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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das humane T-lymphotrope Virus-1 (HTLV-1) ist der dtiologische Erreger der adulten T-Zell
Leukdmie (ATL), einer neoplastischen Erkrankung von T-Lymphozyten. Das virale
Onkoprotein Tax spielt eine bedeutende Rolle bei der malignen Transformation der CD4'-
Lymphozyten. Ein charakteristisches Merkmal HTLV-1-infizierter Zellen und ATL Zellen ist
die Resistenz gegen Chemotherapeutika und andere Apoptosestimuli, was die
Behandlungsmoglichkeiten einer akuten ATL begrenzt und eine schlechte Prognose zur Folge

hat.

In dieser Studie wurde der molekulare Mechanismus der Tax-vermittelten Apoptoseresistenz
HTLV-1-infizierter Zellen untersucht. In diesem Zusammenhang wurde die Bedeutung anti-
apoptotischer Proteine bereits gut charakterisiert. Dagegen ist iiber die Bedeutung der pro-
apoptotischen Proteine fiir die Regulierung der Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter Zellen
nur wenig bekannt. Analysiert wurde daher der Einfluss des HTLV-1 Tax Proteins auf die
Expression pro-apoptotischer Bcl-2 Familienmitglieder. Hierbei wurde gezeigt, dass ATL
Zellen ein vermindertes Niveau der BH3-only Proteine Bid und Bim exprimieren.
Untersuchungen des molekularen Mechanismus konnten zeigen, dass die Expression des
viralen Onkoproteins Tax mit der verminderten Expression von Bid und Bim korreliert.
Zudem induziert Tax die Uberexpression des Transkriptionsfaktors HIF-1a. (Hypoxie-
induzierter Faktor), der als Repressor die Transkription von Bid und Bim inhibiert. Die
Relevanz der BH3-only Proteine flir die Apoptoseresistenz wurde mit Hilfe eines siRNA-
vermittelten knock downs von Bid in Jurkat-Zellen, was sowohl zu einer verminderten
Rezeptor- als auch Mitochondrien-induzierten Apoptose fiihrte, nachgewiesen. Dagegen
fiihrte die ektopische Expression von Bid in HTLV-1-infizierten Zellen zu einer Erhéhung der
Apoptosesensitivitit. Zudem konnte eine pharmakologische Inhibition von HIF-1a sowohl
die Expression von Bid und Bim als auch die Sensitivitdt der HTLV-1-infizierten Zellen fiir

Apoptose wiederherstellen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals die Bedeutung pro-apoptotischer Proteine fiir
die HTLV-1-vermittelte Apoptoseresistenz auf. Dariiber hinaus konnte die Wiederherstellung
der Bid und Bim Expression, z. B. durch HIF-la Inhibitoren, eine vielversprechende

Strategie fiir die Behandlung HTLV-1-infizierter ATL-Patienten darstellen.



Abstract

Abstract

The human T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) is the etiological agent of adult T-cell leukemia
(ATL), an aggressive T-cell malignancy caused by viral oncoprotein Tax-mediated malignant
transformation of CD4" T-cells. One characteristic feature of HTLV-1-infected cells and ATL
cells is their resistance towards chemotherapeutics and other apoptotic stimuli, complicating

treatment and contributing to poor prognosis.

In this study, the molecular mechanism by which HTLV-1 Tax confers resistance towards
apoptosis was investigated. The role of anti-apoptotic proteins in this context has been well
studied. However, little is known about the contribution of pro-apoptotic Bcl-2 proteins in
regulation of apoptosis resistance in HTLV-1-infected cells. Therefore, the effect of HTLV-1
Tax protein on expression of pro-apoptotic Bcl-2 family proteins was investigated. HTLV-1-
infected ATL cells were found to express reduced levels of Bid and Bim. Investigation of the
molecular mechanisms by which HTLV-1 down-regulates Bid and Bim expression revealed
that the viral oncoprotein Tax is the causative factor for the diminished expression of Bid and
Bim. In addition, Tax induces overexpression of the transcription factor HIF-1a which, in
turn, functions as a transcriptional suppressor of Bid and Bim. The importance of BH3-only
proteins for apoptosis resistance was evidenced by knockdown of Bid by means of siRNA in
leukemic Jurkat T-cells which resulted in a reduction in receptor- as well as mitochondria-
mediated apoptosis, whereas ectopic expression of Bid in HTLV-1-infected cells sensitized
towards apoptosis. Furthermore, pharmacological inhibition of HIF-1a was shown to restore
expression of Bid and Bim and, consequently, sensitivity of HTLV-1-infected cells towards

apoptosis.

Collectively, this study provides the first evidence for the involvement of the pro-apoptotic
proteins Bid and Bim in HTLV-1-mediated apoptosis resistance. Moreover, these findings
suggest that enhancing Bid and Bim expression, e.g. by HIF-la inhibitors, may be a
promising approach for treatment of HTLV-1-associated ATL.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Zelltod/Apoptose

In komplexen, vielzelligen Organismen sterben jeden Tag Millionen Zellen als Resultat von
Verletzungen, zellulirem Stress, Infektionen und als Teil der natiirlichen Gewebshomdoostase
(Martin, 2010). Galenus Galen beschrieb im zweiten Jahrhundert n. Chr. erstmals die
Regression von fotalen Strukturen wahrend der Ontogenese von Organismen (Barclay Alfred
E., 1944; Clarke et al., 1996). Mitte des 19. Jahrhunderts war es der deutsche Forscher Carl
Vogt, der diese Beobachtung wieder aufnahm und einen Vorgang beschrieb, bei dem Zellen
einen, nach festen Regeln ablaufenden, ,,programmierten® Zelltod sterben (Vogt, 1842). Der
Begriff der Apoptose wurde erst 1972 von John Kerr, Andrew Wyllie und Alastaire Currie
eingefiihrt und beschreibt nach dem Griechischen apo ,,weg* und ptosis ,,fallen, das Fallen
der Blitter eines Baumes. Die drei Forscher hatten an sterbenden, ischdmischen Leberzellen
dhnliche morphologische Vorgdnge beobachtet, wie an eliminierten Embryonalzellen
wiéhrend der Ontogenese (Kerr et al., 1972). Heute weill man, dass die Apoptose nicht nur
wiéhrend der Entwicklung mehrzelliger Organismen (Los et al., 1999; Vaux et al., 1999;
Krammer et al., 2007), sondern auch bei der Gewebshomdostase eine Rolle spielt (Krammer,
2000; Danial et al., 2004). Auch die Regression von Immunzellen nach erfolgter
Immunantwort, sowie pathologische Vorginge, wie die Eliminierung Virus-infizierter oder
genetisch geschadigter Zellen und autoreaktiver Lymphozyten, erfolgt apoptotisch (Surh et
al., 1994; Thompson, 1995; Krammer, 2000).

1.1.1 Formen des Zelltods: Apoptose und Nekrose
Apoptose

Der apoptotische Zelltod wird durch eine Reihe morphologischer Verdnderungen
charakterisiert. Wihrend der Apoptose beginnen die Zellen zu schrumpfen, das Chromatin
kondensiert, Phosphatidylserin wird auf der Zelloberfliche exponiert, es kommt zu
Membranausstiilpungen, die als apoptotische Kdrperchen abgeschniirt werden, wobei jedoch
die strukturelle Membranintegritét erhalten bleibt (Hengartner, 2000; Robertson et al., 2000;
Shelton et al., 2009). Diese apoptotischen Kdrperchen enthalten Zytoplasma und Organellen.
Im Verlauf der Apoptose wird die DNA (Deoxyribonucleic acid) durch Endonukleasen
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abgebaut, die die DNA zwischen den Nukleosomen enzymatisch spalten und zur Bildung
mono- und oligonukleosomaler DNA-Fragmente fiihrt. Die Fragmente bestehen aus etwa 200
Basenpaaren und ganzzahligen Vielfachen davon, die ein charakteristisches Leitermuster nach
gelektrophoretischer Auftrennung bilden (Wyllie, 1980). All diese Vorginge sind das Resultat
der Aktivierung spezieller Proteasen, den Caspasen (Cystein-Aspartat-spezifische Proteasen)
(Cohen, 1997; Stennicke et al., 1998; Thornberry et al., 1998). Caspasen besitzen einen
Cysteinrest im aktiven Zentrum und spalten ihre Substrate C-terminal von Aspartatresten. Der
kontrollierte Vorgang der Apoptose lauft unter Verbrauch von ATP (Adenosintriphosphat),
also energieabhiingig, ab. Die Uberreste apoptotischer Zellen werden von benachbarten und
spezialisierten Zellen, wie Makrophagen, erkannt, aufgenommen und abgebaut. Dieser
Vorgang verlduft daher ohne das Auslosen einer Entziindungsreaktion. (Savill et al., 1993;

Krammer et al., 2007).

Der Vorgang der Apoptose wird streng reguliert, da ein Verlust des Gleichgewichts zwischen
Proliferation und Eliminierung von Zellen zu Entwicklungsstdrungen und Krankheiten fiihren
kann. So wird Apoptose als eine natiirliche Barriere betrachtet, die normales Gewebe vor der
Krebsentstehung schiitzt (Lowe et al., 2004; Adams et al., 2007; Hanahan et al., 2011).
Krebszellen haben mehrere Strategien zur Vermeidung von Apoptose entwickelt. Sehr hdufig
tritt der Verlust des Tumorsuppressors p53 auf, der als Sensor zelluldrer Schiden Apoptose
induziert. Alternativ fiihrt die Uberexpression anti-apoptotischer und der Verlust pro-
apoptotischer ~ Proteine  zu  Apoptoseresistenz (Hanahan et  al, 2011).
Autoimmunerkrankungen, wie Morbus Basedow (Feldmann et al., 1992) oder Hashimoto-
Thyreoiditis (Stassi et al., 2002), entstehen durch eine Verminderung der Apoptoserate
autoreaktiver Zellen. Im Gegensatz dazu konnte eine iiberh6hte Apoptoserate mit AIDS
(engl.: acquired immunodeficiency syndrome) und einigen neurodegenerativen Erkrankungen
wie Parkinson und Alzheimer in Verbindung gebracht werden (Westendorp et al., 1995;
Ensoli et al., 1999; Mattson, 2000; Gulow et al., 2005; Krammer et al., 2007). Zudem stellen
Storungen in der Signaltransduktion der Apoptose eines von sechs Merkmalen wéhrend der

schrittweisen Kanzerogenese dar (Thompson, 1995; Hanahan et al., 2011).

Als Nekrose bezeichnet man eine Form des Zelltods, die insbesondere nach schweren
Zellschdden auftritt. Im Gegensatz zur Apoptose verlduft dieser Zelltod passiv, ohne den
Verbrauch von Energie in Form von ATP. Der Abbau von Proteinen und Nukleinséuren folgt
hier keinem geregelten Mechanismus (Kroemer ef al., 1998). Morphologische Gegensitze zur

Apoptose sind das Anschwellen und Platzen der Zelle, da die Membranintegritit verloren



Einleitung

geht. Dies fiihrt zu einer Freisetzung von Zellbestandteilen in den Extrazellularraum. Das
Immunsystem wird aktiviert, eine Entziindungsreaktion entsteht und Gewebeschédden treten
auf (Majno et al, 1995). Neuere Erkenntnisse belegen, dass es auch eine Art
,programmierter Nekrose gibt, die sogenannte Nekroptose, die durch einen aktiven Verlust
der Integritdit von Mitochondrien-, Lysosomen- und Plasma-Membran charakterisiert ist

(Vandenabeele et al., 2010).

1.1.2 Die Signaltransduktion der Apoptose

Caspasen: die ,,Scharfrichter der Apoptose

Die Caspasen spielen bei der Ausfithrung der Apoptose eine zentrale Rolle. Die Zellen
synthetisieren Caspasen als katalytische Zymogene. Diese Proenzyme werden durch eine
proteolytische Spaltung aktiviert. Die Peptidbindungen ihrer Substrate spalten Caspasen C-
terminal von Aspartat (Thornberry ef al., 1998). Unterscheiden kann man zwischen Effektor-
(Caspase-3, -6 und -7) und Initiator-Caspasen (Caspase-2, -8, -9 und -10), wobei Letztere
nach Autoproteolyse die Effektor-Caspasen aktivieren. Aktive Effektor-Caspasen spalten
wiederum spezifische, zelluldre Substrate, sogenannte Todes-Substrate, wodurch die
Apoptose ausgefiihrt wird (Earnshaw et al., 1999). Zu diesen Todes-Substraten zdhlen
beispielsweise Proteine des Zytoskeletts, deren Spaltung die Ausbildung der beschriebenen
Membranausstiilpungen zur Folge hat. Die Spaltung von Laminen fiihrt zur Kondensation des
Chromatins und zum Schrumpfen des Zellkerns. Zusétzlich werden mit der Spaltung von
ICAD (engl.: inhibitor of caspase-activated DNase) Endonukleasen freigesetzt, die die DNA
fragmentieren. Die Aktivierung der Initiator-Caspasen erfolgt entweder durch die Aktivierung
von Todesrezeptoren durch extrazelluldre Signale (extrinsischer Apoptose-Signalweg), oder
iiber das Mitochondrium im Zellinneren (intrinsischer Apoptose-Signalweg) (Abbildung 1.1).
Beide Arten der Signaltransduktion kdnnen aber auf mehreren Ebenen miteinander verbunden
sein. Nach neueren Erkenntnissen weil man, dass Caspasen nicht nur an apoptotischen
Vorgingen beteiligt sind, sondern auch Proliferation und Uberlebens-Signalwege stimulieren

konnen (Krammer et al., 2007).

Der extrinsische Apoptose-Signalweg

Apoptose kann iiber zwei Wege initiiert werden, den extrinsischen und den intrinsischen
Signalweg (Abbildung 1.1). Wihrend der extrinsischen Initiierung der Apoptose wird die

Caspasen-Kaskade durch Signale von Todesrezeptoren an der Zelloberfliche aktiviert.
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Todesrezeptoren werden durch extrazellulire Liganden wie TNF (engl.: tumor necrosis
factor), CD95-Ligand (auch Fas-Ligand) und TRAIL (engl.: TNF-related apoptosis-inducing
ligand) aktiviert. Charakterisiert werden Todesrezeptoren durch den Besitz einer
Todesdomidne (engl.: death domain; DD), zu denen Mitglieder der TNF-Rezeptor
Superfamilie, wie TNF-Rezeptor 1, CD95-Rezeptor (auch Fas oder APO-1), TRAIL-Rezeptor
1 und TRAIL-Rezeptor 2, sowie weitere Rezeptoren gehoren (Tartaglia et al., 1993;
Ashkenazi et al., 1998; Krammer, 2000). Die Weiterleitung des Todessignals beginnt mit der
Formierung eines groflen Proteinkomplexes an der Zellmembran, dem sogenannten DISC
(engl.: death-inducing signaling complex). Der DISC besteht aus oligomerisiertem
Todesrezeptor, FADD (engl.: Fas-associated death domain), Procaspase-8 (FLICE, engl.:
FADD-like interleukin-1 beta converting enzyme), Procaspase-10 und c-FLIP (engl.: cellular
FLICE-inhibitory protein) (Kischkel et al., 1995; Peter et al., 2003; Lavrik et al., 2005). Die
einzelnen Proteine des DISC interagieren iiber ihre jeweiligen Todesdomidnen. Diese
Dominen ermdglichen die Rekrutierung der Caspasen in den Initiationskomplex, wo sie
aktiviert werden. Die Aggregation mehrerer zymogener Initiator-Caspasen im
Initiationskomplex fiihrt zur proteolytischen Spaltung der Homodimere durch die intrinsische
katalytische Aktivitdt der Proteine. Aktive Caspase-8 ist ein Heterotetramer, bestehend aus
zwel kleinen Untereinheiten (p10) und zwei grofen Untereinheiten (p18) (Medema et al.,
1997). Auch Caspase-10 ist erst als Heterotetramer vollstindig aktiviert (Sprick et al., 2002).
Die aktive Initiator-Caspase dissoziiert vom DISC und initiiert die Spaltung der Effektor-
Caspasen. Diese spalten wiederum spezifische Substrate, als Teil der Ausfiihrung der

Apoptose (Muzio et al., 1998; Boatright et al., 2003; Chang et al., 2003).

Wichtigstes regulatorisches Protein der extrinsischen Apoptose-Signaltransduktion am DISC
ist c-FLIP. Es reguliert die Prozessierung und Aktivierung von Procaspase-8 und -10. c-FLIP
besitzt, wie die Initiator-Caspasen-8 und -10, zwei DED (engl.: death effector domain). Mit
diesen konkurriert es mit Procaspase-8 und -10 um die Bindung an FADD. Dadurch wird
weniger Procaspase-8 und -10 am DISC prozessiert und aktiviert. Bisher konnten drei
Isoformen von c-FLIP identifiziert werden, c-FLIPy (c-FLIP long), c-FLIPg (c-FLIP short)
und c-FLIPg (c-FLIP Raji). Je nach zellulirem Kontext werden c-FLIP; sowohl pro- als auch
anti-apoptotische Funktionen zugeschrieben. Dagegen besitzen die kiirzeren Isoformen
lediglich anti-apoptotische Aktivitdt, indem sie an Procaspase-8 und -10 binden und dessen
Spaltung am DISC verhindern (Irmler et al., 1997; Krueger et al., 2001; Golks et al., 2005;
Fricker et al., 2010).
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Der intrinsische Apoptose-Signalweg

Die Caspase-Kaskade des intrinsischen Apoptose-Signalwegs kann durch eine Vielzahl von
Stimuli ausgelost werden (Abbildung 1.1). Hierzu zdhlen DNA-Schiden, UV-Strahlung,
zytotoxische Substanzen, oxidativer Stress oder Mangel an Wachstumsfaktoren (Krammer et
al., 2007). Der Signalweg beruht auf der Permeabilisierung der duBeren
Mitochondrienmembran, ein Vorgang der MOMP (engl.: mitochondrial outer membrane
permeabilization) genannt wird. Als Resultat kommt es zur Freisetzung von pro-
apoptotischen Proteinen aus den Mitochondrien. Dazu gehdren Cytochrom ¢, Smac/DIABLO
(engl.: second mitochondria-derived activator/direct IAP-binding protein with low isoelectric
point), AIF (engl.: apoptosis-inducing factor) und Endonuklease G (Green et al., 2004). Im
Zytosol wird das Apoptosom gebildet, welches aus oligomerisiertem Apaf-1 (engl.: apoptotic
protease-activating factor 1), der Initiator-Caspase-9 und Cytochrom ¢ zusammengesetzt ist
(Qin et al., 1999). Procaspase-9 wird durch die Interaktion seiner CAR-Domine (engl.:
caspase-recruitment domain) mit Apaf-1 zum Apoptosom rekrutiert und proteolytisch
aktiviert. Aktive Caspase-9 spaltet wiederum zymogene Effektor-Caspasen (Zou et al., 1999;
Riedl et al, 2007). Das ebenfalls aus dem Mitochondrium freigesetzte Smac/DIABLO
unterstiitzt den Vorgang der Apoptose, indem es die IAP-Proteine (engl.: inhibitor of
apoptosis protein) inhibiert, welche die Initiator-Caspase-9 und die Effektor-Caspasen-3 und
-7 inhibieren, indem sie mit ihrer konservierten BIR (engl.: baculovirus IAP repeats) Domine
an das aktive Zentrum der Caspasen binden (Lavrik et al., 2005). Im Falle von AIF (Hangen
et al., 2010) und Endonuklease G (Li ef al., 2001) ist eine Beteiligung an der Fragmentierung

der DNA beschrieben, ihre genaue Bedeutung bleibt aber noch aufzukléren.

Typ I- und Typ II-Zellen

In Bezug auf die Signaltransduktion der Apoptose am CD95-DISC lassen sich zwei Zelltypen
unterscheiden, die als TypI- und Typ II-Zellen bezeichnet werden (Abbildung 1.1).
Typ I-Zellen werden charakterisiert durch die Bildung groBer Mengen CD95-DISC und einer
daraus resultierenden, starken Aktivierung von Caspase-8. Dies fiihrt zu einer direkten
Spaltung von Caspase-3. Im Gegensatz hierzu ist in Typ II-Zellen fiir eine Aktivierung des
Apoptose-Prozesses die zusétzliche Aktivierung der Mitochondrien erforderlich (Scaffidi et
al., 1998). Die Bildung von CD95-DISC ist geringer und generiert weniger aktive Caspase-S8.
Erst die Verstarkung des Signals, iiber die Spaltung des pro-apoptotischen Bcl-2 Mitglieds

Bid (engl.: BH3-interacting-domain death agonist), ermdglicht eine vollstindige Aktivierung
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der Apoptose. Bid wird von Caspase-8 zu tBid (engl.: truncated Bid) gespalten. Dieses
Spaltprodukt induziert die pro-apoptotische Funktion des Mitochondriums, indem es zur
Aggregation von Bax (engl.: Bcl2-associated X protein) und/oder Bak (engl.: Bcl-2
antagonist/killer) fiihrt, was eine Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und
die Aktivierung von Caspase-9 zur Folge hat (Korsmeyer et al., 2000). Caspase-9 aktiviert
wiederum Caspase-3, -6, und -7. Wihrend anti-apoptotische Bcl-2 Proteine, wie Bcel-xp
(engl.: Bcl-2 like protein X) und Bel-2, die Apoptose in Typ II-Zellen hemmen kdnnen, haben
sie in Typ I-Zellen keinen Einfluss auf den Ausgang der Apoptose, da die Aktivierung von

Caspase-3 durch Caspase-8 auch ohne Caspase-9 ausreichend erfolgt (Krammer et al., 2007).

12
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Abbildung 1.1: Signalwege der Apoptose (eigene Darstellung nach Krammer, 2007)

Stimulation mit CD95 Ligand (CD95L) fiihrt zur Bildung des CD95-DISC und Aktivierung von Caspase-8/10.
In Typ I Zellen verlduft die Apoptose ausschlielich {iber den extrinsischen Signalweg. Caspase-8/10 aktivieren
direkt Caspasen-3/6/7, was zur Spaltung von Todessubstraten und Zelltod fiihrt. In Typ II Zellen wird weniger
CD95-DISC gebildet und dadurch weniger Caspase-8/10 aktiviert. In diesem Fall wird das Apoptosesignal iiber
die Spaltung von Bid zu tBid amplifiziert und der intrinsische Signalweg zusétzlich aktiviert. Die Bid-abhidngige
Aktivierung von Bax und Bak fiihrt zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium. Die Bildung des
Apoptotsoms (bestehend aus Cytochrom ¢, Apaf-1 und Pro-Caspase-9) fiihrt zur Aktivierung von Caspase-9, die
wiederum Caspase-3/6/7 aktiviert. Die Aktivierung des intrinsischen Signalwegs durch Stressstimuli erfolgt tiber
die Expression pro-apoptotischer BH3-only Proteine (wie Bid, Bim und Bad). Wéhrend Bid und Bim die
Effektoren Bax und Bak direkt aktivieren, hemmen andere BH3-only Proteine (wie Bad) lediglich anti-
apoptotische Proteine (wie Bcl-2). Anti-apoptotische Bcl-2 Proteine neutralisieren sowohl BH3-only Proteine als
auch die Effektoren Bax und Bak. Die Induktion des intrinsischen Signalwegs ist vom Gleichgewicht pro- und
anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine abhingig.
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Die Bcl-2 Proteinfamilie

Reguliert wird der intrinsische Apoptose-Signalweg durch die Bcl-2 Proteinfamilie
(Abbildung 1.2). Dabei wird zwischen pro- und anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen
unterschieden, die sich sowohl gegenseitig neutralisieren als auch die Aktivierung der
Effektoren Bax und Bak beeinflussen konnen (Giam et al., 2009). Das Gleichgewicht der
Expression pro- und anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine entscheidet schlieSlich iiber die
Induktion der Apoptose. Mitglieder dieser Familie werden charakterisiert durch bis zu vier

Bcl-2-Homologie Motive (BH-Doménen).

anti-apoptotische Bcl-2 Proteine

Bcel-2, Bel-x,, Bel-w BH4 BH3 BH1 BH2 ™

Mcl-1, A1 BH3 BH1 BH2 ™

pro-apoptotische Bcl-2 Proteine

Bax, Bak, Bok BH3 BH1 BH2 ™
Aktivatoren: pro-apoptotische BH3-only Proteine
Bid, Bim P
Id, BIm Fuma BH3
Sensibilisatoren:
Bad, Noxa, Bik

Abbildung 1.2: Die Struktur der Bcl-2 Familienmitglieder (eigene Darstellung nach Letai, 2008)

Die Bcl-2 Proteinfamilie umfasst Mitglieder mit charakteristischen Bcl-2 Homologie-Doménen (BH), die in
anti- und pro-apoptotische Proteine unterteilt werden konnen. Anti-apoptotische Mitglieder enthalten die
Doménen BH1-4, wobei Mcl-1 und Al die BH4-Doméne fehlt. Pro-apoptotische Bcl-2 Proteine konnen weiter
unterteilt werden in Effektorproteine und BH3-only Proteine, die nur die BH3-Doméne besitzen. BH3-only
Proteine werden funktionell unterschieden in Aktivatoren und Sensibilisatoren. Eine Transmembrandoméne
(TM) enthalten die anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine und die pro-apoptotischen Effektoren.

Zu den anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen gehdéren Bcel-2, Mcl-1 (engl.: myeloid cell
leukemia-1), Bcl-w, Bel-xp und Al. Bis zu vier verschiedene BH-Motive (BH1, BH2, BH3
und BH4) sind charakteristisches Merkmal dieser anti-apoptotischen Proteine. Mcl-1 und Al
fehlt die BH4 Domine (Strasser, 2005). Lokalisiert sind Bcl-2 Proteine an der dulleren
Mitochondrienmembran. Sowohl anti- als auch pro-apoptotische Bcl-2 Proteine (aufler
BH3-only  Proteine) konnen iiber ihre Transmembrandomine (TM) in die

Mitochondrienmembran einlagern. Thre Expression steuert Induktion oder Blockierung der
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intrinsischen Apoptose. Unter physiologischen Bedingungen kommt es jedoch selten vor, dass
die Expression eines einzelnen anti-apoptotischen Bcl-2 Proteins ausreicht, um Apoptose zu
blockieren. Allerdings konnen die einzelnen Mitglieder eine entscheidende Bedeutung in
unterschiedlichen Geweben oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung besitzen,

was in knock out Mausstudien gezeigt werden konnte (Giam et al., 2009).

Pro-apoptotische Bcl-2 Mitglieder werden unterteilt in Proteine, die mehr als ein BH-Motiv,
aber keine anti-apoptotische BH4-Doméne besitzen (wie Bax, Bak, Bok (engl.: Bcl-2-related
Ovarian Killer)) und BH3-only Proteine, die nur das BH3 Motiv besitzen wie Bid (engl.:
BH3-interacting domain death agonist), Bim (engl.: Bcl-2-interacting mediator of cell death),
Puma (engl.: p53-upregulated modulator of apoptosis), Noxa, Bad (engl.: Bcl-2 antagonist of
cell death) und Bik (Bcl-2-interacting killer).

Der mitochondriale Weg der Apoptose wird reguliert durch die Interaktion der verschiedenen
pro- und anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine (Youle ef al., 2008) (Abbildung 1.3). MOMP tritt
auf, wenn das Gleichgewicht auf der Seite der Apoptose liegt, BH3-only Proteine die pro-
apoptotischen Effektoren Bax und Bak direkt aktivieren und diese die Integritit der dulleren
Mitochondrienmembran zerstoren. Die anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine wirken dem
entgegen. Sie binden entweder Bax und Bak, verhindern so deren Oligomerisierung oder
werden selbst neutralisiert, wenn sie direkt von BH3-only Proteinen gebunden werden.
Funktionell kann man BH3-only Proteine unterscheiden in Aktivatoren und Sensibilisatoren.
Die Aktivator BH3-only Proteine Bid, Bim, Puma konnen nicht nur an alle anti-apoptotischen
Bcl-2 Proteine, sondern auch an Bax und Bak binden (Abbildung 1.3). Die Sensibilisatoren
binden dagegen jeweils nur an einen Teil der anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine und nicht an
Bax und Bak (Chen et al., 2005; Giam et al., 2009). So bindet Bad beispielsweise nur an
Bcl-2, Bel-xp und Bel-w, wohingegen Noxa nur an Mcl-1 und A1l binden kann (Chen ef al.,
2005). Die anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine und die pro-apoptotischen Effektoren Bax und
Bak werden also beide durch die Familie der BH3-only Proteine kontrolliert. Eine
Verschiebung des Equilibriums entscheidet {iber Leben oder Sterben der Zelle (Giam et al.,

2009; Llambi et al., 2011).
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Abbildung 1.3: Kontrollmechanismen der mitochondrialen Apoptose (eigene Darstellung nach Letai, 2008)

Als Antwort auf Apoptosestimuli werden die BH3-only Aktivatoren (Bid, Bim, Puma) durch verstirkte
Transkription oder post-translationale Modifikationen aktiviert. IThre Fahigkeit die Effektoren Bax und Bak zu
aktivieren induziert letztlich die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und Apoptose. Anti-
apoptotische Bcl-2 Proteine (Bcl-2, Mcl-1, Bel-x;, Bel-w) binden und inhibieren sowohl BH3-only Aktivatoren
als auch die Effektoren Bax und Bak, was die Aktivierung der Effektoren verhindert. Die BH3-only
Sensibilisatoren binden und inhibieren wiederum anti-apoptotische Bcl-2 Proteine, was eine Freisetzung von
pro-apoptotischen Aktivatoren und Effektoren zur Folge hat und so die Aktivierung der Effektoren und
Apoptose ermdglicht.
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Zwei alternative Modelle, die sich aber nicht zwangsldufig ausschlieBen, beschreiben dieses
Zusammenspiel (Abbildung 1.4). Das Modell der ,,indirekten Aktivierung* der Apoptose legt
seinen Schwerpunkt auf die Tatsache, dass BH3-only Proteine anti-apoptotische Bcl-2
Proteine durch Binden neutralisieren. Bei dieser Interaktion kommt es zur Freisetzung von
Bax und Bak, was ihre Oligomerisierung erlaubt und MOMP induziert (Adams et al., 2007,
Willis et al., 2007). Das Modell der ,,direkten Aktivierung®™ der Apoptose legt zugrunde, dass
zumindest einige BH3-only Proteine Bax und Bak ihrerseits direkt binden und
Konformationsdnderungen induzieren, die eine Oligomerisierung zur Folge haben. In der Tat
konnen die BH3-only Proteine Bid, Bim und Puma die Effektoren Bax und Bak binden und
aktivieren. Die verbleibenden BH3-only Proteine hingegen neutralisieren lediglich anti-
apoptotische Bcl-2 Proteine (Kuwana et al., 2005). Das Modell der ,,direkten Aktivierung*
prognostiziert, dass ein Verlust von Bid, Bim und Puma die Bax/Bak induzierte MOMP
refraktir und die Zellen resistent gegen intrinsische Apoptose macht. Im Gegensatz hierzu
wiirde das Modell der ,,indirekten Aktivierung* bei einem Verlust von Bid, Bim und Puma,
Apoptose durch die verbliebenen BH3-only Proteine weiterhin zulassen (Giam et al., 2009;

Martin, 2010).

