Nachbarzellen phagozytiert (Savill 1997). Dies
wird iber sogenannte ,,eat-me“-Signale an der Zelloberfliche apoptotischer Zellen ausgel6st. Ein
Beispiel eines solchen Signals ist die aktive Translokation der normalerweise an der Innenseite der
Membran lokalisierten Phosphatidylserine an die Aulenseite der Zelle (Savill & Fadok 2000). Hier liegt
auch ein entscheidender Unterschied zur Nekrose, einer anderen Form des Zelltodes. Bei letzterer
handelt es sich um einen passiven Prozess (ausgelost z.B. durch Trauma), bei dem die Zelle anschwillt
und die Plasmamembran aufbricht, was zum Freisetzen zytoplasmatischer Bestandteile fithrt. Dies hat

eine Aktivierung des Immunsystems zur Folge und resultiert in einer lokalen Entziindungsreaktion

(Wyllie et al. 1980).

1.1.2 C. elegans - Grundprinzipien der Apoptoseregulation

Apoptose ist ein evolutionir konservierter Signalweg, der eine Sonderform des programmierten
Zelltodes darstellt und in C. elegans ausfihrlich untersucht wurde. Wihrend der Entwicklung des
Nematoden werden 1090 somatische Zellen gebildet, von denen wiederum genau 131 Zellen durch
Apoptose absterben. Der adulte Organismus besteht dann aus 959 Zellen (Sulston & Horvitz 1977).
Die Untersuchung der zugrunde liegenden molekularen Regulation ergab folgendes Modell (Abb. 1.1):
Die apoptotische ,,Kernmaschinerie® wird von mindestens vier Proteinen gebildet bzw. reguliert,
nimlich CED'3, CED4, CED9 und Egl-1. Dabei bilden CED4 und CED3 einen apoptoseauslésenden
Komplex, der durch Bindung des inhibitorischen CED9-Molekiils gehemmt werden kann. Dieser
Komplex aus CED9, CED3 und CED4 befindet sich an der Mitochondrienmembran und hilt die
Protease CED3 inaktiv. Ein apoptoseauslésendes Signal fihrt zur Dissoziation von CED9, worauthin
CEDY im Komplex mit CED4 aktiviert werden kann. Ein weiterer Regulator ist Egl-1, das CED9
bindet und dieses Protein somit vom CED3/CED4-Komplex entfernt, worauthin CED3 aktiviert
wird (Abb.1.1; Vaux 1997).

i CED: Cell Death abnormal
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Das Grundprinzip dieser Regulation ist bei héheren Organismen dhnlich, wenngleich wesentlich
komplexer. Die Aufgaben werden dort von entsprechenden Siugerhomologen fur das pro-
apoptotische CED3 (Caspasen; Yuan et al. 1993), das pro-apoptotische CED4 (Apaf-1; Zou et al.
1997), das anti-apoptotische CED9 (Bcl-2; Hengartner & Horvitz 1994) und das pro-apoptotische Egl-
1 (BH3-only Proteine; Conradt & Horvitz 1998) tibernommen.

Abb. 1.1:

Grundprinzip der Apoptose in C.
elegans

Das anti-apoptotische CED9 hilt den
Komplex aus CED4 und CED3 inaktiv. Egl-1
bindet wund inaktiviert CED9, der
CED4/CED3-Komplex wird frei, und aktives
CED3 leitet den physiologischen Zell-
untergang ein.

1.1.3 Molekulare Maschinerie der Apoptose in Sdugern

1.1.3.1 Apoptoseausfiihrende Molekiile: Die Familie der Caspasen

Die meisten apoptoseauslosenden Stimuli fihren zur Aktivierung der CED3-Homologe, der sog.
Caspasen, welche in der Enzymfamilie der Cystein-Proteasen, die nach einem Aspartatrest spalten
(caspase = cystein aspartyl protease), zusammengefasst werden (Cohen 1997, Salvesen & Abrams
2004). Das erste identifizierte CED3 Siuger-Homolog war die Caspase-1 (Interleukin-13 converting
enzyme). Inzwischen sind mehr als 10 weitere an der Apoptose beteiligte Mitglieder dieser Familie in
Sdugern bekannt. Dabei werden Caspase-2, -8, -9 und-10 in der Gruppe der Initiatorcaspasen und
Caspase-3, -6 und —7 in der Gruppe der Effektor- bzw. Exekutionscaspasen zusammengefasst
(Thornberry 1997).

Caspasen werden in der Regel als inaktives Zymogen synthetisiert, bestehend aus N-terminaler
Prodomine und C-terminaler Proteasedomine. Durch Dimerisierung und/oder proteolytische
Spaltung zwischen der sog. grolen und kleinen Untereinheit sowie Abspaltung der Prodomine wird die
Caspase aktiviert. Die Spaltung kann durch Autoaktivierung, durch andere Caspasen (Caspase-Kaskade)
oder durch andere Proteinasen wie z.B. Granzym B erfolgen. Nach der Prozessierung bilden zwei
grof3e und zwei kleine Untereinheiten einen heterotetrameren Komplex und damit das aktive Enzym

(Earnshaw et al. 1999). Apikale Caspasen (Caspase-8, -9 und -10) erlangen ihre Aktivitit zundchst durch
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eine Dimerisierung, welche dann durch proteolytische Spaltung stabilisiert wird (Boatright & Salvesen

2003; Caspase-8-Aktivierung vgl. auch 1.1.3.3).

Die Initiatorcaspasen-8 und -10 sind durch eine Todeseffektordomine (DEDY) in ihrer Prodomine
gekennzeichnet, mit welcher sie an DED-haltige Adaptorproteine wie z.B. FADD" binden (Abb. 1.2).
Caspase-9 hingegen besitzt eine CARD"-Domiine in der Prodomine, mit der sie z.B. an das ebenfalls
mit einer CARD-Domine ausgestattete Apaf-1 bindet (Hofmann 1999).

Effektorcaspasen sind die apoptoseausfithrenden Enzyme, d.h. sie hydrolysieren eine Reihe zellulirer
Substrate, was zu den charakteristischen morphologischen Verinderungen und schlief3lich zum Zelltod
fithrt (Nicholson 1999). Substrate kénnen z.B. ICAD", PARP' (Gu et al. 1995), Gelsolin (Aktin-
Zytoskelett) (Kothakota et al. 1997), Lamin-A (Strukturprotein der Kernmembran; Rao et al. 1996),
aber auch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-x;, die dabei ihre apoptosehemmende Wirkung
verlieren, sein (Stroh & Schulze-Osthoff 1998). Die Proteolyse von ICAD erlaubt der an den Inhibitor
ICAD gebundenen Nuclease CAD in den Kern zu translozieren, um dort die genomische DNA zu

spalten. Dies fithrt zur apoptosetypischen DNA-Fragmentierung (Enari et al. 1998).

Die Spezifitit der Caspasen hingt von der Sequenz ihrer Spaltungsmotive ab. Neben ihrer wichtigen
Rolle in der Ausfithrung der Apoptose haben Caspasen auch apoptoseunabhingige Aufgaben. So ist die
Caspase-8 auch ein Mediator der T-Zellproliferation (vgl. 1.2.2.8).

Abb. 1.2:

Mechanismus der Caspase-Aktivierung in
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i i 1

I
@ DED W DED e — R —— R — R —
~ Die Caspase-Kaskade wird uber extrazelluldre
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Proteolytic 297 therapeutica etc.) in Gang gesetzt. Nach
I Aktivierung z.B. des Todesrezeptors CD95
> i bildet sich ein Komplex aus FADD und

Caspase-8. Dabei kommt es zur auto-
] katalytischen Selbstspaltung der Initiator-
L

caspase, zur proteolytischen Spaltung der
Effektorcaspasen und schlieRlich zur Spaltung
zellularer Substrate, was zu den morpho-
logischen Veranderungen und zum apopto-
tischen Zelltod fihrt.

' DED: Death Effector Domain

i FADD: Fas Associated protein with a Death Domain
ii CARD: Caspase Recruitment Domain

¥ |CAD: Inhibitor of Caspase Activated DNase

¥ PARP: Poly-ADP-Ribose Polymerase
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1.1.3.2 Intrinsischer Signalweg Uber die Mitochondrien und die Bildung des Apoptosoms

Kommt es z.B. tber die p53-Aktivierung durch DNA-Schidigung zu einem apoptotischen Signal, hat
dies die Aktivierung und Integration pro-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie (z.B. Bax, Bak) in die
mitochondriale Membran zur Folge. Die Konsequenz daraus ist die Freisetzung verschiedener
Molekdtle aus den Mitochondrien. Zu den freigesetzten Molekulen gehéren u.a. Cytochrom c, welches
normalerweise im Intermediirraum an der Atmungskette beteiligt ist, aber auch AIF' (Lorenzo et al.
1999), Smac (Du et al. 2000)/DIABLO (Verhagen et al. 2000) und Omi/HtrA2 (Hegde et al. 2002).
Uber den Mechanismus der Freisetzung existieren mehrere Theorien, wobei eine von der Offnung
eines Megakanals (PTP") ausgeht. Ein zweites Modell sicht die Ursache fiir die Freisetzung in der
Hyperpolarisierung der inneren Mitochondrienmembran. Im Zusammenhang mit einer weiteren
Theorie wird davon ausgegangen, dass Bax-Oligomere einen Kanal bilden, wihrend Vertreter eines
vierten Modells annehmen, dass Bax mit VDAC" kooperiert, um einen Cytochrom c-Freisetzungskanal
zu bilden (Shimizu et al. 2001). Dabei bleibt zu beachten, dass die mitochondriale Depolarisierung nicht
zwingend in jeder Zelle vor der Cytochrom c-Freisetzung stattfinden muss, vielmehr bestehen hier
zelltypspezifische Unterschiede.

Das freigesetzte Cytochrom c bindet mit groBer Wahrscheinlichkeit an WD-40-,,Repeats® im Apaf-1"-
Molekdl (Srinivasula et al. 1998, Zornig et al. 2001). Dieses interagiert daraufhin nach ATP-Bindung
und Konformationsinderung mit seiner CARD-Domine mit der CARD-Domine in der Prodomine
der Caspase-9. Aus mehreren Apaf-1- und Procaspase-9-Molekiilen bildet sich ein Holoenzym, dessen
katalytische Untereinheit aus der Caspase-9 besteht und bei dem Apaf-1 als allosterischer Regulator
dient. Diese sogenannte Apoptosombildung induziert die autokatalytische Aktivierung der Caspase-9,
die darauthin Effektorcaspasen (Caspase-3, -0, -7) aktiviert (Abb. 1.3; Rodriguez & Lazebnik 1999).

" AIF: Apoptosis Inducing Factor

i prp; Permeability-Transition Pore

i yDAC: Voltage-Dependent Anion Channel

v Apaf-1: Apoptotic protease activating factor -1
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Abb. 1.3
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Die Freisetzung von AIF aus den Mitochondrien fithrt zu caspaseunabhingigen, aber
apoptosecharakteristischen Veranderungen im Zellkern. Das neben Cytochrom c und AIF ebenfalls aus
den Mitochondrien entlassene Smac/DIABLO 16st die Apoptose aus, indem es die Caspase-9-
Inhibierung durch IAPs' riickgingig macht. Die Mitglieder der stark konservierten IAP-Familie

hemmen durch eine direkte Interaktion mit Caspasen, wodurch diese inhibiert werden (vgl. 1.1.4.4).

1.1.3.3 Extrinsischer Apoptosesignalweg bzw. rezeptorvermittelte Apoptose

Die Rezeptoren der TNF-Familie' erfiillen zusammen mit ihren Liganden verschiedene Funktionen. So
koénnen sie z.B. die Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Immunzellen auslésen bzw.
beeinflussen (Ashkenazi 2002). Die Rezeptoren dieser Familie sind Typl-Transmembranproteine, die
ihre Signale nach der Ligandenbindung meist in Form eines trimeren oder multimeren Komplexes
tbertragen. Zudem existieren auch aus proteolytischer Spaltung resultierende 16sliche Formen (z.B.
DcR3). Die zu den Rezeptoren gehdrenden Liganden sind in der Regel Typll-Transmembranproteine
bzw. homotrimere 16sliche Molekiile. Die Aktivierung der sog. ,,Todesrezeptoren® der TNF-
Superfamilie (TNF-R1, CD95, DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2) nach Bindung des zugehérigen Liganden
fuhrt zur Auslésung der Caspasekaskade und damit zur Apoptose. Allen Todesrezeptoren gemein ist
die intrazellulire DD" bzw. Todesdomine, die das Rezeptorsignal iiber Interaktion mit anderen DD-

haltigen Proteinen (z.B. FADD, TRADD) weitergibt (Ashkenazi & Dixit 1998). Am Beispiel der

" 1AP: Inhibitor of Apoptosis Protein
" TNF: Tumor Nekrose Faktor
" DD: Death Domain



Einleitung

CD95/Fas/Apo-1-vermittelten Apoptose soll die der Aktivierung folgenden Ereigniskette genauer
beschrieben werden:

Der CD95-Rezeptor besteht aus einer extrazelluliren Ligandenbindungsdomine, einer
Transmembrandomaine und der intrazelluliren Todesdomine (DD; Wallach et al. 1999). Kommt es zu
einer Aktivierung durch den CD95-Liganden (CD95L), werden intrazellulir Signalmolekiile an den
Rezeptor rekrutiert. Dieser Komplex, u.a. bestehend aus FADD und Procaspase-8, wird als DISC
bezeichnet (Kischkel et al. 1995). FADD ist ein Adaptorprotein und beinhaltet nicht nur die C-
terminale Todesdomine, sondern auch eine DED" am N-terminalen Ende. Uber diese Domine (DED)
rekrutiert FADD Procaspase-8, welche ebenfalls DEDs besitzt, in den Signalkomplex. Nach dieser
Rekrutierung erhoht sich die lokale Caspase-8-Konzentration, und es kommt zur autokatalytischen
Selbstprozessierung und Aktivierung (,,induced proximity; Muzio et al. 1998). Eine Konformations-
inderung in der Region zwischen Prodomine und groBer Untereinheit fithrt zur Abspaltung und
Freisetzung der reifen Caspase-8 in das Zytosol (Chang et al. 2003; Abb. 1.4).

Tritt aktive Caspase-8 in ausreichender Menge auf, setzt sie die proteolytische Kaskade in Gang und
aktiviert rasch Effektorcaspasen, wie z.B. Caspase-3 (Typl-Zellen). In manchen Zelltypen (Typll-
Zellen) kommt es allerdings nur zur schwachen und langsamen DISC-Bildung, und die Menge an
aktiver Caspase-8 reicht nicht aus, um die Effektorcaspasen direkt zu aktivieren (Scaffidi et al. 1998).
Diese Typll-Zellen benétigen eine Amplifizierung tiber den mitochondrialen Signalweg, um schlieB3lich
Apoptose auslésen zu konnen. Die am DISC generierte Caspase-8-Aktivitit geniigt, um das Bcl-2
Familienmitglied Bid in tBid" zu spalten (Li et al. 1998), welches daraufhin zu den Mitochondrien
transloziert und zusammen mit weiteren pro-apoptotisch wirkenden Familienmitgliedern (Bax, Bak) zur
Aktivierung der intrinsischen Signalkette (vgl. 1.1.3.2) und der Aktivierung der Effektorcaspasen fithrt
(Eskes et al. 2000). Demzufolge ist die todesrezeptorvermittelte Apoptose in diesem Zelltyp durch anti-

apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder, wie z.B. Bcl-2, blockierbar (vgl. 1.1.4.3).

i DISC: Death Inducing Signaling Complex
" DED: Death Effector Domain
" tBid: truncated Bid
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Abb. 1.4
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1.1.3.4 TRAIL und seine Rezeptoren

Eine weitere interessante Untergruppe der TNF-Rezeptoren ist die Gruppe der TRAIL-Rezeptoren
(DR4, DR5, DcR1, DcR2, Osteoprotegerin) mit ihrem Liganden TRAIL, welcher als
membranstindiges Protein synthetisiert wird und, wie CD95L auch, als 16slicher Ligand abgespalten
werden kann. Viele humane Tumorzellen sind im Gegensatz zu normalen Zellen gegeniiber der
TRAIL-induzierten Apoptose sensitiv (Walczak et al. 1999). Wihrend die apoptoseauslésenden
Rezeptoren TRAIL-R1 (DR4) und TRAIL-R2 (DR5) in den meisten Geweben sowie Tumorzellen
exprimiert werden, geschieht dies zusammen mit den ,,decoy* Rezeptoren TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-
R4 (DcR2) hauptsichlich in gesundem Gewebe. Dies kénnte mit eine Rolle darin spielen, dass die
Aktivierung der Rezeptoren DR4 und DR5, die Apoptose analog zu CD95 iiber die Signalmolekdle
FADD und Caspase-8 induzieren, in gesundem Gewebe verhindert wird (Pan 1997). Jedoch besitzt
DR5 die héchste Affinitit zum Liganden, daher ist wahrscheinlicher, dass in gesunden Zellen die
trimeren Rezeptorkomplexe keine Apoptose auslosen, da hierzu multimere Komplexe von Néten
wiren, wihrend Tumorzellen bereits durch eine Trimerisierung die Apoptosesignalkaskade aktivieren
(Ashkenazi 2002). Das sekretierte Osteoprotegerin stellt einen weiteren ,,decoy* Rezeptor der TRAIL-

Rezeptor Familie dar, dessen physiologische Rolle noch unklar ist (Emery et al. 1998).

1.1.4 Regulation der CD95-vermittelten Apoptose

Die apoptotische Signalkaskade des CD95 muss genauestens reguliert sein, da fehlende oder
tibermiliige Apoptose verheerende Folgen hat (vgl. 1.1.5). So kénnen an verschiedenen Stellen

inhibitorische, aber auch aktivierende Molekdle eingreifen.

' TRAIL: TNF-Related Apoptosis-inducing Ligand
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1.1.4.1 Hemmung auf der Stufe der Ligandenbindung (,,Decoy“ Rezeptoren)

Eine Moglichkeit, CD95L-induzierte Apoptose zu hemmen, besteht tiber die 16sliche CD95-Form
(DcR3'/TR6), die mit CD95 um den Liganden konkurriert und somit das Auslésen der Signalkaskade
verhindert (Cheng et al. 1994). Das D¢eR3-Gen wird z.B. in vielen Kolonkarzinomarten iiberexprimiert
(Pitti et al. 1998) und die Sekretion seines Genprodukts nimmt mit Fortschreiten der Karzinogenese
weiter zu (Takahama et al. 2002, Ugurel et al. 2001). Die Tumorzelle wird durch die Sekretion von
DcR3 vor Tumor-reaktiven T-Zellen geschutzt (Roth et al. 2001). Neben CD95L bindet DcR3 auch die
TNF-Familienmitglieder LIGHT und TL1A (Migone et al. 2002).

1.1.4.2 Hemmung auf der Stufe der Caspase-8-Aktivierung im DISC

Ein zu Caspase-8 homologes, aber inhibitorisches Molekiil ist FLIP", welches urspriinglich in einer
Vielzahl von Viren (v-FLIP) nachgewiesen wurde (Thome et al. 1997). Vom zelluliren Homolog c-
FLIP existieren verschiedene Splei3varianten, von denen bisher zwei als Proteine nachgewiesen wurden
(Irmler et al. 1997). Das 55 kDa schwere c-FLIPlong (c-FLIP;) ist mit zwei N-terminalen DEDs und
einer Caspasedomine der Caspase-8 sehr dhnlich, jedoch besitzt die Caspasedomine des c-FLIP

aufgrund einer Mutation keine enzymatische Aktivitit.

Das nur 26 kDa schwere c-FLIPshort (c-FLIPg) hingegen besteht, entsprechend der viralen v-FLIP
Form, lediglich aus zwei DEDs. Beiden Varianten (FLIP; und FLIPg) gemein ist, dass sie uber ihre
DE-Dominen an FADD zum DISC aktivierter Todesrezeptoren rekrutiert werden und somit
Apoptose hemmen (Krueger et al. 2001). In Heterodimeren mit Caspase-8 erlaubt FLIP, die erste
Abspaltung des p10 Fragmentes, die weitere Caspase-8-Prozessierung wird jedoch verhindert. FLIP;
wird im DISC selbst, entsprechend der Caspase-8, in ein p43 und ein p12 Fragment gespalten und das
Verhiltnis von FLIP, zu Caspase-8 ist auschlaggebend dartiber, ob die Signaltiibertragung an diese Stelle
gehemmt wird oder nicht (Scaffidi et al. 1999). Wird FLIPg mit in den CD95-DISC rekrutiert, lisst dies
keine Caspase-8-Spaltung zu. Erhohte FLIP; Mengen spielen moglicherweise in der T-Zellaktivierung
eine Rolle, bei der sie aktivierte T-Zellen u.U. vor aktivierungsinduziertem Zelltod (AICD") schiitzen
(Kirchhoff et al. 2000). Es gibt Anzeichen dafiir, dass FLIPg auch am Ubetleben aktivierter T-Zellen,
die dann zu Gedichtniszellen werden, beteiligt ist (Oehme et al., Manuskript in Vorbereitung).

FLIP, zeigt allerdings nicht nur anti-apoptotische Wirkung. Neueren Untersuchungen zufolge kann es

i DcR3: Decoy Receptor 3
" FLIP: FLICE-Like Inhibitory Protein
"' AICD: Activation Induced Cell Death
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auch die Capsase-8-Aktivierung verstirken (Micheau et al. 2002). Méglicherweise spielt das c-FLIP, -
Expressionsniveau eine wichtige Rolle fir die Entscheidung, ob das Molekdl pro- oder anti-apoptotisch
wirkt. Far c-FLIPy ist bisher ausschlieflich ein anti-apoptotischer Einfluss beobachtet worden.

Die FLIP-Proteine scheinen auch an der Inhibition todesrezeptorvermittelter Proliferation beteiligt zu

sein (Tai et al. 2004; Ochme et al., Manuskript in Vorbereitung).

1.1.4.3 Regulierung der Apoptose durch Mitglieder der Bcl-2-Familie

Auch die Proteine der Bcl-2-Familie spielen bei der Ubermittlung und auch der Hemmung
apoptotischer Signale eine wichtige Rolle (Kirkin et al. 2004). Benannt wurde diese Familie nach dem
Genprodukt des Onkogens b¢/-2, welches in 80% der Patienten mit follikulidren B-Zelllymphomen, z.T.
infolge einer Chromosomentranslokation t(14,18), uberexprimiert wird (Bcl: B-cell lymphoma)

(T'sujimoto et al. 1985).

Die Mitglieder dieser Familie werden beziiglich ihres Apoptoseverhaltens in zwei Gruppen eingeteilt:
Anti-apoptotisch wirkend sind dabei Bcl-2, Bel-x;, Mcl-1 und A1, wihrend z.B. Bax, Bad, Bak, Bid,
Bim und Noxa pro-apoptotisch wirken. Alle Bcl-2-Familienmitglieder besitzen mindestens eine der
vier konservierten Dominen BH1-BH4' (Reed 1997). Die BH3-Domine ist dabei fiir die pro-
apoptotische Aktivitit der Molekile essentiell. Die Mitglieder der BH3-only-Untergruppe (u.a. Bad,
Bik, Bid, Bim, Noxa) besitzen lediglich die zytotoxische BH3-Domaine (Abb. 1.4; Huang et al. 2000).

Kommt es als Antwort auf ein Apoptosesignal zur Caspase-8-Aktivierung, kann aktive Caspase-8 das
BH3-only Bcl-2-Familienmitglied Bid zu tBid" spalten, welches dann zu den Mitochondrien
transloziert und dort Bax aktiviert. Bax liegt im inaktiven Zustand als monomere Form im Zytosol vor.
Das Apoptose Signal bewirkt auf eine noch nicht verstandene Weise eine Oligomerisierung und die
Translokalisation von Bax zu den Mitochondrien, wo dieses in die mitochondriale Membran integriert
wird (Kirkin et al. 2004). Verhindert werden kann dies durch Dimerisierung mit anti-apoptotischen
Familienmitgliedern wie Bcl-2 oder Bcl-x;. BH3-only-Molekile wiederum binden an die anti-
apoptotischen Bcl-2- und Bcl-x,-Proteine und setzen so Bax und Bak aus den inhibierten Komplexen
frei. Dementsprechend bestimmt das Verhaltnis der apoptoseinduzierenden zu apoptosechemmenden
Bcl-2-Familienmitgliedern, ob Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien freigesetzt wird (Kirkin et al. 2004).

Wie ,,knockout“-Studien zeigen, besitzen Bax und Bak redundante Funktion. Werden jedoch beide

" BH: Bcl-2 Homology domain
" tBid: truncated Bid
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Gene deletiert, ist jede Form von Apoptose, die tiber Aktivierung von BH3-only Proteinen initiiert

wird, geblockt (Lindsten et al. 2000).

Fir BH3-only Molekile sind verschiedene Arten der Aktivierung beschrieben worden. Bad
beispielsweise wird tiber Phosphorylierungen reguliert. In seiner phosphorylierten Form bindet es an
das zytosolische 14-3-3-Protein und wird dadurch inaktiviert (Korsmeyer 1999). Pro-apoptotische
Signale fihren zur Bad-Dephosphorylierung, worauthin das Molekil an anti-apoptotische Bcl-2-

Familienmitglieder bindet und diese inaktiviert

Die BH3-only-Familienmitglieder BIM und BMF sind an einer besonderen Zelltodform beteiligt:
Anoikis'. So wird die Form von Apoptose genannt, die auftritt, wenn Zellen sich aus dem Zellverband
16sen und Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Kontakte verlieren. In gesunden Zellen sind BIM und BMF an
das Zytoskelett gebunden, doch sobald sich die Zelle von der extrazelluliren Matrix ablost, werden
BIM und BMF freigesetzt und interagieren mit Bcl-2 und Bcl-x;. Eine fehlerhafte Regulation kann hier
zur Anoikisresistenz fithren, was die Metastasenbildung erleichtert, da sich vom Primértumor ablosende
Zellen jetzt vor Zelltod geschiitzt sind (Puthalakath et al. 1999, 2001).

Bcl-2-Familienmitglieder besitzen neben ihrer apoptoseregulierenden Funktion noch andere Aufgaben,

z.B. in der Zellzyklusregulation (vgl. 1.2.2.5).

Abb. 1.5
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1.1.4.4 1APs hemmen Caspasen durch direkte Interaktion mit Caspase-9, -7, -3

Eine weitere Familie apoptoseregulierender Molekiile ist die der IAPs. Sie wurden zunichst als
baculovirale Proteine identifiziert (Crook et al. 1993), inzwischen jedoch sind Homologe in diversen
Spezien bis hin zum Menschen bekannt (Salvesen & Duckett 2002). Allen gemeinsam ist, dass sie
hiufig eine RING und mindestens eine der drei BIR-Dominen besitzen. Die RING-Domine ist eine
Strukturdomine, die in vielen IAP-Proteinen gefunden wird und die E3-Ubiquitin-Ligaseaktivitit zeigt.
Proteine mit dieser Domine koénnen den eigenen Abbau oder den auserwihlter Zielproteine durch
Ubiquitinierung auslosen. Die BIR-Dominen sind essentiell fir die anti-apoptotischen Eigenschaften
der IAPs, denn iiber diese Region binden und inaktivieren sie Caspasen. Zu den IAPs der Siugerzellen
gehoren z.B. XIAP, c-IAP1, c-IAP2, NAIP und Survivin (Abb. 1.6). XIAP, c-IAP1 und cIAP2
inhibieren direkt Caspase-3, Caspase-7 und Caspase-9. Am Besten untersucht ist dabei das XIAP-
Molekiil, welches mit der BIR3-Domine direkt an die kleine Untereinheit der Caspase-9 bindet. Die

BIR2-Domine interagiert mit Caspase-3 und Caspase-7 (Deveraux & Reed 1999).

Die Aktivitit der IAPs ist nicht nur auf die Inhibierung von Caspasen beschrinkt, sondern spielt auch
eine wichtige Rolle in der Zellzyklusregulierung (v.a. Mitose und Zytokinese), im Proteinabbau
(Ubiquitinierung von z.B. TRAF2) und in caspaseunabhingigen Signaltransduktionskaskaden (JNK-
Signalweg). Die Expression von c-IAP2 und XIAP wird uv.a. durch NF-kB reguliert. Die Survivin-
Expression wird zellzyklusabhingig kontrolliert und dabei am Ubergang von G2/M induziert (vgl.
1.2.2.7; Salvesen & Duckett 2002)).

Abb. 1.6
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" 1AP: Inhibitor of Apoptosis Protein
" BIR: Baculovirus IAP Repeat
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1.1.4.5 1AP-regulierende Proteine

Die Regulation der IAPs wird durch bestimmte Proteine gesteuert, zu denen u.a. Smac/DIABLO (Du
et al. 2000, Verhagen et al. 2000) und Omi/HtrA2 (Hegde et al. 2002) gehéren. Smac’ befindet sich in
nicht-apoptotischen Zellen im Intermembranraum der Mitochondrienmembranen und wird im
Verlaufe der apoptotischen Signalkaskade zusammen mit Cytochrom c freigesetzt. Weiterhin bindet es
iber seine IBM" -Domine z.B. an XIAP und fiihrt somit zur Apoptose der Zelle, indem die vorher an

XIAP gebundene Caspase nun freigesetzt wird.

Wie bereits beschrieben, lasst sich der rezeptorvermittelte Apoptoseweg in Typll-Zellen tber eine
Blockierung des mitochondrialen Signalweges hemmen. Neben der Hemmung der Cytochrom c-
Freisetzung kommt es dementsprechend auch nicht zur Freisetzung von Smac, was zur Folge hat, dass
Caspase-3 nur unvollstindig prozessiert wird, da XIAP nach Bindung an Caspase-3 die weitere
Spaltung verhindert. Ein zweites Signal (= Freisetzung von Smac und Bindung an XIAP) und damit

die Aktivierung von Caspase-3 bleiben dabei aus.

Ein weiteres Sdugerprotein mit einer IBM-Domine ist Omi/HtrA2. Omi ist eine Serin-Protease, die
ebenfalls z.B. an XIAP bindet und so den Zelltod reguliert. Sie wird nach einem apoptotischen
Stimulus zusammen mit Cytochrom ¢ und Smac aus den Mitochondrien entlassen und fihrt tber die
Inhibierung der IAPs, aber auch tiber seine Proteaseaktivitit, zum Untergang der Zelle (Hedge et al.

2002).

1.1.4.6 PI3K und Akt verhindern den Zelltod

Signalwege, die zur Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB fihren, hemmen den
apoptotischen Zelltod. Wachstumsfaktoren wie EGF" und PDGF" oder Zytokine wie I11.-2 und 11.-3
aktivieren Uber die Ras-GTPase den PI3K/Akt Signalweg, welcher u.a. Apoptose, bedingt durch
Wachstumsfaktorentzug, UV-Strahlung, DNA Schiden oder CD95L, inhibiert (Vivanco & Sawyers
2002).

i Smac: Second mitochondrial activator of caspases
" |BM: IAP binding motif

ii EGF: Epidermal Growth Factor

¥ PDGF: Platelet-Derived Growth Factor
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Die Autophosphorylierung ligandenaktivierter Rezeptortyrosinkinasen fihrt zur Rekrutierung einer
inaktiven PI3K. Es folgt deren Aktivierung, indem die regulatorische Untereinheit p85 die katalytische
Untereinheit p110 freisetzt. AnschlieBend phosphoryliert die nun aktive p110-Untereinheit PIP," zu
PIP,". Letzteres wiederum aktiviert PIP;-abhingige Kinasen (PDK), welche daraufhin Akt/PKB an
Serin- und Threonin-Resten phosphorylieren. Die nun aktive Akt-Kinase interagiert direkt mit
apoptosebeteiligten Proteinen und inaktiviert diese. So phosphoryliert Akt z.B. Bad, Caspase-9 und
Forkhead-Transkriptionsfaktoren (AFX, FKHRL1), welche die Transkriptionsaktivitit von
Promotoren apoptoseinduzierender Gene (CD95L, IKKa) kontrollieren (Datta et al. 1997). In vielen
Tumoren fihren Mutationen im PTEN Gen zur konstitutiven Akt-Aktivierung, denn die Phosphatase

PTEN uberfthrt normalerweise PIP; in die inaktive PIP,-Form zurtck (Vivanco & Sawyers 2002).

PI3K aktiviert Akt-unabhingig tiber den p110-PIP,-Weg, aber auch iiber eine direkte Assoziierung der
p85-Untereinheit, die Rho-GTPasen Cdc42 und Rac, was eine Neuordnung des Aktinzytoskeletts zur
Folge hat (Vivanco & Sawyers 2002). In T-Zellen hemmt die PI3K die Caspase-8-Aktivierung im
DISC, indem die Kinase die aktinabhingige laterale Diffusion der CD95-Molekiile, vermutlich iiber die
Aktivierung von Rho-GTPasen verhindert. Folglich kommt es nicht zur Vernetzung einzelner DISC-

Komplexe und nur zu unzureichender Caspase-8-Aktivierung (Vardhachary et al. 2001).

1.1.4.7 Regulierung der Apoptose durch PKC-Isoformen

Die PKC-Familie, bestehend aus 10 Serin/Threonin-Proteinkinasen, ist an der Regulierung vieler
unterschiedlicher Prozesse wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose beteiligt. Die einzelnen
Isoformen werden nach dem Mechanismus ihrer Aktivierung in drei Untergruppen eingeteilt, wobei
alle Isoformen das negativ geladene Membranphospholipid Phosphatidylserin zur Aktivierung
benétigen (Gutcher et al. 2003). Die Gruppe der konventionellen PKCs (cPKC: a, B, 3, und v) und
der neuen PKCs (nPKC: 8, €, und 0 ) brauchen zusitzlich die Bindung an DAG" . Das Lipid DAG
wird durch Hydrolyse von Inositolphospholipiden durch Phospholipase C (PLC) produziert.
Unterscheiden lassen sich diese beiden Untergruppen dadurch, dass sie DAG jeweils calciumabhingig
(cPKC) oder calciumunabhingig (nPKC) binden. Eine dritte Untergruppe, die atypischen PKCs
(aPKC: Cund A/ ) bendtigen lediglich Phosphatidylserin zur Aktivierung (Gutcher et al. 2003).

pI3K: Phosphatidylinositol-3-kinase
T pIp2: Ptdins(4,5)P,

i pIp3; Ptdins (3,4,5)Ps

¥ DAG: Diacylglycerol
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Die apoptotischen Eigenschaften der PKC-Isoformen sind sehr unterschiedlich: Wihrend die
konventionellen und atypischen PKCs in der Regel als anti-apoptotisch eingestuft werden kénnen,
besitzt die Gruppe der nPKCs eine hauptsichlich pro-apoptotische Funktion (Cross et al. 2000).
Hierbei am Besten untersucht sind PKCoa und PKC. Erstere phosphoryliert und stabilisiert z.B. Bcl-2
(Meinhardt et al. 2000) und Raf-1. Raf-1 wiederum vermittelt u.a. die anti-apoptotische Funktion von
Akt/PKB (Majewski et al. 1999). Die Aktivierung der ¢PKCs fiithrt auch zur Suppression detr
todesrezeptorvermittelten Apoptose, da es infolge der PKC-Aktivierung durch noch ungeklirte
Mechanismen nicht zur Rekrutierung von FADD in den DISC und somit nicht zur Weiterleitung des
Apoptosesignals kommt (Gomez-Angelats & Cidlowski 2001, Harper et al. 2003). Ein PKCf,
Knockout-Maus-Modell zeigt, dass diese Kinase eine essentielle Funktion in der Aktivierung von NF-

KB und somit fiir NF-kB-abhingige Uberlebenssignale in B-Lymphozyten besitzt (Su et al. 2002).

Die Untergruppe der nPKCs ist an der Stimulation und Ausfihrung der Apoptose beteiligt, indem
PKCO z.B. dutch Todesrezeptoren (Mizuno et al. 1997), UV-Strahlung (Denning et al. 1998) und
Etoposid (Reyland et al. 1999) aktiviert wird. Entsprechend fiihrt ein Verlust der PKC3—Expression
zur Apoptoseinhibition und zum Tumorwachstum (Lu et al. 1997). Diese Kinase wird zusitzlich von
Caspase-3 gespalten, was zur Dissoziation der aktiven Untereinheit fihrt (Emoto et al. 1995) und sie ist
an apoptosecharakteristischen Prozessen im Nukleus beteiligt, wie z.B. der Phosphorylierung des

Strukturproteins Lamin B (Cross 2000).

Die Signaliibertragungswege der Apoptose und ihre Regulierung sind in der folgenden Abbildung (Abb.

1.7) zusammenfassend dargestellt.
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Abb. 1.7 Signalubertragungswege der Apoptose und Moglichkeiten der Inhibierung

Nach Bindung eines trimerisierten Todesliganden an seinen Rezeptor kommt es intrazelluldr zur Komplexbildung und damit
zur Aktivierung der Initiatorcaspase. Dies kann direkt die Aktivierung der Effektorcaspasen zur Folge haben (Typ I) oder
indirekt iber den mitochondrialen Weg zur Apoptosombildung fiihren, wodurch dann Caspase-9 aktiviert wird, welche
daraufhin Effektorcaspasen aktiviert (Typ II). Effektorcaspasen bedingen die apoptotischen Veranderungen der Zellen. So
aktivieren sie Endonucleasen wie CAD, die im Zellkern DNA fragmentieren. Das Tumorsuppresorprotein p53 fihrt tber
transkriptionsabhingige und -unabhingige Mechanismen zur Apoptose. Uberlebenssignale, die durch Rezeptoren auf der
Oberflache uUbermittelt werden, bedingen die Aktivierung der Akt-Kinase. Diese phosphoryliert und inaktiviert pro-
apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder. 1APs hemmen Caspasen, wahrend Smac wiederum nach Freisetzung aus den
Mitochondrien in der Lage ist, IAPs zu blockieren. Im Verlaufe der Apoptose kommt es zur Translokation bestimmter
normalerweise intrazelluldr lokalisierter Phospholipide an die AuRenseite der Membran. Dies stellt ein ,eat-me“ Signal fur
benachbarte Zellen dar, die daraufhin die apoptotische Zelle phagozytieren.

1.1.5 Apoptose und Pathologie

Eine Deregulierung von Apoptose ist bei einer Vielzahl von Krankheiten, wie z.B. Krebs,
Autoimmunerkrankungen (z.B. ALPS), Herzinfarkt, Diabetes, neurodegenerativen Krankheiten (z.B.

Alzheimer, Parkinson) und viralen Infektionen (z.B. AIDS) beteiligt.
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1.1.5.1 Apoptosebedingte Krankheiten des Immunsystems

Apoptose ist ein fundamentaler Prozess in der Regulierung des Immunsystems, und ein fehlerhafter
Ablauf fiihrt zu ernsthaften Erkrankungen. So bedingen Punktmutationen in /o7 -(fehlerhafte DD von

CD95) oder gid *- (fehlerhafter C-Terminus des CD95L) Miusen aufgrund der verhinderten CD95-
Signaliibertragung eine Akkumulierung aktivierter T-Zellen (Nagata & Suda 1995).

Im Menschen fithrt eine entsprechende Dysfunktion des CD95-CD95L-Systems zu einem dhnlichen
Syndrom: ALPS", Kinder mit ALPS zeigen massive nicht-maligne Lymphoadenopathie, eine verinderte
und vergréBerte T-Zellpopulation sowie Autoimmunitit. Die Autoimmunerkrankung resultiert
womoglich aus der Unfihigkeit des Immunsystems selbst-reaktive Lymphozyten durch Apoptose zu

entfernen (Lenardo 2003).

1.1.5.2 Apoptose und AIDS

Kennzeichnend fiir die Immunschwichekrankheit AIDS" ist die Abnahme der CD4" T-Helfer-
zellpopulation durch tibermiflige Apoptose (Gougeon et al. 1998). Dabei sterben nicht nur infizierte,
sondern viele nicht-infizierte T-Zellen, was u.a. daraus resultiert, dass das virale Genprodukt HIV-1
Tat, welches von infizierten Zellen gebildet wird, in nicht-infizierte Zellen eindringt und sie zur T-Zell-
Rezeptor-induzierten CD95-vermittelten Apoptose sensibilisiert. Zusitzlich erhéht Tat, dhnlich wie
Nef (ein weiteres HIV Genprodukt) die CD95L-Expression an infizierten Zellen. CD95L interagiert
mit CD95 auf der Oberfliche nicht infizierter T-Zellen und 16st somit die Apoptosekaskade in diesen
Zellen aus (Krammer 2000). Im Einzelnen ist das massive Absterben nicht-infizierter T-Zellen durch

Apoptose noch nicht verstanden.

1.1.5.3 Apoptose und Tumorerkrankungen

Krebszellen sind u.a. durch folgende Eigenschaften gekennzeichnet: Sie empfangen permanent
Wachstumssignale, und sind dabei resistent gegentiber wachstumshemmenden Signalen. Sie zeigen eine
nahezu unbegrenzte Teilungsfihigkeit, besitzen die Fihigkeit, Metastasen zu bilden und sich mit

Blutgefi3en zu versorgen. Was zusitzlich maf3geblich zum Tumorwachstum statt zur Eliminierung

i Ipr: lymphoproliferation

i gld: generalized lymphoproliferative disease
i ALPS: Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome
¥ AIDS: Acquired Immuno Deficiency Syndrome
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transformierter Zellen fihrt, ist der Verlust der Apoptosesensitivitit in Krebszellen (Hanahan &
Weinberg 2000). Dies soll anhand zweier Beispiele, dem Onkogen Bcl-2 und dem Tumorsuppressor
p53, verdeutlicht werden:

Das be/-2 Onkogen férdert das Uberleben von Zellen. Eine Uberexpression infolge einer t(14;18)
chromosomalen Translokation pradisponiert fiir die Entwicklung follikulirer B-Zelllymphome beim
Menschen (Limpens et al. 1995). Zusitzlich sind erhéhte Bcl-2-Mengen in einer Reihe weiterer
Krebserkrankungen (z.B. Brust-, Darm-, Lungenkrebs) nachweisbar (Kirkin et al. 2004). In transgenen
Mauszellen konnte gezeigt werden, dass eine erhéhte Bcl-2-Expression nicht zu schnellerer

Proliferation, sondern zu einer erhéhten Uberlebensrate von Zellen fithrt (Cheng et al. 2004).

Das Tumorsuppressor Gen p53 ist in den meisten menschlichen Tumoren mutiert bzw. deletiert. In
gesunden Zellen kann p53 als Transkriptionsfaktor, je nach Schwere der DNA-Schidigung,
Wachstumsstopp (Zellzyklusarrest durch p21, vgl. 1.2.2.3) oder Apoptose bewirken. Die Funktion von
p53 als Transkriptionsfaktor ist wichtig fur seine apoptoseinduzierende Funktion; so werden z.B. die
Gene induziert, die am intrinsischen (Bax, Noxa, PUMA) und extrinsischen (CD95, TRAIL-R1,
TRAIL-R2) Signalweg beteiligt sind. Post-translationale Modifizierungen, wie Phosphorylierung,
Sumoylierung und Acetylierung verstirken zusitzlich die transkriptionelle Aktivitit des
Tumorsuppressors. p53 induziert aber auch iiber transkriptionsunabhingige Mechanismen, wie
Protein-Protein Interaktionen, mitochondriale Effekte und Relokalisierung der Todesrezeptoren an die
Zelloberfliche, den Zelltod (Chipuk et al. 2004). In einem entsprechenden Mauslymphommodell
konnte gezeigt werden, dass dabei nur die apoptosebeeinflussende Wirkung wichtig fur seine

Eigenschaft als Tumorsuppressor ist (Schmitt et al. 2002).
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1.2 Zellzyklus und Apoptose

Die Gewebshomoostase ist von der richtigen Balance zwischen Zellwachstum und Zelltod abhingig.
Das Gleichgewicht zwischen positiven und negativen Signalen bestimmt die Entscheidung tiber Leben
und Tod der Zelle. Ein Ungleichgewicht fuhrt zu Krankheiten infolge einer Hyperproliferation oder
eines massiven Zellsterbens. Apoptose und Proliferation sind demnach eng verkniipft, was sich auch in
dhnlichen morphologischen Verinderungen im Verlaufe der Apoptose und Mitose zeigt. In beiden
Prozessen runden sich die Zellen ab, schrumpfen und ihr Chromatin kondensiert. Allerdings bestehen
auch grof3e Unterschiede, so fragmentieren apoptotische Zellen ihre DNA, wihrend mitotische Zellen
ithre verdoppelte DNA aufteilen. Die enge Verkntpfung von Zellwachstum und Zelltod zeigt sich u.a.
darin, dass eine ganze Reihe von Proteinen an beiden Prozessen beteiligt sein kénnen (Ubersicht:
Vermeulen et al. 2003), z.B.: c-Myc, p53, pRb, Ras, PKC, NF-kB, CDK, Cycline und CKD-Inhibitoren;
aber auch Bcl-2, IAPs, FADD, FLIP und Caspase-8.

1.2.1 Zellzyklusregulation

Jede sich teilende Zelle durchlauft einen Zellzyklus, in dem die Koordination von Zellwachstum, DNA-
Synthese, Kern- und Zellteilung gewihrleistet wird, und der zur Entstehung von zwei Tochterzellen
fithrt. Pro Zyklus werden vier Phasen, die als G1-, S-, G2- und M-Phase' bezeichnet werden,
durchlaufen (Abb. 1.8). Die zwei Hauptereignisse finden in der S-Phase mit der DNA-Synthese und
wihrend der Mitose mit der Verteilung der Chromosomen auf die zwei Tochterzellen statt. Die
dazwischen liegenden Phasen werden als Licken (,,gap®) bezeichnet, obwohl hier wichtige Prozesse
ablaufen, die den Eintritt in die jeweils folgende Phase kontrollieren und regulieren. Somit wird
sichergestellt, dass zuerst ein Prozess abgeschlossen wird, bevor der nichste beginnt, d.h. die Zellen
z.B. erst dann in die Mitose eintreten, wenn ihre Chromosomen vollstindig verdoppelt sind. Besteht
z.B. ein Mangel an Wachstumsfaktoren, kann eine Zelle reversibel aus G1 in ein Ruhestadium (GO)

ubertreten.

Die Untersuchung der Zellzyklusregulation in Hefen als Modellsystem hat gezeigt, dass es wichtige
Kontrollpunkte z.B. beim Ubergang von der G1- in die S-Phase und von der G2- in die M-Phase gibt,
die von spezifischen Kinasen reguliert werden (Zhou & Bartek 2004). Diese cyclinabhingigen Kinasen

(CDK") bestehen aus einer katalytischen Untereinheit (Kinase) im Komplex mit einem Cyclin

i G: Gap, S: Synthese, M: Mitose
"' CDK: Cyclin Dependent Kinase
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(regulatorische Untereinheit). Dabei bestehen drei Ebenen der Regulierung: die Assoziation mit einem
Cyclin, die Phosphorylierung im aktiven Zentrum der Kinase und die spezifische Inhibierung durch

Komplexierung mit CDKIs' (z.B. p21 und p27).

Das wihrend der G2-Phase synthetisierte Cyclin B bildet beispielsweise am Ubergang der G2- zur M-
Phase einen Komplex mit der wihrend des gesamten Zellzyklus exprimierten Kinase CDKI.
Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsereignisse fihren zur Aktivierung der Kinaseaktivitit des
Komplexes. Zielproteine werden phosphoryliert und die Mitose beginnt. Im Anschluss daran wird

Cyclin B wieder abgebaut, und der Komplex zerfillt (Murray 2004).

Abb. 1.8
A B DMNA- .
Schadigung Zellzyklusregulation

/7O _ .
ir A: Pro Zyklus durchlaufen die Zellen die Phasen
p53 G1, S, G2 und M Aktive CDK-Cyclin-Komplexe
& N kontrollieren den Ubergang von G1 zu S und G2
p21 o G zu M. Dabei werden Zielproteine wie z.B. Rb

Zellzyklus-
arrest

\/ .

Apoptose

phosphoryliert, was zur Freisetzung von Trans-
kriptionsfaktoren fiihrt, die dann die S-Phase
einleiten. B: Dieser Vorgang wird kontrolliert.
Eine DNA-Schédigung beispielsweise fiihrt Gber
p53 zur p21-Induktion, welches den CDK-Cyclin-
Komlex hemmt. Somit bleibt die Zelle in der G1-
Phase arretiert und die DNA-Neusynthese wird

verhindert. Bei irreparabler Schiadigung bedingen
Veranderungen im Verhaltnis der Bcl-2-Familien-
mitglieder die Apoptose der Zelle.

Die Cycline A und B iben jeweils im dimeren Komplex mit der CDK1-Kinase eine Funktion beim
G2/M-Ubergang aus. Cyclin A assoziiert zusitzlich mit der CDK2-Kinase, wobei dieser Komplex an
der Regulation der S-Phasen-Progression beteiligt ist (Malumbres & Barbacid 2001). Die Cycline A und
B werden am Ende der Mitose ubiquitinvermittelt abgebaut (Malumbres & Barbacid 2001).

Die Proteine der Cyclin D-Familie (Cyclin D1, D2 und D3) binden und aktivieren die Kinasen CDK4
und CDKGO6, wihrend die E-Cycline (Cyclin E1 und E2) mit CDK2 interagieren und diese aktivieren.
Die Expression von Cyclin E beginnt in der mittleren G1-Phase und erreicht ihr Maximum in der S-
Phase (Malumbres & Barbacid 2001). Die Cycline D und E werden fiir den regulierten Ubergang von
G1 zu S benétigt (Abb. 1.9).

! CDKI: CDK-Inhibitor
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Abb. 1.9
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1.2.2 Zellzyklus- und Apoptoseregulation humaner Zellen

In Siugerzellen sind Mitglieder der CDK-Familie an der Regulation des Zellzyklus beteiligt, deren
Expression im Gegensatz zu ihrer Aktivitit zellzyklusunabhingig verlduft. Sie gewihrleisten an den sog.
Restriktionspunkten (,,check points®) den kontrollierten Ubergang in die jeweils nichste Phase (Pines
1999, Zhou & Bartek 2004). So bedingt z.B. der CDK4/Cyclin D-Komplex die schrittweise
Phosphorylierung des Rb-Proteins. Nach Uberschreiten des Restriktionspunktes wird CDK2 durch das
Cyclin E aktiviert, wonach pRb zusitzlich phosphoryliert wird und Transkriptionsfaktoren der E2F-
Familie (und DRTF1) freigesetzt werden. Diese bedingen darauthin die Transkription der fiir die S-
Phase benétigten Proteine. Infolge z.B. einer DNA-Schidigung wird dieser Prozess gestoppt, indem
CDK-Inhibitoren die Aktivierung der CDK-Komplexe verhindern (Abb. 1.8; Stevens & La Thangue
2003).

Interessanterweise scheinen CDKs auch unterschiedliche Funktionen wihrend der Apoptose
auszuiiben. Apoptoseinduzierende Substanzen (z.B. Taxol) verursachen die Aktivierung der CDK1-
und CDK2-Kinasen vor dem Zelltod (Chadebech et al. 2000), wihrend die Inhibierung von CDKI1 die
Zellen vor Apoptose protektioniert (Yu et al. 1998). CDK2 wird fir die Apoptose von Thymozyten
benotigt, eine Inhibierung der CDK2 schiitzt die Zellen vor Apoptose (Hakem et al. 1999).

Allerdings gibt es auch Studien, die eine apoptoseschiitzende Wirkung des aktiven CDK1-Cyclin B-
Komplexes belegen: Beispielsweise schiitzen sich Tumorzellen gegen den Zelltod wihrend der Mitose
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durch die Expression des IAP-Familienmitglieds Survivin. Der CDK1/Cyclin B1-Komplex
phosphoryliert Survivin, welches darauthin den apoptotischen Zelltod hemmt (O’Connor et al. 2000).
Eine erh6éhte CDK1-Kinaseaktivitit wihrend der Mitose resultiert demnach in einer erhéhten Survivin-
Expression und fiihrt zum Uberleben von Tumorzellen nach Taxol-Behandlung, wihrend die

Inhibierung der Kinaseaktivitit in mitotisch arretierten Zellen die taxolinduzierte Apoptose verstirkt

(O’Connor et al. 2002).

1.2.2.1 Regulierung der CDKs durch spezifische Inhibitoren (CDKI)

CDKIs werden in die INK4- und die Cip/Kip-Familie eingeteilt. Zur INK4-Familie gehoren plSINK4l’,
p16™ * p18™™* und p19™**. Diese Proteine binden an CDK4 und CDKG6 und verhindern somit die
Interaktion der Kinasen mit den zugehoérigen G1-Phase-Cyclinen D1 bis D3. Zur Cip/Kip-Familie
gehoren p21°P' p27"*" und p57"", welche an CDK/Cyclin-Komplexe binden und diese inaktivieren
(Malumbres & Barbacid 2001). Die Aktivierung bzw. Expression von p21 erfolgt z.B. p53-abhingig als
Antwort auf eine DNA-Schidigung und hat zur Folge, dass das Rb-Protein nicht phosphoryliert wird.
Entsprechend werden die fir die S-Phase benétigten Proteine nicht transkribiert und die Zellen
arretieren in der G1-Phase (Stevens & La Thangue 2003). Durch Kontaktinhibition aktiviertes TGFf1
blockiert den Ubergang zwischen der G1- und S-Phase, indem p27 aktiviert wird, d.h. seine Expression
durch die Aktivierung sog. Smad-Proteine erhéht wird (Moustakas et al. 2002, Zhang et al. 2002). p27
wiederum hemmt die Cyclin E/CDK2-Kinase, was zum Zellzyklusarrest fuhrt. In proliferierenden
Zellen dagegen liegt p27 an Cyclin D-CDK4/6- Komplexe assoziiert vor und ist dadurch inaktiviert.
Dissoziiert p27 jedoch und bindet an CDK2, wird die Zellzyklusmaschinerie angehalten (Coqueret
2003). Dementsprechend besitzen ruhende (G0) Zellen oder differenzierte Zellen erh6hte Mengen an
p27. Mitogene und extrazellulire Matrixadhesionssignale fuhren zum Abbau von p27, und die
ruhenden Zellen treten in den Zellzyklus ein und beginnen wieder zu proliferieren. Die Deletion des
P27 Gens hat eine Hyperplasie zur Folge, was sich in p27-Knockout-Mausen zeigt, die 20-30% groBer
wachsen als Wildtypmause (Fero et al. 1996). CDKIs kénnen indirekt (iber CDKs) oder direkt an der
Apoptoseregulation beteiligt sein. p27 spielt eine besondere Rolle in der Chemoresistenz, so hat sich
gezeigt, dass Tumoren mit hohen Mengen an p27 zwar nur sehr langsam wachsen, aber auch kaum auf
die Chemotherapie ansprechen. Niedrige p27-Spiegel sind ein Zeichen fiir schnell-wachsende,
aggressive Tumore, die aber gut auf proliferationshemmende Chemotherapeutika ansprechen. p27 ist
somit ein prognostischer Marker, dessen Status fiir die Art und Weise der Therapie beriicksichtigt

werden kann (Lloyd et al. 1999, St Croix et al. 1996).
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1.2.2.2 c-Myc

Der Transkriptionsfaktor c-Myc stimuliert Zellzyklusprogression und Apoptose, wobei nicht klar ist, ob
er generell beide Prozesse zusammen oder unabhingig voneinander auslost (Zornig & Evan 1996,
Pelengaris et al. 2002). Die c-Myc-Aktivitit wird posttranslational durch Phosphorylierung und
Interaktion mit zelluliren Proteinen (z.B. Max) reguliert (Vermeulen et al. 2003). c-Myc initiiert den GO
- S Ubergang, indem es auf mitogene Signale reagiert und die Zellen durch die Transkription von
zellzyklusrelevanten Genen in die G1-Phase des Zellzyklus treibt. c-Myc beeinflusst die Transkription
von Cde25A, Cyclin D1, Cyclin D2, Cyclin E, Cyclin A, CDK1, CDK2, CDK4 und E2F, aber auch Gadd45,
Gadd153, p15, p21 und p27 (Vermeulen et al. 2003). Die c-Myc induzierte Apoptose ist von der CD95L
und CD95 Expression abhingig, fihrt zur Cytochrom c Freisetzung und ist durch Bcl-2 inhibierbar
(Hueber et al. 1997).

1.2.2.3 p53, pRB und E2F

p53 induziert Zellzyklusarrest und Apoptose. Es reguliert diese Prozesse zum einen durch die
Transaktivierung entsprechender Gene, aktiviert die Apoptose aber auch transkriptionsunabhingig
(Vermeulen et al. 2003). Der Tumorsuppressor pRB ist wegen der Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren wie E2F fir einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase verantwortlich. Nach pRb-
Phosphotylierung durch CDK/Cyclin-Komplexe wird E2F freigesetzt und somit die Proliferation der
Zelle stimuliert (Stevens & La Thangue 2003). Allerdings ist pRb auch in der Lage, apoptotische
Prozesse zu hemmen. So zeigen Rb-defiziente Embryos nicht nur zellzyklusbedingte Defekte in
verschiedenen Geweben (Augenlinse, Muskeln, ZNS), sondern auch massive Apoptose in diesen
Geweben (Chau & Wang 2003). E2F induziert die Expression zellzyklusrelevanter Gene, die fur die S-
Phase benotigt werden, aber auch die Transkription des apoptoseférdernden Molekiils Apaf-1 (Moroni
et al. 2001). Allerdings kann E2F keine Apoptose induzieren, wenn pRb koexprimiert wird, da dieses
die Apoptose wiederum durch die Hemmung von E2F hemmt (Vermeulen et al. 2003). Freies E2F
induziert die p53 Transkription und verbindet damit den pRb/E2F Signalweg mit der p53-abhingigen
Apoptose (Vermeulen et al. 2003).
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1.2.2.4 RAS

Ras ist ein membrangebundenes G-Protein. Wird es aktiviert, 16st es tber die Raf-Kinase eine
Phosphorylierungskaskade, die MAPKi—Signalkaskade, aber auch tber direkte Bindung an die p110-
Untereinheit der PI3K den PI3K-Signalweg, aus. Somit spielt Ras eine Rolle in der Zellproliferation
(MAPK/ERK Signalweg) und der Apoptose (PI3K/Akt; Downward 2003).

1.2.2.5 Bcl-2

Das anti-apoptotische Bcl-2 ist nicht nur an der Apoptoseregulation beteiligt, sondern kann auch die
G1-Phase verlingern, unter bestimmten Bedingungen den Austritt aus dem Zellzyklus in die GO-Phase
herbeifiihren und zudem den Wiedereintritt der Zelle in den Zellzyklus verzogern (Vairo et al. 2000,
Kirkin et al. 2004). Zudem wird Bcl-2 zellzyklusabhingig wihrend der Mitose phosphoryliert

(Furukawa et al. 2000) und damit inaktiviert (Yamamoto et al. 1999).

1.2.2.6 NF-«B

Der Transkriptionsfaktor NF-kB reguliert neben Proteinen, die eine Rolle in Entziindungsreaktionen
(Zytokine, Chemokine), Wachstum (Cyclin D, c-Myc) und Differenzierung spielen, auch anti-
apoptotische Proteine wie z.B.: Bcl-2, Bel-x;, Bfl-1/A1 und IAPs (Karin et al. 2002). Allerdings kann es
unter bestimmten Bedingungen auch zur Transkription pro-apoptotischer Gene, z.B. CD95L, kommen
(Kuhnel et al. 2000). In nicht-stimulierten Zellen liegt NF-KB inaktiviert an IKB gebunden im Zytosol

vor (Karin et al. 2002).

1.2.2.7 1APs - Survivin

Survivin, ein Mitglied der IAP-Familie, wird zellzyklusabhingig exprimiert und ist an verschiedenen
Komponenten des mitotischen Apparates lokalisiert (Giodini et al. 2002). Survivin hemmt nicht nur die
Apoptose, sondern reguliert auch den Aufbau der Mitosespindel aus Mikrotubuli (Li et al. 1998, Reed
& Bischoff 2000). Wichtig fir seine Funktion ist dabei die Phosphorylierung an Thr 34 (O’Connor et
al. 2002) durch den CDK1/Cyclin B1-Komplex. Wird dieses Threonin gegen ein Alanin ausgetauscht,
ist keine Phosphorylierung dieser Position méglich, was in der Apoptose einer Vielzahl von
Tumorzellen resultiert (O’Connor et al. 2000, Wall et al. 2003) und das Tumorwachstum 7z vivo

verhindert (Grossman et al. 2001).

' MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
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1.2.2.8 Die Rolle der Todesrezeptoren in der Proliferation

CD95 besitzt auller seiner Funktion in der Apoptose auch eine Bedeutung in der Lymphozyten-
proliferation (Budd 2002; Abb. 1.10). Eine funktionelle Inaktivierung von FADD durch eine dominant-
negative Deletionsmutante (FADD-DN; Newton et al. 1998, Walsh et al. 1998, Zornig et al. 1998) oder
Deletion des FADD Gens (Zhang et al. 1998) fihren zur defekten T- und B-Zellproliferation in
Miusen. Vermutlich wird der Rezeptor aktiviert und das Signal iiber FADD ftbertragen. Dies fiihrt zur
Aktivierung der NF-kB- und Erk-Signalwege (Hu et al. 2000).

Eine weitere Verbindung zur Zellzyklusregulation zeigt sich darin, dass FADD wihrend der G2/M-
Phase phosphoryliert (Scaffidi et al. 2000) und im weiteren Verlauf wieder dephosphoryliert wird (Hua
et al. 2003). Eine Verbindung zur Proliferation konnte auch fiir Caspase-8 (Salmena et al. 2003) und
Caspase—3 (Woo et al. 2003) bestimmt werden:

Caspase-8 wird fir die Proliferation reifer T-Zellen, aber nicht fir die T-Zellreifung im Thymus
benotigt. Mause mit einer T-zellspezifischen Defizienz an Caspase-8 entwickeln als Antwort auf eine
Infektion, keine reifen zytotoxischen T-Zellen (Salmena et al. 2003).

Caspase-3 ist an der Regulation der Proliferation von B-Zellen beteiligt. Caspase-3-defiziente Zellen
sind hyperproliferativ, was allerdings nicht aus der Hemmung der Apoptose, sondern aus einer
erhohten Zellzyklusaktivitit resultiert (Woo et al. 2003).

FLIP, -transgene Miuse zeigen vermutlich aufgrund der verminderten Caspase-8-Aktivitit eine

reduzierte Proliferation (Tai et al. 2004).