Direktes Modell der Aktivierung
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Abbildung 1.4: Modelle zur Aktivierung der Mitochondrien-induzierten Apoptose (eigene Darstellung nach
Giam, 2009)

Im direkten Modell der Apoptoseaktivierung werden pro-apoptotische BH3-only Aktivatoren (wie Bim) durch
anti-apoptotische Bcl-2 Proteine (wie Bcl-2) neutralisiert, bis sie durch pro-apoptotische BH3-only
Sensibilisatoren (wie Bad) ersetzt werden. Freie Aktivatoren konnen dann pro-apoptotische Effektoren (wie
Bax) binden und aktivieren. Im indirekten Modell der Apoptoseaktivierung verhindern anti-apoptotische Bcl-2
Proteine die Oligomerisierung aktivierter Effektoren, bis sie ihrerseits durch pro-apoptotische BH3-only Proteine
neutralisiert werden.
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Eine Studie, die den Verlust von Bid, Bim und PUMA in Méusen untersucht, unterstiitzt das
Modell der ,direkten Aktivierung®. Der Verlust der drei Gene fiihrt zu Defekten, die denen
beim Verlust von Bax und Bak sehr dhnlich sind (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001). In
beiden Fillen sind die Zellen resistent gegen die Bax/Bak-vermittelte Apoptose. Zudem
weisen Maiuse, die weder das Gen fir Bid und Bim, noch das Puma Gen besitzen,
Entwicklungsstérungen auf, wie nicht zuriickgebildete Schwimmhiute zwischen den Gliedern
der Pfoten, verschlossene weibliche Geschlechtsorgane und vergroBerte Lymphozyten-
Populationen. Geboren werden diese Mdause mit 50% verringerter Haufigkeit, was auf
teilweise embryonale Letalitdt hindeutet (Ren et al., 2010). Belege fiir das direkte Binden
einiger BH3-only Proteine an Bax und Bak (Cartron et al., 2004; Lovell et al., 2008), sowie
die Neutralisierung anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine (Willis et al., 2007) legen nahe, dass die
tatsdchliche Steuerung des mitochondrialen Apoptosesignalwegs iiber Komponenten des
»direkten und indirekten* Modells der Aktivierung erfolgt. Weiterhin unklar bleibt wie genau
BH3-only Proteine die Vielzahl an apoptotischen Signalen wahrnehmen und verarbeiten.
Auch auf dem Gebiet des Verlusts der Membranintegritit durch Bax und Bak und der Bildung
von Poren oder Kanélen bleiben noch einige Fragen offen (Krammer ef al., 2007; Taylor et

al., 2008; Giam et al., 2009; Martin, 2010; Llambi et al., 2011).

1.1.3 Apoptoseresistenz, ein Merkmal der Krebsentstehung

Apoptoseresistenz ist einer von sechs Meilensteinen der schrittweisen Krebsentstehung
(Hanahan et al., 2000). Weitere Merkmale sind eine erhohte Proliferation, Unabhédngigkeit
von Wachstumsinhibitoren, die uneingeschrinkte Zellteilung, verstirkte bzw. deregulierte
Angiogenese, Invasion und Metastasierung. Seit der Beschreibung des Warburg Effekts
schlieBt man auch das Umschalten des Energichaushalts von aerober Atmung auf Glykolyse
mit ein (Warburg et al., 1927; Koppenol et al., 2011). Das Umgehen einer Eliminierung durch
das Immunsystem, sowie die Einfliisse der direkten Umgebung des Tumors (engl.: tumor
microenvironment) sind weitere Merkmale der Krebsentstehung (Hanahan et al., 2011). Der
programmierte Zelltod einer irreversibel geschiddigten bzw. entarteten Zelle soll das Entstehen
eines Tumors verhindern. Unterschiedliche Krebsarten haben viele Mechanismen entwickelt,
um dieses Sicherheitssystem umgehen zu konnen. Apoptoseresistenz tragt nicht nur zur
Tumorgenese bei, sondern spielt auch bei der Resistenz gegen verschiedene
Chemotherapeutika eine bedeutende Rolle (Lowe et al., 2004; Adams et al., 2007). Die

Mechanismen der Apoptose wurden in vorherigen Kapiteln beschrieben. Wahrend der
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Krebsentstehung sind es vornehmlich die Mechanismen des intrinsischen Signalwegs, die der

Krebs-Pathogenese entgegenstehen (Hanahan et al., 2011).

Das Zusammenspiel zwischen Proliferation, ihre Hemmung und Apoptose ist eng verkniipft.
Gesteuert wird dieses Netzwerk durch Onkogene, welche die Proliferation einer Zelle steuern
und Tumorsuppressorgene, die dem entgegenwirken. Dabei induziert die Aktivierung von
Onkogenen nicht nur Proliferation, sondern gleichzeitig eine negative Riickkopplung durch
die Aktivierung von Apoptose-Signalwegen. Die Verkniipfung von Zellteilung und Apoptose
soll einen Selektionsvorteil verhindern, der durch Onkogen-Mutationen entstehen konnte. So
fiihren Onkogen-Mutationen (z.B. Myc, E2F und E1A) neben verstéarkter Proliferation auch
zur Inhibition anti-apoptotischer Proteine (wie c-FLIP, Mcl-1 und Bcl-xr), der Aktivierung
pro-apoptotischer BH3-only Proteine und zur Aktivierung des Tumorsuppressors p53. p53
induziert Zielgene wie Bax, Puma, Noxa und Bid, sowie die Todesrezeptoren DR5 und CD95
(Lowe et al., 2004; Hanahan et al., 2011). Erst die Mutation solcher Tumorsuppressorgene
verschafft der Zelle einen Selektionsvorteil durch verstirke Proliferation, entkoppelt
gleichzeitig Proliferation und Apoptose und kann zur Entstehung von Chemoresistenz
beitragen. Andererseits findet sich hierin eine Erkldrung der selektiven Wirkung von
Chemotherapeutika auf Tumorzellen. Die Anhdufung von Mutationen verschiebt das
Gleichgewicht in Richtung Apoptose. Die Beeinflussung nur einer Komponente kann daher

ausreichen, um Krebszellen durch Apoptose zu eliminieren (Lowe et al., 2004).

Auch die Modulation des extrinsischen Apoptosesignalwegs nutzen Tumorzellen um dem
Zelltod zu entgehen. Dieser Mechanismus wird vorrangig genutzt, um der Uberwachung des
Immunsystems zu entgehen, da T-Lymphozyten entartete Zellen aufspiliren und {iber
Induktion des extrinsischen Apoptosesignalwegs eliminieren kdnnen (Debatin et al., 2004).
Resistenzmechanismen sind hier eine Verminderung der Expression von Todesrezeptoren
(CD95 und TRAIL) oder die Uberexpression sogenannter Decoy-Rezeptoren. Decoy-
Rezeptoren konkurrieren mit den Todesrezeptoren um die Bindung des jeweiligen Liganden,
leiten das Todessignal aber nicht weiter (Pitti et al., 1998; Debatin et al., 2004; Merino et al.,
2007). AuBerdem kann die Uberexpression von c-FLIP das Apoptosesignal am DISC
blockieren (French et al., 1999; Krueger et al., 2006).

Zudem konnte die verminderte Expression von Apaf-1 durch Promotormethylierung mit einer
Resistenz von Tumorzellen gegen intrinsische Apoptose in Verbindung gebracht werden

(Soengas et al., 1999; Soengas et al., 2001). Apaf-1 ist Bestandteil des Apoptosoms, dessen
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Verlust zu einer Inhibition der p53-induzierten Apoptose fiihrt. Ebenso fiihrt die verstirkte
Expression der Caspase Inhibitoren XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) und
Survivin zu einer hheren Apoptoseresistenz (Altieri, 2003; Yang et al., 2003).

Ein weiterer Mechanismus, den Tumorzellen nutzen, um der Apoptose zu entgehen ist das
Verschieben des Gleichgewichts pro- und anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine, was im

nachfolgenden Kapitel néher beschrieben wird (Letai, 2008).

1.1.4 Anti- und pro-apoptotische Bcl-2 Proteine und die Resistenz gegen
Apoptose

Wichtige Merkmale einer Krebszelle im Vergleich zu einer gesunden Zelle sind verstérkte
Proliferation in Verbindung mit Apoptoseresistenz. Krebszellen iiberleben entgegen aller
Regeln, die in nicht entarteten Zellen zum Selbstmord durch Apoptose der Zelle fiihren
wiirden. Ziel der Krebsforschung ist daher das Verstindnis der Mechanismen, die zu diesem
entarteten Phénotyp fithren, um selektiv Apoptose in Krebszellen und nicht in gesunden
Zellen zu induzieren. Zu diesem Zweck miisste die Wiederherstellung nur eines Signalwegs
des Zelltods ausreichen, um das Gleichgewicht in Krebszellen in Richtung Zelltod zu
verschieben. Das Verstdndnis der verschiedenen Mechanismen zur Blockade von Apoptose in
Krebszellen stellt daher einen duBlerst vielversprechenden Ansatz zielgerichteter
Therapieansitze dar. Hierzu muss allerdings der individuelle Mechanismus eines Tumors zur
Blockade der Apoptose identifiziert werden, um die Wahl einer erfolgversprechenden

Therapie zu ermoglichen (Schulze-Bergkamen et al., 2004; Letai, 2008; Llambi et al., 2011).

Die Balance zwischen pro- und anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen ergibt ein Profil der
Krebszelle, das Aufschluss dariiber geben kann, welche pro-apoptotischen Bcl-2 Proteine
noétig wiren, um Apoptose in dieser Krebszelle auszuldsen (Certo et al., 2006). Dies wird
moglich, da nicht jedes anti-apoptotische Bcl-2 Protein mit jedem pro-apoptotischen Bcl-2
Protein interagiert (Chen et al., 2005) (Abbildung 1.3). Wenn man die beschriebenen
Grundlagen des mitochondrialen Apoptosesignalwegs betrachtet, sind drei Blockaden der

Apoptose moglich (Deng et al., 2007) (Abbildung 1.5).

Typ ,,A“: die Tumorzelle vermindert oder eliminiert die Expression pro-apoptotischer
BH3-only Proteine, die unter den gegebenen Umstinden aktiviert worden wiren (Abbildung
1.5). Dazu kommt es entweder durch einen kompletten Verlust der jeweiligen Gene, oder

durch Veridnderungen der Regulierung dieser Gene bzw. Proteine. Die Inaktivierung von p53,
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einem wichtigen Transkriptionsfaktor pro-apoptotischer BH3-only Proteine (Sax et al., 2002,
Lowe et al., 2004), oder die Aktivierung von Repressoren, wie HIF-1a im Falle von Bid
(Erler et al., 2004) sind hierfiir Beispiele. Eine Typ ,,A“ Apoptoseblockade trdgt nicht nur
zum Uberleben der Tumorzelle bei, sondern spielt auch bei Resistenzen gegen

Chemotherapeutika eine entscheidende Rolle (Letai, 2008).

Typ ,B*: die Tumorzelle kann alternativ die Effektormolekiile des intrinsischen
Apoptosesignalwegs, Bax und Bak, ausschalten (Abbildung 1.5). Der Verlust von Bax und
Bak fiihrt zu einer profunden Apoptoseinhibition (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001).
Auch die BH3-only Proteine sind zur Ausilibung ihrer pro-apoptotischen Funktion auf Bax und

Bak angewiesen. Dieser Mechanismus wird als ,,B* Blockade bezeichnet.

Typ ,,C*: die Induktion der Apoptose wird durch die Uberexpression eines anti-apoptotischen
Bcl-2 Proteins, wie Bcel-2 oder Mcl-1, abgewendet (Abbildung 1.5). Bei dieser Blockade der
Apoptose werden BH3-only Proteine, die eigentlich Bax und Bak aktivieren wiirden, von den
anti-apoptotischen Proteinen gebunden und neutralisiert. Diese Tumorzellen sind von der
kontinuierlichen Expression anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine abhingig, um ihr Uberleben zu
gewihrleisten. Geht deren Funktion oder Expression aber verloren, werden pro-apoptotische
Proteine freigesetzt, Bax und Bak werden aktiviert und die Zelle stirbt (Certo et al., 2006;
Letai, 2008).

21



Einleitung

Apoptosestimuli

BH3-only BH3-only BH3-only
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Apoptose Uberleben der Zelle und Onkogenese

Abbildung 1.5: Klassen der Apoptoseblockade bei Krebs (eigene Darstellung nach Letai, 2008)

Typ ,,A“: der Vorgang der Selektion wahrend der Onkogenese kann zur Verminderung oder Eliminierung
wichtiger BH3-only Proteine fithren. Dies kann entweder durch Gen-Deletion oder Manipulation der
Regulierungsmechanismen dieser pro-apoptotischen Proteine herbeigefiihrt werden. Typ ,,B*“: der Effektorarm
der Mitochondrien-induzierten Apoptose ist betroffen und Bax bzw. Bak sind vermindert oder eliminiert.
Typ ,,C*“: Selektion von Krebszellen, die anti-apoptotische Bcl-2 Proteine wie Mcl-1 iiberexprimieren, was zur
Neutralisierung pro-apoptotischer Aktivatoren und Effektoren fiihrt.

Um moglichst groe Erfolge mit einer Therapie zu erzielen, ist es wichtig, die jeweilige Art
der Apoptoseblockade eines Tumors zu bestimmen. Ein Beispiel hierfiir ist die Entwicklung
des BH3-Mimetikums ABT-737 (Abbott). Dieses Medikament zielt auf die Inaktivierung von
anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen ab, somit auf Tumorzellen die sich abhingig von deren
Uberexpression in einer Typ ,,C* Blockade befinden. ABT-737 bindet im nanomolaren
Bereich an Bcl-2, Bel-xL und Bcel-w, hat aber nur geringe Affinitit zu Mcl-1 und anderen
anti-apoptotischen Bcl-2 Proteinen (Oltersdorf ef al., 2005; Tahir et al., 2007). Wahrend
einige Zellen sensitiv fiir ABT-737 sind, sind andere resistent. Eine mdgliche Erkldrung liegt
dabei im Expressionsstatus von Mcl-1, welches nicht inaktiviert wird und das Uberleben der
Zelle gewéhrleisten kann, auch wenn andere Bcl-2 Proteine inaktiviert werden (Konopleva et

al., 2006; van Delft et al., 2006; Chen et al., 2007).

Fiir die Aufhebung einer Typ ,,A“ Blockade, bei der Aktivator BH3-only Proteine wie Bid
und Bim inaktiviert oder nicht exprimiert werden, wire eine Therapie mit Inhibitoren eines

Repressors, wie HIF-1o. denkbar. Neuroblastom-Zellen konnten bereits unter Verwendung
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eines PI3K-Inhibitors und der daraus resultierenden Verschiebung des Gleichgewichts
zugunsten der pro-apoptotischen BH3-only Proteine, Bim und Noxa, fiir das
Chemotherapeutikum Doxorubicin sensibilisiert werden, was der Aufhebung einer Typ ,,A*

Blockade entspricht (Bender et al., 2011).

1.1.5 Chemoresistenz: die Aktivator BH3-only Proteine Bid und Bim

Seit der Verwendung von Chemotherapeutika zur Krebsbehandlung weil man, dass
Krebszellen, die resistent gegen eine Substanz sind, hdufig auch gegen andere
Chemotherapeutika resistent sind. Dieses Phédnomen ist unabhdngig vom jeweiligen
mechanistischen Wirkprinzip des Chemotherapeutikums. Dagegen sind chemosensitive
Krebszellen oft auch fiir weitere Chemotherapeutika sensitiv. Diese Beobachtungen legen den
Schluss nahe, dass es sich um einen allgemein giiltigen Resistenzmechanismus handeln
konnte (Letai, 2008). Ein moglicher Mechanismus, der in diesem Zusammenhang untersucht
wurde, ist der Transport des Therapeutikums aus den Zellen heraus. In der Tat fand man eine
Erhohung von Transportern in Krebszellen, die fiir den Export des Chemotherapeutikums aus
der Zelle verantwortlich sind, sogenannte ABC (engl.: ATP binding casette) -Transporter
(p-glycoprotein multi-drug resistance pumps) (Ambudkar et al., 2003). In einigen Féllen
verursacht tatsdchlich dieser Mechanismus die Chemoresistenz. Allerdings hatte der Einsatz
von Inhibitoren dieser Transporter in den meisten Fillen nur wenig Erfolg (Letai, 2008), was

auf weitere Resistenz-Mechanismen schliefen 1dsst.

Eine Moglichkeit zur Erkldrung des Mechanismus der Kreuzresistenzen findet sich in den
unterschiedlichen Klassen von Apoptoseblockaden (Abbildung 1.5). Tumorzellen mit
Typ ,,A*“ Blockade fehlen Aktivator BH3-only Proteine, die an anti-apoptotische Bcl-2
Proteine binden konnen, was sie gegeniiber einer Neusynthese von BH3-only Proteinen,
ausgelost durch Chemotherapeutika, relativ resistent macht. Eine Typ ,,B“ Blockade der
Apoptose, bei der Bax und Bak eliminiert sind, macht die Zellen ebenfalls unempfindlich
gegen induzierte BH3-only Aktivatoren. In beiden Féllen wiirde sich an dieser Resistenz
durch die Verwendung eines anderen Chemotherapeutikums nichts dndern. In Zellen einer
Typ ,,C“ Blockade sind anti-apoptotische Bcl-2 Proteine iiberexprimiert, die BH3-only
Proteine inaktiv halten. Kommt es in diesen Zellen zu einer zusitzlichen Aktivierung von
Aktivator BH3-only Proteinen durch ein Chemotherapeutikum, konnen diese nicht mehr

neutralisiert werden und die Krebszelle stirbt. Hingegen sind Tumorzellen, deren Uberleben
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von einer Apoptoseblockade der Klasse ,,C*“ abhédngt, in der Regel sensitiv fiir

Chemotherapeutika (Letai, 2008).

Die Bedeutung und der Zusammenhang zwischen Chemoresistenz und dem Verlust von
BH3-only Proteinen konnte in vielen Studien gezeigt werden. Die Uberexpression von
BH3-only Proteinen verstérkt den apoptotischen Zelltod in vielen Geweben, ist aber abhéngig
von Bax und Bak (Zong et al., 2001). Dagegen fiihrt der kombinierte Verlust der Aktivator
Proteine Bid, Bim und Puma zu &hnlichen Entwicklungsstérungen und Resistenz gegen
Apoptose, wie der Verlust von Bax und Bak (siehe Kapitel 1.1.2) (Lindsten et al., 2000; Wei
et al., 2001; Ren et al., 2010). Wiahrend ein Verlust mehrerer BH3-only Proteine eindeutig
schwerwiegendere Folgen hat, kann auch der Verlust eines BH3-only Proteins in einzelnen
Geweben zu Chemo- und Apoptoseresistenz fiihren. Der Verlust von Bim fiihrt zu einer
VergroBerung, Hyperplasie des Lymph- und Myeloid-Kompartments, einer schweren SLE
(Systemischer Lupus Erythematodes) -dhnlichen Autoimmunerkrankung, Resistenz gegen den
Entzug von Wachstumsfaktoren und einer Resistenz gegen das Chemotherapeutikum Taxol
(Bouillet et al., 1999; Youle et al., 2008). Bid-defiziente Méuse sind hingegen resistent gegen
CD95-induzierte Apoptose in Hepatozyten und entwickeln eine schwere Hepatitis (Yin et al.,
1999; Youle et al., 2008). Altere Miuse entwickeln zudem eine Erkrankung, die CML
(chronischer myeloischer Leukédmie) &hnelt (Zinkel et al., 2003; Willis et al, 2005).
Vergleichbar ist auch die Beteiligung von Bid bei der Rezeptor-vermittelten Apoptose der
pankreatischen B-Zellen. Dieser Vorgang ist sowohl bei der Entwicklung von Diabetes als
auch bei Inselzell-Transplantationen von Bedeutung (McKenzie et al., 2008). Zudem konnte
ein reziproker Zusammenhang zwischen der Uberexpression von HIF-lo in hypoxischen
Arealen solider Tumore und einer Verminderung der Bid Expression, mit einer Erh6hung der
Resistenz gegen Chemotherpeutika, wie Etoposid in Verbindung gebracht werden (Erler et

al., 2004).
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1.2 Das humane T-lymphotrope Virus-1 (HTLV-1)

Viele grundlegende Erkenntnisse der Krebsentstehung wurden auf dem Gebiet der
Tumorvirologie gewonnen. Peyton Rous war 1911 der Begriinder dieses wissenschaftlichen
Forschungsgebietes. Er entdeckte ein Vogelvirus, das zur Entstehung von Tumoren in
Hiithnern fiihrte. Es dauerte jedoch weitere 40 Jahre bis die Wissenschaft den gesamten
Zusammenhang dieser wichtigen Erkenntnis erfassen konnte. Erst die Entdeckung von
Tumorviren bei Sdugetieren in den 30er und 50er Jahren liel die Vermutung entstehen, dass
ein dhnlicher Zusammenhang von Viren und Krebs beim Menschen bestehen konnte.
Zwischen 1960 und 1970 fiihrte dies zur Entdeckung der ersten humanen DNA-Tumorviren,
wie EBV (Epstein-Barr-Virus), HBV (Hepatitis-B-Virus) und HPV  (Humanes
Papillomavirus). Dies wiederum schuf die Grundlage zur Entwicklung der ersten Impfstofte
fiir Krebsarten mit viraler Ursache. Des Weiteren konnten Tumorviren als sehr gute
mechanistische Modellsysteme der Krebsentstehung genutzt werden und fiihrten in den 70er
und 80er Jahren, mit dem Verstindnis der Bedeutung von p53 und dem Rb (Retinoblastoma)
Protein, zum Modell von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. Mit der Entwicklung
sensitiverer Methoden der Molekularbiologie konnten zwischen 1980 und 1990 die ersten
RNA-Tumorviren wie HTLV-1 (Humanes T-lymphotropes Virus-1) und HCV (Hepatitis-C-
Virus) identifiziert werden. Nachdem jahrzehntelang die Existenz von Tumorviren diskutiert
wurde weill man heute, dass weltweit 15-20 % der Krebsfille mit Virusinfektionen in
Verbindung gebracht werden konnen. Die Erforschung von Viren hat nicht nur den Beweis
eines ursdchlichen Zusammenhangs zwischen Infektion und Krebs erbracht, sondern lieferte
auch ein Werkzeug fiir das Verstindnis der mechanistischen Zusammenhdnge bdsartiger
Tumore im Allgemeinen. Auch in Zukunft wird die Erforschung dieser Zusammenhinge zum
Verstindnis der Krebsentstehung und der Entwicklung neuer therapeutischer sowie

praventiver Behandlungsmethoden beitragen (Javier ef al., 2008).

1.2.1 Die Entdeckung des ersten humanpathogenen Retrovirus

Die Suche nach Retroviren beim Menschen filihrte 1980 zur Entdeckung des ersten
humanpathogenen Retrovirus durch die Arbeitsgruppe um Robert Gallo am NIH (National
Institutes of Health) (Poiesz et al., 1980; Gallo, 2005; Gallo, 2005). Dem vorangegangen war
die Entdeckung der DNA Polymerase (reverse Transkriptase, RT) der Retroviren (Baltimore,
1970; Temin et al., 1970). 1972 gelang erstmals die Charakterisierung der RT bei einem
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Leukédmiepatienten (Sarngadharan et al., 1972). Die Entdeckung von IL-2 (Interleukin 2),
einem Cytokin, welches das Wachstum primérer T-Zellen stimuliert, ermoglichte 1976-1977
die Kultivierung und Anreicherung von ausreichend Zellmaterial fiir die Isolierung von
Viruspartikeln (Morgan et al., 1976; Ruscetti et al., 1977). Die Kombination der IL-2
unterstiitzten Kultivierung primirer T-Zellen und eine sensitive Methode zur Detektion der
RT (RT Assay) waren und sind noch immer der Schliissel zur Charakterisierung
humanpathogener Retroviren bei Leukdmien und AIDS. Obwohl zu jener Zeit die Existenz
humaner Retroviren stark angezweifelt wurde, gelang es den Forschern um Robert Gallo 1979
einen humanen Retrovirus aus einer Leukédmiezelllinie zu isolieren. Dem folgte 1980 der
Beweis der Transformation nicht-infizierter T-Zellen durch den Retrovirus und der Nachweis
von spezifischen Antikorpern im Serum mehrerer Leukdmiepatienten. All diese
Forschungsergebnisse wurden 1980 als die erste Charakterisierung eines humanpathogenen
Retrovirus, dem humanen T-lymphotropen Virus-1 (HTLV-1) publiziert (Poiesz et al., 1980).
Schon einige Jahre vor der Entdeckung des HTLV-1, charakterisierten Kiyoshi Takatsuki und
seine Mitarbeiter 1977 eine neue, eigenstindige Leukdmieart im Siidwesten Japans, die adulte
T-Zell Leukdmie (ATL) (Uchiyama et al., 1977; Takatsuki, 2005). Letzten Endes gelang es
den Forscherteams gemeinsam HTLV-1 im Serum von ATL Patienten nachzuweisen. Man
kam tiberein den Retrovirus fortan HTLV-1 zu benennen, der grundlegenden Arbeiten um
Robert Gallo geschuldet, und die japanische Forschung auf dem Gebiet der Unterscheidung
der neuen Leukdmie zu wiirdigen, indem man den Namen der adulten T-Zell Leukdmie
(ATL) beibehielt (Gallo et al., 1982). Die Entdeckung des ersten humanen Retrovirus und die
Entwicklung der hierfiir ndtigen Methoden haben nicht nur grofe Bedeutung fiir die
Forschung auf dem Gebiet der adulten T-Zell Leukdmie, sondern erméglichten auch die
Entdeckung weiterer humaner Retroviren, wie des humanen Immundefizienz Virus (HIV)

(Barre-Sinoussi ef al., 1983).

1.2.2 HTLV-1 Epidemiologie

Die Infektionsrate des humanen T-lymphotropen Virus-1 (HTLV-1) betrdgt 20 Millionen
Menschen weltweit (Proietti et al., 2005). Charakteristisch ist das endemische Auftreten
dieser Virusinfektion im Siidwesten von Japan, Zentral-Afrika, den karibischen Inseln und
Stid-Amerika. Die Prdvalenz in endemischen Gebieten (37 % im Siidwesten Japans)
(Yamaguchi, 1994) verglichen mit der Allgemeinbevdlkerung (0,004 % in Frankreich)

(Courouce et al., 1993) ist sehr unterschiedlich und abhéngig von demographischen Faktoren
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oder individuellem Risikoverhalten. HTLV-1 Infektionen in nicht endemischen Gebieten sind
auf Einwanderer und deren Nachkommen aus endemischen Gebieten, Sexualkontakt,
Prostitution, Drogenmissbrauch, selten auch auf Bluttransfusionen zuriickzufiihren (Proietti et
al., 2005). HTLV-1 verursacht bei ca. 6,6 % der ménnlichen und 2,1 % der weiblichen
Infizierten nach einer Latenzzeit, die Jahrzehnte betragen kann, die Entstehung einer
aggressiven Leukédmie, die adulte T-Zell Leukdmie/Lymphom (ATL) (Matsuoka et al., 2007,
Matsuoka et al., 2011). Daneben tritt auch eine chronische, neurodegenerative Entziindungs-
Erkrankung des zentralen Nervensystems, die sogenannte Tropische Spastische Paraparese
oder auch HTLV-assoziierte Myelopathie (TSP/HAM) auf (Gessain ef al., 1985; Osame et al.,
1989). Die Tatsache, dass ein Virus zwei vollkommen unterschiedliche Krankheiten
verursachen kann, spricht fiir wirtspezifische oder auch soziale Faktoren, wie den genetischen
Hintergrund oder einen allgemein schlechten Gesundheitszustand aufgrund von Armut, die
die Toleranz oder die Anfilligkeit gegeniiber dem Virus bestimmen (Sonoda et al., 2011).
Entgegen der sehr hohen Fehlerrate der Virus-Replikation finden sich nur geringe
Sequenzunterschiede innerhalb eines HTLV-1-Infizierten, aber auch zwischen infizierten
Individuen (Gessain et al., 1992). Eine mogliche Erklarung stellt hierbei die klonale
Vermehrung Virus-infizierter Zellen dar, was die Mutationsrate verringert (Wattel et al.,
1995). Innerhalb des HTLV-1 Stammes konnten mehrere Subtypen identifiziert werden mit
groflen Sequenziibereinstimmungen zu den jeweiligen geographischen Affen-Analoga, was
mehrere Ereignisse von Ubertragungen vom Affen auf den Menschen nahe legt. Allerdings
konnte keine Assoziation zwischen den einzelnen Subtypen und ATL oder TSP/HAM
hergestellt werden, d.h. alle Subtypen kdnnen sowohl ATL oder auch TSP/HAM verursachen
(Ehrlich et al., 1992). Der Ursprung des Virus liegt in Zentralafrika und wurde mit der
Ausbreitung des Menschen verbreitet (Koralnik et al., 1994; Vandamme et al., 1994).

Die Ausprigung von ATL kann in akut, chronisch, langsam verlaufend oder Lymphom
unterteilt werden. Dabei macht die akute Form 55-75 % aller ATL-Falle, die restlichen Arten
25 % aus. Ohne Behandlung endet die akute ATL innerhalb weniger Monate tddlich mit
Lungenkomplikationen, opportunistischen Infektionen und Blutvergiftung als Todesursache.
Unbehandelt kann sich auch die chronische Form zur akuten ATL entwickeln. Die
Behandlungsmoglichkeiten sind aufgrund von hédufig auftretenden Resistenzen gegen
Chemotherapeutika allerdings begrenzt (Proietti et al, 2005; Matsuoka et al, 2011).
TSP/HAM tritt bei 4 % der HTLV-1-Infizierten auf (Orland et al., 2003). Die Erkrankung

zeigt sich in der ersten Dekade nach der Infektion, vermutlich aufgrund einer Immunantwort
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des Wirts und ist charakterisiert durch die Infiltration von T-Zellen in die graue und weille
Substanz des Riickenmarks, Demyelinisation motorischer Neuronen und Fibrose. Symptome
dieser Erkrankung sind sensorische und motorische Ausfille vor allem der unteren
Extremitdten, Inkontinenz und Impotenz (Martin et al., 2008). Auch hier besteht die
Behandlung nur in einer Linderung der Symptome, Heilung ist bisher nicht moglich (Iwasaki,

1990).

Risikofaktoren und Ubertragungswege einer HTLV-1-Infektion sind von der Mutter aufs
Kind, meist wihrend der Stillzeit, Sexualkontakt, Bluttransfusionen oder der Gebrauch
verunreinigten Drogenzubehdrs (Manns et al., 1999). Am effizientesten ist die Ubertragung
des Virus iiber Blut, wie durch nicht getestete Bluttransfusionen (Manns et al., 1999). Eine
Moglichkeit der Prévention besteht im Testen von Blutspendern auf HTLV-1. Dieses
Vorgehen ist in vielen endemischen Gebieten bereits standardisiert und konnte die Rate an
Neuinfektionen senken. Den groBten Einfluss hat allerdings die Pridvention der Mutter-Kind
Ubertragung durch serologische Bluttests in endemischen Regionen, eine Verkiirzung der
Stillzeit auf 3-6 Monate oder Umstellung auf Flaschennahrung. Eine Verminderung der
sexuellen Ubertragung und Ubertragung durch Drogenmissbrauch kann nur durch
Aufklarungsarbeit und Benutzung von Kondomen und sauberen Spritzen erreicht werden

(Proietti et al., 2005).