Abb. 1.10
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1.3 Tumormigration, Angiogenese und Metastasierung

Die Zellmigration ist ein komplexes Ereignis, das unter physiologischen Umstinden u.a. an der
embryonalen Morphogenese und der Wundheilung beteiligt ist, aber auch bei Krankheiten wie Krebs
eine Rolle spielt. Stark entdifferenzierte Tumore erlangen in der Regel die Fihigkeit zur Metastasierung.
Dazu miissen sich die Tumorzellen aus ihrem Zellverband 16sen und in Blutgefil3e eindringen, um sie
an entfernter Stelle wieder zu verlassen und in anderen Organen Metastasen zu bilden. Das erfordert
einerseits die Fahigkeit zur Migration und andererseits den Abbau von Gewebeschranken, was durch
die Ausschiittung von proteolytischen Enzymen oder durch die Unterdriickung der Expression oder
Aktivitit von Proteasehemmern erzielt wird. Um die Blutbahn wieder verlassen zu kénnen, binden die
migrierenden Tumorzellen an spezifische Adhidsionsmolekiile des Endothels und durchdringen die

Gefilwand (Fried] & Wolf 2003).

1.3.1 Zell-Zell-Kontakt durch Integrine und Cadherine

Die Familie der Integrine besteht aus Oberflichenrezeptoren, welche an Zell-Zell-Interaktionen und an
der Adhision mit EZM-Glycoproteinen beteiligt sind. Jeder Rezeptor dieser Familie ist ein
Heterodimer bestehend aus einer o- und einer B-Untereinheit. Dabei ist jede Untereinheit ein integrales
Typl-Transmembranprotein, bestehend aus drei Dominen: der glykosylierten extrazelluliren Domane,
der hydrophoben Transmembrandomine und der zytoplasmatischen Domine. Integrine binden
Liganden der EZM, z.B. Collagen, Laminin, Fibronectin, ICAM 1-3, Fibrinogen und Thrombospondin
(Giancotti & Ruaslahti 1999). Integrine spielen eine Rolle in der Embryogenese, Zelldifferenzierung
und Proliferation (Yamada & Even-Ram 2002). Die Interaktion der Integrine mit Matrixproteinen fiihrt
auch zur intrazelluliren Signaliibertragung, denn es werden sog. ,,focal adhesions®, bestehend aus
Matrixproteinen auf der extrazellulidren Seite und Microfilamenten im Komplex mit aktinbindenden
Proteinen auf der zytoplasmatischen Seite gebildet (Hanks et al. 2003). Ferner kommt es zur Bindung
von Adaptorproteinen, Phosphokinasen und Chaperonen. Folgende Kinasen kénnen dabei aktiviert
werden: FAK" | PKC, PAK", PI3K und ILK" (Geiger et al. 2001). Die Aktivierung der FAK fithrt zum
cinen Uber Ras zur Aktivierung des MAPK-Signalweges (Raf> MEKK=> Erk; Schaller 2001), zum
anderen tber Cdc42 und Rac zu Migrationsprozessen, wobei ein mangelndes Signal (Integrin nicht an

EZM gebunden) zur Migration fihrt (Ridley 2001). So kénnen ganz unterschiedliche Prozesse wie

i EZM: Extrazellulare Matrix

T EAK: Focal Adhesion Kinase
i pAK: p21-Activating Kinase
¥ |LK: Integrin-linked kinase
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Differenzierung, Proliferation und Apoptose aktiviert oder inhibiert werden. Das Uberleben einer
Endothelzelle hingt von der Zell-EZM Interaktion ab. Bleibt das Signal Gber die Integrine aus, kommt

es zur Apoptose (Anoikis; Frisch & Screaton 2001).

Neben Integrinen sind auch Cadherine an Zell-Zell-Kontakten beteiligt. Cadherine sind integrale
Membranglycoproteine mit einer Transmembran- und einer intrazelluliren Domine, die als Ca®'-
abhingige Adhisionsmolekile agieren (Hirohashi & Kanai 2003). Der wichtigste Vertreter dieser
Familie ist das E-Cadherin, dessen extrazellulire Domine aus funf Unterdominen (EC1-EC5) besteht.
Ein E-Cadherin bindet dabei selektiv an ein E-Cadherin einer zweiten Zelle. Im Zytoplasma interagiert
E-Cadherin mit Cateninen, wie z.B. dem B-Catenin. Dieser Komplex wird zur Stabilisierung tiber ein
a.-Catenin mit Aktinfilamenten verbunden. Eine Unterdriickung der E-Cadherin-Aktivitit fuhrt zur
Freisetzung der Tumorzellen vom Primirtumor, weshalb E-Cadherin als prognostischer Marker dient:
Differenzierte, adhesive Tumorzellen exprimieren vermehrt E-Cadherin, wihrend undifferenzierte
Tumorzellen, welche den Zell-Zell-Kontakt verloren haben und invasive Eigenschaften zeigen, nur
sehr niedrige Mengen an E-Cadherin besitzen, was mit einer schlechten Prognose einhergeht
(Vleminckx et al. 1991, Shimoyama & Hirohashi 1991, Bringuier et al. 1993). In diesen Tumorzellen ist
die E-Cadherin-Expression gehemmt, weil der Promotor des Gens hypermethyliert wird oder, in
seltenen Fillen, das Gen mutiert vorliegt (Yoshiura et al. 1995, Hirohashi & Kanai 2003). Jedoch wird
z.B. in Kolorektaltumoren erst das exprimierte Protein posttranslational durch die Interaktion mit
Dysadherin gehemmt (Ino et al. 2002).

Die Bindung von f-Catenin an das Cadherin wird zusitzlich von Wnt-1 stabilisiert (Hinck et al. 1994).
B-Catenin wird durch Rezeptortyrosinkinasen, wie z.B. ErbB2 nach Aktivierung durch EGF,
phosphoryliert. Dies erhéht die invasiven Eigenschaften der Zellen, denn wird die Tyrosinkinase

inhibiert, erh6ht dies die Adhdrenz der Zellen (Shibata et al. 1996).

1.3.2 Rho-GTPasen beeinflussen Morphologie und Migration der Zellen durch Interaktionen
mit dem Zytoskelett

Grundsatzlich funktionieren Rho-GTPasen durch einen Wechsel zwischen zwei Konformationsstadien:

GTP gebunden (aktiv) und GDP gebunden (inaktiv), wobei GEFs' den Nukleotidaustausch

katalysieren. Die Rho-GTPasen Rho, Rac und Cdc42 regulieren unterschiedliche Signal-

transduktionswege und verknipfen somit Plasmamembranrezeptoren mit dem Aktinzytoskelett. Die

! GEF: Guaninnucleotide Exchange Factor
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GTPasen sind an der Regulation einer Vielzahl von Prozessen beteiligt, z.B. Zellpolaritit, G1-

Zellzyklusprogression, vesikuldrer Transport, Phagozytose, Sekretion und Migration (Etienne-

Manneville & Hall 2002).

Rho, Rac und Cdc42 beeinflussen unterschiedliche Prozesse innerhalb der G1-Phase des Zellzyklus.
Rho wird z.B. benétigt, um die Expression von p21 zu verhindern (Olson et al. 1998), Rac und Rho
dagegen fordern die Transkription von Cyclin D (Welsh et al. 2001). Zusitzlich sind Rho und Cdc42 an
der Zytokinese beteiligt (Glotzer 2001). Wihrend der Phagozytose induzieren Cdc42 und Rac die
Aktinpolymerisierung, um Membranerweiterungen zu formieren, deren Aufgabe es ist, die zu
phagozytierenden Partikel zu umhillen (Caron & Hall 1998). Zur Einleitung der Migration induziert
Rac die Aktinpolymerisierung und Bildung eines Integrinadhesionkomplexes an der Zellperipherie.
Dies fihrt zur Membranerweiterung und ist essentiell fir die Migration von Zellen. Cdc42 dirigiert und
stabilisiert dabei die Rac-Aktivitit an der Migrationsfront. Die Anheftung an die EZM oder an
angrenzende Zellen dient dabei als Zugmaschine, mit der sich die Zellen tber die Anheftung hinweg
ziechen (Ridley et al. 2003).

Rho-GTPasen kénnen je nach Zellumgebung sowohl an der Apoptosestimulation tiber die Aktivierung
des JNK-Signalweg, als auch an der Apoptosechemmung durch die PI3K-abhingige Aktivierung der
anti-apoptotischen Akt-Kinase beteiligt sein (Murga et al. 2002). Des Weiteren verhindert aktives
Cdc42 ebenfalls tiber einen PI3K-vermittelten Signalweg die durch Kontaktverlust induzierte Apoptose
(Anoikis; Cheng et al. 2004).

Auch das Aktinzytoskelett spielt eine Rolle in der Apoptoseregulation, denn DISC-Bildung sowie
Rezeptorendozytose sind aktinabhingig (Algeciras-Schimnich et al. 2002). Die aktinabhingige CD95-
Aktivierung ist spezifisch fur Typl-Zellen (Algeciras-Schimnich & Peter 2003), denn ein Inhibitor der
Aktinpolymerisierung hemmt die DISC-Bildung und damit die Apoptose in Typl-Zellen. Typll-Zellen

reagieren hingegen auf microtubuliinteragierende Substanzen sensibel (Algeciras-Schimnich et al. 2003).

1.3.3 Tumorangiogenese

Die Groienzunahme eines Tumors erfordert die entsprechende Kapillarisierung zur Versorgung mit
Sauerstoff und Nihrstoffen (Bergers & Benjamin 2003). Die Angiogenese wird durch Freisetzung von
Mediatoren (z.B. Angiogenin, IL-8, NO) stimuliert und kann durch Angiogenese-Hemmer
(Angiostatin, Endostatin) unterbunden werden. Angiogenin und IL-8 werden z.B. von malignen

Melanomen korrelierend mit dem Metastasierungsgrad der Tumoren exprimiert. Die Expression von
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angiogenesefordernden Faktoren (z.B. VEGF) wird durch das Onkogen Ras unterstitzt (Kranenburg
et al. 2004).

IL-8 (CXCLS8) wurde in der Funktion eines Neutrophilenaktivierungsfaktors als erstes Chemokin
identifiziert. IL-8 ist ein Chemokin detr C-X-C-Familie und wird von einer Vielzahl von Zellen, wie
etwa Endothelzellen, Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten produziert. Ebenso werden die IL-8
Rezeptoren auf zahlreichen Zellen exprimiert. Es bindet an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
CXCR1 und CXCR2. Inzwischen sind 18 unterschiedliche Chemokin-Rezeptoren und 30
unterschiedliche Chemokine bekannt. Sie aktivieren durch ihre Bindung an den zugehorigen Rezeptor
die PLC und die PI3K, was wiederum zur Aktivierung des PKC- und Akt-Signalweges fihrt (Thelen
2001). Zusitzlich konnen noch weitere Signalwege tiber die Kinasen Pyk-2, MAPK und FAK aktiviert
werden. IL-8 stimuliert die Proliferation und Migration von Kolonepithelzellen (Wilson et al. 1999) und
dient als Lockstoff fir phagozytierende Zellen (Weiner & Maizels 1999).

In Endothelzellen hemmt IL-8 die Apoptose, indem es die Genexpression anti-apoptotisch wirkender
Molekiile erhoht (Bel-x;, Bel-2; Li et al. 2003). Zusitzlich erhéht IL-8 in diesen Zellen die MMP-2- und
MMP-9-Expression und Produktion (Li et al. 2003). IL-8 blockiert in einer Ovarientumorzelllinie die
TRAIL-induzierte Apoptose tber die Aktivierung des MAPK-Signalweges (Abdollahi et al. 2003).

Angiogenin ist ein 14 kDa Polypeptid der pankreatischen RNase-Superfamilie, das urspriinglich aus
konditioniertem HT29-Zellkulturiiberstand isoliert wurde und welches die Neovaskularisierung
(Angiogenese) induziert (Fett et al. 1985, Shapiro et al. 1986), indem es an spezifische Rezeptoren auf
Endothelzellen bindet (Hatzi & Badet 1999).

Tumorzellkulturen sekretieren iz vitro Angiogenin in ihr Medium, wobei die Sekretion wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase ansteigt und kurz vor Dichtwachsen der Kultur ein Plateau erreicht
(Moenner et al. 1994). Angiogenin bindet an Aktin, und dieser Aktin-Angiogenin-Komplex
beschleunigt die Generierung von Plasmin durch tPA", Plasmin degradiert daraufhin Laminin- und
Fibronektinkomponenten der Basalmembran (Hu & Riordan 1993), was die Migration der Zellen

erleichtert.

NO ist ein von NO-Synthasen produzierter ,,second messenger®, der in einer Vielzahl biologischer

Prozesse involviert ist (Moncada & Erusalimsky 2002). Die Uberexpression der durch Zytokine

i HT29: Kolonkarzinom-Zellen
"' tPA: tissue Plasminogen Activator
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induzierbaren Isoform der NO-Synthase (iNOS) wird in vielen humanen Kolontumorzellen
beobachtet, in denen sie an der Tumorentwicklung beteiligt ist (Ambs et al. 1998). NO fihrt zur
Angiogenese der Tumorzellen und ist auch an Migrationsprozessen beteiligt. So sind z.B.
Lungenmetastasen stark eNOS" positiv, was vermuten lisst, dass die eNOS-Expression Metastasierung
unterstiitzt. Eine Hemmung der Synthase supprimiert Angiogenese, Migration und Invasivitit (Jadeski
et al. 2000). eNOS-Aktivitit wird z.B. durch die Akt-Kinase reguliert (Fulton et al. 1999), und NO kann
zur Aktivierung von Ras fihren (Lander et al. 1995). NO kann, abhingig von Konzentration, Zelltyp
und oxidativem Milieu, Apoptose inhibieren oder auslésen. Es bewirkt die S-Nitrosylierung der
Caspasen (Li et al. 1997), was nicht nur die Apoptose inhibiert, sondern auch die caspasevermittelte T-
Lymphozytenproliferation (Mahidhara et al. 2003). Im Gegensatz dazu ist das Signalmolekil jedoch
auch in der Lage, indirekt die Caspasen zu aktivieren, indem caspaseinhibierende Proteine (IAPs)

inaktiviert werden, und damit Apoptose auszulésen (Stanford et al. 2001, Mannick et al. 1999).

Das Onkogen Ras unterstiitzt die Expression angiogenesestimulierender Wachstumsfaktoren, denn
Tumoren mit mutiertem konstitutiv aktivem Ras zeigen hohe Spiegel an VEGF" cinem der
potentesten angiogenesestimulierenden Wachstumsfaktoren (Kranenburg et al. 2004). Zwei Ras-
aktivierte Signalwege sind an der Kontrolle der VEGF-Expression beteiligt: Der
Ras>Raf>MEK->ERK1/2 Signalweg (Milanini et al. 1998) und der Ras=>PI3K->PDK->PKB/ Akt
Signalweg (Kranenburg et al. 2004). Hypoxia (Sauerstoffmangel) oder Azidose (pH-Wert Abfall)
kénnen an der Auslosung der VEGF-Expression beteiligt sein (Kranenburg et al. 2004). Ras
unterstitzt des Weiteren die Migrationsfihigkeit einer Tumorzelle, indem es die Thrombospondin
(TSP)-Expression unterdriickt. TSP-1 und TSP-2 sind extrazellulire Matrixglycoproteine, die
Angiogenese, Migration und Zellviabilitit negativ beeinflussen, indem sie Apoptose induzieren (Lawler
2002, Adams et al. 2001, Friedl et al. 2002). Zusitzlich stimuliert aktiviertes Ras die Expression
verschiedener Proteasen, welche die EZM" abbauen (vgl. 1.3.4) und somit Migration und Invasion

erleichtern (Sottile 2004).

i iNOS: inducible NO-Synthase

i eNOS: endothelial NO-Synthase

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
" EZM: Extrazellulare Matrix

iii
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1.3.4 Proteolytische Prozessierung von EZM-Molekilen

An der proteolytischen Prozessierung der EZM-Molekiile sind uPA' und MMPs" (MMP-2 und MMP-9)
beteiligt (Friedl & Wolf 2003). uPA kontrolliert die Umwandlung des inaktiven Zymogens Plasminogen
in die aktive Protease Plasmin, welche darauthin Komponenten der EZM und der Basalmembran
degradiert. Plasmin aktiviert wiederum Metalloproteasen, was zum weiteren Abbau der EZM fthrt. Der
uPA-Rezeptor (uPAR) dient der Lokalisierung der Plasminbildung an der Zelloberfliche und
unterstiitzt damit die Tumorzellmigration durch die EZM und die Basalmembran. uPA aktiviert uber
den uPAR zusitzlich intrazellulire Signalwege, was zur Stimulation von Proliferation und Migration
fuhrt (Blasi & Carmeliet 2002). Die Degradierung der EZM durch MMPs oder Plasmin kann jedoch
auch die Angiogenese férdern, indem an die Matrix gebundene angiogenetische Faktoren wie z.B.
FGF-2 und VEGF freigesetzt werden (Kranenburg et al. 2004). Allerdings kénnen die Proteasen die
Angiogenese auch hemmen, da sie Fragmente von Matrixmolekilen generieren (z.B. Endostatin, ein

Collagen XVIII-Fragment), welche angiogeneseinhibierende Eigenschaften besitzen (Sottile 2004.).

MMPs sind zinkabhingige Endopeptidasen mit der Aufgabe, Proteine zu degradieren. Sie regulieren
damit viele Zelleigenschaften, die u.a. eine Bedeutung fur die Tumorzellproliferation, -differenzierung,
-apoptose, -migration, -invasion und -angiogenese haben (Egeblad & Werb 2002). Die Einteilung der
tber 21 humanen MMPs erfolgt nach ihrer Struktur in 8 Gruppen, wovon funf aus sekretierten und
drei aus membrangebundenen MMPs bestehen. Die sekretierten Proteinasen kénnen u.a. an Integrine,
CD44, Heparansulphatproteoglucane oder Collagen Typ IV binden (Brooks et al. 1996, Yu et al. 2002).
Die Proteinasen werden als inaktive Zymogene synthetisiert und auflerhalb der Zelle von aktiven
MMPs oder anderen Serin-Proteasen aktiviert, indem die Prodomine proteolytisch entfernt wird
(Egeblad & Werb 2002.). So sind an der MMP-2-Aktivierung MMP-14 und TIMP-2" beteiligt. TIMP-2
bindet an MMP-14 und Pro-MMP-2. Dadurch kann MMP-14 die Prodomine von MMP-2 mit
Unterstiitzung bereits aktiver MMP-2 abspalten und Pro-MMP-2 somit aktivieren (Morrison et al.
2001). Endogene Inhibitoren der MMP-Aktivitit sind z.B. a2-Macroglobulin und TSP-2 (Yang et al.
2001). MMP-Substrate sind Strukturkomponenten der EZM, deren Proteolyse die Migration erleichtert
(Streuli 1999). MMPs und die mit ihnen verwandten Mitglieder der ADAMs"-Familie sind auch an der
Freisetzung einiger zellmembrangebundener Wachstumsfaktoren sowie Wachstumsfaktorrezeptoren

(FGF-R1, c-Met, ErbB2) beteiligt (Egeblad & Werb 2002). Dabei werden die extrazelluliren Dominen

i uPA: urokinase Plasminogen Activator

i MMP: Matrixmetalloproteinase

i TIMP-2: Tissue Inhibitor of MMP-2

Y ADAM: A Disintegrin And Metalloproteinase
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der Rezeptoren freigesetzt, welche wiederum als ,,Decoy Rezeptoren® die Liganden abfangen kénnen
und somit die Signaliibertragung hemmen (Egeblad & Werb 2002). Weitere MMP-Substrate sind z.B.
Zelladhisionsmolektle wie E-Cadherin (Noe et al. 2001) und CD44 (Kajita et al. 2001), was zu einer
erhohten Invasivitit fithrt. Uber die Spaltung von Integrinen verstirken MMPs die Zellmigration.
MMP-9 spaltet Chemokine wie z.B. IL-8, was die IL-8-Aktivitit um das 10-fache erhéht (Egeblad &
Werb 2002). Die Rolle der MMPs in der Apoptose kann sehr unterschiedlich sein. So unterstiitzt
MMP-3, wenn es in Epithelzellen iiberexprimiert wird, die Apoptose durch die Proteolyse von Laminin
(Sympson et al. 1994). MMP-7 dagegen setzt membrangebundenen CD95L frei, was zur Apoptose von
Nachbarzellen fithrt (Mitsiades et al. 2001). Dartiber hinaus inhibiert MMP-7 die Apoptose, indem es
membrangebundenes HB-EGF freisetzt (Yu et al. 2002). Dieses bindet und aktiviert ErbB4, ein
Rezeptor, der den anti-apoptotischen PI3K-Akt-Signalweg aktiviert (Kainulainen et al. 2000, Mahtouk
et al. 2004). MMP-11 unterstiitzt das Uberleben von Tumorzellen, indem es den ,,survival-factor* IGF"

freisetzt (Manes et al. 1997, Egeblad & Werb 2002).

In Abbildung 1.11 sind die Prozesse, die zu Tumorangiogenese, Migration und Metastasierung fihren,

zusammengefasst dargestellt.

Abb. 1.11
Metastasierung

Erreicht ein Primartumor eine gewisse GroRe,
braucht er zur ausreichenden Sauerstoff- und

.J ‘T”r‘;i?jsgrt Nahrstoffversorgung Anschluss an das
Angiogenese Adharerz und GefaRsystem. Dies wird durch vom Tumor
. ‘ Austritt sezernierte angiogenetische Faktoren geférdert.
‘® / YRR, o o ol Zur Invasion in LymphgefaBe, Venolen oder
\ -/ @ —____, \etastasen |Kapillaren miissen die Tumorzellen die

e Transport der Tumorzellen durch die BlutgefaRe,

. —/ I"'=. I8 ? Basalmembran durchdringen. Es folgt der
Angiogenin 3/ MMPs T

.

Integrine ¢ bis die Zellen im Kapillarbett stecken bleiben.
Lamheme Hier treten sie wieder aus der Blutbahn heraus
Primértumor “h"ﬁ'"’ﬂn? und siedeln sich im neuen Gewebe an

(Metastasen). Dabei werden u.a. die Aktivitaten
von Integrinen, Cadherinen, Rho-GTPasen, VEGF,
IL-8, Angiogenin, MMPs und uPA beeinflusst
bzw. benétigt.

" HB-EGF: Heparin-Binding-Epidermal Growth Factor
" IGF: Insulin-Like Growth Factor

32



Einleitung

1.4 Ziel der Arbeit

Mitotische und apoptotische Zellen besitzen viele Gemeinsamkeiten. Sie dhneln sich nicht nur in ihrer
Morphologie, sondern es sind auch viele der beteiligten Molekiile in beiden Prozessen involviert. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte dabei untersucht werden, ob es einen direkten Zusammenhang zwischen
der Zellzyklus- und Apoptoseregulation in der todesrezeptorvermittelten Apoptose in RKO-Zellen
gibt. Es sollten molekulare Erklirungen daftr gefunden werden, dass langsam wachsende Tumoren
schlechter auf apoptoseauslésende Therapien ansprechen als schnell wachsende.

Die verwendeten kolorektalen Tumorzellen (RKO) sind schnellproliferierend (gering differenziert) und
besitzen Wildtyp-p53. In mehreren Ansitzen wurde untersucht, welcher Zusammenhang in diesen
Zellen zwischen Zellzyklus und Antwort auf einen Apoptosestimulus besteht.

Zum einen sollte durch die induzierbare Expression bzw. transiente Transfektion der CDK-Inhibitoren
p21 und p27 ein Gl-Arrest bewirkt und daraufthin das Apoptoseverhalten der p21- bzw. p27-
tberexprimierenden Zellen analysiert werden.

Zum anderen sollten die Zellen mithilfe diverser arrestauslosender Substanzen bzw. durch
Serumentzug synchronisiert werden, um dann das Apoptoseverhalten dieser Zellpopulation im Arrest,
aber auch nach synchronem Wiedereintritt der Zellen in den Zellzyklus untersuchen zu kénnen.
Zusitzlich wurde die CD95-vermittelte Apoptose in nicht arretierten, proliferierenden Tumorzellen
charakterisiert. Dabei sollte die Frage beantwortet werden, ob RKO-Zellen aus einer bestimmten
Zellzyklusphase heraus bevorzugt sterben. Dies sollte anhand der simultanen Messung der
Zellzyklusverteilung und bestimmter Apoptosemarker erfasst werden.

SchlieBlich wurde in einem weiteren Ansatz die Apoptose in dichtearretierten Zellen untersucht, die
sich in der GO/G1-Phase des Zellzyklus befinden. Dabei sollte auch das konditionierte Medium der

dichtearretierten Zellen auf seinen Einfluss auf das Apoptoseverhalten hin untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Material und Methoden

Chemikalien

Lieferant

Acrylamid (Rotiphorese Gel)
Agarose

Akt Inhibitor

Angiogenin

Aphidicolin

APS (Ammoniumpersulfat)
Borat

BrdU

Bromphenolblau

BSA (bovines Serumalbumin)
Calciumchlorid

hCD95L

Chloroform

Chloroquin

Coomassie Brilliantblau
Cycloheximid

Daidzein

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Digitonin

DMEM

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DNase |, RNase frei

DNA GroRenmarker (1kb)
DTT

ECL

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FKS (Fetales Kalberserum)
Formaldehyd

G418

Genistein

Glucose

Glutamin

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

PAA, Linz, Osterreich
Merck, Darmstadt
Alexis, Griinberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
BioWhittaker, Belgien
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Amersham, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe
BioWhittaker, Belgien
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Glycerin

Glycin
Glycerophosphat

G6 6976

GS-E

H.O Bidest

HCI

HEPES

Hygromycin

IL8

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kristallviolett

LB Broth Base
L-NAME

Ly294002
Magnesiumsulfat
MEMalpha
Mercaptoethanol
Methanol

Milchpulver

Mimosin

MMP Inhibitor Il
Muristeron A
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumnitrat
Natriumorthovanadat
Natriumsulfat
Natronlauge
Nocodazol

Oncostatin M (OSM)
PBS
Penicillin/Streptomycin
Phenol/Chloroform
PMA (Phorbolmeytylacetat)
PMSF

Material und Methoden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Invitrogen, Karlsruhe
Milli-Q gereinigt und autoklaviert
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Fluka, Buchs, Schweiz
Gibco, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Calbiochem, Bad Soden
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
BioWhittaker, Belgien
BioWhittaker, Belgien
Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe
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Polybren

Protein A

Proteinase K

PolyHema (Poly2-Hydroxyethyl Methacrylat)
Ponasteron A

Ponceaurot

Protease Inhibitor Mix (Complete)
Protein A Sepharose CL4B
ProteingroRenstandard
Puromycin

RNaseA

Rapamycin

Roti-Quant

Saponin

SNP

Staurosporin

Sucrose

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)
TRAIL (Killer-TRAIL)

Tris-HCI

Triton-X 100

Triazol

Trypsin/EDTA

Tween-20

Wortmannin

Material und Methoden

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Fluka, Buchs, Schweiz
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
GibcoBRL, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Roche, Mannheim
Calbiochem, Bad Soden
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Alexis, Griinberg
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden

Xylencyanol Roth, Karlsruhe

Zeocin Invitrogen, Karlsruhe

2.2 Material fir die Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

Zelllinie Erhalten von

293T AG Grez, GSH, Frankfurt a.M.
CHO ATCC CCL-61

Hela ATCC CCL-2

NIH 3T3 ATCC CRL-1658

RKO ATCC CRL-2577

RKOp21, RKOp27

Dr. M. Schmidt, Asta Medica, Frankfurt

2.2.2 Kulturmedium fir RKO-, HeLa- und NIH 3T3-Zellen

Material

Menge

DMEM

500 ml
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Material und Methoden

FKS 10% (v/v)
Glutamin 10 ml (200 mM)
100 U/ml Penicillin / 100 pyg/ml Streptomycin 5 ml

2.2.3 Kulturmedium fur CHO-Zellen

Material Menge
MEM-a 500 mi
FKS 10 % (v/v)
Glutamin 10 ml

Penicillin/ Streptomycin

5 ml

2.2.4 Selektionsmedium fir RKOp21 und RKOp27

Material Menge
DMEM 500 ml
FKS 10 % (v/v)
Glutamin 10 mi
Penicillin/ Streptomycin 5 ml

G418 500 pg/ml
Zeocin 200ug/ml

2.2.5 Selektionsmedium fur RKOp27-,All-in-one“

Material Menge
DMEM 500 ml
FKS 10 % (v/v)
Glutamin 10 mi
Penicillin/ Streptomycin 5 ml

G418 2 mg/ml
2.2.6 Selektionsmedium fir RKOp27-,,neu”

Material Menge
DMEM 500 ml
FKS 10 % (v/v)
Glutamin 10 mi
Penicillin/ Streptomycin 5 ml

G418 2 mg/ml
Hygromycin 500 pg/ml
2.2.7 Einfriermedium

Material Menge
DMSO 10% (v/v)
FKS 90 % (v/v)

2.2.8 Trypsin-Lésung (1:10 mit PBS)

Material

Menge

Trypsin
EDTA

0.05% (v/v)
0,1% (w/v)
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2.2.9 Zellkulturmaterial

Material und Methoden

Material Lieferant
24-Well-Platte Corning, NL
6-Well-Platte Corning, NL

Centricon Einheiten (1000,000 NMWL)
Gewebekulturschalen (10 cm und 14,5 cm)
Petrischalen (unbeschichtet)

Pipetten (5, 10, 25 ml)

Polypropylen (PP)-Réhrchen (15, 50 ml)
Steril-Filter (0,45um)

Millipore, Eschborn
Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Niimbrecht
BD Falcon, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Millipore, Eschborn

Transwell Kammern Corning, NL
Zahlkammer Neubauer
2.3 Material fiir cytometrische und fluorometrische Analysen
2.3.1 PBS (pH=7,4)
Menge Material
136 mM NaCl
8,1 mM Na,HPO,
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO,
2.3.2 Annexin V-Bindungspuffer
Konzentration Material
10 mM HEPES/NaOH pH7,4
140 mM NaCl
2,5 mM CaCl,
2.3.3 PI-Farbepuffer
Konzentration Material

38 mM
200 pg/ml
12,5 ug/ml

2.3.4 7-AAD-Farbepuffer

Natriumcitrat, pH7,5
DNAse freie RNAse A
Propidium lodid

Konzentration

Material

38 mM Natriumcitrat, pH7,5
200 pg/ml DNAse freie RNAse A
5 ug/ml 7-AAD
2.3.5 JC-1-Farbepufferpuffer
Konzentration Material
10 ug/ml JC-1
PBS
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2.3.6 Apo-BrdU-Kit von BD (TUNEL)

Material und Methoden

Komponente

Zusammensetzung

Waschpuffer
50 ul DNA Markierungslésung

Rinse Puffer
100 pl Antikorper Farbelosung

PI/RNAse Farbelosung

10 ul Reaktionspuffer
0,75 ul TdT

8 ul Br-dUTP

32,25 ul H,O

5ul anti-BrdU-FITC-AK
95ul Rinse Puffer

2.3.7 Permeabilisierungspuffer fir intrazelluldare FACS-Messungen

Konzentration Material
2ul 25 mg/ml Digitonin
998 ul PBS
2.3.8 Cytochrom c - Blockpuffer
Konzentration Material
0,05% (w/v) Saponin
3% (w/v) BSA
In PBS
2.3.9 BrdU-Farbung zur Bestimmung der S-Phase

Komponente Konzentration/Menge Material

- 60 uM BrdU
- 70% Ethanol

Waschpuffer 0,5% BSA
ad Tml PBS
Denaturierungslésung 2M HCI HCI

- 0,1™M Tris-Hcl, pH8,8

AK Verdiinnungspuffer 0,5% Tween-20
0,5% BSA
1ul Anti-BrdU-AK bzw.
FITC-Anti-Maus-Ig
ad 50ul PBS
Pl Farbel6sung siehe 2.3.4 500ul Pl + RNaseA

2.3.10 Caspase-Aktivitats-Kit der Firma BioVision, Wertheim

Konzentration/Menge

Material

1 ul Ac-DEVD-AFC (Casp3-Substrat) bzw.
Ac-IETD-AFC (Casp8-Substrat) bzw.
Ac-LEHD-AFC (Casp9-Substrat)

50 ul Lysis Puffer
50 ul Reaktionspuffer
10 mM DTT
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Material und Methoden

2.3.11 Fluoreszenzfarbstoffe und Antikorper

Fluoreszenzfarbstoff

Lieferant

7-AAD

Ac-DEVD-AFC (Casp3-Substrat)
Ac-IETD-AFC (Casp8-Substrat)
Ac-LEHD-AFC (Casp9-Substrat)
AnnexinV-FITC

Anti-Apo1-3

Anti-BrdU-FITC
Anti-Caspase3-PE
Anti-CD95-FITC

Anti-Maus-FITC

Anti-TRAIL-R 1, R2, R3, R4
CasPACE

CFSE (CFDA, SE)

DRAQS5S

JC-1

Pl

2.3.12 Sonstige Materialien

BD Pharmingen, Heidelberg
Alexis, Griinberg

Alexis, Griinberg

Alexis, Griinberg

BD Pharmingen, Heidelberg
Alexis, Griinberg

BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
Immunex, Seattle, USA
Promega, Mannheim
Molecular Probes, Leiden, NL
Alexis, Griinberg

Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma, Taufkirchen

Material Lieferant
Polystyren (PS)-Rdhrchen (5 ml) Falcon BD, Heidelberg
96well Platten (flacher Boden) Corning, NL

2.4 Material flr proteinbiochemische Analysen

Antikdrper gegen Lieferant

Akt Santa Cruz, Heidelberg
B-Aktin Santa Cruz, Heidelberg
Bcl-x, BD Pharmingen, Heidelberg
Caspase-3 Santa Cruz, Heidelberg
Caspase-8 Dr. K. Schultze-Osthoff
CD95 Alexis, Griinberg

Cdc 2 Oncogene, Bad Soden
clAP2 R&D Systems, USA

Cyclin B1 BD Pharmingen, Heidelberg
Cyclin D1 BD Pharmingen, Heidelberg
Cyclin D3 BD Pharmingen, Heidelberg
Cyclin E BD Pharmingen, Heidelberg
Cytochrom ¢ BD Pharmingen, Heidelberg
FADD BD Transduction Lab, Heidelberg
Flag Sigma, Taufkirchen

FLIP Alexis, Griinberg

Hase-HRP Amersham, Freiburg
Maus-HRP Amersham, Freiburg

Met Santa Cruz, Heidelberg
p21 Santa Cruz, Heidelberg
p27 Santa Cruz, Heidelberg
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p65

P-Akt
PARP
Tubulin
Ziege-HRP

2.4.1 Lysispuffer fir Gesamtzelllysate

Material und Methoden

Santa Cruz, Heidelberg
Calbiochem, Bad Soden
BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Amersham, Freiburg

Konzentration Material
10 mM KCI
1,5 mM MgCl,
10 mM Tris-Hcl pH7,4
10% SDS
100 nM PMSF

1 Tablette auf 10 ml Puffer

Protease Inhibitor Mix

2.4.2 Lysispuffer zur Detektion phosphorylierter Proteine

Konzentration Material

10 mM KCI

1,5 mM MgCl,

10 mM Tris-Hcl, pH7,4
5mM NaF
1T mM Na;VO,
1T mM B-Glycerophosphat
10% SDS

100 nM PMSF

1 Tablette auf 10 ml Puffer

2.4.3 TBS, pH 7,3

Protease Inhibitor Mix

Menge Material
1,29 Tris
8,769 NaCl
ad 11 H,O
2.4.4 DISC-Lysispuffer
Konzentration Material
30 mM Tris-Hcl, pH7,5
150 mM NaCl
1 mM PMSF
1% (v/v) Triton X -100
10%(v/v) Glycerol

1 Tablette pro 10 ml Puffer

2.4.5 Fraktionierungspuffer A

Protease Inhibitor Mix

Konzentration Material
250 mM Saccharose
20 mM Hepes-KOH, pH 7,4
10 mM KCI
1T mM MgCl2
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1,5 mM

1,5 mM

T mM

1 Tablette pro 10 ml Puffer

2.4.6 Fraktionierungspuffer B

Material und Methoden

Na-EGTA

Na-EDTA

DTT

Protease Inhibitor Mix

Konzentration Material
50 mM Hepes
1% (v/v) NP-40
10% (v/v) Glycerol
T mM EDTA
2 mM DTT

1 Tablette pro 10 ml Puffer

2.4.7 Protein-Farbelosung

Protease Inhibitor Mix

Konzentration Material
5ul Gesamtprotein Lysat
200 ul Roti-Quant
800 ul H,0
2.4.8 Zusammensetzung PAGE-Trenngel (12,5%)
Volumen Konzentration Material
12,5 ml 30% Acrylamid
7,5 ml 1,5M Tris-HCI pH8,8
9,5 ml - H,O
300 ul 10% SDS
20 ul - TEMED
200 ul 10% APS
2.4.9 Zusammensetzung PAGE-Sammelgel
Volumen Konzentration Material
2,5 ml 30% Acrylamid
3,7 ml 0,5M Tris-HCI pH6,8
8,5 ml - H,O
150 ul 10% SDS
10 ul - TEMED
200 ul 10% APS
2.4.10 Probenpuffer
Volumen Konzentration Material
200 ul 10% SDS
100 ul 0,5M Tris-HCI pH6,8
97 ul - H,0
100 ul 85% Glycerin
3ul 2,5% Bromphenolblau
3ul - B-Mercaptoethanol
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2.4.11 SDS Laufpuffer 10x (5I)

Material und Methoden

Konzentration Material
3009 Tris
75¢g SDS
7509 Glycin
ad 51 H,O
2.4.12 Transferpuffer (Semidry-Blotpuffer) 10x (11)
Konzentration Material
58,29 Tris
29g Glycin
H,0
2.4.13 Transferpuffer (Semidry-Blotpuffer) 1x
Konzentration Material
10% 10xBlotpuffer
20% Methanol
H,0
2.4.14 Coomassie Gelfarbelosung (11)
Konzentration Material
450 ml Methanol
100 ml Eisessig
19 Coomassie Blue R-250
ad 11 H,O
2.4.15 Entfarbelosung fiir Coomassiegele(11)
Konzentration Material
100 ml Methanol
100 ml Eisessig
ad 11 H,O
2.4.16 Blockmilch fir Western Blot Analyse
Konzentration Material
1% (w/v) BSA
1% (w/v) Milchpulver
0,5% (v/v) Tween-20
PBS

2.4.17 Blockmilch fir Western Blot Analyse phosphorylierter Proteine

Konzentration Material
10% (v/v) 10x TBS
5% (w/v) Milchpulver
0,1% (v/v) Tween-20
H,O
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Material und Methoden

2.4.18 Waschpuffer fir Western Blot Analyse phosphorylierter Proteine

Konzentration Material
10% (v/v) TBS

0,1% (v/v) Tween-20
H,O

2.4.19 Antikorper-Verdinnungspuffer fir Western Blot Analyse phosphorylierter Proteine

Konzentration Material
10% (v/v) TBS
5% (w/v) BSA

0,1% (v/v) Tween-20
H,O

2.4.20 Strip-Puffer (vor Gebrauch Zugabe von 1% B-Mercaptoethanol)

Konzentration Material
62,5 mM Tris-HCI pH6,7
0,2% (v/v) SDS
H,0
2.4.21 Sonstige Materialien
Material Lieferant

PVDF Membran

Chromatographie (3MM) Papier
Plastikkiivetten

Roéntgenfilme (ECL-Hyperfilm)
Glas-Homogenator

Cytokine Array

BenchMark Prestained Protein Ladder

2.5 Material fir die Molekularbiologie

2.5.1 TBE-Puffer 10x (11)

Millipore, Eschborn

Whatmann, UK

Ratiolab, Dreieich

Amersham, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Holzel Diagnostika GmbH, Kdln
GibcoBRL, Karlsruhe

Menge Material
108 g TrisBase
55¢ Borat
40 ml 0,5M EDTA pH8,0
ad 11 mit H,0
2.5.2 DNA-Farbmarker
Volumen Material
40 ul 1kb DNA GréRenmarker
560 ul H,0
2.5.3 DNA-Probenpuffer (6x)
Konzentration Material
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Material und Methoden

0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (v/v) Xylencyanol
15% (v/v) Ficoll 400
H,0

2.5.4 RNA-Probenpuffer (6x)

Konzentration Material
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (v/v) Ficoll 400
H,0
2.5.5 dNTP's
dNTPs Lieferant
dATP (100 mM) NLB
dCTP (100 mM) NLB
dGTP (100 mM) NLB
dTTP (100 mM) NLB

2.5.6 Oligonukleotide

Oligonukleotide Lieferant
Primer p27-3’ V BioSpring
Sequenz: 5 -tgc-cat-cct-ggc-tct-cct-3°
Primer p27-5’V BioSpring
Sequenz: 5 -tgc-ccg-agt-tct-act-aca-ga-3°
Primer All-5’ BioSpring
Sequenz: 5 -aaa-ctc-atc-aat-gta-tct-3°
Primer All-3’ BioSpring

Sequenz: 5 -act-atc-aca-gta-acc-tca-3°

2.5.7 Restriktionsverdau

Enzyme und Reaktionspuffer Lieferant
Bgl Il und NEB3-Puffer NLB
Cla |, NEB4-Puffer und BSA NLB
EcoRI und EcoRI-Puffer NLB
Xba, NEB2-Puffer und BSA NLB
Xho, NEB2-Puffer und BSA NLB

2.5.8 Plasmid DNA

Plasmid DNA Lieferant
pEGFP-N3 AG Mordy, Essen
P27-pEGFP-N3 AG Mordy, Essen
P21-pEGFP-N3 AG Mordy, Essen
P27-pFlag-N3 AG Mordy, Essen
P21-pFlag-N3 AG Mordy, Essen
pFlag-N3 AG Mordy, Essen
All-in -one -p27 -

All-in-one AG Grez, GSH, Frankfurt
M57 (gagpol) AG Grez, GSH, Frankfurt
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pMD2.VSVG
Plasmidkarten:

Material und Methoden

AG Grez, GSH, Frankfurt

Alle Plasmide besitzen einen bakteriellen Replikationsursprung, einen SV40-
Replikationsursprung und ein PonadenyIierungssignaI.

pEGFP-N3 (4800 bp) —{ CMY EGFP n—{ Kana }7
741bp
BamH] Mot |
p27-pEGFP-N3 — cmv H p27-EGFP n—{ Kana |——
5370 b
( P) 1358bp
Xho | Mot |
p21-pEGFP-N3 — v H p21-EGFP n—{ Kana |——
(5270 b
( P) P55k,
Xho | Mot |
p27-pFlag-N3 CMV p27-FHag Kana
(4700 bp) ‘ 540bp
*ho | Kboa |*
p21-pFlag-MN3 CMV p2 1-Fag Kana
(4600 bp)
Obp
*ho | xba |*
All-in-one (AIO) RES DBD
(9577 bp) .-I
i s
0.2 1T {IABINHRes gD
(10220 bp) 540bp
Clal EcoRl

M57 SV40P gagpol Amp
(10296 bp) 4{ ’—w o
EcoRl Hind 11l
pMO2.VSVG — cmv [ VEVE T Amp
5824 bp)
( P) 540kp

2.5.9 Transfektionslosung (Calciumphosphatmethode)

Konzentration/Menge Material
7ug DNA
61ul 2M CaCl,

ad 500ul H,0
500ul 2xHBS
2.5.10 Kompetente Bakterien
Bakterien Stamm Lieferant
DH5a Gibco

JM110 (DAM negativ)

AG Grez, GSH, Frankfurt
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2.5.11 LB Medium

Material und Methoden

Menge Material
109 LB Broth Base
Ad 500 ml H,O
2.5.12 Qiagen Maxi Prap Kit
Menge Komponente
10 mi P1
10 mi P2
10 mi P3
10 mi QBT
30 ml QC
15 ml QF

2.5.13 DNA-Extraktionspuffer

Qiagen-tip 500 Saule

Konzentration Material
1% (v/v) SDS
25 mM EDTA pH 8,0
1 mg/ml Proteinase K

2.5.14 Sonstige Materialien

Material Lieferant
Agarplatten Spiilkiiche
Filter Millipore, Eschborn

UV Quarzklvetten

Biorad, Miinchen

2.6 Gerite

Gerite

Hersteller

Autoklav 2540 EL

Blotter (Semi-Dry)
CO,-Brutschrank
Elektrophorese Apparatur

DNA Minisubcell fiir Agarosegele
Elektrophorese Apparatur
Gelkammer und -schlitten Modell Hoefer HE
33-GNA 200

Elektrophorese Apparatur
Vertical-Minigel MV 120
Feinwaage H10T

Filmkassette Hypercassette
Fluorometer Fluostar Optima
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschrank CFC Free (-80°C)
Geltrockner Modell 483

Systec, Wettenberg
Amersham, Freiburg
Sanyo, Wiesloch
BioRad, Miinchen

Amersham, Freiburg

Savant, New York, USA

Satorius, Gottingen

Amersham, Freiburg

BMG Labtechnologies, Offenburg
Nikon, Dusseldorf

Sanyo, Wiesloch

BioRad, Miinchen
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Heizblock Thermomixer compact
Kiihl-(4°C) und Gefrierschrank (-20°C)

Magnetriihrer IKA-Combimag RCH
Mikroskop Axiovert 25

Mikrowelle B535

Parafilm

Pasteurpipetten

pH-Meter PHM 83 autocal
Photometer

Pipetus-akku

Pipetten 2, 20, 200, 1000 ul
Reaktionsgefake 1,5 ml

Saugpumpe Laboport (N86)
SDS Gelelektrophorese Apparatur
Spannungsgerat

Sterilbank Microflow
Stickstofftank Chronos Biosafe
Tischzentrifuge Biofuge pico

Ultraschall-Desintegrator Sonifier 250
UV-Schirm Transluminator
UV-Cross-Linker Stratalinker 2400
Vortexer Reax Top

Waage 1219MP und H10T

Wasserbad

Zellophanpapier

Zentrifuge 2K15

Zentrifuge Varifuge 3.2. RS

Zentrifuge J2-21M/E mit Rotoren JA10, JA20
Zytometer FACSCalibur

Material und Methoden

Eppendorf, Hamburg
Liebherr, Ludwigshafen

IKA Labortechnik, Staufen
Zeiss, Jena

Moulinex, Solingen

Medox, Dietzenbach

Medox, Dietzenbach
Radiometer, Kopenhagen, Danemark
Biorad, Miinchen

Hirschmann, Neckartenzlingen
Abimed, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg

KNF Neuberger, Freiburg
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg

Nunc, Wiesbaden
Messer-Griesheim, Disseldorf
Heraeus, Hanau

Branson Inc, Danbury, USA
UVP Inc., San Gabriel, USA
Stratagene, Heidelberg
Heidolph, Schwabach
Satorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Biorad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen
Heraeus, Hanau
Beckmann, Miinchen
Becton-Dickinson, Heidelberg
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2.7 Kultivierung der Zellen

2.7.1 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet: RKO, HelLa, 293T, NIH 3T3 und
CHO (vgl. 2.2.1). Bis auf CHO-Zellen wurden alle Zelllinien in DMEM mit 10% FKS (f6tales
Kilberserum), 2 mM Glutamin und 100U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert. Bei Zellen, die stabil
Fremd-DNA exprimieren sollten (Genexpressionsysteme) wurde zusitzlich ein entsprechendes
Antiobiotikum zur Selektion zugegeben (2.2.4-6). CHO Zellen wurden in MEM-o mit 10% FKS, 2mM

Glutamin und 100U/ml Penicillin/Streptomycin kultiviert.

2.7.2 Kryokonservierung der Zellen

Durch die Lagerung in fliissigem Stickstoff (-196°C) kann ein Zellvorrat angelegt werden. Die Zellen
koénnen hier iber Jahre konserviert werden, ohne dass ihre Lebensfihigkeit beeintrichtigt wird. Die
Zellen werden in 90% FKS mit 10% DMSO eingefroren. Ein hoher Serumgehalt sorgt dafr, dass die
Proteinkonzentration intra- und extrazellulir gleich bleibt, auch wenn DMSO die Membran permeabel
macht. Das lipophile DMSO reduziert den Wassergehalt der Zelle, indem es in der Zelle als

Frostschutz die Bildung von Eiskristallen verhindert, welche die Zellmembran zerstoren wirden.

Durchfihrung:

Adherente Zellen, die auf 10 cm-Petrischalen eine 70%ige Konfluenz erreichten, wurden mit PBS
gewaschen und mit Trypsin/EDTA (1:10 mit PBS verdinnt) abgelést. Dieser Prozess wurde durch
Zugabe von 7 ml Kulturmedium abgestoppt und die Suspension in 15 ml Gefille Uberfiihrt.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension funf Minuten bei Raumtemperatur mit 200g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 2 ml Einfriermedium suspendiert. Jeweils 1ml der
Suspension wurde in Kryoréhrchen tberfithrt. Bei -80°C wurden die Zellen fur 1-3 Tage

zwischengelagert und anschlieSend in einen Flissigstickstoffbehilter iiberfiihrt.

2.7.3 Auftauen der Zellen

Erreichen die Zellen im Versuchsablauf eine zu hohe Passagennummer oder wachsen die Zellen
verlangsamt, ist es sinnvoll, kryokonservierte Zellen mit einer niedrigen Passagenzahl aufzutauen. Mit

ansteigender Passagenzahl erhoht sich auch das Risiko, dass mutierte Zellklone selektioniert werden.

49




Material und Methoden

Um eine kontinuierliche Proliferationsrate der Zellen zu erhalten, werden die Zellen nach dem

Auftauen zweimal passagiert, bevor sie fir weitere Experimente verwendet werden kénnen.

Durchfihrung:

Das Kryoréhrchen wurde aus dem Stickstoffbehilter genommen und aufgetaut. Die Zellsuspension
wurde mit 5 ml Kulturmedium in ein 15 ml Reaktionsgefil3 iberfuhrt, zentrifugiert (200g, 5min) und
das Medium abgenommen. Das Zellpellet wurde in 2 ml Medium resuspendiert und in eine 10 cm

Petrischale mit 5 ml Medium uberfihrt.

2.7.4 Subkultivierung der Zellen

Die Kultivierung der Zelllinien wurde in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,/95%
Luftfeuchtigkeit in 10 cm Petrischalen durchgefithrt. Ein Wechsel des Ndahrmediums fand zweimal die
Woche statt. Um Kontaminationen der Zellen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten in der Zellkultur

unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank durchgefiihrt.

2.7.5 Passagieren der Zellen

Die Zellen sollten passagiert werden, solange sie noch keinen konfluenten Zustand erreicht haben, bei
dem sie sich nicht mehr teilen. Dazu werden sie trypsiniert, wobei die Einwirkungsdauer optimiert sein
sollte, denn zu lange Einwirkungszeiten kénnen Zellen irreversibel schidigen. Eine optimale
Einwirkungsdauer ist erreicht, wenn sich die Mehrzahl der Zellen von dem Schalenboden 16sen, was
durch leichtes Klopfen mit der Hand an die Schale und/oder Betrachten unter dem Mikroskop

tberpruft werden kann.

Durchfihrung:

Bei einer Konfluenz von 70-80% wurden die Zellen trypsiniert und anschlieBend ausgesit oder in einer
entsprechenden Verdinnung weiter passagiert. Dazu wurde unter sterilen Bedingungen das alte
Medium abgenommen und mit 1x 5 ml PBS pro 10cm Schale gewaschen. 1 ml einer Trypsinlésung
wurde gleichmif3ig iber den Zellrasen verteilt und die Zellen damit im Brutschrank je nach Zelllinie 3-5
Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde mit 9 ml Medium abgestoppt und die Zellsuspension durch
mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette homogenisiert. Zur anschlieBenden Zellzahlbestimmung
wurden 20 pl der Zellsuspension abgenommen. Fiir eine neue Subkultur wurde 1 ml Zellsuspension in

eine neue 10 cm Schale gegeben und mit 9 ml Kulturmedium verdinnt.
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2.7.6 Zellzahlbestimmung

Damit fir alle Experimente gleiche Versuchsbedingungen vorlagen, wurden die Zellen in gleicher
Aussaatdichte ausgesit. Hierfiir wurde die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Berechnung: Zellzahl/ml =x * VF ¢ 10

Dabei entspricht x dem Mittelwert, der in vier Quadraten ausgezihlten Zellen. Der Verdiinnungsfaktor
VF ergibt sich aus der Zugabe von 80 ul Trypanblaulésung zu 20 ul trypsinierte Zellsuspension. Da das
Volumen in einem Quadrat 0,1ul entspricht, muss zur Umrechnung auf 1 ml mit dem Faktor 10

multipliziert werden.

2.7.7 PolyHema Beschichtung

Eine Beschichtung steriler Bakterienschalen mit PolyHema (= Poly(2-Hydroxyethyl Methacrylate)) wird
vorgenommen, um normalerweise adherierende Zellen im Versuchsablauf in Suspension zu halten.
Dazu werden sterile, unbeschichtete Petrischalen benutzt und mit einem PolyHema-Film Gberzogen,

um eine Anheftung der Zellen an der Oberfliche zu verhindern.

Durchfihrung:

Es wurden 5% PolyHema in Ethanol angesetzt und unter Bewegung (Roller) in ca. einer Stunde in
Losung gebracht. AnschlieSend wurden die sterilen Petrischalen zweimal mit 70% Ethanol gespilt.
Dann wurde der Boden der jeweiligen Schale mit 5%iger PolyHema-Losung so tiberschichtet, dass ein
diinner Flussigkeitsfilm sichtbar war. Die Petrischalen trockneten tiber Nacht unter der Sterilbank, ehe

sie zur Zellaussaat benutzt wurden.

2.7.8 Zellaussaat fiir Experimente

Um gleiche Versuchsbedingungen zu schaffen, wurden die jeweiligen Zelllinien bis maximal zur 40.
Passage benutzt.

Die Zellen wurden in 6-Loch-Platten mit einer Dichte von entweder 1x10° Zellen (diinn) oder 2x10°
Zellen (dicht) in 2 ml Kulturmedium pro Vertiefung ausgesit. Die Zellen wurden in 10 cm -
Gewebekulturschalen mit einer Dichte von 1x10° Zellen (diinn) oder 2x10” Zellen (dicht) in 8 ml

Kulturmedium pro Schale ausgesit.
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2.7.9 Apoptoseinduktion

Zur Induktion von Apoptose wurden Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase je nach
Versuchsansatz (2.7.8) in Kulturschalen oder 6-Loch-Platten ausgesit. Nach eintdgiger (24h)

Kultivierung erfolgte die Behandlung mit apoptoseauslosenden Substanzen (Tab. 2.1).

Durchfihrung:

Die Zellen wurden fiir die in Tabelle 2.1 angegebene Dauer mit oder ohne Apoptoseinduktor inkubiert.
Dazu wurden angesetzte Stamml6sungen in einer 1:1000 Verdinnung zum Kulturmedium der Zellen
zugegeben. Wurden Substanzen verwendet, die in Lésungsmitteln wie Ethanol oder DMSO gel6st
waren, wurde zuvor eine Toxizitit der eingesetzten Losungsmittel-Konzentration ausgeschlossen (unter

1% in subG1). Die Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt.

Induktor Konzentration Inkubationszeit Lésungsmittel % Apoptose
hCD95L (10) 20 ng/ml 5h, 16h (24h) DMEM, 5% FCS 30% - 40%
TRAIL (10) 20 ng/ml 5h, 16h (24h) DMEM, 5% FCS 30% - 40%
Staurosporin 500 ng/ml 5h, 16h DMSO 30% - 40%
uv 50 mJ/cm? 16h - 30% - 40%

Tab. 2.1: Apoptoseinduktion in RKO-Zellen. Um das Apoptoseverhalten der Zellen zu untersuchen, wurden die
hier aufgelisteten Substanzen verwendet. Da es sich bei RKO-Zellen um sog. Typll-Zellen handelt, wurde zur
Apoptoseinduktion Uber die Todesrezeptoren Cycloheximid in einer Konzentration von 0,1 ug/ml gelést in H,O zugegeben.
Zum Vernetzen wurde zusammen mit dem Flag-gekoppelten hCD95L auch ein anti-Flag-Antikérper in der Konzentration
1ug/ml verwendet. TRAIL wurde als His-fusioniertes ,Killer-TRAIL“ eingesetzt. Zur UV-Behandlung wurden die ausplattierten
Zellen einer 50 mJ/cm?2 Bestrahlung ausgesetzt und tber Nacht (16h) im Brutschrank inkubiert.

2.7.10 Untersuchung des Migrationverhaltens der Zellen

2.7.10.1 Migrationstest mit kollagenbeschichteten Transwell-Membranen

Der Migrationstest dient der Untersuchung der Wanderungsfihigkeit der Zellen in 3 pm groBe Poren
einer mit Kollagen beschichteten Transwell-Membran, die mit einem Durchmesser von 6,5 mm in die
Vertiefung einer 24-Loch-Platte passt.

Der Invasionstest dagegen (vgl. 2.7.10.2) stellt ein Modell der Zellinvasion durch die Basalmembran
dar. Diese muss, um von den Tumorzellen passiert zu werden, durch deren proteolytische Enzyme
degradiert werden. Durchgewanderte Zellen setzen sich in der unteren Kammer ab und werden hier

mit Ndhrmedium versorgt (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1

‘Tra nswell Einsatz Transwell-Kammer

Die Vertiefung einer 24-Loch-Platte wird mit
600 ul Medium gefiillt, der Transwell-Einsatz mit
der Membran eingesetzt und 1x10%° Zellen
werden in 100 pl darauf ausplattiert. Nach
Inkubation im Brutschrank werden in die
Membran eingewanderte Zellen sowie in die
_ untere Kammer durchgewanderte Zellen
....................... nachgewiesen.

Membran‘

‘ Obere Kammer ‘

‘ Untere Kammer ‘

Vertiefung einer 24well-Platte ‘

Durchfihrung:

Es wurden 1x10° Zellen in Petrischalen ausplattiert und mit zu untersuchendem sowie mit
Kontrollmedium fiir 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, gezihlt und 1x10°
Zellen in 1 ml ihres korrespondierenden Mediums resuspendiert. Die Vertiefungen einer 24-Loch-
Platte wurden mit 600 ul Standard-Zellkulturmedium gefiillt, die Transwell-Kammern eingesetzt und
100 pl der zu untersuchenden Zellsuspension (1x10° Zellen) zugegeben (Abb.2.1). Nach einer
Inkubationszeit von vier Stunden im Inkubator wurden nicht migrierte Zellen mithilfe eines
Wattestibchens entfernt und die Membran durch mehrmaliges Eintauchen und Schwenken in PBS
gewaschen. In die Membran migrierte Zellen wurden durch 20-minttiges Baden in 4%igen
Formaldehyd fixiert und durch Eintauchen in 0,1%ige Kiristallviolettlésung fiir 5 Minuten angefirbt.
Uberschiissiger Farbstoff wurde durch Schwenken der Membranen in H,O entfernt. Die getrockneten
Membranen wurden im Mikroskop analysiert und fotografiert. Eventuell in die untere Kammer

durchgewanderte Zellen wurden ebenfalls fotografiert.

2.7.10.2 Migrations- und Invasionstest mit CFSE Farbung

Prinzip dieser selbst entwickelten Methode ist es, die Zellen zuvor mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE
zu firben, um dann die Zahl der in die Membran ein- oder durchgewanderten CFSE-positiven Zellen

im Fluoreszenzmikroskop bzw. FACS-Gerit zu quantifizieren.

Durchfihrung:

Es wurden 1x10° Zellen in Petrischalen ausplattiert und entsprechend der Fragestellung behandelt.
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AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, gezihlt und 1x10° Zellen in 1 ml Medium gelést, um dann,
wie unter 2.8.9 beschrieben, mit CFSE gefirbt zu werden. In der Zwischenzeit wurde 600 ul
Nihrmedium in die Vertiefungen der 24-Loch-Platte vorgelegt, die Transwell-Kammern mit der
Polycarbonatmembran (8um Poren) eingesetzt und dann die CFSE-gefirbten Zellen in ihrem
entsprechenden Medium auf die Membranen ausgesit (100ul mit 10° Zellen, siehe 1.2.1). Das
Nihrmedium in der unteren Kammer versorgt die durchgewanderten Zellen.

Nach einer Inkubationszeit von 6h bei 37°C im Inkubator wurden die 600ul der unteren Kammer in
FACS Rohrchen tberfihrt und auf CFSE positive Zellen im FL1-Kanal untersucht. Dabei wurden alle
Proben exakt 4 Minuten vermessen und mit den Kontrollzellen verglichen. Eine zusitzliche Probe
wurde fir die Geriteeinstellung benutzt. Die Membranen wurden wie unter 2.7.10.1 beschrieben

gewaschen, getrocknet und schlieBlich im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.7.11 Synchronisation proliferierender Zellen

2.7.11.1 Serumentzug

Durch Entzug von Serum treten die Zellen in die GO-Phase des Zellzyklus ein. Durch ein neues
Wachstumsfaktorsignal, z.B. erneute Zugabe von Serum, lassen sie sich wieder zur Teilung anregen.
Dies kann dazu genutzt werden, um die Zellen in G1/G0 zu sammeln und dann das Apoptose-

verhalten dieser synchronisierten Population zu untersuchen (Yen & Pardee 1978).

Durchfihrung:

Fir die Synchronisation durch Serumentzug wurden RKO-, NIH 3T3- und CHO-Zellen (siche 2.2.1)
benutzt. Hierzu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten in einer Dichte von 1x10° Zellen pro Vertiefung
ausplattiert. Wihrend die Zellen sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden, wurde das
serumhaltige Medium abgenommen und jeder Zellansatz zweimal mit PBS gewaschen. Darauthin
wurde serumreduziertes Medium zu den Zellen gegeben, 24-72 Stunden spiter wieder abgenommen
und durch Medium mit 10% FKS ersetzt. Nun erfolgte das Ernten des Oh Wertes, zu dessen Zeitpunkt
die Zellen sich groBtenteils in der GO/G1-Phase gesammelt hatten. Dem Nullwert folgten 16h-, 18h-,
20h-, 22h- und 24h-Werte. Um das Apoptoseverhalten zu untersuchen, wurde fiir jeden Zeitwert 2h
vor der Ernte ein Apoptosestimulus in sehr hoher Konzentration (z.B. 100 ng/ml hCD95L)

zugegeben.
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2.7.11.2 Zugabe von Zellzyklusblockern

Eine weitere Moglichkeit, die Zellen in einer Zellzyklusphase zu synchronisieren, stellt die Behandlung
mit Zellzyklusarrest auslésenden Substanzen dar. Die jeweilige Funktion sowie die eingesetzten
Konzentrationen und die Auswirkungen auf die Zellzyklusverteilung der einzelnen Substanzen sind in

Tabelle 2.2 aufgefthrt.

Durchfihrung:

Hierzu wurden RKO-Zellen (vgl. 2.2.1) mit Substanzen behandelt, um sie in einer bestimmten Phase
des Zellzyklus zu arretieren und dann das Apoptoseverhalten der arretierten Zellen zu untersuchen.
Um Nebeneffekte der Substanzen selbst auszuschlieBen, wurden diese nur genutzt, um die Zellen in
der jeweiligen Phase zu sammeln. Danach wurden die Substanzen mit PBS abgewaschen und
substanzfreies Nihrmedium zu den Zellen gegeben. Zu definierten Zeitpunkten wurde Apoptose

ausgelost und quantifiziert.