1.2.3 Das HTLV-1-Genom

Das Genom des HTLV-1 beinhaltet die Strukturgene gag, pol und env, die von LTRs (engl.:
long terminal repeats) flankiert werden (5" LTR-gag-pol-env-LTR 3') (Abbildung 1.6). Die
LTRs ilibernehmen die zufillige Integration des Virusgenoms in die DNA des Wirts, das
5"LTR fungiert zudem als Promotor der viralen Transkription. gag kodiert fiir die
Strukturproteine des Virus, das offene Leseraster (engl.: open reading frame), po/ kodiert fiir
die reverse Transkriptase, Protease und Integrase, wihrend env die Hiillproteine zur
Verpackung des Virus liefert, die bei der Erkennung und Infektion der Wirtszelle beteiligt
sind. Die pX-Region des Genoms, zwischen env und dem 3’ LTR beinhaltet die
regulatorischen Virusfaktoren Tax, Rex, pl2, pl13, p30 und p21 (Abbildung 1.6). Die
regulierenden Faktoren sind an der Etablierung einer persistierenden Virusinfektion beteiligt.
Das p12 Protein beispielsweise, welches im endoplasmatischen Retikulum (ER) und Golgi-
Apparat zu finden ist, fiihrt zur Freisetzung von Calcium aus dem ER und dadurch zu einem

Anstieg des zytosolischen Calciumspiegels und der Aktivierung von NFAT (engl.: nuclear
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factor of activated T-cells), was die Zellteilung und Differenzierung von T-Zellen beeinflusst
(Albrecht et al., 2002; Ding et al., 2002). p12 unterdriickt auch die Expression des MHC-
Klasse-I-Komplexes und fiihrt zu einem Anstieg von LFAI1. Dies erlaubt infizierten Zellen
dem Immunsystem zu entgehen bzw. den Zell-Zell-Kontakt zu erhhen (Johnson et al., 2001,
Kim et al., 2006). Das p30 Protein bindet fax und rex mRNA, hélt sie im Zellkern und
verhindert so deren Translation (Nicot et al, 2004). Durch die Blockade der Tax
Proteinexpression hélt p30 die Virus-Replikation mdglicherweise in einem latenten Zustand.
Durch eine Interaktion mit dem CBP/p300 Komplex kann p30 die Virus-Transkription vom
LTR, aber auch die Transkription zellulirer Gene beeinflussen (Zhang et al., 2000). Der
Gegenstrang der pX-Region kodiert den Hbz-Faktor (engl.: HTLV-1 basic leuzine zipper
factor), der fiir die Aufrechterhaltung der Transformation infizierter Zellen in einem spiten
Stadium der ATL verantwortlich ist (Matsuoka et al., 2007; Matsuoka et al., 2009; Matsuoka
etal.,2011).
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Abbildung 1.6: Das HTLV-1 Provirusgenom (eigene Darstellung nach Matsuoka, 2007)

Die Strukturgene gag, pol und env werden von 5und 3'LTRs (long terminal repeats) flankiert. Die pX Region
des HTLV-1 Provirusgenoms kodiert die Proteine Tax, Rex, p21, pl12, p13 und p30 mit ihrem jeweiligen
Leseraster. Der Antisense-Strang der pX Region kodiert den Hbz-Faktor (HTLV-1 basic leuzine zipper).
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1.2.4 Die HTLV-1 Infektion und Ausbreitung

HTLV-1 ist in der Lage neben T-Zellen auch B-Zellen, Fibroblasten und Makrophagen zu
infizieren, was auf ein hdufig vorkommendes Protein als Rezeptor hindeutet. Bekannt ist, dass
neben env Viruskomponenten, Wirtsfaktoren, wie die Expression des Glukosetransporters 1
(Glutl), Heparansulfat Proteoglukane und Neuropilin-1 fiir die Aufnahme des Virus in die
Wirtszelle von Bedeutung sind (Lambert et al., 2009). Obwohl die oben genannten
Oberflachenproteine zelluldr weit verbreitet sind, detektiert man das integrierte HTLV-1-
Provirus hauptséchlich in CD4" T-Zellen und eher selten in CD8" T-Zellen. Dies ist damit zu
begriinden, dass die Infektion von CD4" T-Zellen mit HTLV-1 zur Proliferation fiihrt,
wihrend in CD8" T-Zellen lediglich der Zelltod verzdgert ist (Zane et al., 2010). HTLV-1
wird vorrangig iiber den Zell-Zell-Kontakt einer viralen Synapse und nicht iiber freie
Viruspartikel iibertragen (Nejmeddine et al., 2009). Die Vermehrung von HTLV-1 verladuft
iiber klonale Vermehrung infizierter Zellen und nicht durch Virus-Replikation. Eine
Behandlung mit Inhibitoren der reversen Transkriptase ist daher nur méBig erfolgreich und
beeinflusst kaum den Titer an Provirus (Taylor et al., 2006). Kritisch fiir die Persistenz der
Infektion scheint daher nicht die Virusreplikation selbst zu sein, sondern eher die Proliferation
HTLV-I-infizierter Zellen. Die klonale Vermehrung HTLV-1-infizierter Zellen bestimmt die
Virusbelastung des Patienten in vivo (Etoh et al., 1997; Cavrois et al., 1998; Zane et al.,
2010).

1.2.5 Die Manifestierung einer chronischen Virusinfektion und

Immunsuppression durch HTLV-1

Chronische Virusinfektionen konnen nur entstehen, wenn ein Gleichgewicht zwischen
Virulenz und Immunitit des Wirts besteht. Das heilit, das Ausmal3 der Entziindungsantwort
als Reaktion auf die Infektion fiihrt nicht zu iiberméBigen Gewebeschiden. Viren, die eine
chronische Infektion hervorrufen, haben demnach Strategien entwickelt, um sowohl das
Immunsystem des Wirts als auch die virale Replikation abzumildern (Virgin et al., 2009). Im
Fall einer HTLV-1 Infektion geschieht dies einerseits, indem von Seiten des Virus iiber
dessen pl2 Protein MHC-I Molekiile abgebaut werden, was die Prisentation von
Virusantigenen gegeniiber Immunzellen verhindert (Johnson et al., 2001). Auf der anderen
Seite ist die Immunantwort der zytotoxischen T-Zellen des Wirts gegen Tax-exprimierende
Zellen gerichtet, was die Zahl HTLV-1-infizierter Zellen in vivo vermindert (Hanon et al.,

2000). In diesem Sinne konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung der Tax-Transkription,
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iiber die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen, zu einer Verminderung des Provirus-Level in
TSP/HAM Patienten fiihrt (Lezin ef al., 2007). Die Rolle von Antikorpern gegen HTLV-1 ist
hingegen noch nicht geklart.

Zwei Drittel aller ATL-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor FoxP3 (Karube et al.,
2004). FoxP3 ist ein zentraler Regulator wichtiger Funktionen von regulatorischen T-Zellen
(Treg), was den Schluss nahelegt, dass ATL eine neoplastische Erkrankung der regulatorischen
T-Zellen ist. AuBlerdem konnte der urspriinglich suppressive Phinotyp der infizierten Tree-
Zellen die Immundefizienz der ATL-Patienten erkldren. Bei einer voranschreitenden ATL
treten zudem hdufig opportunistische Infektionen auf, begiinstigt durch den
immunsupprimierten Status des Patienten, was zu zusitzlichen Komplikationen und

Progression der Krankheit fiihren kann (Matsuoka et al., 2011).

1.2.6 Die Transformation HTLV-1-infizierter Zellen

Das virale Onkoprotein Tax

HTLV-1 kodiert das virale Onkoprotein Tax, welches nicht nur als Transaktivator der Virus-
Replikation vom 5" LTR fungiert, sondern auch die Gen-Expression der Wirtszelle
beeinflusst. Tax ist in der Lage Onkogene zu aktivieren, Tumorsuppressorgene zu
unterdriicken und spielt somit eine wichtige Rolle bei der malignen Transformation der
infizierten Zelle (Grassmann et al., 2005). Die Expression von Tax alleine reicht aus, um eine
Zelle zu immortalisieren. In Mausmodellen konnte in vivo auch gezeigt werden, dass Tax
alleine zu Transformation von Zellen fiihrt (Grossman et al., 1995; Hasegawa et al., 2006). Es
ist noch unklar, ob die Expression von Tax alleine auch im Menschen zur Entstehung von
ATL fiihrt (Hahn et al., 1999). Allerdings deuten viele biologische Eigenschaften des viralen
Onkoproteins, wie die Aktivierung von Uberlebens- und Proliferations-Signalwegen, das
Ausschalten  zelluldrer ~ Kontrollpunkte und die  Manipulation von  DNA-
Reparaturmechanismen, darauf hin. Tax interagiert hierzu mit Faktoren zur Aktivierung der
Transkription, Transkriptionsfaktoren selbst, einer Vielzahl zelluldrer Proteine und modelliert

so die Expression von iiber hundert Genen (Boxus ef al., 2008).

Die Aktivierung von Uberlebens- und Proliferations-Signalwegen

Um das Uberleben HTLV-1-infizierter Zellen zu unterstiitzen, beeinflusst Tax zwei der

wichtigsten Uberlebenssignalwege der Zelle, NF-xB (engl.: nuclear factor kappa B) und
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PI3K/AKT (Boxus et al., 2008; Matsuoka et al., 2011) (Abbildung 1.7). Die Familie der
NF-kB Transkriptionsfaktoren besteht aus fiinf strukturell verwandten Mitgliedern, RelA
(p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) und NF-xB2 (p52/p100), die Dimere bilden und
Zielgene mit kB-Motiv aktivieren oder inhibieren. In unstimulierten Zellen werden die
NF-kB-Dimere durch die inhibierenden IkB-Proteine (IkBa, IkBp, IkBy) im Zytosol
gehalten, da diese die Kernsignalsequenz maskieren. Erst die Phosphorylierung der IxB's
durch die IkB Kinase (IKKa, IKKf, IKKy/NEMO) und anschlieBenden Abbau iiber das
Proteasom, aktiviert die NF-kB-Dimere und ermdéglicht ihre Translokation in den Zellkern.
NF-xB ist in HTLV-1-infizierten Zellen konstitutiv aktiv, wobei diese Aktivierung durch Tax
auf mehreren Ebenen des Signalwegs stattfindet. Tax bindet an die Untereinheiten und
aktiviert den IKK-Komplex, was zum Abbau von IxkB und der Translokation aktiver NF-kB-
Dimere in den Zellkern fiihrt (kanonischer Signalweg) (Chu et al., 1999; Harhaj et al., 1999).
Tax bindet aber auch an IxB und erzwingt dessen Abbau, unabhingig von einer Aktivierung
durch den IKK-Komplex. Durch Interaktionen mit Untereinheiten des 20S Proteasoms (HsN3
und HC9) fiihrt Tax zu einer bevorzugten Prozessierung von p105 (Rousset et al., 1996). Eine
alternative Aktivierung von NF-«B fiihrt, abhéngig von IKKa, iiber die Prozessierung des
NF-«kB Vorldufers pl00 zu p52. Tax bindet hierbei an p100, rekrutiert IKKo und stimuliert
die Prozessierung von p100 zu p52 (nicht-kanonischer Signalweg) (Xiao ef al., 2001; Sun et
al., 2005).

Ein weiterer Signalweg, beteiligt an der Steuerung von Zellwachstum, Proliferation,
Migration, Differenzierung, Uberleben und Zelladhision, ist der PI3K/AKT Signalweg. Tax
bindet an PI3K (engl.: Phosphoinositid-3-Kinase) und stimuliert die Phosphorylierung von
AKT (Peloponese et al., 2006). Die Aktivierung von AKT (engl.: v-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1) verstirkt dann die Proliferation der Zelle iiber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 (Aktivator Protein 1) und dessen Zielgene (Jeong et al., 2008). In
Ubereinstimmung hierzu findet man in ATL-Patienten eine konstitutive Aktivierung von AP-

1 (Mori et al., 2000).

Der Einfluss von Tax auf den Zellzyklus

Auch auf der Ebene des Zellzyklus stimuliert Tax die Proliferation der infizierten Zelle
(Matsuoka et al., 2011) (Abbildung 1.7). Der Zellzyklus ist ein durch Cycline und Cyclin-

abhédngige Kinasen (CDKs; engl.: Cyclin-dependent kinase) streng regulierter Prozess.
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Gegliedert ist der Zellzyklus in die Phasen G1, S, G2 und M. Wihrend der G1-Phase werden
Zellbestandteile wie Zytoplasma und Zellorganellen wieder ergidnzt. Die S-Phase dupliziert
den Chromosomensatz (Replikation) und synthetisiert Histone. Die G2-Phase dient der
Vorbereitung auf die Mitose, indem Zell-Zell-Kontakte geldst werden, das Volumen durch
Fliissigkeitsaufnahme vergrofert wird und zellteilungsspezifische Proteine neu synthetisiert
werden. Die M-Phase stellt als Mitose den eigentlichen Schritt der Aufteilung der
Chromosome und der Teilung der Zelle dar. Die Cycline D und E vermitteln zusammen mit
CDK4/6 und CDK2 das Voranschreiten der G1 Phase bzw. den Ubergang von G1 zur S-
Phase. Cyclin D-CDK4/6 und Cyclin E-CDK2 Komplexe phosphorylieren das Rb
(Retinoblastom) Protein. In seiner unphosphorylierten Form bindet und inaktiviert Rb den
Transkriptionsfaktor E2F1. Erst die Rb Phosphorylierung generiert freies, aktives E2F1,
welches daraufhin die Gen-Transkription zum Ubergang von der G1 in die S-Phase aktiviert.
Dieser Schritt kann durch die CDK Inhibitoren (CDKI) INK4A-D und KIP1 unterdriickt
werden, die eine Komplexformierung zwischen Cyclin D/CDK4/6 verhindern (Boxus et al.,
2008). Durch die Aktivierung des Cyclin D2 Gens, direktes Binden an CDK4 (engl.: Cyclin-
dependent kinase 4) und die Unterdriickung von Zellzyklusinhibitoren wie INK4A, INK4B,
INK4C, INK4D und KIP1 aktiviert Tax den Zellzyklus HTLV-I-infizierter Zellen und
unterstiitzt so deren klonale Vermehrung in vivo (Zane et al., 2009; Zane et al., 2010)
(Abbildung 1.7). Auch die paradox erscheinende Aktivierung von p21 durch Tax dient diesem
Ziel. p21, welches eigentlich als reiner Zellzyklusinhibtor des Cyclin/CDK-Komplexes
beschrieben wurde und durch p53 als Antwort auf DNA-Schidden aktiviert wird, kann neueren
Erkenntnissen zufolge, situationsabhéngig auch die Aktivierung des Cyclin D2/CDK4-
Komplexes fordern und so den Ubergang von Gl- zur S-Phase des Zellzyklus stimulieren
(Kehn et al., 2004; Abbas et al., 2009) (Abbildung 1.7). Die Expression von Tax fiihrt auch
zu einer Erh6hung des Zellzyklusinhibitors p27 (Abbildung 1.7). Dementsprechend wird in
Tax exprimierenden Zellen auch Zellzyklusarrest und Seneszenz beobachtet. Man geht davon
aus, dass ATL-Zellen aus jenen arretierten Zellen hervorgehen, welche fiir p27 mutiert sind
und so den Arrest iiberwinden. Hierzu passt auch die Beobachtung, dass p21 und p27 zwar in
Tax transfizierten Zellen sehr hoch exprimimiert werden, in ATL-Zellen jedoch nur p21 stark
aktiviert ist, wihrend die Expression von p27 sehr gering ist (Kuo et al., 2006; Abukhdeir et
al.,2008; Yang et al., 2011).
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Apoptoseresistenz

Virus-infizierte Zellen konnen ohne das Auftreten einer Infektion, mit Hilfe zytotoxischer
CD8" T-Zellen durch Apoptoseinduktion, eliminiert werden. Viele Viren haben daher
Strategien entwickelt, um Kontrollpunkte dieser Apoptoseantwort in der Wirtszelle zu
manipulieren (Taylor et al, 2008). Es konnen hierbei zwei grundlegend verschiedene
Mechanismen unterschieden werden. Das y-Herpesvirus, Pockenvirus, EBV (Epstein-Barr-
Virus), HPV, Polyomavirus, Adenovirus und CMV (Cytomegalievirus) nutzen anti-
apoptotische Mechanismen. Das Vermeiden der Apoptoseinduktion wird hierbei anhand
mehrerer Strategien verfolgt, wie der Expression eines viralen Bcl-2 Analogons, viraler
Caspase-Inhibitoren, die Inhibition der zelluldren Stressantwort und am Mitochondrium
lokalisierter, viraler Inhibitoren, die die Ausschiittung von Cytochrom c regulieren (Taylor et
al., 2008). Im Gegensatz hierzu sensibilisieren einige Viren die Wirtszelle fiir Apoptose, mit
dem Ziel der Freisetzung neureplizierter Viruspartikel. Hierzu zéhlen HIV, das HBV, HPV,
RSV (humanes Respiratorisches Synzytial-Virus) und Reoviren. Zu den pro-apoptoischen
Mechanismen gehdren die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und die

Aktivierung von p53.

HTLV-1-infizierte Zellen und primdre ATL-Zellen sind duBerst resistent gegen Rezeptor-
vermittelte Apoptose, ausgelost liber den CD95-Rezeptor (Copeland et al., 1994), TNF-a
(Tumornekrosefaktor-alpha) (Yang et al, 2002) oder TRAIL (Tumornekrosefaktor-
verwandter Apoptose-induzierender Ligand) (Hasegawa et al, 2005). Zudem sind sie
resistent gegen intrinsische Apoptosestimuli, wie DNA-Schidden und y-Strahlung (Park et al.,
2006). Neuere Studien konnten zeigen, dass die Apoptosemaschinerie in HTLV-1-infizierten
Zellen reaktiviert werden kann (Taylor et al., 2008). Es scheint also das Gleichgewicht
zwischen anti- und pro-apoptotischen Regulatoren zu Gunsten der Resistenz verschoben zu
sein. Im Folgenden werden nun einige bereits bekannte Ursachen dieser Verschiebung des

Gleichgewichts dargestellt.

Die bereits erwdhnte Aktivierung von NF-kB durch Tax induziert das anti-apoptotische
Zielgen Bcl-xp (Tsukahara et al., 1999; Nicot et al., 2000). Der gleiche Mechanismus
aktiviert auch die Apoptose-Inhibitoren der IAP-Familie (Waldele et al., 2006) (Abbildung
1.7). TAPs konnen Caspasen binden und deren Abbau induzieren. In HTLV-1-infizierten
Zelllinien konnte eine stark erhohte Expression des Caspaseinhibitors HIAP gezeigt werden.

Eine verminderte Expression von HIAP durch RNA-Interferenz hingegen sensibilisiert die
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Zellen fiir Apoptose (Waldele ef al., 2006). Auch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 (Nicot
et al., 1997) und Mcl-1 (Swaims et al., 2010) sind in HTLV-l-infizierten Zellen
iiberexprimiert. Thre Verminderung sensibilisiert die Zellen fiir Apoptose und verdeutlicht
ihre Bedeutung fiir die Resistenz HTLV-1-infizierter Zellen (Moarbess et al., 2008;
Machijima et al., 2009; Yang et al., 2010). Zudem wird die Expression von p21 durch Tax
erhoht, welches nicht nur ein wichtiger Regulator des Zellzyklus ist, sondern auch anti-
apoptotische Funktionen iibernimmt (Abbas et al., 2009). p53, ein Tumorsuppressorprotein,
das bei intrinsischen Zellschdden, wie DNA-Briichen, durch die Induktion pro-apoptotischer

Gene Apoptose auslosen kann, wird durch Tax inaktiviert (Abbildung 1.7).

Die bisher dargelegten Mechanismen betrafen eher die Exekution der Apoptose bzw.
Apoptosesensoren wie p53. HTLV-l-infizierte Zellen blockieren den Apoptosesignalweg
aber ebenfalls am Todesrezeptor. So konnte gezeigt werden, dass in Abhéngigkeit der
Expression von Tax, die Expression von c-FLIP. und c-FLIPgs in HTLV-1-infizierten
Zelllinien stark erhoht ist (Abbildung 1.7). c-FLIP inhibiert die Aktivierung von
Pro-Caspase-8 am Rezeptor und blockiert so das extrinsische Apoptosesignal. Die erhdhte
Expression von c-FLIP korreliert auBerdem mit der Resistenz gegen CD95-Rezeptor-
induzierte Apoptose, widhrend eine Verminderung der c-FLIP Expression mittels RNA-
Interferenz HTLV-1-infizierte Zelllinien fiir Apoptose sensibilisiert (Hasegawa et al., 2005;
Krueger et al., 2006; Okamoto et al., 2006).

Im Gegensatz zu anderen viralen Proteinen, die in der Regel nur einen einzelnen
Kontrollpunkt im Apoptosesignalweg manipulieren, beeinflusst das HTLV-1 Onkoprotein
Tax die Expression und Aktivitdt einer ganzen Reihe zelluldrer Gene und reguliert so die

Signalkaskade auf mehreren Ebenen.

Die Inaktivierung zelluldrer Kontrollpunkte

Die Inaktivierung des Tumorsuppressors p53, einem wichtigen Kontrollpunkt von
Zellzyklusarrest, DNA-Reparaturmechanismen und Apoptose, tritt in HTLV-1-infizierten
Zelllinien unabhédngig von genetischen p53 Mutationen auf. Die Inaktivierung des Wildtyp
pS3 erfolgt in HTLV-1-infizierten Zellen in Abhéngigkeit der Tax-Expression und der
Aktivierung von NF-kB (Pise-Masison et al., 2000; Pise-Masison et al., 2000; Jeong et al.,
2004) (Abbildung 1.7). Die Inaktivierung des Tumorsuppressors p53 ermdglicht

uneingeschrankte Proliferation und die Anhdufung genetischer Mutationen (Tabakin-Fix et
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al., 2006). p53 Mutationen treten meist bei HTLV-1-infizierten Patienten mit akuter ATL auf,
nicht bei Patienten mit chronischer ATL (Hatta et al., 2002; Tawara et al., 2006). pS3 wird,
ausgehend von dieser Beobachtung, eine mogliche Rolle bei der Progression einer
chronischen zur akuten ATL zugeschrieben (Nagai et al., 1991; Sakashita et al., 1992;
Tabakin-Fix et al., 2006).

Der SAC (engl.: spindle assembly checkpoint) mitotische Kontrollpunkt reguliert den
zeitlichen Ablauf der Mitose mit der Anheftung des Kinetochors an den Spindelapparat, um
eine fehlerhafte Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen zu vermeiden. In
HTLV-1-infizierten Zellen ist diese Funktion durch eine Interaktion von Tax mit dem
Kontrollprotein MADI1 (engl.: Mitotic Arrest Deficient 1) ausgeschaltet, wodurch ATL-
Zellen sehr hdufig aneuploid sind (Kasai et al., 2002; Yasunaga et al., 2009). Zudem fordert
Tax die Ausbildung mehrerer mitotischer Pole und trdgt dadurch ebenfalls zur Ausbildung der

Aneuploidie bei (Peloponese et al., 2005).

Die Inaktivierung von Reparaturmechanismen

DNA-Schédden konnen auf zwei Wegen durch Viren hervorgerufen werden. Erstens kann ein
virales Onkoprotein die Sensoren verdnderter DNA oder Reparaturproteine beeinflussen,
zweitens konnen virale Onkoproteine selbst die DNA schéddigen. Im Falle des HTLV-1
Onkoproteins Tax trifft beides zu. Tax unterdriickt die DNA-Polymerase 3, ein Enzym der
Basenexzisionsreparatur.  Das  gleiche gilt fir Gene und Proteine der
Nukleotidexzisionsreparatur und Basenfehlpaarungsreparatur. AuBBerdem inaktiviert Tax die
ATM/CHK?2 (engl.: Ataxia Telangiectasia Mutated/Checkpoint kinase 2) Achse, die DNA-
Schéden erkennt und gegenregulierende Mallahmen einleitet (Abbildung 1.7). Dies alles fiihrt
letzten Endes zur Akkumulation von DNA-Schiden und Mutationen (Matsuoka ef al., 2011).
Neuere Studien konnten andererseits nachweisen, dass Tax die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS) fordert, die die DNA direkt schiadigen
und Strangbriiche verursachen konnen (Kinjo et al., 2010). Zusammengefasst fiihren sowohl
die Verursachung neuer DNA-Schidden als auch das Abschalten der Reparaturmechanismen
zu einer Anhdufung von Schiden der DNA in Tax-exprimierenden Zellen (Majone et al.,

2000).
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Hbz und die virale Pathogenese

Der Gegenstrang der pX-Region des HTLV-1 Genoms kodiert den Hbz-Faktor (engl.:
HTLV-1 basic leucine zipper factor). Der Promotor des Hbz Gens befindet sich in der
Sequenz des 3’ LTR und beinhaltet drei Spl Bindestellen, die wichtig fiir die Hbz-
Transkription sind (Yoshida et al., 2008). Da die Expression von Spl in den meisten Zellen
sehr konstant ist, besteht eine Korrelation zwischen Hbz-Transkript und der Menge an
integriertem Provirus in der DNA HTLV-1-infizierter Patienten (Saito et al., 2009).
Interessanterweise kann Tax nur in etwa 40 % der ATL-Patienten detektiert werden (Takeda
et al., 2004). Dies steht im Gegensatz zu anderen Retroviren, die von einer konstitutiven
Expression ihres viralen Onkoproteins abhingen, um die Wirtszelle transformieren zu
konnen. Konstitutiv exprimiert ist dagegen Hbz in ATL-Zellen und stimuliert die Proliferation
der infizierten Zellen (Satou et al., 2006; Usui et al., 2008). Hbz konkurriert mit Tax um die
KIX-Domine im p300 Protein und verhindert so partiell die virale Transkription (Clerc et al.,
2008; Cook et al., 2011). Man geht davon aus, dass Tax vor allem fiir die Initiation der
Transformation, Hbz dagegen fiir die spétere Aufrechterhaltung des transformierten Zustands

der ATL-Zellen nétig ist.
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Abbildung 1.7: Tax moduliert zellulire Signalwege zur Stimulation von Proliferation, Uberleben und
Apoptoseresistenz (Schematische Darstellung, stark vereinfacht)

Die Expression des viralen Onkoproteins Tax aktiviert NF-xB und AKT. Tax inaktiviert zelluldre
Kontrollpunkte wie p53 und die ATM/CHK2-Achse. Die Uberexpression von c-FLIP erhoht die Resistenz gegen
Rezeptor-vermittelte Apoptose. Tax stimuliert den Zellzyklus am Ubergang von G1 zur S-Phase durch die
Inhibition von Zellzyklusinhibitoren (INK4) und Aktivierung der Expression von Cyclin D und der Cyklin-
abhingigen Kinase CDK4. Diese Interaktionen mit zelluliren Proteinen stimulieren das Uberleben, die
Proliferation und Apoptoseresistenz der Tax-exprimierenden Zelle.

1.2.7 Die Diagnose von ATL

Die adulte T-Zell Leukédmie wird, wie bereits beschrieben, je nach Schwere bzw. Zeitpunkt
der Diagnose, in vier Gruppen unterteilt: akut, chronisch, langsam verlaufend oder Lymphom.
In Japan, das die hochste Infektionsdichte von 1,2 Millionen HTLV-1-Infizierten hat, treten
pro Jahr 800-1000 neue ATL Félle auf (Matsuoka et al., 2007). Aufgrund der teilweise
jahrzehntelangen Latenzzeit betrdgt das durchschnittliche Alter der ATL-Patienten 60 Jahre.
Die Diagnose erfolgt durch die Charakterisierung der Leukédmiezellen als CD3",CD4",CDS’,
CD25" und durch das Auftreten der bei ATL typischen flower cells, die durch mehrlappige

Kerne wie Blumen aussehen. Diese Zellen infiltrieren hdufig Gewebe wie die Haut, so dass
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Lisionen der Haut ebenfalls Indikatoren einer Infektion sind. Extrem hohe Calciumwerte im
Blut (Hypercalcimie), Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und opportunistische
Infektionen sind ebenfalls Anhaltspunkte fiir ATL. Weitere Nachweise sind HTLV-1-
spezifische Antikorper im Serum der Patienten und die Detektion des integrierten Provirus im
Genom. Dabei kann die Belastung mit integriertem Provirus von Patient zu Patient um den
Faktor 1000 schwanken. Dies zeigt die Abhéngigkeit des Ausbruchs von ATL von
individuellen Faktoren, wie der Immunkompetenz des Patienten. Tatsdchlich ist hiufig zu
beobachten, dass eine Immundefizienz den Ausbruch von ATL begiinstigt. Dies und auch die
hdufig auftretenden opportunistischen Infektionen konnen zumindest teilweise auf die
immunsuppresiven Eigenschaften der Virus-infizierten Zellen und deren T,.,-Charakter

zuriickgefiihrt werden (Takatsuki, 2005; Matsuoka et al., 2007).

1.2.8 Die Therapie von ATL

Die Therapie von ATL-Patienten ist im Allgemeinen aufgrund der sehr hiufig auftretenden
Resistenzen (engl.: multi drug resistance; MDR) sehr schwierig. Patienten mit akuter ATL
oder dem Typ des malignen Lymphoms werden in der Regel mit Kombinations-
Chemotherapien behandelt. Das Standardprotokoll einer solchen Chemotherapie ist
Vincristin, Cyclophosphamid, Doxorubicin (Adriamycin) und Prednison (VCAP),
Doxorubicin (Adriamycin), Ranimustin und Prednison (AMP) und Vindesin, Etoposid,
Carboplatin, und Prednison (VECP) (VCAP-AMP-VECP) (Tsukasaki et al., 2007). Prednison
wird in diesem Zusammenhang zur intrathekal Prophylaxe verabreicht, da ATL héufig auch
das ZNS betrifft (Tsukasaki et al., 2007). Mit dieser Therapie betrug die Uberlebensrate in
Japan nach drei Jahren 24 %. Im Gegensatz dazu betrigt die Uberlebensrate nach drei Jahren
mit einer herkdmmlichen CHOP (Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincristin
(Oncovin®), Prednison)-Therapie nur 13 %. Hauptgriinde fiir den eher miBigen Erfolg dieser
Therapien sind die Resistenz der ATL-Zellen gegen viele Chemotherapeutika und der
immundefiziente Status der Patienten (Abschnitt 1.2.5). Letzteres erklart auch das Auftreten
opportunistischer Pilz-, Virus-, Protozoen- und Bakterien-Infektionen, die die Prognose weiter

verschlechtern (Matsuoka et al., 2011).

Neuere Therapieansitze verfolgen Allotransplantationen von Stammzellen, wobei die
Uberlebensrate nach 3 Jahren 36 % betriigt. Die Belastung der Provirus-enthaltenden Zellen
sinkt dabei deutlich, was eine Reaktivierung der zelluldren Immunantwort gegen HTLV-1-

infizierte Zellen nahe legt. Generell ist das Auftreten einer Transplantat-Wirt-Reaktion (engl.:
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graft-versus-host disease) ein guter prognostischer Faktor bei ATL-Patienten, da der Angriff
von Immunzellen des Wirts einen Therapieerfolg begiinstigt (Okamura et al., 2007). In
Empfingern von Stammzelltransplantaten konnte zudem eine Reaktivierung zytotoxischer
T-Zellen des Wirts beobachtet werden, die zu einer Abnahme Virus-infizierter Zellen fiihrt
(Harashima et al., 2004).

Die ,,.Behandlung® der chronischen und eher langsam verlaufenden Formen von ATL bestand
bisher lediglich in einer Beobachtung der Patienten. Allerdings kommt es hdufig zu einer
Weiterentwicklung der milderen Formen zur akuten ATL. Neueste Studien zeigten zudem,
dass die Zeit bis zum Tod dieser Patienten wesentlich kiirzer ist als bisher vermutet, ndmlich
nur 4 Jahre nach Diagnose der chronischen ATL (Takasaki et al., 2010). Aus diesem Grund
wird nun auch verstirkt nach Therapieansitzen fiir diese Formen von ATL gesucht. Erste
Erfolge konnten mit einer Behandlung, bestehend aus Interferon o in Kombination mit

Zidovudine erzielt werden (Bazarbachi et al., 2010).

Noch in der experimentellen Phase werden derzeit Behandlungen mit monoklonalen
Antikorpern gegen CD25, CD2, CD52 und CCR4 getestet, die im Tiermodell bereits
vielversprechende Ergebnisse lieferten. AufBlerdem werden Proteasom- und NF-xB-

Inhibitoren getestet (Matsuoka et al., 2011).
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1.3 Hypoxie-induzierter Faktor (HIF)

Die Expression von HIF-1 ist aufgrund seines Beitrags zur Chemo- und Radioresistenz,
Angiogenese, Metastasierung und Apoptoseresistenz ein negativer prognostischer Faktor bei
Krebserkrankungen. HIF-1 aktiviert die Transkription von Genen, die in vielen wichtigen
Aspekten der Tumorbiologie eine Rolle spielen. Hypoxie im Inneren von Tumoren, aber auch
genetische Verinderungen der Tumorzellen, konnen zu einer Uberexpression von HIF-1
fihren, was mit einer Erhohung der Sterblichkeit von Patienten verschiedener
Krebserkrankungen in Verbindung gebracht werden konnte. In préklinischen Studien konnte
zudem gezeigt werden, dass eine Inhibition der HIF-1-Aktivitit deutliche Auswirkungen auf
das Tumorwachstum hat (Semenza, 2003). Daher sind HIF-1 Inhibitoren als Krebs-

Therapeutika im Fokus aktueller Forschungen und Entwicklungen.

1.3.1 Der HIF-1 Signalweg und seine Bedeutung in der Karzinogenese

Entdeckt wurde HIF-1 als Transkriptionsfaktor des Proteins Erythropoetin als Antwort auf
Hypoxie (Semenza et al., 1992). HIF-1 ist ein Heterodimer, bestehend aus der konstitutiv
exprimierten Untereinheit HIF-1f (engl.: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator,
ARNT) und der HIF-1a Untereinheit, deren Expression strikt reguliert wird (Wang et al.,
1995; Wang et al., 1995). HIF-1 gehort zur GroB3familie der PAS (PER-ARNT-SIM) bHLH
(engl.: basic-helix-loop-helix) Transkriptionsfaktoren. Neben HIF-1a wurde auch HIF-2a
beschrieben, welches ebenfalls ein Heterodimer mit HIF-1p bilden kann (Ema et al., 1997).
Heterodimere, die entweder HIF-1a oder HIF-2a enthalten, haben iiberlappende, aber nicht
identische Zielgenspezifitit. Wihrend HIF-lo ubiquitir vorkommt, wird HIF-2a0 nur in
einigen Geweben exprimiert. HIF-3a, von dem noch wenig bekannt ist, fungiert unter
anderem als dominant negativer Inhibitor zu HIF-1a. Bisher konnten mehr als 60 direkte
Zielgene von HIF-1 identifiziert werden. Diese Zielgene konnen in vier fiir die
Krebsentstehung relevante Gruppen unterteilt werden: Angiogenese, Glukose-Metabolismus,
Uberlebenssignalwege und Invasion von Tumorzellen. Die Expression der meisten dieser
Zielgene ist hierbei sowohl zellspezifisch als auch abhédngig von der Komposition und

Aktivitdt anderer Transkriptionsfaktoren (Makino et al., 2001).
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Struktur, Dimerisierung und Zielgen-Aktivierung

Das HIF-1a Protein ist aus vier unterschiedlichen Dominen aufgebaut (Rankin et al., 2008).
Die bHLH-Doméne ist verantwortlich fiir das Binden der DNA und die Dimerisierung mit
HIF-1B. Die PAS-Domidne wird ebenfalls fiir die Dimerisierung, aber auch die
Zielgenspezifitit benotigt. Eine ODD (engl.: oxygen-dependent degradation)-Doméne wird
hydoxyliert und markiert das Protein fiir den Abbau durch das Proteasom. Im C-Terminus
befinden sich zwei Transaktivierungsdominen (TAD), an welche die Kofaktoren CBP/p300
(engl.: CREB-binding protein) zur Transkription der Zielgene binden (Wang et al., 1995).

HIF-2o. stimmt in circa 48% der Aminosduresequenz mit HIF-lo {iberein und ist auch
strukturell dhnlich aufgebaut. Es beinhaltet ebenfalls die Motive bHLH (85% Ubereinstimung
mit HIF-1a), PAS (70% Ubereinstimmung mit HIF-1a), und ODD (70% Ubereinstimmung
mit HIF-1a). Im Gegensatz zu HIF-la ist die Expression von HIF-2a allerdings auf
bestimmte Gewebe und Zellen beschrinkt (Ema et al., 1997). Hierzu zdhlen beispielsweise
Endothelzellen, Gliazellen, Pneumozyten Typ II, Kardiomyozyten, Fibroblasten der Niere
und Hepatozyten (Wiesener et al., 2003).

HIF-3a enthélt ebenfalls eine bHLH-PAS Doméne mit 57%, beziechungsweise 53%
Sequenziibereinstimmung zu HIF-1a und eine ODD Domiine mit 61% Ubereinstimmung (Gu
et al., 1998). Wie HIF-1a und HIF-2a kann auch HIF-3a mit HIF-1p dimerisieren, seine
Rolle in vivo ist allerdings noch wenig erforscht. Eine seiner Spleiflvarianten, das IPAS
(engl.: inhibitory domain PAS) Protein, hat keine TAD Doméne und fungiert als dominant-
negativer Inhibitor fiir HIF-10o., da es durch Binden an HIF-1a eine Dimerisierung mit HIF-1§3
verhindert (Makino et al., 2001).

HIF-1PB (ARNT) ist der Bindungspartner aller bHLH/PAS Mitglieder, wie SIM1, SIM2 und
den a-Untereinheiten der HIF-Familie. Erstmals beschrieben wurde es als Bindeprotein des
Dioxinrezeptors (engl.: aryl hydrocarbon, AH) in Hepatozyten (Reyes et al., 1992). Auch
HIF-1B enthélt eine bHLH, eine PAS und TAD Doménen. Durch das Fehlen der ODD wird
HIF-1B im Gegensatz zu den o-Untereinheiten unter aeroben Bedingungen konstitutiv

exprimiert (Huang et al., 1996).

Bei Sauerstoffmangel werden die HIF-a-Untereinheiten stabilisiert bzw. bei Aktivierung tiber

Wachstumssignale neusynthetisiert, dimerisieren im Zellkern mit HIF-1f3 und binden als
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Transkriptionsfaktoren mit den Kofaktoren CBP/p300 an die Promotoren der Zielgene und
aktivieren oder reprimieren deren Transkription (Brahimi-Horn et al., 2009). Die HIF-Dimere
binden an spezifische DNA-Sequenzen, die sogenannten HREs (engl.: Hypoxia-response
elements) mit der Sequenz 5-RCGTG-3" (wobei R entweder fiir A oder G steht). Diese
Sequenzen befinden sich meist im Promoter, in Intron- und/oder Enhancer-Sequenzen des
jeweiligen Zielgens (Pugh et al., 1991; Semenza et al., 1991). Die Transkriptionsaktivitdt der
HIF-Untereinheiten wird iiber die zwei TAD-Doméinen, N-TAD und C-TAD gesteuert. Die
Aktivitdt der C-TAD Doméne wird iiber die sauerstoffabhdngige Hydroxylierung durch FIH
(engl.: factor inhibiting HIF-1) gehemmt. Diese Hydroxylierung verhindert eine Interaktion
mit den Kofaktoren CBP/p300 und blockiert dadurch die Transkription von Zielgenen
(Semenza, 2003). Die N-TAD Doméne hingegen wird nicht reguliert. Dadurch entstehen fiir
HIF mehrere Moglichkeiten der Zielgenaktivierung, in Abhéngigkeit der Aktivitit von FIH.
Die Aktivierung der Zielgene ist entweder N- oder C-TAD, oder N- und C-TAD gesteuert
(Dayan et al., 2006). Neben der Aktivierung von Zielgenen, wird auch eine betridchtliche
Anzahl an Genen gehemmt, indem HIF als Repressor an den jeweiligen Promotor bindet

(Manalo et al., 2005).

Die sauerstoffabhiingige Regulierung von HIF-1

Zellen wandeln Veridnderungen des Sauerstoffpartialdrucks in hohere bzw. niedrigere HIF-1-
Aktivitdit um. Unter normalen Sauerstoffbedingungen wird HIF-1a sehr schnell abgebaut
(Abbildung 1.8). Drei Prolylhydroxylasen (engl.: prolyl hydroxylase-domain, PHDI1-3)
modifizieren die Prolinreste 402 und 564 von HIF-1a. Die Hydroxylierung dieser Prolinreste
ist Vorraussetzung flir das Erkennen und Binden des Tumorsuppressors VHL (von Hippel-
Lindau). VHL ist die Erkennungsdomine einer E3 Ubiquitin-Ligase, die HIF-la fiir den
proteasomalen Abbau markiert. Die PHD Hydroxylasen verwenden molekularen Sauerstoff
und 2-Oxoglutarat als Substrate, wodurch die Hydroxylierung von HIF-1a direkt von der
Sauerstoffkonzentration, unter physiologischen Bedingungen der Ilimitierende Faktor,
abhéngig ist. Eine Acetylierung an Lysin 532 durch ARDI1 (engl.: Arrest-Defective 1)
verstirkt die Interaktion von VHL und HIF-1a und beschleunigt so den Abbau zusétzlich.
Auch die Transaktivierungsdomédne von HIF-loo wird sauerstoffabhingig reguliert. FIH-1
(engl.: factor inhibiting HIF-1) hydroxyliert Asparagin 803 und verhindert so die Interaktion
mit den Transkriptions-Kofaktoren p300 und CBP. Erst unter Bedingungen der Hypoxie,

wenn nicht mehr genligend Sauerstoff fiir die Hydroxylierungsreaktion durch PHD zur
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Verfligung steht, kommt es zu einer Anreicherung von HIF-1a. Auch die Regulation von
HIF-2o.  verlduft iiber die sauerstoffabhiingige Hydroxylierung von Prolin- und

Asparaginresten (Semenza, 2003).

Proteinabbau Ubiquitinierung
— VHL
Normoxia PHD1-3 )] ARD1 GHD1_3 FIH-1
P402 P532 P564] N803
bHLH PAS
TAD-N TAD-C

Hypoxie p300/CBP.
— l

Transkription

Abbildung 1.8: Die sauerstoffabhingige Regulierung von HIF-1 (eigene Darstellung nach Semenza, 2003)

Sauerstoff reguliert das Ausmall des Abbaus von HIF-1 iiber das Proteasom. Unter normalen
Sauerstoffbedingungen (Normoxia) filhren Hydroxylierung durch Prolylhydroxylasen (PHDI1-3) und
Acetylierung durch die Acetyltransferase ARD1 von HIF-1 zum Binden des Van Hippel-Lindau (VHL)
Tumorsuppressors. VHL ist die Erkennungsdoméne einer E3 Ubiquitin-Ligase und markiert HIF-1 fiir den
proteasomalen Abbau. Auch die Interaktion mit den Transkriptions-Kofaktoren p300/CBP wird
sauerstoffabhidngig iiber eine Hydroxylierung durch FIH-1 (factor inhibititng HIF-1) reguliert und verhindert das
Binden dieser Kofaktoren. Bei begrenzter Sauerstoffverfiigbarkeit (Hypoxie) finden die sauerstoffabhéngigen
Hydroxylierungs- und Acetylierungs-Reaktionen kaum statt, so dass VHL nicht mehr an HIF-1 bindet und der
Abbau von HIF-1 vermindert wird. Zudem binden nun die Kofaktoren p300/CBP und aktivieren die HIF-1
abhingige Transkription von Zielgenen. bHLH, basic heix loop helix; PAS, Per-Arnt-Sim; TAD-C, carboxy-
terminal transactivation domain; TAD-N, amino-terminal transactivation domain.

Die sauerstoffunabhéngige Regulierung von HIF-1

Wihrend der Proliferation von Zellen steigt der Sauerstoffverbrauch im jeweiligen Gewebe.
Signalwege der Zellteilung und des Uberlebens, die durch Wachstumsfaktoren stimuliert
werden, induzieren daher unter anderem HIF-loa. Dieser Prozess greift priventiv einem
Sauerstoffmangel vor. Aullerdem produzieren sich teilende Zellen VEGF (engl.: vascular
endothelial growth factor), was die Angiogenese stimuliert und so eine verstirkte Versorgung
mit Sauerstoff im proliferierenden Gewebe gewdhrleistet (Jiang et al., 1997). Gleichzeitig
greifen Zellen wéhrend der Proliferation verstirkt auf die Energieversorgung mittels
Glykolyse zu, die unabhidngig von Sauerstoff und dem oxidativen Metabolismus ist

(Seagroves et al., 2001). Beide Prozesse, Angiogenese und Glykolyse werden unter anderem
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von HIF-1a, bzw. dessen Zielgenen gesteuert (Semenza, 2003). Im Wesentlichen
unterscheidet sich die sauerstoffunabhingige Induktion von HIF-la darin, dass die
Neusynthese des Proteins gesteigert wird und nicht wie bei Hypoxie der Abbau inhibiert wird.
Die Neusynthese von HIF-1a wird durch Wachstumsfaktoren iiber den PI3K-Signalweg und
die MAPK (engl.: mitogen-activated protein kinase) Signalkaskade stimuliert (Abbildung
1.9).

PI3K aktiviert die Serin/Threonin Kinase AKT, die wiederum mTOR (engl.: mammalian
target of rapamycin) aktiviert. Eine Stimulation des MAPK-Signalwegs resultiert in der
Aktivierung von ERK, welches wiederum MNK aktiviert. ERK und mTOR phosphorylieren
S6K (engl.: p70 S6 Kinase) und 4E-BP1 (engl.: eukaryotic translation initiation factor-4E
(eIF-4E) binding protien). S6K phosphoryliert wiederum das ribosomale S6 Protein. 4E-BP1
bindet unphosphoryliert an eIF-4E und inhibiert die cap-abhingige Translation. Die
Phosphorylierung von 4E-BP1 hingegen verhindert das Binden an eIF-4E. Die
Phosphorylierung von elF-4E durch MNK erhoht direkt dessen Aktivitdt (Blagden et al.,
2011). Resultat ist eine Erhohung der Translation bestimmter mRNAs, darunter auch die von

HIF-1a (Semenza, 2003).
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Abbildung 1.9: Die Regulierung der HIF-1 Proteinsynthese (sauerstoffunabhingige Regulierung) (eigene
Darstellung nach Semenza, 2003)

Wachstumsfaktoren aktivieren iiber Tyrosinkinase-Rezeptoren PI3K- und MAPK-Signalwege. PI3K aktiviert
nachfolgend AKT und mTOR. Der MAPK-Signalweg fiihrt zur Aktivierung von ERK und MNK. ERK und
mTOR phosphorylieren S6K, was wiederum zur Phosphorylierung von 4E-BP1 und des ribosomalen S6 Proteins
fiihrt. Die Phosphorylierung von 4E-BP1 verhindert das Binden an elF-4E und damit die Inhibition der cap-
abhéngigen mRNA Translation. MNK phosphoryliert und aktiviert eIF-4E dagegen direkt. Das Resultat ist eine
verstirkte Translation bestimmter mRNAs, wie HIF-1. Das gleiche Resultat hat in Krebszellen die
Wachstumsfaktor-unabhingige Aktivierung von Onkogenen wie PI3K oder AKT, sowie die Unterdriickung von
Tumorsuppressorgenen, wie PTEN, was den PI3K-Signalweg inhibiert.

1.3.2 Die HIF-1 Aktivierung in Krebszellen

Neben der Bedeutung bei physiologischen Prozessen, wie der Embryogenese und der
Proliferation von Gewebe, ist HIF-la ein charakteristischer Faktor bei verschiedenen
Erkrankungen. Hierzu zdhlen Krankheiten, die eine mangelnde Versorgung von Sauerstoff
mit sich bringen, wie ischdmische Erkrankungen des Herzens, Gehirns und Krebs. Der
Mangel an Sauerstoff durch eine gestorte bzw. unzureichende Ausbildung von Blutgefiflen

fiihrt zur Aktivierung von HIF-1a. HIF-1a initiiert wiederum gegensteuernde MalBBnahmen
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zur Anpassung an die gegebene Situation, was im Falle von Krebs das Tumorwachstum und

die Ausbildung von Metastasen vorantreibt (Brahimi-Horn ef al., 2009).

HIF-1oo kann bei Tumoren des Menschen als Resultat von Hypoxie im Tumorinneren
(Abbildung 1.8), aber auch auf Grund von Mutationen, wie der Aktivierung von Onkogenen
oder dem Verlust von Tumorsuppressorgenen, iiberexprimiert sein (Abbildung 1.9).
Immunhistochemische Firbungen von Tumorproben haben die Uberexpression von HIF-1a
in vielen Tumoren des Menschen nachgewiesen (Zhong et al., 1999; Talks et al., 2000).
Hierzu zdhlen Blasen-, Brust-, Darm-, Leber-, Ovarial-, Pankreas-, Prostata- und
Nierentumore. Die Uberexpression von HIF-1a. konnte in vielen Fillen mit dem Fehlschlagen

von Therapien und einer erhohten Mortalitit korreliert werden (Rankin et al., 2008).

Unter normalen Sauerstoffbedingungen konnen Mutationen HIF-1a iiber zwei Mechanismen
aktivieren. Die Aktivierung von Onkogenen im PI3K-AKT-mTOR- oder MEK-ERK-
Signalweg fiihrt zu einer verstarkten Synthese von HIF-1a, unabhéngig von einer Stimulation
durch Wachstumsfaktoren. Dagegen fiihrt die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie
p53 oder VHL zu einer Stabilisierung von HIF-la durch einen verminderten Abbau,
unabhingig vom Sauerstoffstatus. Zudem wird eine autokrine Riickkopplung von
Wachstumsfaktoren, wie EGF (engl.: epithelial growth factor), FGF2 (engl.: fibroblast growth
factor) und IGF (engl.: insulin-like growth factor) ausgelost. HIF-la aktiviert diese
Wachstumsfaktoren als Zielgene, was wiederum zu einer verstirkten Synthese von HIF-1a

fiihrt (positive Riickkopplung) (Semenza, 2003).

1.3.3 Die Funktionen von HIF-1oa in Krebszellen

Die Karzinogenese besteht aus einer Reihe von Verdnderungen der Physiologie einer Zelle,
die zur bosartigen Transformation beitragen. HIF-Proteine spielen bei einigen dieser Schritte,

wie Angiogenese, Metabolismus, Metastasierung und Differenzierung eine wichtige Rolle.

Die Tumorangiogenese, die Vaskularisierung des Tumorgewebes, ist enorm wichtig bei der
Tumorentwicklung, da die Versorgung mit Sauerstoff und Néahrstoffen bei einem Zell-
Blutgefa3 Abstand von mehr als 100 um limitiert ist. Die Fahigkeit der Krebszellen zur
Angiogenesestimulation, auch angiogenic switch genannt, ist eine der wichtigsten Funktionen
von HIF, welches die Expression von VEGF induziert. Im Metabolismus von Tumorzellen hat

man bereits vor tiber 80 Jahren beobachtet, dass die Energieversorgung von der oxidativen
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Respiration zur Glykolyse wechselt. Dieser Vorgang, besser bekannt als der Warburg-Effekt,
beschreibt die verminderte Aktivitdit der Atmungskette und verstirkte Glykolyse bei
Tumorzellen, der auftritt obwohl keine Mangelversorgung mit Sauerstoff besteht (Warburg et
al., 1927; Koppenol et al., 2011). HIF-1 reguliert die Expression einiger Gene, die am
Glukosestoffwechsel beteiligt sind. Hierzu gehdren Glukosetransporter (Glut-1 und -3),
Enzyme der Glykolyse (Hexokinase, Phosphofruktokinase, Enolase u.a.), des Laktat-
(Laktatdehodrogenase) und Pyruvatmetabolismus (Adenylatkinase). Durch die verstirkte
Glykolyse entsteht eine Ubersiuerung des umgebenden Gewebes, weshalb HIF auch die
Expression von Protonentauschern (NHE1) und Monocarboxyltransportern (MCT4) erhoht

um das pH Milieu zu halten.

Auch die Ausbildung von Metastasen stellt einen wichtigen Schritt in der Pathogenese von
Tumoren dar und ist letzten Endes ein Hauptgrund der Todesfille durch Krebs. Es handelt
sich um einen Vorgang, der in mehreren Schritten ablduft. Zunichst ist invasives Wachstum
von Tumorzellen in angrenzende Gewebe eine Voraussetzung, dann miissen die
Epithelschranken von Blutgefdfen beim Eintritt und Wiederaustritt iiberwunden werden und
schlieBlich die Proliferation am Ort der Metastasierung wieder beginnen. HIF-1 aktiviert
Gene, welche an allen diesen Schritten beteiligt sind. Hierzu gehoren unter anderem
E-Cadherin, MMP-2 (Metalloproteinase 2), LOX (engl.: lysyl oxidase), CXCR4 (Chemokin
Rezeptor 4) und SDF-1 (engl.: stromal-derived factor 1). Der Status der Differenzierung von
Tumorzellen kann als weiteres Merkmal der Aggressivitit dienen. Ein moglichst
undifferenzierter, Stammzell-dhnlicher Status, wird von Tumorzellen bevorzugt. Hypoxie
unterstiitzt die Dedifferenzierung von Tumorzellen iiber Beeinflussung des Notch-Signalwegs
und die Induktion von Oct4. Oct4 ist ein Stammzellmarker, der als Transkriptionsfaktor
wichtig fiir die Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung eines Stammzell-Phinotyps ist
(Rankin et al., 2008).

1.3.4 HIF-1a und Apoptose

Die Krebsentwicklung beruht auf einer wiederholten Selektion von Zellen mit bestimmten
Mutationen, die einen Vorteil gegeniiber Proliferation und dem Uberleben der Zellen mit sich
bringen. Diese Mutationen beeinflussen direkt oder indirekt die Signalwege der Apoptose. So
fiihren Mutationen zur Aktivierung von Onkogenen und Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen, die beispielsweise die Expression von HIF-1a erhéhen, was das

Uberleben der Zelle fordert und zu ihrer Selektion fiihrt. In solchen Zellen kommt es hiufig
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zu zusitzlichen Mutationen, die p53 inaktivieren oder anti-apoptotische Bcl-2 Proteine

aktivieren (Graeber et al., 1996; Semenza, 2003).

In einer Studie an Ovarialkarzinomen korrelierte die Expression von HIF-lo mit einer
Erhohung der Apoptose und groBeren Uberlebenschancen der Patienten. In diesem Fall
fiihrten Mutationen, die zusidtzlich p53 inaktivieren, zur Proliferation apoptoseresistenter
Klone und der Ausbildung maligner Tumore. Tumore, die neben der Uberexpression von
HIF-1a, p53 Mutationen aufweisen, korrelieren in besagter Studie mit erhdhter
Apoptoseresistenz und einer vergleichsweise schlechteren Prognose (Birner et al., 2001). Im
Falle von Kolonkarzinomen konnte andererseits ein reziproker Zusammenhang zwischen
HIF-1oo und Apoptoseresistenz beobachtet werden. In hypoxischen Kolonkarzinom-
Zelllinien, sowie in einem Xenograft-Modell konnte eine stark verminderte Expression des
pro-apoptotischen BH3-only Proteins Bid nachgewiesen werden. HIF-1a bindet als Repressor
an den Bid Promotor und inhibiert die Transkription des Gens. Die verminderte Expression
von Bid trigt wiederum zur Resistenz gegen Chemotherapeutika wie Etoposid bei. Eine
forcierte Expression von Bid konnte diese Zellen zudem wieder fiir Apoptose sensibilisieren
(Erler et al., 2004). In einer weiteren Studie konnte dieser Zusammenhang auch in 39
primdren, humanen Adenokarzinomen nachgewiesen werden. In hypoxischen Tumorarealen
mit hoher HIF-1o. Expression ist die Expression des pro-apoptotischen Proteins Bid stark
vermindert (Seenath et al., 2008). Auch im Falle von frithen Formen des Brustkrebs konnte
eine Verbindung zwischen einer erhohten HIF-1 Expression und verminderter Anoikis, einer
Apoptoseart von Zellen, die den Kontakt zur extrazelluliren Matrix verloren haben,
nachgewiesen werden. Charakterisiert werden diese frithen Formen durch ein mit Zellen
gefiilltes Lumen der Milchginge und hypoxischen Markern, wie HIF-1. Hier ist es das
BH3-only Protein Bim, das durch HIF-1 inhibiert wird und so ein Auslosen von Anoikis
verhindert. Folge ist eine gestorte Struktur des Brustgewebes, da Anoikis wihrend der
Formation des Lumens der Milchginge eine bedeutende Rolle spielt (Whelan et al., 2010;
Whelan et al., 2011).

Diese Beobachtungen zeigen, dass die Uberexpression von HIF-lo. je nach Gewebe
verschiedene Zielgene aktivieren und zu unterschiedlichen Konsequenzen fiihren kann. Die
Notwendigkeit passende Modellsysteme in der Tumorbiologie von HIF-1a zu etablieren, wird

damit besonders deutlich. Bedenkt man zudem die Bedeutung der BH3-only Proteine bei der
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Chemotherapie-induzierten Apoptose, werden auch die Moglichkeiten von HIF-1a-

gerichteten Therapieansétzen deutlich.

1.3.5 Therapieansitze bei HIF-1-Uberexpression

Die Inhibition von HIF-1 besitzt aufgrund der Bedeutung von HIF-1 bei der Krebsentstehung
und der Ausbildung von Chemoresistenzen durch die Inhibition von Apoptose, grofies
Potential. Die Mechanismen der Resistenz gegen verschiedene Therapieansitze sind vielfaltig
(Wilson et al., 2011). Bei der Entwicklung von Inhibitoren des Hypoxie-Signalwegs konnen

zwei grundsitzliche Strategien unterschieden werden.

Eine Strategie verfolgt die Entwicklung von Pro-Pharmaka (engl.: prodrugs), die erst unter
hypoxischen Bedingungen durch eine Enzym-abhingige Reduktion aktiviert werden. Diese
Substanzen konnen chemisch sehr unterschiedlich sein und reagieren entweder bereits bei
moderaten (z.B. Tirapazmine), oder erst bei ausgepragten Hypoxiewerten (z.B. PR-104). Die
zweite Strategie setzt auf niedermolekulare Inhibitoren (engl.: small molecule inhibitors)
gegen Proteine, die bei HIF-1-exprimierenden Zellen als charakteristische Zielgene auftreten.
Hierbei spielt die Inhibition der HIF-1 Transkriptionsfaktoren selbst (z.B. EZN-2968,
Topotecan, PX-478), ihrer Transkriptionsaktivitit (z.B. Chetomin, Echinomycin) und des
mTOR-Signalwegs (z.B. Rapamycin) eine wichtige Rolle. Einige dieser Substanzen wurden
hierbei von anderen Anwendungsgebieten zweckentfremdet und sind daher in ihrer
Selektivitit eingeschrinkt. Dies kann einerseits zu Toxizitdt im Normalgewebe fiihren,
andererseits aber auch ein Vorteil sein, da zusitzliche, fir die Tumorgenese wichtige,
Signalwege inhibiert werden. Auch kann die Kombination mit herkémmlichen
Chemotherapeutika zu tiberlappender Toxizitdt fiihren, was Dosisanpassungen notwendig

macht.

1.3.6 Der p300-Inhibitor Chetomin

Der Inhibitor Chetomin wurde anhand eines Screens, der nach Inhibitoren der Interaktion von
HIF-1 und dem Kofaktor p300 suchte, identifiziert. Es handelt sich um ein Mykotoxin, das
aus Chaetomium cochliodes isoliert wurde. Chetomin bindet an die CH1 Bindestelle im p300
Protein, die neben anderen Transkriptionsfaktoren, wie p65, auch HIF-1a bindet.
Mechanistisch wird dabei ein Zink-lon der CH1-Bindestelle durch Chetomin komplexiert,

was eine Bindung von HIF-1o und HIF-2a an die CHI1-Doméne verhindert (Cook et al.,
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2009). Ohne die Interaktion dieser beiden Proteine kann HIF-loo nicht als
Transkriptionsfaktor agieren. Neben einer Inhibition der HIF-1a abhingigen Transkription,
hemmt Chetomin das Tumorwachstum in Xenograft-Modellen mit HCT116- und PC3-Zellen
(Kung et al., 2004). Zumindest zum Teil scheint sich dieser Effekt von Chetomin auf die
HIF-1-abhingige Transkription zu beschrianken, da die Expression eines p300 unabhéingigen
HIF-1ow Proteins das Tumorwachstum grof3tenteils wiederherstellt (Kung et al., 2000).
Inwieweit Chetomin spezifisch fiir eine Inhibition der HIF-1-abhdngigen Transkription ist,
bleibt noch zu kldren. Neben weiteren wichtigen Transkriptionsfaktoren bindet auch die
NF-kB-Untereinheit p65 an die CH1 Doméne von p300. Durch Chetomin konnte daher auch
die p65-abhingige Transkription inhibiert werden, was ebenfalls zu einem verminderten

Tumorwachstum beitragen konnte (Cook et al., 2009).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

In bisherigen Untersuchungen konnte unsere, sowie andere Forschungsgruppen zeigen, dass
HTLV-I1-infizierte Zellen anti-apoptotische Proteine wie Bcl-xp (Tsukahara et al., 1999),
Mcl-1 (Swaims et al., 2010), Bcl-2 (Nicot et al., 1997) und c-Flip (Krueger et al., 2006;
Okamoto et al., 2006) iiberexprimieren. Dies trdgt zur Resistenz gegen Rezeptor- und
Mitochondrien-induzierte Apoptose bei. Zudem haben wir eine starke Verminderung der pro-
apoptotischen BH3-only Proteine Bid und Bim in HTLV-I-infizierten Zelllinien beobachtet
(Krueger et al., 2006). Bid ist bedeutend bei der Amplifikation des Apoptosesignals vom
Rezeptor zum Mitochondrium, spielt aber auch wie Bim bei der intrinsischen

Apoptoseinduktion eine wichtige Rolle (Letai, 2008).

Ziel dieser Studie war es, der Rolle der verminderten Expression der pro-apoptotischen
BH3-only Proteine Bid und Bim in HTLV-1-infizierten Zellen nachzugehen. Niher betrachtet
wurde ihre Bedeutung bei der Sensitivitit und Resistenz gegen Apoptose, sowie der

Mechanismus der verminderten Expression dieser Proteine.

Durch ein besseres Verstidndnis der molekularen Mechanismen, die HTLV-1-infizierte Zellen
nutzen zur Vermeidung der Eliminierung durch Apoptose, konnten nicht nur allgemeine
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Apoptoseresistenz, sondern auch Beitrage zur Entwicklung
zukiinftiger Therapieansitze gewonnen werden. Diese Untersuchung konnte neue

Erkenntnisse  effizienterer =~ Behandlungsstrategien = fiir ~ ATL-Patienten  liefern.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Fluka (Neu-Ulm),

Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Miinchen) und Roth (Karlsruhe)

bezogen.

2.2 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
96-well Platte fiir qRT-PCR
Abdichtungsfolie

Kryogefilie

Nitrocellulose Membrane Hybond™-ECL™
Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (1,5, 2,0 ml)
Reaktionsgefale (15, 50 ml)

Serologische Pipetten

Sterilfilter (0,44 pm)

Whatman Blotpapier

Zellkulturflaschen und -platten

2.3 Gewerblich erhaltliche Kits

Kit
Cell Line Nucleofector® Kit V

NE-PER“Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagents

Qiagen® Plasmid Maxi Kit
Qiagen® RNeasy Mini Kit

qPCR Kit fiir SYBR Green
qPCR Kit flir Tagman

Firma
Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Techno Plastic Products, Trasadingen,
Schweiz

Amersham, Little Chalfon, UK

StarLab, Ahrensburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Techno Plastic Products, Trasadingen,
Schweiz

Firma
Lonza, Ko6ln, Deutschland
Thermo Scientific, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Eurogentec, K6ln, Deutschland

Eurogentec, K6ln, Deutschland
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RT PCR Kit

2.4 Reagenzien

Reagenzien

4-HT (4-Hydroxytamoxifen)
anti-APO-1

Bovine serum albumin (BSA)
Chetomin

Complete protease inhibitor cocktail

Cycloheximid

Doxorubicin

Etoposid

Gel Loading Dye Orange (6x)

GeneRuler™ (1000bp DNA Ladder)
Lipofectamine™ 2000 reagent
MG-132

NAI (NF-kB Activation Inhibitor)
PEI (Polyethylenimin, branched)
Propidiumiodid

Protein A-sepharose beads

Protein Standard (Molekulare Masse)

Roti®-Quant Bradford Reagenz
SuperKiller-TRAIL
Western Lightning™ Plus-ECL
B-Mercaptoethanol
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Applied Biosystems, Carlsbad,
USA

Firma

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
(Trauth et al. 1998)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland

Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Chem Service, West Chester, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland
Amersham, Little Chalfont, UK

Neolab, Heidelberg, Deutschland
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2.5 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt (ddH,0).