Substanz | Arbeits- Arrest |Ldsungsmittel Funktion
Konzentration in
e Hemmt Caseinkinase II (Higashi &
Daidzein o
25 uM G0/G1 DMSO Ogawara 1994)

L Hemmt SHMT, erhoht p27 (Watson

Mimosin 100 uM GO/G1 HCl et al. 1991, Wang et al. 2000)
- 1 1

Aphidicolin 1 uM S DMSO i‘;rg)mt a-Typ Polymerase (Lalande
Genistein 25 uM G2/M DMSO ilgegrg)mt Tyrosinkinase (Linassier et al.
Nocodazol 5uM G2/M DMSO Baut Microtubuli ab (Zieve et al 1980)

Tab. 2.2: Zur Synchronisation verwendete Substanzen.

In der jeweiligen Konzentration |6sten die Substanzen einen Arrest in der aufgelisteten Zellzyklusphase aus. Die
Lésungsmittel wurden nicht hoher als 0,1% eingesetzt und zuvor auf Zytotoxizitat getestet. Da die jeweiligen Substanzen
in Signaltransduktionswege eingreifen (Funktion), wurden sie nur zur Synchronisation verwendet und wieder abgewaschen,
bevor Apoptose ausgeldst wurde. SHMT: Serin-Hydroxymethyl-Transferase

2.7.12 Transfektion der in Kultur gehaltenen Zellen

Transfektion ist eine Bezeichnung fir das Einschleusen fremder Nukleinsdure in Zellen. Bei der
Calciumphosphat-Transfektionsmethode werden in Gegenwart der zu untersuchenden DNA
Calciumchlorid und Natriumphosphat unter genauen Bedingungen miteinander gemischt. Dabei
entsteht eine Suspension von unloslichem Calciumphosphat, an das sich die DNA iiber elektrostatische
Anziehungskrifte bindet. Diese Suspension wird dann zu Zellkulturen gegeben, wobei sich die

Calciumphosphatkristalle mit gebundener DNA auf der Oberfliche der Zellen absetzen und durch
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Endocytose in die Zellen aufgenommen werden. Die DNA gelangt in den Zellkern, wo sie sofort
transient transkribiert werden kann und bei gleichzeitiger Selektion stabil in das Genom der Sdugerzelle
integriert. Zur Selektion werden die durch Integration der Fremd-DNA erhaltene Antibiotika
Resistenzen zunutze gemacht. Um indirekt die Effizienz zu erhéhen, wird Chloroquin zugegeben,

welches den DNA-Abbau durch Ansduerung der Lysosomen hemmt (Luthman & Magnusson 1983).

Durchfihrung:

Zur Transfektion von Zellen wurde die Calciumphosphat-Prizipitationsmethode verwendet. Fur eine
10 cm Kulturschale wurde 7 pg DNA zu einer Lésung aus 61 pl einer 2M CaCl,-Losung gegeben und
mit H,O auf 500 pl aufgefillt. AnschlieBend wurde zu diesem Gemisch langsam und unter
,2Durchblubbern® mit Luft 500 pl 2xHBS getropft, dabei gut gemischt und 10 bis 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das hierbei gebildete Prizipitat wurde zu 4x10° am Tag zuvor ausplattierten
Zellen gegeben, deren Medium 1 pl Chloroquin in 3 ml Zellkulturmedium enthielt. 16 Stunden nach
der Transfektion wurde das Medium gegen frisches ausgetauscht. Die transfizierten Zellen wurden
nach 24 bis 48 Stunden fur weitere Experimente verwendet. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz
wurde eine pEGFP-Transfektion durchgefithrt und die Fluoreszenz am Fluoreszenzmikroskop

begutachtet.

2.7.13 Retrovirale Transduktion und Virustberstandkonzentration

Mit Hilfe von Retroviren kénnen Zielzellen infiziert und somit Fremd-DNA-Kopien in das
Wirtschromosom integriert werden. Zur Produktion kénnen 293T-Zellen (2.2.1) genutzt werden, da
diese Zelllinie stabil das groBe T-Antigen aus SV40 exprimiert. Die zur Virusproduktion notwendigen
Plasmide enthalten je einen SV40-Replikationsursprung, so dass nach der Transfektion die Plasmide
innerhalb der Zellen repliziert werden kénnen, was zu einer héheren Anzahl von viralen Transkripten

und Proteinen in den Zellen und letztlich zu mehr viralen Partikeln im Kulturuberstand fuhrt.

Durchfihrung:

Um virale Partikel in 293T-Zellen zu produzieren wurde die Calciumphosphat-Transfektionsmethode
gewihlt. Insgesamt wurden drei Plasmide kotransfiziert: Transgenvektor (20 ng), M57 (13 pg, enthilt
gagund po/) und pMD2.VSVG (7 ug, kodiert fiir das Hillprotein VSV-G). 24 Stunden spiter wurde das
Medium (6ml) von den Kulturschalen gesammelt, zentrifugiert (5min, 300g) und steril filtriert (0,45 nm
Filter). Dabei wurden Zellen und Zelltrimmer von den Viruspartikeln abgetrennt. Nun wurden die fir

die Aufkonzentration benétigten Centricon-Einheiten sterilisiert, indem sie mit 15 ml 70%Ethanol
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befillt und 3 Minuten bei 2000g zentrifugiert wurden. Zum Abwaschen des restlichen Ethanols wurde
dieser Schritt zweimal mit PBS wiederholt. Schlieflich wurde der Virustiberstand in die Centricon-
Einheiten gegeben und solange bei 10°C zentrifugiert (in 5 Minuten-Schritten), bis das gewiinschte
Volumen (1ml) vorlag. Das Konzentrat wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgenommen und
zusammen mit 1% Polybren auf die zuvor in einer 24-Loch-Platte ausplattierten Zielzellen (RKO)
gegeben. Nun wurden die Platten, um die Transduktionseffizienz zu erhéhen, mit 1250g 90 Minuten
lang bei 32°C zentrifugiert und anschlieBend im Brutschrank tber Nacht (16h) inkubiert. Am nichsten
Tag wurde der Virustiberstand abgenommen und Zellkulturmedium zugegeben, welches nach einem

weiteren Tag mit Selektionsmedium (zur Produktion stabiler Zelllinien) ausgetauscht wurde.

2.8 DurchfluRzytometrische und fluorometrische Analysen

Alle Messungen wurden am DurchfluBzytometer FACSCalibur (Becton Dickinson) durchgeftihrt. Fir
die Auswertung wurde das Programm CellQuest™ Pro benutzt.

Mit Hilfe eines Durchflulzytometers (FACS: Fluorescence Activated Cell Sorter) kénnen einzelne
Zellen hinsichtlich ihrer physikalischen Eigenschaften wie GréB3e, Form oder Granularitit und ihrer
biochemischen Merkmale wie Oberflichenrezeptoren oder Zellbestandteilen (z.B. DNA) niher
charakterisiert werden.

Die Zellen werden in einer Suspension mit Uberdruck nacheinander durch eine Messkammer gefihrt,
in der sie von einem fokussierten Laserstrahl beleuchtet werden. Trifft ein Lichtstrahl auf eine Zelle,
streut sie das Licht aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften in charakteristischer Weise. Dies kann
mittels geeigneter Detektoren nachgewiesen werden. Hierbei spiegelt die Lichtstreuung im
Kleinwinkelbereich (FSC) die Zellgr6Be wieder. Das Seitwirtsstreulicht (SSC), gemessen im 90° Winkel
zum einfallenden Licht, wird von Granularitit, Membranfaltung und duBlerer Form der Zellen
beeinflusst.

Fluoreszenz-markierte Zellen werden durch eine Kapillare eingesogen, in die Messkammer geleitet und
dort von einem Argonlaser mit der Anregungswellenlinge A 488 nm bestrahlt. Die Wellenlinge des von
den angeregten Elektronen emittierten Lichts ist von dem jeweils verwendeten Fluorochrom abhingig
und wird im FL1 (530£30 nm)-, FL.2 (585%42 nm)- oder FL3 (650 nm und groBer)-Kanal detektiert.
Das Licht wird dabei von Sammellinsen eingefangen und tber verschiedene Spiegel und Filter an
Detektoren weitergeleitet. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass viele Zellen gleichzeitig auf
Einzelzellniveau analysiert werden koénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden

Fluoreszenzfarbstoffen bzw. Fluorochromen gearbeitet (Tab. 2.3):
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Fluorochrom Detektionskanal
2.8.1.1.1 Emission
7-AAD FL3 650 nm
CFSE FL1 525 nm
DRAQ FL3 670 nm
EGFP FL1 507 nm
FITC FL1 530 nm
JC-1 FL1/FL2 525 nm / 590 nm
PE FL2 575 nm
PI FL2 und FL3 562-588 nm

Tab. 2.3: Detektion verwendeter Fluorochrome im FACS.

Nach Anregung durch die 488 nm Laserlinie kann emittiertes Licht, abhangig von Probenvorbereitung und Wellenldnge der
Fluorochrome, im entsprechenden Detektionskanal nachgewiesen werden. Die dabei gemessene Fluoreszenz ist proportional
zur Zahl der gebundenen Fluorochrommolekiile und wird im 90° Winkel zum einfallenden Licht detektiert.

2.8.2 Oberflachenfarbung membranstandiger Proteine

Zur Erfassung membranstindiger Proteine, z.B. Rezeptoren, werden Antikérper mit fusioniertem
Fluorochrom benutzt, die spezifisch an das Zielprotein binden und iiber das Fluorochrom im FACS

detektiert werden konnen.

Durchfihrung:

Die zu untersuchenden Zellen wurden entsprechend der Fragestellung in eine 6-Loch-Platte
ausplattiert, vorsichtig mit einem Zellschaber geerntet und mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellen
wurden nicht mit Hilfe von Trypsin abgel6st, um eine Proteolyse der Oberflichenstruktur zu
vermeiden. Nach Zentrifugation bei 500 g fiir 3 Minuten wurde der Uberstand abgesaugt und die
Zellen mit Erstantikérper in PBS fiir mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden die
Proben erneut mit PBS gewaschen, zentrifugiert und mit FITC-markiertem Zweitantikérper gegen den
ersten Antikorper in PBS fir 30 Minuten auf Eis und lichtgeschiitzt inkubiert. Es kann auch direkt mit
FITC markiertem Erstantikorper gefirbt werden. Dann wurden die Proben wieder mit PBS gewaschen,
zentrifugiert und das Pellet in 400 pl PBS resuspendiert, um darauthin im FL1-Kanal des

DurchfluB3zytometers vermessen zu werden.

2.8.3 Erfassung frihapoptotischer Zellen mittels Annexin V-Anféarbung

Im Zuge der Apoptose finden Verinderungen an der Zelloberfliche statt. Ein frithes Ereignis ist dabei
der Verlust der Asymmetrie in der Verteilung der Zellmembranphospholipide. In lebenden Zellen
befinden sich anionische Phospholipide wie z.B. das Phosphatidylserin hauptsichlich an der Innenseite

der Zytoplasmamembran, wihrend neutrale Phospholipide sich an der du3eren Seite befinden.

58




Material und Methoden

Wird Apoptose ausgelost, translozieren Phosphatidylserine aktiv in die duBlere Membran.
Phagozytierende Zellen erkennen diese und entfernen die apoptotischen Zellen. Annexin V, welches
kalziumabhingig an Phospholipide bindet, weist eine hohe Affinitit zu Phosphatidylserin auf und kann
daher z.B. als FITC-markiertes Annexin V benutzt werden, um apoptotische Zellen im FACS zu
identifizieren (Koopman et al. 1994).

Zusitzliche Inkubation mit Propidiumiodid (PI) wird benutzt, um zwischen lebenden, frih-
apoptotischen (Annexin V positiv), spit apoptotischen (Annexin V und PI positiv) oder nekrotischen

(PI positiv, u.U. ebenfalls AV positiv) Zellen zu unterscheiden.

Durchfihrung:

Die adherenten Zellen wurden in 6-Loch-Platten je nach Fragestellung ausplattiert. Nach Uberfithrung
des Uberstandes in FACS-Rohrchen wurden die Zellen in der 6-Loch-Platte mit Annexin V-
Bindungspuffer (2.3.2) gewaschen und mit FITC-fusioniertem Annexin V in 900 ul Bindungspuffer 10
Minuten bei 37°C inkubiert. Die Suspension in den FACS-R&hrchen wurde bei 500 g fir 3 Minuten
zentrifugiert und das Pellet ebenfalls mit FITC-fusioniertem Annexin V in 100ul Bindungspuffer 10
Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurden die adherenten Zellen der 6-Loch-Platte vorsichtig mit
einem Zellschaber geerntet und mit den Zellen aus dem Uberstand im FACS Réhrchen vereint.
AnschlieBend wurden 0,5 mg/ml PI zugegeben und die Proben ztgig am FACS (FL1/FL2) vermessen,

um unspezifische Hintergrundsfirbung so gering wie moglich zu halten.

2.8.4 Bestimmung der Zellzyklusverteilung und Apoptosequantifizierung mithilfe von Pl

(Nicoletti)

DNA-Fragmentierung ist ein wichtiges Merkmal apoptotischer Zellen. Demzufolge macht es die
Messung des DNA-Gehaltes in fixierten, permeabilisierten Zellen nicht nur méglich, Zellzyklusphasen
zu identifizieren, sondern auch apoptotische Zellen zu quantifizieren. Um den relativen DNA-Gehalt
mittels DurchfluBlzytometrie zu vermessen, wird Propidiumiodid (PI) benutzt, welches in DNA und
RNA interkaliert.

Nach Permeabilisierung der Zellen mit Ethanol und Verdau der RNA mit RNase A bindet PI
proportional an DNA aller Zellzyklusphasen und die Fluoreszenzintensitit ist direkt proportional zum
DNA-Gehalt der Zelle.

Die Messergebnisse werden im Histogramm dargestellt, indem die Zellzahl (counts) gegen die relative
Fluoreszenzintensitit von PI (FL2A) aufgetragen wird (Abb. 2.2). Das Histogramm reflektiert somit die
Zellzyklusverteilung der Zellpopulation, wobei der Hauptanteil sich in GO/G1 (DNA Gehalt: 2n)

59‘
|



Material und Methoden

befindet. Zellen in G2/M fluoreszieren doppelt so statk (DNA Gehalt: 2x2n). Zellen der S-Phase
befinden sind gerade dabei neue DNA zu synthetisieren (DNA Gehalt: 2n - 2x2n). Apoptotische Zellen
erscheinen mit verminderter Fluoreszenz im subG1-Bereich (hypoploid), da die fragmentierte DNA
aus dem permeabilisierten Kern heraus diffundiert. Der zur Messung benutzte hochmolekularer

Natriumcitrat-Puffer verstirkt dabei die Extraktion der fragmentierten DNA (Nicoletti et al. 1991).

8 S ctrl.0z2 Abb. 2.2:
™ Zelizyllusverteilung  im FL2-A-Histogramm:
o Das im FL2-Kanal detektierte und dargestellte
E Fluoreszenzsignal ermdglicht die Darstellung der
| Zellzyklusverteilung einer Zellpopulation. Zellen
mit einfachem DNA-Gehalt (2n) der GO/G1-
g ] Phase sammeln sich im Bereich von 200, Zellen
e der G2/M-Phase, d.h. mit doppelten DNA Gehalt
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[= ] Phase befinden, erscheinen im Bereich
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Durchfihrung:

Die zu untersuchenden Zellen wurden je nach Versuchsansatz (2.7.8) ausplattiert und nach
entsprechender Behandlung (2.7.9) mithilfe eines Zellschabers in FACS-Rohrchen geerntet. Nach
Pelletierung der Zellen bei 500g fiir 3 Minuten wurden die Zellen mit eiskaltem 70%igen Ethanol fixiert
und permeabilisiert. Dazu wurde 1 ml der Ethanol-Lésung tropfenweise und unter Vortexen zu dem
Zellpellet gegeben. Die Réhrchen wurden verschlossen und tiber Nacht bei 4°C gelagert. AnschlieBend
wurden die Proben mit Natriumcitrat-Puffer (38mM, pH7,5) gewaschen und mit jeweils 400ul PI-
Puffer (2.3.3) 20 Minuten bei 37°C inkubiert. SchlieBlich wurden die Proben am FACS im FL.2-Kanal,
aufgetrennt in FL2-A und FL2-W (,,Doublet Discrimination Modul, DDM*), vermessen.

2.8.5 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials Ay, mittels JC-1

Mitochondriale Dysfunktionen wihrend der Apoptose gehen meistens mit Verinderungen des
mitochondrialen Membranpotentials einher. Eine Moglichkeit, den Abfall des mitochondrialen

Membranpotentials zu erfassen, ist die Anfirbung mit JC-1 (5,5°,6,6’-Tetrachloro-1,1",3,3’-tetracthyl-
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Benzimidazolylcarbocyaniniodid), einem kationischem Farbstoff mit potentialabhingiger
Fluoreszenzemission. So akkumuliert JC-1 unter dem Einfluss des Potentials in der mitochondrialen
Matrix und bildet rote Fluoreszenz-Aggregate (590 nm). Mitochondriale Depolarisierung hingegen
fuhrt zur Auflésung der JC-1-Aggregate und erhoht die griin fluoreszierende (525 nm) monomere

Form (Smiley et al. 1991).

Durchfihrung:

Behandelte und unbehandelte Kontrollzellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und das Pellet in
500 ul JC-1 Farbepuffer (2.3.5) geldst. Nach 20-miniitiger Inkubation im Wasserbad bei 37°C wurden
die Proben sofort auf Eis gestellt, um die Firbereaktion zu stoppen und die Proben vergleichbar zu
halten, und dann im FACS vermessen (FL.1/FL2). In der anschlieBenden Analyse wurde das Verhiltnis
FL1 positiver (depolarisiert) zu FL2 positiver (lebend) Zellen bestimmt. Bei einem Faktor grofer 1

besal3 der Hauptanteil der Zellpopulation ein depolarisiertes mitochondriales Membranpotential.

2.8.6 Erfassung der DNA-Fragmentierung mithilfe der TUNEL-Methode

Eine weitere Moglichkeit, die DNA-Fragmentierung, d.h. die Generierung charakteristischer DNA-
Strangbriiche im Nukleus, zu messen, stellt die TUNEL-Methode dar.

Die 3-OH-Enden der Strangbriiche kénnen durch indirektes Anhingen eines Fluorochroms
nachgewiesen werden. Dazu werden Deoxynukleotide benutzt, welche in einer von exogen
zugegebener TdT (terminale Deoxynucleotidyltransferase) katalysierten Reaktion angebaut werden. Am
besten geeignet ist hierbei das BrdU (Bromodeoxyuridin). Das an die DNA-Strangbriiche angehingte
Poly-BrdU kann durch Einsatz von FITC-konjugierten anti-BrdU-Antikérpern nachgewiesen werden.
Diese Methode erfordert eine Vorfixierung mit Formaldehyd, damit fragmentierte DNA nicht durch
Diffusion verloren geht. Diese als TUNEL (Terminale desoxynukleotidy-Transferase-mediated dUTP-
biotin nick end labeling) bezeichnete Methode kann mit anderen Techniken kombiniert werden. So
wird in Kombination mit Propidiumiodid parallel zur Apoptose auch die Zellzyklusverteilung der

Zellpopulation erfasst (Kaufmann et al. 2000).

Durchfihrung:

Es wurde das Apo-BrdU-Kit der Firma Becton Dickinson benutzt. Die folgenden Arbeitsschritte
wurden entsprechend der Arbeitsvorschrift des Herstellers durchgefiihrt.

Die zu untersuchenden Zellen wurden je nach Fragestellung ausplattiert, behandelt und schlieflich in

vorbereiteten FACS-Réhrchen mitsamt Uberstand geerntet. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 500g
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fiir 5 Minuten; der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit PBS gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 1
ml 4%igen Formaldehyd vorfixiert. Erneut wurde die Probe mit PBS gewaschen und das Zellpellet
schlieBlich mit 70%igen Ethanol 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Danach wurde die Probe mit
im Kit enthaltenen Waschpuffer (2.3.6) gewaschen, um anschlieSend zur DNA-Markierung 60 Minuten
bei 37°C mit DNA-Markierungslésung (2.3.6) inkubiert zu werden. Nach einem Waschschritt mit
»Rinse® (2.3.6) erfolgte dann die Inkubation mit FITC-gekoppelten anti-BrdU-Antikorpern fir 30
Minuten bei Raumtemperatur unter lichtgeschutzten Bedingungen. Zuletzt wurde die Probe mit
PI/RNase Losung (2.3.6) 30 Minuten bei Raumtemperatur und ebenfalls im Dunkeln gefirbt.
SchlieBlich erfolgte die Messung der Fluoreszenz am FACS-Gerit in den Kanilen FL1 (FITC) und FL3

(P

2.8.7 Anfarben intrazellularer Zellbestandteile zur durchfluRzytometrischen Vermessung

Das Anfirben intrazellulirer Proteine, z.B. mit Fluorochrom gekoppelten Antikorpern, erfordert die
Permeabilisierung der Zellen. Hierzu werden die Zellen erst fixiert, damit die Zellbestandteile
untereinander vernetzt werden und nach der Permeabilisierung der Zellinhalt beim Waschen nicht
durch Diffusion verloren geht. SchlieBlich wird mithilfe eines Detergens die Plasmamembran
durchlissig gemacht. Nun kénnen z.B. Antikorper genutzt werden, die an intrazellulire Proteine binden
und deren Nachweis ermdglichen. Ein mit Fluorochrom fusionierter Zweitantikérper erlaubt

schlieBllich die Detektion im Durchfluf3zytometer.

Durchfihrung:

Entsprechend der Versuchsfragestellung wurden die Zellen in 6-Loch-Platten ausplattiert und
behandelt. Nach dem Ernten und Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1 ml 4%Formaldehyd und
1 ml PBS vermischt und fixiert. Hierzu wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend mit PBS gewaschen und zentrifugiert (500g, 3min).

Zur Permeabilisierung wurden die Zellen in 1 ml Permeabilisierungspuffer (2.3.7) resuspendiert und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS und nach der
Zentrifugation wurden die Zellen mit Erstantikorperlésung (1ul/200 ul PBS) versetzt und mindestens
30 Minuten auf Eis inkubiert. Erneut wurde mit PBS gewaschen und anschlieBend zentrifugiert, um
dann mit Fluorochrom matkiertem Zweitantikorper (1ul/200 pl PBS) 30 Minuten auf Eis zu firben.

Darauthin wurden die Proben mit PBS gewaschen, in 500 pl PBS resuspendiert und am FACS
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vermessen. Eine zusitzliche Anfirbung z.B. mit 7-AAD kann durchgefiihrt werden, um die Verteilung

im Zellzyklus zu untersuchen (vgl. 2.8.7).

Modifiziertes Protokoll fir Cytochrom c:

Zur Messung der Cytochrom c - Freisetzung nach apoptoseauslosenden Stimuli wird ein modifiziertes
Protokoll der intrazelluliren Anfirbung benutzt. Um eventuell aus den Mitochondrien in das Zytosol
gewandertes Cytochrom c zu entfernen, werden die Zellen zuerst permeabilisiert und anschlieBend
fixiert. Der dann gemessene Gesamtgehalt an Cytochrom c in den Mitochondrien gibt Aufschluss
dariiber, ob Cytochrom c freigesetzt wurde, da es in diesem Falle aus dem Zytosol der permeabilisierten

Zellen weggewaschen wird, und der zellulire Cytochrom c-Gehalt sich somit stark vermindert hat.

Durchfihrung:

Hierzu wurden die Zellen in FACS Réhrchen geerntet, mit PBS gewaschen, zentrifugiert (500g, 3min)
und schlieBlich mit Permeabilisierungspuffer (2.3.7) 5 Minuten permeabilisiert. Die R6hrchen wurden
mit PBS aufgefiillt, zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Proben mit Formaldehyd fixiert.
Hiernach wurde dreimal mit PBS gewaschen und zum Abblocken 1 Stunde in Blockpuffer (2.3.8) bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde mit Erstantikérperlésung tiber Nacht bei 4°C
inkubiert, danach dreimal mit PBS gewaschen und 40 Minuten mit Zweitantikorperlésung auf Eis

gefirbt. Nach einem letzten Waschschritt wurden die Proben im FACS vermessen.

Antikorper Klon Immunglobulin Spezies/erkennt Zweitantikorper
a-Cyclin B1 GNS-1 IeG1 Maus / Human o -mouse-FITC
a-Cyclin D1 DCS-6 1gG2a Maus / Human a -mouse-FITC
a-Cyclin D3 G107-565 IeG1 Maus / Human o. -mouse-FITC
a-Cyclin E HE12 1gG1 Maus / Human a -mouse-FITC
a-Cytochrom ¢ 6H2.B4 1gG1 Maus / Human a -mouse-FITC
a-Caspase3-PE - - Hase / Human -

Tab. 2.4: Erstantikérper und die damit benutzten fluorochromgekoppelten Zweitantikorper.

Zur Anfarbung intrazellularer Proteine wurden die hier aufgelisteten Antikorper in einer 1:200 Verdiinnung eingesetzt. Ein
fluoreszierender Zweitantikdrper bindet an den Primérantikdrper und ermdglicht somit den Nachweis des Proteins im
Zytometer.

2.8.8 Nachweis aktiver Caspase-3 im FACS

Caspasen werden durch transkatalytische Spaltung ihrer zymogenen Procaspasen in grofle und kleine
Untereinheiten aktiviert. Die Untereinheiten bilden dann aus zwei kleinen und zwei groflen

Untereinheiten ein Heterotetramer, das aktive Caspasemolekiil. Mithilfe von Antikorpern, die spezifisch
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und ausschlieBlich aktive Caspasen, z.B. Caspase-3, erkennen, ist es moglich, immunzytochemisch
Caspaseaktivitit nachzuweisen. Wird dies zudem mit einer Anfirbung der intrazelluliren DNA, z.B. mit
7-AAD, kombiniert, ist es moglich, Caspaseaktivitit und Zellzyklusverteilung (FL3-Kanal mit DDM)

simultan zu bestimmen.

Durchfihrung:

Die auf Caspaseaktivitit zu untersuchenden Zellansitze wurden geerntet, mit PBS gewaschen und das
Zellpellet in 1 ml PBS aufgenommen. Nachdem jede Probe gut durchmischt war, wurde 1 ml
Formaldehyd (4%) zur Vorfixierung zugegeben. Auf die 20-minttige Inkubation bei Raumtemperatur
und das anschlieBende Waschen mit PBS folgte die Permeabilisierung mit Permeabilisierungspuffer
(2.3.7) fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Einem erneuten Waschvorgang folgte die Inkubation mit
PE-fusionierten Antikorpern gegen aktive Caspase-3 fur 30 Minuten auf Eis. AnschlieBend wurden die
Zellen wieder mit PBS gewaschen und mit 7-AAD Firbel6sung (2.3.4) 15 Minuten bei 37°C gefirbt

und am FASC vermessen.

2.8.9 Erfassung der Zellzyklusverteilung GFP-exprimierender Zellen mittels

Fluoreszenzfarbstoff DRAQS5

Um die Zellzyklusverteilung und das Apoptoseverhalten z.B. von p27EGFP-exprimierenden Zellen zu
untersuchen, wurde ein zellpermeabler DNA-Farbstoff (DRAQS5) gewihlt. Somit besteht keine Gefahr,
GFP nach Permeabilisierung der Zellen zu verlieren. DRAQS5 gelangt in kiirzester Zeit in die Zelle und
firbt die genomische DNA (in vernachlissigbaren Ausmal3 auch RNA) der Zelle an.

Durchfihrung:

24-48 Stunden nach Transfektion wurden nach Uberpriifung der GFP-Expression im
Fluoreszenzmikroskop die Zellen geerntet. 1 ml der Zellsuspension wurde in ein FACS Roéhrchen
Uberfiihrt und mit 1 ul DRAQ (5uM) 3 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Eis
gestellt, gewaschen, in 400 pl PBS resuspendiert und schlieBlich im FACS vermessen, wobei GFP
positive Zellen im FLL1-Kanal detektierbar waren und die DRAQ Fluoreszenz proportional zum DNA-
Gehalt der Zelle in FL2 erfasst wurde. In der anschlieBenden Analyse wurde die Zellzyklusverteilung

der GEFP-positiven Zellen ausgewertet.
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2.8.10 Bestimmung des Proliferationsverhaltens lber CFSE- Farbung

Eine Moglichkeit, das Proliferationsverhalten von Zellen zu untersuchen, stellt die Anfirbung mit
CEFSE (CFDA, SE: carboxy fluorescein diacetate) dar. Dieser Farbstoff liegt als zellpermeabler Ester
vor und wird in der Zelle durch Esterasen zu CFSE hydrolysiert, wonach das Molekil nicht mehr
permeabel ist, kovalent an Proteine bindet und irreversibel im Zytosol der Zelle verbleibt. Teilt sich die
Zelle, teilt sich der Anteil an CFSE auf die zwei neu entstandenen Tochterzellen auf, d.h. der
Fluoreszenzgehalt dieser Zellen halbiert sich. Dies kann im FACS quantifiziert und zur Analyse von
Proliferation bzw. Zellteilung genutzt werden. CFSE kann auch zur Markierung von Zellen mit

Fluoreszenz genutzt werden (vgl. 2.7.10).

Durchfihrung:

Die trypsinierten RKO-Zellen wurden gezihlt und 1x10° Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefil3 Gberfihrt,
mit PBS aufgefiillt, bei 200g fiir 3 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach
Resuspendierung des Zellpellets in 1 ml PBS und Anfirbung mit 5 uM CFSE fur exakt 5 Minuten bei
37°C wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen und
entsprechend den Versuchsbedingungen ausplattiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden die Zellen

erneut geerntet und ihre Fluoreszenz am FACS im FL1-Kanal vermessen.

2.8.11 Quantifizierung DNA-replizierender Zellen tber BrdU-Einbau

Proliferierende Zellen bauen wihrend der DNA-Synthese (S-Phase) zugesetzte, modifizierte
Nukleotide (z.B. BrdU) ein. Das an Stelle von Thymidin in wachsende DNA-Ketten eingebaute BrdU
(Bromodeoxyuridin) kann mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern nachgewiesen werden. BrdU
markiert nur proliferierende Zellen, da arretierte Zellen keine DNA-Neusynthese betreiben und somit
kein BrdU einbauen. Diese Nachweismethode kann mit anderen Anfirbungen, wie z.B. PI, kombiniert

werden.

Durchfihrung:

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit BrdU (60 uM) fiir 1,5 Stunden inkubiert, anschlieBend
geerntet und bei 500g fiir 3 Minuten zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand abgesaugt und das
verbliebene Zellpellet mit 70%igen Ethanol fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieSend
wurde das Reaktionsgefil3 mit Waschpuffer (2.3.9) aufgefillt, bei 500g 3 Minuten lang zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und das Pellet in Denaturierungslésung (2.3.9) gelést und gut durchmischt.

Nach 20-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut gewaschen und das Pellet in 500 ul
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TrisHCl-Losung (2.3.9) suspendiert. Die Probe wurde 2 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen
und dann erneut gewaschen. Darauthin erfolgte eine 20-minttige Inkubation bei Raumtemperatur mit
einem Antikérper gegen BrdU in 50 pl Verdinnungslésung (2.3.9). Nach Waschen der Probe und
Inkubation mit Zweitantikorper (FITC-anti-Maus-Ig) in 50 ul Verdinnungslésung bei Raumtemperatur
wurde nach einem weiteren Waschschritt die Probe in PI-Firbelésung (2.3.6) 30 Minuten bei

Raumtemperatur gefirbt und schlie8lich im Zytometer vermessen.

2.8.12 Fluorometrische Analyse der Caspaseaktivitaten

Der Hauptanteil der proteolytischen Spaltungen wihrend der Apoptose resultiert aus der Aktivierung
der Caspasen. Die Enzyme dieser Familie erkennen spezifische Motive ihrer Substrate und spalten
ausschlief3lich an der Carboxylseite eines Aspartatrestes (Alnemri et al. 1996).

Eine Aktivierung der Caspasen kann durch Zugabe eines synthetischen, an ein Fluorophor gekoppelten
Substrates gemessen werden. Die Abspaltung des fluoreszierenden Substrates durch das aktive Enzym
fihrt zur Erh6hung der Fluoreszenz, wobei das gebildete Fluorophor proportional der Konzentration
an aktiver Caspase ist. Die Bestimmung von Caspaseaktivititen erfolgt unter Verwendung von
spezifischen Substraten fiir Caspase-3 (Ac-DEVD-AFC), Caspase-8 (Ac-IETD-AFC) und Caspase-9
(Ac-LEHD-AFC). Die Spaltung dieser Peptide durch die jeweilige Caspase fihrt zur Freisetzung von
AFC (7-amino-4-trifluoromethylcoumarin) welches bei einer Anregung von 405nm und Emission von
505nm im Fluorometer detektiert werden kann, da der blockierende Acetylrest (Ac) abgespalten wird

(Stennicke & Salvesen 2000).

Durchfihrung:

Die zu untersuchenden Zellen wurden in Petrischalen ausgesit und je nach Fragestellung behandelt.
Nach der Ernte wurden jeweils 1,5 x 10° Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefil3 iiberfiihrt. Die Gefil3e
wurden mit eiskaltem PBS aufgefiillt, bei 500g fiir 3 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt
und das Pellet in 1 ml eiskaltem PBS gel6st. Diese Suspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefd3 pipettiert und in der Tischzentrifuge bei 12000g fir 5 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die Proben in fliissigen Stickstoff schockgefroren,
um sie dann bei —80°C einzulagern. Um die Caspaseaktivitit zu bestimmen, wurden die aufgetauten
Pellets in Lysispuffer gelost, 10 Minuten auf Eis inkubiert, jeweils 50 ul Reaktionspuffer (2.3.10)
zugegeben, in 3er Ansitzen auf eine 96-Loch-Platte verteilt und 1 pl des jeweiligen Substrates (1 mM)
zu pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei 37°C wurde die Platte im vorgeheizten

Fluorometer bei ebenfalls 37°C fiir 2 Stunden vermessen.
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2.9 Proteinchemische Methoden

2.9.1 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellen (Gesamtzellextrakte)

Um Unterschiede in der Proteinexpression verschieden behandelter Zellen untersuchen zu kénnen,
werden die Zellen mit Hilfe eines Tris-Puffers in Anwesenheit von Protease-Inhibitoren lysiert. Eine
zusitzliche Ultraschallbehandlung fithrt zum Aufbrechen von Zellmembranen und zur mechanischen

Zerkleinerung von Makromolekiilen wie DNA oder RNA.

Durchfihrung:

Die in 10 cm Schalen ausplattierten Zellen wurden mitsamt Medium mithilfe eines Zellschabers
geerntet und in 15 ml ReaktionsgefidB3e tiberfihrt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 500g fir
3 Minuten pelletiert, in PBS resuspendiert und erneut durch Zentrifugation pelletiert. Das gewaschene
Zellpellet wurde in 400 ul Lysispuffer suspendiert (2.4.1). Nach kurzer Inkubation auf Eis (5 min)
wurde jede Probe dreimal 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt. AnschlieBend wurde das Zelllysat bei
—80°C aufbewahrt.

2.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Diese Methode basiert auf der Farbreaktion der zu bestimmenden Proteine mit Coomassie-
Brilliantblau, wobei Komplexe mit einem Absorptionsmaximum von 595 nm entstehen. Die ermittelte
Absorption bei 595 nm ist ein Mal3 fiir die Proteinkonzentration in der Lésung. Der Farbstoff bindet in

dieser Reaktion an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine.

Durchfihrung:

5 ul des zu messenden Proteinlysates wurden in eine Kuvette vorgelegt und mit 995 pl Protein
Firbelosung (2.4.7) vermischt. Nach 5-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe am
Photometer bei einer Wellenlinge von 595 nm vermessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration

wurde eine Eichung mit einer BSA-Verdinnungsreihe vorgenommen.

2.9.3 Proteinauftrennung mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteinmolekiile wandern in einem elektrischen Feld ihrer GroBe und Nettoladung entsprechend. Fir
die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wird das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS)

zur Solubilisierung von Proteinen verwendet. Dabei bilden einzelne Polypeptidketten einen Komplex
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mit negativ geladenen SDS-Molekiilen und wandern deshalb als einheitlich negativ geladener SDS-
Proteinkomplex durch das Polyacrylamidgel. Um intra- oder intermolekulare Disulfidbriicken
aufzubrechen, wird ein Reduktionsmittel, z.B. B-Mercaptoethanol, zugegeben und fiir 3 Minuten
gekocht. Die so vollstindig denaturierten Proteine wandern mit einer ihrer Molekularmasse

entsprechenden Geschwindigkeit.

Durchfihrung:

Die Proteingele wurden nach dem Protokoll von Laemmli (2.4.8) gegossen. Dazu wurde ein 12,5%iges
Trenngel gegossen, mit Ethanol iiberschichtet und nach der Polymerisation mit H,0O abgespilt.
Darauthin wurde das Sammelgel gegossen, und zur Ausbildung der Probentaschen wurde ein Kamm in
das noch nicht polymerisierte Sammelgel eingesetzt. Nach der abgeschlossenen Polymerisierung wurde
der Kamm entfernt, die Gelapparatur zusammengebaut und mit 1xSDS Laufpuffer (2.4.11)
Uberschichtet. Die zuvor mit Probenpuffer (2.4.10) 1:1 versetzten und 3 Minuten bei 95°C erhitzten
Proben wurden nach kurzer Zentrifugation, zur Abtrennung unléslicher Bestandteile, in die Geltaschen
aufgetragen. In der Regel wurden 5 ug Protein verwendet. Zusitzlich wurden noch 5 ug Proteinmarker
aufgetragen. Zum Sammeln der Proteine im Sammelgel wurde eine Spannung von 80V angelegt, die
spater zur Auftrennung der Proteine auf 140V erhoht wurde. Nach erfolgreicher Auftrennung wurden
die Proteine aus den Gelen durch Semi-Dry-Transfer auf PVDF-Membranen tibertragen (2.9.4).
Zusitzlich wurden die Gele nach dem Transfer 30 Minuten mit Coomassiefarbelosung (2.4.14) gefirbt
und danach in Entfirbbel6sung (2.4.15) inkubiert, um die restlichen, nicht transferierten Proteine fir
eine Ladekontrolle sichtbar zumachen. AnschlieBend wurden die Gele zwischen zwei Zellophanpapiere

gelegt und im Geltrockner 2-3 Stunden getrocknet.

2.9.4 Immunoblot-Analyse von Proteinen (,Western Blot")

Um ein bestimmtes, in der Elektrophorese aufgetrenntes Protein nachzuweisen, werden die Proteine
elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran transferiert und diese anschlieBend mit Antikérpern gegen
das zu untersuchende Protein inkubiert. Die Membranen binden die Proteine durch hydrophobe
Wechselwirkungen. Um die Proteinbindungsstellen der Membran zu aktivieren, wird die Membran kurz
in Methanol eingetaucht; der Transfer findet dann in der Blotkammer, einer Halbtrockenzelle, statt.
Vor der Inkubation eines Blots mit Antikérpern werden die unspezifischen Proteinbindungsstellen der

Blotmembran mit Blockmilch (2.4.16) abgesattigt.
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Durchfihrung:

Zunichst wurden 2 x 3 Whatman 3MM Filterpapiere und die PVDF-Membran auf die GréBe des Gels
zurechtgeschnitten. Wihrend die Filterpapiere und das Proteingel in Transferpuffer (2.4.13)
dquilibrierten, wurde die Membran zur Aktivierung eine Minute in 100% Methanol eingetaucht.
Nachdem beide Seiten der Blotkammer mit destilliertem Wasser befeuchtet waren, wurde auf der
Kathodenseite ein ,,Gel-Sandwich* aufgebaut. Hierzu wurden Gel und Membran zwischen zweimal 3
Lagen der in Transferpuffer getrinkten Filterpapiere gelegt. Danach wurden mithilfe einer Pipette
samtliche Luftblasen aus dem Stapel entfernt, indem mit der Pipette vorsichtig tiber den Stapel gerollt
wurde. Der Transfer erfolgte fir zwei Stunden bei einer Stromstirke, die sich folgendermallen
errechnete: Stromstirke [mA] = 0,8 x Fliche der Membran [cm’]. Zur Uberpriifung des Transfers
wurde die Membran nach abgelaufener Transferzeit mit dem Farbstoff Pongeau-Rot gefirbt, welcher
die Proteinbanden reversibel sichtbar machte. Die Trichloressigsiure in der Firbelésung fixierte
gleichzeitig die Proteine auf dem Blot. Die Farbe wurde mit H,O wieder abgewaschen und verschwand

vollstindig beim einstindigen Blocken der Membran mit Blockmilch (2.4.16).

2.9.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Um ein bestimmtes, auf die Membran transferiertes Protein nachzuweisen, wird die Membran mit
Antikorpern gegen das zu untersuchende Protein inkubiert. Dies erlaubt eine gleichzeitige
GroBlenbestimmung des erkannten Antigens. Ein gekoppelter zweiter Antikorper bindet spezifisch an
den ersten, womit die Nachweisgrenze betrichtlich erhéht wird und auch schon geringe Mengen des
Antigens aufgespiirt werden kénnen. Am Zweitantikorper ist das Enzym der Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt. Es bewirkt nach Zugabe von Luminol und Wasserstoffperoxid eine Chemilumineszenz-

reaktion, bei der Licht der Wellenlinge 428 nm freigesetzt wird (2.9.6).

Durchfihrung:

Die verwendeten Antikérper (Tab. 2.5) wurden in Blockmilch entsprechend der tabellarischen
Auflistung verdinnt. Nach dem Transfer wurde die Membran zur Absittigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen 30 bis 60 Minuten in Blockmilch geschwenkt und daraufhin mit
Erstantikorperlésung tiber Nacht bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Es wurde anschlieend dreimal
10 Minuten mit frischer Blockmilch gewaschen, um tuberschissige und unspezifisch gebundene
Antikérper zu entfernen. Darauthin wurde eine Stunde mit dem Zweitantikorper inkubiert und wieder

dreimal 10 Minuten mit Blockmilch gewaschen.
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Antikoérper Mono/poly Klon Ig Spezie Konzentration
gegen

Akt1 polyklonal D17 - Ziege 1:500
Aktin polyklonal Cl1 - Ziege 1:1000
Bel-x, monoklonal 2H12 1gG2a Maus 1:1000
Caspase-3 polyklonal H-277 - Hase 1:1000
Caspase-8 monoklonal C15 1gG2b Maus 1:20

CD95 monoklonal | Apo 1-3 1gG3 Maus 1:1000
Cdc2 polyklonal Ab-1 - Hase 1:1000
clAP2 polyklonal - - Hase 1:1000
Cycline B monoklonal | GNS-1 1eG1 Maus 1:500
Cycline D1 monoklonal DCS-6 1gG2a Maus 1:500
Cycline D3 monoklonal | G107-565 IeG1 Maus 1:500
Cycline E monoklonal HE12 1eG1 Maus 1:1000
Cytochrom c monoklonal | 7TH8.2C12 | IgG2b Maus 1:1000
FADD monoklonal Klon 1 IeG1 Maus 1:500
c-FLIP polyklonal Dave-2 - Hase 1:1000
Met polyklonal C28 - Hase 1:1000
p21 monoklonal F5 1gG2b Maus 1:500
p27 monoklonal F8 IeG1 Maus 1:500
p65 polyklonal - - Hase 1:1000
P-Akt polyklonal | (P-Ser473) - Hase 1:1000
PARP monoklonal | 4C10-5 1eG1 Maus 1:1000
Tubulin monoklonal DMla IeG1 Maus 1:1000

Tab. 2.5: Auflistung der verwendeten Antikdrper zum immunochemischen Nachweis von Proteinen:

Die Antikorper (alle erkennen u.a. humane Antigene) wurden in Blotmilch wie angegeben verdinnt und tber Nacht bei 4°C
mit der Membran inkubiert. Die Zweitantikdrper anti-Maus-HRP und anti-Hase-HRP wurden 1:2000, anti-Ziege-HRP 1:7000
verdinnt eingesetzt.

2.9.6 Enhanced Chemolumineszenz (ECL) zur Sichtbarmachung von Antigen-Antikdrper
Komplexen

Das verwendete Reagenz besteht aus einer Luminollésung mit Lumineszenzverstirkern (Phenole) und
einer Losung mit Wasserstoffperoxid. Beide Lésungen werden in einem Verhiltnis von 1:1 gemischt.
Durch die Peroxidase des Zweitantikrpers wird das Substrat Luminol oxidiert, und es entsteht Licht
mit einem Maximum von 428 nm. Dies kann durch die Exposition der Membran mit einem

Autoradiographiefilm nachgewiesen werden.

Durchfihrung:
Die Membran wurde kurz in PBS eingetaucht, abgetropft und anschlieBend mit je 500 ul der zwei ECL-
Detektionslosungen fiir exakt eine Minute bespilt. Die Membran wurde auf einem Tuch abgetropft, in

eine Klarsichthiille verpackt und in eine Filmkassette gelegt. Die Detektion der Lumineszenz erfolgte
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anschlieBend durch Auflegen eines Rontgenfilms in der Dunkelkammer, wobei die optimale

Expositionszeit zwischen 30 Sekunden und 45 Minuten betragen konnte.

2.9.7 Wiederverwendung von Western Blot-Membranen

Nach der Filmentwicklung kénnen Erst- und Zweitantikérper durch Inkubation in Strip-Puffer
(2.4.20) abgelost werden. Nach erneutem Abblocken steht die Membran fir eine weitere

Erstantikorperinkubation zur Verfiigung.

Durchfihrung:

Die noch mit ECL befeuchtete Membran wurde kurz in PBS getaucht, um die ECL-Losung vollstindig
abzuspilen. Zu 25 ml des Strip-Puffers wurden 250 ul f-Mercaptoethanol zugegeben und die
Membran darin fur 30 Minuten im zuvor auf 56°C erhitzen Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurde
die Membran in Blockmilch gewaschen und schlielich mindestens 30 Minuten in Blockmilch

inkubiert, bevor eine weitere Erstantikorper Inkubation tiber Nacht erfolgte.

2.9.8 Isolierung und Analyse des CD95-DISC

Zur Untersuchung der Proteine, die spezifisch mit dem aktivierten CD95-Rezeptor
koimmunoprizipitieren, wurde eine DISC (Death-Inducing Signalling Complex)-Analyse durchgefthrt
(Scaffidi et al. 1999). Voraussetzung fiir die Aktivierung von CD95 ist die Vernetzung des Rezeptors
entweder durch einen agonistischen Antikorper (anti-APO-1) oder durch seinen natiirlichen Liganden
CD95L. Die Bildung des DISC kann in Typl-Zellen schon noch wenigen Sekunden nachgewiesen
werden, wahrend in TyplI-Zellen erst nach 30 Minuten eine DISC-Bildung nachweisbar wird (Scaffidi
et al. 1998). Am DISC beteiligt sind u.a. die Molekiile FADD, Caspase-8 und FLIP. Die Rekrutierung
der Caspase-8 resultiert in ihrer proteolytischen Spaltung. Die beiden p18 und p10 Fragmente werden
in das Zytoplasma freigesetzt, bilden ein aktives Caspasetetramer und aktivieren andere Caspasen. Es
wird in dieser Analyse mit Protein A-Sepharose Kugelchen prizipitiert, wobei neben Antigen und
Antikorper noch an das Antigen gebundene Proteine mit isoliert werden. Das Prinzip der CD95-DISC-

Analyse ist in Abbildung 2.2 schematisch dargestellt.
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Abb. 2.3
DISC-IP
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Durchfihrung:

Zwei 15cm-Petrischalen mit jeweils 1x1 0’ Zellen wurden mit 50 ng/ml hCD95L und 1pg/ml anti-Flag-
Antikérper 60 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Eine gleiche Anzahl an Zellen wurde als
unstimulierter Kontrollansatz ebenfalls inkubiert. Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden die Zellen
vorsichtig mit einem Zellschaber geerntet und mit eiskaltem PBS gewaschen. Das nach Zentrifugation
entstandene Zellpellet wurde in 1 ml DISC-Lysispuffer resuspendiert und 20 Minuten auf Eis inkubiert.
Die Probe wurde mit 14.000g bei 4°C 15 Minuten zentrifugiert. Die Lysate der unbehandelten
Kontrollzellen wurden mit hCD95L und anti-Flag-Antikorper versetzt. Beide Ansitze wurden in den
darauf folgenden Schritten identisch behandelt. Zur Immunprizipitation des Rezeptorkomplexes wurde
jede Probe mit 50 ul Protein A-Sepharose 4B- Kiigelchen, welche an die im Komplex enthaltenen anti-
Flag-Antikérper binden, versetzt und 2 Stunden am Rotator bei 4°C inkubiert. In dieser Zeit bindet
der anti-Flag-Antikérper mit dem gesamten Komplex an die Kiigelchen. Diese wurden anschlieBend
funfmal mit 1 ml DISC-Lysispuffer gewaschen und dabei mit 14.000g bei 4°C ecine Minute
zentrifugiert. Um die Sepharose-Kiigelchen nach Dissoziation der Proteine zu entfernen, wurden die
Proben mit SDS-Probepuffer (2.4.10) versetzt und 3 Minuten bei 95°C gekocht. SchlieBllich wurde jede
Probe auf ein SDS-Gel aufgetragen und im anschlieBenden Western Blot-Verfahren (2.9.4) die
Zusammensetzung des DISC-Komplexes durch Inkubation mit Antikérpern (Tab. 2.5) gegen Caspase-
8 und FADD untersucht.

72




Material und Methoden

2.9.9 Fraktionierung in zytosolische und mitochondriale Fraktionen zur Erfassung der

Cytochrom c - Freisetzung aus den Mitochondrien

In lebenden Zellen befindet sich Cytochrom ¢ im mitochondrialen Intermembranraum und ist dort am
Elektronentransport der Atmungskette beteiligt. In apoptotischen Zellen verindert Cytochrom c seine
mitochondriale Lokalisation und akkumuliert im Zytoplasma, wo es an das Adaptor Protein Apaf-1
bindet. Dieses interagiert nach Oligomerisierung mit Proscaspase-9, die in diesem Komplex aktiviert
wird und ihrerseits Effektorcaspasen aktiviert. Um die Cytochrom c - Translokation zu erfassen,
werden Zellen durch Zentrifugation in ihre zytosolische und mitochondriale Fraktion aufgetrennt. In
jeder Fraktion wird dann mittels Immunoblot der Gehalt an Cytochrom ¢ bestimmt. Ein hoher

Saccharosegehalt im Puffer gewihrtleistet, dass die Mitochondrien wihrend der Homogenisierung intakt

bleiben (Bossy-Wetzel & Green 2000).

Durchfihrung:

Die zu untersuchenden RKO-Zellen wurden in Gewebekulturschalen ausplattiert und entsprechend der
Fragestellung behandelt. Darauthin wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgenommen, in ein 15
ml Reaktionsgefdl3 Gberfihrt, bei 200g fur 5 Minuten zentrifugiert und anschlieBend einmal mit
eiskaltem PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 500 pl Puffer A (2.4.5) resuspendiert und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Durch 40 Auf- und Abbewegungen (,,Strokes®) im Glas-Homogenator (B-Typ, tight)
wurden die Zellen vorsichtig aufgebrochen und in 1,5 ml Reaktionsgefile tiberfihrt. Um Kerne und
nicht aufgebrochene Zellen zu entfernen, wurden die Proben bei 800g fur 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen Mitochondrien wurden in neuen ReaktionsgefiBen
gesammelt und bei 22.000g 15 Minuten lang bei 4°C pelletiert. Der dabei anfallende Uberstand enthielt
die zytosolische Fraktion und wurde bei —80°C eingefroren. Das Pellet wurde in 100 ul Puffer B (2.4.6)
gelost, 20 Minuten auf Eis inkubiert und schlieBlich bei 22.000g fir 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert.
Die Gesamtheit 16slicher mitochondrialer Proteine (,,mitochondriale Fraktion®) befand sich im
Uberstand und wurde ebenfalls bei —80°C eingefroren. Die beiden Fraktionen wurden im weiteren
Verlauf durch SDS-PAGE aufgetrennt, um im Western Blot Verfahren den Gehalt an Cytochrom ¢ zu
bestimmen (2.9.4).

2.9.10 Nachweis von Zytokinen im Kulturliberstand (Zytokin-Array)

Mit dieser Methode kénnen mehrer Zytokine simultan im konditionierten Medium einer Zellkultur
nachgewiesen werden. Hierzu werden mit Antikérpern gegen eine Auswahl (je nach Array) von

Zytokinen besetzte Membranen der Firma Ray Biofech benutzt, mit dem konditionierten Medium

73‘
|



Material und Methoden

inkubiert und wiederum mit einem Biotin-Antikérper-Cocktail versetzt. AnschlieBend werden die an

die Antikérper gebundenen Cytokine mit Streptavidin und ECL-Reaktion detektiert (Huang et al.

2001).
Zytokin Amray

A
Pos Pos Neg Neg EMATS | GCSF | 6o | GRO |GRO-« | F309 |IH1a |IL-1p
Pos |(Pos |Neg |Meg |EMa78 |GCSF |evcs | GRO |GRO-a (1309 |IHF1a |IL-1p
IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 | IL-12 [ IL-13 | IL-15 | IFN-y
IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 | IL-12 [ IL-13 | IL-15 | IFNy
MCP1 | MCPZ | MCP3 | MCSF | MDC MIG MIP15 | ranTES | SCF SDF-1 | TARC | TGF-g1
MCP1 | MCPZ | MCP3 | MC5F | MDC MIG MIP15 | paNTES | SCF SDF-1 | TARC | TGF-g1
TMFa |TNFp |EGF | IGF-Il |Ang |OSM |Tpo | VEGF | PDGFE | Leptin | Neg | Pos
THFa | THFp | EGF IGF-1 Ang OsSM Tpo VEGF | PDGFB | Leptin | Heg Pos

B
Pos Pos Neg Neg BDNF | BLC Ckp8-1 | Eotaxin | Eotax2 | Eotax3 | FGF-4 | FGF-6
Pos Pos Neg Neg BDNF | BLC ckgB-1 | Eotaxin | Eotax? | Eotax3 | FGF-4 | FGF-6
FGF-7 | FGF-9 | Fit-3L | Fracta. | GCP2 | GDNF | HGF IGFEP1 | IGFBP2 | IGFBP3 | IGFBP4 | IL16
FGF-7 | FGF-9 | Fit-3L | Fracta. | GCPZ2 | GDNF | HGF IGFBP1 | IGFBPZ2 | IGFBP3 | IGFBP4 | IL16
P10 LIF LIGHT | MCP4 | MIF MIP3a | HAP2 | NT-3 | NT-4 | Osteop | PARC | PIGF
P10 LIF LIGHT | MCP4 | MIF MIP3= | HAPZ | NT-3 | NT-4 | Osteop | PARC | PIGF
TGFE2 | TGFE3 | TIMP1 | TIMPZ | Blank | Blank | Blank | Blank | Blank ( Blank | Blank | Pos
TGFE2 | TGFE3 | TIMP1 | TIMPZ | Blank | Blank | Blank | Blank | Blank (| Blank | Blank | Pos

Abb. 2.4 Zytokin-Arrays der Firma Ray Biotech

A: Antikorper Positionen (doppelter Ansatz) des Arrays Nr. lll
B: Antikorper Positionen (doppelter Ansatz) des Arrays Nr. IV.

Durchfihrung:

Pos: Positivkontrolle. Neg: Negativkontrolle.

Es wurden die humanen Zytokin-Arrays der Firma Ray Biotech benutzt sowie die im Kit enthaltenen

Puffer und Loésungen. Die Membran wurde mit 2 ml Blockpuffer versetzt und 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Nach sorgfiltiger Abnahme des Puffers wurde die Membran mit dem zu

untersuchenden konditionierten Medium fur 1Th 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde

dreimal mit Waschpuffer 1 und anschlieBend zweimal mit Waschpuffer 2 gewaschen und daraufhin

mit 1 ml biotinkonjugierten Antikérper-Cocktail in Blockpuffer fir 1h 30 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Wieder wurde mehrfach mit Waschpuffer 1 und 2 gewaschen, um dann die Membran mit 2

ml HRP-konjugiertem Streptavidin in Blockpuffer versetzt 45 Minuten inkubieren zu lassen. Danach
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wurde mehrfach mit Waschpuffer 1 und 2 gewaschen und schlief3lich gebundene Zytokine mithilfe der

ECL-Reaktion nachgewiesen.

2.10 Molekularbiologische = Methoden

2.10.1 Bakterien-Transformation durch ,Hitzeschock”

Bei der Transformation werden freie DNA-Molekile durch Hitzeschock in chemisch kompetente
Bakterien eingeschleust. Die Bakterien werden auf Anwesenheit des transformierten Plasmids hin

selektioniert (Hanahan 1983).

Durchfihrung:

Zur Transformation wurden 100 ul der tiefgefrorenen chemokompetenten Bakterien (DH5ar) auf Eis
aufgetaut, die Plasmid-DNA zugegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde anschlieSend fiir 90 Sekunden auf 42°C erwirmt (,,Hitzeschock®) und dann 5 Minuten auf Eis
abgekiihlt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium und einer 30-minttigen Inkubation bei 37°C wurden
die transformierten Bakterien auf antibiotikahaltige LB-Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht bei

37°C inkubiert, bis einzelne Kolonien sichtbar wurden.

2.10.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Abtrennung der Plasmid-DNA vom Rest der Zellkomponenten, einschlief3lich der chromosomalen

bakteriellen DNA, werden die Bakterien lysiert und die Lysate tiber Anionenaustauschersiulen gegeben.

Durchfihrung:

Um groB3e Mengen Plasmid-DNA zu isolieren, wurde das Maxi-Plasmid-Reinigungsprotokoll von der
Firma Qiagen verwendet. 250 ml einer ,,uber Nacht Bakterienkultur* in ampicillinhaltigem LB-Medium
wurden abzentrifugiert (15 min, 2200g, 4°C), in 10 ml Puffer P1 resuspendiert, mit 10 ml Puffer P2
vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde eiskalter Puffer
P3 (10 ml) hinzugegeben, vorsichtig gemischt und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (12000g, 45 min, 4°C) wurde der Uberstand auf eine mit 10 ml Puffer QBT 4quilibrierte
Qiagen-Siule gegeben, die anschlieBend zweimal mit 30 ml Puffer QC gewaschen wurde. Zuletzt wurde
die Plasmid-DNA mit 15 ml des Puffers QF von der Siule eluiert. Das in 50ml-Reaktionsgefif3en

gesammelte Eluat wurde zur DNA-Faillung mit 10,5 ml Isopropanol vermischt, dann zentrifugiert
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(2000g, 30 min, 4°C), mit 70%igem Ethanol gewaschen und das Pellet getrocknet und in 200 ul H,O

gelost.

2.10.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Um mit der vorgesehenen Menge an DNA oder RNA weiter arbeiten zu kénnen, wird die Probe zuvor
auf den Nukleinsdure-Gehalt Gberprift. Die Bestimmung erfolgt Gber eine photometrische Messung.
Da Nukleinsauren Licht bei einer Wellenlinge von 260 nm absorbieren, werden die Proben bei dieser
Wellenlinge gegen den entsprechenden Leerwert in Quarzkiivetten gemessen. 1 OD,, entsprechen 40
ug Gesamt-RNA/ml bzw. 50 pg Gesamt-DNA/ml, so kann unter Bertcksichtigung der Verdinnung
fiir jede Probe die Nukleinsiurekonzentration berechnet werden. VF: Verdiinnungsfaktor.

Fir die Berechnung wurden folgende Formeln verwendet:

Konzentration einer Lésung mit DNA: OD,, x VF x 50 = DNA-Konz [ug DNA/ml]

Konzentration einer Lésung mit RNA: OD,, x VF x 40 = RNA-Konz [ug DNA/ml]

Durchfihrung:
Um die Nukleinsdurekonzentration der Probe zu bestimmen, wurden 5 pl der Probe mit 495 ul sterilem
Wasser versetzt und bei einer Wellenlinge von 260 nm gegen den Leerwert (500 ul H,O) gemessen.

Die Konzentration wurde anhand der gemessenen Extinktion berechnet.

2.10.4 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonucleasen sind besondere DNasen, die eine kurze Folge von 4 bis 8 Nucleotidpaaren
erkennen. Sie hydrolysieren DNA entweder direkt an solchen Erkennungssequenzen oder wenige
Basenpaare davon entfernt. Somit ermdglichen Restriktionsendonucleasen die Spaltung langer DNA-
Molekdle in definierte kiirzere Fragmente. Die Enzyme benétigen dafiir in der Regel Magnesium-Salze

als Kofaktoren, die in den speziellen Reaktionspuffern enthalten sind.

Durchfihrung:

Je nach Restriktionsenzym wurden die vom Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen durch 10-
fache Verdinnung der entsprechenden konzentrierten Reaktionspuffer eingestellt. Die
Restriktionsspaltung erfolgte in 30 pl Gesamtvolumen, wobei 1 ug DNA mit 1-5 U Restriktionsenzym
1 Stunde bei 37°C inkubiert wurde. Vor der Agarosegelelelektrophorese wurde dem Restriktionsansatz

1/6 Volumen des entsprechend konzentrierten Probenpuffers hinzugefiigt.
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2.10.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Nachweis der DNA-Fragmente wird die DNA-Probe je nach Fragment auf ein 1-2%iges
Agarosegel aufgetragen. Da die Nukleinsiduren durch ihre Phosphatgruppen negativ geladen sind,
wandern sie im elektrischen Feld und kénnen in der Agarosematrix ihrer Grofle entsprechend
aufgetrennt werden. Die zum Restriktionsverdau benutzten Enzyme liefern Fragmente definierter
Grofe, welche nach Auftrennung mittels UV-Licht identifiziert werden kénnen, denn unter UV-Licht

fluoresziert das zugegebene und in die DNA interkalierte Ethidiumbromid.

Durchfihrung:

Zur Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde 1 g Agarose mit 100 ml 0,5xTBE-Puffer (2.5.1)
vermischt und zum vollstindigen Loésen kurz in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkihlen der
Agarose wurde 1 ul Ethidiumbromid zupipettiert und die Agaroselésung in den vorbereiteten Geltriger
gegossen. Nach dem Transfer des Gels in die Elektrophoresekammer und dem Auffillen der Kammer
mit TBE-Puffer wurden jeweils 30 ul DNA-Probe mit 6 ul Probenpuffer (2.5.3) versetzt und in die
Probentaschen aufgetragen. Zur Analyse von RNA-Proben war ein RNA-Probenpuffer (2.5.4) notig.
Zusitzlich wurde ein GroBenmarker mit auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische
Probenauftrennung erfolgte bei 80V fir ca. 45 Minuten. AnschlieBend konnten die auf dem UV-

Schirm sichtbaren Banden identifiziert und ausgewertet werden.