Puffer Zusammensetzung

Blocking Losung 5% (w/v) BSA in PBS-T

(Western Blot)

HBS (10x) (pH 6,5) 1,4 M NacCl, 100 mM KCI, 500 mM HEPES, 20 mM Na,HPOy,,
22,2 mM Glukose

KCM Puffer (5x) 500 mM KCl, 150 mM CacCl,, 250 mM MgCl,

Lysepuffer 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 120 mM NaCl,

1 % (v/v) NP-40, 5 mM DTT, 25 mM NaF, 200 uM
Natrium orthovanadate, 1 mM PMSF, 1 complete protease
inhibitor cocktail Tablette/50 ml

Nicoletti Lysepuffer 0,1 % (w/v) Natriumcitrate, 1 % Triton X-100, 50 pg/ml

Propidiumiodid
PBS (pH 7,4) 137 mM NacCl, 8,1 mM Na,HPOy, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PO,
PBS-T PBS, 0,05 % (v/v) Tween-20
Reduzierender SDS 100 mM Tris (pH 6,8), 50 % (v/v) Glycerol, 10 % (w/v) SDS, 15
Probenpuffer (5x) % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,25 mg/ml Bromophenol blau

SDS Sammelgelpuffer =~ 24 mM Tris-HCI (pH 6,8), 5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid
37,5:1, 0,1 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) APS, 0,1 % (w/v) TEMED

SDS Trenngelpuffer 37,5 mM Tris-HCI (pH 8,8), 7,5-13 % (w/v)
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1, 0,1 % (w/v) SDS, 0,03 % (w/v)
APS, 0,1 % (w/v) TEMED

SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris, 0,19 M Glycine, 1 % (w/v) SDS

TAE 40 mM Tris-HCI, 20 mM Essigsdure, ImM EDTA (pH 8,3)
Western Blot 25 mM Tris, 0,19 M Glycin, 20 % (v/v) Methanol, 0,037 % (w/v)
Transferpuffer SDS

2.6 Zellkulturmedien

2.6.1 Bakterienkultur

Das E. coli (Escherichia coli) Medium wurde autoklaviert und bei 4 °C gelagert. Losungen
wurden bei 125 °C fiir 30 Minuten autoklaviert. Fiir Plasmidisolierungen wurden dem

LB-Medium und LB-Agarplatten 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt.
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Medium Zusammensetzung
LB-Medium 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, pH 7.4, auf 1 1 ddH,O
LM-Agar 20 g Agar pro 1 | LB-Medium

2.6.2 Eukaryotische Zellkultur

Sofern nicht anders angegeben, wurde den Zellkulturmedien 10 % Hitze-inaktiviertes FCS
(engl.: fetal calf serum, fotales Kélberserum) und 0,5 % Penicillin/Streptomycin zugesetzt.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Medium Firma

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
(DMEM)

Fotales Kdlberserum, Fetal calf serum (FCS)  Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
IL-2 (50 U/ml) eigene Gewinnung aus Hybridomzellen
Opti-MEM®I + GlutaMax™ | Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
1640 medium

Trypsin-EDTA Gibco BRL, Karlsruhe, Deutschland

2.7 Biologisches Material

2.7.1 Bakterien

Fiir die Plasmidvervielfaltigung wurde der E. coli Bakterienstamm DHS5a verwendet.

Bakterienstamm Firma

DHS5a Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
2.7.2 Eukaryotische Zelllinien

Zur Kultivierung der HTLV-1-infizierten Zelllinie SP wurden dem RPMI-Medium 50 U/ml
IL-2 zugesetzt.

Zelllinie Beschreibung Medium
293T Humane embryonale Nieren-Zelllinie (Sena-Esteves et al., DMEM
1999)
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HeLa CD95 Humane Zervixkarzinom-Zelllinie mit CD95-Konstrukt DMEM
transfiziert (Scherer et al., 1953)

Jurkat 16/Jurkat Humane akute T-lymphoblastische Leukdmie-Zelllinie (Weiss ~ RPMI
E6.1 etal., 1984)

Molt-4 Humane akute T-lymphoblastische Leukdmie-Zelllinie RPMI
(Minowada et al., 1972)

DND-41 Humane akute T-lymphoblastische Leukdmie-Zelllinie (Seon e¢ RPMI
al., 1984)

CEM Humane akute T-lymphoblastische Leukdmie-Zelllinie RPMI
(Kapoor et al., 1995)

MT-2 HTLV-1 transformierte humane T-Zell Leukdmie-Zelllinie RPMI
(Harada et al., 1985)

MT-4 HTLV-1 transformierte humane T-Zell Leukdmie-Zelllinie RPMI
(Pauwels et al., 1987)

Hut-102 Humane adulte T-Zell Leukdmie-Zelllinie (Poiesz et al., 1980) RPMI

SP Humane adulte T-Zell Leukédmie-Zelllinie (Rowe et al., 1995) RPMI

2.8 Molekularbiologisches Material

2.8.1 siRNAs

Die siRNA Oligos wurden in RNAse-freiem Wasser mit einer Endkonzentration von 20 uM

gelost und bei -20 °C gelagert.

siRNA Zielgen Firma

siBid #1 Bid Qiagen, Hilden, Deutschland
siBid #2 Bid Qiagen, Hilden, Deutschland
siHIF-1a HIF-1a Qiagen, Hilden, Deutschland
scr siRNA All Stars Negative Control Qiagen, Hilden, Deutschland
2.8.2 Primer

Wenn nicht gesondert angegeben, wurden alle Primer und Sonden in ddH,O mit einer
Konzentration von 100 uM geldst und bei -20 °C gelagert. Die TagMan Sonden sind am
5’-Ende mit FAM und am 3’-Ende mit TAMRA Fluorenszenz-markiert. Die Bim Primer

wurden in einer Konzentration von je 10 uM gelost.
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Quantitative RT-PCR

Gen/Methode Primer/Sonde Sequenz (5°2>3°) Firma
Bid/TagMan Vorwirts TGAGGTCAACAACGGTTCCA Sigma-Aldrich,
Riickwirts GGAAGCCAAACACCAGTAGG Miinchen,
Sonde CCTCAGGGATGAGTGCA Deutschland
Bim/SYBR RT? gPCR Primer Assay (200) Qiagen, Hilden,
Green Deutschland
18S Vorwirts GTGACGGAGAATTAGGGTTCGA Sigma-Aldrich,
rRNA/TagMan  Riickwirts CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA Miinchen,
Sonde CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG Deutschland
GAPDH/SYBR Vorwirts ACCACAGTCCATGCCATCAC Sigma-Aldrich,
Green Riickwirts TCCACCACCCTGTTGCTGTA Miinchen,
Deutschland
Semiquantitative PCR
Gen Primer/Probe Sequenz (5°=>3°) Firma
Bid Vorwirts TGAGGTCAACAACGGTTCCA Sigma-
Riickwirts GGAAGCCAAACACCAGTAGG Aldrich,
Miinchen,
Deutschland
Bim Vorwirts RT? gPCR Primer Assay (200) Qiagen,
Rickwarts Hilden,
Deutschland
Aktin Vorwirts TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA Sigma-
Riickwirts CTAGAAGGATTTGCGGTGGACGATGGA Aldrich,
Miinchen,
Deutschland
2.8.3 Plasmide
Plasmid Beschreibung Firma/Referenz
pEx-Bid Eukaryotischer Thermo Scientific
Expressionsvektor (MHS1010-7508449)
pEx-Tax Eukaryotischer (Chlichlia et al., 1995)
Expressionsvektor
p4xLuc-NFxB Luciferase Reporterkonstrukt ~ Clontech, Palo Alto, USA
CMV Leervektor
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2.8.4 Primirantikorper

Die Primérantikorper wurden fiir den Western Blot in PBS-T mit 1,25 % (w/v) BSA und
0,01 % NaNj; gelost.

Antigen
Aktin
APO-1/CD95
Bad
Bak
Bax
Bcl-2
Bcel-xLL
Bid
Bim
c-FLIP (NF6)
DR5
ERK1
HIF-1a
HIF-1p3
Mcl-1
Mcl-1
p21

p27

pS3
Puma
Tax
Tubulin
XIAP
YY1

Isotyp

Maus, 1gG1

Maus, IgG3
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Maus, IgG1
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Maus, IgG1
Kaninchen, polyklonal
Maus, IgG1
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Maus, IgG1
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Ziege, polyklonal
Kaninchen, polyklonal
Maus, IgG2a

Maus, 1gG1
Kaninchen, polyklonal
Maus, 1gG1

Firma/Referenz

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
(Trauth et al., 1989)

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
(Scaffidi et al., 1999)

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Hybridoma (NIH Cat. No. 1312)
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
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2.8.5 Sekundirantikorper

Die HRP-konjugierten (engl.: horseradish peroxidase) Sekundirantikérper wurden 1:10000 in

PBS-T mit 5% (w/v) Milchpulver verdiinnt.

Spezifitit Isotyp

Ziege 1gG Esel, polyklonal
Kaninchen IgG Ziege, polyklonal
Ratte IgG Ziege, polyklonal
Maus IgGl1 Ziege, polyklonal
Maus IgG2a Ziege, polyklonal
Maus IgG2b Ziege, polyklonal
Maus IgG3 Ziege, polyklonal
2.8.9 Gerite

Ger:iit

7500 Real-Time PCR System
Amaxa Nucleofector [

Analyse- und Prazisionswaage
Bakterienkultur Inkubator/Schiittler

Chemilumineszenz Detektor Chemi-Smart
5100

FACS Canto II
Gefrierschrinke:

- -20°C

- -80°C
GFL analog orbital-rocking Schiittler
Heizblock, Thermostat 5320
Magnetriihrer
Mikroskop Axiovert 25
Mikrowellengerét
Mini Protean I SDS-PAGE Apparatur
NanoDrop
Neubauer Zihlkammer

pH-Meter Calimatic
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Firma

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Southern Biotech, Birmingham, USA
Southern Biotech, Birmingham, USA
Southern Biotech, Birmingham, USA
Southern Biotech, Birmingham, USA

Hersteller

Applied Biosystems, Carlsbad, USA
Lonza, K6ln, Deutschland

Mettler-Toledo, Giessen, Deutschland
HAT Infors, Bottmingen, Schweiz

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Liebherr, Leimen, Deutschland
ThermoLife Science, Egelsbach, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Medion AG, Essen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Peqlab, Erlangen, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

LHD Labortechnik, Berlin, Deutschland



Material

pH-Meter WTW

Semi-dry oder wet Blot System
Spektrophotometer BioPhotometer
Sterile Zellkultur HeraSafe
Thermocycler PTC-200 DNA engine
Thermomixer compact

Tomtec multiple automated harvester
Vortex Mixer REAXIR

Wasserbad

Zellkultur Inkubator Stericult

Zentrifugen:
- Biofuge Fresco 17
- Biofuge Pico
- Multifuge 3SR+
- Sorvall Evolution RC

Elektrophoresekammer (Agarosegel)

2.8.10 Software

Software

Bio-1D

Chemi-Capt

FACS DIVA

FlowJo

NanoDrop 1000 V3.7.1
7500 Software version 2.0.3

WTW, Wellheim, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

MJ Research, Watertown, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, USA

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland
Koéttermann, Uetze/Hénigsen, Deutschland

ThermoFisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

ThermoFisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland

ThermoFisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland

LabNet, Ried im Innkreis, Osterreich

Company

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
TreeStar, Ashland, USA

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Applied Biosystems, Carlsbad, USA
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Allgemeine Zellkulturbedingungen

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert.
Das fiir Medien verwendete FCS wurde bei 56 °C fiir 30 Minuten Hitze-inaktiviert. Wenn
nicht anders angegeben enthielten alle Zellkulturmedien 10 % (v/v) FCS, 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugieren bei 500 g fiir
5 Minuten bei 4 °C. Die Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen (laminar flow hood)

durchgefiihrt.

Kultivierung adhérenter Zelllinien

Die adhdrent wachsenden Zelllinien HeLa-CD95 und 293T wurden in DMEM Medium
kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen in einem Verhéltnis von 1:5-1:10
verdiinnt und auf neuen Zellkulturplatten ausgesdt. Der Zellrasen wurde hierfiir mit PBS
(Phasphate buffered saline) gewaschen, mit Trypsin-EDTA abgel6st und in frischem Medium

aufgenommen.

Kultivierung von Suspensionszellen

Die Zelllinien Jurkat, ERtax, ERAtax, CEM, Molt-4, DND-41, MT-2, MT-4, Hut-102 und SP
wurden als Suspensionskultur in RPMI Medium kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde das Medium

erneuert und die Zellen auf eine Dichte von 2,5x10° Zellen/ml eingestellt.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach Abzentrifugieren der Zellen wurden sie in Einfriermedium (20 % (v/v) FCS und 10 %
(v/v) DMSO (Dimethylsulfoxid)) aufgenommen und in Kryogeféf3e iiberfiihrt. Die Zelldichte
wurde hierbei auf 1x10” Zellen/ml eingestellt. Die Lagerung erfolgte sofort bei -80 °C
(Langzeitlagerung bei -196 °C im Stickstofftank).
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Das Auftauen der Zellen erfolgte bei 37 °C. Die aufgetauten Zellen wurden in 10 ml
vorgewdrmtem Zellkulturmedium gewaschen, um das DMSO zu verdiinnen und dann in

einem angemessenen Volumen frischem Medium kultiviert.

3.1.3 Messung der Apoptoserate

Die Apoptoserate wurde anhand der DNA-Fragmentierung nach Nicoletti bestimmt (Nicoletti
et al., 1991). Die behandelten Zellen wurden durch Zentrifugierung geerntet und in PBS
gewaschen. Die Lyse der Zellen erfolgte bei 4 °C fiir 1 h im Dunkeln in 200 pl eines
hypotonischen Puffers, der Propidiumiodid enthielt (Nicoletti Lysepuffer). Die durch
Propidiumiodid gefarbten DNA-Fragmente wurden im Durchflusszytometer quantifiziert. Die

Berechnung der spezifischen Apoptose erfolgte nach folgender Formel:

Experimentelle Apoptose (%) — spontane Apoptose (%)
Spezifische Apoptose (%) = x 100
100 — spontane Apoptose (%)

3.1.4 Transfektion

Transfektion adhéirenter Zelllinien mit Plasmiden oder siRNA

Die Transfektion humaner, adhédrenter Zelllinien mit Plasmid-DNA wurde mit
Lipofectamine™2000 (Invitrogen) oder Polyethylenimin (PEI) nach den Angaben des
Herstellers  durchgefiihrt. Die Transfektion von siRNA  Oligos erfolgte mit
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers zur Transfektion von

RNA.

Fiir die Transfektion von Plasmiden wurden die Zellen in DMEM ohne Antibiotika bis zu
einer Konfluenz von 50-70 % in 10 cm Zellkulturschalen kultiviert. 8 pg Plasmid und 24 pl
Lipofectamine ™2000/PEI wurden in je 500 pl Opti-MEM® I (Gibco) Medium verdiinnt und

5 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend wurden Plasmid-DNA und
Lipofectamine”2000/PEI gemischt und weitere 20 Minuten bei RT inkubiert. Nach
vorsichtigem Mischen wurden die DNA-Lipofektamin/PEI Komplexe tropfenweise zu den
Zellen gegeben. Nach 6-8 h wurde das Medium erneuert, um toxische Effekte des

63



Methoden

Transfektionsreagenz zu vermindern. Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe eines GFP-

Expressionsplasmids (green fluorescent protein) am Fluoreszenzmikroskop bestimmit.

Fiir die Transfektion von siRNA wurden die Zellen auf 6-well Platten ausgesit und bis zu
einer Konfluenz von 50-70 % in DMEM ohne Antibiotika kultiviert. 100 pmol siRNA und
5l Lipofectamine™2000 wurden in je 250 pl Opti-MEM® I Medium verdiinnt und

5 Minuten bei RT inkubiert. Nach Mischen und weiteren 20 Minuten Inkubation bei RT

wurden die Komplexe tropfenweise zu den Zellen gegeben und 24-72 h inkubiert.

Nukleofektion und RNA-Interferenz

Die Transfektion von Suspensionszellen sowohl mit Plasmiden als auch von siRNA erfolgte

durch Nukleofektion mit einem Cell line Nucleofector® Kit V (Lonza) nach den Angaben des

Herstellers. 2x10° Zellen wurden in 200 pl Nukleofektionslosung resuspendiert, die 2 pM
siRNA enthielt. Die Nukleofektion wurde mit dem Programm X-01 durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen in Antibiotika-freiem Medium 24-72 h kultiviert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Herstellung KCM-kompetenter Bakterien

Fir die Herstellung kompetenter E. coli Bakterien wurden 100 ml LB-Medium (ohne
Antibiotika) mit 1 ml einer iiber Nacht Kultur angeimpft. Die Bakterien wurden bei 37 °C auf
einem Rotationsschiittler bis zu einer Dichte von 0,5-0,6 ODgoo kultiviert. Anschlie3end
wurde die Bakteriensuspension 10 Minuten auf Eis inkubiert und bei 1500 g bei 4 °C fiir
15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Bakterien in 7,5 ml TSB-
Losung resuspendiert. Nach 1 Stunde Inkubation auf Eis wurden die Bakterien in 100 pl
Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

3.2.2 Transformation KCM-kompetenter Bakterien

Fiir die Transformation KCM-kompetenter E. coli Bakterien wurden Bakterien-Aliquots auf
Eis aufgetaut. 500 ng Plasmid-DNA wurde in 100 pl 1x KCM-Puffer verdiinnt und zu der
aufgetauten Bakteriensuspension gegeben. Die Suspension wurde 20 Minuten auf Eis, gefolgt

von 10 Minuten bei RT, inkubiert. Fiir eine Vorkultur wurden die transformierten Bakterien
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in 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika bei 37 °C fiir 1 Stunde auf einem Heizschiittler
inkubiert. Nach abzentrifugieren der Bakterien bei 2000 g und Resuspension in 100 pl
LB-Medium wurden die transformierten Bakterien auf LB-Agarplatten (die das entsprechende

Selektionsantibiotikum enthielten) ausplattiert und {iber Nacht bei 37 °C kultiviert.

3.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Mallstab wurden transformierte Bakterien in
5 ml LB-Medium, welches 100 pg/ml Selektionsantibiotikum enthélt, bei 37 °C fiir 6 h in
einem Bakterienschiittler inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 400 ml LB-Medium
(enthielt 100 pg/ml Selektionsantibiotikum) angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im
Bakterienschiittler inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte nach den Angaben des

Herstellers mit einem Qiagen® Plasmid Maxi Kit.

3.3.3 Photometrische Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm
mit einem NanoDrop Spektrophotometer (Peqlab) bestimmt. Die Reinheit der DNA- und
RNA-Proben wurde iiber das Verhéltnis des 260/280 Spektrums bestimmt und sollte bei
reiner DNA bei 1,8 und bei reiner RNA bei 1,9-2,1 liegen.

3.3.4 RNA-Isolierung

Fiir die Isolierung zellulirer RNA wurden 5x10° Zellen pelletiert und in 350 pl RLT
Lysepuffer, der p-Mercaptoethanol enthilt, resuspendiert. Durch mehrmaliges Aufziehen
durch eine Kaniile wurden die Zellen lysiert. Die RNA-Isolierung wurde mit einem RNeasy
Mini Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Eluiert wurde die RNA
mit RNAse-freiem Wasser und die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.3.5 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Um zellulire RNA durch eine reverse Transkription in komplementire DNA (cDNA)
umzuschreiben, wurde ein GeneAmp® RNA PCR Core Kit (Applied Biosystems) verwendet.
Die Zusammensetzung der reversen Transkription mit einem Volumen von 20 pl ist unten

angegeben.
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Reagenz Volumen

25 mM MgCl, 4 ul

10x PCR Puffer 2ul

dNTPs Mix (10 mM jedes) 2 ul

20 U/pul RNase Inhibitor 1 ul

50 uM zufillige Hexamer-Primer 1 pl

RNA 1 pgin 9 pl ddH,O

Der erste Schritt, eine Inkubation bei 65 °C fiir 3 Minuten, dient der Dehnung der RNA, um
Sekundarstrukturen aufzulésen und eine Anlagerung der zufdlligen Hexamer-Primer zu
erleichtern. Nach einer Kiihlung fiir 5 Minuten auf Eis, wurde 1 pul MulLV reverse
Transkriptase (50 U/ul) zugesetzt. Die reverse Transkription in cDNA erfolgte bei 42 °C fiir
45 Minuten, gefolgt von 5 Minuten bei 95 °C um die Reaktion abzustoppen. Gelagert wurde

die cDNA bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung zur Bestimmung von Genexpressionen.

3.3.6 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der selektiven Vervielfdltigung definierter
Nukleinsdureabschnitte. Dabei schaffen zyklische Temperaturverdnderungen optimale
Bedingungen fiir die verschiedenen Reaktionen einer PCR. Zunéchst hybridisierten
spezifische Oligonukleotide (Primer) mit der hitzedenaturierten, einzelstringigen DNA zu
einem doppelstringigen Startpunkt fiir die DNA-Polymerasen. Die DNA-Polymerase
synthetisierte dann, mit Hilfe einzelner Nukleotide, Doppelstrang-DNA aus den Einzelstrang
DNA-Vorlagen. Durch einen Hitzeschritt wurden diese DNA-Doppelstrange wieder getrennt,
sodass im ndchsten Zyklus die Vervielfiltigung der DNA durch erneute Anlagerung der
Primer fortgefithrt werden konnte. Bei jedem Zyklus wurde die Zahl der zur Verfiigung

stehenden Vorlagen also verdoppelt. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Reagenz Volumen
10x PCR-Puffer Sul
Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs) (je 10 mM) 1 pl
Vorwirts Primer (200 pmol) 1 ul
Riickwérts Primer (200 pmol) 1 pul
Template cDNA 20 ng
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Taq DNA-Polymerase 1 ul
H,O ad 50 pl

3.3.7 Agarose Gelelektrophorese

Die durch PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden im analytischen Agarosegel (1,5 %
Agarose, 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in TAE-Puffer) mittels Elektrophorese ihrer Grofle
entsprechend aufgetrennt. Die Proben wurden mit DNA-Probenpuffer gemischt, in die
Geltaschen pipettiert und 20 bis 60 Minuten bei 100 V aufgetrennt. Zur Kalibrierung des Gels
wurde neben den zu untersuchenden Proben ein DNA-Molekulargewichtsmarker mit

definiertem Fragmentgemisch aufgetragen.

Zur Detektion der aufgetrennten DNA-Banden wurde UV-Bestrahlung (A = 254 nm)
verwendet, die das im Gel enthaltene und in die DNA interkalierte Ethidiumbromid zur

Fluoreszenz anregte.

3.3.8 Quantitative real-time PCR (RT-PCR)

Ahnlich der konventionellen PCR, ermdglicht die quantitative real-time PCR (QRT-PCR) die
Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Die Detektion der vervielfdltigten Fragmente
erfolgte allerdings bereits wihrend der Synthese. Dies geschah durch fluoreszierende
Molekiile, die in die DNA interkalierten, was eine absolute oder relative Quantifizierung der
amplifizierten DNA ermoglichte. Fiir die qRT-PCR wurden zwei Fluoreszenzmethoden
verwendet, Tagman und SYBR Green. Die Tagman Methode verwendet zusitzlich zu
vorwérts und riickwiérts Primern eine fluoreszenzmarkierte Sonde. Diese Sonde bestand aus
einem sequenzspezifischem Oligonukleotid, das am 5’-Ende kovalent mit einem
Fluoreszenzreporter-Farbstoff und am 3’-Ende mit einem Quencher markiert war. Solange die
Probe intakt ist, wird der Fluoreszenzfarbstoff gequencht. Wahrend der PCR hybridisierte die
Sonde mit der amplifizierten DNA-Sequenz und die 5’23’ Exonuklease der Thermus
aquaticus (Taq) DNA-Polymerase spaltete hydrolytisch die Sonde. Als Resultat wurde das
Fluorophor freigesetzt und als Fluoreszenzsignal detektiert. Bei der SYBR Green Methode
bindet der Fluoreszenzfarbstoff sowohl zu Beginn der Reaktion als auch wédhrenddessen an
alle doppelstrdngige DNA und fluoresziert in gebundenem Zustand. Die Zunahme der
Fluoreszenz ist bei beiden Methoden proportional zum amplifizierten PCR-Produkt und kann
daher fiir die Quantifizierung des Transkripts benutzt werden. Die relative Genexpression

wurde liber die Ct-Werte (cycle threshold) bestimmt und auf 18S rRNA oder GAPDH als
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Referenzen normiert. Die Angabe in Fold Expression wurde mit der AACt-Methode berechnet

(Livak et al., 2001).

Die Reaktion lief in 96-well Platten mit einem Volumen von 25 pl/well ab. Folgende

Angaben dienten der Herstellung eines Mastermixes fiir Triplikat-Messungen:

Reagenz Volumen
18S rRNA Bid

Template cDNA 5,0 ul 5,0 ul
PCR Mastermix (2x) 43,9 ul 43,9 ul
Vorwirts Primer (5 uM) 0,9 pl 5,3 ul
Riickwirts Primer (5uM) 5,3 pul 5,3 ul
Sonde (10 uM) 3,5ul 3,5ul
ddH,O 29,2 ul 24,7 ul
Gesamtvolumen 87,7 nl 87,7 nl

Der Tagman qPCR Mastermix (Eurogentec) enthielt 10 mM MgCl,, 800 uM dNTP Mix (mit
dUTP), 0,05 U/ul Hot Gold Star Tag Polymerase und 0,02 U/ul Uracil-N-Glycosylase in
2x PCR Puffer.

3.3 Biochemische und immunologische Methoden

3.3.1 Zelllyse

Fiir die Herstellung von Proteinlysaten wurden 1x10” Zellen durch Zentrifugierung geerntet
und einmal mit 1 ml PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 200 ul Lysepuffer resuspendiert
und nach einem Freeze-Thaw-Cycle bei -20 °C (1 Stunde) fiir weitere 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Unlosliche Zellbestandteile wurden bei 14.000 g, fiir 30 Minuten bei 4 °C
abzentrifugiert. Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (3.3.2) bestimmt. Die Lysate
wurden fiir eine Immunprézipitation (3.3.3) oder die SDS-Gelelektophorese eines Western
Blots (3.3.4 und 3.3.5) verwendet. Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben mit
50 ul 5x SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt (3.3.4) (Laemmli,
1970).
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3.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Assay (Roti-Quant, Carl Roth) diente der Bestimmung der Proteinkonzentration
(Bradford, 1976). Hierbei bindet der Farbstoff Coomassie in saurem pH an kationische
Seitenketten von Proteinen. Die dadurch verdnderte Absorption des Farbstoffes kann im

Spektrophotometer gemessen werden.

2 pl Lysat wurden mit 1 ml Reaktionsansatz (5:1, H,O : Bradfordreagenz) versetzt, gemischt
und die Absorption bei 595 nm gemessen. Unter Verwendung eines BSA-Proteinstandards,
als Referenz der gemessenen Extinktion und der Erstellung einer Eichkurve, konnte die

Proteinkonzentration des Lysats berechnet werden.

3.3.3 SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die analytische Auftrennung von Proteinen wurde mit Hilfe einer SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Natriumdodecylsulfat (engl.:
Sodiumdodecylsulfat, SDS) ist ein anionisches Detergenz, das Proteine denaturiert und mit
einer negativen Ladung versieht. Da das Verhéltnis von Masse zu Ladung fiir alle Proteine
gleich ist, hdngt die Wanderungsgeschwindigkeit der SDS-Proteinkomplexe durch das
elektrische Feld eines Polyacrylamidgels grof3tenteils von der jeweiligen molekularen Masse

der aufzutrennenden Proteine ab.

Fiir die Auftrennung mittels Elektrophorese wurden 7,5 %, 10 % und 13 % Polyacrylamid
Trenngele und 5 % Polyacrylamid Sammelgele verwendet. Die Polymerisation wurde durch
die Zugabe von APS (Ammoniumperoxodisulfat) und TEMED (Tetramethylethylendiamin)
ausgelost. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Gelkammer (Bio-
Rad) bei einer konstanten Stromstirke von 30-35 mA/Gel fiir 1-1,5 Stunden. Um das
Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine abschitzen zu konnen wurde ein
Molekulargewichts-Marker (New England Biolabs) verwendet. Im Folgenden wurde die

SDS-PAGE im Western Blot weiter analysiert (3.3.5).

3.3.4 Western Blot Analyse

Die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran (Amersham) iibertragen. Hierfiir wurde ein semi-dry Transfer oder

wet Transfer System (Bio-Rad) verwendet. Der semi-dry Transfer wurde bei 0,8 mA/cm? fiir
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2 Stunden und der wet Transfer bei 90 V fiir 1,5 Stunden durchgefiihrt. Nach diesem
Elektroblot liegen die Proteine gebunden auf der Membran vor und kénnen mit spezifischen
Antikorpern detektiert werden. Zundchst wurden unspezifische Bindungen blockiert, indem
die Membran in 5 % (w/v) BSA in PBS-T bei RT fiir 1 Stunde geschiittelt wurde. Nach
kurzem Waschen mit PBS-T wurde die Membran mit einem spezifischen Primérantikorper
entweder bei RT fiir 1 Stunde oder bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS-T fiir je 5 Minuten wurde die Membran mit HRP-gekoppeltem anti-IgG
Sekundirantikorper bei RT fiir 1 Stunde auf dem Schiittler inkubiert. Nach erneutem,
dreimaligem Waschen mit PBS-T fiir je 10 Minuten wurde das membrangebundene HRP
detektiert. Die Detektion erfolgte mit einem ECL-Reagenz ((engl.: enhanced
chemiluminescence) Western LightningTM Plus-ECL (Amersham)) nach den Angaben des
Herstellers. Die Erfassung der freigesetzten Chemilumineszenz erfolgte durch Detektion mit
einem Chemiluminometer (Vilber Lourmat). Die Analyse der Daten erfolgte durch die
Verwendung der Software Chemi-Capt (Vilber Lourmat). Eine Quantifizierung der

Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der Software Bio-1D (Vilber Lourmat).

Um weitere Proteine auf derselben Membran analysieren zu konnen, wurde die Membran mit
PBS-T gewaschen und erneut in 5 % BSA in PBS-T fiir 30 Minuten bei RT blockiert.
AnschlieBend wurde die Membran mit dem nédchsten Primérantikdrper und

Sekundérantikdrper, wie oben beschrieben, inkubiert.

3.3.5 Herstellung von Kernextrakten

Die Herstellung von Zytosol- und Kern-Fraktionen wurde mit einem NE-PER® Nuclear and

Cytoplasmic Extraction Reagents Kit (Thermo, Scientific) nach den Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.

3.3.6 Luciferase-Assay

Die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB wurde durch die Transfektion der Zellen mit
Konstrukten bestimmt, die eine NF-kB-abhidngige Produktion von Luciferase ermoglichten.
Die Aktivitdt der Luciferase ist dabei proportional zur Aktivitdt des Transkriptionsfaktors.
Verwendet wurde hierbei ein Luciferase Reporter Assay System (Promega). Hierbei

ermoglichte die Verwendung der Luciferase des Leuchtkdfers Phontinus pyralis eine
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Quantifizierung des Reportergens. Die Aktivitit von NF-«kB wurde durch die Expression der

FireFly-Luciferase bestimmt.

Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion und/oder Behandlung geerntet, in PBS
gewaschen und in je 50 pl 1x Passiv Lyse Puffer (Promega) fiir 20 min auf Eis lysiert.
Unlosliche Zellbestandteile wurden anschlieBend abzentrifugiert. 15 pl des Zelllysats wurden
zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitit in einem Luminometer verwendet. Durch
automatische Zugabe von 50 ul Luciferase Assay Reagenz wurde die Aktivitit der FireFly
Luciferase bestimmt. Normiert wurde die relative Luciferaseaktivitit auf die

Proteinkonzentration der jeweiligen Probe.
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4. Ergebnisse

Die dufBlerst schlechte Prognose fiir ATL-Patienten kann unter anderem durch die hohe
Resistenz HTLV-1-infizierter, neoplastischer (ATL-) T-Zellen gegen Chemotherapeutika und
verschiedene Apoptosestimuli begriindet werden (Taylor et al., 2008). Neben anderen, bereits
erwédhnten Ursachen, kann ein Defekt in der Expression oder Aktivitit von pro-apoptotischen
BH3-only Proteinen die Tumorentwicklung und Tumorresistenz fordern (Letai, 2008). Eine
verminderte Expression verschiedener BH3-only Proteine konnte in mehreren Studien mit
einer Resistenz gegen Apoptose und Chemotherapeutika in Verbindung gebracht werden
(Bouillet et al., 1999; Yin et al., 1999; Erler et al., 2004; Youle et al., 2008; Ren et al., 2010).
In der hier vorliegenden Arbeit wurde der mechanistische Zusammenhang zwischen der
verminderten Expression der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim wund der
Apoptoseresistenz in HTLV-1-infizierten Zelllinien untersucht. Des Weiteren wurde die
Sensibilisierung der Zellen fiir Apoptose durch eine Wiederherstellung der Bid und Bim

Expression in Bezug auf mogliche therapeutische Ansétze untersucht.