2.10.6 Klenow - ,Fill in“-Reaktion zur Herstellung von DNA-,Blunt ends*

Um aus DNA—Uberh:’ingen ,,blunt-ends* herzustellen und somit z.B. ein ,Insert” in einen Vektor
einschleusen zu kénnen, der mit anderen Restriktionsendonukleasen geschnitten worden ist als das

HInsert”, werden mit der Klenow-Polymerase die DNA-Uberhinge aufgefiillt.

Durchfihrung:

Die Klenow-Reaktion wurde speziell zur Klonierung eines sog. ,,All-in-one“-Konstruktes fir die
retrovirale Transduktion benotigt. Jeweils 30 pl des mit Clal geschnittenen Vektors und des mit Xba
geschnittenen ,,Insert“-Verdaus (p27-Flag) wurden in 1,5 ml Reaktionsgefile Gberfithrt. Es wurden 1
ul dNTPs (5 mM), 1 pl Klenow-Enzym, 3 pl EcoPol Puffer und 25 ul H,O zugegeben. Nun wurde 15
Minuten bei 25°C inkubiert und anschlieBend die Reaktion mit Hilfe einer Hitzeinaktivierung gestoppt,
d.h. jeder Ansatz wurde fir 20 Minuten auf 75°C erwirmt (irreversible Denaturierung und
Inaktivierung der Enzyme). Nach kurzem Abzentrifugieren wurde dann der nichste Restriktionsverdau

durchgefihrt.
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2.10.7 DNA-Extraktion aus Agarosegelen (QIAEX Il) und DNA-Fallung

Um DNA aus Agarosegelen zu extrahieren und aufzureinigen, wurde das QIAEX II Kit von Qiagen
benutzt. Dabei werden alle Nicht-Nukleinsdure-Bestandteile wie Agarose, Proteine, Salze und
Ethidiumbromid wihrend der Waschschritte entfernt. Die Funktionsweise des Kits basiert auf einer
selektiven und quantitativen Adsorption von Nukleinsduren an die Qiaex Silica-Gel-Partikel in
Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen. Die chaotropen Salze in Puffer QX1 zerstéren
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Zuckern im Agarosepolymer und fithren somit zur Auflésung
der Gelsttcke. Eine hohe Salzkonzentration bedingt auch die Dissoziation DNA-bindender Proteine

von den DNA-Fragmenten. Die aufgereinigte DNA wird anschlieBend in H,O gel6st.

Durchfihrung:

Die aus dem Agarosegel ausgeschnittenen Stiickchen wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefi3e
tberfihrt und mit 1 ml Puffer QX1 versetzt. Nach Zugabe von 20 pul QIAEX II (Silica-Gel-Partikel)
wurde jede Probe gut durchmischt und 10 Minuten bei 50°C unter Schiitteln inkubiert. Darauthin
wurde 1 Minute bei 12.000g zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, 500 ul Puffer QX1 zugegeben und
gut durchmischt. Es wurde zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Pellet zweimal mit 500 ul
Puffer PE gewaschen. Nach einer Trocknungszeit von ungefihr 15 Minuten wurde die DNA in 20 ul
H,O gelost, gemischt und nach einer Inkubation von 10 Minuten fir 1 Minute bei 12.000g
zentrifugiert. Der DN A-enthaltende Uberstand eines Ansatzes wurde in einem neuen Reaktionsgefil3
gesammelt. Um das Volumen fir die anschlieBende Ligation zu reduzieren, wurde eine Ethanolfillung
durchgefthrt. Hierzu wurden das dreifache Volumen an Ethanol, 20 pul 3M Natriumacetat (pH 5,2;
Gebrauchskonzentration: 0,3M) und 1 ul Glycogen zugegeben. Die Fillung erfolgte iiber Nacht bei
—20°C. Am nichsten Tag wurde die Probe 30 Minuten lang mit 13.000g bei 4°C zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen, das DNA-Pellet getrocknet und schlieBlich in 50 ul H,O aufgenommen. Zur

Quantifizierung und Qualitdtsabschitzung wurden 3 pl auf ein Agarosegel aufgetragen.

2.10.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Unter der Ligation von DNA-Fragmenten wird die Verkniipfung verschiedener DNA-Molekiile durch
die Bildung neuer Phosphodiesterbindungen verstanden. Dabei katalysieren DNA-Ligasen die
Phosphodiesterbindung zwischen einer 5-Phosphatgruppe an einem DNA-Ende und der 3'-OH
Gruppe am anderen DNA-Ende unter Wasserabspaltung.
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Durchfihrung:

Plasmid-Vektor und ,Insert” wurden in den Verhiltnissen 1:3 gemischt und Ligase sowie
Reaktionspuffer zugegeben. Zusitzlich wurden zwei Kontrollansitze vorbereitet: zum einen wurden
Vektor und Ligase mit Puffer und H,O vermischt und in einem weiteren Ansatz wurde ausschlieBlich
Vektor in Puffer und H,0O gemischt. Die Ligation erfolgte bei 16°C tber Nacht. Fir die darauf
folgende Transformation wurde ein halber Ligationsansatz in 50 pl kompetenten Bakterienzellen (z.B.

DH50a) eingesetzt.

2.10.9 Sequenzanalyse

Die zu sequenzierende DNA wird mit einer DNA-Polymerase und kurzen Primern, die den
Replikationsstart ermdglichen inkubiert. Die im Reaktionsansatz ebenfalls enthaltenen
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide (ddNTP’s) werden von der Polymerase als Bausteine zur
DNA-Synthese verwendet und fithren wegen der fehlenden 3’-OH-Gruppe zur Beendigung der
Replikation. Wihrend der Sequenzierreaktion entsteht dadurch fiir jede Nukleotidposition eine durch

die Fluoreszenzmarkierung detektierbare Konzentration an DNA-Fragmenten.

Durchfihrung:
Jeweils 1 ul der jeweiligen Primer (10 pmol/ul) wurde mit 0,5 pg Plasmid-DNA in 7 pl H,O gemischt
und zur Sequenzierung in einem ABI377-Sequenzierautomaten zum Instituts-Service gegeben.

Benutzte Sequenzier-Primer (2.5.6): p27-3"V, p27-5’V, All-5’, All-3’.

2.10.10 Praparation und Sichtbarmachung genomischer DNA aus apoptotischen Zellen

(,DNA-Leiter”)

Wihrend der Apoptose kommt es zu einem Abbau der genomischen DNA, wobei zunichst 50 — 300
kbp Fragmenten gebildet werden, bevor niedermolekulare Fragmente entstehen (Kaufmann et al.
2000). Diese niedermolekularen Fragmente sind Vielfache eines 180bp Fragmentes, das entsteht, wenn
die apoptosespezifische Endonuklease CAD (Caspase-Activated Deoxyribonuclease) zwischen den
Nukleosomen in der Linkerregion die DNA hydrolysiert. Diese DNA-Fragmente kénnen in einem
Agarosegel aufgetrennt werden und zeigen ein charakteristisches Leiter-Muster. Die DNA nekrotischer

Zellen dagegen erscheint als Schmier auf dem Agarosegel, da sie unspezifisch und stochastisch verdaut

wird (Wyllie et al. 1980, Kaufmann et al. 2000).
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Durchfihrung:

Die zu untersuchende Zellprobe wurde geerntet, bei 500g fiir 3 Minuten zentrifugiert, das Zellpellet in
500 ul DNA-Extraktionspuffer (2.5.13) resuspendiert und tber Nacht bei 50°C inkubiert. Daraufhin
wurde jede Probe mit RNase A (10 ng/ul) 1 Stunde bei 37°C verdaut und anschlieBend die DNA
gefillt. Hierzu wurde 500 ul Phenol/Chloroform zugegeben und 15 Minuten durch langsame Rotation
am Rad durchmischt. Die Probe wurde dann 5 Minuten bei 12.000g zentrifugiert und der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefid3 uberfihrt. Es wurde 500 pl Isopropanol zugegeben und zum Ausfillen der
DNA geschiittelt. Dann wurde 10 Minuten mit 12.000g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen, das Pellet
getrocknet und schliellich in 100 ul H,O gelost. Zur Analyse wurde die DNA auf ein 1%iges

Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

2.10.11 Praparation von Gesamt-RNA

Zur Isolation der Gesamt-RNA werden die Zellen lysiert und danach die Nukleinsduren und Proteine
tber die unterschiedliche Loslichkeit in saurem Phenol getrennt. Nach der Extraktion liegen die DNA
in der Phenol-Phase, die denaturierten Proteine in der Interphase und die RNA in der wissrigen

Oberphase gelost vor (Chomezynski & Sacchi 1987).

Durchfihrung:

Zur Isolation der Gesamt-RNA wurden RKO-Zellen von jeweils zwei 10 cm-Gewebekulturschalen pro
Ansatz verwendet. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 3 ml ,, Triazol” von der Firma
Sigma pro Schale lysiert. Mehrmaliges Aufziehen mit der Glaspipette stellte ausreichende Homogenitit
des Lysats sicher, das dann in jeweils ein 15 ml Reaktionsgefil} tiberfiihrt und 5 Minuten stehen
gelassen wurde. Anschlieend wurde 0,2 ml Chloroform pro 1 ml Triazol zugegeben, wobei die Probe
ca. 15 Sekunden lang geschittelt wurde. Zur Phasentrennung wurden die Proben erst 2-3 Minuten
abgestellt und dann 15 Minuten bei 4°C und 12.000g zentrifugiert.

Die wissrige Oberphase, in der sich die RNA befindet, wurde sorgfiltig abgenommen, in ein frisches
1,5ml-Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfithrt und mit 0,5 ml Isopraponal pro 1 ml Triazol versetzt. Die
RNA-Fillung erfolgte tiber Nacht bei 4°C; anschlieBend wurde mit 12.000g fir 10 Minuten in der
Kiuhlzentrifuge bei 4°C  zentrifugiert. Der Isopropanoliberstand wurde vorsichtig abgenommen und
verworfen. SchlieBlich wurde die als Pellet vorliegende RNA mit 1 ml 75% Ethanol pro 1 ml Triazol

gewaschen und dann mit 7.500g bei 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Um eine méglichst reine RNA zu
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erhalten, wurde dieser Waschschritt wiederholt. Der Ethanoliiberstand wurde vollstindig abgenommen

und verworfen, das gewaschene RNA-Pellet getrocknet und schlieBlich in 100 pl DEPC-Wasser gelost.

2.10.12 DNA-Microarray

DNA-Microarrays erlauben die gleichzeitige Analyse des RNA-Expressionsnivieau simtlicher
bekannter Gene (RNA- oder Expressionsprofiling). Die DNA-Array-Technik basiert auf der
Hybridisierung von Nukleinsiduren (,,Watson-Crick-Base-Pairing®). Auf einem Trigersubstrat
(Glasscheibe oder Nylon/Nitrocellulose-Membranen) strukturiert immobilisierte DNA hybridisiert mit
unterschiedlich floureszenzmarkierten Targetnukleinsduren aus verschiedenen zu vergleichenden
Proben. Die Orte und die Intensitit der Target-Hybridisierungen werden nach Abwaschen unspezifisch
gebundener Targets tiber Floureszenzanalyse erfasst. Fur Expressionsanalysen werden spezifische vom
3"-Ende der mRNA abgeleitete cDNA-Proben oder direkt aus Datenbanksequenzen abgeleitete Oligo-
Proben als DNA-Proben verwendet. Diese werden auf dem Array mit Targets aus zwei verschieden
floureszenzmarkierten revers transkribierten cDNAs hybridisiert. Genexpressions-Muster werden nach
Hybridisierung tiber das Verhiltnis der Floureszenzintensititen bei den verschiedenen Wellenlingen fir

die beiden Proben erstellt (Young 2000).

Durchfihrung:
Die Durchfithrung sowie eine erste Analyse der Affymetrix HG-U133A und HG-95A Chips erfolgten
im Labor von Prof. Tarik Moroy im Universititsklinikum Essen (PD Ludger Klein-Hitpass). Weitere

Auswertungen wurden mit Hilfe der Microsoft Excel und GeneSpring Software durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen in Zellen mit ecdyson-
induzierbarem Genexpressionsystem  fir die Expression der CDK-

Inhibitoren p21 und p27

3.1.1 Das ecdysoninduzierbare System

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Zusammenhang zwischen Zellzyklus und Apoptose untersucht
werden. Hierzu wurden von Dr. M. Schmidt (ASTA Medica, Frankfurt) generierte RKO-Zelllinien mit
induzierbarer p21-(RKOp21) oder p27-(RKOp27) Genexpression benutzt (Schmidt et al. 2000). Das
Prinzip des ecdysoninduzierbaren Genexpressionssystems beruht auf der Heterodimerisierung der
Hormonrezeptoren RXR und VgEcR (modifizierter Ecdysonrezeptor) und anschlieBender
Transkription der eingebrachten Gensequenz nach Zugabe eines Insektenhormons aus der Ecdyson-
Familie. Die Vorteile dieses Systems bestehen darin, dass die Expression des zu untersuchenden
Genprodukts nach Bedarf angeschaltet werden kann und dass Insektenhormone im Allgemeinen
keinen Einfluss auf Sdugerzellen haben (Saez et al. 2000).

Das Auslésen des in die Zellen aufgenommenen Systems durch Zugabe eines Ecdysonhomologs fiihrte
zu einer starken Expression des CDK-Inhibitors p21 bzw. des CDK-Inhibitors p27, was sich in der
Western Blot Analyse zeigte (Abb. 3.1 A). Hierfiir wurden die Zellen 48 Stunden nach Zugabe von
Muristeron (3 uM) lysiert und anschlieBend analysiert. Im nicht induzierten Zustand, d.h. ohne Zugabe
von Muristeron, war die endogene Menge der Proteine als schwache Bande erkennbar, nach Induktion
hingegen zeigte das deutlich stirkere Signal die induzierte Uberexpression der Proteine an (Abb. 3.1; bei
gleicher Gelbeladung: Daten nicht gezeigt).

Um die Zellzyklusverteilung der induzierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen zu erfassen, wurde
eine DNA-Anfirbung der fixierten und permeabilisierten Zellen mit Propidiumiodid (PI) durchgefiihrt.
Die anschlieBende Vermessung im DurchfluBzytometer zeigte, dass die Uberexpression der CDK-
Inhibitoren erwartungsgemil in einem Wachstumstop der normalerweise stark proliferierenden RKO-
Zellen resultierte (Abb. 3.1 B). Wihrend sich p27-uberexprimierende Zellen fast vollstindig in der
G0/G1-Phase sammelten (91%), atretierte ein kleiner Teil (5%) der p21-ibetexprimierenden Zellen
auch zusitzlich in der G2/M-Phase. Dies kann daran liegen, dass p21 auch G2/M-Phase spezifische
CDK/Cyclin-Komplexe hemmt (Baus et al. 2003). Die Vermessung unbehandelter, proliferierender
RKO-Zellpopulationen etgab, dass sich hier im Mittel 45 £ 5% in der GO/G1-Phase und jeweils 25 £
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5% in der S- und G2/M-Phase des Zellzyklus befanden (Abb. 3.1). Apoptotische Zellen erschienen
aufgrund ihrer fragmentierten und aus dem Kern diffundierten DNA im subG1-Bereich. Induzierte
RKOp21-Zellen wiesen einen Anteil von ca. 5% in diesem Bereich auf, bei RKO- und induzierten

RKOp27-Zellen wurden indessen ca. 2% apoptotische Zellen gemessen.

Abb. 3.1

A RKOp21-Zellen RKOp27-Zellen Induzierte  Expression  der CDK-Inhibitoren
: ; 21 und p27 in RKO-Zellen nach Muri-
- - Murist P
MunsterEn w2 :- unsteron steronbehandlung  filhrt zu einem GO/G1-
=" G3kDa, = Zellzyklusarrest

s A: Durch Zugabe von Muristeron (3 pM) zum
p2l —> & . W Zellkulturmedium wurde die Expression der CDK-
15kDam — Inhibitoren p21 bzw. p27 in den von Dr. M.
Schmidt erhaltenen RKO-Zellen induziert. Dies
war 48h nach Behandlung anhand der erhéhten
Proteinmenge im Western Blot nachweisbar.
Dazu wurden die Blotmembranen mit
spezifischen Antikorpern gegen p21 bzw. p27
inkubiert. B: Proliferierende RKO-Wildtypzellen
sowie zur p21- bzw. p27- Expression induzierte
RKO-Zellen wurden fiir die Zellzyklusanalyse mit
Ethanol fixiert und die DNA der Zellen mit
Propidiumiodid (Pl) angefirbt. Eine Uber-
expression der CDK-Inhibitoren fiihrte zum
Zellzyklusarrest der Zellen in der GO/G1-Phase
des Zellzyklus (p21: 80%; p27: 91%).

RKO RKO p21

Zellzahl

o a0 L)

FL-2A (Pl-Fluoreszenz)

v

Ein Vergleich zwischen den natiirlich vorkommenden Ecdysonhomologen Muristeron und Ponasteron,
sowie dem synthetisch hergestellten GS-E zeigte, dass Muristeron am effektivsten durch eine sehr hohe
induzierte p27-Expression die Zellzyklusmaschinerie zum Anhalten brachte (Tabelle 3.1). Daher wurde
fur die weiteren Experimente kontinuierlich Muristeron in einer Endkonzentration von 3uM zur

Induktion benutzt.

Induktor GO/G1 STABW n
unbehandelt 46,6 % 2,1 9
Muristeron A (3uM) 90,1 % 4,2 15
Ponasteron A (3uM) 72,3 % 8,8 9
GS-E (3uM) 52,5 % - 1
GS-E (9uM) 89,5 % - 1

Tab. 3.1: Vergleich der Induktoren fir das Ecdysonsystem

Im nicht-induzierten Zustand befanden sich 46,6 £ 2,1% der RKO-Zellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus. Durch Zugabe
der Induktoren kam es zum Zellzyklusarrest, wobei mit Muristeron nach 48h 90,1 + 4,2% der Zellen in GO/G1 arretierten,
mit Ponasteron 72,3 + 8,8% und mit GS-E nur 52,5% der Zellen. Mit hoherer GS-E Konzentration konnte das jedoch auf
89,5% der Zellen in der GO/G1-Phase gesteigert werden. In nachfolgenden Experimenten wurde daher Musristeron in der
Endkonzentration von 3uM zur Induktion des Genexpressionssystems verwendet. STABW: Standardabweichung, n: Anzahl
der Experimente.
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3.1.2 Apoptoseverhalten der CDK-Inhibitor-lberexprimierenden Zellen

Die Induktion des ecdysoninduzierbaren Genexpressionsystems in RKOp21- und RKOp27-Zellen
fiihrte zur Uberproduktion von p21 bzw. p27 und damit zu einem GO/G1- Zellzyklusarrest, ohne
dabei jedoch Apoptose auszulésen. Daraufhin sollte das Apoptoseverhalten der in der GO/G1-Phase
arretierten Zellen nach Zugabe von apoptoseinduzierenden Substanzen untersucht werden. Zur
Ermittlung der optimalen Versuchsbedingungen fiir spitere Experimente wurden verschiedene
Konzentrationen des Todesrezeptorliganden hCDI95L zu den RKO-Zellen zugegeben. Dabei wurden
Apoptoseraten von ca. 30% mit 10 ng/ml an rekombinanten humanen CD95 Ligand (hCD95L), von
ca. 50% mit 20 ng/ml und danach ein verlangsamter Anstieg von ca. 50% auf ca. 60% mit den
Konzentrationen 30 ng/ml und 60 ng/ml gemessen (Abb. 3.2 A). Im Folgenden wurde mit einer
Konzentration von 10 ng/ml gearbeitet, da bei einer Apoptoserate von 30% sowohl ein anti-
apoptotischer Effekt als auch ein pro-apoptotischer Effekt, mit verminderter bzw. erhohter
Apoptoserate, nachweisbar bleibt. Es wurde stets neben dem CD95 Liganden eine konstante Menge an
Cycloheximid (100 ng/ml) und anti-Flag-Antikorper (1 pg/ml) zugegeben. Cycloheximid (CHX) wurde
verwendet, um die Typll RKO-Zellen (vgl. 1.1.3.3) gegeniiber der todesrezeptorvermittelten Apoptose
zu sensitivieren. Der anti-Flag-Antikérper wurde zur Vernetzung der Flag-fusionierten hCD95L-
Molekiile und damit fiir eine verbesserte Aktivierung des CID95 Rezeptors benétigt.

Dartiber hinaus wurde eine Zeitkinetik durchgefiihrt, die ergab, dass bereits nach vier Stunden
Inkubation mit 10 ng/ml hCD95L (plus CHX und anti-Flag-Antikorper) ca. 35% der Zellen im
subG1-Bereich (= apoptotische Zellen) im sog. ,,Nicoletti“-Nachweis (PI Anfirbung ethanolfixierter
Zellen) der untersuchten Zellpopulation detektierbar waren. Dieser Wert stieg nach 6 Stunden auf ca.
60% an und fiel nach 24 Stunden wieder auf ca. 35% ab (Abb. 3.2 B). Da sich fir die Induktion mit
Muristeron eine Inkubationsdauer von 48 Stunden als optimal erwiesen hatte (Abb. 3.1A), wurde als
Apoptosestimulus rekombinantes hCD95L oder TRAIL 24 Stunden nach Muristeronstimulation fiir

weitere 24 Stunden zugegeben, bevor der Anteil toter Zellen quantifiziert wurde.

Abb. 3.2:
T hCD95L-induzierte  Apoptose
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Ergebnisse

Waurden 16slicher CD95 Ligand oder TRAIL im nichsten Schritt zu induzierten RKOp21- oder
RKOp27-Zellen zugegeben, um Apoptose auszulésen, starben wesentlich weniger der
zellzyklusarretierten Zellen im Vergleich zu der proliferierenden Kontrollpopulation. Demnach waren
die RKO-Zellen mit induzierter p21 bzw. p27 Uberexpression gegeniiber der todesrezeptorvermittelten
Apoptosekaskade geschiitzt (Abb. 3.3). Da die p27-Uberexpression zu einem héheren Anteil an Zellen
in der G0/G1-Phase und einem stirkeren Protektionseffekt gegentiber todesligandinduzierter
Apoptose fihrte als bei p21-tuberexprimierenden Zellen, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit mit
induzierbaren RKOp27-Zellen gearbeitet, um die Zellzyklusabhingigkeit CD95L-induzierter Apoptose
zu untersuchen. Das zugegebene Cycloheximid wirkte in der eingesetzten Konzentration von 100

ng/ml alleine nicht toxisch (Abb. 3.3).

Abb. 3.3

Hemmung der hCD95L- bzw. TRAIL-
induzierten Apoptose in RKOp21- und

70 RKOp27-Zellen
B RKO Zur p21- bzw. p27-Uberexpression induzierte
604 RKOp21 (+) bzw. RKOp27 (+) Zellen reagierten
RKOp27 + nur schwach auf die durch hCD95L oder TRAIL
@RKOp21 + ausgeldsten Apoptosesignale. Untersucht

wurden unbehandelte RKO-Zellen (unb.), Zellen,
die mit 100 ng/ml Cycloheximid (CHX) alleine
oder mit 10 ng/ml hCD95L, 100 ng/ml
Cycloheximid und 1 pg/ml anti-Flag-Antikérper
(hCD95L), oder mit 10 ng/ml rekombinanten
TRAIL plus CHX (TRAIL) far 24  Stunden
inkubiert wurden. Dabei wurden RKOp21- und
RKOp27-Zellen mit 3 pyM Muristeron induziert
(+) und nach 24h fur weitere 24h mit
Todesliganden behandelt. RKO-Kontrollzellen
unb. CHX hCD95L TRAIL wurden 24h unbehandelt gelassen und
anschlieRend ebenfalls fir weitere 24h mit
apoptoseauslésenden Substanzen behandelt.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 6
unabhangigen Experimenten.

Anteil toter Zellen [% subG1]

Um zu untersuchen, ob die Protektion der induzierten RKOp27-Zellen auch wihrend der Inkubation
mit hohen hCD95L-Konzentrationen bestehen blieb, wurden im Folgenden hCD95L-Konzentrationen
von 1,0 ng/ml bis 60 ng/ml getestet (Abb. 3.4 A). Wihrend RKO-Zellen durch Zugabe hoherer
hCD95L-Konzentrationen vermehrt starben, blieben induzierte RKOp27-Zellen geschiitzt. Bei 60
ng/ml an hCD95L lieB3 der Protektionseffekt der p27-Expression in absoluten Zahlen nach, blieb aber
im Vergleich zu den Kontrollzellen bestehen. Am deutlichsten zeigte sich die Blockade der CD95-
vermittelten Apoptose in induzierten RKOp27-Zellen bei einer hCD95L-Konzentration von 20 ng/ml:
Hier statben ca. 45% der proliferierenden RKO-Zellen, aber nur ca. 7% (ca. 1/6) der p27-
tberexprimierenden Zellen (Abb. 3.4 A).
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Ergebnisse

Um einen weiteren todesrezeptorvermittelten Apoptosesignalweg zu untersuchen, wurde TRAIL in
ansteigenden Konzentrationen zu RKO- und induzierten RKOp27-Zellen gegeben (Abb. 3.4 B). Es
zeigte sich, dass der Protektionseffekt der arretierten RKOp27-Zellen auch bei hoher TRAIL-
Konzentration bestehen blieb. Nur 10% der induzierten RKOp27-Zellen waren apoptotisch im
Vergleich zu 40% der Kontrollzellen. Wurden die Zellen mit 60 ng/ml TRAIL ohne Cycloheximid
behandelt, um einen Finfluss des Proteinsynthesechemmers auf die RKOp27-Zellen auszuschlief3en,
verminderte sich zwar die Gesamtzahl apoptotischer Zellen, aber der Protektionseffekt blieb deutlich
bestehen (Abb. 3.4 B *). Wihrend bei einer Behandlung mit 60 ng/ml TRAIL plus Cycloheximid 40%
tote Kontrollzellen im Vergleich zu 10% apoptotischen p27-exprimierenden Zellen gemessen wurden,
verringerte sich diese Prozentzahl auf 15% tote RKO-Zellen bzw. 3% apoptotische RKOp27-Zellen,
wenn kein CHX verwendet wurde. Dies bedeutet, dass sowohl mit als auch ohne Cycloheximid-
Sensitivierung 4- bis 5-mal mehr proliferierende als zellzyklusarretierte RKO-Zellen durch

todesrezeptorinduzierte Apoptose starben.

Abb. 3.4:

Uberexpression von p27 schiitzt RKO-
A Zellen vor CD95-induzierter  Apoptose

B RKO A : hCD95L wurde fur 24h in den
g Konzentrationen 1, 2.5, 5, 10, 20 und 60 ng/ml
% RKO p27 + zusammen mit CHX und anti-Flag-AK eingesetzt
und das Apoptoseverhalten der RKO- sowie der
30,0 1 induzierten RKOp27-Zellen (+) untersucht.
Parallel wurden unbehandelte Proben (unb.) bzw.

24,0 nur mit 100 ng/ml CHX behandelte Proben (CHX)
s | analysiert. Hierzu wurden die Zellen geerntet,
i b fixiert und zur Zellzyklusanalyse mit PI gefarbt.
00 |—— -f/ l’A Auch in hohen Konzentrationen waren RKOp27-
20 50/ Zellen im Vergleich zu RKO-Zellen vor Apoptose

ng/ml hCD95L geschiitzt. Bei einer hCD95L-Konzentration von

B 60ng/ml waren ca. 30% der induzierten
45 RKOp27-Zellen im Vergleich zu 50% der

40 W RKO Kontrollzellen im subG1-Bereich nachweisbar. B:
- Eine Erhdhung der TRAIL-Konzentration von 10
“4RKO p27 + ng/ml tber 30 ng/ml auf 60 ng/ml bewirkte eine
verstarkte Apoptoserate in RKO-Zellen und
wirkte sich nur schwach auf die induzierten
RKOp27-Zellen (+) aus. Bei einer Behandlung der

15 Zellen mit 60 ng/ml TRAIL ohne Zugabe von CHX
10 (*) zeigte sich zwar eine geringere
. Apoptoserate, aber die induzierten RKOp27-

Zellen blieben im Verhéltnis zu den
Unb. CH 10 - 60 * Kontrollzellen protektioniert (3% bzw. 15%). Die

\_ /| Zellen wurden 24h Stunden nach TRAIL-Zugabe
ng/ml TRAIL geerntet und fixiert und die Pl-gefarbte DNA im
FACS, zusammen mit unbehandelte Proben
(unb.) bzw. nur mit 100 ng/ml CHX behandelte
Proben (CHX) analysiert.

40,0

Anteil toter Zellen [% subG1]

Unb. CHX | 2,5

Anteil toter Zellen [% subE1]
=

86



Ergebnisse

Um den Protektionseffekt in den induzierten RKOp27-Zellen mit einer weiteren Nachweismethode fir

Apoptose zu bestitigen, wurde eine Anfirbung der apoptotischen Zellen mit Annexin V durchgefihrt.

Annexin V bindet an Phosphatidylserine, die nach urspringlich asymmetrischer Verteilung im Verlauf

der Apoptose an der Aullenseite der Zellmembran auftauchen (Koopman et al. 1994). Es bestitigte
sich, dass RKO-Zellen sensitiv auf die Zugabe von hCD95L (plus CHX und anti-Flag-Antikérper)

reagierten, wihrend induzierte RKOp27-Zellen kaum auf diese apoptoseauslésenden Signale

ansprachen. Nur ca. 7% der arretierten Zellen banden Annexin V an ihrer Zelloberfliche im Vergleich

zu 32% der proliferierenden RKO-Zellen (Abb. 3.5).

40

35 1 ARKO p27 +
30 A

>5 | HRKO

20
15 A
10

% apoptotische Zellen

O-—% %

unb. CHX

hCD95L

Abb. 3.5:

RKOp27-Zellen binden kein Annexin V
nach hCD95L-Behandlung

Nach Zugabe von 10 ng/ml hCD95L, 100 ng/ml
CHX und 1 pg/ml anti-Flag-Antikdrper prasen-
tierten apoptotische RKO-Zellen Phosphatidyl-
serine an der Zelloberflache. Nach Inkubation
mit FITC-markiertem Annexin V waren 32% der
RKO-Zellen und nur 7% der induzierten RKOp27-
Zellen im FL1-Kanal des DurchfluRzytometers
detektierbar. In den unbehandelten Proben
(unb.) wurde kein Apoptosestimulus zugegeben.
Die CHX-Proben enthielten zur Kontrolle 100
ng/ml Cycloheximid.

Die Inkubation mit hCD95L bewirkte morphologische Verinderungen der RKO-Zellen. So konnte

bereits mit einem Blick durch ein Lichtmikroskop ein Unterschied zwischen nicht induzierten und zur

p27-Uberexpression induzierten RKO-Zellen festgestellt werden (Abb. 3.6). Die wesentlich kleineren,

geschrumpften apoptotischen Zellen sind deutlich in der hCD95L-behandelten Kontrollzellpopulation,

jedoch nicht in der p27-iiberexprimierenden, mit hCD95L-behandelten Zellpopulation zu sehen.
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p27 hCD95L

Abb. 3.6:

Keine morphologischen  Verdnderungen  der
mit hCD95L behandelten RKOp27-Zellen

Das Auslésen der Apoptosekaskade durch die
Zugabe von 10 ng/ml hCD95L (+CHX, anti-Flag-
Antikérper) zu den RKO-Zellen fiuihrte zu
morphologischen Veranderungen der Kontroll-
zellen (hCD95L): die Zellen schrumpften und
rundeten sich ab. Dies war jedoch nicht bei mit
hCD95L behandelten induzierten RKOp27-Zellen
(p27 hCD95L) zu erkennen. Die p27-
Uberexpression wurde durch die Zugabe von
Muristeron (3 uM) zu den Zellen induziert (p27).

3.1.3 Expression der Todesrezeptoren auf der Zelloberflache der RKO-Zellen

Um zu untersuchen, an welchem Punkt der durch CD95-Ligand und TRAIL ausgelosten

Todessignalkaskade eine Blockade in den p27-induzierten Zellen einsetzte, wurde zuerst die Menge an

Todesrezeptoren auf der Zelloberfliche der RKO- und RKOp27-Zellen untersucht. So konnte

beispielsweise eine geringere Rezeptormenge zur weitaus schwicheren Apoptoseauslésung in
RKOp27-Zellen fithren. Daher wurde eine FACS-Messung mit Antikérpern gegen CD95, TRAIL-R1,
TRAIL-R2, TRAIL-R3 und TRAIL-R4 durchgefiihrt. Abbildung 3.7 zeigt, dass sich die Rezeptordichte

auf der Zelloberfliche in den zwei untersuchten Zustinden (arretiert und proliferierend) nur

geringfiigig unterschied und somit nicht die Reduktion der Apoptosesignaliibermittlung nach

Zellzyklusarretierung durch p27-Induktion erkliren kann.
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Abb. 3.7:

Geringfligige Unterschiede in der
Expression der Todesrezeptoren CD95,
TRAIL-R1, -R2, -R3 und -R4 auf der
B RKO Zelloberfliche  der RKO-Zellen

ORKOp27 +

150

Die Expressionsdichte der Rezeptoren auf RKO-
100 A bzw. induzierten RKOp27 (+)-Zellen wurde
mithilfe durchfluRzytometrischer Messungen

bestimmt, indem ein FITC-markierter
Zweitantikorper, der die Rezeptor-AKs erkannte,
50 - zur Detektion benutzt wurde. A mean re-
prasentiert dabei die Verschiebung der im FL1-
Kanal gemessenen Fluoreszenzwerte in héhere
-j-EI J_I |

Bereiche im Vergleich zur Zweitantikérper
Kontrolle, d.h. Zellen, die nur mit FITC-
fusioniertem Zweit-AK, aber ohne Erstantikorper
CD95 TRAIL R1 TRAIL R2 TRAIL R3 TRAIL R4 inkubiert wurden. Unter Beriicksichtigung der
Varianz der Experimente konnten keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden. Hier dargestellt ist der Mittelwert aus 2
unabhangigen Experimenten.

Rezeptormenge (A mean)

3.1.4 Rekrutierung von FADD und Caspase-8 in den CD95-DISC der RKO-Zellen

Da sich die Menge der an der Oberfliche prisentierten CD95-Molekiile nicht unterschied, wurde nun
analysiert, ob Unterschiede in der Zusammensetzung des intrazelluliren CD95-DISC (vgl. 1.1.3.3) in
den zwei Zustinden ,,induziert™ (p27-Expression, zellzyklusarretiert) und ,,nicht induziert™ (ohne bzw.
endogenes p27, proliferierend) nach hCD95L-Behandlung nachzuweisen waren. So konnte eine
verminderte Rekrutierung der Signalmolekile FADD und Caspase-8 in den rezeptorassoziierten
Signalkomplex eine weitere Signaliibertragung reduzieren. Um dies zu untersuchen, wurde eine
Immunprazipitation des DISC-Komplexes durchgefithrt (Scaffidi et al. 1999). Das in Abbildung 3.8
dargestellte Experiment zeigte, dass unter den gewihlten Bedingungen (einstiindige Stimulation der
Zellen mit 50 ng/ml hCD95L und 1 pg/ml anti-Flag-Antikorper) in proliferierenden sowie in den
induzierten und damit arretierten RKOp27-Zellen die DISC-Zusammensetzung identisch erschien.
FADD und Caspase-8 waren in vergleichbarer Menge in den jeweiligen CD95-Rezeptorkomplex

rekrutiert.
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Abb. 3.8:

Kein Unterschied in der Zusammensetzung
des ,Death inducing signaling complex“
(DISC) nach Inkubation der induzierten und

nicht-induzierten RKOp27-Zellen mit hCD9O5L

RKO-Zellen wurden im induzierten und nicht
induzierten Zustand ohne (-) und mit (+) 50
ng/ml hCD95L und anti-Flag-Antikorper fir Th
inkubiert. Die Gesamtzelllysate (Input) sowie

das Ergebnis der Protein-A/anti-Flag-AK-IP
wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen und der
Anteil an Caspase-8 und FADD in den
unterschiedlich behandelten Proben (&
Muristeron) untersucht. Beide Molekile waren
im DISC der proliferierenden sowie der
arretierten RKOp27-Zellen nachweisbar.

*: unspezifische Banden

e R e ——

WE: 27kDa

ant-FADD

3.1.5 Quantifizierung der Caspase-8-Aktivitat

Um die Caspase-8-Aktivierung nach Rekrutierung in den Signalkomplex zu tUberpriifen, wurden die
lysierten Proben mit einem spezifischen Caspase-8-Substrat inkubiert. Aktive Caspase-8 spaltet das
Substrat, welches daraufhin zu fluoreszieren beginnt. Der Anstieg der Fluoreszenz wurde im
Fluorometer bei 37°C vermessen. Dabei zeigte sich, dass die p27-tiberexprimierenden RKO-Zellen
eine weitaus geringere Caspase-8-Aktivitit aufwiesen als die proliferierenden Kontrollzellen (Abb. 3.9
A).

Eine Analyse der Spaltung der Procaspase-8 in ihre aktive Form im Western Blot bestitigte die
Aktivititsstudien. Das kleine Caspase-8 Spaltprodukt p18 war nur in den proliferierenden RKO-Zellen
nachweisbar, nicht aber in den zellzyklusarretierten Zellen (Abb. 3.9 B).

Zusitzlich wurde die Expression des Caspase-8-Inhibitors FLIPg im Western Blot-Verfahren
untersucht (vgl. 1.1.5.2). Anhand der eingesetzten Positivkontrolle aus FLIP-tuiberexprimierenden
Maus-Thymozyten ist zu erkennen, dass RKO-Zellen keine mit dieser Methode nachweisbaren Mengen
an FLIPg besitzen (Abb. 3.9C) und FLIPg somit nicht fir die Inhibierung der Caspase-8-

Aktivititsgewinnung am CD95-DISC verantwortlich ist.
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Abb. 3.9 :

Reduzierte Caspase-8-Aktivitat in
induzierten RKOp27-Zellen

Nicht induzierte (n.i.)- und induzierte RKOp27-
Zellen (+) wurden zur Apoptoseinduktion 24 h
mit 10 ng/ml hCD95L plus CHX und anti-Flag-
AK (hCD95L) oder 10 ng/ml TRAIL plus CHX
(TRAIL) behandelt. A: Die Caspase-8-Aktivitat
(IETDase-Aktivitat) wurde durch Zugabe eines
spezifischen Substrates (Ac-IETD-AFC) zu den
Lysaten gemessen. Zur Kontrolle wurden
unbehandelte (unb.) und mit 100 ng/ml
Cycloheximid (CHX) behandelte Zellen mit
analysiert. B: In der Western Blot Analyse
zeigte sich in den RKO-Zellen die Spaltung der
Caspase-8 in ihre Untereinheiten p43/p41 und
p18. Die Spaltprodukte waren in den
induzierten RKOp27-Zellen nicht (p18) bzw.
nur schwach (p43/41) nachweisbar. C: FLIPg
ist nicht fur die verminderte Caspase-8-
Aktivitat verantwortlich. Die  Gesamt-
zellextrakte unbehandelter sowie fiir 24h mit
100 ng/ml CHX, 10 ng/ml hCD95L, 10 ng/ml
TRAIL behandelter RKOp27-Zellen mit und
ohne Induktion (Muristeron) wurden auf die
Expression des Caspase-8-Inhibiotrs FLIPg
untersucht. Als Positivkontrolle wurde ein
Proteinlysat aus FLIPs-liberexprimierenden
Maus-Thymozyten eingesetzt. Der eingesetzte
Antikorper (Dave-2) erkennt murines und
humanes FLIPs-Protein gleichermaRen. Dem-
nach besitzen RKO-Zellen, unabhzngig von ihrer
Behandlung, keine nachweisbaren Mengen an
FLIPs.

Ergebnisse

Die verminderte Caspase-8-Aktivitit wirkt sich auf die Spaltung des Bcl-2-Familienmitglieds Bid zu

tBid aus. Dies ist fir die Weiterleitung des Apoptosesignals in TyplI-Zellen tiber den mitochondrialen

Weg ein essentieller Schritt (Li et al. 1998). Daher wurden im nichsten Experiment die mitochondrialen

Ereignisse nach CD95-Rezeptoraktivierung niher untersucht.

3.1.6 Untersuchung der mitochondrialen Ereignisse nach Apoptoseinduktion

Der mitochondriale Signalweg spielt im apoptotischen Zelltod von Typll-Zellen eine grof3e Rolle

(Scaffidi et al. 1998). Untersuchungen des mitochondrialen Membranpotentials mithilfe der JC-1-

Anfirbung zeigten eine starke Depolarisierung nach Stimulation von proliferierenden RKO-Zellen mit

hCD95L oder TRAIL. Die induzierten und daher zellzyklusarretierten RKOp27-Zellen hielten indessen

ihr mitochondriales Membranpotential auch nach Stimulation mit Todesliganden aufrecht (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10:

In RKOp27-Zellen st
des mitochondrialen
(MMP) nachweisbar

keine  Depolarisierung
Membranpotentials

Die Depolarisierung des MMPs wurde mithilfe des
MMP-abhangigen Farbstoffes JC-1 im FACS
analysiert. A: Lebende (unb.) Zellen bildeten
potentialabhangig JC-1 Aggregate, deren
Fluoreszenz im FL2-Kanal detektiert wurde. In
mit TRAIL (10 ng/ml + CHX) behandelten RKO-
Zellen (,TRAILY) fuhrte die Depolarisierung des
MMPs zur monomeren JC-1 Form (FL1). Der
GroRteil der p27-exprimierenden und TRAIL-
behandelten (,p27 TRAIL“) Zellen war in FL2
detektierbar (JC-1 Aggregate). B: Eine
Stimulation der Todesrezeptoren mit 10 ng/ml
hCD95L (+CHX, anti-Flag-Antikérper) oder 10
ng/ml TRAIL (+CHX) fiihrte zwar in den nicht
induzierten proliferierenden Typll-RKOp27-Zellen
(RKO n.i.) zum Zusammenbruch des MMPs
(FL1/FL2 = 3), jedoch nicht in den G1-
arretierten RKOp27 (+)-Zellen (FL1/FL2 < 1).
Zusatzlich wurden unbehandelte Proben (unb.)
bzw. nur mit 100 ng/ml CHX behandelte Proben
(CHX) analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert
aus 3 unabhdngigen Experimenten.

Mitglieder der Bcl-2-Familie beeinflussen die mitochondriale Homdostase und regulieren so die

Freisetzung apoptogener Faktoren wie Cytochrom ¢ (Kirkin et al. 2004). Daher wurde in der Western

Blot-Analyse das Expressionsniveau dieser Proteine bestimmt. Hierbei wurden Lysate proliferierender

RKO-Zellen mit denen arretierter RKOp27-Zellen verglichen. Es zeigte sich, dass p27-

tberexprimierende Zellen, im Vergleich zu den proliferierenden Kontrollzellen, stark erh6hte Mengen

an Bcl-x; exprimierten (Abb. 3.11).

Muristeron

Belx, —» & = o

Gelbeladung
(Coomassie)

RKOp27-Zellen

+

2BkDa

RKO
RKOp27 +

Bcl-xy —»> WS S 26i0a

-_—
B-Aktin—> S_—— - 121Dz

Abb. 3.11:

Erhéhte Bcl-x_
iiberexprimierenden

Proteinmengen in p27-

RKO-Zellen

A: Vergleich der Expression von Bcl-x_ in
muristeron- und nicht muristeronbehandelten
RKOp27-Zellen. Die Induktion fuhrte zur
erhdhten Bcl-x-Expression in RKO p27-Zellen
(+). B: Der Vergleich der Bcl-x.-Expression in
proliferierenden RKO-Wildtyp- und induzierten
RKOp27-Zellen (+) bestatigte dies. Nach
Inkubation der Membran mit anti-Bcl-x.-AK
wurde sie wieder verwendet, um mit der
Bestimmung der f-Aktin-Expression die Be-
ladung des untersuchten SDS-Gels mit gleicher
Menge an Gesamtprotein zu bestatigen. Indu-
zierte (+) RKOp27-Zellen besaRen hohere Bcl-x,
Proteinmengen als Kontrollzellen (RKO).
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Ein weiteres wichtiges Ereignis in der todesrezeptorvermittelten Apoptose von Typll-Zellen stellt die
Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytosol dar. Um gegebenenfalls
Unterschiede in den zwei Ansitzen ,induziert™ und ,,nicht-induziert” nachzuweisen, wurden Lysate
dieser Zellpopulationen hergestellt und in eine zytosolische sowie eine mitochondriale Fraktion
aufgetrennt. SchlieBlich wurde mit einem spezifischen anti-Cytochrom c-Antikérper in der Western
Blot-Analyse die Menge an detektierbarem Cytochrom c in den beiden Fraktionen untersucht. Es zeigte
sich nach der Inkubation der Kontrollzellen (nicht induziert) mit Todesliganden eine deutliche
Freisetzung von Cytochrom c in das Zytosol. Dagegen blieb bei arretierten RKOp27-Zellen der

Hauptanteil an Cytochrom c in der mitochondrialen Fraktion nachweisbar (Abb. 3.12).

Abb. 3.12:
p27t S . S Verminderte Cytochrom c-Freisetzung
?%%ﬁ_ﬂ oo der im Zellzyklus arretierten RKOp27-

Zellen

- - -+
o . X Zytosolische Fraktion . .
Syloehramens Lokt —% \;.* Die zu untersuchenden Zellansitze wurden

lysiert und anschlieRend in eine zytosolische und

. W o eine mitochondriale Fraktion aufgetrennt. Durch
Cytochrome ¢ 15kD —» ?. - Mitochondriale Fraktion Western Blot-Analyse wurde durch Inkubation

der Blotmembran mit anti-Cytochrom c-

5 E O g = . _ Antikdrper die Menge an Cytochrom c in jeder

Gelbeladung ! e N ¥y isalsenelfraidion Fraktion bestimmt. Der Hauptanteil des
(Coomassie) 3 Cytochrom c blieb bei induzierten RKOp27-
Lg ! 2 ! = E Mitochondriale Fraktion Zellen trotz Inkubation mit hCD95L bzw. TRAIL

in der mitochondrialen Fraktion.

3.1.7 Analyse der Caspase-3-Aktivitat

Zur Bestitigung der vorangegangenen Analysen, die eine verminderte Caspase-8-Aktivierung und
Hemmung des mitochondrialen Apoptosesignaliibertragungsweges zeigten, wurde nun die Caspase-3-
Aktivitit untersucht. Hierzu wurde zum einen in fluorometrischen Aktivititsstudien die Fihigkeit, ein
zugegebenes Substrat zu spalten, untersucht (Abb. 3.13 A). Zum anderen wurden in Western Blot-
Analysen (Abb. 3.13 B) Caspase-3 Spaltprodukte untersucht und anschlieBend die Spaltung eines
Caspase-3-Zielproteins (PARP) analysiert (Abb. 3.13 C).

Es zeigte sich, dass in proliferierenden RKO-Zellen, nach Zugabe von hCD95L zur Aktivierung des
apoptotischen Signalweges, grol3e Mengen an aktiver Caspase-3 gebildet wurden, denn es waren eine
hohe Caspase-3-Aktivitit, das 20kD groBe Caspase-3 Spaltprodukt und das gespaltene p85-PARP-
Fragment detektierbar. Die zur Induktion der p27-Expression mit Muristeron behandelten RKOp27-
Zellen lielen nur eine schwache Caspase-3-Aktivitit und keine Spaltungen der Procaspase sowie der

PARP-Polymerase erkennen (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13:

Keine Caspase-3-Aktivierung in hCD95L-
behandelten  p27-iiberexprimierenden RKO-
Zellen

In induzierten RKOp27-Zellen (+) waren nach
Apoptoseinduktion mit 10 ng/ml hCD95L
(+CHX, anti-Flag-Antikorper) oder 10 ng/ml
TRAIL (+CHX) weder Caspase-3-Aktivitat im
Fluorometer (A) noch das Spaltprodukt p20 im
Western Blot nachweisbar (B). Hohe Caspase-3-
Aktivitdt sowie das p20-Fragment waren jedoch
in nicht induzierten proliferierenden RKOp27-
Zellen (RKO n.i.) nach Stimulation mit den
Todesliganden deutlich zu sehen. C: Die 116
kDa groRe PARP (oberer Pfeil) wurde in RKO-
Zellen von Effektorcaspasen wie z.B. der
Caspase-3 zu einem 85kDa groRen (unterer
Pfeil) und einem 25 kDa kleinen Fragment (nicht
gezeigt) gespalten. Die mit Muristeron zur
Induktion behandelten RKOp27-Zellen wiesen
auch nach Apoptoseausldsung hauptsachlich die
nicht gespaltene 116kDa groRe Form (oberer
Pfeil) der Polymerase auf.

Zur Kontrolle wurden zusatzlich unbehandelte
(unb.) und mit 100 ng/ml Cycloheximid (CHX)
behandelte Zellen analysiert.

3.1.8 Hydrolyse genomischer DNA nach hCD95L-Behandlung

Ein weiteres Merkmal der Apoptose ist die Spaltung der genomischen DNA in (180bp), grofe

Fragmente (Wyllie et al. 1980). Dies kann durch das Auftrennen der isolierten DNA in einem

Agarosegel gezeigt werden (,,DNA-Leiter”). Wihrend dieses Charakteristikum in nicht induzierten

RKOp27-Zellen nach Auslésung der Apoptosesignalkaskade durch Stimulation mit hCD95L erkennbar

war, zeigten induzierte RKOp27-Zellen unter gleichen Bedingungen keinerlei Anzeichen einer DNA-

Fragmentierung (Abb. 3.14).
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1: nicht induzierte RKOp27-Zellen
2: p27-lberexprimierende RKO-Zellen
3: hCD95L-behandelte n.i. RKOp27-Zellen

4: hCD95L-behandelte p27-
liberexprimierende RKO-Zellen

Abb. 3.14:

Keine apoptosetypische DNA-Fragment-
ierung (DNA-Leiter) in RKOp27-Zellen
nach Muristeronstimulation und hCD95L-
Behandlung

Nach Zugabe von 10 ng/ml hCD95L (+CHX,
anti-Flag-Antikorper) wurde die DNA sowohl der
nicht induzierten als auch der induzierten
RKOp27-Zellen isoliert und auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen. Die Apoptoseinduktion
fuhrte in proliferierenden RKO-Zellen zur
charakteristischen DNA Fragmentierung (3),
wahrend G1-arretierte RKOp27-Zellen keine
apoptosetypische DNA-Leiter aufwiesen (4).
Nicht mit hCD95L behandelte Zellen (1+2)
zeigten erwartungsgemaR kein Leitermuster.

3.1.9 Die Rolle der Proteinkinase C in Zellzyklus- und Apoptoseverhalten der RKO-Zellen

Ergebnisse

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass es in muristeroninduzierten RKOp27-Zellen zu einer

Apoptosechemmung auf der Stufe der Caspase-8-Aktivierung kommt. Gémez-Angelats & Cidlowski

zeigen in ihren publizierten Daten, dass die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) zur Hemmung der

Apoptose auf der Ebene der DISC-induzierten Caspase-8-Aktivierung fihrt (2001). Die verschiedenen

Isoformen der PKC-Familie werden in drei Gruppen unterteilt. Die konventionellen PKCs sind Ca*'-

abhingig, wihrend die neuen und atypischen PKC-Isoformen Ca’’-unabhingig aktiviert werden

(Gutcher et al. 2003). Daher wurde im folgenden Experiment PMA benutzt, um die PKC in RKO-

Zellen zu aktivieren. Es zeigte sich, dass diese Behandlung einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase des

Zellzyklus nach sich zog (Abb. 3.15). So wurde daraufhin die Beteiligung der PKC am

Protektionseffekt in den induzierten RKOp27-Zellen untersucht.
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RKO n.i. ~ RKOp27+ Abb. 3.15:
Eine PMA-Behandlung fithrt bei RKO-Zellen
zum Zellzyklusarrest

Die Erfassung des DNA Gehaltes der
unterschiedlich behandelten, geernteten und
anschlieRend permeabilisierten RKO-Zellen mit
Pl zeigte, dass PMA (20 nM, PKC-Aktivator)-
behandelte, nicht induzierte (n.i.) ahnlich den
induzierten (+) RKOp27-Zellen einen G1 Arrest
aufwiesen, und dass mit 5 yM G66976 (PKC-
Inhibitor) behandelte induzierte RKOp27-Zellen
(+) zwar immer noch im Zellzyklus arretiert
waren, aber nun vermehrt apoptotische Zellen
im subG1-Bereich aufwiesen.

Fir diesen Versuchsansatz wurden RKO-Zellen mit PMA (20 nM) versetzt, um eine Aktivierung der
Ca®"-abhingigen PKC - Isoformen zu erreichen. Durch Zugabe von hCD95L bzw. TRAIL wurde
darauthin Apoptose ausgel6st. Parallel dazu wurden induzierte RKOp27-Zellen mit 5 uM G66976,
einem Inhibitor der Ca*"-abhingigen PKC-Isoformen PKCao und PKCp, inkubiert und ebenfalls
todesrezeptorvermittelt Apoptose ausgelést. Wie in Abbildung 3.16 zu sehen ist, fithrte die Stimulation
der Zellen mit PMA zur Suppression der Apoptose, wihrend die Inkubation der Zellen mit G66976
den Protektionseffekt der induzierten p27-Expression in RKO-Zellen aufhob. Dies war ein Hinweis
darauf, dass Ca’"-abhingige PKC-Isoformen an der Protektion durch p27-Expression und
Zellzyklusarrest beteiligt sein kénnten. Dargestellt ist jeweils exemplarisch der Anteil apoptotischer
Zellen nach Messung des DNA-Gehaltes (PI-Firbung, Abb. 3.16 A) sowie die Messung des
mitochondrialen Membranpotentials mithilfe der JC-1 Anfirbung (Abb. 3.16 B).
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Abb. 3.16:

Hemmung der PKC sensitiviert — muristeron-
stimulierte RKOp27-Zellen wieder  fur
CD95- und TRAIL- induzierte Apoptose

Die durchfluRzytometrische Analysen der PI-
(A) sowie der JC-1 Farbung (B) ergaben, dass
PMA (20nM)- behandelte, nicht induzierte (n.i.)
RKO-Zellen (PKC aktiv) geschiitzt waren gegen
hCD95L- bzw. TRAIL Behandlung und dass mit
G66976 (5uM, GO) behandelte, induzierte
RKOp27-Zellen (+, PKC inaktiv) fur diese Art
der Apoptoseauslosung sensitiviert wurden.
Zusatzlich wurden nicht mit Ligand behandelte
Proben (unb.) analysiert. Zur hCD95L-
Behandlung wurden 10 ng/ml hCD95L, 100
ng/ml CHX und 1 pg/ml anti-Flag-Antikdrper
benutzt (hCD95L). Fur die TRAIL-Behandlung
wurde mit 10 ng/ml TRAIL und 100 ng/ml CHX
inkubiert (TRAIL).

Eine Analyse der Proteine Caspase-8, p21 und p27 im Western Blot-Nachweisverfahren (Abb. 3.17)

zeigte eine Spaltung der Procaspase-8 in induzierten (zellzyklusarretierten) RKOp27-Zellen nach

Apoptosestimulation und Vorinkubation mit G66976 (5uM), wihrend kein Spaltprodukt in PMA-

behandelten, nicht induzierten RKO-Zellen detektierbar war. Die Inkubation der Zellen mit PMA

fuhrte nicht nur zur Aktivierung der Ca2+—abhéingigen PKC-Isoformen, sondern auch zur erhéhten

Expression von p21 in nicht mit Todesligand behandelten Zellen, wihrend die PMA-Behandlung

zusitzlich mit Todesligand plus Cycloheximid (welches die Proteinneusynthese verhindert) die p21-

Expression nicht beeinflusste (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17:
Eine Hemmung der PKC sensibilisiert  muri-
steronstimulierte RKOp27-Zellen fur

CD95L- und TRAIL- induzierte Apoptose
Die Erfassung der Caspase-8-Spaltprodukte in
der Western Blot-Analyse bestéatigte, dass PMA-
behandelte Zellen vor Apoptose nach hCD95L-
und TRAIL- Zugabe geschitzt waren, wahrend in
G66976-behandelten induzierten RKOp27-Zellen
das Caspase-8-p18 Spaltprodukt detektiert
wurde. Die Inkubation der Blotmembran mit
Antikdrpern gegen p21 und p27 zeigte, dass
PMA die Expression von p21 in der nicht mit
Todesligand behandelten Probe erhdhte.
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3.1.10 Ecdysonhomologe inhibieren CD95L- und TRAIL-induzierte Apoptose in

Saugerzellen

Abb. 3.18:
Grundstruktur der Ecdysteroide

Der Name Ecdyson leitet sich von der Funktion
als Hautungshormon der Insekten ab (esxdyoio:
Hautung, Herauskriechen). Verschiedene Homo-
loge unterscheiden sich durch unterschiedliche
Hydroxylierungen an der Seitenkette.

Ecdyson

Trotz der Annahme, dass Insektenhormone (Abb.3.18) keinen Einfluss auf die
Signaltransduktionswege von Sdugerzellen haben (Saez et al. 2000), wurde im folgenden Experiment
das Ecdysonhomolog Muristeron zu RKO-Wildtypzellen gegeben, die kein induzierbares Ecdyson-
system enthielten. Erstaunlicherweise wurden auch diese Zellen gegentiber hCD95L-induzierter
Apoptose durch Muristeron protektioniert (Abb. 3.19A).

Wie in Abbildung 3.19B dargestellt, war dieser Protektionseffekt konzentrationsabhingig. Eine relativ
niedrige Muristeronkonzentration, die nicht mehr fiir die p27-Induktion in RKOp27- Zellen ausreichte,
beeinflusste kaum das Apoptoseverhalten der Zellen. Nur 50 * 3 % der RKOp27-Zellen befanden sich
nach Zugabe von 0,3 uM Muristeron in der G0/ G1-Zellzyklusphase (Daten nicht gezeigt).

A — 40 Abb. 3.19:

W ohne Muristeron .
Protektiver Effekt des Ecdysonhomo-
logs Muristeron

mit Muristeron

RKO-
Wildtyp-
zellen

A: RKO-Wildtypzellen wurden 24h mit oder
ohne (Kontrolle) 3uyM Muristeron und
anschlieRend fur weiter 24h Stunden mit
(hCD95L) 10 ng/ml hCDI5L plus CHX und anti-
Flag-Antikdrper behandelt. Die PIl-Anfarbung
Kontrolle hCDI5L nach Nicoletti zeigte, dass die mit Muristeron
B behandelten RKO-Zellen kaum starben (7% in
BRKO-WT subG1), wahrend 35% der nicht mit Muristeron
behandelten RKO-Zellen apoptotisch waren. Es
wurde der Mittelwert aus vier unabhdngigen
Experimenten berechnet. B: Muristeron wurde
in den Konzentrationen 3, 1, 0.3 und 0.1 uM zu
nicht induzierbaren RKO-Wildtypzellen (RKO-
unb.  Muri  hCDOSL  3uM WM 03M 01uM WT) gegeben. Die Protektion gegeniber
Muri Muri Muri Muri hCD95L-vermittelter Apoptose lieR mit niedriger

Rt SIS, fteets RIGTHGL Konzentration deutlich nach.
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r
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Weiterhin zeigte sich, dass neben Muristeron auch Ponasteron und das synthetische GS-E in der Lage

waren, die durch hCD95L ausgel6ste Apoptosekaskade zu stoppen (Abb. 3.20).

Abb. 3.20:

60 .
| mRrcO-wT Protektionseffekt ~ aller getesteten  Induktoren

EARKOp27

Muristeron (3uM), Ponasteron (3uM) und GS-E
(9uM) hemmten die hCD95L (10 ng/ml
hCD95L, 100 ng/ml CHX, 1 pg/ml anti-Flag-
AK)- bzw. TRAIL (10 ng/ml TRAIL, 100 ng/ml
CHX)- vermittelte Apoptose in induzierbaren
RKOp27- wund nicht-induzierbaren RKO-
Wildtypzellen gleichermalen. Es wurde die
Menge toter Zellen im subG1-Bereich des
Zellzyklusprofils der Pl gefarbten Proben im
FACS analysiert. Dargestellt ist der Mittelwert
aus vier unabhangigen Experimenten.

Anteil toter Zellen [% subG1]

unb.

Muristeron
Ponasteron
Pona TRAIL
Muri TRAIL
G5-E TRAIL
Muri RCD95L
Pona hCD95L
G5-E hCD95L

Da die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges bekanntermallen zur Inhibition von Apoptose fihrt
(Vivanco & Sawyers 2002), wurde im folgenden Experiment (Abb. 3.21) eine Hemmung der PI3K
durch Zugabe von Ly294002 (25 uM) zu den RKO-Zellen herbeigefuhrt und anschlieBend das
Apoptoseverhalten der mit Muristeron behandelten Zellen im Vergleich zu nicht behandelten Zellen
untersucht. Es zeigte sich, dass ein Blocken der PI3K-Aktivitit den durch Muristeron verursachten
Protektionseffekt wieder riickgingig machte. Da die Inkubation von RKO-Zellen mit Ly294002 alleine
bereits in geringem Ausmal3 Apoptose induzierte, wurden mit Wortmannin (Wo) und Akt-Inhibitor
(AI) zwei weitere Inhibitoren der PI3K bzw. der anti-apoptotischen Akt/PKB-Kinase
(Phosphorylierungsziel der PI3K) eingesetzt. Mit beiden Substanzen wurde wie mit Ly294002 der
protektive Effekt der Ecdysonhomologe aufgehoben (Abb. 3.21).

Abb. 3.21:
' AGE B2 Muristeron aktiviert den anti-apopto-
a0 12 tischen PI3K/Akt-Signalweg

— 30 - 10
2 20 5 Die Zugabe des PI3K-Inhibitors Ly294002 (Ly,
; 12 = N 25 pM, A), des PI3K-Inhibitors Wortmannin
= FF S FH S S R (Wo, 200 uM, B) sowie des Akt-Inhibitors Al
= CF P 4 T T (25 pM, C) zu RKO-Zellen machten den durch
ol Cw a2 l 3uM  Muristeron (Muri) hervorgerufenen
% a0 { MRKO Protektionseffekt gegeniiber CD95-vermittelter
pes 0] BRKQ p27 Apoptose rickgangig. Nach der Inkubation mit
g Zz 10 ng/ml hCDI5L (+CHX, anti-Flag-Antikorper)

40
30
20
10
o 4

wurden die Zellen geerntet, fixiert, mit PI

gefarbt und im FACS zusammen mit

unbehandelten Kontrollzellen (unb.) analysiert.