4.1 HTLV-1-infizierte Zellen sind apoptoseresistent

Die Eliminierung infizierter Zellen durch Apoptose stellt einen universellen zelluldren
Verteidigungsmechanismus zur Abwehr einer Virusinfektion dar (Krammer, 2000; Taylor et
al., 2008). Viele Viren haben allerdings komplexe Strategien entwickelt, um der Induktion
von Apoptose durch die Wirtszelle entgegenzuwirken. HTLV-1-infizierte Zelllinien und
primire ATL-Zellen sind resistent gegen eine Vielzahl von Apoptosestimuli. Davon betroffen
sind die Rezeptor-vermittelte, die durch DNA-Schiden induzierte, sowie die durch

v-Strahlung ausgeloste Apoptose (Taylor et al., 2008).

Die in dieser Arbeit verwendeten HTLV-1-infizierten bzw. transformierten Zelllinien wurden
zunichst auf ihre Resistenz gegen verschiedene Apoptosestimuli hin charakterisiert.
Abbildung 4.1 zeigt die HTLV-l-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4 und Hut-102 im
Vergleich mit einer Jurkat T-Zell Leukdmie-Zelllinie (Jurkat 16), die als nicht infizierte
Kontrolle diente. Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 72 h mit 100 ng/ml anti-APO-1
(Abb. 4.1 A) oder mit 50 ng/ml SuperKiller-TRAIL (Abb. 4.1 B) behandelt und anschlie3end

einer Apoptosebestimmung nach Nicoletti unterzogen (Nicoletti et al., 1991). Beide
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Substanzen induzieren einen Rezeptor-vermittelten Signalweg, anti-APO-1 fungiert hierbei
als agonistischer Antikorper gegen den CD95-Rezeptor (Trauth ef al., 1989), wohingegen das
rekombinante Protein SuperKiller-TRAIL den TRAIL-Rezeptor stimuliert (Wang et al.,
2004). Um die Resistenz gegen den intrinsischen Apoptosesignalweg zu ermitteln, wurden die
Zelllinien Jurkat 16, MT-2, MT-4 und Hut-102 {iber einen Zeitraum von 48 h mit 5 pM
Etoposid (Abb. 4.1 C) oder mit 500 nM Doxorubicin (Abb. 4.1 D), behandelt und wiederum
die Apoptoserate nach Nicoletti bestimmt (Hande, 1998). Beide Substanzen werden als
Chemotherapeutika bei einer Vielzahl von Tumorerkrankungen eingesetzt und fiithren zu
einem Replikationsstop, der zur Apoptoseinduktion iiber den intrinsischen, Mitochondrien-

induzierten Signalweg fiihrt.

Die Behandlung mit den vier beschriebenen Apoptosestimuli fithrt bereits nach 24 h zur
Apoptoseinduktion in der Jurkat Leukdmie T-Zelllinie (Abb. 4.1 A-D). Im Gegensatz hierzu
sind die untersuchten HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4 und Hut-102 auch nach
48 h bzw. 72 h resistent gegen eine Apoptoseinduktion durch anti-APO-1, SuperKiller-
TRAIL und Etoposid (Abb. 4.1 A-C). Allerdings ist im Fall der Behandlung mit Doxorubicin
(Abb. 4.1 D) eine verzogerte Apoptose nach 48 h zu beobachten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass HTLV-l-infizierte Zelllinien resistent gegen Rezeptor-
vermittelte Apoptose, induziert mit anti-APO-1 und SuperKiller-TRAIL sind. Eine Resistenz
des intrinsischen, Mitochondrien-induzierten Apoptosesignalwegs kann mit Etoposid

beobachtet werden.

Die Resistenz gegen Rezeptor-induzierte Apoptose konnte auf eine verminderte
Oberflachenexpression des jeweiligen Todesrezeptors zuriickzufiihren sein. Eine Analyse der
Operflachenexpression des CD95-Rezeptors und der TRAIL-Rezeptoren 1, 2, 3 und 4 konnte
eine verminderte Expression dieser Todesrezeptoren in HTLV-Il-infizierten Zellen im
Vergleich zu Jurkat 16 Zellen jedoch nicht bestédtigen (Daten nicht gezeigt und (Krueger et
al., 2006; Bleumink et al., 2011) und Dissertation Marc Bleumink 2007).
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Abbildung 4.1: HTLV-1-infizierte Zellen sind resistent gegen Rezeptor-vermittelte und Mitochondrien-
induzierte Apoptose.

(A) Jurkat, MT-2 MT-4 und Hut-102 Zellen wurden mit 100 ng/ml anti-APO-1 fiir die angegebenen
Zeitintervalle bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde die Apoptoserate nach Nicolettifarbung im
Durchflusszytometer bestimmt.

(B) Jurkat, MT-2, MT-4 und Hut-102 Zellen wurden mit 50 ng/ml SuperKiller-TRAIL fiir die angegebenen
Zeitintervalle bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde die Apoptoserate nach Nicolettifirbung im
Durchflusszytometer bestimmt.

(C) Jurkat, MT-2, MT-4 und Hut-102 Zellen wurden mit 5 uM Etoposid fiir die angegebenen Zeitintervalle bei
37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde die Apoptoserate nach Nicolettifarbung im Durchflusszytometer
bestimmt.

(D) Jurkat, MT-2, MT-4 und Hut-102 Zellen wurden mit 500 nM Doxorubicin fiir die angegebenen
Zeitintervalle bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurde die Apoptoserate nach Nicolettifarbung im
Durchflusszytometer bestimmt.

Die gezeigten Daten sind reprisentativ fiir drei (A, B) bzw. zwei (C, D) unabhéngige Experimente.
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4.2 Charakterisierung der Expression pro- und anti-apoptotischer

Proteine in HTLV-1-infizierten Zellen

Das HTLV-1 Transaktivatorprotein Tax ist essentiell bei der Transformation HTLV-1-
infizierter CD4 T-Zellen und der Progression zur adulten T-Zell Leukdmie/Lymphom (ATL)
(Matsuoka et al., 2011). Bei der Progression zur malignen Leukidmie spielt unter anderem die
Selektion apoptoseresistenter, HTLV-1-infizierter T-Zellen eine Rolle (Taylor et al., 2008).
Eine Korrelation zwischen der Expression des viralen Onkoproteins Tax und
Apoptoseresistenz konnte bereits nachgewiesen werden. Eine Erhdhung der Expression des
anti-apoptotischen Proteins c-FLIPys steht hierbei in direktem Zusammenhang zur Tax-
Expression und einer erhdhten Apoptoseresistenz. c-FLIPys blockiert das Apoptosesignal

bereits am Todesrezeptor (Krueger et al., 2006).

Die Charakterisierung pro- und anti-apoptotischer Proteine in HTLV-1-infizierten Zelllinien
wurde durchgefithrt, um weitere Aspekte des Mechanismus zu untersuchen, der zu

Resistenzentwicklung in HTLV-1-infizierten, Tax exprimierenden Zellen fiihrt.

Abbildung 4.2 zeigt den Vergleich von Proteinextrakte HTLV-1-infizierter Zelllinien mit
nicht-infizierten Leukdmie-Zelllinien. Um eine moglichst fundierte Aussage treffen zu
konnen wurden vier humane Leukédmie Kontrollzelllinien benutzt. Molt-4 (akute
lymphoblastische Leukdmie; T-Lymphoblast), DND-41 (akute lymphoblastische Leukimie;
T-Lymphoblast), CEM (akute lymphoblastische Leukdmie; T-Lymphoblast) und Jurkat (akute
T-Zell Leukdmie; T-Lymphozyt). Diese wurden mit vier HTLV-1-infizierten Zelllinien
verglichen, MT-2, MT-4, Hut-102 und SP. Abbildung 4.2 zeigt die Expression des viralen
Onkoproteins Tax in allen HTLV-1-infizierten Zelllinien. Auch die bereits beschriebene stark
erhohte Expression von c-FLIP ist nachweisbar. Des Weiteren sind auch die anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-x; iiberexprimiert. Die Proteinexpression der
pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim ist dagegen im Vergleich zu den nicht HTLV-1-
infizierten Zelllinien stark reduziert. Allerdings ist auch eine erhohte Expression der pro-
apoptotischen Proteine Bax, Bak und Bad erkennbar. Ein wichtiger Regulator pro-
apoptotischer Proteine ist p53, dessen Expression im Vergleich mit den Kontrollzelllinien

allerdings unverandert ist.
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Generell zeigen HTLV-1-infizierte Zellen eine Verschiebung des Gleichgewichts anti- und
pro-apoptotischer Proteine hin zur Expression anti-apoptotischer Proteine wéhrend die

Expression wichtiger pro-apoptotischer Proteine vermindert ist, was einen apoptoseresistenten

Phénotyp beschreibt.
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Abbildung 4.2: Expressionsstatus pro- und anti-apoptotischer Proteine HTLV-1-infizierter Zellen

Proben der Leukdmie-Zelllinien Molt-4, DND-41, CEM und Jurkat, sowie der HTLV-1-infizierten Zelllinien
MT-2, MT-4, Hut-102 und SP wurden nach Lyse der Zellen in einem 13 % bzw. 7,5 % Laemmli Gel
aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die anti-apoptotischen Proteine c-FLIP, Bcl-2, Mcl-1, Bcel-xL, die pro-
apoptotischen Proteine Bid, Bim, Bax, Bak, Bad, das Tumorsuppressorprotein p53, das virale Onkoprotein Tax,
sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir drei unabhingige Experimente.
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4.3 Die Expression des viralen Onkoproteins Tax Kkorreliert mit
einer verminderten Expression des pro-apoptotischen Proteins

Bid

Die Expression der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim ist in HTLV-1-infizierten
Zelllinien im Vergleich mit nicht-infizierten Leukdmie-Zelllinien stark verringert (Abb. 4.2).
Diese geringere Expression konnte zur Apoptoseresistenz dieser Zelllinien beitragen. Das
virale Onkoprotein Tax ist ein bestimmender Faktor fiir die Persistenz und Pathogenese der
adulten T-Zell Leukdmie (ATL). Tax beeinflusst hierbei eine ganze Reihe von
Signalkaskaden der Wirtszelle und fiihrt dadurch zur Transkriptionsaktivierung, Proliferation
und letzten Endes zur Transformation der Zelle. Um dies bewerkstelligen zu konnen,
moduliert und interagiert Tax mit einer Vielzahl zelluldrer Proteine (Boxus et al., 2008).
Abbildung 4.3 zeigt die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Tax-Expression und der

Proteinexpression des pro-apoptotischen Proteins Bid.

Hierfiir wurden HeLa Zellen mit einem Tax-Expressionsplasmid transfiziert und der Einfluss
der Tax-Expression auf das Protein Bid im Western Blot analysiert. Als Kontrolle wurden
HeLa Zellen mit einem leeren CMV-Kontrollplasmid transfiziert (Abb. 4.3 A und B). Eine
Kinetik, bei der Tax fiir 10 h, 24 h, 48 h und 72 h exprimiert wurde, zeigt eine Verminderung
der Bid Proteinmenge, beginnend bei 24 h. Nach 72 h Tax-Expression ist Bid im Western
Blot nicht mehr detektierbar. Als Kontrolle der Transfektion dient die Darstellung der
Uberexpression des Taxproteins zum jeweiligen Zeitpunkt (Abb. 4.3 A). Auch eine Titration
der Tax Proteinmenge, exprimiert fiir 24 h in HeLa Zellen, zeigt diese negative Korrelation
zwischen Tax und Bid (Abb. 4.3 B). Da HeLa Zellen als Modellsystem zwar weit verbreitet,
aber vollkommen anderen zelluldren Ursprungs (Zervixkarzinom) als Leukdmiezellen sind,
wurde diese Korrelation auch in einem induzierbaren System {iberpriift, das auf der
Expression eines Tax-Fusionsproteins in Jurkat Zellen beruht. Das Fusionsprotein besteht aus
der Sequenz des Taxproteins, die C-terminal an die hormonbindende Doméne des
Ostrogenrezeptors gekoppelt wurde (ERtax). Als Kontrolle dient ein Fusionsprotein, das ein
um die ersten 12 Aminosduren verkiirztes, inaktives Taxprotein kodiert (ERAtax). Nach
Transfektion dieser Fusionsproteine in Jurkat Zellen kann die Tax-Expression durch

Stimulation mit 4-Hydroxytamoxifen, einem Antagonisten des Ostrogenrezeptors, induziert
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werden (Chlichlia et al., 1995). Beide Zelllinien, ERtax und ERAtax, wurden mit 5 pM
4-Hydroxytamoxifen fiir 40 h stimuliert und die Bid-Expression im Western Blot analysiert.
Nach Induktion des Tax-Fusionsproteins kann eine Verminderung der Bid Proteinexpression
in der ERtax, nicht aber in der ERAtax Zelllinie festgestellt werden (Abb. 4.3 C). Auch in
diesem System kann somit eine Korrelation zwischen der Expression von Tax und einer
Verminderung der Bid Proteinmenge bestétigt werden. Tax kann in diesem Fall allerdings
nicht als Expressionskontrolle im Western Blot fungieren, da der Tax-Antikdrper nicht an das
Fusionsprotein bindet. Als indirekte Kontrolle wurde daher die c-FLIP-Expression untersucht,
da eine Erhohung dieses anti-apoptotischen Proteins als Folge der Tax-Expression bereits
charakterisiert wurde (Krueger et al., 2006). Eine Erhohung des c-FLIP Proteins ist nach
4-Hydroxytamoxifen Stimulation flir die ERtax Zelllinie deutlich nachweisbar, wohingegen
die Expression in der Kontrollzelllinie ERAtax unverdndert bleibt (Abb. 4.3 C). Dies bestitigt
nicht nur eine erfolgreiche Expression des Tax-Fusionsproteins, sondern auch dessen

Aktivitét.

In beiden Zellsystemen, HelLa und Jurkat ERtax/ERAtax, konnte somit gezeigt werden, dass
die Expression des viralen Onkoproteins Tax mit einer verminderten Expression des pro-

apoptotischen Proteins Bid korreliert.
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Abbildung 4.3: Die Expression des viralen Onkoproteins Tax korreliert mit einer verminderten Bid-
Expression

(A) HeLa Zellen wurden mit einem Tax-Expressionsplasmid oder einem CMV-Kontrollplasmid transfiziert und
Lysate nach den angegebenen Zeitintervallen hergestellt und in einem 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der
Western Blot wurde fiir die Proteine Tax, Bid, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen,
analysiert.

(B) HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Mengen an CMV-Kontrollplasmid oder Tax-Expressionsplasmid
transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Lyse der Zellen und die Auftrennung der Proben in einem 13 % Laemmli
Gel. Der Western Blot wurde fiir die Proteine Tax, Bid, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher
Proteinmengen, analysiert.

(C) ERtax und ERAtax Zellen wurden mit 5 uM 4-Hydroxytamoxifen fiir 40 h bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse
der Zellen wurden die Proben in einem 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die Proteine
c-FLIP, Bid, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir drei unabhingige Experimente.
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4.4 Die Expression des viralen Onkoproteins Tax Kkorreliert mit
einer verminderten Expression des pro-apoptotischen Proteins

Bim

In Abschnitt 4.3 wurde die Beobachtung, dass HTLV-1-infizierte Zelllinien eine verminderte
Expression der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim zeigen, bereits eingefiihrt. In
Abbildung 4.4 wird der Zusammenhang zwischen der Expression von Tax und dem pro-

apoptotischen Protein Bim néher betrachtet.

Hierflir wurden HeLa Zellen mit einem Tax-Expressionsplasmid transfiziert und der Einfluss
der Tax-Expression auf das Protein Bim im Western Blot analysiert. Als Kontrolle wurden
HeLa Zellen mit einem leeren CMV-Kontrollplasmid transfiziert (Abb. 4.4 A). Wie schon fiir
das pro-apoptotische Protein Bid in Abbildung 4.3 gezeigt, fiihrt auch hier die Expression des
viralen Taxproteins zu einer Verminderung der Expression von Bim (Abb. 4.4 A). Dieser
Zusammenhang wurde nun wiederum im Dbereits beschriebenen (siche 4.3),
4-Hydroxytamoxifen induzierbaren System {iberpriift. Nach einer Induktion der Tax-
Expression kommt es auch hier zu einer Verminderung der Bim-Expression in der ERtax-
Zelllinie, wohingegen die Expression in der Kontrollzelllinie ERAtax unverdndert bleibt.

Wiederum dient die Expression von c-FLIP als Kontrolle fiir die Expression von Tax.

Auch hier konnte in beiden Modellsystemen gezeigt werden, dass die Expression des viralen
Taxproteins mit einer Verminderung des pro-apoptotischen Proteins Bim einhergeht.
Demnach besteht eine Korrelation zwischen der verminderten Expression der pro-
apoptotischen Proteine Bid und Bim in HTLV-1-infizierten Zelllinien und der Expression von

Tax.
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Abbildung 4.4: Die Expression des viralen Onkoproteins Tax Korreliert mit einer verminderten Bim-
Expression

(A) HeLa Zellen wurden mit einem Tax-Expressionsplasmid, mit einem CMV-Kontrollplasmid, oder lediglich
mit dem Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) transfiziert. Die Lysate wurden 24 h nach der Transfektion
hergestellt und in einem 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die Proteine Tax, Bim,
sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

(B) ERtax und ERAtax Zellen wurden mit 5 uM 4-Hydroxytamoxifen fiir 40 h bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse
der Zellen wurden die Proben in einem 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die Proteine
c-FLIP, Bim, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

Die gezeigten Daten sind reprisentativ flir drei unabhéngige Experimente.
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4.5 RNA-Interferenz der Bid-Expression in HeLa-Zellen erhoht

die Resistenz gegen Rezeptor-vermittelte Apoptose

Die beschriebene negative Korrelation zwischen Tax-Expression und Expression der pro-
apoptotischen Proteine Bid und Bim deutet auf einen weiteren Apoptose
Resistenzmechanismus HTLV-1-infizierter Zellen hin. Um diese Annahme genauer zu
untersuchen wurde, wie in Abbildung 4.5 zu sehen, die Bid-Expression in HeLa-Zellen
mittels RNA-Interferenz vermindert. Um off target Effekte auszuschlieBen, wurden zwei
unabhingige, validierte und Bid-spezifische siRNAs transfiziert. Als Kontrolle wurden HeLa-
Zellen mit einer nicht-kodierenden Kontroll-siRNA (scrambled siRNA) transfiziert. Dies
erlaubt einen Vergleich der Effekte und des Phénotyps einer genspezifischen siRNA zur
Negativkontrolle (scrambled siRNA). Unspezifische Effekte konnen durch einen Vergleich
untransfizierter Zellen zur Negativkontrolle ausgeschlossen werden. Die Apoptoseinduktion
wurde mit Stimuli des Rezeptor-vermittelten Apoptosesignalwegs ausgeldost und die
Apoptoserate nach Nicoletti bestimmt, um eine Aussage iiber die Resistenz der Zellen mit

verminderter Bid-Expression zu treffen.

Die Behandlung der HeLa-Zellen mit 100 ng/ml anti-APO-1 fiir 6 und 8 h zeigte in Zellen mit
verringerter Bid-Expression eine hohere Apoptoseresistenz (Abb. 4.5 A). Nach 8 h betrug die
Apoptoserate nicht mehr als 20 % im Gegensatz zu 40 % in der Kontrolle. Bei der
Behandlung der HeLa-Zellen mit 250 ng/ml SuperKiller-TRAIL fiir 6 und 8 h betrug die
Apoptoserate etwa 15 % im Gegensatz zu 50 % in der Kontrolle (Abb. 4.5 B). Um die
Effizienz der RNA-Interferenz der genspezifischen siRNAs zu iiberpriifen, wurden Lysate
72 h nach der Transfektion und unmittelbar vor der Behandlung der Zellen mit den
Apoptosestimuli hergestellt. Diese Lysate wurden im Western Blot auf die Verringerung der
Bid-Expression untersucht. Zum Zeitpunkt der Behandlung ist die Bid-Expression im
Vergleich zu den Kontroll-transfizierten Zellen deutlich verringert (Abb. 4.5 C). Die
Transfektion der zwei unabhéngigen siRNAs filihrte zu einer vergleichbaren Effizienz der
verminderten Expression (knock down) von Bid (Abb. 4.5 C) und daraus folgend zu einer
hoheren Resistenz gegen die eingesetzten Rezeptor-vermittelten Apoptosestimuli (Abb. 4.5 A

und B).
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Abbildung 4.5: RNA-Interferenz der Bid-Expression in HeLa-Zellen erhoht die Resistenz gegen Rezeptor-
vermittelte Apoptose

(A) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder Bid-spezifischer siRNA (siBid #1, siBid #2)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 100 ng/ml anti-APO-1 fiir die angegebenen
Zeitintervalle bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im
Durchflusszytometer bestimmt.

(B) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder Bid-spezifischer siRNA (siBid #1, siBid #2)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 250 ng/ml SuperKiller-TRAIL fir die
angegebenen Zeitintervalle bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die
Apoptoserate im Durchflusszytometer bestimmt.

(C) HeLa-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder Bid-spezifischer siRNA (siBid #1, siBid #2)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und im 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der
Western Blot wurde fiir die Proteine Bid und Tubulin, als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.
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4.6 RNA-Interferenz der Bid-Expression in Jurkat-Zellen erhoht
die Resistenz gegen Rezeptor- und Mitochondrien-vermittelte

Apoptose

Die Korrelation zwischen einer verminderten Bid-Proteinexpression und einer hoheren
Resistenz gegen Rezeptor-vermittelte Apoptose wurde im vorangegangenen Abschnitt in
HeLa-Zellen bereits beschrieben. Diese Korrelation wurde im Folgenden auch in Jurkat-
Zellen untersucht, da diese akute T-Zell Leukémie-Zelllinie als Suspensionszellen dem
morphologischen Ursprung HTLV-I-infizierten ATL-Zelllinien eher entsprechen. In den
Experimenten zu Abbildung 4.6 wurde die Bid-Proteinexpression mit Hilfe von RNA-
Interferenz vermindert. Die Zellen wurden anschliefend fiir 16 h mit Substanzen behandelt,
die entweder den Rezeptorsignalweg oder Apoptose iiber die Mitochondrien induzieren. Die
Apoptoserate wurde nach Nicoletti mittels DNA-Fragmentierung bestimmt, um auch hier eine

Aussage iiber die Resistenz der Zellen mit verminderter Bid-Expression treffen zu konnen.

Die Behandlung der Jurkat-Zellen mit 250 ng/ml anti-APO-1 (Abb. 4.6 A), 5 ng/ml
SuperKiller-TRAIL (Abb. 4.6 B), 2,5 uM Etoposid (Abb. 4.6 C) und 250 nM Doxorubicin
(Abb. 4.6 D) fiihrt auch in Jurkat-Zellen zu einer hoheren Resistenz in Zellen mit siRNA-
vermittelter, verminderter Bid-Expression im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. Um
die Effizienz der RNA-Interferenz zu belegen, wurden Proteinlysate 72 h nach Transfektion
der genspezifischen siRNAs und der Kontroll-siRNA hergestellt (Abb. 4.6 E). Diese Lysate
wurden im Western Blot auf die Verringerung der Bid-Expressison hin untersucht. Bei einer
Transfektion Bid-spezifischer siRNAs ist die Proteinexpression von Bid deutlich erniedrigt
(Abb. 4.6 E). Wie zu erwarten ist die Bid-Expression bei Transfektion der Kontroll-siRNA
(scrambled siRNA) nicht beeinflusst. (Abb. 4.6 E). Um unspezifische Effekte der verwendeten
siRNAs auszuschlieBen wurde die Expression eines weiteren pro-apoptotischen Proteins
(Bak) und eines anti-apoptotischen Proteins (Bcl-2) iiberpriift. Die Proteinexpression der
Proteine Bak und Bcl-2 wurde durch eine Transfektion der siRNAs nicht beeinflusst, was die

Spezifitit fiir Bid bestétigt (Abb. 4.6 E).

Der Zusammenhang zwischen einer verminderten Expression des pro-apoptotischen Proteins
Bid und einer hoheren Resistenz gegen Apoptose konnte daher sowohl in einer Epithel-

Zelllinie (HeLa, Zervixkarzinom) als auch in einer Leukdmie-Zelllinie gezeigt werden.
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Abbildung 4.6: RNA-Interferenz der Bid-Proteinexpression in Jurkat-Zellen erhoht die Resistenz der
Zellen gegen Rezeptor- und Mitochondrien-vermittelte Apoptose

Jurkat-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder Bid-spezifischer siRNA (siBid #1, siBid #2)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit (A) 100 ng/ml anti-APO-1, (B) 5 ng/ml
SuperKiller-TRAIL, (C) 2,5 uM Etoposid oder (D) 250 nM Doxorubicin fiir die angegebenen Zeitintervalle bei
37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im Durchflusszytometer
bestimmt.

(E) Jurkat-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder Bid-spezifischer siRNA (siBid #1, siBid #2)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und im 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der
Western Blot wurde fiir die Proteine Bid, Bak, Bcl-2 und Tubulin, als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen,
analysiert. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fiir drei (A, B) bzw. zwei (C, D) unabhéngige Experimente.
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4.7 Eine erhohte Bid-Expression sensibilisiert HTLV-1-infizierte
Zellen fiir Apoptose

In den vorangegangenen Abschnitten konnte ein Zusammenhang zwischen der verminderten
Bid-Expression und einer hoheren Resistenz gegen Apoptose sowohl in HeLa- als auch in
Jurkat-Zellen nachgewiesen werden. Im folgenden Experiment sollte daher der
Umkehrschluss untersucht werden, ob durch Re-Expression von Bid in HTLV-1-infizierten

Zellen deren Sensitivitit fiir Apoptose erhoht werden kann.

Abbildung 4.7 zeigt die Wiederherstellung der Bid-Expression in der HTLV-1-infizierten
Zelllinie Hut-102 durch die Transfektion eines Bid-Expressionsplasmids. 48 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit verschiedenen Apoptosestimuli flir weitere 24 h
behandelt und anschlieend die Apoptoserate nach Nicoletti bestimmt. Als Rezeptorstimuli
wurden anti-APO-1 und SuperKiller-TRAIL verwendet und Etoposid als Stimulator der
Mitochondrien-induzierten Apoptose. Die Stimulation der Zellen mit 250, 500 oder
1000 ng/ml anti-APO-1 (Abb. 4.7 A) induziert in den Bid-exprimierenden Zellen eine
spezifische Apoptoserate von 20 %. Im Gegensatz hierzu sind die Kontroll-transfizierten
Zellen auch bei der hochsten eingesetzten Konzentration weiterhin vollkommen resistent
gegen anti-APO-1. Ein dhnliches Resultat lieferte die Stimulation der Zellen mit 25, 50 oder
100 ng/ml SuperKiller-TRAIL (Abb. 4.7 B). Die Expression des pro-apoptotischen Bid erhoht
die spezifische Apoptose um 15 % gegeniiber der Kontrolle. Auch die Stimulation mit 1, 5
oder 10 uM Etoposid (Abb. 4.7 C) sensibilisiert Zellen, die Bid exprimieren um ca. 35 %
gegen Apoptose. Allerdings zeigten hier auch die Kontrollzellen eine Apoptoseinduktion von
etwa 20 %. Die spontane Apoptoserate der Zellen wurde durch die Bid-Expression allein
nicht erhoht. Die Uberexpression von Bid wurde mit Hilfe von Proteinlysaten iiberpriift. Im
Western Blot ist deutlich die Expression des Bid Proteins im Vergleich zu Kontroll-
transfizierten Zellen (CMV) zu erkennen (Abb. 4.7 D). Des Weiteren wurde diese Effizienz
auch mit Hilfe eines GFP-Plasmids im Durchflusszytometer bestimmt und eine

Transfektionseffizienz von 30 % ermittelt (Daten nicht gezeigt).

Die HTLV-1-infizierte Zelllinie Hut-102 kann durch eine Re-Expression von Bid fiir
Apoptose sensibilisiert werden. Die relativ geringe Transfektionseffizienz konnte dabei die

spezifische Apoptoserate von nur 20% erkléren.
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Abbildung 4.7: Wiederherstellung der Bid-Expression sensibilisiert die HTLV-1-infizierte Zelllinie Hut-
102 fiir Rezeptor- und Mitochondrien-vermittelte Apoptose

(A) Hut-102-Zellen wurden mit einem Bid Expressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (CMV) transfiziert.
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit den angegebenen Konzentrationen anti-APO-
1 bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im
Durchflusszytometer bestimmt.

(B) Hut-102-Zellen wurden mit einem Bid Expressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (CMV) transfiziert.
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit den angegebenen Konzentrationen
SuperKiller-TRAIL bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifdirbung wurde die Apoptoserate im
Durchflusszytometer bestimmt.

(C) Hut-102-Zellen wurden mit einem Bid Expressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (CMV) transfiziert.
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fiir weitere 24 h mit den angegebenen Konzentrationen Etoposid
bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im
Durchflusszytometer bestimmt.

(D) Hut-102-Zellen wurden mit einem Bid Expressionsplasmid oder einem Kontrollplasmid (CMV) transfiziert.
48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und im 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot
wurde fiir die Proteine Bid und Tubulin, als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

Die gezeigten Daten sind reprisentativ fiir ein unabhingiges Experiment.
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4.8 Die Tax-vermittelte konstitutive NF-kB Aktivitit beeinflusst

die Bid-Expression

Die konstitutive Aktivierung von NF-kB durch das virale Onkoprotein Tax ist bereits sehr gut
charakterisiert worden (Sun et al., 2005; Boxus et al., 2008; Matsuoka et al., 2011). Ebenfalls
bekannt ist, dass diese NF-kB Aktivitdt den Tumorsuppressor pS3 inaktiviert (Pise-Masison et
al., 2000; Jeong et al., 2004; Tabakin-Fix et al., 2006). p53 ist ein wichtiger Regulator der
Expression der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim (Sax et al., 2002; Lowe ef al., 2004),
so dass die Inaktivierung von p53 in HTLV-I-infizierten Zellen eine Erklarung fiir die
verringerte Expression dieser Proteine liefern konnte. Um den Zusammenhang zwischen

NF-xB, p53 und Bid zu untersuchen, wurde in Abbildung 4.8 ein NF-kB Inhibitor benutzt.

Der NF-kB Aktivitéts-Inhibitor (NAI) wurde zunichst in Jurkat-Zellen mit Hilfe eines NF-xB
Luciferase-Reporterplasmids getestet (Abb. 4.8 A). Hierfiir wurden Jurkat-Zellen mit dem
Reporterkonstrukt transfiziert und NF-xB durch PMA (Phorbol Mpyristat Acetat) und
Ionomycin stimuliert. Die Stimulation mit PMA und Ionomycin induziert NF-kB, gemessen
als 600-fache relative Luciferase Aktivitdt (Abb. 4.8 A). Eine zusitzlich Behandlung der
stimulierten Zellen mit dem NF-xB Inhibitor blockiert diese Induktion der Aktivitdt fast
vollstindig (Abb. 4.8 A). Die Behandlung von HTLV-I-infizierten SP-Zellen, die eine
konstitutive NF-kB Aktivitit besitzen, mit diesem NF-kB Inhibitor, konnte die Bid-

Expression allerdings nicht vollstindig wiederherstellen (Abb. 4.8 B).

Die konstitutive Aktivierung von NF-kB in HTLV-1-infizierten Zellen durch das virale
Onkoprotein Tax und die daraus resultierende Inaktivierung von p53, kann die verminderte
Expression des pro-apoptotischen Proteins Bid nur teilweise erkldren, da eine Inhibition von
NF-«B kaum Einfluss auf die Bid-Expression hatte. Des Weiteren exprimieren Zelllinien wie
DND-41, CEM oder Jurkat Bid, obwohl sie verschiedene Mutationen und Aktivitdten von p53
aufweisen. Als Kontrolle fiir eine normale Bid-Expression kann hier die Zelllinie Molt-4

dienen, die p53 Wildtyp ist.
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Abbildung 4.8: Eine Inhibition der NF-xB Transaktivierung fiihrt zu keiner signifikanten Erhéhung der
Bid-Expression

(A) Jurkat-Zellen wurden transient mit einem NF-kB Luciferase-Reporterkonstrukt transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 10 ng/ml PMA und 0,5 puM Ionomycin iiber Nacht bei 37 °C stimuliert. Es
folgte die Behandlung mit 10 uM 6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethylamino)quinazoline (NAI) fiir 8 h bei 37 °C.
Die Zellen wurden lysiert und die relative Luciferase Aktivitit im Luminometer gemessen.