- Dargestellt sind in A die Mittelwerte aus 5, in B

unb. Muri Akt Inh hCD95L hC\ﬁ)uQriSL hhfﬁ?il\_ hCD95L Al Und C aus jeWeilS 2 unabhéngigen
Experimenten.
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Da in vorangegangenen Experimenten gezeigt werden konnte, dass die Ca*"-abhingigen PKC-
gegang P gezelg gig

Isoformen eine wichtige Rolle in der Protektion der induzierten RKOp27-Zellen spielten (Abb. 3.16),

wurde die Rolle der PKC im ecdysonbedingten Protektionseffekt untersucht (Abb. 3.22). Es zeigte sich,

dass eine Hemmung der Ca®" - abhingigen PKCs mit G66976 (5uM) die Protektion teilweise, aber
nicht vollstindig, aufhob (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22:

Eine Hemmung der Ca2?+-abhingigen
PKC-Isoformen hebt die  Protektion
durch Muristeron nicht vollstindig auf

A: Die Inhibition der Ca?* -abhangigen PKC
Isoformen mit dem Inhibitor G66976 (5uM, Go)
hob die durch 3uM Muristeron (Muri) ver-
ursachte Protektion in RKO-Wildtypzellen
teilweise wieder auf. Apoptose wurde durch die
Zugabe von 10 ng/ml hCD95L, 100 ng/ml CHX
und 1 pg/ml anti-Flag-AK (hCD95L) ausgel6st.
B: Der Protektionseffekt in induzierten RKOp27-
Zellen (Muri) wurde durch den PKC-Inhibitor
G66976 (Go) vollstandig aufgehoben. Apoptose
wurde durch die Zugabe von 10 ng/ml hCD95L
(+CHX, anti-Flag-Antikorper) fur 24h ausgelost.
Zur Kontrolle wurden bei A und B unbehandelte
Zellen mit untersucht (unb.). Dargestellt sind
jeweils bei A und B die Mittelwerte aus 4
unabhangigen Experimenten.

Des Weiteren wurde die Bcl-x;-Expression, welche in p27-tberexprimierenden RKO-Zellen erh6ht

war (vgl. Abb. 3.11), nun in muristeronbehandelten RKO-Zellen per Western Blot-Analyse untersucht.

Es zeigte sich, dass die Zugabe von Muristeron zu RKO-Wildtypzellen (ohne induzierte p27-

Uberexpression) bereits eine Hochregulation der Bcl-x; -Proteinexpression zur Folge hatte. Auffillig ist

auch, dass in den durch Muristeron protektionierten Zellen bei hCD95L-Zugabe Bcl-x; nicht abgebaut

wurde, was in apoptotischen Zellen nach Bcl-x,; -Spaltung durch Caspasen geschah (Abb. 3.23, Kirsch

et al. 1999).
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Abb. 3.23:
Nach Zugabe des Ecdysonhomologs Muri-
steron erhoht sich die Bcl-x -Protein-
expression

Muristeron (Muri) -induzierte RKOp27-Zellen
wiesen erhohte Mengen an Bcl-x_ auf. Mit 3 uM
Muristeron behandelte RKO-Wildtypzellen
wiesen ebenfalls erhéhte Bcl-x.-Mengen auf und
zeigten keinen proteolytischen Abbau des
Proteins nach Inkubation mit 10 ng/ml hCD95L,
100 ng/ml CHX und 1 pg/ml anti-Flag-AK
(hCD95L).

Weitere Untersuchungen des CID95-Signalweges ergaben, dass Muristeron bereits auf der Stufe der

Caspase-8-Aktivierung anti-apoptotisch wirkte, denn es war eine verminderte Caspase-8-Aktivitit

messbar (Abb. 3.24 B). Eine Analyse der Expression des CD95-Rezeptors auf der Zelloberfliche

zeigte keine durch Muristeron bedingte Beeinflussung der Expression (Abb. 3.24 A). Jedoch waren

Auswirkungen auf die mitochondrialen Ereignisse, die nach Caspase-8-Aktivierung folgen,

nachweisbar. So fihrte eine Behandlung mit Muristeron zur verminderten Cytochrom c - Freisetzung

(Abb. 3.24 C), zur Aufrechterhaltung des mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 3.24 D) und zu
niedrigerer Caspase-3-Aktivitit nach hCD95L-Behandlung (Abb. 3.24 E). Diese Ergebnisse

entsprachen denen, die mit den muristeronbehandelten RKOp27-Zellen erhalten worden waren, in

denen p27 induziert und tberexprimiert wurde (vgl. Abb. 3.7 - 3.13).
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Abb. 3.24: Muristeron hemmt die CD95-vermittelte Apoptose auf der Stufe der Caspase-8-
Aktivierung

In funf verschiedenen (A-E) Apoptoseassays wurden mit 3uM Muristeron (Muri)-, mit 10 ng/ml hCD95Lplus 100 ng/ml CHX
plus 1 pg/ml anti-Flag-AK (hCD95L)- und in Kombination (hCD95L Muri)-behandelte sowie unbehandelte (unb.) RKO-Zellen
untersucht. A: Muristeron beeinflusste nicht die Expression des CD95 auf der Zelloberflaiche (vgl. Abb. 3.7). B: Durch
Behandlung der Zellen mit Muristeron kommt es zur verminderten Caspase-8-Aktivierung (vgl. Abb. 3.9). C: Eine
Behandlung mit Muristeron verhinderte die Freisetzung von Cytochrom c (Cyt c¢) aus den Mitochondrien der Zellen. Dabei
wurde das nicht ins Zytoplasma freigesetzte Cyt ¢ mithilfe eines spezifischen anti-Cyt ¢ - AKs im FACS detektiert und somit
der Anteil an freigesetztem Cyt ¢ bestimmt. D: Eine Behandlung mit Muristeron hielt das mitochondriale Membranpotential
(MMP) aufrecht, eine Depolarisierung war nicht nachweisbar (JC-1 Farbung, vgl. Abb. 3.10). E: Muristeron verhinderte die
Aktivierung der Caspase-3 (vgl. Abb. 3.13).

3.1.11Muristeron beeinflusst die Genexpression der RKO-Zellen

Um zu uberpriifen, ob das Steroidhormon Muristeron Einfluss auf die Genexpression der RKO-Zellen
hat,
Oligonukleotiden beladene HG-U95A-Chips (mit ca. 12.000 Sequenzen) der Firma Affymetrix

wurde eine Genexpressionanalyse durchgefithrt. Hierfir wurden mit genspezifischen

verwendet. Aus den zu untersuchenden Zellen (mit und ohne Muristeron- sowie mit und ohne
hCD95L-Behandlung) wurde die RNA isoliert, in cDNA umgewandelt und die Hybridisierung mit den
genspezifischen Oligonukleotiden der Chips untersucht. Die Inkubationszeit mit Muristeron (3uM)

betrug 48 Stunden, wihrend hCD95L (50 ng/ml) plus anti-Flag-AK (1 ug/ml) fir 24 Stunden
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zugegeben wurde. Demzufolge wurden vier Proben untersucht: unbehandelt (Ko),
muristeronbehandelt (Muri), hCD95L-behandelt (hCD95L) sowie Muristeron- und hCD95L-behandelt
(Muri hCD95L). Dabei wurden drei Vergleiche analysiert:

1) hCD95L - Ko

2) Muri hCD95L — Ko;

3) Muri— Ko

In Tabelle 3.2 ist das Ergebnis der Analyse aufgelistet. Es wurden nur die durch Muristeron
beeinflussten Gene berticksichtigt, d.h. Gene, die im Vergleich (1) unbeeinflusst blieben, aber in
Vergleich (2) und/oder (3) dereguliert waren. Bei der Auswertung der Daten wurden nur die Gene
berticksichtigt, die Gber das 2,5-fache hinaus unterschiedlich exprimiert waren. Insgesamt waren im
Vergleich (2) 60 und im Vergleich (3) 32 Gene unterschiedlich reguliert (Filter 2,5).

Muristeron verandert in RKO-Zellen die Genexpression verschiedener Gene, z.B. Retinol-
Dehydrogenase (+16), IL-8 (+12) und MINOR (+16). Diese drei wurden durch die Behandlung der
Zellen mit Muristeron stirker exprimiert als in den nicht mit Muristeron behandelten Zellen.

In beiden Vergleichen waren gleichzeitig nur drei Gene dereguliert: DYRK, Oligophrenin 1 und MINB.
DYRK und MNB wurden in den muristeronbehandelten Zellen in einem weitaus geringeren Anteil
exprimiert, als in nicht mit Muristeron behandelten Zellen, wihrend O/igophrenin nach
Muristeronbehandlung stirker exprimiert wurde. Die Genprodukte DYRK und MNB sind Kinasen, so
phosphoryliert und aktiviert z.B. DYRK den Forkhead-Transkriptionsfaktor FKHR. Oligophrenin ist
ein Mitglied der GAP-Familie, welche Rho-GTPasen in ihren inaktiven Zustand tberfithren. Welche
Rolle diese drei Gene bzw. Genprodukte in der Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose spielen

konnten ist unklar.
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- eine Auswahl - Signalstérke
Muri hCD95L Muri-Ko

Genbank Nr. |Name Gen / mRNA -Ko
M27492 Interleukin 1 receptor -16 -
M28130 Interleukin 8 +12,32 -
M77349 TGFp induced gene product (BIGH3) - +10,82
D87116 MAP kinase kinase 3b +2,96 -
- Endothelial Cell Growth Factor 1 + 8,94 -

Fas-associated death domain protein interleukin-1b-converting
u86214 enzyme (Caspase 10b) - +7,73
X12556 Dbl proto-oncogene - +4,96
L36719 MAP kinase kinase 3 (MKK3) +3,07 -
AF037062 Retinol dehydrogenase - +16,08
X86019 PRPL-2 - +16,08
U58496 Mnb protein kinase homolog hp8b (DYRK) -14,52 -4,58
AJ001189 Oligophrenin 1 +4,62 + 6,91
u12767 Mitogen induced nuclear orphan receptor (MINOR) +16,16 -
U52373 Serine/threonine kinase MNB (mnb) -7,84 -13,62

Tab. 3.2: Effekte des Steroidhormons  Muristeron auf die Genexpression der RKO-Zellen

Aus RKO-Zellen isolierte RNA wurde zur Genexpressionsanalyse mit Affymetrix HG-U95A-Chips eingesetzt. Zur Auswertung
wurde ein Filter von 2,5 gesetzt, d.h. es wurden nur Gene bericksichtigt, die um mehr als das 2,5-fache unterschiedlich
exprimiert werden (gemessen anhand der Signalstarke). Untersucht wurden folgende Proben: unbehandelt (Ko), mit 3 uM
Muristeron behandelt (Muri) und mit 50 ng/ml hCD95L + 1ug/ml anti-Flag-AK behandelt (hCD95L). Es wurden jeweils die
muristeronbehandelten Proben mit der unbehandelten Probe verglichen. Positive Zahlen bedeuten demnach im Vergleich
mit den nicht-muristeronbehandelten Proben eine starkere Expression in den mit Muristeron behandelten Proben, wahrend
negative Zahlen auf eine verminderte Expression hinweisen.

3.2 Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen mithilfe eines durch AP21967
induzierbaren Genexpressionsystems  fiir die Expression des CDK-

Inhibitors p27

3.2.1 ,All-in-one“ p27- Vektor Genexpressionsystem (ARIAD)

Da sich das ecdysoninduzierbare Genexpressionssystem aufgrund seines anti-apoptotischen
Nebeneffektes nicht zur Apoptoseuntersuchung eignete, wurde versucht, ein alternatives induzierbares
Genexpressionssystem in RKO-Zellen zu etablieren. Hierzu wurde ein Expressionssystem der Firma
ARIAD mit retroviralem ,,All-in-on“-Vektor (artifizieller Transkriptionsfaktor und Zielgen-Kassette in
einem Vektor) verwendet. Dieser Vektor enthilt eine Aktivierungs- sowie eine DNA-Bindungsdomine,
die nach Zugabe einer Dimerisierungssubstanz, welche an beide Domiénen bindet, die Transkription
des Zielgens (,,Insert®, p27) bewirken. Im Folgenden werden die mit dem ,,All-in-one*“-p27 Konstrukt
erzielten Ergebnisse beschrieben. Nach der retroviralen Transduktion der RKO-Zellen wurden diese
mit G418 selektioniert und schlielich tber 100 einzelne resistente Klone in einem Vortest auf

Induzierbarkeit untersucht. Dazu wurden die Zellen in 24-Lochplatten ausplattiert und die
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Dimerisierungssubstanz AP21967 zugegeben. Darauthin wurde das Wachstumsverhalten anhand der
Gelbfirbung (= Medium verbraucht) oder einer ausbleibenden Verfirbung (Zellen nicht gewachsen,
Hinweis auf p27 Uberexpression) des Mediums begutachtet. Das Zellzyklusprofil langsam wachsender

Klone wurde in einer FACS-Analyse untersucht. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Tab. 3.2.

aufgelistet.

Klon % Zellen in G1 % Zellen in G1 % Zellen in % Zellen in

Nr. n.i. (nicht induziert mit subG1 subG1
induziert) 25 nM AP n. i., hCD95L AP, hCD95L

RKO WT 43 51 21 16

10 48 60 6 3%

22 42 51 15 11

23 44 54 19 14

44 44 53 10 9

45 49 53 11 10

49 48 59 27 26

61 48 61 26 20

62 46 58 7 7

82 49 58 33 38

88 45 58 7 3

92 44 58 9 7

96 39 57 8 9

101 40 58 7 8

108 46 55 44 38

Tab. 3.3: Induktion des p27-ARIAD-Systems in einer Auswahl selektionierter = RKO-Zellklone

Die in einem Vortest ausgewahlten Klone wurden auf ihre p27-Induzierbarkeit sowie ihr Apoptoseverhalten hin untersucht.
Dazu wurden die Zellen mit und ohne AP21967 fiir 24h kultiviert und z.T. mit 20 ng/ml hCD95L, 1ug/ml anti-Flag und 100
ng/ml CHX fir 5h stimuliert. Dabei fiel auf, dass u. a. Klon Nr. 10 (RKO10) nicht auf den Apoptosestimulus reagierte.
RKO10*: hier befanden sich 82% in G1 nach Behandlung mit AP21967, hCD95L, anti-Flag-AK und CHX (nicht gezeigt).

3.2.2 Charakterisierung der RKO10 (ARIADp27)-Zellen

Die RKO10-Zellen fielen in der oben beschriebenen Untersuchung aus zwei Griinden auf. Zum einen
war dieser Zellklon wie andere Klone auch, z.B. Nr. 88, nicht hCD95L sensitiv, zum anderen wutrden
diese Zellen nach Apoptosestimulation durch Todesrezeptotligand zu 82% in der GO/G1-
Zellzyklusphase arretiert (Daten nicht gezeigt). Daher wurden diese Zellen weiter untersucht
(Abb.3.25). Dabei zeigte sich, dass die Dimerisierungssubstanz AP21967 nun offensichtlich nur noch
einen schwachen Effekt auf die p27-Induktion hatte (ca. 50% der Zellen in der GO/G1-Phase, Abb.
3.25). Wurden jedoch hCD95L,, anti-Flag-Antikérper und CHX zugegeben, um die Apoptosekaskade
auszulOsen, sammelten sich 7214% der Zellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus. Die alleinige
Zugabe von anti-Flag-Antikérper oder hCD95L fihrte nicht zu diesem Effekt. Die Inkubation der
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RKO10-Zellen mit Cycloheximid resultierte in einer Ansammlung von 70%3,5% der Zellen in der
G0/G1-Zellzyklusphase. Dieser GO/G1-Arrest wurde noch verstirkt, wenn AP21967 zu den Zellen
gegeben wurde und nach 24 Stunden fiir weitere 24 Stunden zusitzlich hCD95L, anti-Flag-Antikérper
und Cycloheximid zugefithrt wurden. In diesem Fall befanden sich 79£5,1% der Zellen in der G0/G1-
Phase des Zellzyklus. Der Versuch, mit TRAIL Apoptose auszuldsen, fihrte ebenfalls zu einem G1-
Arrest in 8112,1% der Zellen (Abb. 3.25 B), ohne jedoch apoptotisch zu wirken. Eine Analyse der p27-
Proteinexpression ergab, dass RKO10-Zellen im Vergleich mit RKO-Wildtypzellen und anderen
Klonen im unbehandelten Zustand p27 uberexprimierten. Dies wurde durch CHX- oder AP-
Behandlung nicht gesteigert (Daten nicht gezeigt). Da die RKO10-Zellen unabhingig von AP21967
und CHX-Zugabe apoptoseresistent waren (Abb. 3.25 A), konnten sie nicht zu

Apoptoseuntersuchungen genutzt werden.
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CHX  anti-Flag, CHX
CHX

Abb. 3.25 Charakterisierung  der RKO10-Zellen

A: RKO10-Zellen sind mit und ohne 25 nM AP 21967 (AP, 48h) gegenuber hCD95L (10 ng/ml, mit CHX und anti-Flag-
Antikorper (CF), 24h) induzierter Apoptose resistent. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 8 unabhéngigen Versuchen. B:
Wihrend der Induktor AP21967 (24h und 48h) im Zellklon RKO10 kaum zur funktionellen p27 Uberxpression fiihrte (nur ca.
50% der Zellen in der GO/G1-Phase), hatte die Zugabe von CHX (24h) einen deutlichen Effekt auf den prozentualen Anteil
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der Zellen in der GO/G1-Zellzyklusphase. Wurden die RKO10-Zellen mit AP21967 in Kombination mit hCD95L (24h), anti-
Flag-Antikorper und CHX oder TRAIL (10 ng/ml, 24h + CHX) inkubiert, hatte dies einen GO/G1-Arrest von 79% der Zellen
zur Folge. Dies wurde im FACS anhand der PI-Farbung der Proben ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3
unabhangigen Experimenten.

3.2.3 ,p27-neu“-Genexpressionssystem (ARIAD)

Keiner der untersuchten Klone des ,,All-in-one* Systems erwies sich nach zwei bis drei Passagen noch
als induzierbar. Daher wurde zur Etablierung des p27-ARIAD-Systems in RKO-Zellen nun auf die
klassische Zwei-Vektoren-Strategie zurtickgegriffen, d.h. die zwei Komponenten des Systems; der
artifizielle Transkriptionsfaktor und die p27-Zielgen-Kassette, wurden in zwei separaten retroviralen
Vektoren nacheinander in die RKO-Zellen eingebracht (= ,,p27-neu®). Doch auch diese Strategie
fiihrte nicht zum Erfolg: Keiner der erhaltenen Klone lieB sich zur p27-Uberexpression induzieren

(Daten nicht gezeigt).

3.3 Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen nach transienter Transfektion
von p27- und p21-cDNA

3.3.1 Transiente Transfektion der RKO-Zellen

Eine weitere Moglichkeit, die Zellzyklusabhingigkeit der durch hCD95L ausgelésten Apoptose zu
untersuchen, ist die Transfektion mit einem fiir p27 kodierenden Plasmid zur transienten
Uberexpression des CDK-Inhibitors. Da das fiir die Transfektion verwendete p27 mit EGFP fusioniert
war, konnte die Expression anhand der grinen Fluoreszenz leicht uberprift werden. In der
anschlieBenden Analyse im DurchfluBzytometer wurde das Zellzyklusprofil der griin fluoreszierenden
im Vergleich zur GFP-negativen Population ausgewertet. Zur Kontrolle wurden RKO-Zellen mit
EGFP cDNA (ohne p27-Anteil) transfiziert. In Abb. 3.26 ist das Ergebnis eines solchen Experimentes
dargestellt. Hierbei zeigte sich weder mit p27EGEFP (Abb. 3.26 A) noch mit EGFP alleine (Abb. 3.26
B) ein Unterschied im Apoptoseverhalten der EGFP-positiven und der EGFP-negativen Populationen.
Dabei befanden sich 71% der p27EGFP-positiven Zellen in der G0/G1-Zellzyklusphase, im Vergleich
zu 49% der EGFP-negativen Zellen. In Abb 3.26 B wurden zusitzlich nicht transfizierte Kontrollzellen
mit hCD95L, anti-Flag-Antikérper und CHX zur Apoptoseinduktion behandelt. Dabei zeigte sich im

Vergleich zur Apoptoseinduktion in transfizierten Zellen erwartungsgemil kein Unterschied.
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A —. Abb. 3.26
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Eine Zusammenfassung aller transienten Transfektionsexperimente in RKO-Zellen ist in Abb. 3.27
abgebildet. Verglichen wurde das Apoptoseverhalten nicht transfizierter (WT) mit EGFP-, p21 EGFP-
und p27EGFP-cDNA transfizierten Zellen. Apoptose wurde jeweils durch die Zugabe von hCD95L
mit anti-Flag-Antikérper und Cycloheximid ausgeldst. Es zeigte sich, dass EGFP-transfizierte Zellen
eine basale Apoptoserate ohne apoptotischen Stimulus von 8+£6% aufwiesen und als Reaktion auf die
Zugabe von hCD95L mit anti-Flag-Antikérper und Cycloheximid 26£11% starben. Dies ist
vergleichbar mit den nicht transfizierten Wildtypzellen (34£10% in subG1). Anders verhielten sich
dagegen p21 EGFP- transfizierte RKO-Zellen. Die Uberexpression des CDK-Inhibitors p21 fiihrte hier
alleine schon zur Apoptose. Durchschnittlich starben durch die p21-Expression 3524% der Zellen, was
durch die Zugabe von hCD95L auf 50+6% gesteigert wurde. Die Transfektion mit p27 fuhrte zu
spontaner Apoptose von 1626% der Zellen. Wurde in diesen Zellen zusitzlich Apoptose ausgeldst,
starben 35119%, was vergleichbar war mit der Apoptoserate nicht transfizierter RKO-Zellen (34£10%
in subG1). Die Uberexpression von p27 hatte somit keinen erkennbaren Effekt auf die durch hCD95L

ausgeloste Apoptose.
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Abb. 3.27
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3.3.2 Transiente Transfektion der 293T-Zellen

Da sich RKO-Zellen nur sehr schlecht transfizieren lieBen (die durchschnittliche Transfektionseffizienz
betrug 10%), wurden in weiteren Experimenten gut transfizierbare HEK 293T-Zellen benutzt. Wieder
starben durch alleinige Transfektion mit p27-cDNA 47113% der Zellen, und nach Zugabe von TRAIL
und CHX sogar 59+9% der transfizierten Zellen. Die Uberexpression von p27 beeinflusste die durch
TRAIL ausgeloste Apoptose in 293T-Zellen nicht (Daten nicht gezeigt; die Messung erfolgte mithilfe
eines spezifischen Caspase-Substrates der Firma Promzega).

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass in den Transfektionsstudien die Uberexpression von p27
keinen Einfluss auf die todesrezeptorvermittelte Apoptose hatte. Die Uberexpression des CDK-
Inhibitors p21 hingegen fithrte bereits alleine zu einem Anstieg der Apoptoserate, die nach Aktivierung

des Todesrezeptorsignalweges noch verstirkt wurde.

3.4 Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen unter Verwendung

verschiedener Zellzyklussynchronisationsmethoden

3.4.1 Synchronisation verschiedener Zelllinien durch Serumentzug
Um mit anderen Systemen und Methoden zu untersuchen, ob eine Zellzyklusabhingigkeit der CID95-
vermittelten Apoptose besteht, werden in diesem Abschnitt Experimente beschrieben, in denen durch

Entzug essentieller Wachstumsfaktoren Zellen in der G0/G1-Zellzyklusphase arretiert wurden. Diese

synchronisierte Zellpopulation wurde anschlieBend nach Austausch des Mediums erneut in
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serumreichem Milieu (10% FKS) wieder zur Proliferation angetrieben, wobei der Hauptteil dieser
Zellpopulation die nichsten Phasen des Zellzyklus annidhernd synchron durchlaufen sollte. Zunichst
wurde mit dieser Methode versucht, RKO-Zellen zu synchronisieren. Dazu wurde Medium mit
reduziertem Gehalt an FKS (0-5%) benutzt (Abb. 3.28 A). Der DNA-Gehalt der Zellen wurde nach
viertdgiger Kultivierung in serumreduziertem Medium mithilfe der Propidiumiodidanfirbung fixierter
Zellen gemessen. Im Vergleich zu Zellen, die stindig in 10% FKS-haltigem Kontrollmedium gehalten
wurden, war erkennbat, dass sich die RKO-Zellen nach Serumentzug vermehrt in G0/G1 sammelten.
Doch selbst eine Kultivierung in serumfreiem Medium (0%FKS) arretierte nur 60% der Zellen in der
G1-Phase des Zellzyklus. Wurde nach dem dritten Tag serumfreier Kultivierung Apoptose durch die
Zugabe von 10 ng/ml hCD95L mit anti-Flag-Antikérper und Cycloheximid in 10% FKS-haltigem
Medium ausgel6st, zeigte sich nach 24 Stunden, dass nun ein leicht héherer Anteil der Zellen (58%)
starb im Vergleich mit den Kontrollzellen (10% FKS; Abb. 3.28 B). Die mit 0,1% FKS arretierten
Zellen wiesen eine der proliferierenden Kontrollpopulation entsprechende Apoptoserate auf (50%).

Es war bei diesen Versuchen eine drei- bis viertigige Kultivierungszeit in serumreduziertem Medium
gewihlt worden, da nach ein bis zwei Tagen noch keine Ansammlung der RKO-Zellen in der G0/G1-
Zellzyklusphase zu erkennen war. RKO-Zellen eigneten sich offensichtlich nicht zur Synchronisation
durch Serumentzug, da zum einen selbst nach vier Tagen sich nur 60% der Zellen in der GO/G1-Phase
befanden und zum anderen nach erneutem Zugeben von serumreichem Medium die Zellen nicht
synchron in den Zellzyklus eintraten, sondern sich nach kiirzester Zeit tber alle Zellzyklusphasen

verteilt hatten (Abb. 3.28 B: GO/G1 24h).

" Abb. 3.28
A = 0 —e—RKO Synchronisation der RKO-Zellen in GO/G1
© durch Serumentzug
& 55 A
2 50 A: Anteil der RKO-Zellen in der GO/G1-Phase des
£ _— Zellzyklus nach 4-tagiger Kultivierung in Medium
prey mit 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 5 und 10% FKS. Je
&£ 40 geringer der Anteil an FKS, desto mehr Zellen
8 354 sammelten sich in GO/G1, maximal jedoch 60%
30 , . : . : : der Zellen. B: Anteil der RKO-Zellen in der
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< den GO/G1-Arrest zu verstarken.
0,1 10,0 [% FKS]
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In weiteren Experimenten wurden arrestauslésende Substanzen (Daidzein, Mimosin, Aphidicholin,
Genistein und Nocodazol) verwendet, um RKO-Zellen zu synchronisieren. Aufgrund der starken
Eigeneffekte der Substanzen, wurde dieser Ansatz jedoch nicht weiter verfolgt (Daten nicht gezeigt).

Daher wurde untersucht, ob sich CHO-Zellen besser fir diese Analysen eigneten. Die Zellen wurden
zundchst fir 24 Stunden in Medium mit reduziertem FKS Gehalt (0,5%) kultiviert. Die anschlieende
Analyse der Pl-gefirbten Zellen im DurchfluBlzytometer ergab, dass sich nach dieser Behandlung ca.
60-70% der Zellen in der GO/G1-Phase befanden (unbehandelte CHO-Zellen befinden sich zu 45-
50% in der GO/G1-Phase). Es wurde diese relativ kurze Zeit des Serumentzugs gewihlt, da nach 48
Stunden in serumreduziertem Medium bereits apoptotische CHO-Zellen detektiert wurden (Daten
nicht gezeigt). Aus diesem Grunde wurde auch eine FKS-Konzentration von 0,5% statt 0% benutzt.
Nach dem Serumentzug wurde das Medium wieder mit serumreichem (10% FKS) Zellkulturmedium
ausgetauscht und nach 16, 19, 22 und 24 Stunden die Zellen geerntet und mithilfe der
Propidiumiodidanfirbung das Zellzyklusprofil der Proben analysiert (Abb. 3.29). Anhand der
gemessenen Zeitwerte war zu erkennen, dass die CHO-Zellen nach Serumzugabe wieder anfingen,
synchron den Zellzyklus zu durchlaufen. Nach 16 Stunden befand sich schon ein hoher Anteil (48%)
der Zellpopulation in der G2/M-Phase; nach 19 Stunden waren nur noch 16% der Zellen in GO/G1
nachweisbar und der Rest verteilte sich zu 23% auf die S- und zu 51% auf die G2/M-Phase. Nach 24
Stunden hatten sich die CHO-Zellen wieder tber alle Phasen des Zellzyklus verteilt, d.h. die durch den
Serumentzug bedingte Synchronisation war wieder aufgehoben. Somit lieBen sich CHO-Zellen zwar
durch Serumentzug in der GO/G1-Phase arretieren, doch ist der aufgrund der relativ kurzen
Serumsentzugszeit niedrige Anteil von 60-70% der Zellen in der GO/G1-Zellzyklusphase nicht

ausreichend fir zellzyklusabhingige Apoptoseuntersuchungen.

CHO-Zellen Abb. 3.29

100% Synchronisierung von CHO-Zellen durch

90% A aG2/M reduzierten Serumgehalt

os

<006 WGO/GL | cHO-Zellen wurden fiir 24 Stunden in
70% 1 BsubGl | gorumreduzierten Medium kultiviert (0,5% FKS).
S 60% Danach wurde wieder vollstandiges Medium
3 50% 4 _— I (10% FKS) zugegeben, und nach Oh, 16h, 19h,
g 0% | 22h und 24h wurden die Zellen fiir eine
T ? Zellzyklusanalyse geerntet. Dargestellt ist (Uber
< 30% - eine Messung des Gehalts an mit Pl gefarbter
20% A DNA) der jeweilige Prozentsatz an Zellen in den
10% A Q Phasen GO/G1, S, G2/M sowie an apoptotischen
Zellen (subG1). Gezeigt wird der Mittelwert aus

0%

drei unabhangigen Experimenten.
Oh 16h 19h 22h 24h
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Somit wurde das Zellsystem ein weiteres Mal gewechselt, und es wurden NIH 3T3-Zellen
(Mausfibroblasten) verwendet. Diese Zellen lieBen sich in serumfreiem Medium bereits nach 24
Stunden zu 80-90% in der G0/G1-Zellzyklusphase arretieren (unbehandelte, proliferierende NIH 3T3-
Zellen befanden sich zu 45-50% in der GO/G1-Phase). AnschlieBend wurde das serumfreie gegen
serumbhaltiges (10% FKS) Medium ausgetauscht, und nach 0, 15, 16, 18, 20 bzw. 24 Stunden wurden
die Zellen fur eine Zellzyklusanalyse geerntet (Abb. 3.30). 16 Stunden nach Serumzugabe befand sich
der Hauptanteil der Zellen in der S-Phase (48%2%) des Zellzyklus, 18 Stunden danach in der S-
(3810%) und G2/M-Phase (32£4%), und 20 Stunden nach Zugabe von 10% FKS-Medium befanden
sich 46% der Zellen in der G2/M-Phase des Zellzyklus. 24 Stunden nach Serumgabe verteilten sich die
NIH 3T3-Zellen zu 50£7% auf die GO/G1-, 14£2% auf die S- und 27£4% auf die G2/M-Phase.

NIH 3T3-Zellen Abb. 3.30

100% Synchronisierung von  NIH3T3-Mauszellen

90% - BG2/M | durch Serumentzug

: os
0, 4 —
80% .Gob/Gl NIH 3T3-Zellen wurden fir 24 Stunden in
§ 70% A Ll BsubGl | serumfreiem Medium kultiviert (0% FKS).
60% - Danach wurde dieses mit vollstdandigem Medium
— (10% FKS) ausgetauscht, und nach Oh, 15h,
Oh 15h

A% 16h, 18h, 20h bzw. 24h wurden die Zellen zur
Zellzyklusanalyse geerntet. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der mit Pl gefarbten Zellen in
den Zellzyklusphasen GO/G1, S, G2/M sowie
subG1. Die in der GO/G1-Phase des Zellzyklus
arretierten Zellen befanden sich nach 16h
hauptsachlich in der S- und nach 20h in der
16h 18h 20h 24h G2/M -Phase.

40% -

NIH 3T3-Zell

30% A
20% A
10% -

0%

Da sich NIH 3T3-Zellen fur die Synchronisation nach Serumentzug in der GO/G1-Phase des
Zellzyklus als optimal erwiesen hatten, wurden diese Zellen benutzt, um ihr Apoptoseverhalten zu
untersuchen. Hierzu wurden die Zellen erneut fliir 24 Stunden serumfrei kultiviert, bevor FKS
zugegeben und 2 Stunden vor der Analyse des jeweiligen Zeitwertes Apoptose mit 100 ng/ml hCD95L
plus anti-Flag-Antikorper und Cycloheximid ausgelést wurde. Zu keinem Zeitpunkt zeigten die NIH
3T3-Zellen eine Sensitivitit gegentiber hCD95L-ausgeloster Apoptose (Abb. 3.31). Dies ist umso
erstaunlicher, als nicht synchronisierte, exponentiell wachsende NIH 3T3-Zellen durchaus CD95-
sensitiv waren: ca. 30% der Zellen wurden nach Inkubation mit 20 ng/ml hCD95L (+CHX, anti-Flag-
Antik6rper) getétet (Abb. 3.53).
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Abb. 3.31

Apoptoseresistenz synchronisierter NIH
3T3-Zellen gegeniiber CD95-vermitteltem
Zelltod

Dargestellt ist der Anteil apoptotischer NIH
3T3-Zellen mit hypoploiden DNA-Gehalt nach
Synchronisation durch Serumentzug und
zweistindiger Behandlung mit 100 ng/ml
hCDI5L mit anti-Flag-Antikérper und CHX. Die
Zellen wurden zuvor durch Kultivierung in
serumfreiem Medium fur 24 Stunden in der
GO/G1-Phase arretiert; anschlieRend wurde mit
serumreichem Medium (10% FKS)
ausgetauscht. Gezeigt sind die Mittelwerte aus
drei unabhangigen Versuchen.

3.4.2 Einfluss der Apoptoseinduktion auf die Zellzyklusverteilung der tberlebenden RKO-

Zellen

In einem weiteren Experiment wurden die Verteilungen der fiir 24 Stunden mit hCD95L, anti-Flag-

Antikorper und Cycloheximid, sowie der nur mit Cycloheximid (CHX) behandelten und lebenden

RKO-Zellen (unb.) analysiert. Es fillt auf, dass es durch die Cycloheximid Behandlung und auch durch

die Behandlung mit hCD95L, anti-Flag-Antikérper und Cycloheximid (hCD95L) zu einer Anreicherung
in der GO/G1-Phase kam (jeweils ca. 60% der Zellen in GO/G1, Abb. 3.32).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

RKO-Zellen

unbeh.

hCDS5L

CHX

BG2/M
os
HGO/G1

Abb. 3.32

CD95-induzierte Apoptose  fiihrt
zu einer Ansammlung der (ber-
lebenden RKO-Zellen in der GO/G1-
Zellzyklusphase

Die mit 10 ng/ml hCD95L, Tug/ml anti-
Flag-AK und 100 ng/ml CHX (hCD95L)
sowie die nur mit CHX behandelten
Zellen (CHX) wiesen eine Erhohung des
Zellanteils in der G1-Phase auf im
Vergleich zur unbehandelten Kontroll-
zellpopulation (unb.). Zur Bestimmung
der Zellzyklusverteilung wurden die PI-
gefarbten Proben im DurchfluRzytometer
analysiert.

Aufgrund der Beobachtung, dass die Stimulation der RKO-Zellen mit hCD95L, CHX und anti-Flag-

Antikorper zu einer Ansammlung der Ubetlebenden Zellen in der GO/G1-Zellzyklusphase fiihrte,

wurde die Verinderung der Zellzyklusverteilung nach Auslésung CD95-vermittelter Apoptose niher

untersucht. Dazu wurden eine Konzentrationsreihe sowie eine Zeitkinetik aufgenommen (Abb. 3.33).
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Je mehr hCD95L fiir 24 Stunden zugegeben wurde, desto geringer war der Anteil der iiberlebenden
Zellen in der G2/M-Phase, wihrend der Anteil der Zellen in der GO/G1-Phase von 48% (0 ng/ml) auf

55% (50 ng/ml) anstieg (Daten nicht gezeigt). Die mit dem hCD95-Liganden zugegebene
Cycloheximidkonzentration wurde konstant gehalten (Abb. 3.33 A). Die Zeitkinetik in Abb. 3.33 B

veranschaulicht, dass dieser Effekt (niedrigerer Anteil in der G2/M-Phase) erst nach lingerer

Stimulation auftrat. Erst 8 Stunden nach Zugabe des Todesliganden (mit CHX und anti-Flag-

Antikorper) waren eine Erhohung der GO/G1-Phasenpopulation und eine Verringerung der G2/M-

Population im Vergleich zu unbehandelten RKO-Zellen erkennbar. In beiden Experimenten fihrte die

Stimulation der CD95-vermittelten Apoptosekaskade in den jeweils tiberlebenden Zellen zu einer

Erhohung der GO/G1-Population, was auf eine Protektion in der G0/G1-Zellzyklusphase hinweist.
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Abb. 3.33

Zellzyklusverteilung iiberlebender Zellen
in Abhdngigkeit von der hCD95L-Konzen-
tration und -Inkubationszeit

A: Aufgetragen ist der Anteil an Zellen in der
G2/M-Phase in Abhangigkeit von der hCD95L-
Konzentration (0-50 ng/ml fur 24 h mit 1 pyg/ml
anti-Flag-Antikérper und 100 ng/ml CHX). Mit
ansteigender hCD95L-Konzentration und damit
mit Anstieg der Apoptoserate, sank der Anteil
der lebenden Zellen in der G2/M-Phase. B:
Aufgetragen ist die Zellzyklusverteilung der
Uberlebenden RKO-Zellen in Abhdngigkeit von der
Inkubationszeit mit hCD95L (Oh, 4h, 6h, 8h,
20h, 24h: 10 ng/ml hCD95L mit anti-Flag-
Antikorper und CHX). Nach 24h befanden sich
fast 70% der lebenden Zellen in der GO/G1-
Phase.

Der Anteil der toten Zellen, gemessen im sub-G1-Bereich, stieg mit erhéhter hCD95L-Konzentration

stetig an (Tab. 3.4). Der Anteil der toten Zellen stieg mit zunehmender Inkubationszeit erst an und fiel

dann wieder etwas ab (Tab. 3.4).
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hCD95L . hCD95L .
Konzentration 3 ) U9 Inkubationszeit % in subG1

0 ng/ml 3 Oh 3
5 ng/ml 14 4h 37
10 ng/ml 27 6h 44
20 ng/ml 46 sh 67
30 ng/ml 53 20h 45
50 ng/ml 58 24h 52

Tab. 3.4: Anteil an RKO-Zellen im subG1-Bereich nach hCD95L-Behandlung

Mit ansteigender hCD95L-Konzentration starben mehr Zellen (subG1-Bereich). Mit langerer hCD95L-Inkubationszeit starben
bis zum Erreichen des 8h-Wertes zunehmend mehr RKO-Zellen (Maximum bei 67%).

3.5 Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen proliferierender  RKO-Zellen

3.5.1 Simultane Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen durch Caspase-3/7-AAD-
Anfarbung

In den vorigen Experimenten wurde das Apoptoseverhalten einer zuvor arretierten Zellpopulation
untersucht. In diesem Abschnitt werden nun Versuche beschrieben, in denen das Apoptoseverhalten
proliferierender, nicht zellzyklusarretierter RKO-Zellen untersucht wurde. Dazu wurden simultan nach
Auslésung der CD95-Kaskade aktive Caspase-3 (mit einem Antikérper, der ausschlieBlich aktive
Caspase-3 detektiert) und die Zellzyklusverteilung tiber 7-AAD-Anfirbung im FACS aufgenommen. In
der anschlieBenden Analyse wurde die Zellzyklusverteilung der anti-Caspase-3-PE-positiven mit der
Zellzyklusverteilung der anti-Caspase-3-PE-negativen Population verglichen (Abb. 3.34). Dabei zeigte
sich, dass der Anteil an Zellen in der GO/G1-Phase in der Caspase-3-negativen Population iiber einen
Zeitraum von 24 Stunden annihernd gleich blieb (ca. 50%). Wihrend dieser Anteil in der Caspase-3-
positiven Population zu Beginn der hCD95L-Behandlung wesentlich niedriger war, dann etwas anstieg,
aber nach 6 Stunden wieder abfiel und generell immer unter 50% blieb. Entsprechend war der Anteil an
Zellen mit aktiver Caspase-3 sowohl in der S-, als auch in der G2/M-Phase im Vergleich zur Caspase-3-
negativen Population erhoht. Beim 0 Stunden-Wert bleibt zu beachten, dass hier nur ca. 2000 Zellen

der 200 000 gemessenen Ereignisse Caspase-3-Aktivitit besalen (1% der Zellen apoptotisch).
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Tab. 3.5: Anteil

an Caspase-3-positiven

hCD95L % Caspase-3
Inkubationszeit positiv
Oh 1
2h 10
6h 35
16h 36
22h 35
24h 15
RKO-Zellen nach hCD95L-Behandlung

Mit langer andauernder Inkubationszeit mit 10 ng/ml hCD95L (plus CHX, anti-Flag-AK) stieg der Anteil an Caspase-3-
positiven Zellen an (Maximum 36%) und fiel nach 24h wieder auf 15% ab. Méglicherweise werden mit zunehmender Dauer
apoptotische Zellen vermehrt durch Phagozytose beseitigt.

GO/G1 S
— 60 — 45
= = 35 i
D 40 s _ _ L 304 =z s
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e & ® 825 "
= ; c 20 T
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Behandlung: 10 ng/ml hCDY5L, 100 ng/ml CHX, 1 pg/ml anti-Flag- Ak

Abb. 3.34
Geringerer Anteil Caspase-3-aktiver RKO-
Zellen in der GO/G1-Zellzyklusphase nach

hCD95L-Behandlung

Es wurde jeweils der Anteil an Zellen in den
GO/G1-, S- oder G2/M-Phasen Caspase-3
aktiver (apoptotischer) sowie Caspase-3
inaktiver (lebender) Populationen untersucht.
Apoptose wurde durch die Inkubation der Zellen
mit 10 ng/ml hCD95L, 100 ng/ml CHX und 1
ug/ml anti-Flag-AK ausgelést. Wahrend Zellen
mit Caspase-3-Aktivitdt zu einem geringeren
Anteil in GO/G1 nachweisbar waren, stieg der
Anteil dieser Zellen in der S- und G2/M-Phase
an. Die Caspase-3-Aktivitat wurde durch
Inkubation der permeabilisierten Zellen mit
einem anti-Caspase-3-PE-AK bestimmt. Die
Zellzyklusverteilung wurde anhand der 7-AAD-
Farbung ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte
aus drei unabhéngigen Versuchen.

Wie bereits in Abb. 3.32 zu schen wart, konnte die Ansammlung der Zellen in der G0/G1-Phase

durchaus alleine durch die Zugabe von Cycloheximid bedingt sein. Um dies niher zu untersuchen,

wurde im nichsten Experiment Apoptose durch die Zugabe von 50 ng/ml hCD95L ohne Zusatz von

Cycloheximid ausgelost (Abb. 3.35). Apoptotische Zellen, die Gber Aktivierung des CD95-Rezeptors

getotet wurden (Caspase-3 positiv), unterschieden sich offensichtlich in ihrer Zellzyklusverteilung von

lebenden (Caspase-3 negativen) Zellen, denn sie befanden sich vermehrt in den aktiven S/G2/M-

Zellzyklusphasen. Dies bestitigte sich auch, wenn hCD95L ohne Cycloheximid fir die

Apoptoseinduktion zu den RKO-Zellen gegeben wurde.
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. Abb. 3.35

— Zellzyklusverteilung apoptotischer RKO-

,33,50 . Zellen nach hCD95L-Behandlung  ohne CHX

c

% 40 A .‘\A—\V Thug il Aufgetragen ist jeweils der Anteil der Zellen in
";' 30 A I der GO/G1-Phase in den Caspase-3-aktiven
B sowie inaktiven Zellpopulationen. Zur Caspase-3-
T 20 Aktivierung wurden 50 ng/ml hCD95L mit anti-
& i ——G0/G1 C3- Flag-Antikérper (jedoch ohne CHX) zu den
4— GO0/G1 C3+ Zellen gegeben. Caspase-3-positive RKO-Zellen
0 , ' ; ; ; wiesen einen geringeren Anteil an Zellen in der
Oh 2h 4h 7h 20h 24h GO0/G1-Phase auf. Die permeabilisierten RKO-
hCDO5L Zellen wurden mit anti-Caspase-3-PE-AK und 7-

Behandlung: 50 ng/ml hCD95L, ohne CHX AAD inkubiert.

3.5.2 Untersuchungen zur Cyclin-Expression in apoptotischen RKO-Zellen

Cycline werden — threm Namen entsprechend - im Verlauf des Zellzyklus periodisch exprimiert (vgl.
1.2.2). Diese Eigenschaft wurde im Folgenden genutzt, um Unterschiede in der Apoptosesensitivitit
von RKO-Zellen in verschiedenen Zellzyklusphasen (mit unterschiedlicher Cyclin-Expresion)
aufzuzeigen. Cycline besitzen eine relativ kurze Halbwertszeit und ihr Expressionslevel erreicht in einer
bestimmten Phase des Zellzyklus ein Maximum.

Cyclin B wird am Ende der S-Phase, mit einem Maximum in der G2-Phase, exprimiert. Im Komplex
mit CDC2 kontrolliert es den Ubergang der Zelle in der G2/M-Phase. Am Ende der Mitose wird es
ubiquitinvermittelt durch das Proteasom abgebaut. Cyclin E dagegen reguliert den Ubergang von der
G1- in die S-Phase. Die Expression von Cyclin E beginnt in der Mitte der G1-Phase und erreicht ein
Maximum in der S-Phase. Die Cyclin D3-Expression bleibt im Verlauf des Zellzyklus relativ konstant
(vgl. Einleitung, Abb. 1.9).

Die intrazellulire Anfirbung der Cycline in Relation zum Zellzyklusprofil ergab fiir proliferierende
RKO-Zellen die in Abb. 3.36 dargestellte Verteilung, wobei bei dieser Analyse der Messbereich nicht
eingegrenzt wurde. Daher ergab die Summe der %-Zahlen der einzelnen Zellzyklusphasen in diesem
Fall 80% (statt 100%), da sich die restlichen 20% gleichmiBig und in allen Proben im gleichen Ausmal}

uber den DNA>4n-Bereich verteilten.
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Cyclin E ' . -
_ CydinE pos Cyclin B1- und Cyclin E- exprimierende Zellen

o7 42%| E T werden durch hCD95L-Behandlung  nicht getotet
gesamt e b Nachweis der Cyclinexpression in Relation zur

/o1 Zellzyklusverteilung. Die Anfarbung der Cycline in den
< > unb. permeabilisierten Zellen erfolgte mit FITC-fusionierten
X T A Cyclin E neg Antikdrpern, die DNA-Anfarbung mit 7-AAD. Untersucht

T Sy o O ?1?6_3?% wurden unbehandelte (unb.) und mit hCD95L-inkubierte
L [

(5h, 20 ng/ml hCD95L mit anti-Flag-Antikorper und CHX)
Zellen. Cyclin B1-positive Zellen waren nach hCD95L-
Behandlung nicht im subG1-Bereich (apoptotische Zellen)

1% nachweisbar. Cyclin D3-positive Zellen verhielten sich wie
,m_;—i,_ Cyclin D3-negative Zellen (19%), d.h. sie starben nach
S ~ . Inkubation mit hCD95L zu 15%. Cyclin E-positive Zellen
o A waren nach Apoptoseinduktion zu einem geringeren
Hﬁl—l— < > hcposL | Anteil im subG1-Bereich nachweisbar (14%), wahrend
' ~A  Cyclin E neg 42% der Cyclin E-negative Zellen starben.
200 “L;Mr?"n 800 1000 "142%

Unbehandelte Cyclin Bl-exprimierende Zellen verteilten sich folgendermallen auf die Zellzyklusphasen
(Abb. 3.36): 25% in G0/G1 und 56% in S/G2/M. Dementsprechend befanden sich die Cyclin B-
negativen Zellen zu 83% in GO/G1. Nach Apoptoseinduktion war nur 1% der Cyclin B1-
exprimierenden Zellen im subG1-Bereich nachweisbar im Gegensatz zu 13% der Cyclin Bl-negativen
Population. 36% der Cyclin D3-exprimierenden unbehandelten Zellen befanden sich in GO/G1 und
43% in S/G2/M, wihrend 62% der Cyclin D3-negativen Zellen in GO/G1 und nur 25% in S/G2/M
nachweisbar waren. Wurde hCD95L-induzierte Apoptose ausgel6st, starben 15% der Cyclin D3-
positiven und 19% der Cyclin D3-negativen Zellpopulation. Cyclin E-exprimierende Zellen zeichneten

sich dutrch folgende Verteilung aus: 42% der Zellen wurden in der GO/G1-Phase und 38% in den
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S/G2/M-Phasen detektiert. Bei den Cyclin E-negativen Zellen befanden sich dagegen 51% in G0/G1
und 35% in S/G2/M. Nur 14% der Cyclin E-positiven Population starben nach Aktivierung der
CD95-Apoptosekaskasde, aber dafiir 42% der Cyclin E-negativen Population.

Alle Cyclin-Expressionsexperimente sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Es ist zu erkennen, dass sich
der Anteil Cyclin B1- und Cyclin E-positiver Zellen nach hCD95L-Behandlung in der apoptotischen

Zellpopulation vermindert hatte, nicht jedoch der Anteil Cyclin D3-positiver Zellen.

unbehandelt hCD95L hCD95L
Cyclin positiv, negativ, positiv, negativ, apoptotisch | apoptotisch
gesamt gesamt gesamt gesamt und positiv | und negativ
B1 54 £12 % 3810 % 45 £14 % 5213 % 415% 14 £10 %
D3 84 £18 % 13217 % 79113 % 18£9 % 17 £11 % 17 £11 %
E 57 £21 % 41 £20 % 31 14 % 65+13 % 810 % 29 20 %
Tab. 3.6: Expression der Cycline in RKO-Zellen

Die Behandlung mit 10 ng/ml hCD95L plus anti-Flag-Antikorper und CHX fir 24h fihrte zu einer Verringerung des Anteils
an Cyclin B1- und Cyclin E-positiven, aber nicht an Cyclin D3-positiven Zellen. Zudem waren die Cycline B1 und E kaum in
apoptotischen Zellen nachweisbar, dafiir jedoch Cyclin D3. Gezeigt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Experimenten.

3.6 Zelldichte und Mediumverbrauch beeinflussen

von RKO-Zellen

das Apoptoseverhalten

3.6.1 Untersuchung der CD95-vermittelten Apoptose dicht gewachsener und mit

konditioniertem Medium behandelter RKO-Zellen

Mit der Dichtearretierung (Kontaktinhibition) wurde eine weitere Methode gewidhlt, um
zellzyklusarretierte, nicht proliferierende RKO-Zellen in ihrem Apoptoseverhalten ohne Nebeneffekte
untersuchen zu koénnen. Ein wichtiger Vorteil dieser Methode war, dass fiir die Beeinflussung des
Zellzyklus keine weiteren Substanzen oder Induktoren benétigt wurden. RKO-Zellen lieBen sich mit
dieser Methode zu ca. 70% in der GO/G1-Phase arretieren (Abb. 3.37). Wurde nun die CD95-
Apoptosekaskade initiiert, starben in der diinn ausgesiten (,,diinn*: 1x10° Zellen pro Vertiefung einer
6-Lochplatte) proliferierenden Kontrollpopulation 21% der Zellen, in der dichtearretierten Population
(,,dicht““: 2x10° Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte) dagegen nur 5% der Zellen.

Interessanterweise hatte die Zufuhr des von dichten Zellen tiber Nacht (16h) konditionierten Mediums
(Mk) zu diinn ausgesiten Zellen deren Protektion gegeniiber den eingesetzten apoptoseauslosenden
Substanzen (20 ng/ml hCD95L plus 1 pg/ml anti-Flag-Antik6rper und 100 ng/ml Cycloheximid) zur

Folge. Es starben nur 12% dieser ,,diinnen® mit konditioniertem Medium behandelten Zellen, die
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ansonsten eine normale Zellzyklusverteilung proliferierender Zellen aufwiesen. Vor Zugabe des
konditionierten Mediums zu dinn ausgesiten Zellen, wurden Zellen sowie Zelltrimmer durch
Zentrifugation und Filtration (0,45um Filter) entfernt. Die Inkubation mit konditioniertem Medium
betrug auch bei allen nachfolgenden Experimenten jeweils 16 Stunden.

Des Weiteren veranderte sich die Morphologie der Zellen, zu denen der Kulturiiberstand konfluenter
Zellen gegeben wurde: die Zellen rundeten sich ab, verloren ihre Adhdrenz (Abb.3.37, Pfeile) wahrend
die nicht abgel6sten Zellen sich vernetzten (Abb. 3.37). Da die Zellzyklusverteilung weder einen
hoheren Anteil an Zellen in der subG1- noch in der G2/M-Phase aufwies, handelte es sich hierbei
nicht um apoptotische oder mitotische Zellen, die sich bekanntermalBlen ebenfalls ablésen und

abrunden.

Zellzahl

diinn ! dicht ] Mk
E o hCDo5L| = [ hCDosL 3 hCD95L

[F

FL-2A (F Fulaoreszenz)

Abb. 3.37 Zelldichte und konditioniertes Medium beeinflussen die Morphologie und hemmen die
Apoptose von RKO-Zellen

,DUnn“ ausgesate RKO-Zellen (1x105 Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte) zeichneten sich durch unregelmaRige
Zellform und Sensitivitat gegeniiber hCD95L-induzierter Apoptose (21% in subG1) aus. Dicht ausgesdte Zellen (2x108
Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte) waren kugelférmig. Diese Zellen starben nicht mehr nach hCD95L-Behandlung (5h
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20 ng/ml mit 1 pg/ml anti-Flag-Antikorper, 100 ng/ml CHX). RKO-Zellen, die mit dem konditionierten Medium (Mk) ,dichter
Zellpopulationen behandelt wurden, rundeten sich z.T. ab und verloren ihre Adharenz (Pfeile) und wurden insensitiv
gegeniber CD95-vermittelter Apoptose (12% in subG1). Es wurde das Zellzyklusprofil der Zellen anhand der PI-Farbung
nach Fixierung im FACS bestimmt.

Das Diagramm in Abbildung 3.38 veranschaulicht die Zusammenfassung sechs unabhingiger
Apoptoseexperimente. Die Zugabe von hCD95L mit anti-Flag-Antikérper und Cycloheximid fithrte
zur Apoptose von 25F6% der proliferierenden Kontrollzellen, die im subG1-Bereich des
Zellzyklusprofils detektiert wurden. Mit konditioniertem RKO-Medium behandelte RKO-Zellen (Mk)

starben im Mittel zu 5£1% und dicht ausgesite Zellen zu 10+1%.

35
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unb. hCD95L Mk Mk dicht dicht
hCD95L hCD95L
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Abb. 3.38 Dichtearretierung und RKO-konditioniertes Medium (Mk) hemmen die CD95-vermittelte
Apoptose in RKO-Zellen

Eine PI-Farbung der fixierten und permeabilisierten RKO-Zellen zeigte, dass diinn ausgesate und mit konditionierten
Uberstand konfluenter RKO-Zellen (,,Mk“, 16h) behandelte Zellen nur zu 5% nach hCD95L-Inkubation starben. Im Vergleich
dazu starben 25% der mit 20 ng/ml hCD95L (plus 1ug/ml anti-Flag-AK und 100 ng/ml CHX) fiur 5h behandelten diinn
ausgesaten Kontrollzellen. Bei dicht ausgesaten Zellen starben 10% durch hCD95L-Behandlung. Gezeigt sind die Mittelwerte
aus 6 unabhdngigen Versuchen.
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3.6.2 Auswirkungen des konditionierten Mediums auf das Proliferationsverhalten der RKO-
Zellen

In Abbildung 3.37 zeigten diinn ausgesite und mit Mk-behandelte Zellen eine Zellzyklusverteilung wie
normal proliferierende RKO-Zellen. Um dies genauer zu analysieren, wurde in den verschiedenen
RKO-Zellpopulationen der Anteil an Zellen in der S-Phase mit einem anti-BrdU-FITC-Antikérper im
Durchfluf3zytometer bestimmt (Abb. 3.39). Hierbei zeigte sich, dass dinn ausgesite und mit Mk-
behandelte Zellen mit 23% BrdU-positiven Zellen zwar mehr DNA-synthetisierende Zellen aufwiesen
als dichtearretierte Zellen (10%), aber weniger als die proliferierende Kontrollpopulation (54%). Die
Zugabe von zusitzlichen 10% FKS zum konditionierten Medium férderte nicht wesentlich den Anteil
proliferierender Zellen (27% BrdU-positive Zellen). Die Behandlung mit konditioniertem (und damit
auch Nihrstoff-verbrauchtem) Medium fihrte zu verringerter Proliferation diinn ausgesiter RKO-

Zellen, was sich auch durch Zugabe von frischem FKS nicht dnderte.

A - duenn 001 T di.o0s
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gesamt DNA-Gehalt (PI)

Abb. 3.39 Konfluenz und konditioniertes  Medium von dichtgewachsenen Zellen verlangsamen  die
Proliferation der RKO-Zellen

Durch Quantifizierung der BrdU-Inkorporation mit anti-BrdU-FITC-AK wurde der Anteil an proliferierenden Zellen zusammen
mit der Zellzyklusverteilung (Pl) ermittelt. ,Dinne“ Kontrollzellen hatten nach einer 1,5-stiindigen Inkubation mit BrdU zu
54% BrdU eingebaut; 10% der ,dichten“ und 23% der fur 16h mit ,Mk“ behandelten diinnen Zellpopulation waren BrdU-
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positiv. Die sofortige Zugabe von zuséatzlichen 10% FKS fuhrte zu einem BrdU-Einbau in 27% der Zellen in ,Mk-behandelten”
dinn ausgesaten Zellen.

3.6.3 Expression des CD95-Rezeptors auf der Zelloberflache der dicht und diinn

gewachsenen RKO-Zellen

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, auf welcher Ebene der CD95-vermittelten
Apoptose in dicht gewachsenen und in dinn ausgesiten Zellen, die mit konditioniertem Medium
behandelt wurden, der Zelltod inhibiert wird.

Dazu wurde zunichst tberprift, ob sich die CDD95-Rezeptordichte auf der Zelloberfliche der RKO-
Zellen signifikant gedndert hatte. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.40 gezeigt und verdeutlicht, dass
weder eine erhéhte Zelldichte noch konditioniertes RKO-Medium die CD95-Oberflichenexpression

beeinflussten.
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Abb. 3.40
Die CD95-Expression an der Zelloberfliche der RKO-Zellen bleibt unbeeinflusst durch unter-
schiedliche Zelldichte oder die Zugabe konditionierten  Mediums

Die durchfluRzytometrische Analyse der CD95-Expression auf der Zelloberflache mit einem anti-CD95-FITC Antikorper ergab
keine signifikanten Unterschiede in der Rezeptorexpression zwischen den Zustanden ,dinn“, ,dicht“ und mit konditioniertem
Medium (,Mk“) behandelten diinn ausgesaten Zellen. A: ,Overlay“ der Fluoreszenzmessung der unbehandelten (unb.), Mk-
behandelten (Mk, 16h) und dicht ausgesaten Zellen (dicht). Zur Kontrolle wurden die Proben zusatzlich mit anti-lgG-FITC-AK
analysiert (AK-Kontrolle). B: Unbehandelte und Mk-behandelte (16h) Zellen wurden zur Apoptoseinduktion fir 5h mit 20
ng/ml hCD95L (plus 1ug/ml anti-Flag-AK und 100 ng/ml CHX) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und mit
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anti-CD95-FITC-AK fur die Rezeptoranalyse gefarbt. Amean reprasentiert die Differenz aus der mit anti-CD95-FITC-AK und
aus der mit dem Kontrollantikdrper (anti-lgG-FITC) gemessenen Fluoreszenz. Gezeigt sind die Mittelwerte aus 5
unabhangigen Experimenten.

3.6.4 Rekrutierung von FADD und Caspase-8 in den CD95-DISC der diinn und dicht
gewachsenen RKO-Zellen nach CD95-Aktivierung

Als nichstes stellte sich die Frage, ob es nach CD95-Rezeptoraktivierung mit hCD95L und anti-Flag-
Antikorper zur DISC-Bildung in den unterschiedlich apoptosesensitiven Zellpopulationen kam. Um
dies herauszufinden, wurde der Rezeptorkomplex mitsamt den assoziierten Signalmolukilen (DISC)
aus dem Gesamtzellextrakt nach hCD95L-Behandlung prizipitiert und untersucht. In Abbildung 3.41
ist zu sehen, dass Caspase-8 und FADD im Gesamtzellysat der ,,dichten® sowie der ,,diinnen* Zellen
vorhanden waren (Spur 1-4). In der nicht mit hCD95L stimulierten Negativkontrolle wurden weder
Caspase-8 noch FADD zum Rezeptorkomplex rekrutiert (Spur 5 und 6). Mit hCD95L-stimulierte diinn
ausgesite (,,dinn“) und dicht ausgesite (,,dicht) Zellen rekrutierten diese Signalmolekiile in ihren

CD95-DISC (Spur 7 und 8).

Gesamtzell- Abb. 3.41
Lysate DISC-IP Kein Unterschied in der CD95-DISC-
: Zusammensetzung nach Rezeptor-
R - + + 60 g PeEE aktivierung in dicht und diinn ausgessten
1 2 3 4 5 6 7 8 anti-Flag-AK RKO-Zellen

Zur DISC-Analyse wurden das jeweilige
—ProCasp-8 (55kD) Gesamtzelllysat (Spur 1-4) sowie das
erhaltene Prazipitat (Spur 5-8) in einem SDS-

- CaspeBfal Akl Gel aufgetrennt und anschlieRend in einer
Western Blot-Analyse auf Caspase-8 und
* - - ‘ FADD Rekrutierung hin untersucht. Proben
der nicht mit hCD95L und anti-Flag-

> F i Antikorper behandelten Zellen sind jeweils in
der Spur 1, 2, 5 und 6 aufgetragen, wahrend
= 2 —FADD (27kD) die Proben der fir 1h mit 50 ng/ml hCD95L

=

plus 1ug/ml anti-Flag-AK-behandelten Zellen
in den Spuren 3, 4, 7 und 8 aufgetragen
wurde. Prazipitiert wurde der Komplex mit
Protein A-Sepharose-,beads“, die an den
anti-Flag-AK binden.
Spur 3, 7: diinn, 50 ng/ml hCDOSL plus *: unspezifische Banden

1 ug/ml anti-Flag-Ak

Spur 1, 5: dinn, unbehandelt

Spur 2, &: dicht, unbehandelt

Spur 4, 8:dicht, S0ng/ml hCDO5L plus
1 ug/ml anti-Flag-Ak
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3.6.5 Untersuchung der Caspase-8-Aktivitat

Da die DISC-Immunoprizipitationen gezeigt hatten, dass Caspase-8 im gleichen Ausmal3 in den DISC-
Komplex unterschiedlich konfluenter Zellpopulationen rekrutiert wurde (Abb. 3.41), sollte
anschlieBend untersucht werden, wieviel Caspase-8-Aktivitit in dinn und dicht gewachsenen sowie in
proliferierenden, mit konditioniertem Medium behandelten Zellen nach hCD95L-Behandlung
nachgewiesen werden konnte. Dazu wurden Caspase-8-Aktivititsstudien durchgefihrt (Abb. 3.42),
indem die entsprechenden Zelllysate mit einem spezifischen Caspase-8-Substrat versetzt wurden,
welches nach Spaltung fluoreszierend wird. Es zeigte sich, dass kontaktinhibierte Zellen, aber auch mit
konditioniertem Medium behandelte subkonfluente Zellen nach Stimulation mit hCD95L eine deutlich
geringere Caspase-8-Aktivitit (im Mittel ca. 12000 bzw. 15000 Units, Abb. 3.42) aufwiesen als
unbehandelte diinn ausgesite Kontrollzellen (im Mittel ca. 24000U). Somit wird das Apoptosesignal in
den konfluenten und in den mit verbrauchtem Medium behandelten Zellen bereits auf Ebene der

Caspase-8-Aktivierung inhibiert.

RKO-Zellen Abb. 3.42
30000 Verminderte  Caspase-8-Aktivitst sowohl
Hunb. in dichtearretierten als auch in mit
25000 - EhCDO5L konditioniertem  Medium (Mk) behandelten
) RKO-Zellen
:4(3
= 20000 - Caspaseaktivitat wurde anhand der Proteolyse
= des Caspase-8-spezifischen Substrates Ac-IETD-
<L 15000 A AFC erfasst, welches im gespaltenen Zustand
: fluoresziert. Die Zellen (diinn und dicht ausgesat
@ . . .. . .
8 sowie dinn ausgesat und fir 16h mit Mk
3 10000 A behandelt) wurden fur 5h mit 20 ng/ml hCD95L,
E 1 pg/ml anti-Flag-Antikérper und 100 ng/ml CHX
= behandelt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei
5000 unabhéangigen Versuchen.
0 . T T
dinn dicht

3.6.6 Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials

Im folgenden Experiment wurden mithilfe der JC-1-Anfirbung Verinderungen des mitochondrialen
Membranpotentials erfasst. Bei normaler Membranpolarisierung bilden die JC-1-Molekiile Aggregate,
die im FL2-Kanal detektierbar sind. Eine Membrandepolarisierung hingegen fihrt dazu, dass die JC-1-
Molekdle in ihrer monomeren Form vorliegen, die eine in FL1 detektierbare Fluoreszenzausstrahlung
aufweisen. Wihrend die Kontrollzellpopulation subkonfluenter, nicht behandelter Zellen nach

Inkubation mit hCD95L ein depolarisiertes mitochondriales Membranpotential aufwies, war kaum eine
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Membrandepolarisierung in ,,dichten® sowie subkonfluenten, mit konditionierten Medium (,,Mk*)
behandelten Zellen nachweisbar. Diese Zellpopulationen hielten ihr Membranpotential trotz hCD95L-
Behandlung aufrecht (Abb. 3.43).

Abb. 3.43

Quantifizierung des mitochondrialen
Membranpotentials A%,

Dunn ausgesate (,dinn“), konfluente (,,dicht“)
4= und dinn ausgesdte, mit konditioniertem
Medium (,Mk“)-behandelte Zellen wurden fir 5h
mit 20 ng/ml hCD95L, 1ug/ml anti-Flag-
3 Antikérper und 100 ng/ml CHX inkubiert.
Wahrend die ,dinne“ Zellpopulation eine
Depolarisierung des mitochondrialen Membran-

Depolarisierung (FI1/FI2)
N
1

potentials (MMP) aufwies (FL1/FL2 >1), waren

die Membranen der ,dichten“ und ,Mk-

1 behandelten“ Ansitze intakt (FL1/FL2 <1).

- Ermittelt wurde die Fluoreszenz des

potentialabhdngigen Farbstoffes JC-1. Bei

0= ' - T —— aufrecht erhalt%r?em MMP bilden sich JC-1-

dinn  hCD95L  dicht dicht, Mk Mk Aggregate, deren Fluoreszenz im FL2-Kanal
hCD9S5L hCD95L

detektiert wurde, ansonsten (Depolarisierung)
gibt es nur Monomere, die im FL1-Kanal
detektiert werden. Dargestellt sind die Mittel-
werte aus zwei unabhangigen Experimenten.

3.6.7 Vergleich der Bcl-x -Proteinexpression

Im Zusammenhang mit den mitochondrialen Ereignissen wurde die Expression eines anti-
apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieds (Bcl-x;) Gberpruft (Abb. 3.44). Bcl-x; verhindert durch die
Dimerisierung mit pro-apoptotischen Familienmitgliedern (z.B. Bax) die Cytochrom c-Freisetzung aus
den Mitochondrien (Kirkin et al. 2004). ,,Dichte®, als auch durch Behandlung mit konditioniertem
Medium abgeloste Zellen (abgel6ste Zellen, ,,abgl.) wiesen eine verstirkte Bcl-x,-Expression im
Vergleich zu unbehandelten dinnen Zellen auf. Mit konditioniertem Medium behandelte
subkonfluente Zellen exprimierten ebenfalls mehr Bcl-x; als unbehandelte dinn ausgesite Zellen und

zeigten im Gegensatz zu diesen keinen caspasevermittelten Abbau des Proteins nach

Apoptoseinduktion.
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Spur 1: dinn, unb.
Spur 2: diinn, hCD9 5L
Spur 3: diinn, Mk, unb

R - <«— Bcl-x| Spur 4: diinn, Mk, hCD95L
Spur 5: dicht, unb.

Spur 6: dicht, hCD95L
Spur 7: abgel. Zellen, unb.

Gelbeladung
(Coomasieanfarbung)

Abb. 3.44 Erh6hte Bcl-x -Expression sowohl in konfluenten als auch in dinn ausgesdten RKO-Zellen,
die mit konditioniertem Medium behandelt wurden

Das Gesamtzelllysat ,dunner”, ,dichter”, mit konditioniertem Medium behandelter und dadurch abgeldster Zellen wurde auf
seinen Bcl-x.-Gehalt im Western Blot untersucht. Die einzelnen Proben waren mit oder ohne 20 ng/ml hCD95L (plus anti-
Flag-Antikorper und CHX) tiber Nacht (16h) behandelt worden. Dieses Experiment wurde zweimal mit entsprechendem
Ergebnis durchgefihrt. Die Coomasieanfarbung des Gels zeigt die einheitliche Proteinbeladung an.

3.6.8 Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien nach CD95-Aktivierung

Ein wichtiges Ereignis des durch CD95L-ausgeldsten Signaltransduktionsweges in Typll-Zellen ist die
Freisetzung von Cytochrom ¢ (Cyt c) aus den Mitochondrien in das Zytosol. Dies konnte mithilfe einer
intrazelluliren Cyt c-Anfirbung mit einem anti-Cytochrom c-Antikérper im FACS quantifiziert werden.
In Ubereinstimmung mit den vorher gewonnenen Ergebnissen kam es weder bei dichtearretierten noch
bei diinn ausgesiten, mit konditioniertem Medium behandelten Zellen (,Mk®) zur Cyt c-Freisetzung

nach Stimulation mit hCD95L (,,Mk®, Abb. 3.45).
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Abb. 3.45
X 50 Cytochrom c-Freisetzung aus RKO-Zellen
o 45 1 Bunb. nach hCD95L-Stimulus
£ 40
BhCD95L ) .

O 35+ Es wurde der Anteil an Cyt c-negativen Zellen
S 2301 (Cyt c freigesetzt) nach 5-stundiger Inkubation
8 55 . mit 20 ng/ml hCD95L (plus anti-Flag-AK und
E\ 50 | CHX) erfasst. 44% der ,dinnen“ Zellpopulation
2 4] besaRen kein mitochondriales Cyt ¢ mehr.
£ Dagegen setzten nur 6% der ,dichten® und nur
s 101 14% der diinn ausgesiaten, ,Mk-behandelten®
&
E 3 Zellen Cyt c aus den Mitochondrien frei.

0 -4

dinn dicht Mk

3.6.9 Untersuchung der Caspase-3-Aktivitat

RKO-Zellen kénnen ohne ausreichende Caspase-8-Aktivitit und ohne die mitochondriale
Amplifizierung (MMP-Depolarisierung, Cyto c-Freisetzung) nach Stimulation mit hCD95L Caspase-3
nicht aktivieren. Wie in Abb. 3.46 zu sehen ist, wiesen sowohl dicht gewachsene als auch mit

konditioniertem Medium behandelte subkonfluente Zellen folgerichtig nur eine sehr geringe Caspase-3-

Aktivitit auf (Abb. 3.46).

RKO-Zellen Abb.3.46
70000 Caspase-3-Aktivitst  in hCD95L-behan-
Hunb. delten RKO-Zellen
60000 ~

e MALDASL Caspase-3-Aktivitat wurde anhand der Spaltung
E 50000 4 des Substrates Ac-DEVD-AFC erfasst. Die
o Messung der Fluoreszenz (die nach
é 40000 A Substrats_paltung auftritt) ergab" einen Ans_,_tieg
! der relativen Fluoreszenz der diinn ausgesaten
g und far 5h mit 20 ng/ml hCD95L (plus 1 pg/ml
8 30000 - anti-Flag-AK und 100 ng/ml CHX) behandelten
> Population von 8090 relative Einheiten auf
i1 20000 A 56021. Dicht ausgesite Zellen verzeichneten nur
& einen leichten Anstieg der gemessenen
10000 - Fluoreszenz von 18512U auf 21157U. Mit
konditioniertem Medium behandelte, dinn
0 4 ausgesate Zellen (,Mk“) wiesen eine niedrige

Grundaktivitat auf (6640U), welche durch die
Inkubation der Zellen mit hCD95L auf 24731U
anstieg.

dinn dicht Mk
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3.7 Weitere Analyse des anti-apoptotisch wirkenden konditionierten  RKO-

Uberstands

3.7.1 Untersuchung zum biologisch wirksamen Bestandteil des konditionierten Mediums

der RKO-Zellen

Um auszuschlieBen, dass nicht gentigend hCD95L-Molekiile die dicht ausgesiten Zellen erreichten, da
bei diesen schlieBlich 20 mal so viele Zellen ausgesit wurden als bei der dinn ausgesiten Kultur,
wurde hCD95L im Uberschuss zugegeben. Dichte Zellen lieBen sich auch durch eine 3- und 6-
stindige Inkubation mit 250 ng/ml und 500 ng/ml nicht in einem mit ,,dinnen® Zellen vergleichbaren
Prozentsatz in die Apoptose treiben (Abb. 3.47 A).

Um herauszufinden, ob dichte Zellpopulation ausschlieflich durch den tibermiBligen Verbrauch des
zugefihrten Zellkulturmediums gegeniber hCD95L induzierter Apoptose geschiitzt sind, wurde im
nichsten Experiment das verbrauchte Medium wihrend der Inkubation mit hCD95L, anti-Flag-
Antikorper und Cycloheximid mit frischem Medium, welches wieder hCD95L, anti-Flag-Antikérper
und Cycloheximid enthielt, ausgetauscht. Dies wurde einmal (MW) oder zweimal (2xMW), jeweils mit
und ohne PBS-Waschschritt (PMW), durchgefithrt (Abb. 3.47 B). Dabei blieb die Protektion bestehen
(7% in subG1), lediglich die Proben, bei denen das Medium zweimal gewechselt wurde, zeigten sich
etwas sensitiver gegeniiber der CD95-vermittelten Apoptose (14% apoptotisch im Vergleich zu 45%
der ,,diinnen® Zellen).

Zudem zeigt das nichste Experiment (Abb. 3.47 C), dass eine sehr kurze Inkubationszeit (2h) der
dinnen Zellen mit konditioniertem Medium gentigte, um eine durch hCD95L ausgeléste Apoptose zu
inhibieren. Wihrend 20% der diinn ausgesiten Kontrollzellen ohne konditioniertes Medium durch
diese Behandlung starben, waren nur 5% der fir zwei Stunden mit konditioniertem Medium
behandelten Zellen (,,2hMk*) apoptotisch. Dies veridnderte sich kaum nach lingeren Inkubationszeiten
(4h, Oh, 24h).

Dicht ausgesite Zellen verdnderten bereits innerhalb von zwei Stunden ihr Medium so, dass es die
durch hCD95L ausgel6ste Apoptose abschwichte (Abb. 3.47 D). Wihrend 40% der ,,diinnen®
Kontrollzellen starben, waren nur 28% der diinn ausgesiten Zellen, die mit einem fur zwei Stunden
konditioniertem Medium behandelt wurden, apoptotisch. Dies reduzierte sich nach einer 4-stiindigen
Konditionierung auf 24%, nach einer 6-stindigen Konditionierung auf 22% und mit Medium, das fir
24 Stunden durch dichte RKO-Zellen konditioniert wurde, starben nur 3% der Zellen. Dies lie3
vermuten, dass RKO-Zellen einen anti-apoptotisch wirkenden Faktor sekretierten, dessen

Konzentration in dicht ausgesiten RKO-Zellkulturen naturgemill hoher als in diinn ausgesiten war.
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Wurde das Medium abgewaschen, produzierten die Zellen erneut anti-apoptotisches Medium durch

Faktorsekretion.
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Abb. 3.47 RKO-Zellen produzieren einen anti-apoptotisch wirkenden  Zellkulturuberstand

A: Die Apoptoseresistenz der dicht ausgesaten Zellpopulationen (,,dicht“) bestétigte sich auch nach Inkubation mit hohen
hCD95L- Konzentrationen. So waren 47% der dinn ausgesaten Zellen (,,dinn“) nach einer 3-stiindigen Behandlung mit 250
ng/ml hCD95L apoptotisch, aber nur 14% der ,dichten Zellpopulation. Eine 3-stindige Inkubation mit 500 ng/ml hCD95L
flhrte zum Zelltod von 41% ,dinnen® Zellen, aber nur 17% ,dichter® Zellen. Die 6-stiindige Inkubation mit 250 ng/ml
hCDO5L I6ste in 57% der ,dinnen® Zellen Apoptose aus, jedoch nur in 23% der ,dichten® Zellen. Auch eine 6-stindige
Behandlung mit 500 ng/ml hCD95L brachte 57% der ,dinnen“ Zellen zum Sterben, aber lediglich 27% der ,dichten”
Zellpopulation. B: Ein Mediumswechsel, einmal (MW) oder zweimal (2xMW) durchgefiihrt, mit und ohne PBS-Waschschritt
(PMW) hob die Blockade der CD95-vermittelten Apoptose (10 ng/ml, 8h) der ,dichten“ Zellen nicht auf. C: Das
konditionierte Medium konfluenter RKO-Zellen (,Mk“) protektionierte schon nach einer 2-stiindigen Inkubation auf dinn
ausgesaten RKO-Zellen. Apoptose wurde dabei jeweils die letzten 2 Stunden durch die Zugabe von 50 ng/ml hCD95L plus
anti-Flag-AK und CHX ausgelost. D: ,Dichte“ Zellen produzierten schon nach 2h einen anti-apoptotisch wirkenden
Zellkulturiiberstand. Je linger dicht ausgesite Zellen kultiviert wurden, desto protektiver wirkte ihr Uberstand. Es wurde
dabei mit 10 ng/ml hCD95L uber Nacht (16h) plus anti-Flag-AK und CHX inkubiert. Der Anteil an Zellen im subG1-Bereich
eines mit PI-Farbung bestimmten Zellzyklusprofils wurde im FACS analysiert.

Da RKO-Zellen offensichtlich einen anti-apoptotischen Faktor in tberstehendes Medium sekretieren,
wurde mit einem Zytokinarray der Firma Ray Biotech versucht, ob ein bekanntes Zytokin im
konditionierten Medium von konfluenten Zellen nachzuweisen war (vgl. Abb. 2.3 S. 72).

Hierzu wurden die mit Antikérpern beladenen Membranen mit den Zellkulturiberstinden dinn
ausgesater sowie dicht gewachsener Zellen inkubiert. Das verbrauchte Medium konfluenter RKO-
Zellen enthielt erhohte Mengen an IL-8, Angiogenin und evtl. an Onkostatin M (OSM; Abb. 3.48 A)
sowie LIF, PIGF und IGFBP-2 (Abb. 3.48 B).
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Abb. 3.48 RKO-Zellen sekretieren Zytokine in den Zellkulturiiberstand

A: Inkubation der Zytokinmembran Nr.lll mit 2ml konditioniertem FKS-freien Medium dinn ausgesater (,dinn“: 1x105 Zellen
pro Vertiefung einer 6-Lochplatte) und konfluenter (,dicht“: 2x108 Zellen pro Vertiefung einer 6-Lochplatte) Zellen. Es
zeigten sich nach der 2-stiindigen Inkubation der Membranen in der ,dichten“-Probe starkere Signale auf den IL-8-und
Angiogenin-Antikorperpositionen. Das OSM Signal war nur in einem Punkt der Doppelprobe verstarkt (*). B: Die Inkubation
der Zytokinmembran Nr. IV mit dem FKS-haltigen Uberstand diinn ausgesater (,diinn“) und konfluenter Zellen (,dicht*)
zeigte starkere Signale fur IGFBP-2, PIGF und LIF bei der mit dem konfluenten Medium ,dichter“ RKO-Zellen inkubierten
Membran.

Im folgenden Experiment wurden sekretierte und méglicherweise sekretierte Faktoren auf ihre
Fahigkeit, das Apoptoseverhalten der RKO-Zellen zu beeinflussen, getestet (zusammengefasst in Tab.
3.9). Weder NO (PIGF setzt NO frei; Angelucci et al. 2001), EGF, IGF, IL-6, noch Angiogenin, IL.-8
oder OSM beeinflussten das Apoptoseverhalten der RKO-Zellen. In diesem Zusammenhang wurden
auch entsprechende Inhibitoren untersucht: L-NAME, ein Inhibitor der NO-Synthase. AG490, ein
Inhibitor des JAK/STAT Signalweges, da das sekretierte LIF, ein Mitglied der IL-6-Familie,
moglicherweise diesen Signalweg aktiviert (Kritikou et al. 2003, Iwamoto et al. 2004). Rapamycin
welches den mTOR-vermittelten Signalweg hemmt (mTOR wird durch PI3K aktiviert; vgl. 3.7.5) und
MMPI, ein Inhibitor der Metalloproteinasen-7, -9, -3 und —1, da Metalloproteinasen an der Freisetzung
bzw. Abspaltung membrangebundener Zytokine beteiligt sein kénnten. Wihrend L-NAME die
hCD95L-induzierte Apoptose in diinn ausgesiten RKO-Zellen mit konditioniertem Medium nicht

beeinflusste, waren AG490 und Rapamycin in der Lage, den Protektionseffekt des konditionierten
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RKO-Mediums wieder aufzuheben. Die Zugabe des MMP-Inhibitors lieferte kein eindeutiges Ergebnis,

vermutlich sind MMPs indirekt an der Sekretion des ,,Survival“-Faktors beteiligt.

DMEM DMEM+ hCD95L hCD95L +
Substanz Substanz

NO (SNP) 250uM 1% 1% 25% 32%
EGF 20 ng/ml 1% 1% 31% 35%
IGF (40 ng/ml) 1% 2% 31% 30%
IL-6 10 ng/ml 1% 1% 25% 23%
Ang 500 ng/ml 1% 1% 25% 23%
IL-8 20 ng/ml 2% 3% 18% 14%
OSM 100 ng/ml 2% 2% 17% 13%
Ang + IL-8 1% 1% 31% 33%
Ang + IL-8 + OSM 2% 2% 19% 18%

Mk Mk Inhibitor | Mk hCD95L | Mk Inhibitor hCD95L

hCD95L

L-NAME 1TmM 5% 2% 10% 7% 18%
AG 490 50 uM 3% 2% 2% 18% 24%
Rapamycin 50 nM 1% 1% 4% 19% 23%
MMPI 1ug/ml 210,6% 2% 9+5,5% 13+10,4% 2718 5%
(n=3)

Tab. 3.7: Unterschiedliche @ Behandlungen des konditionierten = RKO-Mediums  zur Untersuchung seiner
protektiven Eigenschaft

RKO-Zellen wurden mit von dicht gewachsenen Zellen sekretierten und méglicherweise sekretierten rekombinanten Faktoren
inkubiert und daraufhin Apoptose (mit 20 ng/ml hCD95L plus anti-Flag-AK, CHX) ausgeltst. Keine der getesteten
Substanzen zeigte einen apoptoseinhibierenden Effekt. Zusatzlich wurde das konditionierte Medium dichter RKO-Zellen mit
unterschiedlichen Inhibitoren behandelt und das Apoptoseverhalten der damit inkubierten diinn ausgesdten RKO-Zellen
untersucht. AG490 und Rapamycin (auf dicht gewachsenen Zellen) waren in der Lage, die mit dem konditionierten Medium
dieser Zellen behandelten RKO-Zellen zur Apoptose zu sensitivieren. Die Zugabe von MMPI zu dicht wachsenden Zellen und
die anschlieRende Untersuchung des Uberstands auf diinn ausgesaten Zellen hob den protektiven Effekt teilweise wieder
auf, jedoch war die Varianz der Ergebnisse (3 Experimente) sehr hoch. Hier gezeigt ist jeweils der prozentuale Anteil
apoptotischer Zellen im subG1-Bereich des analysierten Zellzyklusprofils der Pl-gefarbten RKO-Zellen. n= Anzahl der
Experimente.

Wie bereits in Abb. 3.37 zu sehen ist, losten sich mit konditioniertem Uberstand (Mk) behandelte
RKO-Zellen vom Boden der Zellkulturschale ab. Im Folgenden wurde untersucht, ob der Verlust der
Adhirenz das Apoptoseverhalten der Zellen beeinflusst (Abb. 3.49). Hierzu wurde versucht, ,,dinn®
und ,,dicht® ausplattierte Zellen mit einer Poly-Hema Beschichtung der Kulturschalen, welches eine
Anheftung verhindern sollte und einer Inkubation unter stindiger Schiittelbewegung in
Einzelzellsuspension zu halten. Die Zusammenfassung aller Experimente zeigte im Mittel eine
Aufhebung des Protektionseffekts dicht ausgesiter Suspensionszellpopulationen. Allerdings war die
Varianz der einzelnen Experimente sehr hoch, was auch anhand der Fehlerbalken zu erkennen ist, so
dass keine endgiiltige Aussage beziiglich der Beteiligung des Adhirenzverlustes am Protektionseffekt

gemacht werden kann. Auffallend war auch, dass die Zellen trotz Suspension in Gruppen zusammen

132




Ergebnisse

hafteten (Daten nicht gezeigt). Im Zusammenhang mit den vorherigen Experimenten kann spekuliert

werden, dass die RKO-Zellen nur bei Anhaftung ein anti-apoptotisch wirkendes Zytokin sekretieren.
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Abb. 3.49

Apoptoseverhalten der RKO Suspensions-
kulturen

Dunn ausgesate (,dinn“) und dicht ausgesate
(,dicht“) Zellen wurden durch Beschichtung der
Kulturschalen mit PolyHema und unter
permanenter Schittelbewegung in Suspension
gehalten. Durch die Zugabe von 20 ng/ml
hCD95L, 1 pg/ml anti-Flag-Antikérper und 100
ng/ml CHX wurde Apoptose ausgeldst. ,Dinne”
wie ,dichte“ Zellsuspensionen reagierten
daraufhin gleichermaRen: 15,6£12,1% der dinn
ausgesaten Zellsuspension war im subG1-Bereich
nachweisbar sowie 18,4+£13,6% des dicht
ausgesaten Zellansatzes. Nach Ernten und
Permeabilisierung der Zellen wurde die DNA mit
Pl angefédrbt, um die Zellzyklusverteilung im
DurchfluRzytometer zu analysieren. Gezeigt sind
die Mittelwerte aus 7 unabhéngigen Versuchen.

Um auszuschlieBen, dass wegen eines Abbaus des hCD95L.-Molekiils im Uberstand konfluenter RKO-

Zellen protektive Effekte gemessen werden, wurde eine hCD95L-Stamml&sung in konditioniertem

Medium dichter Zellen angesetzt und diese 1:100 auf die Gebrauchskonzentration verdinnt und

eingesetzt. Sollten z.B. Proteasen im Uberstand dichter RKO-Zellkulturen die hCD95L.-Molekiile

hydrolysieren, dann sollte der hCD95-Ligand in der hierbei verwendeten Stammlésung inaktiviert

werden. Die anschlieBende Verdiinnung schlief3t bei diesem Experiment einen direkten Einfluss des

Uberstands konfluenter Kulturen auf die diinn ausgesiten Zielzellen aus. Es starben 28% der mit

diesem hCD95-Liganden behandelten RKO-Zellen (Abb. 3.50), was bestitigte, dass der

Kulturiiberstand hCD95L nicht in seiner Funktionalitit einschrinkte. Dies stand auch in Einklang

damit, dass hCD95L in der Lage war, eine DISC-Bildung in dichten Zellen auszulésen (Abb. 3. 41).
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Abb. 3.50

hCD95L bleibt im Uberstand der RKO-
Zellen intakt

Eine im Kulturiberstand dichter RKO-Zellen
(Mk) angesetzte hCD95L-Stamml6sung wurde
1:100 (10 ng/ml) im Versuch -eingesetzt
(,hCDI95L in Mk“). Dies hatte die Apoptose von
28% dunn ausplattierter Zellen zur Folge. Das
fur die Verdinnung benutzte konditionierte
Medium (Mk) zeigte protektive Eigenschaften,
denn eine Kultivierung diinner Zellen mit
anschlieRender hCD95L-Behandlung in Mk fiihrte
nur bei 9% der Zellen zur Apoptose.
Kontrollzellen ohne Inkubation  mit
konditioniertem Medium (DMEM) starben zu
38% nach einem Stimulus mit 10 ng/ml
hCD95L,1 yg/mlanti-Flag-Antikérper und 100
ng/ml CHX.

Bei weiteren Versuchen mit dem protektiven Zellkulturiberstand dichter RKO-Zellen stellte sich

heraus, dass der anti-apoptotische Effekt titrierbar war: Wurde das verbrauchte bzw. konditionierte

Medium mit frischem Medium, das nicht von RKO-Zellen stammte, verdinnt, verschwand der

Protektionseffekt (Abb. 3.51 A). Bei einer 1:5-Verdiinnung waren 18% einer diinn ausgesiten und mit

Ergebnisse

hCD95L behandelten Zellpopulation im subG1-Bereich nachweisbar. Bei einer 1:10-Verdinnung

waren dies 23% und bei einer 1:50-Verdinnung war der protektive Effekt vollkommen aufgehoben:

36% der Zellen befanden sich nach der hCD95L-Behandlung im subG1-Bereich, im Vergleich zu 37%

einer unbehandelten, subkonfluenten Kontrollpopulation nach Inkubation mit hCD95L.
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Abb. 3.51 Der apoptosehemmende Faktor in konditioniertem RKO-Medium  wirkt konzentrations-
abhangig und wird auch in serumfreies Medium sekretiert

A: Verdinnung des verbrauchten bzw. konditionierten Mediums dicht ausgesater Zellen (Mk) mit frischem Zellkulturmedium
in den Verhéltnissen 1:5, 1:10, 1:50, 1:100, und 1:1000. Ab einer 1:50-Verdinnung war der protektive Effekt bereits
aufgehoben, wenn die Mischung auf proliferierende Zellen (,diinn“) gegeben wurde, die anschlieRend mit hCD95L
inkubierten. B: Die apoptosehemmende Eigenschaft zeigte sich auch in serumfreiem Medium ,dichter” Zellen. In ebenfalls
serumfreiem Medium kultivierte ,diinne“ Kontrollzellen starben nach hCD95L-Behandlung zu 60%, wahrend mit ,Mk ohne
FKS“ kultivierte dinne Zellen nur zu 43% im subG1-Bereich detektierbar waren. C: FKS-Konzentrationsreihe: Dichte Zellen
wurden mit 5%, 10%, 20% und 30% FKS-haltigem Medium kultiviert, und das konditionierte Medium wurde anschlieRend auf
seine apoptosehemmende Wirkung hin getestet. Diinn ausgesate Kontrollzellen (10% FKS) starben nach hCD95L-Inkubation
zu 31%. Unter den ,Mk-5% behandelten“ diinnen Zellen waren 24% der Zellen apoptotisch. Eine Inkubation dinn
ausgesater Zellen mit ,Mk-10%"“ und ,Mk-20%“ reduzierte den Anteil apoptotischer Zellen auf 15%. Die Inkubation mit ,,Mk-
30%"“ protektionierte am deutlichsten: nur 12% der Zellen waren im subG1-Bereich nachweisbar.

Im Folgenden wurde getestet, ob das Fehlen von Nihrstoffen bzw. Energie (ATP-Mangel) oder eine de
novo Proteinsynthese fiir den protektiven Effekt des konditionierten Mediums nétig waren. Tabelle 3.8
zeigt die zusammengefassten Ergebnisse. Wurden RKO-Zellen in serumfreiem Medium kultiviert (-
FKS), waren sie trotzdem in der Lage, protektives konditioniertes Medium zu produzieren (Tab. 3.8:
43% zu 60% apoptotische Zellen; Abb. 3.51 B). Die Zugabe von zusitzlichen 10% FKS zum
konditionierten Zellkulturmedium der Zellen hatte keinen Einfluss auf dessen apoptosehemmende
Wirkung (Tab. 3.8: 4 % zu 30% apoptotische Zellen). Im Gegenteil je héher der FKS-Gehalt des
verbrauchten Mediums, desto stirker die Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose (Abb. 3.51 C).
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DMEM Mk DMEM +hCD95L Mk + hCD95L
- FKS 3% 4% 60% 43%
+ 10%FKS 2% 3% 30% 4%
+ Glucose 5% 12% 33% 14%
+ Glutamin 5% 8% 33% 6%
+ Hepes (pH) 2% 3% 44% 11%
80°C 5% 7% 33% 6%
+ CHX 5% 4% 35% 12%
Tab. 3.8: Unterschiedliche Behandlungen des verbrauchten konditionierten Mediums zur

Untersuchung seiner protektiven Eigenschaft

Das verbrauchte Medium dichter RKO-Zellen wurde auf die hier aufgelistete Art und Weise behandelt und das
Apoptoseverhalten der damit inkubierten diinn ausgesdten RKO-Zellen nach CD95-Apoptoseauslésung quantifiziert. Keine
der Behandlungen war in der Lage, die protektiven Eigenschaften aufzuheben.

Auch die Zugabe von Glucose (5 mg/ml) oder Glutamin (10%) konnte die mit verbrauchtem Medium
behandelten Zellen nicht zur hCD95L-induzierten Apoptose sensitivieren. Unter Verwendung von
Hepes-Puffer wurde versucht, einer Ubersiuerung des konditionierten Mediums durch die
produzierende dichte RKO-Kultur entgegenzuwirken. Dennoch war das verbrauchte und mit Hepes-
behandelte Medium in der Lage, die CD95-vermittelte Apoptose zu hemmen (11% zu 44%, Tab. 3.8).
Durch ecine einstindige Inkubation des verbrauchten Mediums bei 80°C wurde versucht, die
moglicherweise von den dicht ausgesiten Zellen sekretierten Proteine durch Hitzedenaturierung zu
inaktivieren. Diese Behandlung fithrte jedoch nicht zur Aufhebung der Protektion (6% im Vergleich zu
33% tote Zellen, Tab. 3.8). Die Behandlung der Zellen, die zur Herstellung des konditionierten
Mediums benutzt wurden, mit 100 ng/ml Cycloheximid zur Hemmung der Proteinneusynthese fithrte
trotzdem zur Produktion eines protektiven Zellkulturiiberstandes (12% zu 35%, Tab. 3.8). Dabei bleibt
zu beachten, dass die CHX-Konzentration nicht weiter austitriert wurde und der Einfluss auf die

Proteinbiosynthese nicht weiter untersucht bzw. nachgewiesen wurde.

Im folgenden Experiment wurde der konditionierte RKO-Zellkulturiberstand (FKS frei) mit Trypsin
verdaut, um damit ein moglicherweise sekretiertes anti-apoptotisches Protein zu inaktivieren. Hierzu
wurde das konditionierte Medium 10 Minuten mit Trypsin bei 37°C inkubiert. Parallel dazu wurde zur
Kontrolle hCD95L mit Trypsin verdaut. Die Hydrolyse wurde anschlieBend durch Zugabe von 10%
FKS gestoppt. Abbildung 3.52 zeigt, dass diese Trypsin-Behandlung tatsichlich dazu fithrte, dass der
hCD95-Ligand nicht mehr in der Lage war, in diinn ausgesiten RKO-Zellkulturen Apoptose
auszul6sen (hCD95L TRY). Allerdings zeigte das mit Trypsin behandelte konditionierte Medium
immer noch anti-apoptotische Eigenschaften, denn es reduzierte den Anteil apoptotischer Zellen nach
hCD95L-Behandlung von ca. 20% auf 10% (Mk TRY + hCD95L). Mit Trypsin verdautes, nicht

konditioniertes Kontrollmedium beeinflusste das Apoptoseverhalten nicht; nach hCD95L Behandlung
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statben 18% der dinn ausgesiten Zellkultur (DMEM TRY + hCD95L). Parallel zur Trypsin-
Behandlung wurde hCD95L mit PBS inkubiert, um sicherzugehen, dass das Trypsin das Molekil
hydrolysierte und inaktivierte und dass nicht die Inkubation fir 10 Minuten bei 37°C zum

Funktionsverlust fithrte. Dies war nicht der Fall, denn 20% der ,,dunnen® Zielzellen starben durch die

Behandlung mit ,,hCD95L PBS*.

Abb. 3.52
25 Trypsinverdau des konditionierten
Mediums hebt die Protektion nicht auf
20 1 Trypsinverdau von konditioniertem und nicht

konditioniertem Medium. Die Zugabe von

hCD95L zur Apoptoseinduktion fihrte zum
15 Zelltod von 18% der Kontrollzellen ohne RKO-
Zelliberstand (DMEM TRY + hCD95L), wahrend
lediglich 10% der ,Mk TRY + hCD95L“-Probe
starben. Die Behandlung von hCD95L mit
10 + Trypsin zeigte, dass das Enzym unter den
gewahlten Bedingungen in der Lage war,
Proteine zu verdauen. Das hCD95L-Molekil war
5 nach dieser Inkubation nicht mehr funktionsféhig
(hCD95L TRY, 4% subG1). Eine entsprechende
Inkubation mit PBS statt Trypsin beeinflusste
0 die Apoptoseinduktion nicht (hCD95L PBS, 20%

Anteil toter Zellen [%in subG1]

subG1).
DMEM Mk + MkTRY+ hCD95L hCD95L
TRY + hCD95L  hCD95L PBS TRY
hCD95L

3.7.2 Apoptoseverhalten anderer Zelllinien nach Inkubation in konditioniertem RKO-

Medium

Um zu untersuchen, ob es sich bei der protektiven Eigenschaft des von ,,dichten® Zellen
konditionierten Mediums um einen auf die RKO-Zellen beschrinkten Effekt handelt, wurden auch
Hela- (Zervixkarzinom), NIH 3T3- (Mausfibroblasten) und CHO- (Chinese Hamster Ovarian) Zellen
mit konditioniertem Medium (Mk) der jeweiligen Zelllinie behandelt und mit hCD95L zur Apoptose
stimuliert (Abb. 3.53). Wihrend HelLa-Zellen ebenfalls geschiitzt wurden (Abb. 3.53 A), verhielten sich
CHO- (Abb. 3.53 B) und NIH 3T3-Zellen (Abb. 3.53 C) anders. Eine Dichtearretierung oder
Behandlung mit konditioniertem Medium sensitivierte diese nicht humanen Zelllinien, die nicht von

Tumoren abstammen, sogar zur CD95-vermittelten Apoptose.
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Abb. 3.53 Unterschiedliches Apoptoseverhalten der Zelllinien HeLa, CHO wund NIH 3T3 nach
Inkubation mit konditioniertem Medium

A: 39% der HelLa-Zellen reagierten auf die Inkubation mit 50 ng/ml hCD95L (mit 100 ng/ml CHX, 1ug/mlanti-Flag-AK) mit
Zelltod. Dicht ausgesdte oder mit dem verbrauchten Medium dichter HeLa-Zellen behandelte HelLa-Zellen starben nur zu 18
% (dicht), bzw. 12% (Mk). B: CHO-Zellen reagierten nur in den Zustanden ,dicht“ (31%) und ,Mk“ (37%) auf die hCD95L-
Behandlung. C: Diinn ausgeséte NIH 3T3-Zellen starben durch die Inkubation mit 20 ng/ml hCD95L (plus CHX und anti-Flag-
AK) zu 27%. Wurden diese Zellen dicht ausgesdt und mit hCD95L inkubiert, waren 80% der Zellen apoptotisch. Eine
Behandlung mit dem konditionierten Medium dichter NIH 3T3- oder RKO-Zellen resultierte in einem Zelltod von 68% bzw.
77% der Zellen nach hCD95L-Behandlung. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Experimenten.

3.7.3 Untersuchung der Vitalitat und Proliferationsfahigkeit abgeloster Zellen

Konfluente sowie mit konditioniertem Medium behandelte RKO-Zellen (Abb. 3.37) bzw. HelLa-Zellen
16sten sich zum Teil vom Boden des ZellkulturgefiB3es ab. Dieser Effekt war zwar auch bei CHO- und
NIH 3T3-Zellen zu beobachten, doch zeigten diese abgelosten Zellen die morphologischen
Charakteristika apoptotischer Zellen (u.a. Schrumpfung). Daher wurde die Vitalitit abgel6ster dicht
ausgesiter sowie Mk-behandelter RKO-, HelLa-, CHO- und NIH 3T3-Zellen untersucht (Abb. 3.54).
Es zeigte sich, dass die RKO-Zellen sofort wieder anwuchsen und stark proliferierten, wenn sie nach
Abtrennung separat kultiviert wurden (Abb. 3.54 A). Abgel6ste HelLa-Zellen wuchsen ebenfalls an und
proliferierten etwas langsamer als die RKO-Zellen (Abb. 3.54 B). CHO-Zellen wuchsen dagegen nicht
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an, sondern schwammen als kleine abgerundete tote Zellen in der Vertiefung einer 24-Lochplatte (Abb.
3.54 C). Ein kleiner Anteil der zuvor abgelésten NIH 3T3-Zellen wuchs zwar wieder an, proliferierte
aber nicht (Abb. 3.54 D).

Abb. 3.54 Nach Behandlung mit konditioniertem Medium abgeléste RKO- und Hela-, aber nicht
CHO- und NIH 3T3-Zellen, leben und proliferieren

Die in einer konfluenten (,,dicht“) sowie in einer mit konditioniertem Medium (,Mk“) behandelten Zellpopulation abgeldsten
RKO-, HeLa-, CHO- und NIH 3T3-Zellen einer 6-Lochplatte wurden durch Zentrifugation von ihrem Medium getrennt und in
frischem Medium erneut ausplattiert. A: Nach 5-tagiger Kultivierung waren die zuvor abgelésten RKO-Zellen wieder
konfluent gewachsen und arretiert. B: Abgeldste HelLa-Zellen adherierten ebenfalls und proliferierten erneut. C: CHO-Zellen
blieben klein und abgeldst. D: Nur ein sehr geringer Teil der abgelésten NIH 3T3-Zellen einer dichten Zellkultur adherierte
am Plattenboden, proliferierte jedoch nicht.

3.7.4 Protektion durch konditioniertes RKO-Medium gegeniiber anderen Apoptosestimuli

Um zu kliren, ob auch andere apoptotische Stimuli auBler einer hCD95L-Behandlung durch das
konditionierte RKO-Medium inhibiert werden, wurden weitere Apoptosestimuli getestet (Abb. 3.55).
Dabei wurden die Zellen mit UV (50 m]/cm?), TRAIL (20 ng/ml, mit CHX), Staurosporin (500 ng/ml;
250 ng/ml; 167 ng/ml) und anti-CD95-AK (1 pg/ml, mit 10 ng/ml Protein A) behandelt.
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Die Inkubation mit konditioniertem Medium hemmte auch die durch UV, TRAIL und Staurosporin

verursachte Apoptose, interessanterweise jedoch nicht den durch anti-CD95-AK ausgeldsten Zelltod.
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Abb. 3.55 Hemmung der UV-, TRAIL-, Staurosporin-, aber nicht anti-CD95-AK-induzierten Apoptose
durch konditioniertes = RKO-Medium

A: Unbehandelte ,diinne“, und mit konditioniertem Medium (,Mk“) behandelte sowie ,dichte“ RKO-Zellen wurden am Abend
mit 50 mJ/cm? UV bestrahlt und nach 16h zur Apoptoseuntersuchung geerntet. Wahrend 22% der ,dinnen“ Zellen im
subG1-Bereich nachweisbar waren, befanden sich nur jeweils 4% der diinn ausgesaten, Mk-behandelten und der ,dichten”
Zellen im subG1-Bereich. B: 36% der ,dinnen“ Zellpopulation reagierte auf die TRAIL-Inkubation (20 ng/ml TRAIL plus 100
ng/ml CHX) mit Zelltod. Lediglich 9% der Mk-behandelten und 5% der ,dichten“ Zellen waren apoptotisch. C: Dicht
ausgesdte RKO-Zellen zeigten sich einer Staurosporinbehandlung gegeniiber weniger sensitiv. Bei einer 1:1000 Verdinnung
der 500 pg/ml-konzentrierten Stammlésung starben 23% der ,,diinnen®, aber nur 12% der ,dichten“ Zellen. Mit 250 ng/ml
Staurosporin waren dies 18% bzw. 7% und mit 167 ng/ml 17% bzw. 6%. D: Mit konditioniertem Medium (Mk) inkubierte
Zellen lieRen sich durch eine Behandlung mit 1 pyg/ml anti-CD95-AK und 10 ng/ml Protein A (PA) im gleichen Ausmal wie
dinn ausgesite, unbehandelte (unb.) Zellen toten (18% der Zellen im subG1 Bereich des Zellzyklusprofils nachweisbar).
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3.7.5 Analyse apoptoserelevanter Signaliibertragungswege nach Behandlung mit
konditioniertem Medium

,,Dicht ausplattierte sowie mit konditioniertem Medium konfluenter Zellen (Mk) behandelte RKO-
Zellen reagieren nicht auf Apoptose auslésende Stimuli. Im Folgenden sollte daher untersucht werden,
welche Signalwege an der Produktion des protektiven Zellkulturiiberstandes beteiligt sind. Der
PI3K/Akt-Signalweg ist ein in vielen Prozessen involvierter anti-apoptotisch wirkender
Signalibertragungsweg (Vivanco & Sawyers 2002). Daher wurde ein PI3K-Inhibitor (Ly294002, 17uM)
zu dicht ausgesiten, konfluent werdenden Zellen gegeben. Das verbrauchte bzw. konditionierte
Medium der mit Ly294002 behandelten Zellen wurde dann auf seine anti-apoptotische Aktivitit
getestet (Abb. 3.56 A). Im Gegensatz zu RKO-Zellen, die mit konditioniertem Medium ohne
Ly294002-Behandlung (Mk) inkubiert wurden, starben die Zellen, die den konditionierten Uberstand
von mit Ly-behandelten dicht ausgesiter Zellen (,,Mk-Ly*) erhielten, nach 5-stindiger Inkubation mit
20 ng/ml hCD95L (plus CHX und anti-Flag-AntikGrper) im vergleichbaren Ausmall wie die in
normalen Medium kultivierten Kontrollzellen.

Obwohl die Zugabe des PI3K-Inhibitors zu dem bereits konditioniertem Medium erst auf den diinn
ausgesiaten Zellen nur einen schwachen Effekt, d.h. kaum eine Beeinflussung der Protektion unter
Berticksichtigung der leicht pro-apoptotischen Wirkung des Inhibitors (Mk+Ly: ca. 14% in subG1;
Mik+Ly plus hCD95L: ca. 16% in subG1), zeigte (Abb. 3.56 B: Mk + Ly), ergab eine Uberpriifung des
Phosphorylierungsstatus der Akt, dass mit konditioniertem Medium (Mk) behandelte, diinn ausgesite

Zellen die aktive, d.h. am Serin 473 phosphorylierte Form der Akt aufwiesen (Abb. 3.56 C).
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Abb. 3.56 Die Rolle der PI3K fiur die Produktion protektiven Mediums

A: Die Analyse der Zellzyklusverteilung der Pl-gefarbten Proben ergab, dass 21+2% der diinn ausgesaten, nicht behandelten
Kontrollzellen (DMEM) durch hCD95L-Behandlung (20 ng/ml plus 1ug/ml anti-Flag-AK und 100 ng/ml CHX) starben. Nur
8+3% der mit konditioniertem Medium (Mk) behandelten Zellen wurden durch die Inkubation mit hCD95L apoptotisch. Die
Behandlung der RKO-Zellen mit 17 uM Ly 294002 hatte einen leicht pro-apoptotischen Effekt (ca. 5% tote Zellen) und es
waren nach zusatzlicher Behandlung mit hCD95L 27+6% der Ly-behandelten Zellen im subG1-Bereich nachweisbar. RKO-
Zellen, die im Uberstand von Ly-behandelten Zellen inkubiert wurden, zeigten sich hCD95L-sensitiv, denn es befanden sich
20+3% tote Zellen in der entsprechenden Probe. B: Wahrend die Zugabe von 20 ng/ml hCD95L in der Kontrollpopulation
zur Apoptose fihrt, wird die Protektion durch konditioniertes Medium (Mk) durch die Zugabe von Ly kaum aufgehoben (Mk
+ Ly). Wurde der Inhibitor Ly294002 jedoch zu dicht ausgesiten Zellen zugefilhrt und deren Uberstand auf diinn
ausgesaten Zellen getestet, zeigte sich eine Aufhebung des Protektionseffektes (Mk-Ly). C: Western Blot-Analyse des Akt-
Phosphorylierungsstatus durch Inkubation der Blotmembran mit einem spezifischen anti-phospho-Akt-Antikorper, der die
Serin 473 Phosphorylierung erkennt. Mit * sind unspezifische Banden markiert, welche die ungleiche Proteinbeladung (vgl.
Coomassie-Farbung) anzeigen, denn die Banden der ,Mk ohne hCD95L“-Probe sind wesentlich schwicher. Es war lediglich in
der ,Mk + hCD95L" Probe die phosphorylierte Akt-Kinase nachweisbar.

Da schon zuvor die Beteiligung der PKC an anti-apoptotischen Prozessen der RKO-Zellen gezeigt
werden konnte (Abb. 3.22), wurde zusitzlich die Beteiligung der Ca*"-abhingigen PKC-Isoformen an
der Produktion des protektiv wirkenden Uberstandes untersucht. Hierzu wurde ein spezifischer
Inhibitor (G66976) dieser Isoformen zum Medium von dicht ausgesiten RKO-Zellen zugegeben, die

anschlieBend konfluent wachsen gelassen wurden (Abb. 3.57). Mit dem Kulturiberstand dieser Zellen
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behandelte diinn ausplattierte RKO-Zellen reagierten mit Apoptose auf die 5-stiindige Inkubation mit

hCD95L, CHX und anti-Flag-Antikorper.
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Abb. 3.57

Ca?+-abhingige PKC-Isoformen
eine Rolle fur die
Wirkung des konditionierten

spielen
anti-apoptotische
RKO-Mediums

Nach einer hCD95L-Behandlung waren 20+6%
unbehandelte Kontrollzellen (DMEM), 8+5% mit
normalem konditioniertem Medium (Mk)
behandelte, 26% der mit G66976 inkubierten
und 19+7% der mit dem Uberstand der mit Go6
inkubierten dicht ausgesaten Zellen (Mk-Go6)
behandelten Zellen tot. Die Zugabe von 5 uM G6
zu den dicht ausgesaten Zellen hob den
protektiven Effekt des von dichten Zellen
konditionierten Mediums wieder auf. Gezeigt
sind die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen
Experimenten.

Die Zugabe von G66976 zu dem bereits konditionierten Medium auf diinn ausgesiten Zellen hatte

lediglich einen schwachen Effekt, d.h. das konditionierte Medium besal} weiterhin anti-apoptotische

Wirkung (Tab. 3.9).

DMEM Mk Mk + GO
ohne hCD95L 2% 3% 10%
mit hCD9O5L 44% 7% 16%
Tab. 3.9 Die Zugabe von G06976 direkt =zu konditioniertem Medium beeinflusst kaum dessen
protektiven Effekt

Mit und ohne 20 ng/ml hCD95L (plus anti-Flag-AK, CHX) behandelte RKO-Zellen waren durch eine Behandlung mit
konditioniertem Medium auch dann gegeniiber der CD95-vermittelten Apoptose geschitzt, wenn der PKC-Inhibitor G66976
(5uM) zu dem Uberstand auf den zu untersuchenden diinn ausgesaten RKO-Zellen zugegeben wurde.

3.8 Einfluss des konditionierten

Invasionsverhalten

Mediums auf das Migrations-

von RKO-Zellen

3.8.1 Migrationssverhalten der RKO-Zellen

und

Aus den Zytokinarray-Experimenten ldsst sich ablesen, dass RKO-Zellen 1L-8 und Angiogenin nach

Zugabe in das Gberstehende Medium sekretieren. Zwar zeigten beide Faktoren in rekombinanter Form

keinen Effekt auf das Apoptoseverhalten der RKO-Zellen (Tab. 3.7), aber da sie bekanntermallen an

Angiogenese- und Migrationsprozessen beteiligt sind (Wilson et al. 1999, Hatzi & Badet 1999), wurde

nun das Migrationsverhalten der RKO-Zellen untersucht (Abb. 3.58). Mit konditioniertem Medium
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(Mk) behandelte RKO-Zellen migrierten im Gegensatz zu unbehandelten RKO-Zellen in die in diesem
Assay benutzten Polycarbonatmembranen.

Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens der RKO-Zellen wurde ein Einsatz mit einer
Polycarbonatmembran in die Vertiefung einer 6-Lochplatte eingesetzt. Dadurch wurde die Vertiefung
in zwei Kammern geteilt, in eine obere und eine untere Kammer, die durch die Membran getrennt
werden. Die Zellsuspension der zu untersuchenden Zellen wurde in die obere Kammer gegeben,
wihrend in die untere Kammer frisches Medium (DMEM) kam, das unter Umstinden zusitzliche mit
einem Lockstoff versetzt war. Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden wurden die nicht in die
Membran eingewanderten Zellen abgewaschen und die eingewanderten Zellen entweder durch
Anfirbung mit einem Farbstoff (Kristallviolett) oder mit einer selbst entwickelten Nachweis-Methode
analysiert. Hierzu wurden die RKO-Zellen zuvor mit einem Fluoreszenzfarbstoff (CFSE) markiert. Die
anschlieBende Auswertung erfolgte dann im Fluoreszenzmikroskop.

Wurden Angiogenin plus IL-8 und im Vergleich konditioniertes Medium (Mk) als Lockstoff in der
unteren Kammer benutzt, migrierten RKO-Zellen ebenfalls aus der oberen Kammer in die
Membranen.

Der Migrationsassay wurde auch mit kollagenbeschichteten Membranen durchgefithrt, wobei die hier

beschriebenen Ergebnisse bestitigt wurden (Daten nicht gezeigt).

-

IjMiE.Mf'Ar1g% L8 *

Abb. 3.58 Konditioniertes = Medium verstirkt das Migrationspotential von RKO-Zellen
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A : Unbehandelte (unb.) und mit konditioniertem Medium behandelte (Mk) Zellen wurden fur 4h auf
Polycarbonatmembranen in DMEM (unb.) bzw. von dichten Zellen konditioniertem Medium (Mk) kultiviert. Nachdem nicht
migrierte Zellen abgewaschen wurden, wurden in die Membran eingewanderte Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Wahrend
keine der Kontrollzellen in der Membran detektierbar war, konnten mit konditioniertem Medium behandelte Zellen
nachgewiesen werden (violett gefarbt). B: In dieser selbst entwickelten Methode wurden jeweils 1x10° unbehandelte sowie
mit konditioniertem Medium behandelte Zellen (Mk) mit CFSE gefarbt und in DMEM bzw. konditioniertem Medium auf die
Membranen ausplattiert. Nach 4h wurden die nicht migrierten Zellen abgewaschen und die Membranen im
Fluoreszenzmikroskop auf den Gehalt an fluoreszierende Zellen untersucht. C: CFSE gefarbte Kontrollzellen wurden auf die
Membranen ausgesat. In der unteren Kammer befanden sich entweder Angiogenin plus IL-8 als Lockstoffe oder
konditioniertes Medium (Mk). In beiden Fillen wanderten RKO-Zellen in die Membranen ein (griin fluoreszierend).

3.8.2 Invasivitatsverhalten der RKO-Zellen

Nachdem die RKO-Zellen fiir sechs Stunden zur Migrationsuntersuchung (s.o.) kultiviert worden
waren, konnten einige Zellen nicht nur in der Membran, sondern auch direkt in der unteren Kammer
nachgewiesen werden. Diese durch die Membran durchgewanderten CFSE-gefirbten Zellen wurden
nach 6-stindiger Inkubation gesammelt und anhand ihrer fluoreszierenden Eigenschaft im
Durchflulzytometer vermessen (Abb. 3.59). Im Vergleich mit der unbehandelten Kontrollpopulation
(unb.) zeigte sich, dass bei den mit konditioniertem Medium behandelten RKO-Zellen (Mk) 2,4-mal so
viele CFSE-positive Zellen in der unteren Kammer gemessen wurden. Wurde dem konditionierten
Medium frisches FKS zugesetzt (,,Mk FKS*), um einem FKS-Konzentrationsgradienten zwischen
oberer und unterer Kammer entgegenzuwirken, wanderten sogar 3-mal so viele Zellen in die untere
Kammer. Wurden Angiogenin und IL-8 als Lockstoffe in der unteren Kammer eingesetzt, wanderten
1,4-mal so viele Zellen durch die Membran wie bei Kontrollzellen, bei denen sich DMEM in der
unteren Kammer befand. Dass Angiogenin und IL-8 tatsdchlich einen Einfluss auf die Invasivitat der
RKO-Zellen haben, wird durch die Beobachtung erhirtet, dass bei Zellen, die mit durch Trypsinverdau
inaktiviertes Angiogenin und IL-8 versetzt wurden, sogar weniger Zellen als bei der unbehandelten
Kontrolle (unb.) in der unteren Kammer nachgewiesen werden konnten (0,6-fach). Trotzdem kénnen
beide Faktoren nicht alleine fur die erhéhte Invasivitit der mit konditioniertem Medium behandelten
RKO-Zellen verantwortlich sein, denn das ,,komplette® konditionierte Medium induziert eine deutlich
hohere Invasivitit als das normale DMEM-Medium, dem rekombinantes Angiogenin und IL-8

zugesetzt worden waren.
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Abb. 3.59

DurchfluRzytometrische Bestimmung CFSE-
gefarbter invasiver RKO-Zellen

Unbehandelte, d.h. in DMEM kultivierte und
zuvor mit CFSE-gefarbte Kontrollzellen waren
nach 6h zu einem geringen Anteil in der unteren
Kammer nachweisbar (hier willktrlich auf 1
gesetzt). Der Anteil der mit konditioniertem
Medium (Mk) oder konditioniertem Medium plus
zusatzlichen 10% FKS (Mk FKS) inkubierten
durchgewanderten Zellen wurde zur Kontroll-
probe in Relation gesetzt. Dabei zeigte sich, dass
in diesen Ansatzen 2,4+1,1 bzw. 3,0+2,4-mal so
viele Zellen nach Invasion in die untere Kammer
nachweisbar waren. Wurden Angiogenin und IL-8
(Ang IL-8) als Positiv-Kontrolle fur
invasionsinduzierende ,Lockstoffe® eingesetzt,
wanderten 1,4+0,4-mal so viele Zellen wie bei
unbehandelten Zellen. Wurden Angiogenin und IL-
8 zuvor mit Trypsin hydrolysiert (Ang IL-8 TRY),
wanderten nur 0,6x0,3-mal so viele Zellen
(Negativkontrolle). Gezeigt sind die Mittelwerte
aus vier unabhangigen Experimenten.

Daraufhin wurde das Migrationverhalten der diinn ausgesiten RKO-Zellen analysiert, die mit

konditioniertem Medium von dicht ausgesiten und mit Ly294002 bzw. G66976 behandelten Zellen
inkubiert wurden (Mk-Ly und Mk-G6) (vgl. Abb. 3.56 und Abb. 3.57), um zu untersuchen, ob die

beiden Kinasen PI3K und PKC auch an den Migrationsprozessen beteiligt waren, die durch das

konditionierte Medium induziert wurden (Abb. 3.60).
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Abb. 3.60 PI3K- und PKC-Aktivitat spielen keine Rolle fir die durch konditioniertes Medium
induzierte Migration der RKO-Zellen

A: Die durch die verwendete Polycarbonatmembran gewanderten CFSE-gefarbten Zellen der unbehandelten Kontrollprobe
(unb.) sowie der mit konditioniertem Medium (Mk) alleine oder mit Mk-Ly oder Mk-G6 behandelten Proben wurden im FACS
vermessen. Wahrend 123141 der 10.000 ausgesaten unbehandelten Zellen in der unteren Kammer nachweisbar waren,
wurden 304x70 Zellen der Mk-behandelten, 743+222 Zellen der Mk-Ly Probe und 428 Zellen der Mk-Go Probe detektiert.
B: Wahrend 1x10° unbehandelte RKO-Kontrollzellen in der oberen Kammer in DMEM (D)-Medium ausgesat wurden, befanden
sich in der unteren Kammer entweder DMEM-Medium (unb.), Mk (D/Mk) oder Mk-Ly (D/Mk-Ly). Nur 123+41 Kontrollzellen
migrierten, im Vergleich zu 1408+730 detektierten Zellen der D/Mk-Probe und sogar 28071500 Zellen der D/Mk-Ly-
Probe. Gezeigt sind bei A und B die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versuchen. C: Mikroskopische Aufnahmen der CFSE
gefarbten und in die Membran eingewanderten RKO-Zellen. Nur wenige der unbehandelten Zellen wanderten in die Membran
ein. Angiogenin und IL-8 sowie IGF waren potente Lockstoffe, die in den RKO-Zellen Migration induzierten. Mit Mk und Mk-Ly
kultivierte RKO-Zellen migrierten vergleichbar stark. Wurden Mk oder Mk-Ly in der unteren Kammer vorgelegt, um die RKO-
Zellen anzulocken, waren nach 4h Inkubation mehr Zellen der DMEM/Mk Probe in der Membran nachweisbar als bei der
DMEM/MkLy Probe.

Zwar fihrte die Behandlung dicht gewachsener Zellen mit Ly294002 (17 uM) oder G66976 (5 uM) zur
Aufhebung des Protektions-, aber nicht des Invasionseffektes (Abb. 3.60 A und B). Eine
abgeschwichte Migration wurde beobachtet, wenn das entsprechende Medium (Mk-Ly) in der unteren
Kammer eingesetzt wurde (Abb. 3.60 C). Dies kann jedoch eine Folge der schnelleren Invasion der
Mk-Ly Zellen sein, d.h. die Zellen sind kaum noch in der Membran, sondern hauptsichlich in der

unteren Kammer nachweisbar.
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3.9 Unterschiedliche Genexpressionsprofile in arretierten konfluenten und
proliferierenden  subkonfluenten = RKO-Zellen

Eine moderne Methode, das gesamte Expressionsprofil aller exprimierten Gene zwischen zwei
Zellpopulationen zu vergleichen, stellt die Hybridisierung der mit Oligonukleotiden beladenen Chips
mit markierter cDNA dar, die aus der Gesamt-RNA hergestellt wird. Die automatische Auswertung
erfolgt anhand der durch Hybridisierung verinderten Fluoreszenzen. Dabei wurden HG-U133A-Chips
der Firma Affymetrix verwendet.

Es wurde RNA aus konfluenten arretierten (,,dicht: 1x10” Zellen pro Petrischale) sowie aus dinn
ausgesaten, proliferierenden (,,dinn‘: 1x10° Zellen pro Petrischale) RKO-Zellen isoliert, um beide
Zustinde und ihre unterschiedliche Apoptosesensitivitit aus dem Niveau unterschiedlich exprimierter
Gene zu analysieren. Insgesamt waren 256 Gene im Vergleich ,,dinn® gegen ,,dicht” (Ansatz 1)
dereguliert und 888 Gene im Vergleich ,,diinn hCD95L gegen ,,dicht hCD95L (Ansatz 3). Dabei war
die Mehrheit der Gene in ,,dinn® im Vergleich zu ,,dicht™ herunterreguliert (Tab. 3.10). Apoptose
wurde durch die Inkubation mit 50 ng/ml hCD95L plus anti-Flag-Antikorper fir 24 Stunden induziert.
119 Gene waren sowohl bei ,,dinn-dicht* (1) als auch bei ,,dinn hCD95L - dicht hCD95L* (3)
dereguliert. 187 Gene waren sowohl in Ansatz (2) (dinn hCD95L — diinn) als auch in Ansatz (3)
dereguliert, d.h. deren Genexpression wird vermutlich durch Apoptoseinduktion mit hCD95L
beeinflusst, da in beiden Ansitzen eine Probe apoptotischer Zellen mit einer Probe nicht-apoptotischer
Zellen verglichen wurde (dicht ausgesite Zellen sind gegentuber der hCD95L-induzierten Apoptose
geschiitzt und daher nicht apoptotisch).

In den Tabellen 3.10 — 3.13 ist jeweils eine Auswahl unterschiedlich exprimierter Gene/mRNAs der
einzelnen Ansitze aufgelistet. Bei der Auswertung wurde ein Filter gesetzt, d.h. es erscheinen nur jene

Gene, deren Expression im Vergleich tiber 2,5-mal erh6ht oder erniedrigt ist.