(B) SP-Zellen wurden mit 10 pM 6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethylamino)quinazoline (NAI) fiir 8 h bei 37 °C
stimuliert. Nach Lyse der Zellen wurden die Proben im 13% Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde
fiir die Proteine Bid und Aktin, als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

Die gezeigten Daten sind reprisentativ fiir zwei (A) bzw. ein (B) unabhédngiges Experiment.
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4.9 Proteinhalbwertszeit und proteasomaler Abbau von Bid sind

unverandert

Das virale Onkoprotein Tax spielt nicht nur bei der Virus-Transkription, sondern auch bei der
Transkription, Proliferation und damit der Transformation der Wirtszelle eine wichtige Rolle.
Diese vielfdltigen Aufgaben werden durch ein grofBes Spektrum an Interaktionen mit
zelluldren Proteinen ausgeiibt. So beeinflusst Tax unter anderem die Halbwertszeit von
Proteinen, indem es den Abbau der Proteine liber das Proteasom beeinflusst (Rousset et al.,
1996; Boxus et al., 2008). Dies geschieht entweder durch direktes Binden und den dadurch
ausgelosten Abbau des Proteins (Kehn et al, 2005) oder durch ein Binden von Tax an
Untereinheiten des Proteasoms und einen verstiarkten Proteinabbau (Rousset et al., 1996). Der
verstirkte Abbau von Bid tliber das Proteasom konnte eine Erkldrung fiir dessen verminderte

Proteinmenge in HTLV-1-infizierten Zellen sein.

Mogliche Verdnderungen der Proteinhalbwertszeit wurden an der HTLV-1-infizierten
Zelllinie MT-4 untersucht, da diese noch eine geringfiigige Bid Proteinmenge aufweist. Als
Referenz dienten die Zelllinien Jurkat und CEM, die eine relativ hohe Bid Proteinmenge
aufweisen. Durch die Behandlung der Zellen mit 50 pg/ml Cycloheximid (CHX) wurde die
Neusynthese von Proteinen blockiert und die Halbwertszeit von Bid bestimmt, indem nach
verschiedenen Zeitintervallen Lysate hergestellt wurden (Abb. 4.9 A). Die Analyse dieser
Lysate im Western Blot zeigte, dass die Proteinhalbwertszeit von Bid in der HTLV-1-
infizierten Zelllinie MT-4 keine Abweichungen zu den Kontrollzelllinien Jurkat und CEM
aufweist und in etwa 6 Stunden betrdgt (Abb. 4.9 A). Eine Beeinflussung der Bid-Expression
durch einen verstirkten Abbau iiber das Proteasom wurde durch die Behandlung der
HTLV-I1-infizierten Zelllinie SP mit einem Proteasominhibitor (MG-132) untersucht (die
verwendeten Lysate wurden von Dr. Jie Ding bereitgestellt). Nach Behandlung der Zellen mit
diesem Proteasominhibitor fiir 8 h konnte keine verstirkte Expression von Bid beobachtet
werden (Abb. 4.9 B). Zur Kontrolle des Inhibitors wurde im Western Blot das Protein c-FLIP
untersucht, da bereits gezeigt werden konnte (Dissertation Dr. Jie Ding, 2011), dass dieser

Inhibitor nach 8 h zu einer Akkumulation dieses Proteins fiihrt (Abb. 4.9 B).

Die verminderte Proteinexpression von Bid in HTLV-1-infizierten Zellen ist demnach nicht

auf einen verstiarkten Abbau uber das Proteasom zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.9: Die verminderte Bid-Expression wird nicht iiber verstirkten proteasomalen Abbau
hervorgerufen

(A) Die Zelllinien Jurkat, CEM und MT-4 wurden mit 50 pg/ml Cycloheximid (CHX) fiir 3, 6 und 12 h bei 37°C
behandelt. Nach Lyse der Zellen und Auftrennung im 13% Laemmli Gel wurde der Western Blot fiir die
Proteine Bid und Tubulin, als Ladenkontrolle gleicher Proteinmengen analysiert (oben). Die Quantifizierung der
Proteinbanden erfolgte mit der Software BiolD in Relation zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle (unten).

(B) SP-Zellen wurden mit 0,5 und 0,75 uM MG132 (Proteasominhibitor) fiir 8 h bei 37°C behandelt. Nach Lyse
der Zellen und Auftrennung im 13% Laemmli Gel wurde der Western Blot fiir die Proteine Bid, c-FLIP und
Tubulin, als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert. (Lysate von Dr. Jie Ding zur Verfligung gestellt).

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.
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4.10 Tax inhibiert die Bid-Expression auf Transkriptionsebene

Tax moduliert die Transkription vieler zelluldrer Proteine durch die Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren (Boxus et al., 2008). Eine Inhibition der Bid-Transkription wire als
Mechanismus eine weitere Erkldrung der Korrelation zwischen der Expression von Tax und
einer Verminderung der Bid Proteinmenge in HTLV-1-infizierten Zellen. Abbildung 4.10

zeigt die Untersuchungen dieses Zusammenhangs.

Zunichst wurden die HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4, Hut-102 und SP auf die
Expression von Bid mRNA mit Hilfe einer PCR untersucht (Abb. 4.10 A). Als Vergleich
wurde eine RNA-Probe von Jurkat-Zellen, einer Zelllinie, die Bid exprimiert, verwendet. Im
Gegensatz zu den Jurkat-Zellen, ist in allen HTLV-1-infizierten Zelllinien mit einer
quantitativen PCR kaum noch Bid mRNA nachweisbar (Abb. 4.10 A, oben). Die Bid mRNA
wurde normiert auf eine konstant exprimierte RNA, die 18S rRNA. Die Auswertung einer
semi-quantitativen PCR, bei der Aktin mRNA als Kontrolle detektiert wurde, weist ebenfalls
Bid mRNA nur in Jurkat-Zellen in relevanten Mengen nach (Abb. 4.10 A, unten). HTLV-1-
infizierte Zelllinien zeigen eine stark verminderte Bid-Proteinexpression, da die Expression
der Bid mRNA bereits stark vermindert ist. Um nun das Verhéltnis zwischen der Expression
von Tax und der Transkription von Bid zu untersuchen, wurden HeLa-Zellen mit einem Tax-
Expressionsplasmid transfiziert (Abb. 4.10 B). 24 h nach der Transfektion wurden aus den
Zellen sowohl RNA isoliert als auch Proteinlysate hergestellt. Die Proteinlysate wurden im
Western Blot auf die Expression von Tax und Bid untersucht (Abb. 4.10 B, unten), wahrend
die RNA fiir eine quantitative PCR verwendet wurde, um die Bid mRNA analysieren zu
konnen (Abb. 4.10 B, oben). Wie zuvor gezeigt, filhrt die Expression von Tax zu einer
Verminderung der Bid Proteinmenge (Abb. 4.10 B, unten). Die relative Menge an Bid mRNA
ist nach Tax-Expression ebenfalls vermindert (Abb. 4.10 B, oben). Die Bid mRNA wurde
normiert auf eine konstant exprimierte mRNA, die 18S rRNA.

Die Korrelation zwischen der Expression des viralen Onkoproteins Tax und der Inhibition der
Bid-Expression erfolgt bereits auf Ebene der Transkription. Dieser Zusammenhang konnte
sowohl in Tax-iiberexprimierenden HeLa-Zellen als auch in HTLV-1-infizierten Zelllinien

gezeigt werden.
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Abbildung 4.10: Tax inhibiert die Bid-Expression auf Transkriptionsebene

(A) Das Bid mRNA Niveau wurde mit RNA-Proben der Zelllinien Jurkat, MT-2, MT-4, Hut-102 und SP, nach
reverser Transkription, in einer quantitativen TagMan-PCR (oben) und einer semi-quantitativen PCR (unten) mit
Bid-spezifischen Primern untersucht. Zur Normierung der quantitativen PCR wurden spezifische Primer gegen
die 18S rRNA verwendet und die Bid mRNA in relativen Werten dargestellt. Die Normierung der semi-
quantitativen PCR erfolgte durch Detektion der Aktin mRNA.

(B) HeLa Zellen wurden mit einem Tax-Expressionsplasmid, mit einem CMV-Kontrollplasmid, oder lediglich
mit dem Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden aus den
Proben Proteinlysate hergestellt und RNA isoliert. Die RNA-Proben wurden nach reverser Transkription, in
einer quantitativen TagMan-PCR mit Bid-spezifischen Primern untersucht (oben). Zur Normierung wurden
spezifische Primer gegen die 18S rRNA verwendet und die Bid mRNA in relativen Werten dargestellt. Die
Proteinlysate wurden in einem 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die Proteine Tax,
Bid, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert (unten).

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.
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4.11 Tax inhibiert die Bim-Expression auf Transkriptionsebene

Im vorausgegangenen Kapitel wurde als Ursache flir eine verminderte Bid-Proteinexpression
in Tax-exprimierenden Zellen eine Inhibition der Bid Transkription festgemacht. Die
Expression des pro-apoptotischen Protein Bim zeigt ebenfalls einen Zusammenhang zwischen
Tax-Expression und verminderter Proteinmenge. Daher soll im folgenden Abschnitt
untersucht werden, ob auch hier eine verringerte Transkription den Grund fiir die verminderte

Bim-Proteinexpression darstellt.

Auch hier wurden zunichst die HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4, Hut-102 und SP
auf die Expression von Bim mRNA mit Hilfe einer PCR untersucht (Abb. 4.11 A). Als
Vergleich wurde wiederum eine RNA-Probe von Jurkat-Zellen verwendet, die eine normale
Bim Protein-Expression aufweisen. In allen HTLV-1-infizierten Zelllinien ist mit einer
quantitativen PCR nur eine geringe Menge Bim mRNA nachweisbar, wohingegen Jurkat-
Zellen eine deutlich hohere Bim mRNA-Menge exprimieren (Abb. 4.11 A, oben). Die Bim
mRNA wurde auf die konstant exprimierte GAPDH mRNA normiert. Die Auswertung einer
semi-quantitativen PCR, bei der Aktin mRNA als Kontrolle detektiert wurde, weist ebenfalls
nur in Jurkat-Zellen Bim mRNA in relevanten Mengen nach (Abb. 4.11 A, unten). HTLV-1-
infizierte Zelllinien zeigen eine stark verminderte Bim-Proteinexpression, da die Expression
der Bim mRNA bereits stark reduziert ist. Um nun das Verhiltnis zwischen der Expression
von Tax und der Transkription von Bim zu untersuchen, wurden wiederum HeLa-Zellen mit
einem Tax-Expressionsplasmid transfiziert (Abb. 4.11 B). 24 h nach der Transfektion wurden
aus den Zellen sowohl RNA isoliert als auch Proteinlysate hergestellt. Die Proteinlysate
wurden im Western Blot auf die Expression von Tax und Bim untersucht (Abb. 4.11 B,
unten), wihrend die RNA fiir eine quantitative PCR verwendet wurde, um Bim auf
Transkriptionsebene analysieren zu konnen (Abb. 4.11 B, oben). Wie zuvor gezeigt (Abb.
4.4), fihrt die Expression von Tax zu einer Verminderung der Bim Proteinmenge (Abb. 4.11
B, unten). Und auch hier ist die relative Menge an Bim mRNA nach Tax-Expression reduziert

(Abb. 4.11 B, oben). Die Bim mRNA wurde auf GAPDH mRNA normiert.

Die Korrelation zwischen der Expression des viralen Onkoproteins Tax und der Inhibition auf
Ebene der Transkription konnte somit nicht nur fiir Bid, sondern auch fiir Bim gezeigt
werden. Dabei konnte dieser Zusammenhang nicht nur in Tax-iiberexprimierenden HeLa-

Zellen, sondern auch in HTLV-1-infizierten Zelllinien gezeigt werden.
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Abbildung 4.11: Tax inhibiert die Bim-Expression auf Transkriptionsebene

(A) Die Bim mRNA wurde mit RNA-Proben der Zelllinien Jurkat, MT-2, MT-4, Hut-102 und SP, nach reverser
Transkription, in einer quantitativen SYBR Green qPCR (oben) und einer semi-quantitativen PCR (unten) mit
Bim-spezifischen Primern untersucht. Zur Normierung der quantitativen PCR wurden spezifische Primer gegen
GAPDH verwendet und die Bim mRNA in relativen Werten dargestellt. Die Normierung der semi-quantitativen
PCR erfolgte mittels Aktin mRNA.

(B) HeLa Zellen wurden mit einem Tax-Expressionsplasmid, mit einem CMV-Kontrollplasmid, oder lediglich
mit dem Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden aus den
Proben Proteinlysate hergestellt und RNA isoliert. Die RNA-Proben wurden, nach reverser Transkription, in
einer quantitativen SYBR Green qPCR mit Bim-spezifischen Primern untersucht (oben). Zur Normierung
wurden spezifische Primer gegen GAPDH verwendet und die Bim mRNA in relativen Werten dargestellt. Die
Proteinlysate wurden in einem 13 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die Proteine Tax,
Bim, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert (unten).

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.
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4.12 Der Transkriptionsfaktor HIF-loo reprimiert die

Transkription von Bid und Bim

Die Tax-abhdngige Inhibition zweier pro-apoptotischer Proteine, deren Gene sich auf
verschiedenen Chromosomen befinden (Bid: Chromosom 22ql1.1 und Bim: Chromosom
2ql13), ldsst einen eher generellen Mechanismus vermuten. Da beide Proteine bereits auf
mRNA Ebene vermindert sind, kann die Beteiligung eines Transkriptionsfaktors vermutet
werden. Eine reziproke Korrelation zwischen der Expression des Transkriptionsfaktors HIF-
la und Bid bzw. Bim ist bereits bekannt. Im Fall von Bid konnte gezeigt werden, dass HIF-
la hierbei als Repressor fungiert, der an den Promotor bindet und die Transkription blockiert
(Erler et al., 2004; Seenath et al., 2008). Fiir Bim bleibt der genaue Mechanismus noch
aufzukldren (Whelan et al., 2010; Whelan et al., 2011). In Abbildung 4.12 wird der These
nachgegangen, in wie weit eine Tax-vermittelte HIF-1a-Uberexpression die pro-

apoptotischen Proteine Bid und Bim inhibiert.

Hierzu wurden folgende, in friiheren Abschnitten (u. a. 4.2 und 4.3) beschriebene Systeme
verwendet. Der Vergleich verschiedener Leukdmie-Zelllinien mit HTLV-I-infizierten
Leukémie-Zelllinien (Abb. 4.12 A), die Expression des viralen Onkoproteins Tax in HeLa-
Zellen (Abb. 4.12 B) und das induzierbare Tax-Expressions System (Abb. 4.12 C).
Untersucht wurde die basale bzw. Tax-induzierte Proteinexpression von HIF-1a und HIF-1p.
HIF-1B fungiert zusammen mit HIF-lo als Heterodimer, ist aber konstitutiv exprimiert.
Nochmals dargestellt ist auch die Expression der Proteine Bid und Bim, basal und nach Tax
Expression. Als ein Ziel-Gen positiver HIF-1o Transaktivierung wurde p21, ein Regulator
des Zellzyklus untersucht (Semenza, 2003). Des Weiteren wurde auch der Zellzyklusregulator
p27 betrachtet, dessen Expression unabhingig von HIF-la ist (Carmeliet et al., 1998;
Semenza, 2003). Die Expression von Tax erhoht zwar transient die p27-Expression, in

HTLV-I1-infizierten Zelllinien ist p27 allerdings nur gering exprimiert (Kuo et al., 2006).

Die erhohte Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1a in HTLV-1-infizerten Zelllinien
gegeniiber nicht-infizierten Leukémie-Zelllinien konnte bestitigt werden (Abb. 4.12 A). Auch
die Expression von Tax in HeLa-Zellen (Abb. 4.12 B) oder die induzierbare Tax-Expression

mit 4-Hydroxytamoxifen (Abb. 4.12 C) fiihrten zu einer Erh6hung der HIF-1a Proteinmenge.
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In allen drei beschriebenen Systemen blieb dagegen die Expression von HIF-1§, wie erwartet,
unverdandert. Das Zellzyklusprotein p21 ist in HTLV-1-infizierten Zelllinien stark erhdht,
(Abb. 4.12 A) und auch die Expression von Tax alleine in HeLa-Zellen und im induzierbaren
System ERtax/ERAtax flihrte zu einer Erhohung dieses HIF-1o Ziel-Gens (Abb. 4.12 B und
C). Im Gegensatz dazu konnte in HTLV-l-infizierten Zelllinien eine &hnlich niedrige
Expression von p27 wie in nicht-infizierten Leukdmie-Zelllinien nachgewiesen werden (Abb.
4.12 A). Allerdings fiihrt die transiente Expression des viralen Onkoproteins Tax zu einer

Erhéhung von p27 (Abb. 4.12 B und C).

Die verminderte Expression der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim in HTLV-I1-
infizierten und Tax-exprimierenden Zellen (Abb. 4.12 A-C) kann daher mit einer erhohten

Transaktivierungsaktivitit von HIF-1a in Zusammenhang gebracht werden.
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Abbildung 4.12: Charakterisierung von HIF-1a und seine Transaktivierung in HTLV-1-infizierten und
Tax-exprimierenden Zelllinien

(A) Proben der Leukdmie-Zelllinien Molt-4, DND-41, CEM und Jurkat, sowie der HTLV-1-infizierten Zelllinien
MT-2, MT-4, Hut-102 und SP wurden nach Lyse der Zellen in einem 13 % bzw. 7,5 % Laemmli Gel
aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir die Proteine Tax, HIF-1a, HIF-1p3, Bid, Bim, p21, p27, sowie Tubulin
als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.

(B) HeLa Zellen wurden mit einem Tax-Expressionsplasmid, mit einem CMV-Kontrollplasmid, oder lediglich
mit dem Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) transfiziert. Die Lysate wurden 12h und 24 h nach der
Transfektion hergestellt und in einem 13 % bzw. 7,5 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir
die Proteine Tax, HIF-1o, HIF-1pB, Bid, Bim, p21, p27 sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen,
analysiert.

(C) ERtax und ERAtax Zellen wurden mit 5 uM 4-Hydroxytamoxifen fiir 40 h bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse
der Zellen wurden die Proben in einem 13 % bzw. 7,5 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir
die Proteine HIF-1a, HIF-1B, Bid, Bim, p21, p27, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen,
analysiert.

Die gezeigten Daten sind représentativ fiir drei unabhingige Experimente.
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4.13 Erhohte HIF-lao Proteinmengen im Zellkern HTLV-1-

infizierter Zellen

Die Erhohung von HIF-1a in Proteinlysaten von HTLV-1-infizierten Zelllinien konnte bereits
nachgewiesen werden. Da HIF-1a als Transkriptionsfaktor jedoch nur im Zellkern aktiv ist,

wird in Abbildung 4.13 gezeigt, dass HIF-1a auch verstirkt in den Zellkern transloziert.

Hierfir wurden Kernextrakte der HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4, Hut-102 und
SP hergestellt. Als Kontrolle dienen Kernextrakte der nicht-infizierten Leukdmie-Zelllinien
CEM und Jurkat. Die Kernextrakte wurden im Western Blot aufgetrennt und die HIF-1a-
Expression im Kern untersucht. Um die Reinheit der Extrakte zu kontrollieren, wurden auch
zytosolische Fraktionen aufgereinigt und aufgetrennt. Die Reinheit der Proben wurde mit
Hilfe des Proteins YY1 (Yin-Yang 1) iiberpriift, einem Transkriptionsfaktor, der im Nukleus
lokalisiert ist (McNeil et al., 1998; Gordon et al., 2006). Die zytosolische Fraktion kann
zudem ndherungsweise als Kontrolle gleicher Mengen Protein des Ausgangsmaterials dienen.
Ihre Reinheit wurde mit Mcl-1 iiberpriift (Abb. 4.13). Eine hohere HIF-1a-Expression in
HTLV-1-infizierten Zelllinien, verglichen mit den Zelllinien CEM und Jurkat, konnte nicht
nur in der zytosolischen Fraktion, sondern auch in den Kernextrakten nachgewiesen werden
(Abb. 4.13). Das Kernprotein YY1 konnte in den Kernextrakten sehr gut, in der zytosolischen
Fraktion jedoch nur in sehr geringer Menge detektiert werden, was fiir eine gute Anreicherung

und Reinheit der Fraktionen spricht (Abb. 4.13).

Es konnte also gezeigt werden, dass HTLV-1-infizierte Zellen eine erhdhte Expression von
HIF-1a sowohl im Zytosol als auch im Zellkern aufweisen. Dies deutet auf eine verstérkte
Aktivitdt von HIF-1o im Kern hin, was sich sowohl in einer Aktivierung als auch in einer

Repression von HIF-1a-Zielgenen duflern kann.
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Abbildung 4.13: Die verstirkte HIF-1a Expression fithrt zu einer hoheren Menge des Proteins im
Zellkern

Die HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4, Hut-102 und SP und die Kontrollzelllinien CEM und Jurkat
wurden fiir die Herstellung von Kernextrakten verwendet. Aus der gleichen Préparation wurden auch die
zytosolischen Fraktionen aufgereinigt. Die Proben wurden im 7,5 % und 13 % Laemmli Gel aufgetrennt und im
Western Blot fiir die Proteine HIF-1a, YY1, sowie Tubulin als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen analysiert.
Die gezeigten Daten sind représentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.
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4.14 RNA-Interferenz der HIF-l1a-Expression sensibilisiert
HTLV-1-infizierte Zellen fiir Rezeptor-vermittelte Apoptose

Der Zusammenhang zwischen einer Erhéhung der Expression und Transaktivierung von HIF-
la und einer Repression der Transkription der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim durch
das virale Onkoprotein Tax, kann eine Erkldrung fiir die hohe Apoptoseresistenz HTLV-1-
infizierter Zellen liefern. Um dies zu untermauern, zeigt Abbildung 4.14 wie durch eine
Verminderung der HIF-la-Expression die Apoptose-Sensitivitdt der Zellen erhdht werden

kann.

Die HIF-1a-Proteinexpression wurde, mit Hilfe der in Abschnitt 4.5 bereits beschriebenen
Transfektion einer Gen-spezifischen siRNA, in der HTLV-1-infizierten MT-2-Zelllinie
vermindert. Die Zellen wurden anschlieBend fiir 24 h mit Apoptosestimuli behandelt, die den
Rezeptorsignalweg induzieren. Die Apoptoserate wurde nach Nicoletti bestimmt, um eine
Aussage Uber die Resistenz der Zellen mit verminderter HIF-1o-Expression treffen zu
konnen. Die Behandlung der MT-2-Zellen mit 500 ng/ml bzw. 1000 ng/ml anti-APO-1 (Abb.
4.14 A) und 25 ng/ml bzw. 50 ng/ml SuperKiller-TRAIL (Abb. 4.14 B) fiihrt zu einer
Apoptose-Sensibilisierung der MT-2-Zellen mit verminderter HIF-l1o-Expression im
Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zellen. Um die Effizienz und Spezifitit der RNA-
Interferenz zu belegen, wurden Proteinlysate 72 h nach Transfektion der Gen-spezifischen
siRNAs und der Kontroll-siRNA hergestellt (Abb. 4.14 C). Diese Lysate wurden im Western
Blot auf die Verringerung der HIF-1a-Expressison hin untersucht. Die Proteinexpression von
HIF-1a ist bei einer Transfektion der HIF-1a-spezifischen siRNA erniedrigt, wohingegen die
HIF-1o-Expression bei Transfektion der Kontroll-siRNA (scrambled siRNA) nicht
beeinflusst wird (Abb. 4.14 C).

Die HTLV-l-infizierte Zelllinie MT-2 kann durch eine Verminderung der HIF-la-

Proteinexpression fiir Apoptose sensibilisiert werden.
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Abbildung 4.14: RNA-Interferenz der HIF-lo-Expression in MT-2-Zellen sensibilisiert fiir Rezeptor-
vermittelte Apoptose

(A) MT-2-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder HIF-1a-spezifischer siRNA (siHIF-1a)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen anti-APO-1 fiir
weitere 24 h bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im
Durchflusszytometer bestimmt.

(B) MT-2-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder HIF-la-spezifischer siRNA (siHIF-1a)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen SuperKiller-
TRAIL fiir weitere 24 h bei 37 °C stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifarbung wurde die Apoptoserate
im Durchflusszytometer bestimmt.

(C) MT-2-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (scr siRNA) oder HIF-la-spezifischer siRNA (siHIF-1a)
transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und im 7,5 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der
Western Blot wurde fiir die Proteine HIF-1a und Tubulin, als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen, analysiert.
Die gezeigten Daten sind représentativ fiir ein unabhéngiges Experiment.
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4.15 Chetomin blockiert die HIF-1o Transaktivierungsaktivitit

und stellt die Expression von Bid und Bim wieder her

Die Verbindung zwischen dem viralen Onkoprotein Tax, der daraus resultierenden Erhhung
der HIF-1a-Expression und die Inhibition der Transkription von Bid und Bim wird in
Abbildung 4.15 belegt. Eine Inhibition der Transaktivierungsaktivitdt von HIF-1a sollte zu
einer Wiederherstellung der Proteinexpression der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim
fiihren. Als Inhibitor wurde Chetomin verwendet. Chetomin blockiert die CH1 Bindestelle in
p300, einem wichtigen Kofaktor der HIF-la-vermittelten Aktivierung/Repression der
Transkription (Cook et al., 2009). Fiir seine Funktion als Transkriptionsfaktor muss HIF-1a
an die CHI-Domaéne von p300 binden. Ist diese durch Chetomin blockiert, kann HIF-1a seine

Ziel-Gene nicht mehr regulieren.

Die HTLV-1-infizierte Zelllinie MT-2 wurde fiir 4, 8, 16 und 24 h mit 5 ng/ml Chetomin
behandelt. AnschlieBend wurden die Proteinlysate im Western Blot analysiert. Die
Proteinmenge von HIF-1a selbst blieb erwartungsgemal3 unverédndert, da durch den Inhibitor
nur die Transaktivierungsaktivitit beeinflusst wird. Das Gleiche galt fiir HIF-1p. Dagegen
war ab 16 h Behandlung ein Anstieg der Proteinmenge von Bid und Bim zu beobachten.
Gleichzeitig wurde die Proteinexpression von p21, einem positiv-regulierten HIF-1a Ziel-
Gen bereits nach 4 h stark vermindert. Der Anstieg an p27 Protein, einem wichtigen
Zellzyklusinhibitor, beginnend nach 8 h Behandlung, kénnte auf eine ausbleibende Inhibition
durch p65 zuriickzufiihren sein. p65, eine NF-kB-Untereinheit, bindet ebenfalls an die CH1
Doméne in p300 (Perkins et al., 1997; Goodman et al., 2000) und wird somit ebenfalls durch
Chetomin in seiner Aktivitit beeinflusst. Die gleiche Erkldrung konnte fiir die leichte
Verminderung des anti-apoptotischen Proteins c-FLIP gelten, das unter normalen Umstinden
durch NF-kB induziert wird. Die Expression des viralen Onkoproteins Tax, das fiir seine
Transaktivierungsaktivitit an eine andere p300 Doméne bindet, blieb dementsprechend

unverdndert. Ebenso die anti-apoptotischen Proteine Mcl-1 und Bcl-2.

Die Behandlung der MT-2-Zellen mit Chetomin fiihrt zu einer wiedergewonnenen Expression
der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim, einer leichten Verminderung des anti-

apoptotischen Proteins c-FLIP und einer starken Erhohung des Zellzyklusinhibitors p27.
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Abbildung 4.15: Die Proteinexpression von Bid und Bim wird durch Chetomin-Behandlung

wiederhergestellt

MT-2-Zellen wurden mit 5 ng/ml Chetomin fiir die angegebenen Zeitintervalle bei 37 °C inkubiert. Nach Lyse
der Zellen wurden die Proben in einem 13 % bzw. 7,5 % Laemmli Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde fiir
die Proteine HIF-1a, HIF-1p3, Bid, Bim, p21, p27, c-FLIP, Tax, Bcl-2, Mcl-1, sowie Tubulin als Ladekontrolle
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gleicher Proteinmengen analysiert.
Die gezeigten Daten sind représentativ fiir drei unabhingige Experimente.
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4.16 Inhibition der HIF-lao Transaktivierungsaktivitit

sensibilisiert HTLV-1-infizierte Zellen fiir Apoptose

Wenn die Behandlung HTLV-1-infizierter Zellen mit Chetomin eine Verschiebung des
Gleichgewichts von pro- und anti-apoptotischen Proteinen zugunsten von Apoptose bewirkt,
sollten diese eine hohere Sensitivitit fiir Apoptosestimuli aufweisen. In Abbildung 4.16 wird
die Sensibilisierung resistenter, HTLV-1-infizierter Zelllinien durch Chetomin in

Kombination mit verschiedenen Apoptosestimuli untersucht.

MT-2- (Abb. 4.16 A) und SP-Zellen (Abb. 4.16 B) wurden mit 5 ng/ml Chetomin fiir 24 h bei
37 °C behandelt. AnschlieBend folgte die Behandlung mit den verschiedenen Apoptosestimuli
fiir weitere 24 h bei 37 °C. Als Stimuli des Rezeptorsignalwegs wurde fiir die MT-2-Zellen
I pg/ml anti-APO-1 und 50 ng/ml SuperKiller-TRAIL eingesetzt. Als Stimuli des
Mitochondrien-vermittelten Signalwegs wurden flir die MT-2-Zellen 5 pM Etoposid und
0,5 uM Doxorubicin verwendet (Abb. 4.16 A). Zur Behandlung der Sp-Zellen wurden
0,1 pg/ml anti-APO-1, 10 ng/ml SuperKiller-TRAIL, 5 uM Etoposid und 0,5 uM
Doxorubicin eingesetzt (Abb. 4.16 B). Wihrend die Behandlung der Zellen mit den
jeweiligen Apoptosestimuli nur eine sehr geringe Induktion von Apoptose zur Folge hatte und
auch die Behandlung der Zellen mit Chetomin alleine nur méBig toxisch war, konnten die
jeweiligen Kombinationen die resistenten Zellen erheblich fiir Apoptose sensibilisieren. Im
Fall der MT-2-Zellen lag die Sensibilisierung bei 40-50 % gemessener spezifischer Apoptose
fir die verwendeten Apoptosestimuli des Rezeptor- und Mitochondrien-induzierten
Signalwegs (Abb. 4.16 A). Die SP-Zellen zeigten eine Sensibilisierung von 70-90 %
spezifischer Apoptose fiir anti-APO-1, Etoposid und Doxorubicin. Nur die Sensibilisierung
mit SuperKiller-TRAIL resultierte in einer etwas niedrigere Apoptoserate von ca. 40 % (Abb.
4.16 B).

Die gezeigten Ergebnisse bilden die Grundlage eines Modells, wie HTLV-1-infizierte Zellen,
mit Hilfe des viralen Onkoproteins Tax, der Erh6hung des Transkriptionfaktors HIF-1a und
der daraus resultierende Inhibition der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim, einen
Mechanismus der Apoptoseresistenz dieser dullerst aggressiven Leukdmieart herstellen. Die
Behandlung dieser resistenten Zellen mit Chetomin, einem HIF-1a Inhibitor, kann die Zellen

fiir Apoptose sensibilisieren.
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Abbildung 4.16: Chetomin sensibilisiert HTLV-1-infizierte Zellen fiir Apoptose

(A) MT-2-Zellen wurden mit 5 ng/ml Chetomin fiir 24 h bei 37 °C Stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen
mit 1 pg/ml anti-APO-1, 50 ng/ml SuperKiller-TRAIL, 5 uM Etoposid oder 0,5 uM Doxorubicin fiir weitere
24 h behandelt. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im Durchflusszytometer
bestimmt. Die gezeigten Daten sind représentativ fiir drei unabhidngige Experimente.