Dunn - Dinn Dinn Dicht 1 und 3 2 und 3
dicht (1) hCD95L - hCD95L - hCD95L -
dinn (2) dicht dicht (4)
hCD95L (3)
gesamt 256 370 888 14 119 187
Expression erhoht 74 27 179 8
Expression erniedrigt 182 343 709 6

Tab. 3.10: Gesamtheit in dunn und dich ausgesdten RKO-Zellen unterschiedlich  regulierter Gene

Der Vergleich der Ansatze ,dunn“ (1x108 pro Petri-Schale) und ,,dicht“ (1x107 pro Petri-Schale) zeigte Unterschiede in 256
mRNAs, davon waren 182 im ,dinnen® Ansatz herunter reguliert. Die Zugabe von 50 ng/ml hCD95L und anti-Flag-
Antikorper reichte in den ,dinnen“ RKO-Zellen aus, um 370 Gene zu beeinflussen, in den ,dichten“ waren davon nur 14
Gene betroffen. Wurde in beiden Zustdnden Apoptose ausgeldst, waren nun 888 der Gene unterschiedlich exprimiert.
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1 und 3 - eine Auswahl - Signalstérke
Genbank Nr.  Name mRNA Ansatz 1 | Ansatz 3
AF279900.1 PNAS-146 +3,2 +4,3
NM_002692.1 DNA Polymerase E2 +3,5 +2,0)
NM_001254.1 CDC6 +3,8 +3,3
U77949.1 Cdc6-related protein +3,8 +3,0
NM_002061.1 Ligase, modifier subunit +3,5 +4,8
NM_006107.1  acid-inducible phosphoprotein +2,8 +2,9
NM_001237.1 cyclin A2 +2,8 +5,2
NM_005573.1 lamin B1 +3,9 +3,0]
NM_004526.1  mitotin, MCM2 +4,0 +4,0
NM_001540.2 heat shock 27kD protein1 +2,5 +3,7
NM_002388.2 MCM3 +2,9 +2,5
NM_005345.3 heat shock 70kD protein TA +4,3 +3,9
U88964 HEM45 -4,0 -3,2
NM_019096.1 GTP binding protein -5,5 -4,0
NM_030777.1  solute carrier familiy 2 (facilitated glucose transporter) -6,3 -2,7
NM_014067.2 LRP16 protein -4,0 -3,1
NM_021158.1 protein kinase domain containing protein similar to phosphoprotein C8FW -7,8 -6,5
NM_021178.1 enhancer of invasion 10 (HEI-10) -2,7 -7,6
NM_016061.1 CGI-127 protein -3,6 -4,1
M19720 L-myc protein gene, complete cds -2,8 -2,7
L49506.1 cyclin G2 -2,9 -3,1
M33653.1 collagen IV A2 -3,9 -3,0
AF021834.1 tissue factor pathway inhibitor beta (TFPI ) -3,1 -3,6
U37546.1 IAP homolog C (clAP2) -17,5 -3,5
AB003476.1 Gravin -2,6 -3,1
U19869.1 fatty acid binding protein (FABP) -12,1 -15,8
U04897.1 orphan hormone nuclear receptor RORalpha1 -3,2 -2,5
AF019214.1 HMG box containing protein 1 (HMGB1) -3,1 2,6
BC000498.1 aspartate aminotransferase 1 -4,4 -3,3
NM_000313.1 protein S alpha -2,8 -2,9
NM_000050.1  argininosuccinate synthetase -3,6 -2,6
NM_001671.1  asialoglycoprotein receptor 1 -4,3 -3,7
NM_015364.1 MD-2 -4,8 -5,7
NM_019844.1 organic anion transporter 8 -3,9 -4,7
NM_001902.1 cystathionase -7,2 -5,9
NM_014398.1 similar to lysosome-associated membrane glycoprotein -8,5 -9,2
NM_002830.1 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type4 -2,5 -2,8
NM_005110.1 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase 2 -3,2 -2,6
NM_001673.1 asparagine synthetase (ASNS) -7,0 -14,8
NM_002201.2 interferon stimulated gene -6,9 -4,1
NM_005261.1 GTP-binding protein GEM -3,0 -3,0
U86453.1 phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit p110delta (PI3K p110) -2,6 -7,8
NM_004563.1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mitochondrial) -3,7 -2,7
NM_002194.2 inositol polyphosphate-1-phosphatase -2,5 -2,9
NM_004354.1 cyclin G2 -2,5 -3,4
NM_014456.1 programmed cell death 4 (PDCD4) -3,7 -3,0
NM_014456.1 programmed cell death 4 (PDCD4) -3,2 -2,9
NM_001674.1  activating transcription factor 3 (ATF3) -3,2 -3,2
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NM_004428.1 ephrin-A1l -6,4 -2,8
NM_000930.1 plasminogen activator, tissue (tPA) -4,4 -4.,9
NM_002345.1 lumican -4,4 -9,6
NM_001731.1 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative -2,9 -3,2
M61715.1 tryptophanyl-tRNA synthetase -2,8 -2,7

Tab. 3.11: Viele Gene werden in ,dunn“ ausgesdaten Zellen in geringerem AusmaR exprimiert als in
»dicht“ ausgesiten RKO-Zellen

Es wurde eine Auswahl der in Ansatz 1 und Ansatz 3 gleichermallen unterschiedlich regulierten
mRNAs aufgelistet. Eine Signalstirke von Faktor +4 bedeutet z.B., dass das Signal dieses Gens in der

,»dunnen® Probe 4mal hoher war als in der ,,dichten® Probe (Filter 2,5).

Diinn-dicht - eine kleine Auswahl - Signalstérke
Genbank Nr. Name mRNA

BC001441.1 similar to S-phase kinase associated protein2 +2,6
AB028869.1 survivin-beta +2,8]
L23928.1 SHMT (serine hydroxymethyltransferase) +7,4
NM_004856.3 mitotic kinesin-like ptotein +2,5
D50692.1 c-myc binding protein +2,6)
X69397.1 CD24 cell surface antigen -4,8
NM_004723.1 rhorac (GEF) -4,0
NM_006344.1 BCL2-like 1 (Bcl-x.) -3,1
NM_000177.1 gelsolin -2,8
NM_006086.1 Tubulin, beta, 4 (TUBB4) + 2,5

Tab. 3.12: Nur in Ansatz 1 (dunn - dicht) unterschiedlich regulierte Gene
Es wurde eine Auswahl der nur in Ansatz 1 (,dunn“ - ,dicht“) beeinflussten mRNAs aufgelistet (Filter 2,5).

Dunn hCD95L- Signalstarke
dicht hCD95L - eine kleine Auswahl -
Genbank Nr. Name mRNA
NM_014244.1 disintegrin-like and metalloproteinase (ADAMTS2) -9,1
BC005838.1 Tubulin, beta 5 +3,5
AF 141349.1 Beta-tubulin + 4,1
BC004188.1 Tubulin, beta, 2 +4,1
AF015524.1 putative chemokine receptor CRAM-A -3,9
U71088.1 MAP kinase kinase MEK5c -9,8
U58828.1 IL8 related receptor -5,9
AF221098.1 Ral guanine nucleotide exchange factor -2,9
U71087.1 MAP kinase kinase MEK5b -8,8
L18964.1 protein kinase C iota isoform (PKCu) -2,8
BC002794.1 TNF-R member 14 (LIGHT-R) -6,3
NM_001447.1 FAT tumor suppressor homolog 2 -6,8
NM_003393.1 WNT8B -9,6
NM_000641.1 IL11 -2,8
NM_021153.1 cadherin 19, type 2 -2,6
NM_002260.2 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 2 -16,8
NM_001243.1 TNF-R member 8 (CD30) -2,9
NM_006344.1 macrophage lectin 2 -14,5
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NM_001963.2 EGF -4,3
NM_016155.1 MMP17 (membrane-inserted) -6,2
NM_003841.1 TNF-R member 10c, decoy without intracellular domain (TRAIL-R3) -3,1
NM_022804.1 SNURF -4,2
NM_002658.1 plasminogen activator, urokinase (uPA) -7,7
NM_002309.2 LIF -8,3
NM_002937.1 ribonuclease, Rnase A family, 4 -5,0
NM_001145.1 angiogenin, Rnase A family, 5 -8,3
NM_015320.1  Rho (GEF) -3,6
NM_001924.2 GADDA45A -10,8
NM_000599.1 IGFBP5 -2,6
AB020966.1 hMet -2,9
NM_002291.1 laminin, beta 1 -3,2
NM_024494.1 wnt2b -4,9

Tab. 3.13: Nur in Ansatz 3 (dinn hCD95L - dicht hCD95L) unterschiedlich

Es wurde eine Auswahl der nur in Ansatz 3 (,diunn hCD95L* - ,dicht hCD95L) beeinflussten mRNAs aufgelistet (Filter

2,5).

Es fillt auf, dass viele zellzyklusrelevante Gene im Vergleich ,,dinn — dicht* dereguliert waren, was mit
dem Zellzyklusarrest dichter Zellen konform geht.

An der Apoptoseprotektion dicht ausgesiter RKO-Zellkulturen kénnten Bcel-x; sowie cIAP2
malgeblich beteiligt sein. Eine héhere Bcl-x;-Proteinexpression war bereits in vorangegangenen
Western Blot-Analysen gezeigt worden. Zudem wurde die katalytische Untereinheit der PI3K in der
dichten Zellpopulation stirker exprimiert als in der diinnen Zellpopulation.

Die Ergebnisse der Zytokinarray-Analyse wurden bestitigt, denn Angiogenin und LIF wurden auch auf
RNA-Niveau verstirkt exprimiert. Viele weitere an Migrationsprozessen beteiligte Genprodukte fielen
auf, z.B. tPA, uPA, MMP17, CD24, Rho-Rac, die alle in dinn ausgesiten RKO-Zellen zu einem
wesentlich geringeren Teil exprimiert wurden als in konfluenten RKO-Zellen.

Diese Ergebnisse bestitigen die Vermutung, dass dicht gewachsene Zellen nicht nur dichtearretiert

sind, sondern auch Prozesse zur Angiogenese und Migration einleiten.
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4 Diskussion

4.1 Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose muristeronbehandelter RKO-

Zellen

4.1.1 Die natirliche Funktion der Ecdysone

Das Steroidhormon Ecdyson reguliert Zelldifferenzierung und Zelltod wihrend der Metamorphose der
Insekten, beispielsweise von Drosophila mellanogaster. Dabei reguliert es direkt oder indirekt die
Transkription beteiligter Gene, wie z.B. der apikalen Caspase DRONC, welche fir den
ecdysonvermittelten Zelltod essentiell ist (Cakouros et al. 2002). Bei diesem Zelltod handelt es sich um
Autophagie, eine Sonderform des programmierten Zelltodes, der sich morphologisch von der
Apoptose unterscheidet. Ecdyson aktiviert Autophagie, um das Larvengewebe, das nicht linger

benotigt wird, zu entfernen (Myohara 2004).

4.1.2 Das ecdysoninduzierbare Genexpressionssystem

Steroide sind kleine lipophile und zellpermeable Molekiile, die schnell metabolisiert (und somit
entfernt) werden. Das macht sie zu idealen Induktoren fiir ein Genregulationssystem. Muristeron ist ein
pflanzliches Ecdysonanalogon, das benutzt wird, um die Expression des zu untersuchenden Gens eines
ecdysoninduzierbaren Sduger-Expressionsvektors auszulésen. Weitere Ecdysonhomologe, die als

Induktoren verwendet werden, sind Ponasteron und das synthetisch hergestellte GS-E.

Das Ecdysonsystem (Firma Invitrogen) dient der kontrollierten Expression eines zu untersuchenden
Gens in Sduger-Zellen. In diesem System werden beide Untereinheiten des funktionellen Drosophila
Ecdysonrezeptors konstitutiv von einem Regulator-Vektor (pVgRXR) exprimiert. Der durch Ecdyson
aktivierte Promotor, welcher letztendlich die Expression des zu untersuchenden Gens auslést, ist auf
einem zweiten induzierbaren Expressionsvektor lokalisiert. Die Sduger-Zellen werden mit diesem
induzierbaren Expressionsvektor und dem pVgRXR-Konstrukt ko-transfiziert. In Anwesenheit des
Induktors (Ecdyson bzw. Analoge), bindet der funktionelle Ecdysonrezeptor an das synthetisches
,»Response-Element®, welches nicht von natiirlichen Nuklearhormonrezeptoren erkannt wird und I9st

die Expression des zu untersuchenden Gens aus (Saez et al. 2000).
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4.1.3 Die ecdysonbedingte Hemmung des CD95-Signalweges beginnt auf der Ebene der
Caspase-8-Aktivierung

Die Aktivierung eines muristeroninduzierbaren p27-Expressionskonstruktes in RKO-Zellen fihrt zu
einer deutlichen Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose. Allerdings stellte sich im Verlauf dieser
Arbeit heraus, dass der anti-apoptotische Effekt durch Muristeronzugabe ausgel6st wird und von der
p27-Expression unabhingig ist. Die Inkubation der RKO-Zellen mit Muristeron erhéht zum einen die
Bcl-x, -Proteinexpression. Dieses anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglied ist vermutlich an der
muristeronbedingten Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose in RKO-Zellen beteiligt. Bel-x;
heterodimerisiert mit pro-apoptotischen Familienmitgliedern wie z.B. Bax und Bak und blockiert damit
deren apoptotische Aktivitit, d.h. es kommt nicht zur Freisetzung des Cytochrom c aus den
Mitochondrien (Kirkin et al. 2004). Interessanterweise fithrt die Behandlung der RKO-Zellen mit
Muristeron nicht zur caspasebedingten Spaltung des Bcl-x;-Proteins (Kirsch et al. 1999 und eigene
Daten), was dessen anti-apoptotischen Einfluss weiter erhoht. Bel-x; wird transkriptionell durch NF-
KB oder STATS5 aktiviert (Z6rnig et al. 2001). Unter Umstinden resultiert die muristeronbedingte

Uberexpression aus einer indirekten Aktivierung dieser Signalwege.

Die muristeronbedingte Protektion der hCD95L-induzierten Apoptose ist bereits bei der Caspase-8-
Aktivierung in den muristeronbehandelten RKO-Zellen nachweisbar, obwohl Caspase-8 nach
Muristeronbehandlung sehr wohl in den CD95-DISC rekrutiert wird. Da einerseits in RKO-Zellen
FLIP in der Western Blot-Analyse nicht nachweisbar ist, andererseits aber fiir eine anti-apoptotische
Wirkung die Menge an c-FLIP in der GréBenordnung der vorhandenen Caspase-8-Menge liegen muss
(Scaffidi et al. 1999), liegt die Ursache der Protektion vermutlich nicht in einer Inhibition der Caspase-
8-Aktivierung auf dem Level des DISC-Komplexes durch c-FLIP-Protein begriindet. Méglicherweise
spielen die Kinasen PI3K und PKC eine wichtige Rolle. So konnten Kauffmann-Zeh et al. 1997 bereits
zeigen, dass die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) und der Kinase Akt die Caspase-
8-Aktivierung vermutlich am DISC verhindert. Rohn et al. beschrieben 1998 eine Inhibierung der
CD95-induzierten Apoptose durch Akt auf der Ebene der Caspase-8-Aktivierung nach Rekrutierung
zum DISC durch das Adaptorprotein FADD (Rohn et al. 1998). Die Aktivierung der PKC durch PMA
verhindert ebenfalls die CD95-bedingte Caspase-8-Aktivierung im CD95-DISC (Gomez-Angelats &
Cidlowski 2001).

Allerdings sollte dabei nicht aufler Acht gelassen werden, dass die aktive Caspase-3 die Aktivierung der
Caspase-8 verstirken kann (,,Feedback Loop®; Slee et al. 1999). Somit kénnte die Hemmung des

CD95-Apoptosesignalweges auch alleine damit erklirt werden, dass die durch Bcl-x; gehemmte
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Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien und die dadurch verminderte Caspase-3-Aktivitit die

Caspase-8-Aktivierung durch Caspase-3 verhindert.

4.1.4 PKC und PI3K und ihre Rolle in der ecdysonvermittelten Protektion der hCD95L-

induzierten Apoptose

Die PI3-Kinase aktiviert die Akt/PKB-Kinase, die ihrerseits Zielproteine wie MDM2, mTOR, GSK3,
NF-kB, FKHR, p27 und Bad phosphoryliert. Dies resultiert in Proliferation und Apoptoseinhibierung.
Die PI3K kann durch noch ungeklirte Mechanismen in manchen Zelltypen PKC in Akt-unabhingiger
Weise aktivieren (Vivanco & Sawyers 2002).

Die Hemmung der PI3K hat eine vollstindige Aufhebung des durch Muristeron verursachten
Protektionseffektes zur Folge. Dies zeigt die Inkubation der Zellen mit Ly294002 und Wortmannin.
Ein Akt-Inhibitor hebt die Protektion ebenfalls auf, was vermuten lisst, dass die Ecdysonhomologe
tber die PI3K- bzw. Akt-Aktivierung die Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose auslosen.
Gouilleux et al. konnten in ihren Untersuchungen ebenfalls einen unerwarteten Nebeneffekt der
Ecdysonhomologe tber die Aktivierung der Akt-Kinase nachweisen (Constantino et al. 2001). Diese

Information war zu Beginn der vorliegenden Arbeit jedoch noch nicht publiziert.

Die Inkubation der RKO-Zellen mit dem PKC-Aktivator PMA hat, vermutlich tiber eine Induktion des
Zellzyklusinhibitors p21, einen GO/G1-Zellzyklusarrest zur Folge. Patk et al. erkliren diesen PMA-
Effekt uber eine PKC-vermittelte Stabilisierung der p21-mRNA (Park et al. 2001). Zudem inhibiert
PMA die CD95-vermittelte Apoptose in RKO-Zellen. Gomez-Angelats et al. begriinden diese
Protektion mit der PKC-vermittelten Hemmung der Caspase-8-Aktivierung, deren genauer molekularer
Mechanismus unbekannt ist (Gomez-Angelats et al. 2000).

Das Ecdysonhomolog Muristeron hemmt nur zum Teil iber eine PKC-Aktivierung die CD95-
vermittelte Apoptose. Eine Inhibierung der Ca*"-abhingigen PKC-Isoformen durch Inkubation mit
dem Inhibitor G66976 hebt zwar den Protektionseffekt in den muristeroninduzierten p27-
tberexprimierenden RKO-Zellen vollig auf, aber erstaunlicherweise nicht die muristeronbedingte
Protektion der CD95-vermittelten Apoptose in RKO-Wildtypzellen. Dies bedeutet, dass die
Aktivierung der PKC vermutlich nicht alleine fiir die Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose
durch Muristeron verantwortlich ist. Es werden zusitzlich weitere Signale fiir die Protektion benétigt,
die moglicherweise bei p27-Uberexpression wieder aufgehoben werden. Solche Signale kénnten z.B.
Proliferationssignale sein, die durch einen Zellzyklusarrest wieder aufgehoben werden. Die Hemmung

des anti-apoptotischen PI3K-Akt-Signalweges etwa hat einen Zellzyklusarrest der Zellen zur Folge,
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wihrend die Aktivierung dieses Signalweges u.a. zur p27-Phosphorylierung und Inaktivierung fihrt,
was eine verstirke Proliferation zur Folge hat (eigene Daten und Liang et al. 2002).

Gegen diese Theotie der apoptoseunterstiitzenden Wirkung eines GO/G1-Arrestes spricht jedoch, dass
PMA, welches ebenfalls einen GO/G1l-Arrest der RKO-Zellen bedingt, die CD95-
Apoptosesignalkaskade hemmt. Der Unterschied konnte hier in der p21-Expression liegen, d.h.
vielleicht fihrt p21 im Gegensatz zu p27 zur Protektion der Zellen. Suzuki et al konnten einen
entsprechenden apoptosehemmenden Effekt von p21 zeigen (Suzuki et al. 1998). Allerdings kann p21
auch pro-apoptotisch wirken (Wu et al. 2002; eigene Daten). Mit dieser Erklirung erscheint die
Beobachtung unvereinbar, dass p27-iberexprimierende Tumore sich grundsitzlich apoptoseinsensitiv

verhalten (Lloyd et al. 1999).

4.1.5 Das Steroidhormon Muristeron beeinflusst die Genexpression in RKO-Zellen

Ecdysone sind Steroidhormone, die in Insekten ihre Aufgabe tber die Regulierung von
transkriptionellen Ereignissen erfiillen. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse mit den Affymetrix
Chips (HG-U95A) zeigen, dass muristeronbehandelte RKO-Zellen Unterschiede in der Genexpression
einiger Gene aufweisen. Dabei erscheinen jedoch nur drei Gene in beiden muristeronbehandelten
Ansitzen' im Vergleich zu den unbehandelten Zellen dereguliert (DYRK, MNB, Oligophrenin-1),
wobei DYRK und MNB durch die Muristeronbehandlung schwicher exprimiert werden und
Oligophrein-1 stirker exprimiert wird. Alle drei Gene stehen mit Trisomie 21 im Zusammenhang und
werden hauptsichlich im Gehirn exprimiert. Allerdings zeigten Leder et al., dass verschiedene DYRK-
SpleiBBvarianten auch in einer Vielzahl anderer Gewebe exprimiert werden (Leder et al. 2003). DYRK ist
ein Homolog des Drosophila mnb™-Gens (Song et al. 1996). Die DYRK-Proteinkinasefamilie ist an der
Regulation von Wachstum und Entwicklung in Sdugern, Drosophila und niederen Eukaryonten beteiligt.

DYRKI1B agiert als transkriptioneller Aktivator und vermittelt serumfreies Wachstum von
Kolonkarzinomzellen. DYRKI1B erhoht zusitzlich durch posttranskriptionale Ereignisse den
proteasombedingten Abbau von p27 und Cyclin D1, was zu verstirkter Proliferation fihrt (Ewton et
al. 2003). Die nukledre Proteinkinase DYRKI1A interagiert direkt als Ko-Aktivator mit dem Forkhead-
Transkriptionsfaktor FKHR. Uberlebenssignale (Aktivierung einer Rezeptortyrosinkinase durch
Wachstumsfaktoren) fithren PI3K-abhingig zur Akt-katalysierten Phosphorylierung von FKHR an drei

Aminosdureresten. Dies wiederum resultiert in der Translokation des FKHR in das Zytosol, wo der

i Ansatz 1: Muristeron - unbehandelt
Ansatz 2: Muristeron, hCD95L, anti-Flag-AK - unbehandelt

" mnb: minibrain
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Transkriptionsfaktor inaktiv ist. DYRK1A phosphoryliert Akt-unabhingig einen vierten
Aminosaurerest, was ebenfalls zu einer Inaktivierung des Forkhead-Transkriptionsfaktors fithrt (Woods
et al. 2001). DYRK3 hemmt die Apoptose (ausgelost durch Wachstumsfaktorentzug) in
himatopoetischen FDCW2-Zellen (Li et al. 2002). Méglicherweise besteht tiber DYRK-bedingte
Phosphorylierungsereignisse ein Zusammenhang zur apoptosechemmenden Wirkung der Ecdyson-

homologe.

Die MNB-Kinase ist das humane Homolog zur Drosophila mnb-Kinase und ist wichtig fir die
postembryonale Neurogenese (Guimera et al. 1996). Es sind bisher keine Daten tber einen
Zusammenhang zwischen MNB und Apoptose publiziert worden.

Oligophrenin-1 ist ein Protein der GAP-Familie, welches ubiquitdr exprimiert wird. Mutationen in
diesem Gen werden mit Trisomie 21 in Verbindung gebracht. Oligophrenin-1 wird jedoch auch in
kolorektalen Tumoren iberexprimiert (Pinheiro et al. 2001). Oligophrenin-1 kodiert fiir ein Rho-
GTPase-aktivierendes Protein (thoGAP), welches die Hydrolyse von GTP zu GDP bedingt und somit
Ras inaktiviert. Ras-aktivierte Signalwege konnen je nach Ko-Faktoren und Umgebung bzw.

Lokalisierung sowohl anti- als auch pro-apoptotisch wirken (Hancock 2003).

Interessanterweise wurde in einer der beiden untersuchten muristeronbehandelten Proben das IL-8
Gen im Vergleich zur unbehandelten Probe 12-mal stirker exprimiert. IL-8 ist ein Zytokin, welches an
Angiogenese- und Migrationsprozessen beteiligt ist (Huang et al. 2000, Mills et al. 2002). Abdollahi et
al. konnten eine anti-apoptotische Wirkung des IL-8 nachweisen (2003). Dabei behandelten sie
OVCAR3"Zellen mit I1.-8 und Iésten Apoptose durch die Inkubation der Zellen mit TRAIL aus. 11.-8
inhibierte, Gber Beteiligung des MAPK-Signalweges, die TRAIL-induzierte Apoptose (Abdollahi et al.
2003). Allerdings inhibiert in den vorliegenden Untersuchungen das rekombinante Zytokin unter
entsprechenden Versuchsbedingungen nicht die CD95-vermittelte Apoptose in den RKO-Zellen.

Muristeron erhoht (ebenfalls nur in einer der beiden muristeronbehandelten Proben) im Vergleich zur
unbehandelten Probe die Expression der MAPK-Kinase 3b um das 3-fache. Der MAPK-Signalweg ist
ein Signalweg, der zu Proliferation und Zelliberleben fihrt. Somit kénnte auch hierin ein Mechanismus

zur Protektion der CD95-vermittelten Apoptose nach Muristeronbehandlung liegen.

Auffallend ist die 16-fache Uberexpression der Retinoldehydrogenase (Retinol-DH) in

muristeronbehandelten RKO-Zellen (in denen nicht Apoptose ausgelost wurde) im Vergleich zu der

' GAP: GTPase Accelerating Protein
" OVCAR: ovarian carcinoma
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unbehandelten Probe. Die Aufgabe der Retinol-DH besteht darin, Retinal zu Retinol zu reduzieren.
Aus Retinal kann durch Oxidation aber auch Retinoat gebildet werden. Eine Isomerase unterstiitzt die
Bildung des 9-cis-Retinoat, welches an den RXR-Rezeptor bindet (Rehner & Daniel 1999). Dieser
heterodimerisiert u.a. mit dem Ecdysonrezeptor und 16st so die Transkription von Zielgenen aus.
Vielleicht fihrt die Behandlung der Zellen mit Muristeron uber einen RXR-vermittelten Weg zu
transkriptionellen Ereignissen, die in einer Rickkopplungsreaktion die Transkription der Retinol-DH
nach sich ziehen.

Zusitzlich wird das Onkogen d4b/ in muristeronbehandelten Zellen in einem der beiden Vergleiche zu
unbehandelten Zellen 5-fach héher exprimiert. Dbl gehért zur Familie der GEFs' und fithrt zur
Aktivierung von Rho-GTPasen. Somit aktiviert Dbl womoglich Signalwege, die zum Verlust der
Apoptosesensitivitit fithren (Zheng 2001).

MINOR’, ein Mitglied der Familie der nukledren Orphanm—Rezeptoren, deren Liganden unbekannt
sind, wird durch Muristeron um das 16-fache Gberexprimiert. MINOR ist durch Mitogene in einer
Vielzahl von Zelltypen induzierbar (Hedvat & Irving 1995). Dies fihrt zu der Spekulation, dass

MINOR evtl. nach Bindung des Ecdysonhomologs an Transkriptionsprozessen beteiligt sein kénnte.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Muristeron die Akt-Kinase aktiviert, die
Bcl-x,-Expression erhéht, die Caspase-8-Aktivierung und mitochondriale Ereignisse (MMP"-
Depolarisierung, Cytochrom c-Freisetzung) verhindert und somit die hCD95L-induzierte Apoptose in
RKO-Zellen blockiert. Zusitzlich beeinflusst das Steroidhormon auch das Genexpressionsmuster der
behandelten Zellen, was ebenfalls fiir die Hemmung der Apoptose mit verantwortlich sein kénnte. Um
dies weiter zu kliren miisste im nichsten Schritt die unterschiedliche Expression auch auf RNA-Ebene
(,,Real-Time*“-PCR) und Protein-Ebene (Western Blot-Analysen) bestitigt werden.

Somit ist das ecdysoninduzierbare Genexpressionsystem zur Apoptoseuntersuchung in RKO-Zellen
nicht verwendbar und die festgestellten Ergebnisse tiber eine Apoptoseprotektion sind vermutlich
allesamt auf die Inkubation mit dem Ecdyson-Analogon und nicht auf die p27-Uberexpression

zuruckzufiuhren.

! GEF: Guanine nucleotide Exchange Factor

i MINOR: Mitogen-Inducible Nuclear Orphan Receptor
ii orphan: engl. Waise

¥ MMP: Mitochondriales Membran Potential
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4.2 Weitere Zellzyklus- und Apoptoseuntersuchungen in RKO-Zellen

4.2.1 Etablierung induzierbarer p27-Zellklone mit dem Genexpressionssystem der Firma

ARIAD

Der fur das induzierbare Genexpressionssystem der Firma ARIAD bendétigte synthetische Induktor
AP21967 hat keinerlei Auswirkungen auf RKO-Zellen und ihr Apoptoseverhalten. Jedoch ist bis auf
den RKO10-Zellklon keiner der erhaltenen Klone nach Repassagierung noch induzierbar. Der
Proteinsynthesehemmer Cycloheximid (CHX), der zur Unterstitzung der Apoptoseinduktion mit
hCD95L in Typll-Zellen mit verwendet wird, hat per se (in der benutzten Konzentration) keinen
Effekt auf die RKO-Zellen. Die RKO10-Zellen lassen sich jedoch durch eine Behandlung mit
Cycloheximid und AP21967, aber auch mit CHX alleine zu 80% in der G0/G1-Zellzyklusphase
arretieren, wihrend sich ohne CHX-Behandlung nur 48% der RKO10-Zellen in der GO/G1-Phase
befinden. Dabei ist allerdings nicht gewihtleistet, dass dieser detektierte GO/G1-Atrrest auch tatsichlich
in einer induzierten p27-Uberexpression begriindet liegt. Méglicherweise fithrt Cycloheximid direkt
oder indirekt in seiner Funktion als Proteinsyntheseinhibitor zur Induktion des Genexpressionssystems.
So deuten in dieser Arbeit nicht gezeigte Daten darauthin, dass eine CHX-Behandlung zur erhéhten
Expression der NF-kB-p65-Untereinheit fithrt (Array-Daten). Die Aktivierungsdomine des
induzierbaren Genexpressionssystems setzt sich ebenfalls aus der NF-kB-p65-Untereinheit zusammen.
Méglicherweise fithren jene Mechanismen, die zur erhShten p65-Genexpression fithren, auch zur
Induktion des Systems tber die Aktivierungsdomane.

Andererseits hemmt CHX eventuell direkt die Biosynthese eines Faktors, der seinerseits die p27-
Expression inhibiert. Gegen die Annahme, dass CHX am Auslésen des induzierbaren
Genexpressionssystems beteiligt ist, spricht, dass in der Western Blot-Analyse die RKO10-Zellen in
allen Zustidnden, also auch im unbehandelten Zustand, eine héhere p27-Expression aufweisen als die
RKO-Wildtypzellen. Dies lasst auf ein ,,undichtes” Genexpressionssystem mit basaler p27-Expression
schlieBen. Da die RKO10-Zellen bereits im unbehandelten Zustand gegentiber der CD95-vermittelten

Apoptose resistent sind, eignen sie sich nicht zur weiteren Apoptoseanalyse.
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4.2.2 Transiente p21- bzw. p27-Uberexpression beeinflusst nicht die CD95-vermittelte
Apoptose

Die Transfektionsexperimente in RKO- und 293T-Zellen mit transienter Uberexpression von p21 bzw.
p27 zeigen, dass p21 pro-apoptotisch wirkt und keinen weiteren Effekt auf die CD95-vermittelte
Apoptose hat. Ein Vergleich dieser Daten mit anderen Studien zeigt eine Bestitigung dieses Effektes
durch Wu et al., die ebenfalls eine pro-apoptotische Wirkung des p21 postulieren (Wu et al. 2002).
Dagegen beschreiben Suzuki et al. eine anti-apoptotische Wirkung des p21 (Suzuki et al. 1999). Sie
konnten beobachten, dass das zytoplasmatische p21 an die Procaspase-3 an den Mitochondrien bindet
und somit die Prozessierung zur aktiven Caspase-3 verhindert (Suzuki et al. 1999). Diese Daten sind
allerdings umstritten. Des Weiteren resultiert die Uberexpression einer ausschlieBlich zytoplasmatisch
vorliegenden p21-Mutante in einer Apoptoseresistenz (Asada et al. 1999, Coqueret 2003), und ein p27-
knock out in Kolonkarzinomzellen hat die Apoptose der Zellen zur Folge (Coqueret 2003). Somit
scheinen weitere Faktoren wesentlich an der anti- oder pro-apoptotischen Funktion des p21 beteiligt zu

sein, moglicherweise spielt auch die Lokalisierung (Nukleus oder Zytosol) dabei eine wichtige Rolle.

In der vorliegenden Arbeit konnte ferner gezeigt werden, dass die transiente p27-Uberexpression
keinen Einfluss auf die hCD95L-induzierte Apoptose hat. p27 wird normalerweise durch ein anti-
mitogenes Signal aktiviert, woraufhin es die Cyclin E/Cdk2-Kinase hemmt. Differenzierte Zellen bzw.
Zellen in der GO-Phase besitzen erhéhte Mengen an p27. Mitogene Signale fithren tiber Reduzierung
der p27-Mengen zum Wiedereintritt in den Zellzyklus (Swanton 2004). In proliferierenden Zellen liegt
p27 an Cyclin D/Cdk4/6 gebunden vor. Diese Komplexe sind trotzdem katalytisch aktiv, und p27 wird
so inaktiviert (und Cdk2 freigesetzt). Der aktive Cyclin E/Cdk2-Komplex fithrt zum Eintreten in die
S-Phase und damit zu einer Zellzyklusprogression (Swanton 2004).

Es gibt viele Studien, die eine anti-apoptotische Wirkung des p27-Proteins beschreiben. Dies zeigt sich
deutlich darin, dass p27-tberexprimierende und dadurch sehr langsam wachsende Tumore resistent
gegeniiber chemotherapeutischen Substanzen sind (St Croix et al. 1996, Lloyd et al. 1999, Yang et al.
2000). Niedrige p27-Spiegel dagegen sind ein Merkmal schnell wachsender und aggressiver Tumoren.
Dennoch gibt es auch Publikationen, in denen eine pro-apoptotische p27-Wirkung beschrieben wird.
Supriatno et al. (2002) zeigen in einer Krebszelllinie und Barata et al. (2001) in T-Zellen eine
Apoptoseinduktion durch eine p27-Uberexpression. Wahrscheinlich spielen Zelltyp sowie die
Beteiligung von zusitzlichen Faktoren eine Rolle dafiir, ob letztendlich Apoptose entweder inhibiert

oder sogar induziert wird. Interessanterweise phosphoryliert die anti-apoptotische Akt-Kinase p27 an
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Threonin 157 in der Kernlokalisierungssequenz des Proteins. Dadurch bleibt p27 im Zytoplasma, Cdk2

wird nicht komplexiert und induziert seinerseits die Proliferation der Zelle (Swanton 2004).

Die CDK-Inhibitoren besitzen jedoch auch zusitzlich CDK-unabhingige Funktionen:

p27 und p21 erhéhen die Mengen an Cyclin D im Nukleus, indem sie den Import des Cyclins
erleichtern und den Export hemmen (Coqueret 2003). Zudem wird in einigen Studien vermutet, dass
p21 und p27 auch als Transkriptionsfaktoren funktionieren kénnen (Coqueret 2000). Daher ist die
transiente Uberexpression der CDK-Inhibitoren p21 und p27 méglicherweise nicht geeignet, um den
Zusammenhang zwischen Zellzyklus und Apoptose zu untersuchen, da sie weitere
zellzyklusunabhingige Aufgaben erfiillen. Dies bedeutet, dass ein Effekt der CDK-Inhibitoren auf die
CD95-vermittelte Apoptose nicht unbedingt im engen Zusammenhang mit dem Zellzyklusarrest stehen
muss. Zusammenfassend lisst sich sagen, dass die transiente Uberexpression von p21 bzw. p27 in
RKO- und 293T-Zellen keinen Effekt auf die CD95-Apoptosesignalkaskade hat und dass die
Uberexpression von p21 in diesen Zellen, ohne weitere apoptoseauslésende Stimuli zu bendtigen, zur

Apoptose fihrt.

4.2.3 Synchronisationsexperimente

Die Synchronisationsexperimente mit arrestauslésenden Substanzen (z.B. Mimosin, Aphidicolin und
Genistein) sind ebenfalls nicht zur Analyse der Zellzyklusabhingigkeit CD95-vermittelter Apoptose
geeignet, da die jeweiligen Substanzen in Signaltransduktionswege eingreifen und somit selbst die
Apoptoseregulation beeinflussen (eigene Beobachtungen, Baxa & Yoshimura 2003, Wei et al. 2003).
Somit sind Verinderung im Apoptoseverhalten der mit arrestauslésenden Substanzen behandelten
RKO-Zellen nicht eindeutig auf den Zellzyklusarrest bzw. die jeweilige Zellzyklusphase

zuruckzufiuhren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich NIH 3T3-Zellen durch Serumentzug in
der GO/G1-Zellzyklusphase atretieren und somit synchronisieren lassen. Zum einen fihrt die Zugabe
von Serum zur Proliferation, indem etwa die Cyclin D-Expression induziert und p27 inaktiviert wird,
aber auch, indem Mitogene des Serums den PI3K/Akt-Signalweg aktivieren. Nach Zugabe von
frischem serumreichen Medium zu den NIH 3T3-Zellen beginnen diese synchron zu proliferieren.
Allerdings haben die Zellen ihre Apoptosesensitivitit verloren, ein interessantes Phinomen, das weiter

untersucht werden sollte.
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4.2.4 Proliferierende Zellen sterben moéglicherweise aus einer bevorzugten

Zellzyklusphase heraus

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen der Zellzyklusverteilung tberlebender Zellen nach
hCD95L-Behandlung zeigen eine Anteicherung dieser Zellen in der GO/G1-Zellzyklusphase, die auch
auftritt, wenn kein CHX zur zusitzlichen Sensitivierung fir die Apoptoseinduktion verwendet wird.

Dies kann unterschiedliche Ursachen haben:

Méglicherweise besteht die CD95-vermittelte Apoptose aus zwei Schritten. Im ersten Schritt werden
die Zellen im Zellzyklus in der G0/G1-Phase angehalten und in einem zweiten Schritt wird dann die
eigentliche Apoptosesignalkaskade aktiviert. Die in dieser Analyse untersuchten tberlebenden bzw.
noch nicht apoptotischen Zellen wiirden sich demnach noch im apoptosevorbereitenden ersten Schritt
befinden und wiren daher in der GO/G1-Phase arretiert. Yamasaki et al. konnten einen ihnlichen
Mechanismus in der Staurosporin-vermittelten Apoptose aufzeigen. Staurosporin induziert zunichst
cinen Arrest in der G2/M-Zellzyklusphase der Zellen (oder in der G1-Phase, je nach Konzentration
des Staurosporins), bevor letztendlich die Apoptose der Zellen ausgeldst wird (Yamasaki 2003). Auch
fir TNFa-vermittelte Signale gibt es entsprechende Beobachtungen. Hu et al. beschreiben einen G1-
Arrest der Zellen nach TNFa-Aktivierung, welcher darauthin von Apoptose begleitet wird (Hu et al.
2002). Tatsdchlich postulieren Hingorani et al., dass eine CD95-Aktivierung in T-Zellen eine DISC-
bzw. FADD- und Caspase-8-vermittelte Induktion des p21-Protein mit apoptoseunterstiitzender
Wirkung nach sich zieht (2000). Ob dieser Mechanismus auf die CD95-vermittelte Apoptose in RKO-
Zellen zutrifft, lieBe sich durch eine Western Blot-Analyse der Gesamtzelllysate lebender, mit hCD95L-
behandelter Zellen mit einem anti-p21-Antikérper tUberprifen. Zusitzlich kénnten z.B. nach
Transfektion von Cyclin D konstitutiv proliferierende Zellen auf ihre Apoptoseinduzierbarkeit hin
untersucht werden. Gegen diese Zweischritt-Theorie spricht allerdings, dass inzwischen einige Studien
proliferationsférdernde und apoptoseunabhingige Eigenschaften des CD95-Rezeptors und seiner

Signalmolekiile zeigen konnten (Zérnig et al. 1998, Kennedy et al. 1999, Strasser & Newton 1999).

Eine zweite und wahrscheinlichere Erklirung fir die Ansammlung hCD95L-behandelter und
Ubetlebender Zellen in der GO0/G1-Zellzyklusphase konnte darin bestehen, dass RKO-Zellen
priferentiell aus der S-Phase heraus nach CD95-Stimulation in die Apoptose gehen. Lissy et al. (1998)
beschreiben eine Apoptosesensitivitit von T-Zellen in der spiten G1-Phase bzw. am Ubergang von der

G1 zur S-Zellzyklusphase. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen der
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Caspase-3-Aktivitit der RKO-Zellen nach hCD95L-Behandlung zeigt allerdings keine signifikante
Erhohung der Caspaseaktivitit in Zellen der S-Zellzyklusphase.

Eine dritte Erklirung konnte sein, dass hCD95L-behandelte RKO-Zellen priferentiell aus der G2/M-
Zellzyklusphase stetben. Die Anreicherung in der G0/G1-Phase geht auch tatsichlich mit einem
statkeren Rickgang von Zellen in der G2/M-Phase als von Zellen det S-Phase einher (vgl. Abb. 3.33).
Zudem erhoht sich der Anteil Caspase-3-aktiver Zellen in der G2/M-Zellzyklusphase im Vergleich zu
der unbehandelten Kontrollpopulation, wihrend sich der Anteil der Zellen mit aktiver Caspase-3 in der
G0/G1-Phase erniedrigt (vgl. Abb. 3.34). Gegen die Vermutung, dass RKO-Zellen bevorzugt aus der
G2-Zellzyklusphase heraus sterben, sprechen die Ergebnisse der durchgefithrten Cyclin B1-Messung.
Cyclin B1 ist ein fir die G2-Phase wichtiges Cyclin. Die Messung zeigt, dass Cyclin Bl-positive Zellen
tatsichlich in den S/G2/M-Phasen votliegen, aber diese Zellen nach hCD95L-Behandlung, entgegen
der obigen Hypothese, zu einem geringeren Anteil sterben (vgl. Abb. 3.36).

Cyclin E ist am Ubergang von der G1-Phase zur S-Phase aktiv. Wiirden RKO-Zellen, die sich in der S-
Phase befinden bzw. am Ubergang von der G1- zur S-Phase, sensitiver gegeniiber CD95-vermittelter
Apoptose sein als Zellen in anderen Zellzyklusphasen (Hypothese 2), dann miissten auch die Cyclin E-
positiven Zellen sensitiver reagieren, dies ist jedoch nicht der Fall. Somit sprechen die erzielten
Resultate gegen die Hypothese einer erhéhten Apoptosesensitivitit der DNA-synthetisierenden Zellen
in der S-Phase. Der aktive Cyclin E/Cdk2-Komplex bedingt eine weitere Phosphorylierung des Rb-
Proteins und damit die Freisetzung des E2F-Transkriptionsfaktors, welcher die Transkription pro-
apoptotischer Molekile wie z.B. Apaf-1 induziert (Moroni et al. 2001). In dieser Arbeit zeigen sich

Cyclin E-positive RKO-Zellen jedoch nicht apoptosesensitiver als Cyclin E-negative Zellen.

Interessanterweise sterben Cyclin D-positive und Cyclin D-negative Zellen im gleichen Ausmal3 nach
einer Inkubation der RKO-Zellen mit hCD95L. Dies bedeutet, dass hier kein Unterschied zwischen
proliferierenden (Cyclin D positiv) und zellzyklusarretierten Zellen der GO-Phase (Cyclin D negativ)
besteht. Die Cyclin D-Messung zeigt, dass Cyclin D-positive Zellen tiber alle Zellzyklusphasen verteilt
vorliegen, obwohl Cyclin D nur in der G1-Phase benétigt wird, wihrend Cyclin D-negative Zellen
hauptsichlich in der GO/G1-Phase detektiert werden (vgl. Abb. 3.36).

Es ist auffallend, dass der Gesamtanteil (lebend + sterbend) cyclinexprimierender Zellen nach
Apoptoseinduktion mit hCD95L abnimmt. Wihrend in der unbehandelten Population 54%£12% der
Zellen Cyclin B1 exprimiert, reduziert sich dieser Anteil nach eine Behandlung mit hCD95L auf

45114%. Noch deutlicher zeigt sich dies in der Cyclin E-exprimierenden Zellpopulation, die ohne
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hCD95L-Behandlung 57£21% betrigt, danach jedoch nur noch fast die Hilfte, nimlich 31%£14%.
Diese Tendenz ist auch in Cyclin D-exprimierenden Zellen, jedoch in geringerem Ausmal, zu
erkennen: in 84% *18% der unbehandelten Zellen ist Cyclin D nachweisbar, wihrend nur 79£13% der
hCD95L-behandelten Zellen Cyclin D-positiv sind. Interessanterweise sind nach einer Inkubation mit
hCD95L nur 4% der Cyclin Bl-positiven Zellen apoptotisch im Vergleich zu 14% der Cyclin B1-
negativen Zellen. Entsprechend sind nur 8% der Cyclin E-exprimierenden Zellen tot im Vergleich zu
29% der Cyclin E-negativen Zellen. Cyclin D3-positive wie negative Zellen sterben nach hCD95L-
Behandlung im Mittel zu 17%. Dies konnte bedeuten, dass u.a. die Cycline B1 und E wihrend der
Apoptose z.B. durch eine caspasebedingte Spaltung abgebaut werden, da sich der Gesamtanteil Cyclin-
exprimierender Zellen in der hCD95L-behandelten Zellpopulation im Vergleich zur unbehandelten
Zellpopulation verringert hat und apoptotische Zellen nur zu einem geringen Anteil Cyclin Bl oder E
besitzen. So resultiert der von Hu et al. beschriebene TNFa-vermittelte G1-Arrest in einem proteasom-
abhingigen Abbau des Cyclin D (Hu et al. 2002). Entsprechend koénnte vermutet werden, dass der
CD95-Signalweg zum Abbau von Cyclin E und Cyclin B1 fithrt. Dabei bleibt jedoch die Frage offen,
ob der Abbau eine Konsequenz der Caspaseaktivierung oder aber ein Ereignis ist, welches vor der

Apoptosesignalkaskade ausgefithrt wird.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass iiberlebende Zellen nach hCD95L-Behandlung vermehrt in der
G0/G1-Zellzyklusphase nachweisbar sind, wihrend apoptotische Zellen aus der G2/M-Phase heraus
sterben. Allerdings besitzen apoptotische Zellen kaum Cyclin B1, ein fur die G2-Phase wichtiges
Cyclin, was bereits in der spiten S-Phase bis in die frithe M-Phase hinein exprimiert wird. Somit wird
die These, dass proliferierende Zellen der G2/M-Phase sensitiver auf CD95L-induzierte Apoptose
reagieren, nicht bestitigt. Nichtsdestotrotz steht die CD95-vermittelte Apoptose in einem
Zusammenhang zur Zellzyklusregulation der Zellen, denn ansonsten wire weder eine Ansammlung in
der GO/G1-Phase der tbetlebenden Zellen, noch eine Anreicherung Caspase-3 positiver Zellen in der
G2/M-Phase nachweisbar. Die genaue Verkniipfung von Zellzyklusregulation und Apoptose bleibt
jedoch auch nach den Analysen dieser Arbeit ungeklirt. In einer Vielzahl von Publikationen wird
inzwischen eine apoptoseunabhingige proliferative Funktion des CD95-Rezeptors und seiner
Signalmolekile (FADD, Caspase-8) postuliert (Zornig et al. 1998, Zhang et al. 1998, Budd 2002,
Salmena et al. 2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten in diesem Zusammenhang
bedeuten, dass es nach Rezeptorstimulation mit CD95L zwei sich ausschlieBende Méglichkeiten fiir die
Zellen gibt: Proliferation oder Apoptose. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die
proliferative Wirkung unter den gewihlten Bedingungen (RKO-Zellen, hCD95L-Stimulation) nicht

induziert wird und nur spezifisch fur aktivierte T-Zellen (oder einen anderen Liganden) ist.
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4.3 Untersuchungen zur apoptoseinhibierenden  Wirkung konditionierten

RKO-Zellmediums

4.3.1 Die Behandlung mit konditioniertem Medium verlangsamt die Proliferation der RKO-

Zellen

Dicht ausgesite RKO-Zellen stellen aufgrund der erlangten Kontaktinhibition ihr Wachstum ein.
Kennzeichen kontaktinhibierter Zellen ist eine erthohte p27-Expression, welche einen Arrest in der G1-
Phase bzw. einen Austritt aus dem Zellzyklus in die GO-Phase zur Folge hat (Blain et al. 2003).
Tatsichlich besitzen dicht ausgesite RKO-Zellen erhéhte p27-Proteinmengen, wahrend die p21-
Proteinexpression unbeeinflusst bleibt (Tim Blasner, AG Zérnig, unveroffentlichte Daten).

Zusitzlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass dichtearretierte RKO-Zellkulturen
gegeniiber der CD95-vermittelten Apoptose geschiitzt sind. Dies konnte in einem direkten
Zusammenhang mit dem Zellzyklusarrest bzw. der p27-Expression stehen, dagegen spricht jedoch,
dass diinn ausgesite und damit nicht kontaktinhibierte Zellen, wenn sie mit konditioniertem Medium
dicht ausplattierter RKO-Zellen kultiviert werden, ebenfalls gegen den CD95-Apoptosesignalweg
protektioniert sind. Diese Zellen zeigen in der Zellzyklusanalyse mit der Propidiumiodidanfirbung eine
Zellzyklusverteilung, die der einer unbehandelten diinn ausgesiten proliferierenden Kontrollpopulation
entspricht, allerdings mit leicht erthéhtem Anteil von Zellen in der GO/G1-Zellzyklusphase.

Die Analyse der DNA-synthetisierenden (BrdU-inkorporierenden) Zellen ergibt ein deutlicheres Bild.
Hier bauen nur 23% der mit konditioniertem Medium behandelten Zellen BrdU ein, im Vergleich zu
54% der unbehandelten proliferierenden Zellpopulation. Nur 10% der kontaktinhibierten Zellen
synthetisieren DNA. Die verminderte DNA-Synthese der mit konditioniertem Medium behandelten
RKO-Zellen kénnte damit begriindet werden, dass das konditionierte Medium, das als Uberstand
konfluenter Zellen entnommen wurde, moglicherweise arm an Nihrstoffen und Wachstumsfaktoren
ist, und die Zellen demzufolge dhnliche Eigenschaften wie eine in serumreduziertem Medium
kultivierte Zellpopulation aufweisen. RKO-Zellen, die in serumfreiem Medium kultiviert werden,
zeigen ebenfalls nur eine leicht ethéhte Ansammlung von Zellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus.
Im Unterschied zu den mit konditioniertem Uberstand behandelten RKO-Zellen sind diese Zellen
jedoch verstirkt apoptosesensibilisiert, d.h. es sterben in serumreduziertem Medium wesentlich mehr
Zellen als in Komplettmedium mit 10% FKS. Mit konditioniertem Medium behandelte RKO-Zellen
sind jedoch gegeniiber der hCD95L-induzierten Apoptose resistent, was einen Serummangel als
Ursache der Protektion ausschlief3t.

Dicht ausgesite und in serumfreiem Medium (0% FKS) kultivierte RKO-Zellen produzieren ein

konditioniertes Medium, das im Gegensatz zu frischem serumfreiem Medium die CD95-vermittelte
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Apoptose vermindert. Hierbei zeigt sich, dass bei héherem Serumgehalt des konditionierten Mediums
die protektive Wirkung des Mediums stirker ist. Dies ldsst vermuten, dass eine héhere Konzentration
an Wachstumsfaktoren im FKS die protektive Wirkung des konditionierten Mediums unterstiitzt.
Dabei verstirkt die Zugabe von FKS zu dem konditionierten Medium nicht die Proliferation der
Zellen, denn das hat nur einen geringen Effekt auf den BrdU-Einbau der Zellen (27% vs. 23%).
Offensichtlich kann die verminderte Proliferation dieser Population nicht alleine damit begriindet
werden, dass in konditioniertem Medium ein Nihrstoffmangel vorliegt. Die Behandlung mit dem
konditioniertem Uberstand fiihrt, unabhingig von seinem FKS-Gehalt, zu einer verlangsamten

Proliferation der RKO-Zellen.

Die Frage, ob die aus dieser Behandlung resultierende Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose
demnach von einem GO0/G1-Zellzyklusarrest der Zellen abhingig ist, bleibt auch nach diesen
Experimenten offen. Einen Hinweis geben allerdings die in Abbildung 3.47 gezeigten Ergebnisse. In
diesem Versuch wurden die RKO-Zellen fur 2, 4, 6 und 24 Stunden mit dem konditionierten Medium
behandelt und fir die jeweils letzten 2h mit hCD95L (50 ng/ml) inkubiert. Dabei zeigt sich, dass eine
2-stiindige Inkubation der RKO-Zellen mit konditioniertem Medium dicht ausgesiter Zellen bereits
ausreicht, um die hCD95L-induzierte Apoptose zu blockieren. In dieser Zeit ist ein Anhalten der
Zellzyklusmaschinerie kaum abgeschlossen, da viele Ereignisse, die zum Zellzyklusarrest fithren, auf der
Transkription bzw. der Hemmung der Transkription zellzyklusregulierender Molekiile beruhen (E2F,
Cyclin D), und natirlich sind in dieser kurzen Zeit die asynchron proliferierenden Zellen noch nicht in
der G1-Phase angelangt und arretiert. Zudem ist die anti-apoptotische und proliferationsférdernde Akt-
Kinase mit am Protektionseffekt des konditionierten Mediums beteiligt (vgl. 4.3.10). Die Akt-Kinase
phosphoryliert und inaktiviert u.a. den CDK-Inhibitor p27, der aber maligeblich fir den
Zellzyklusarrest der dichtearretierten RKO-Zellpopulation verantwortlich ist (Vivanco & Sawyers
2002). Dies legt die Vermutung nahe, dass die protektive Wirkung des konditionierten
Kulturiiberstandes nicht im direkten Zusammenhang mit der verlangsamten Proliferation der mit
diesem Uberstand behandelten Zellen steht.

Um weiter zu Gberprifen, ob die Protektion der CD95-vermittelten Apoptose von einem Arrest der
Zellen bzw. einer verlangsamten Proliferation abhingig ist, miisste folgendes Experiment durchgefiihrt
werden: durch experimentelle Manipulationen verinderte RKO-Zellen, die nicht mehr zu arretieren
sind (z.B. durch Uberexpression proliferativer und Repression anti-proliferativer Gene) miissten mit
konditioniertem Medium behandelt werden, um zu untersuchen, ob ein Zellzyklusarrest essentiell fir

die protektiven Wirkung ist.
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4.3.2 Die protektive Wirkung des konditionierten Mediums setzt bereits bei der Caspase-
8-Aktivierung ein
Die Behandlung der diinn ausgesiten RKO-Zellen mit dem konditionierten RKO-Medium beeinflusst
nicht die Expression des CD95-Rezeptors auf der Zelloberfliche. Dies bedeutet, dass die verminderte
Apoptoseinduktion in diesen Zellen durch hCD95L nicht in einer erniedrigten Expression des
zugehorigen Rezeptors auf der Oberfliche begriindet liegt.
Dicht gewachsene RKO-Zellen besitzen ebenfalls eine der diinn ausgesiten Zellen entsprechenden
CD95-Rezeptordichte auf der Zelloberfliche. Zusitzlich sind dicht ausgesite RKO-Zellen trotz der
Kontaktinhibition in der Lage, hCD95L-induzierte Signalkomplexe (DISC) zu formieren. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass FADD und Caspase-8 in den rezeptorassoziierten Komplex rekrutiert
werden. Dennoch ist eine verminderte Caspase-8-Aktivitidt sowohl in den dicht ausgesiten, als auch in
den diinn ausgesiten und mit konditioniertem Medium dicht ausgesiter RKO-Zellen behandelter
Zellen nachweisbar. Dies bedeutet, dass Caspase-8 zwar in den aktivierenden Komplex rekrutiert wird,
dort jedoch ihre Aktivitit nicht erlangt, d.h. es fehlt die Fahigkeit zur autokatalytischen Aktivierung
oder die aktive Caspase-8 wird sofort durch hemmende Molekiile inhibiert. Méglicherweise wird auch
die Vernetzung mehrerer DISC-Komplexe miteinander unterbunden (Chang et al. 2003).
Ein bekannter Inhibitor der Caspase-8-Aktivierung im CD95-DISC ist c-FLIP, welches jedoch in dieser
Studie in den RKO-Zellen auf Proteinebene nicht nachweisbar ist. Um die Caspase-8-Aktivierung zu
hemmen, muss c-FLIP im Verhiltnis zu Caspase-8 jedoch uberwiegen (Scaffidi et al. 1999).
Verschiedene Gruppen konnten nachweisen, dass Proteinkinasen wie PI3K, PKC und PAK4' auf der
Stufe der Caspase-Aktivierung bzw. DISC-Bildung hemmend eingreifen kénnen (Kauffmann-Zeh et al.
1997, Gomez-Angelas & Cidlowski 2001, Gnesutta & Minden 2003). In der T-Zell-Aktivierung, fithrt
die Induktion des MAPK/ERK-Signalweges zur Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose durch
Inhibition der Caspase-8-Aktivitit im DISC (Holmstrém et al. 2000).

Weitere Analysen des CD95-Apoptosesignalweges konnten in dieser Arbeit zeigen, dass es neben der
niedrigen Caspase-8-Aktivitit auch nicht zu den weiteren nachfolgenden Ereignissen nach Caspase-8-
Aktivierung kommt: Depolarisierung des mitochondrialen Membranpotentials, Cytochrom c-
Freisetzung und Caspase-3-Aktivierung. Dafir ist die (anti-apoptotische) Bcl-x,-Proteinexpression
deutlich erhéht. Es ist deshalb nicht auszuschlieBen, dass RKO-Zellen aktive Caspase-3 zur
vollstindigen Caspase-8-Aktivierung benétigen und somit die Inhibierung der Caspase-3-Aktivierung

aufgrund der erhéhten Bcel-x, -Proteinmengen zu einer niedrigen Caspase-8-Aktivitit fihrt (Slee et al.

" PAK: P21-Activating Kinase
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1999). Um zu iberpriifen, ob Caspase-8 durch die Caspase-3 aktiviert wird, konnten Zellen mit Bel-x;
transfiziert, dann mit hCD95L zur Apoptoseinduktion behandelt und schlieBlich auf Caspase-8-
Aktivitit hin untersucht werden. Durch eine Erhéhung der Bel-x,-Menge wiirde die Cytochrom c-
Freisetzung und damit die Caspase-9/-3-Aktivierung verhindert werden, wodurch wiederum der

,Feedback-Loop* tiber eine Caspase-8-Spaltung durch Caspase-3 blockiert (und nachweisbar) wire.

4.3.3 RKO-Zellen produzieren einen anti-apoptotisch wirkenden Uberstand

Die in Abschnitt 3.7.1 (Abb. 3.47 A bis D) beschriebenen Experimente demonstrieren, dass dicht
ausgesite RKO-Zellen einen anti-apoptotisch wirkenden Faktor sekretieren, der von dinn ausgesiten
Zellen nicht oder nur in sehr geringer Konzentration produziert wird:

Es wurde eine Verdiinnung des Uberstandes mit frischem Komplettmedium durchgefiihrt, was zu einer
verminderten Protektion fithrte. Dies lisst auf eine relativ geringe Konzentration des sekretierten
Faktors schlieBen. Es ist nicht auszuschlieBen, dass in dem verbrauchten Medium der dichten Zellen
ein Bestandteil fehlt, der zur Apoptose benétigt wird. Dieser wiirde durch das frische Medium wieder
zugefihrt werden. Dann misste die Zufuhr von frischem Medium zu den konfluenten RKO-Zellen

jedoch ebenfalls eine verminderte Protektion zeigen, was allerdings nicht der Fall ist.

4.3.4 RKO-Zellen sekretieren Zytokine in den Kultur-Uberstand

Aufgrund der in dieser Dissertation gezeigten Resultate aus den Zytokinarray-Analysen kann davon
ausgegangen werden, dass RKO-Zellen Zytokine sekretieren, die im Uberstand diinn ausgesiter RKO-
Zellen in geringerer Konzentration vorliegen als im Uberstand dichtearretierter RKO-Zellen. Zu diesen
sekretierten Zytokinen gehoren I1L-8, Angiogenin, IGF-BP2, PIGF und LIF.

IL-8 dbt eine angiogeneseférdernde Wirkung aus und beeinflusst zudem die Migration von Zellen. Das
IL-8 besitzt auch (zumindest in Melanom-Zellen) eine MAPK-vermittelte anti-apoptotische Wirkung
(Abdollahi et al. 2003), die sich aber in der vorliegenden Arbeit mit rekombinantem IL-8 in RKO-
Zellen nicht bestitigen liel3. IL-8 aktiviert uber die Bindung an seinen Rezeptor Proteinkinasen wie
PLC und PI3K, aber auch den MAPK-Signalweg (Thelen 2001). Das Zytokin ist zum einen ein
Lockstoff z.B. fir phagozytierende Zellen, beeinflusst aber auch die Genexpression von
Metalloproteinasen (MMP-2 und MMP-9) und Bcl-x; (Li et al. 2003). Die Expression des 1L-8 selbst
wird wiederum tber NF-KB reguliert (Karin et al. 2002).
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Die Hauptaufgabe des 14kDa schweren Polypeptids Angiogenin, ein Mitglied der RNaseA-Familie,
besteht in der Induktion der Neovaskularisierung bzw. Angiogenese. Angiogenin ist normalerweise in
geringen Mengen im Plasma vorhanden, wird jedoch im Falle einer Tumorerkrankung deutlich
tberexprimiert. Erhohte Plasmawerte werden z.B. bei Kolonkarzinomen (Etoh et al. 2000), Leukimien
(AML, Brunner et al. 2002), Zervixkarzinomen (Bodner-Adler et al. 2001) und vielen weiteren
Tumorerkrankungen gemessen, was mit einer schlechten Prognose einhergeht. Angiogenin verstirkt
das Tumorwachstum, die Migrationsfihigkeit sowie die Invasion der Tumorzellen. Es bindet uber
Heparin an die extrazellulire Matrix (EZM), aber auch an Aktin, das an Zelloberflichen vorhanden ist.
Dieser Angiogenin-Aktin-Komplex dissoziiert und ermoglicht so die Aktivierung des tPA, welches
dann Plasmin aus Plasminogen generiert (Hu et al. 1994). Uber diesen Mechanismus unterstiitzt
Angiogenin die Invasion von Zellen. Neben der angiogenetischen Wirkung besitzt Angiogenin auch
Ribonukleaseaktivitit und ist zudem an der Regulation der Genexpression beteiligt, da es in den

Nukleus lokalisiert und dort an DNA bindet (Hu et al. 2000).

Die Analyse der migrations- und invasionsfordernden Wirkung von Angiogenin und IL-8 im Rahmen
der vorliegenden Arbeit ergab, dass die Zytokine als chemotaktische Lockstoffe die Migration der
RKO-Zellen in die Membran der Versuchsanordnung auslésen. Allerdings zeigen Angiogenin und IL.-8
nur einen schwachen Effekt auf die Invasion der RKO-Zellen durch die Versuchsmembran. Der
Befund, dass eine Proteolyse der beiden Lockstoffe durch Trypsin die Invasion der RKO-Zellen
hemmt, deutet darauf hin, dass IL-8 und Angiogenin einen leichten Effekt auf die Invasionsfihigkeit
der Zellen haben. Dennoch scheinen diese beiden Zytokine aber nicht alleine fiir die invasiven
Eigenschaften der mit konditioniertem Medium behandelten Zielzellen verantwortlich zu sein, denn
das konditionierte Medium induziert einen gréBeren Anteil von RKO-Zellen zur Invasion als die

Kombination von rekombinantem IL-8 und Angiogenin.

Die Untersuchung des konditionierten Kulturiiberstandes ergab weiterhin, dass IGF-BP2' vermehrt in
den Uberstand der dicht ausgesiten Kultur sekretiert wird. IGF-BP2 interagiert mit IGF', welches
bekanntermaBlen sowohl apoptosechemmende als auch proliferative und migrationsfordernde
Eigenschaften (tiber die Aktivierung der PI3K sowie Rho und Rac) besitzt (Friedl & Wolf 2003).

Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass das zugegebene rekombinante IGF in RKO-Zellen keinen
anti-apoptotischen Effekt in Bezug auf die CD95-Apoptosesignalkaskade besitzt. Dagegen konnten

' |GF-BP: IGF-Binding Protein
" |GF: Insulin-like Growth Factor
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Wang et al. zeigen, dass IGF-BP2 zumindest in Glioblastom-Tumorzellen an der Proliferation,

Migration und an der Invasion iiber erhéhte MMP2-Mengen beteiligt ist (Wang et al. 2003).

PIGF' ist ein VEGF-Homolog, welches nach Bindung an seinen Rezeptor (Flt-1) die Signalmolekiile
NO und cAMP freisetzt, was zu einer verstirkten Proliferation in malignen Epithelzellen (BeWo-
Zellen) fihrt (Angelucci et al. 2001). Seine Expression kann in Fibroblasten durch Hypoxia induziert
werden und wird durch die Anwesenheit von onkogenem Ras noch verstirkt (Green et al. 2001). PIGF
hat neben seiner proliferationsférdernden auch eine angiogenetische Wirkung. Des Weiteren stimuliert
PIGF iber die Aktivierung des PA die Bildung von Plasmin aus Plasminogen (Landgren et al. 1998),
was die Invasion von Zellen unterstiitzt. NO ist ein Signalmolekiil, dass zum einen in der Angiogenese
eine Rolle spielt und zum anderen anti-apoptotische Wirkung besitzt (Dimmeler et al. 1998). Die
Zugabe cines synthetischen NO-Donors (SNPY) zu RKO-Zellen in der vorliegenden Studie hatte keine
anti-apoptotische Wirkung auf die CD95-vermittelte Apoptosesignalkaskade. Entsprechend konnte die
Hemmung der NO-Synthase mit der Substanz L-NAME die Produktion eines protektiv wirkenden
Uberstandes nicht verhindern. IL-NAME verhindert die durch die NO-Synthase katalysierte

Generierung von NO aus L-Arginin.

LIF" verstirkt die Proliferation der Enterozyten, wihrend es die Differenzierung derselben hemmt
(Kalabis et al. 2003). Proliferation und Differenzierung der Enterozyten miissen genauestens reguliert
sein. Eine Uberproduktion des proliferationsférdernden LIF bringt das Gleichgewicht zwischen
Wachstum und Differenzierung durcheinander, was sich auch darin zeigt, dass viele
Kolonkarzinomzellen konstitutiv LIF sekretieren (Guimbaud et al. 1998). Neben seiner
proliferationsférdernden Wirkung erhoht LIF tber eine IL-8-Induktion die Tumorangiogenese und
verstirkt Metastasierungsprozesse in Patienten mit Kolitis Ulcerosa (Guimbaud et al. 1998). LIF wird
jedoch nicht nur von Kolonkarzinomzellen konstitutiv, sondern wird in der Zellkultur auch von
Tumorzellen anderer Organe (u.a. Lunge, Brust, Magen, Leber) sekretiert (Kamohara et al. 1994). LIF
wird zudem zur Maus-Stammzellkultur eingesetzt, um die Differenzierung der ES-Zellen zu
unterdriicken und die Proliferation zu férdern (Otto & Rao 2004). LIF gehoért zur IL-6-Familie und
aktiviert den Transkriptionsfaktor Stat3" (Kritikou et al. 2003, Iwamoto et al. 2004). Nagel-Wolfrum et

al. konnten in einer Studie mit Peptid-Aptameren zeigen, dass Stat3 anti-apoptotische Wirkung besitzt,

" PIGF: Placenta Growth Factor
i SNP: Sodium Nitroprussid

i |LIF: Leukemia Inhibitory Factor

¥ Stat: Signal transducer and activator of transcription
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denn die Hemmung mit spezifischen Peptid-Aptameren fihrt neben Wachstumsstopp zu einer
verminderten Bcl-x, -Proteinexpression sowie Apoptoseinduktion (Nagel-Wolfrum et al. 2004). LIF
aktiviert zudem Stat3-abhingig die Sekretion des Uberlebensfaktors HGF (Tomida & Saito 2004).

Die Zugabe von IL-6, welches ebenfalls Stat3 aktiviert, hatte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine
Inhibierung der CD95-vermittelten Apoptose in den RKO-Zellen zur Folge. Allerdings bewirkt eine
Hemmung des Jak/Stat-Signalweges mit dem Inhibitor AG490 in diesen Zellen eine Aufthebung der

protektiven Wirkung des konditionierten Mediums.

Somit zeigt die vorliegende Arbeit zum ersten Mal, dass RKO-Zellen folgende Zytokine, welche u.a. an
Angiogenese- und Migrationsprozessen beteiligt sind, sekretieren: IL-8, Angiogenin, IGF-BP2, PIGF
und LIF. Ein direkter anti-apoptotischer Effekt wurde bereits fiir IL-8 publiziert (Abdollahi et al. 2003),
in der vorliegenden Arbeit konnte aber weder fiir IL-8, noch fiir Angiogenin ein direkter Effekt auf die
CD95-vermittelte Apoptose nachgewiesen werden. Ein direkter oder indirekter anti-apoptotischer
Effekt des IGF, moglicherweise tiber IGF-BP2, konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Des Weiteren
ist ein indirekter Effekt des PIGF auf die hCD95L-induzierte Apoptose Gber die Freisetzung von NO
nicht fir die Protektion der CD95-vermittelte Apoptose verantwortlich. Das sekretierte Zytokin LIF
aktiviert Stat-3. Wihrend die Zugabe von IL-6 das Apoptoseverhalten der RKO-Zellen nicht
beeinflusste, hob die Hemmung des Jak/Stat-Signalweges die protektive Wirkung des konditionierten
Mediums wieder auf. Dieser Befund deutet darauf hin, dass der Jak/Stat-Signalweg in den RKO-Zellen
IL-6-unabhingig, moglicherweise tber LIF, an der Hemmung der hCD95L-induzierten Apoptose

beteiligt sein kénnte.

4.3.5 Weitere Untersuchungen des sekretierten Faktors

Die Erhitzung des von konfluenten RKO-Zellen konditionierten Mediums fiir 1 Stunde auf 80°C fiihrt
nicht zum Verlust der protektiven Wirkung. Dieser Befund deutet darauthin, dass es sich um einen
hitzestabilen Faktor, méglicherweise ein kleines Peptid, handelt. RNasen zeichnen sich durch
ausgeprigte Hitzestabilitdt aus; Angiogenin allerdings, das RNase-Aktivitit aufweist, zeigt in RKO-

Zellen keine apoptosechemmende Wirkung (s. voriges Kapitel).

Um die Frage weiter zu untersuchen, ob es sich bei dem protektiv wirkenden und sekretierten Faktor
um ein Protein handelt, wurden die dicht ausplattierten RKO-Zellen, von denen das konditionierte
Medium geerntet werden soll, mit dem Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid (CHX) inkubiert. Diese

Behandlung zeigt aber keinen Effekt auf die protektive Wirkung des Uberstandes dieser Kulturen.
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Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass die gewihlten Bedingungen suboptimal waren, da eine
Konzentration gewihlt wurde, die zwar im Zusammenhang mit hCD95L einen apoptosesteigernden
Effekt in RKO-Zellen bewirkt, doch kann es sein, dass die gewihlte Konzentration nicht ausreicht, um
die Synthese des sckretierten protektiven Faktors zu hemmen. Es wurden keine hdéheren
Konzentrationen benutzt, um einen zytotoxischen Effekt des Cycloheximids auf die RKO-Zellen zu
vermeiden, was das Ergebnis hitte verfilschen kénnen.

In einem zweiten Ansatz wurde die Protease Trypsin benutzt, um einen sekretierten Proteinfaktor zu
hydrolysieren und damit zu inaktivieren. Die Daten zeigen, dass trotz Inkubation mit Trypsin die

protektive Wirkung des Kulturiiberstandes bestehen bleibt.

4.3.6 Azidose kann als Ursache der Apoptoseprotektion ausgeschlossen werden

Eine Azidose kénnte durch vorherrschenden O,-Mangel verursacht werden, worauthin das durch die
Glycolyse bereitgestellte Pyruvat zu Lactat umgesetzt wird, statt im Citrat-Cyclus (TCC) metabolisiert
zu werden (anaerobe Glycolyse). Lactat fithrt zu einer Verminderung des pH-Wertes, was in der Folge
die Aktivierung von Hydrolasen induzieren konnte, welche wiederum das hCD95L-Molekdil
hydrolysieren und damit inaktivieren konnten. Hypoxie kann allerdings aufgrund der Inkubation der
Zellen in Gegenwart von O, ausgeschlossen werden. Allerdings kann der Mediumsverbrauch iiber die
Produktion katabolitischer Endprodukte zur Azidose fithren.

Letztendlich kann eine Azidose als Grundlage der Apoptosehemmung in konditioniertem Medium aus
mehreren Griinden ausgeschlossen werden. Zum einen beeinflusst die Verwendung von Hepes-Puffer
(um pH-Wert-Anderungen zu verhindern) die anti-apoptotische Wirkung nicht. Zum anderen hebt die
Zufuhr von Glucose zum konditionierten Medium dessen protektive Wirkung nicht auf. Zusitzlich
konnte gezeigt werden, dass das Ansetzen und Lésen von rekombinantem hCD95L in konditioniertem

Medium nicht seine Fahigkeit, Apoptose auszul6sen, authebt.

4.3.7 Die Behandlung mit konditioniertem Medium fiihrt zu morphologischen
Veranderungen der RKO-Zellen

Im Rahmen dieser Studie konnte beobachtet werden, dass RKO-Zellen, die mit dem konditionierten

Medium dicht gewachsener RKO-Zellen behandelt wurden, sich abrunden und ablésen. Diese

morphologischen Verinderungen fithren jedoch nicht zu Einschrinkungen ihrer Uberlebensfihigkeit:

Werden diese abgel6sten Zellen neu ausplattiert, wachsen sie an und proliferieren. Zudem zeigte sich

eine erhohte Bcl-x; Proteinexpression in den abgelésten RKO-Zellen.
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Vermutlich bedingt eine Reorganisation des Zytoskeletts die Verinderung der Morphologie der
behandelten RKO-Zellen. Zumindest fur extrem dicht ausgesite RKO-Zellen, die sich ebenfalls
abrunden und ablésen (Abb. 3.37), konnte eine Deregulierung der Tubulin-Genexpression im Vergleich
mit dinn ausgesiten RKO-Zellkulturen festgestellt werden (vgl. 4.3.11).

Interessanterweise konnten Algeciras-Schimnich & Peter (2003) zeigen, dass das Aktin-Zytoskelett in
der CD95-vermittelten Apoptose von Typl-Zellen (Caspase-8 aktiviert direkt Caspase-3) eine
wesentliche Rolle spielt. Eine Hemmung der Aktin-Polymerisation fiihrte in ihren Studien lediglich in
Typl-Zellen zu einer Hemmung der CD95-vermittelten Apoptosekaskade wegen der ausbleibenden
Vernetzung (,,Cluster”-Bildung) der CD95-Komplexe. Varadhachary et al. postulierten 2001 eine
Hemmung der CD95-Aggregation bzw. aktinabhingigen lateralen CD95-Diffusion durch die PI3K,
was demzufolge die Caspase-8-Spaltung am DISC verhinderte.

In einem Vergleich von Typl- und Typll-Zellen konnten Algeciras-Schimnich et al. (2003) zeigen, dass
eine fortgeschrittene Dedifferenzierung charakteristisch fiir Typl-Zellen ist, wihrend Typll-Zellen
differenzierter erscheinen. Charakteristisch fir Typl-Zellen ist u.a. die Expression von Integrinen,
Kollagenen und angiogenetischen Faktoren. Ein Typl-charakteristisches Molektl ist die PI3K, deren
regulatorische Untereinheit (p85) in diesen Zellen uberexprimiert wird (Algeciras-Schimnich et al.
2003). Verinderungen wahrend der Karzinogenese sind den Vorgingen wihrend der Embryogenese
sehr dhnlich. Die damit einhergehenden Veridnderungen der Zellmorphologie, der Verlust des Zell-Zell-
Kontaktes sowie die Re-Organisierung des Zytoskeletts, werden als EMT' zusammengefasst, d.h. der
Ubergang von Epithelzellen (differenziert, Typll) hin zu dedifferenzierten mesenchymalen Zellen
(abgelost, Typl; Algeciras-Schimnich et al. 2003). Die EMT ist ein essentieller Schritt in der invasiven
Kaskade, denn Epithelzellen 16sen sich als individuelle Einzellzellen aus ihrem Zellverband ab und
beginnen sich fibroblastenihnlich zu bewegen. Ein zentrales Molekil dieses Prozesses ist die PI3K.
Zytokine binden an Tyrosinkinase-Rezeptoren (z.B. FGF-R1) und aktivieren Ras-abhingig die PI3K,
welche darauthin Rho und Rac aktiviert. Diese GTPasen sind fiir die Verinderungen des Aktin-

Zytoskeletts verantwortlich und induzieren die Migration (Friedl & Wolf 2003).

Der Vergleich dieser Befunde mit den eigenen Daten fuhrt zu der Hypothese, dass sowohl
dichtearretierte als auch mit konditioniertem Medium kultivierte RKO-Zellen sich von TyplI- zu Typl-
Zellen verindern. Unterstiitzt wird diese These durch den Befund, dass konfluente Zellen ebenfalls

EMT-dhnliche morphologische Verinderungen aufweisen, angiogenetische Faktoren in hoherer

VEMT: Epithelial-Mesenchymal-Transition
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Konzentration produzieren sowie die PI3K aktivieren. Im Gegensatz zu den von Algeciras-Schimnich
et al. publizierten Daten Gberexprimieren dicht ausgesite RKO-Zellen nicht die regulatorische p85-

Untereinheit der PI3K, sondern die katalytische p110-Untereinheit (vgl. 4.3.11).

Interessant ist dabei auch die Beobachtung, dass konfluente RKO-Zellen trotz der Resistenz gegentber
CD95L sensitiv auf die Behandlung mit anti-CD95-Antikérper mit Apoptose reagieren. Dies kénnte
bedeuten, dass die zu Typl verinderten Zellen aktinabhingig auf die CD95-vermittelte Apoptose
reagieren, aufgrund der Zytoskelettverinderungen aber nicht zur CD95-Vernetzung (,,Cluster-
Bildung®) in der Lage sind. Der anti-CD95-Antikorper fihrt jedoch im Gegensatz zum rekombinanten
CD95 Liganden zu einem ,,Clustering® der Komplexe, und somit wird die Apoptosekaskade effektiv in

Gang gesetzt.

4.3.8 Die protektive Wirkung des Zellkulturiiberstandes ist tumorzellspezifisch

Endothelzellen benétigen, um lebensfihig zu sein, die Interaktion mit Nachbarzellen bzw. mit der
EZM. Ein Kontaktverlust hat die Apoptose der Zellen zur Folge. Dieses Phinomen wird als Anoikis
(griechisch fir ,heimatlos’) bezeichnet. Sterben Zellen nach Ablésung nicht mehr, kann das zur
Progression (Metastasierung) einer Tumorerkrankung beitragen. An Anoikis ist eine Vielzahl von
Molekiilen beteiligt, beispielsweise wird Anoikis durch die Kinase FAK' unterdriickt und dutrch
MEKK-1" unterstiitzt (Frisch 2000).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die nicht-transfomierten
Zelllinien CHO"™ und NIH 3T3" nach Erreichen von Konfluenz ablésen und sterben (Anoikis).
Abgeloste Zellen dieser Zellkulturen wachsen nach erneutem Ausplattieren nicht wieder an. Dagegen
haben Tumorzelllinien wie RKO- und HelLa-Zellen eine Anoikis-Resistenz entwickelt. Die nach
Inkubation mit konditioniertem Medium abgel6sten Zellen sind lebenstfihig, was sie zu gefihrlichen
potentiell metastasierenden Tumorzellen macht. Weitere Analysen der HelLa-Zellen in dieser Arbeit
konnten zeigen, dass auch diese Zellen einen protektiven Uberstand produzieren, d.h. ebenfalls

Uberlebensfaktoren sekretieren.

TFAK: Focal Adhesion Kinase
' MEKK: MEK Kinase

i CHO: Chinese Hamster Ovarian
Y NIH 3T3: Mausfibroblasten
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In diesem Zusammenhang ist auch interessant, dass weder CHO- noch NIH 3T3-Zellen einen
apoptosechemmenden Zellkulturiiberstand produzieren. Zusitzlich hat das konditionierte Medium
konfluenter RKO-Zellen fur CHO- und NIH 3T3-Zellen keine vor CD95-vermittelter Apoptose
schiitzende Wirkung; in diesen Zellen wirkt der Uberstand sogar apoptoseverstirkend. Dies lisst sich
damit erkliren, dass in RKO-Zellen ein Uberlebensfaktor sekretiert wird, der zwar in RKO-Zellen,
nicht aber in nicht-transformierten Zellen einen apoptosehemmenden Signalweg anschaltet. Entweder
findet der Faktor keinen entsprechenden Rezeptor (die verantwortlichen Zytokine koénnten
ausschlieBlich humane Zellen stimulieren) oder es fehlt ein unterstiitzendes apoptosechemmendes
Signal, welches in den Tumorzellen vorhanden ist. Z.B. sind Mutationen im PTEN-Gen in
Tumorzellen keine Seltenheit. Dies fihrt zur verstirkten PI3K-Aktivitit, welche proliferative und anti-
apoptotische Wirkung besitzt. Moglicherweise ist die PI3K-Aktivierung in NIH 3T3-Zellen u.a. durch
das nicht mutierte PTEN streng reguliert, so dass es nicht zur Aktivierung kommt. Diese Theorie lief3e
sich Gberprifen, indem die PI3K bzw. ihre aktive Untereinheit in NIH 3T3-Zellen iiberexprimiert
werden wirde und darauthin die apoptosehemmende Wirkung des RKO-Zellkulturiiberstandes auf
diese Zellen analysiert werden wiirde.

Tatsichlich wird in vielen Tumorzellen Anoikis tiber Ras und PI3K/Akt gehemmt (Cheng et al. 2004),
und an der Ausfuhrung dieser Apoptoseform sind ebenfalls Todesrezeptorsignalwege beteiligt. So
konnten Rytomaa et al. in thren Analysen zeigen, dass FADD-DN Anoikis in nicht-transformierten
Epithelzellen inhibiert und dass Anoikis Liganden-unabhingig tber Todesrezeptoren (CD95 oder
TRAIL-R1, -R2) ausgelost wird. Dabei werden Caspase-8 und (iber den mitochondrialen Weg)

Caspase-3 aktiviert, und Bcl-x; kann die Caspase-3-Aktivierung hemmen (Rytomaa et al. 1999).

4.3.9 Konditioniertes RKO-Medium protektioniert gegen TRAIL-, UV- und Staurosporin-
induzierte Apoptose

Neben dem Einfluss des konditionierten Mediums konfluenter RKO-Zellen auf die hCD95L-

induzierte Apoptose wurden im Rahmen dieser Arbeit auch die TRAIL-, UV- sowie Staurosporin-

induzierte Apoptose analysiert. Die durchgefiihrten Experimente demonstrieren, dass der Uberstand

der dicht gewachsenen Zellen nicht nur die hCD95L-induzierte Apoptose hemmt, sondern auch

TRAIL, UV und Staurosporin inhibiert.

TRAIL bindet an die TRAIL-Rezeptoren R1 und R2, was ebenfalls zur DISC-Bildung mit den
Signalmolekiilen FADD und Caspase-8 fithrt und mit der Apoptose der Zelle endet (Ashkenazi 2002).

Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass derselbe Mechanismus, der dazu fiithrt, dass die Caspase-8-
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Aktivierung in der CD95-vermittelten Apoptose inhibiert wird, auch die TRAIL-induzierte

Apoptosesignalkaskade hemmt.

Verschiedene Gruppen konnten nachweisen (Aragane et al. 1998, Rehemtulla et al. 1997), dass UV
tber den CD95-Signalweg (CD95L-unabhingig) Apoptose induzieren kann. Dabei bewirkt die UV-
Strahlung das ,,Clustern® (Gruppierung, Vernetzung) der Rezeptoren, was zum Auslosen der
Apoptosesignalkaskade fihrt und sowohl durch Caspase-Inhibitoren (zVAD-fmk) als auch durch
FADD-DN inhibierbar ist. In konfluenten und mit konditioniertem Medium behandelten RKO-Zellen
ist vermutlich aber genau diese Vernetzung gehemmt. Zusitzlich wird in konfluenten und mit
konditioniertem Medium behandelte RKO-Zellen Bcl-x; tberexprimiert, was unterstitzend zur
Blockade der UV-induzierten Apoptose fiihrt. Das ,,Clustern der CD95-Rezeptormolekiile bzw. das
Ausbleiben der Vernetzung kénnte anhand einer Anfirbung und anschlieBenden Analyse im

konfokalen Mikroskop untersucht werden.

Eine Behandlung mit Staurosporin fiihrt zur Cytochrom c- Freisetzung, zur Depolarisierung des
mitochondrialen Membranpotentials und damit zur Aktivierung von Caspase-3, was durch einen
Caspase-Inhibitor (zVAD-fmk) unterdriickt wird (Giuliano et al. 2004). Obwohl fiir einige apoptose-
induzierende Substanzen eine Beteiligung des CD95-Signalweges (CD95L-unabhingig) gezeigt werden
konnte (Micheau et al. 1999), ist die Staurosporin-induzierte Apoptose todesrezeptorunabhingig und
durch Bcl-x; inhibierbar (Nomura et al. 1999). Da in der vorliegenden Arbeit eine Bcl-x;-
Uberexpression in konfluenten sowie mit konditioniertem Uberstand behandelten RKO-Zellen
nachgewiesen werden konnte, ist anzunehmen, dass Bcl-x; fiir die Hemmung der Staurosporin-

induzierten Apoptose verantwortlich ist.

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass die hCD95L-induzierte Apoptose in
konfluenten bzw. mit konditioniertem Zellkulturiiberstand behandelten diinn ausgesiten RKO-Zellen
auf der Stufe der Caspase-8-Aktivierung, moéglicherweise schon im CD95-DISC, inhibiert wird.
Entsprechend werden vermutlich TRAIL- und UV-induzierte Apoptose durch das protektive Medium
der konfluenten RKO-Zellen gehemmt. Zusitzlich verhindert die Bcl-x,-Uberexpression den
Staurosporin-vermittelten Zelltod. Diese Beobachtungen tragen dazu bei, dass als Ursache der
Apoptosehemmung ein CD95-Decoy-Rezeptor (DcR3) bzw. andere inhibierende Effekte, die direkt
auf den CD95-Liganden hemmend wirken (z.B. Hydrolasen) ausgeschlossen werden kénnen, denn die
Apoptoseprotektion der mit konditioniertem Medium behandelten Zellen erscheint Stimulus-

unspezifisch und allgemeinerer Natur.
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4.3.10 Rolle der PI3K und PKC fir die Apoptoseprotektion und Migration der RKO-Zellen

Es konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sowohl eine Hemmung der PI3K|
als auch eine Hemmung der Ca*-abhingigen PKC-Isoformen die protektive Wirkung des
konditionierten Zellkulturiberstandes konfluenter Zellen authebt. Dieser Effekt zeigt sich nach Zugabe
spezifischer Inhibitoren (Ly294002, G66976) zu den dicht ausgesiten RKO-Zellen, von denen das
Medium geerntet wurde, jedoch nur schwach bei direkter Zugabe zu dem schon konditionierten

Medium auf diinn ausgesiten Zellen fiir eine entsprechende Inkubationszeit.

Die PI3K ist an vielen Ereignissen beteiligt, die mit dazu beitragen, dass sich ein Tumor (weiter-)
entwickeln kann. Die Aktivierung der PI3K fuhrt zur Induktion von Proliferation und
Zellvergrof3erung sowie zur Hemmung der Apoptose (Vivanco & Sawyers 2002). Diese Ereignisse
werden in der Regel Akt-abhingig reguliert. Akt fordert proliferative Prozesse tber die Regulierung von
Cyclin D, GSK3p, p27, mTOR und PCNA (Vivanco & Sawyers 2002). Seine apoptoschemmende
Wirkung resultiert aus der Beeinflussung der Molekiile Bad, Caspase-9, FKHR, NF-kB und p53
(Vivanco & Sawyers 2002). Die PI3K kann aber auch Akt-unabhingig wichtige zellulire Ereignisse
steuern. So werden Cdc42 und Racl Akt-unabhingig aktiviert, was Verinderungen des Zytoskeletts zur
Folge hat (Vivanco & Sawyers 2002). Des Weiteren aktiviert die PI3K die SGK-Kinase, welche
ebenfalls iiber eine Phosphorylierung von FKHRL1 zum Zelliiberleben fiihrt (Brunet et al. 2001). Uber
noch ungeklirte Wege aktiviert die PI3K zusitzlich die PKC (Vivanco & Sawyers 2002). Uber die Rho-
GTPasen Cdc42 und Rac besteht wiederum ein Zusammenhang zu Migrationsprozessen (Ridley et al.
2003).

Die Zugabe des PI3K-Inhibitors zu den produzierenden Zellen vermindert weder die Migration noch
die Invasion der mit konditioniertem Medium behandelten RKO-Zellen, obwohl eine Aktivierung des
PI3K-Signalweges auch mit verstirkter Migration in Zusammenhang gebracht wird (Price et al. 1999,
Friedl & Wolf 2003). Eine verminderte Migration der RKO-Zellen ist lediglich dann nachweisbar, wenn
Ly294002-behandeltes konditioniertes Medium zur Anlockung der Zellen in der unteren Kammer des
Versuchaufbaus eingesetzt wird. Dies konnte bedeuten, dass die Sekretion eines Lockstoffes im
Gegensatz zur Sekretion eines migrations- bzw. invasionsférdernden Faktors PI3K-abhingig ist. Somit
konnte eventuell ein Zusammenhang zwischen Lockstoff und apoptosehemmenden Faktor bestehen,

da beide PI3K-abhingig sekretiert werden.

i SGK: Serum and Glucocorticoid-inducible Kinase

176




Diskussion

Interessanterweise hebt Rapamycin, ein Inhibitor des mTOR-Signalweges, nach Zugabe zu den
produzierenden Zellen die protektive Wirkung des konditionierten Uberstandes ebenfalls wieder auf.
mTOR' ist eine Serin/Threonin-Kinase, welche PI3K-abhingig als molekularer Sensor, die
Proteinsynthese auf der Basis verfiigbarer Nihrstoffe reguliert. mTOR kann jedoch auch PI3K-
unabhingig als ATP-Sensor aktiviert werden (Vivanco & Sawyers 2002).

Zusammengefasst bedeuten diese Resultate, dass die PI3K zum einen an der Sekretion eines anti-
apoptotischen Faktors und zum anderen an der Sekretion eines Lockstoffes beteiligt ist. Es kann
durchaus sein, dass es sich dabei um ein und desselben Faktor handelt. Die Hemmung der PI3K in den
Zielzellen, d.h. in den Zellen, die mit dem protektiven Medium behandelt werden, kann die Protektion
der CD95-vermittelten Apoptose nur geringfugig autheben. Somit ist die PI3K nicht alleine an der
Hemmung der Caspase-8-Aktivierung beteiligt. Moglicherweise resultiert diese Hemmung aus der
Aktivierung anderer Kinasen, z.B. der PAK4"-Kinase (Gnesutta & Minden 2003), der MAPK
(Holmstrom et al. 2000) oder einer Kombination aus aktiver PI3K und PKC. Méglicherweise spielt die
Phosphorylierung eines der am DISC beteiligten Signalmolekiile bei der Hemmung der Caspase-8-

Aktivierung eine Rolle.

Bemerkenswerterweise besitzen die mit konditioniertem Medium behandelten RKO-Zellen die
phosphorylierte und somit aktivierte Form der Akt, wie in der Western Blot-Analyse mit einem
Phospho-Akt-spezifischen Antikérper festgestellt wurde. Dies bedeutet entweder, dass die aktivierte
Akt nicht alleine fiir die Apoptosechemmung verantwortlich ist, oder dass es, wenn die anti-
apoptotische Akt-Kinase alleine fir die Protektion verantwortlich sein sollte, noch einen PI3K-
unabhingigen Aktivierungsweg gibt, da nach Hemmung der PI3K in den Zielzellen die protektive

Wirkung des konditionierten Mediums nicht aufgehoben wird.

Ahnliche Beobachtungen konnten in dieser Arbeit mit dem PKC-Inhibitor G66876 gemacht werden.
Die Hemmung der PKC in den konfluenten RKO-Zellen, die das konditionierte Medium produzieren,
hebt die Protektion auf, wihrend eine Zugabe des Inhibitors zu den Zielzellen, die mit konditioniertem
Medium und hCD95L behandelt werden, einen schwicheren Effekt hat, d.h. die protektive Wirkung
wird nur leicht aufgehoben. Es wurde allerdings nicht getestet, ob eine simultane Inhibierung der PI3K
und PKC zur Apoptosesensitivitit fithrt. Dennoch ist es wahrscheinlich, dass ein weiterer Signalweg,

z.B. iber PAK4 oder MAPK, an der Hemmung der CD95-vermittelten Apoptose beteiligt ist. Um dies

i mTOR: mammalian Target Of Rapamycin
" PAK: p21-Activating Kinase
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herauszufinden, miussten die entsprechenden Signalwege gehemmt werde. Der MAPK-Signalweg kann
durch den spezifischen Inhibitor PD98059 gehemmt werden, wihrend fir die PAK4 kein spezifischer
Inhibitor bekannt ist. Hier bestiinde die Moglichkeit, mit siRNA die Expression der Kinase zu
hemmen. Der PKC-Inhibitor beeinflusst, nach Zugabe zu den produzierenden Zellen, nicht das
invasive Verhalten der mit konditioniertem Medium behandelten RKO-Zellen. Zusammenfassend ldsst
sich sagen, dass die Produktion des apoptosechemmenden Faktors PI3K und PKC-abhingig ist,

wihrend die Protektion der CD95-vermittelten Apoptose vermutlich von weiteren Faktoren abhingt.

4.3.11 Unterschiedliche Genexpressionsprofile konfluenter und nicht-konfluenter RKO-

Zellen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrte Genexpressionsanalyse konfluenter und nicht-konfluenter
RKO-Zellen (mit und ohne hCD95L-Behandlung) unter Verwendung von Affymetrix-Chips (HG-
133A) zeigte, dass eine grofle Anzahl sehr verschiedener Gene unterschiedlich exprimiert wird.

Wie zu erwarten sind in der dicht ausgesiten, kontaktinhibierten Zellpopulation eine ganze Reihe
zellzyklusstimulierender Gene herunterreguliert. Beispiele sind die DNA Polymerase E2, Cyclin A,
CDC6 und Mitotin, welche alle in den diinn ausgesiten, im Vergleich zu den dicht ausgesiten RKO-

Zellen, 3- bis 4-fach hoéher exprimiert werden.

Interessanterweise ist auch eine Vielzahl von apoptoseregulierenden Genen in sub-konfluenten und

konfluenten RKO-Zellen unterschiedlich reguliert:

Die erhohte Bcl-x;-Proteinexpression wurde in der vorliegenden Arbeit bereits nachgewiesen. Die
Analyse der Genexpression zeigt, dass auch die Bcl-x; mRNA in dinn ausgesiten, im Vergleich zu

dicht ausgesiten Zellen, 3-fach niedriger exprimiert wird.

Das anti-apoptotische c-IAP2 wird im Vergleich zu den konfluenten Zellen in den diinn ausgesiten
RKO-Zellen 4-mal schwicher exprimiert. Wird hCD95L zur Apoptoseinduktion zugegeben, liegt c-
IAP2 in der sub-konfluenten sogar 17-mal schwicher exprimiert vor als in der dichten Zellpopulation.
IAPs hemmen tber ihre BIR-Dominen durch direkte Interaktion Caspase-3 und Caspase-9 (Salvesen
& Duckett 2002). XIAP hat zwar in einer sehr hohen Konzentration auch Caspase-8-inhibierende
Wirkung, fiir c-IAP2 wurde ein solcher Effekt jedoch noch nicht beschrieben (Salvesen & Duckett
2002). Die hCD95L-Stimulation der RKO-Zellen hat in den diinn ausgesiten, jedoch nicht in den
konfluenten Zellen, die Repression der c-IAP2-Transkription (oder der RNA-Stabilitit) zur Folge.
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Wenn die Apoptoseprotektion bereits auf der Ebene der Caspase-8-Aktivierung auftritt, ist c-IAP2
nicht ursiachlich daran beteiligt. Vielleicht inhibiert c-IAP2 jedoch so wie das stirker exprimierte Bel-x;
die Cytochrom c-Freisetzung und unterbindet somit eine ,,Feedback*-Aktivierung der Caspase-8 tuber

Caspase-3.

HMGB!1, welches kiirzlich als Apoptoseinhibitor des mitochondrialen Weges publiziert wurde
(Brezniceanu et al. 2003), wird in der nicht-konfluenten Zellpopulation, unabhingig von der hCD95L-
Stimulation, in beiden Vergleichen 3-fach schwicher exprimiert. Da HMGB1 erst auf der
mitochondrialen Ebene protektiv eingreift, kénnte es dhnlich wie Bcl-x; und c-IAP2 die ,,Feedback®-

Aktivierung von Caspase-8 tiber Caspase-3 unterbrechen.

GADD45A" wird in der diinn ausgesiten Zellpopulation um das 10-fache schwicher exprimiert. Dieses
durch p53 regulierte Gen wird durch Zellzyklusarrest und DNA-Schidigung induziert. Zhang et al.
konnten nachweisen, dass sich dichtearretierte Zellen nicht nur durch erhéhte p27-Mengen, sondern
auch durch eine verstirkte GADD45A-Expression auszeichnen (Zhang et al. 2003). Jin et al.
beobachteten in ihren Experimenten, dass erhohte GADD54A-Expression, tber einen MAPK-
abhingigen Signalweg, vor UV-induzierter Apoptose schiitzt (Jin et al. 2003). Eventuell ist GADD45A
auch in RKO-Zellen an der untersuchten Apoptoseprotektion (MAPK-vermittelt) beteiligt.

CD30 (INF-R 8), ein weiteres Familienmitglied der TNF-Rezeptorfamilie, wird ebenfalls nach
hCD95L-Behandlung in der sub-konfluenten im Vergleich zur konfluenten Zellpopulation 3-fach
niedriger exprimiert. CD30 ist ein fur aktivierte T- und B-Zellen charakteristischer
Oberflichenrezeptor, welcher nach Aktivierung die TRAF-Molekile TRAF2 und TRAF5 rekrutiert,
was zur Aktivierung von NF-kB und MAPK fthren kann. Die CD30-vermittelte Signalkaskade kann je
nach Zelltyp und ko-stimulatorischen Signalen zu Proliferation und Uberleben, aber auch zu

Zellzyklusarrest und Apoptose fithren (Schneider & Hubinger 2002).

Zusitzlich wird auch TNF-R 10c (TRAIL-R3/TRID) in den hCD95L-behandelten, sub-konfluenten
im Vergleich zu den konfluenten Zellen um das 3-fache erniedrigt exprimiert. Es handelt sich hierbei
um einen TRAIL-,Decoy’-Rezeptor, der aufgrund einer fehlenden intrazelluliren Domine das TRAIL-
Liganden-Apoptosesignal nicht weiter vermitteln kann. Daher konnte die Expression des Rezeptors auf

der Zelloberfliche konfluenter Zellen mit zur Protektion der TRAIL-induzierten Apoptose beitragen,

" HMGB1: High-Mobility Group Box-1
" GADD45A: Growth Arrest and DNA Damage-inducible gene
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ist aber an der Inhibierung der durch andere Apoptose-Stimuli (CD95L, UV, Staurosporin) ausgelosten

Apoptose vermutlich nicht beteiligt.

Wie bereits erwihnt, spielt die PI3K in der Apoptoseprotektion der RKO-Zellen eine bedeutende
Rolle. Unterstiutzt werden die vorangegangenen Beobachtungen dadurch, dass die katalytische
Untereinheit p110 der PI3K, unabhingig einer hCD95L-Behandlung, 3-fach geringer in sub-

konfluenten, proliferierenden als in konfluenten, dichtearretierten Zellen exprimiert wird.

Die MAPK-Familienmitglieder MEK5b und MEK5¢ werden nach einer hCD95L-Inkubation in der
dinn ausgesiten Zellpopulation um das 9- bzw. 10-fache niedriger exprimiert. MEKS5 aktiviert ERK5
(BMK1" und wird selbst von MEKK2/3 aktiviert. Pi et al. postulieren, dass BMK1 iiber die
Phosphorylierung und damit Inaktivierung des pro-apoptotischen Bad-Molekiils Endothelzellen vor
Apoptose schiitzt (Pi et al. 2004). In wieweit MEK5b und MEKb5c in der Apoptoseregulation der
RKO-Zellen beteiligt sind, ist noch unklar.

PKCu, ein Familienmitglied der atypischen PKC-Familie, wird nach hCD95L-Behandlung in nicht-
konfluenten Zellen 3-fach niedriger exprimiert als in konfluenten Zellen. Atypische PKC-Isoformen
benotigen lediglich Phosphatidylserin, um aktiv zu werden (Gutcher et al. 2003). PKCu ist zum einen an
der ,,Ber-Abl“-vermittelten Resistenz gegentiber substanzinduzierter Apoptose beteiligt. Zum anderen
unterstitzt PKCu auch Apoptose- bzw. Anoikisresistenz in Abwesenheit von EZM-Kontakte durch
eine erhéhte Phosphorylierung und damit Stabilisierung von p53 (Gutcher et al. 2003). Moglicherweise
ist die PKCu an der Apoptoseresistenz der dicht ausgesiten und der mit konditioniertem Medium von
konfluenten Zellen behandelten RKO-Zellen beteiligt. Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete PKC-
Inhibitor (G66976) hemmt spezifisch die Ca®*-abhingigen PKC-Isoformen, jedoch nicht die atypischen
PKCs. Um die Beteiligung von PKCu an der Apoptoseprotektion in RKO-Zellen zu iberpriifen,

musste ein spezifischer Inhibitor der atypischen PKC-Isoformen eingesetzt werden.

Der Transkriptionsfaktor ATF3" ist an der transkriptionellen Regulierung des ASNS-Gens in Antwort
auf einen Nihrstoffmangel beteiligt. Zudem spielt er in der Protektion vor Apoptose eine Rolle, die
durch ionisierende Strahlung, Doxorubicin sowie TNFa-induziert wird. ATF3 wird entweder direkt

durch p53 aktiviert, kann aber auch tber den MAPK-Signalweg aktiviert werden (Pan et al. 2003, Kool

' MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase
" BMK: Big Mitogen-activated protein Kinase

iii

ATF: Activating Transcription Factor
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et al. 2003, Zhang et al. 2002). ATF3 wird, unabhingig von einer hCD95L-Behandlung der Zellen in
beiden Vergleichen in diinn ausgesiten RKKO-Zellen um das 3-fache erniedrigt exprimiert. ATF3

konnte also auch an der Apoptoseprotektion in RKO-Zellen beteiligt sein.

Die Asparagin-Synthetase (ASNS) spielt eine Rolle in der G1-Zellzyklusphase. Ihre nihrstoffregulierte
Expression wird in Antwort auf einen Aminosauremangel hochreguliert (Bruhat et al. 2002). Das
ASNS-Gen wird in nicht-konfluenten RKO-Zellen um das 7-fache erniedrigt und nach einer hCD95L-
Behandlung sogar um das 15-fache niedriger exprimiert als in der dichtearretierten Zellpopulation. Dies
bedeutet, dass in dicht ausgesiten RKO-Zellen ein Aminosauremangel vorherrscht und die induzierte
ASNS womoglich der Ausléser fiir die Umwandlung vom apoptosesensitiven hin zum

apoptoseresistenten RKO-Typ sein konnte.

Bemerkenswerterweise sind auch eine Vielzahl Angiogenese-, Migration- und Zytoskelett-

beeinflussender Gene unterschiedlich reguliert:

CD24 ist ein GPI-verankertes Zelloberflichenglycoprotein, das u.a. auf Neutrophilen und vielen
Tumorzellen exprimiert wird. CD24 vermittelt das ,,rolling von Tumorzellen, indem es mit P-Selectin
interagiert. Diese Interaktion ist ein wichtiger Adhdsionsmechanismus bei der Tumorzellinvasion
(Aigner et al. 1998). CD24 kann als Marker fiir einen metastasierenden Phanotyp angesehen werden
(Fogel et al. 1999). Im Vergleich zur Expression in den dicht ausgesiten RKO-Zellen wird CD24 in

den diinn ausgesiten 5-mal weniger exprimiert.

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) erleichtern die Metastasierung, indem sie Barrieren der
extrazelluliren Matrix (EZM) proteolytisch abbauen. MMP17 ist tber einen GPI-Anker an die
Plasmamembran gebunden und aktiviert hier durch Spaltung pro-MMPs, wie z.B. MMP-2 (Egeblad &
Werb 2002). Nach einer Behandlung mit hCD95L wird MMP17 in den diinn ausgesiten 6-mal weniger
exprimiert als in den dicht gewachsenen RKO-Zellen. Die Behandlung der produzierenden RKO-
Zellen mit einem MMP-Inhibitor (hemmt in der eingesetzten Konzentration u.a. MMP-7,-9,-3,-1)
beeinflusste z.T. die protektive Wirkung des Zellkulturiberstandes. Das heilt, dass MMPs
moglicherweise an der Sekretion des anti-apoptotischen Faktors beteiligt sind, aber wohl auch
alternative Wege zur Abspaltung eines Faktors, z.B. iiber uPA bestehen. Die optimale Konzentration
des Inhibitors musste weiter austitriert werden, um eine Aufthebung der Sekretion des ,,Survival“-

Faktors zu erreichen. Viele sekretierte Zytokine (Wachstumsfaktoren und ,,Survival“-Faktoren), liegen
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zunichst membrangebunden vor und werden erst durch Proteasen (MMPs, uPA, ADAM) abgespalten.
IL-8 wird z.B. durch MMP-9 freigesetzt (Egeblad & Werb 2002).

uPA" wird nach einer hCD95L-Behandlung in diinn ausgesiten Zellen im Vergleich zu den dicht
ausgesiten Zellen um das 8-fache erniedrigt exprimiert. uPA aktiviert Plasminogen zu Plasmin, welches
tber den hydrolytischen Abbau von Basalmembran und EZM die Invasion und Metastasierung von
Tumorzellen erleichtert (Chandrasekar et al. 2003). uPA aktiviert iber den uPA-Rezeptor den PI3K-
Akt Signalweg, welcher zu Tumorzellproliferation, -migration und Apoptoseinhibierung fithrt
(Chandrasekar et al. 2003). Kaneko et al. konnten nachweisen, dass die Expression von uPA mit der
Angiogenese und Invasion von Tumorzellen des Magen-Darm-Trakts korreliert (Kaneko et al. 2003).
Han et al. zeigten, dass der MAPK-Signalweg an der uPA-Aktivierung bzw. mRNA-Stabilisierung
beteiligt ist (Han 2002). Entsprechend wird tPA", unabhingig einer hCD95L.-Behandlung, in sub-
konfluenten Zellen im Vergleich zu konfluenten Zellen um das 4-5-fache niedriger exprimiert. Somit

konnte uPA und/oder tPA in der Abspaltung des,,Survival“-Faktors eine Rolle spielen.

ADAMTS?2, ein Mitglied der ADAM"-Familie, welches ebenfalls an proteolytischen Ereignissen an der
Zelloberfliche beteiligt ist (Freisetzung von membrangebundenen Faktoren), wird nach Behandlung
mit hCD95L in den diinn ausgesiten Zellen 9-mal schwicher exprimiert als in den dicht ausgesiten

Zellen und ist woméglich ebenso an der Freisetzung von Zytokinen beteiligt.

Rho und Rhorac (Rac) werden jeweils um das 4-fache schwicher in der sub-konfluenten als in der
konfluenten Zellpopulation exprimiert. Auf die Bedeutung von Rho und Rac fiir die Migration (Ridley
et al. 2003) wurde bereits ausfiihrlich hingewiesen.

Nach einer Behandlung mit hCD95L wird die Genexpression der Zytokine LIF und Angiogenin in der
dinn ausgesiten Zellkultur jeweils um das 8-fache reduziert. Dies bestitigt die mit den Zytokin-Arrays
erhaltenen Resultate, denn dort konnte die Sekretion von LIF und Angiogenin in den
Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden.

Das IGF-BP5" wird nach hCD95L.-Behandlung 3-mal schwicher in diinn ausgesiten RKO-Zellen

exprimiert als in dicht ausgesiten; allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass

i uPA: urokinase-type Plasminogen Activator
i tPA: tissue-type Plasminogen Activator

i ADAM: A Disintegrin And Metalloproteinase
¥ |GF-BPS: IGF-Binding Protein 5
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rekombinantes IGF in RKO-Zellen (in der verwendeten Konzentration) keinen apoptosechemmenden

Effekt zeigt.

Die Expression des HGF-Rezeptor Met ist nach Behandlung mit hCD95L. in nicht-konfluenten Zellen
dreimal so niedrig wie in konfluenten RKO-Zellen. Met erhoht die Motilitit und Invasion von Zellen
tber die Bindung seines Liganden HGF (Bernards 2003). Zusitzlich hemmt Met die CD95-vermittelte
Apoptose, indem Met den CD95-Rezeptor bindet und somit die Bildung von CD95-Aggregaten
verhindert (Wang et al. 2002). In der Zytokinarray-Analyse konnte keine Sekretion des HGF in das
konditionierte Medium dicht ausgesiter RKO-Zellen nachgewiesen werden. Wenn Met jedoch auch
Liganden-unabhingig mit dem CD95-Rezeptor interagiert, kann dies zur Hemmung der CD95-
vermittelten Apoptose zumindest in konfluenten RKO-Zellen beitragen. Hierzu sind allerdings keine

Daten publiziert.

EGF wird nach hCD95L-Inkubation in den diinn ausgesiten Zellen um das 4-fache erniedrigt
exprimiert. Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine Inkubation der
RKO-Zellen mit EGF nicht die CD95-vermittelte Apoptose hemmt. Somit ist EGF nicht ursichlich

fir die protektive Wirkung des konditionierten Mediums verantwortlich.

Es ist auffallend, dass nicht-konfluente Zellen eine 4-fach héhere Expression einiger Tubuline besitzen.
Dies konnte ein Hinweis auf EMT"-bedingte Verinderungen in der Zytoskelett-Zusammensetzung
sein, d.h. eine Umwandlung einer epithelverankerten Zelle (diinn ausgesit) hin zur migrierenden
Einzelzelle (dicht ausgesit, abgerundet und abgel6st). Zusitzlich wird das aktinregulierende Gelsolin,
welches die Auflésung des Aktinnetzes fordert, in diinn ausgesiten, nicht mit hCD95L-behandelten
Zellen 3-fach niedriger exprimiert. Gelsolin wird im Verlaufe der Apoptose von Caspase-3 gespalten.
Es ist aber auch in der Lage, in seiner ungespaltenen Form die Apoptose zu hemmen, indem es tuber
noch ungeklirte Mechanismen die Depolarisierung der mitochondrialen Membran sowie die

Cytochrom c - Freisetzung aus den Mitochondrien verhindert (Koya et al. 2000).

Zur Absicherung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der unterschiedlich konfluenten RKO-
Zellen musste die verinderte Expression auch auf RNA- sowie Protein-Ebene bestitigt werden,

beispielsweise durch ,,Real-Time*“-PCR und Western Blot-Analyse.

i HGF: Hepatocyte Growth Factor (Scatter Factor)
" EMT: Epithelial-Mesenchymal-Transition
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4.3.12 Schlussfolgerung:

Konfluente und auch mit konditioniertem Medium behandelte RKO-Zellen zeigen morphologische
und andere Verinderungen im Vergleich zu dinn ausgesiten RKO-Zellen, die den Verinderungen der
EMT sehr dhnlich sind. Es kommt zu Verinderungen der Zytoskelett-Zusammensetzung (Tubuline,
Gelsolin), die Zellen verlieren den Zell-Zell-Kontakt und 16sen sich ab, bleiben aber am Leben.
Zusitzlich zeichnen sich dicht gewachsene Zellkulturen durch die Sekretion von Zytokinen aus, die
Angiogenese, Migration und Invasion positiv beeinflussen. Konfluente, als auch mit konditioniertem
Medium behandelte sub-konfluente Zellen sind apoptoseresistent (hCD95L, TRAIL, UV,
Staurosporin). Daran sind mindestens die Kinasen PKC und PI3K, méglicherweise auch die MAPK,
beteiligt. Die Zellen sterben jedoch bei Behandlung mit dem anti-CD95-Antikérper (anders als bei
Verwendung des rekombinanten Liganden), was bedeuten konnte, dass eine mangelhafte Vernetzung
der einzelnen DISC-Komplexe zur Apoptosehemmung fihrt, welche durch den Antikérper aber
erzwungen wird. Beispielsweise induziert das Ras-Protein Angiogenese und Zellmigration iiber einen
PI3K-abhingigen, aber auch iber einen MAPK-abhingigen Signalweg. Moglicherweise sind an den
Angiogenese- und Migrationsprozessen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, ebenfalls
zwei bzw. mehrer Signalwege beteiligt, die einander ersetzen kénnen, wenn einer davon blockiert wird.
Zwar handelt es sich hierbei um ein reines Zellkulturmodell, dennoch kénnte es bedeuten, dass die
Zellumgebung vergleichbar ist mit der in gréBeren soliden Tumoren. Die Zellen brauchen Nihrstoffe
(Aminosiuremangel: Hochregulation von ASNS, ATF3), versuchen tber eine Neovaskularisierung
(Ephrin-A, Angiogenin, IL.-8, PIGF) Anschluss an ein Blutsystem zu finden, sekretieren Lockstoffe (IL-
8, Angiogenin, LIF), Wachstumsfaktoren (EGF?) sowie Proteasen (uPA, tPA, MMP), um Zellen
anzulocken und die Basalmembran durchbrechen zu kénnen, was letztendlich die Metastasierung
etleichtern soll. Uber Oberflichenrezeptoren wie Met und CD24 wird das Andocken und Wandern
vermittelt.

PI3K, cPKCs (plus PKCu) und evtl. MEKS5, aber auch Bcl-x;, c-IAP2 und evtl. GADD45A tragen
dabei zu einer Apoptoseresistenz bei, welche die Zellen zum einen resistenter gegeniiber Anoikis,
Nihrstoffmangel, aber auch gegen angreifende zytotoxische T-Zellen werden lisst. Eine weitere
Aufklirung der hier ablaufenden Prozesse wiirde es erleichtern, Moglichkeiten zu finden, in diese
Signalwege einzugreifen, um die Apoptosesensitivitit wieder herzustellen und die Metastasierung zu
verhindern. Dabei miisste z.B. geklirt werden, welche transkriptionellen Ereignisse zur Expression der
apoptoschemmenden und der migrationsférdernden Gene verantwortlich sind (NF-kB, p53, MAPK?).
Zwar fillt NF-kB in konfluenten Zellen nicht durch eine verinderte Genexpression auf, aber Bel-x;

und IAP sind beispielsweise NF-kB Zielgene. Zudem wird NF-kB durch Komplexierung mit IKB post-
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translational inaktiv gehalten. Akt wiederum kann die IKK-Kinase phosphorylieren und damit
aktivieren, was zur Degradierung des inhibitorischen IkBs fithrt. NF-kB wird dann frei und wandert
aus dem Zytoplasma in den Nukleus, um dort Zielgene zu aktivieren (Vivanco & Sawyers 2002). Das

bedeutet, dass NF-kB auch anders als durch transkriptionelle Hochregulation aktiviert werden kann.

In Abbildung 4.1 ist hypothetisch die Umwandlung des ,,Epithel-Zelltyps® (dinn ausgesit, TyplI-
Zellen) zum migrierenden mesenchymalen Typ (abgerundete, abgeléste Zellen, Typl) mit dem

einhergehenden Verlust der Apoptosesensitivitit dargestellt.

Typll EM- Typl

Transition

PIGF
Angiogenin
PKC
PI3K
IL-8
LIF

Nahrstoffmangel

Abb. 4.1 Modell der in RKO-Zellen stattfindenden  Verinderungen  bei konfluentem Wachstum bzw.
bei Behandlung mit konditioniertem  RKO-Medium

Moglicherweise ausgeltst durch einen Nahrstoffmangel kommt es zu morphologischen Veranderungen (Zytoskelett, Rho-
GTPasen), die zur Abrundung, Ablésung aus dem Zellverband und damit zur Umwandlung in eine migrierende und invasive
Einzellzelle (EM-Transition) fiihrt. Dabei werden Zytokine wie Angiogenin, IL-8, LIF und PIGF sekretiert und Signalwege Uber
die PI3K und PKC aktiviert, die zur Apoptosehemmung fiihren, indem eine Vernetzung der DISC-Komplexe verhindert, aber
auch Bcl-x, Uberexprimiert wird. Zusatzlich spielen c-IAP2 und GADD45A, sowie MMPs, CD24, Met, uPA und evtl. MAPK eine
Rolle. Diese Gene werden alle in konfluenten Zellen unterschiedlich exprimiert im Vergleich zu diinn ausgeséaten, exponentiell
wachsenden RKO-Zellen.
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5 Zusammenfassung/Summary

5.1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Zellzyklusabhingigkeit der CD95-
vermittelten Apoptose besteht. Dazu wurde ein ecdysoninduzierbares Genexpressionsystem fir die
induzierte Uberexpression der CDK-Inhibitoren p21 und p27 in RKO-Zellen (Kolonkarzinomzellen)
zur Herbeifiihrung eines Zellzyklusarrests in der G1-Phase benutzt. Nach Induktion mit dem Ecdyson-
homolog Muristeron wurde durch Zugabe von rekombinanten hCD95-Liganden Apoptose ausgelost
und anschlieBend untersucht. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass der Induktor Muristeron an sich
und nicht die p21- bzw. p27-Uberexpression die anti-apoptotische Akt-Kinase aktiviert, die Expression
des anti-apoptotischen Bcl-x; erhéht, die Caspase-8-Aktivierung (entweder am CD95-DISC oder durch
,2Heedback“-Aktivierung durch Caspase-3) und die darauf folgenden Ereignisse verhindert und somit
die hCD95L-induzierte Apoptose blockiert. Zusitzlich beeinflusst der Induktor auch das
Genexpressionsmuster der behandelten Zellen, was ebenfalls fiir die Hemmung der Apoptose mit
verantwortlich sein konnte. Somit ist das ecdysoninduzierbare Genexpressionsystem zur

Apoptoseuntersuchung in RKO-Zellen nicht verwendbar.

Mit der Untersuchung des Apoptoseverhaltens proliferierender RKO-Zellen konnte gezeigt werden,
dass Ubetlebende Zellen nach hCD95L-Behandlung vermehrt in der G0/G1-Zellzyklusphase
nachweisbar sind, wihrend apoptotische (Caspase-3-positive) Zellen aus der G2/M-Phase heraus
sterben. Allerdings weisen die apoptotischen Zellen kaum Cyclin B1 auf, ein fiir die G2-Phase wichtiges
und typisches Cyclin. Somit bleibt die genaue Verkntpfung von Zellzyklusregulation und Apoptose

auch nach diesen Analysen ungeklirt.

In einem dritten Ansatz - Zellzyklusarrest durch Dichtearretierung - konnte eine Hemmung der CD95-
vermittelten Apoptose in der arretierten Zellpopulation nachgewiesen werden. Allerdings sekretieren
RKO-Zellen einen anti-apoptotischen Faktor in ihr Medium, dessen Konzentration und Wirkung mit
groflerer Zelldichte zunimmt und somit fir die Protektion, unabhingig von Zellzyklusarrest oder
Proliferation, verantwortlich ist.

Konfluente und auch mit konditioniertem Medium behandelte RKO-Zellen zeigen im Vergleich zu
diinn ausgesiten RKO-Zellen Verinderungen, die denen sehr ihnlich sind die beim Ubergang einer

epithelverankerten Zelle zu einer migrierenden Einzelzelle (EMT) auftreten. Beispielsweise verindert
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sich die Zusammensetzung des Zytoskeletts, die Zellen verlieren den Zell-Zell-Kontakt und 16sen sich
ab, bleiben aber am Leben. Zusitzlich steigt die Sekretion von Zytokinen an, die Angiogenese,
Migration und Invasion positiv beeinflussen. Sowohl konfluente als auch mit konditioniertem Medium
behandelte sub-konfluente Zellen sind apoptoseresistent (hCD95L, TRAIL, UV, Staurosporin), woran
u.a. die Kinasen PKC und PI3K, aber auch das anti-apoptotische Bcl-x; beteiligt sind. Die Zellen
sterben interessanterweise, wenn ein agonistischer anti-CD95-Antikérper statt des rekombinanten
CD95-Liganden verwendet wird, was vermuten ldsst, dass eine mangelhafte Vernetzung der einzelnen
DISC-Komplexe zur Apoptosechemmung fuhrt, welche durch den Antikérper dann aber erzwungen
wird. Zwar handelt es sich hierbei um ein reines Zellkulturmodell, dennoch koénnte es bedeuten, dass
die Umgebung in einer dichten RKO-Zellkultur vergleichbar ist mit der in gréBeren soliden Tumoren.
Die Zellen brauchen Nahrstoffe, versuchen tiber eine Neovaskularisierung Anschluss an ein Blutsystem
zu finden und sekretieren Lockstoffe, Wachstumsfaktoren sowie Proteasen, um die Metastasierung zu
erleichtern. PI3K, cPKCs und Bcl-x; tragen dabei zu einer Apoptoseresistenz bei, welche die Zellen
zum einen resistent gegentiber Anoikis, Nihrstoffmangel, aber auch gegen angreifende zytotoxische T-
Zellen macht. Eine weitere Aufklirung der hier ablaufenden Prozesse wiirde es erleichtern,
Moéglichkeiten zu finden, in diese Signalwege einzugreifen, um die Apoptosesensitivitit wieder
herzustellen und die Metastasierung zu verhindern. Insbesondere ist die Identifizierung des fir die
Apoptoseprotektion verantwortlichen Zytokins das nichste wichtige Ziel bei der Fortsetzung dieser

Arbeiten.

5.2 Summary

The aim of this study was to investigate whether a cell cycle dependency in CD95 mediated apoptosis
exists. Therefore an ecdysone-inducible expression system was used to induce overexpression of the
CDK-inhibitors p21 and p27 in RKO cells (colon carcinoma cell line) to arrest then in the G1 cell cycle
phase. Upon transgene induction with the ecdysone homologue muristerone, apoptosis was induced via
addition of recombinant hCD95 ligand and then further analyzed. The results demonstrate that
muristerone itself and not the overexpression of p21 or p27 activates the anti-apoptotic Akt kinase,
increases expression levels of anti-apoptotic Bcl-x,, inhibits caspase-8 activation (possibly at the CDD95
DISC or alternatively at the level of feedback activation by caspase-3) as well as downstream events,
and therefore inhibits hCD95L-induced apoptosis. Additionally the inductor influences the gene
expression profile of treated cells, which could also be involved in the inhibition of apoptosis. In
conclusion, these data show that the Ecdysone-inducible gene expression system is not useful to study

apoptosis in RKO cells.
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By investigating apoptotic behavior of proliferating RKO cells the observation was made that, upon
hCDO95L treatment, surviving cells are more likely to be found in the G0/G1-cell cycle phase.
Apoptotic (caspase-3 positive) cells preferentially die from G2/M-phase as judged by the DNA profile,
although they do not express the G2/M-typical cyclin B. Therefore, the question of a direct link

between cell cycle and apoptosis still remains open.

In a third approach - cell cycle arrest via contact inhibition of dense cells - an inhibition of CD95-
mediated apoptosis in cell cycle arrested cells could be proven. Further analysis revealed that RKO cells
secret an anti-apoptotic factor into the medium, with increasing concentration (and effectiveness) with
higher cell density. This factor is responsible for apoptosis protection, independently of cell cycle arrest
or proliferation. Dense RKO cells and cells plated at low density before treatment with conditioned
medium show changes similar to those in epithelial-mesenchymal transition (EMT) if compared to
sparsely seeded RKO cells: cytoskeleton reorganization, loss of cell-cell-contact, loss of adherence and
anoikis resistance. In addition, secretion of angiogenesis-, migration- and invasion-inducing cytokines
increases. Dense, as well as sparse cells treated with conditioned medium are apoptosis-resistant
(hCD95L, TRAIL, UV, staurosporine). The kinases PKC and PI3K and the anti-apoptotic Bcl-x;
contribute to the resistance phenotype. The cells die however if treated with anti-CD95-antibody,
suggesting an insufficient clustering of single DISC-complexes and inhibition of apoptosis when the
cells are treated with recombinant hCD95 ligand. The agonistic CD95-antibody on the other hand
forces DISC clustering. This cell culture model may be comparable to the situation in large solid
tumors. The cells need nutrients, try to connect to the vascular system through angiogenesis and secrete
chemoattractants, growth factors and proteases to facilitate metastasis formation. PI3K, ¢cPKC and Bcl-
x;, induce apoptosis resistance, which protects cells against anoikis, serum deprivation and cytotoxic T
cells. Further investigations of underlying mechanisms could provide new targets to manipulate the
signaling pathways in order to restore apoptosis sensitivity in tumor cells and to prevent metastasis
formation. In this context, it will be highly interesting to identify the anti-apoptotic factor secreted by

RKO cells.
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