(B) SP-Zellen wurden mit 5 ng/ml Chetomin fiir 24 h bei 37 °C stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
0,1 pg/ml anti-APO-1, 10 ng/ml SuperKiller-TRAIL, 5 uM Etoposid oder 0,5 uM Doxorubicin fiir weitere 24 h
behandelt. Nach Lyse der Zellen und Nicolettifirbung wurde die Apoptoserate im Durchflusszytometer
bestimmt. Die  gezeigten Daten sind reprédsentativ  fiir zwei unabhingige Experimente.
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5. Diskussion

Die Resistenz gegen Apoptose ist zentral fiir die Transformation zur Krebszelle (Hanahan et
al., 2011). Das Konzept des programmierten Zelltods einer irreversibel geschiadigten bzw.
entarteten Zelle soll das Entstehen eines Tumors verhindern. Die unterschiedlichsten
Krebsarten haben daher vielseitige Mechanismen entwickelt, um dieses Sicherheitssystem
umgehen oder stilllegen zu konnen. Auch die Entstehung von Chemoresistenz hat haufig ihre
Ursache in verdnderten, apoptotischen Abldufen und ist oft ausschlaggebend fiir das Scheitern
einer Therapie (Lowe et al.,, 2004; Adams et al., 2007; Letai, 2008). In diesem
Zusammenhang ist vor allem der intrinsische Apoptose-Signalweg von entscheidender
Bedeutung, da die meisten Chemotherapeutika auf dieser Ebene der Regulierung des Zelltods
wirken (Hanahan et al.,, 2011). Auch Virus-infizierte Zellen werden durch Apoptose
eliminiert. Humanpathogene Retroviren wie HTLV-1 haben daher Strategien entwickelt, um

wichtige Kontrollpunkte dieser Apoptoseantwort zu manipulieren (Taylor et al., 2008).

Dreh- und Angelpunkt der Transformation HTLV-1-infizierter Zellen zu malignen ATL-
Leukdmiezellen ist das virale Onkoprotein Tax (Abb. 4.2) (Grassmann et al., 2005). Die
Expression dieses Onkoproteins alleine reicht aus, um Zellen zu immortalisieren. In in vivo
Mausmodellen konnte zudem gezeigt werden, dass die alleinige Expression von Tax auch zur
Transformation der Zelle fiihrt (Hasegawa et al., 2006). Noch unklar ist, ob dies auch im
Menschen ausreichend ist, oder ob hier das Zusammenspiel mehrerer viraler Komponenten
noétig ist (Hahn et al., 1999). Allerdings deuten viele biologische Eigenschaften des viralen
Onkoproteins, wie die Aktivierung von Uberlebens- und Proliferations-Signalwegen,
Apoptoseresistenz, das Ausschalten zelluldrer Kontrollpunkte und die Manipulation von
Reparaturmechanismen darauf hin. Tax beeinflusst hierzu die Expression und Aktivitdt einer
Vielzahl zelluldrer Proteine und tibernimmt so oft die Regulierung gesamter Signalkaskaden
(Boxus et al., 2008). Im Gegensatz zu anderen viralen Proteinen, die nur einen bestimmten
Kontrollpunkt manipulieren (Abschnitt 1.2.6), wirken HTLV-1-infizierte Zellen einer
Eliminierung durch den Wirt entgegen, indem Signalwege auf mehreren Ebenen manipuliert

werden (Taylor et al., 2008).

Dies geschieht durch unterschiedliche Mechanismen, wie Manipulation der Immunantwort

des Wirts, einer Dampfung der Virus-Replikation (Abschnitt 1.2.5) oder der Aktivierung von
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Uberlebenssignalwegen und Apoptoseresistenz (Abschnitt 1.2.6) (Virgin et al., 2009). Die
hohe Chemoresistenz steht in Relation zur Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter Zellen,
wobei in dieser Studie der Fokus auf Komponenten des intrinsischen Apoptosesignalwegs lag.
Die Untersuchung der Tax-abhingigen, verminderten Expression der pro-apoptotischen
BH3-only Proteine Bid und Bim in Bezug auf Relevanz und Mechanismus zeigte die
Bedeutung des Transkriptionsfaktors HIF-1a in HTLV-1-infizierten Zellen auf. Dabei wurde
auch die Relevanz von HIF-1a fiir zielgerichtete Therapieansidtze mit HIF-1a Inhibitoren

belegt.

5.1 Die Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter Zellen

Die Resistenz gegen Apoptose in HTLV-1-infizierten Zellen ist vielschichtig. So konnten
Resistenzen gegen Rezeptor-vermittelte Apoptose, ausgelost iiber den CD95-Rezeptor
(Copeland et al., 1994; Krueger et al., 2006), TNF-a (Yang et al., 2002), TRAIL (Hasegawa
et al., 2005), sowie Resistenz gegen intrinsische Apoptosestimuli, wie DNA-Schéden oder
y-Strahlung (Park et al., 2006) belegt werden (Taylor ef al., 2008). Abbildung 4.1 verdeutlicht
die Resistenz HTLV-1-infizierter Zelllinien (MT-2, MT-4, Hut-102) gegen CD95- und
TRAIL-Rezeptor-induzierte Apoptose im Vergleich mit einer sensitiven T-Zell Leukdmie-
Zelllinie (Jurkat) (Abb. 4.1 A und B). Die verwendeten HTLV-I-infizierten Zelllinien
exprimieren alle das virale Onkoprotein Tax (Abb. 4.2). Mechanistisch begriindet sich die
Resistenz gegen extrinsische Apoptose nicht durch eine Verminderung der Expression der
Todesrezeptoren CD95 oder TRAIL, deren normale Expression anhand von
Oberflachenfarbungen gezeigt wurde (Daten nicht gezeigt, (Krueger ef al., 2006; Bleumink et
al., 2011) und Dissertation von Marc Bleumink, 2007). Vielmehr beruht diese Resistenz auf
der Tax-abhingigen Uberexpression des anti-apoptotischen Proteins c-FLIP in HTLV-1-
infizierten Zellen, welches am Todesrezeptorkomplex mit Pro-Caspasen um die Bindung an
FADD konkurriert und eine geringere Caspasenaktivierung zur Folge hat (Abb. 4.2) (Krueger
et al., 2006).

Des Weiteren wurden Apoptoseresistenzen auch auf der Ebene des intrinsischen
Apoptosesignalwegs beobachtet (Abb. 4.1 C und D). Wiahrend die verwendete Jurkat
Leukédmie-Zelllinie sensitiv fiir Etoposid (Abb. 4.1 C) und Doxorubicin (Abb. 4.1 D) ist,
weisen die HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2, MT-4 und Hut-102 gegen Etoposid (Abb.
4.1 C) eine vollstindige Apoptoseresistenz auf. Bei der Behandlung mit Doxorubicin (Abb.

108



Diskussion

4.1 D) ist die Induktion von Apoptose verzogert; die Zellen sind jedoch auch nach 48 h
Behandlung weniger sensitiv als Jurkat-Zellen. Die verwendeten Chemotherapeutika werden
bei Standardtherapien von ATL-Patienten eingesetzt, was eine Erkldrung fiir die nur
moderaten Erfolge einer solchen Therapie liefert. Die bisher erfolgreichste Behandlung der
Patienten beruht auf Kombinations-Chemotherapien, der sogenannten VCAP-AMP-VECP
Behandlung (Vincristin, Cyclophosphamid, Doxorubicin und Prednison (VCAP),
Doxorubicin, Ranimustin und Prednison (AMP) und Vindesin, Etoposid, Carboplatin und
Prednison (VECP)) (Tsukasaki et al., 2007). Mit dieser Therapie konnte in Japan eine drei
Jahres Uberlebensquote von 24 % erzielt werden (Matsuoka et al., 2011).

Ein weiterer Faktor der Apoptoseresistenz bei HTLV-1 ist die Aktivierung von NF-kB durch
das virale Onkoprotein Tax. Neben der Aktivierung von Uberlebenssignalen fiihrt dies auch
zu einer Uberexpression des anti-apoptotischen Bcl-2 Proteins Bel-x; (Tsukahara et al., 1999)
(Abb. 4.2) und einer Uberexpression von XIAP (Waldele er al., 2006), einem Caspase-
Inhibitor. Mehrere Studien konnten zudem eine Uberexpression der anti-apoptotischen Bcl-2
Proteine Mcl-1 (Swaims et al., 2010) und Bcl-2 (Nicot et al., 1997) in HTLV-1-infizierten
Zelllinien zeigen (Abb. 4.2). Die Uberexpression anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine konnte in
dieser Studie in den verwendeten Modellsystemen bestdtigt werden (Abb. 4.2) und tragt zur
Resistenz HTLV-1-infizierter Zellen bei, da eine Verminderung sowohl von Mcl-1 (Ikezoe et
al., 2005; Sinha-Datta et al., 2008; Yang et al., 2010) und Bcl-2 (Sanda et al., 2006;
Machijima et al., 2009; Yang et al., 2010) als auch von Bcl-x;, (Moarbess et al., 2008) die
Zellen in verschiedenen Studien sensibilisieren konnte. Demgegeniiber zeigt die
Charakterisierung der pro-apoptotischen Bcl-2 Familienmitglieder eine starke Verminderung
der Expression der BH3-only Proteine Bid und Bim (Abb. 4.2), was ebenfalls zur Resistenz
HTLV-1-infizierter Zellen beitragen konnte.

Das Auftreten von Kreuzresistenzen gegen Chemotherapeutika mit unterschiedlichen
Wirkprinzipien deutet auf einen allgemein giiltigen Resistenzmechanismus hin. Den meisten
Chemotherapeutika gemeinsam ist, dass sie unabhdngig von ithrem direkten Angriffspunkt
letztendlich den intrinsischen Signalweg der Apoptose aktivieren. Eine Moglichkeit zur
Erklirung von Kreuzresistenzen findet sich in den unterschiedlichen Klassen von
Apoptoseblockaden, die in Krebszellen auftreten kénnen (Letai, 2008). Blockade Typ ,,A*
beschreibt eine Tumorzelle, bei der es zum Verlust der Expression von Aktivator BH3-only

Proteinen wie Bid und Bim kommt. Eine durch Chemotherapeutika induzierte Neusynthese
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dieser Proteine hat zunichst keine Folgen, da sie von vorhandenen anti-apoptotischen Bcl-2
Proteinen neutralisiert werden. Blockade Typ ,,B* entspricht dem Verlust von Bax und Bak,
was zum gleichen Resultat, einer resistenten Zelle fiihrt, da die Aktivierung von BH3-only
Proteinen ohne Bax und Bak folgenlos bleibt. Typ ,,C* Zellen {iberexprimieren anti-
apoptotische Bcl-2 Proteine, wie Mcl-1 und Bcl-2. In diesem Fall wird der Zelltod durch
Apoptose verhindert, indem die iiberexprimierten Proteine die pro-apoptotischen Bcl-2
Proteine und die Effektoren Bax und Bak binden und neutralisieren. Diese Zellen sind von der
kontinuierlichen Funktion der anti-apoptotischen Proteine abhingig. Im Gegensatz zu den
zuvor genannten Fillen, fithrt ein Verlust ihrer Expression oder eine Verschiebung des
Gleichgewichts, durch eine zusétzliche Aktivierung pro-apoptotischer Proteine, zum Zelltod.
Eine zusitzliche Aktivierung von BH3-only Proteinen durch Chemotherapeutika kann nicht

mehr kompensiert werden, und die Zelle stirbt (Letai, 2008).

Ubertragen auf die Charakterisierung der Bcl-2 Proteine in HTLV-1-infizierten Zellen (Abb.
4.2) ergibt sich ein Profil mit einer Verschiebung hin zu anti-apoptotischen Proteinen, da eine
Uberexpression von Bcl-2, Mcl-1 und Bel-x; und eine Verminderung der pro-apoptotischen
BH3-only Proteine Bid und Bim vorliegt. Dies spiegelt auch den Phénotyp der
Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter Zelllinien wieder. Die relativ starke Expression der
pro-apoptotischen Effektoren Bax und Bak, sowie die Expression von pro-apoptotischen
BH3-only Sensibilisatoren kann durch die anti-apoptotischen Proteine neutralisiert werden.
Die Expression der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak deutet zudem auf eine
Moglichkeit zur Reaktivierung des Apoptosesignalwegs hin (Abb. 4.2). Mit einer
Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten der pro-apoptotischen Proteine durch eine
Reaktivierung der Bid und Bim Expression sollte eine Sensibilisierung HTLV-1-infizierter
Zellen fiir Chemotherapeutika-induzierte Apoptose moglich sein. Dementsprechend wurde in
dieser Arbeit nicht nur dem Mechanismus der Verminderung der Expression pro-
apoptotischer BH3-only Proteine in HTLV-1-infizierten Zellen nachgegangen, sondern auch
die Moglichkeit einer Reaktivierung dieser Proteine und deren FEinfluss auf die

Apoptosesensitivitit untersucht.

5.2 Die Bedeutung der BH3-only Proteine

Als virales Onkoprotein beeinflusst Tax eine ganze Reihe zelluldrer Prozesse in HTLV-1-

infizierten Zellen, die zur Apoptoseresistenz beitragen (Taylor ef al., 2008). In Abbildung 4.3
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und 4.4 wurde eine mogliche Korrelation zwischen der Expression von Tax und der
Verminderung der Proteine Bid und Bim untersucht. In der Tat ist eine Uberexpression von
Tax sowohl in HeLa-Zellen als auch in einem induzierbaren System (ndher beschrieben in
Abschnitt 4.3) ausreichend, um die Expression von Bid (Abb. 4.3 A-C) und Bim (Abb. 4.4 A
und B) zu inhibieren. Hieraus ergaben sich zunéchst zwei Fragestellungen. Zum einen sollte
der Aufklirung des zugrundeliegenden Mechanismus der Expressionsinhibition
nachgegangen werden, zum anderen der Bedeutung des Verlusts von Bid und Bim in Hinblick

auf die Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter Zellen.

Die Bedeutung pro-apoptotischer BH3-only Proteine in Zusammenhang mit
Apoptoseresistenz wurde bereits in mehreren Studien dargelegt. Die Uberexpression von
BH3-only Proteinen verstédrkt den apoptotischen Zelltod in vielen Geweben, ist aber abhingig
von Bax und Bak (Zong et al., 2001). Dagegen fiihrt der kombinierte Verlust der Aktivator
Proteine Bid, Bim und Puma zu dhnlichen Entwicklungsstérungen und Resistenz gegen
Apoptose wie der Verlust von Bax und Bak (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001; Ren et
al., 2010). Wéhrend ein Verlust mehrerer BH3-only Proteine eindeutig schwerwiegende
Folgen hat, kann auch der Verlust eines einzelnen BH3-only Proteins in bestimmten Geweben
zu Chemo- und Apoptoseresistenz fiihren (Bouillet ef al., 1999; Yin et al., 1999; Zinkel et al.,
2003; Willis et al., 2005; Youle et al., 2008).

Besondere Bedeutung kommt Bid und Bim Proteinen zu, da sie nach dem Modell der direkten
Aktivierung als BH3-only Aktivatoren sowohl die pro-apoptotischen Effektoren Bax und Bak
binden und aktivieren als auch anti-apoptotische Bcl-2 Proteine binden und inhibieren konnen
(Kuwana et al., 2005). Bei einem Verlust von BH3-only Aktivatoren prognostiziert das
Modell der direkten Aktivierung einen refraktiren Zustand der Zelle gegeniiber MOMP und
damit eine Resistenz gegen intrinsische Apoptose (Abschnitt 1.1.2: Die Bcl-2 Proteinfamilie)
(Giam et al., 2009; Martin, 2010). Belege dieser Prognose zeigt eine Studie, die den
kombinierten Verlust von Bid, Bim und Puma untersucht (Ren et al., 2010). Der Verlust der
drei Gene fiihrt zu Defekten, die dem Verlust von Bax und Bak sehr dhneln (Lindsten et al.,
2000; Wei et al., 2001). Die zentrale Erkenntnis dieser Studie besteht darin, dass die triple
knockout Miuse eine Resistenz gegen die durch Bax/Bak ausgeloste Apoptose aufweisen, was
neben Entwicklungsstérungen und Letalitit auch zu Apoptoseresistenz in Neuronen und
T-Lymphozyten und vergroferten Lymphozytenpopulationen fiithrt (Ren et al., 2010). Die

beobachteten Defekte kommen trotz der Anwesenheit von BH3-only Sensibilisatoren wie Bad
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zustande, was der Theorie des Modells der direkten Aktivierung entspricht, bei dem

Sensibilisatoren alleine nicht in der Lage sind Apoptose auszuldosen (Giam et al., 2009).

Die Relevanz einer verminderten Expression des BH3-only Proteins Bid fiir die Resistenz
gegen Apoptose wurde in den Abbildungen 4.5 — 4.7 untersucht. In der Tat zeigten sowohl
HeLa- (Abb. 4.5) als auch Jurkat-Zellen (Abb. 4.6) nach einer Verminderung der Bid-
Expression durch spezifische RNA-Interferenz eine hohere Resistenz gegen Apoptosestimuli
des extrinsischen (Abb. 4.5/4.6 A und B) und des intrinsischen Signalwegs (Abb. 4.6 C und
D). Die Bedeutung der BH3-only Proteine im Modell HTLV-1-infizierter Zelllinien wurde in
Abbildung 4.7 anhand einer Re-Expression von Bid in Hut-102-Zellen untersucht. Die
Re-Expression eines BH3-only Proteins entspricht der Authebung einer Apoptose-Blockade
Typ ,,A*“ und einer Verschiebung des Gleichgewichts zur Expression pro-apoptotischer Bcl-2
Proteine. Die hohere Sensitivitdt fiir Apoptosestimuli in Bid exprimierenden Hut-102-Zellen
(ca. 15-20 % hohere Sensitivitdt gegeniiber der Kontrolle) wurde vor allem bei einer
Behandlung mit den extrinsischen Stimuli anti-APO-1 und SuperKiller-TRAIL belegt,
wihrend die Behandlung mit Etoposid weniger eindeutig ausfiel. Die Transfektionseffizienz
von 30 % spiegelt sich moglicherweise in den relativ niedrigen Effekten wider. Die
Uberexpression des BH3-only Proteins Bim bleibt in diesem Zusammenhang in zukiinftigen

Experimenten noch durchzufiihren.

5.3 Mogliche Mechanismen der verminderten Expression von Bid

Um den zugrundeliegenden Mechanismus der verminderten Expression des pro-apoptotischen
BH3-only Proteins Bid zu untersuchen, wurde zunichst die Rolle von p53 und NF-kB bei der
Regulierung der Expression dieses Proteins betrachtet. Der Tumorsuppressor p53 bindet an
Promotorsequenzen des Bid-Gens und aktiviert in vitro und in vivo die Transkription von Bid
nach y-Bestrahlung, was die Zellen gegeniiber Chemotherapeutika sensibilisiert (Sax et al.,
2002). In HTLV-1-infizierten Zellen inhibiert allerdings die Tax-abhidngige, konstitutive
Aktivierung von NF-kB den Tumorsuppressor p53. Hierbei korreliert die Expression von Tax
mit der Bildung eines p65-p5S3 Komplexes an pS53-responsiven Promotoren, was zur
Inaktivierung von p53 fiihrt, da wichtige Transkriptions-Kofaktoren nicht mehr rekrutiert
werden konnen (Pise-Masison et al., 2000; Jeong et al., 2004). Die Inaktivierung von p53
konnte daher der verminderten Expression von Bid zugrunde liegen. Da bereits gezeigt

wurde, dass die Inhibition von NF-kB p53 Funktionen wieder reaktiviert (Jeong et al., 2004),
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wurde in Abbildung 4.8 untersucht, ob die Hemmung von NF-kB bzw. die Reaktivierung von
p53 die Expression von Bid beeinflusst. Die Behandlung der HTLV-1-infizierten SP-Zellen
mit einem NF-kB Inhibitor konnte wie gewiinscht NF-kB inhibieren (Abb. 4.8 A) und die
Bid-Expression wurde, wenn auch nur in geringem Male, verstirkt (Abb. 4.8 B). Dies ist im
Einklang mit der bereits bekannten Bedeutung der p53-abhingigen Regulation von Bid. Da es
jedoch zu keiner vollstandigen Wiederherstellung der Bid Expression kommt, kdnnen weitere

Faktoren in der Tax-abhidngigen Repression von Bid vermutet werden.

Ein solcher Faktor wire die Beeinflussung der Proteinhalbwertszeit durch Tax, was iiber
einen verstirkten Abbau des Proteins iiber das Proteasom reguliert sein konnte. Tax kann
bekanntermallen die Proteinhalbwertszeit beeinflussen, indem es an Untereinheiten des
Proteasoms bindet und den Abbau bestimmter Proteine forciert (Rousset et al., 1996; Kehn et
al., 2005; Boxus et al., 2008). In Abbildung 4.9 wurde eine mogliche Verdnderung der
Proteinhalbwertszeit von Bid in HTLV-l-infizierten Zellen (MT-4) untersucht und als
Mechanismus der verminderten Bid-Expression weitgehend ausgeschlossen. Es konnte weder
ein Unterschied in der Proteinhalbwertszeit nachgewiesen werden (Abb. 4.9 A) noch hatte die

Inhibition des proteasomalen Abbaus einen Einfluss auf die Bid-Expression (Abb. 4.9 B).

Das virale Onkoprotein Tax moduliert die Gen-Expression der Wirtszelle, indem es mit
Faktoren zur Aktivierung der Transkription, Transkriptionsfaktoren selbst und anderen
zelluldren Proteinen interagiert (Boxus et al., 2008). In Abbildung 4.10 und 4.11 wurde die
mRNA Expression des Bid- und Bim-Gens untersucht. Bereits der Vergleich der basalen
Expression der Bid (Abb. 4.10 A) und Bim (Abb. 4.11 A) mRNA zeigt eine deutlich
niedrigere relative Menge der jeweiligen mRNA in HTLV-l-infizierten Zelllinien im
Vergleich zu Jurkat-Zellen, die relativ hohe Bid und Bim mRNA- und Proteinmengen
aufweisen. Die Korrelation von Tax-Expression und Inhibition der Bid- und Bim-
Transkription konnte zudem in HeLa-Zellen gezeigt werden. Die Uberexpression von Tax
korreliert mit einer verminderten relativen Menge an Bid (Abb. 4.10 B) und Bim (Abb. 4.11
B) mRNA. Da sich die Gene fiir Bid und Bim auf unterschiedlichen Chromosomen befinden
(Bid: Chromosom 22q11.1 und Bim: Chromosom 2q13), kann ein allgemeiner Mechanismus
ihrer Inhibition vermutet werden, da eine gleichzeitige Deletion oder Mutation der Gene eher
unwahrscheinlich ist. Mechanistisch konnte die Aktivierung eines Transkriptionsfaktors, der
als Repressor der Bid- und Bim-Transkription fungiert, die Transkription der Proteine

inhibieren, was die geringe Proteinmenge der pro-apoptotischen BH3-only Proteine erklaren
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wiirde. In Ubereinstimmung mit dieser Annahme ist eine Korrelation zwischen Proliferation,
Apoptosechemmung und Chemoresistenz fiir Transkriptionsfaktoren wie HIF-la in vielen
Tumoren verbreitet und belegt. Wéahrend HIF-1a in Bezug auf Apoptose anti-apoptotische

Zielgene stimuliert, werden pro-apoptotische Zielgene reprimiert (Rohwer et al., 2011).

5.4 Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors HIF-1a bei Chemo-

und Apoptoseresistenz

Der Transkriptionsfaktor HIF-1a ist bei vielen Krebsarten iiberexprimiert und ein negativer
prognostischer Marker, da seine Uberexpression mit Chemo- und Radioresistenz,
Angiogenese, Metastasierung und Apoptoseresistenz korreliert (Talks et al., 2000; Rankin et
al., 2008; Rohwer et al, 2011). HIF-1la kann auf zwei, voneinander unabhéngige Arten
aktiviert werden. Die sauerstoffabhéngige Aktivierung tritt in hypoxischen Geweben oder in
hypoxischen Tumorarrealen auf, wihrend die sauerstoffunabhidngige Aktivierung iiber die
Aktivierung von Onkogenen wie PI3K und AKT verlduft. HIF-1a ist nicht nur in soliden
Tumorarten von Relevanz, sondern auch bei malignen Erkrankungen des hdmatopoetischen
Systems wie AML (Akute myeloische Leukdmie) konnte eine Korrelation zwischen HIF-1a
und Chemoresistenz belegt werden (Deeb et al., 2011). Die Korrelation von HIF-1a
Expression und einer schlechten Therapieprognose ist unter anderem auf die
Apoptoseresistenz dieser Krebszellen zuriickzufithren. Wahrend der Krebsentstehung kommt
es wiederholt zur Selektion von Zellen mit Mutationen, die einen Vorteil fiir die Proliferation
und das Uberleben der Zellen mit sich bringen. Hierbei kdnnen die Aktivierung von
Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur verstirkten Expression von
HIF-1a fithren, was das Uberleben der Zelle fordert und zu ihrer Selektion fiihrt. Diese
Mutationen beeinflussen dabei direkt oder indirekt die Signalwege der Apoptose (Graeber et
al., 1996; Semenza, 2003). Eine reziproke Korrelation zwischen der Expression des
Transkriptionsfaktors HIF-1o und Bid bzw. Bim konnte in einigen Studien mit einer Chemo-

und Radioresistenz der untersuchten Krebsarten in Verbindung gebracht werden.

In Kolonkarzinom-Zelllinien und in einem Xenograft-Modell wurde die Korrelation zwischen
der Expression von HIF-la, einer verminderten Expression von Bid und Chemoresistenz
gegen Etoposid belegt. HIF-1a bindet hierbei als Repressor an responsive Elemente im Bid-

Promotor und inhibiert die Transkription von Bid. Dagegen konnte eine forcierte Expression
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von Bid die Zellen wieder sensibilisieren (Janine T. Erler ef al., 2004). Klinische Relevanz
brachte eine Folgestudie, in der dieser Zusammenhang auch in 39 priméren, humanen
Adenokarzinomen nachgewiesen werden konnte. In hypoxischen Tumorarrealen, mit hoher
HIF-1a Expression ist die Expression des pro-apoptotischen BH3-only Proteins Bid stark
vermindert (Seenath et al., 2008). Auch im Falle von frithen Formen des Brustkrebs konnte
eine Verbindung zwischen einer erhohten HIF-1 Expression und verminderter Apoptose
(Anoikis) nachgewiesen werden. Charakterisiert werden diese frithen Formen durch ein mit
Zellen gefiilltes Lumen der Milchgénge und hypoxische Marker, wie HIF-1. Hier ist es das
BH3-only Protein Bim, das durch HIF-1 inhibiert wird und zu Apoptoseresistenz fiihrt. Folge
ist eine gestorte Struktur des Brustgewebes, da Anoikis bei der Formation des Lumens der

Milchgénge eine bedeutende Rolle spielt (Whelan et al., 2010; Whelan et al., 2011).

5.5 Die Bedeutung von HIF-1a bei der Apoptoseresistenz HTLV-

1-infizierter Zellen

Mit diesem Hintergrundwissen wurden im Folgenden dieser Studie in Abbildung 4.12 die
HTLV-1-infizierten Zelllinien auf eine Tax-abhingige Uberexpression von HIF-lo als
mogliche Ursache der verminderten Expression der BH3-only Proteine Bid und Bim
untersucht. Tatsédchlich konnte eine Korrelation zwischen Tax-Expression und der Erhéhung
von HIF-1a sowohl basal in HTLV-1-infizierten, Tax-exprimierenden Zelllinien (Abb. 4.12
A) als auch in transient Tax-exprimierenden HeLa-Zellen (Abb. 4.12 B) und in induzierbaren
Tax-exprimierenden Jurkat-Zellen (ERtax) (Abb. 4.12 C) gezeigt werden. Im Gegensatz
hierzu blieb die Expression von HIF-1f3, das zusammen mit HIF-1a als Heterodimer fungiert
und konstant exprimiert wird, in allen drei Systemen unverdndert (Abb. 4.12 A-C). Die
Korrelation der Erhohung von HIF-la und Tax-Expression kann zugleich in allen drei
Systemen mit einer Verminderung der Proteinmenge von Bid und Bim in Verbindung
gebracht werden (wie auch zuvor schon gezeigt wurde) (Abb. 4.12 A-C). Die Anreicherung
von HIF-1a in nukledren Fraktionen HTLV-1-infizierter Zelllinien (Abb. 4.13) deutet zudem
auf eine erhohte Aktivitdt von HIF-1a im Zellkern hin, was sich sowohl in einer Aktivierung
als auch einer Repression von HIF-1a-Zielgenen duflern kann. Die bereits charakterisierte
Aktivierung von PI3K durch Tax konnte in HTLV-l-infizierten Zelllinien fiir die
Uberexpression von HIF-1a. verantwortlich sein. Tax bindet an PI3K und stimuliert die

Phosphorylierung von AKT (Peloponese et al., 2006). AKT aktiviert wiederum mTOR, was

115



Diskussion

zu Phosphorylierungen von S6K, 4E-BP1 und S6 Protein fiihrt. Das Resultat ist eine
Erhohung der Translation bestimmter mRNAs, darunter auch HIF-1a (Semenza, 2003). Im
Wesentlichen unterscheidet sich diese sauerstoffunabhidngige Induktion von der Hypoxie
vermittelten Aktivierung dadurch, dass die Neusynthese des HIF-1a Proteins gesteigert wird
und nicht wie bei Hypoxie der Abbau inhibiert wird. Abbildung 5.1 zeigt eine schematische
Darstellung des vorgeschlagenen Mechanismus der Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter

Zellen.

Die Funktionalitit der vorliegenden Testsysteme wurde durch die Untersuchung der
Zellzyklusproteine p21 und p27, deren Expression sich Tax-abhédngig erhoht, iiberpriift (Abb.
412 B und C). Die zundchst widerspriichlich erscheinende Erhohung zweier
Zellzyklusinhibitoren erklért sich bei ndherer Betrachtung. p21, welches zunéchst als reiner
Zellzyklusinhibitor beschrieben wurde, werden heute nicht nur Tumorsuppressorfunktionen
sondern auch Onkogenfunktionen zugeschrieben (Abbas et al., 2009). So kann p21 neueren
Erkenntnissen zufolge auch die Aktivierung des Cyclin/CDK-Komplexes fordern, was anstatt
Zellzyklusarrest die Proliferation HTLV-1-infizierter Zellen auslost (Kehn et al., 2004).
Zudem wurden mit der p2l-abhdngigen Erhohung von Bcl-2 auch anti-apoptotische
Funktionen beschrieben (Akita ef al., 2005). In dieser Studie wurde p21 zusitzlich als positiv
reguliertes HIF-1a Zielgen untersucht (Semenza, 2003), dessen erhohte Expression mit der
von HIF-1a korrelierte (Abb. 4.12 A-C). Wesentlich eindeutiger ist die Rolle von p27, das als
reiner Zellzyklusinhibitor eine Tumorsuppressorfunktion inne hat (Abukhdeir et al., 2008),
dessen Expression aber HIF-1a unabhidngig ist (Carmeliet ef al., 1998; Semenza, 2003). Tax-
abhéngig kommt es zu einer Aktivierung von p21 und p27 (Abb. 4.12 B und C) und zur
Seneszenz dieser Tax-exprimierenden Zellen (Yang et al., 2011). Wihrend die Aktivierung
von p21 auch in HTLV-1-infizierten Zelllinien nachweisbar ist, ist dies bei p27 nicht der Fall
(Kuo et al., 2006) (Abb. 4.12 A). Man geht davon aus, dass jene HTLV-1-infizierten, Tax-
exprimierenden Zellen den ausgelosten Zellzyklusarrest iiberwinden, die zusédtzliche
somatische Mutationen im p27-Gen akkumulieren (Kuo ef al., 2006; Liu ef al., 2008; Yang et
al.,2011).

Um die Relevanz dieser Beobachtungen zu untermauern, wurden die Konsequenzen einer
HIF-1a Repression durch RNA-Interferenz in einer HTLV-1-infizierten Zelllinie in Hinblick
auf die Apoptose-Sensitivitdt untersucht (Abb. 4.14). Die HTLV-1-infizierte Zelllinie MT-2
konnte durch eine Verminderung von HIF-loo (Abb. 4.14 C) fiir Apoptosestimuli des
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extrinsischen Signalwegs (anti-APO-1: Abb. 4.14 A und SuperKiller-TRAIL: Abb. 4.14 B)
sensibilisiert werden. Diese Beobachtungen veranschaulichen die Relevanz der
Uberexpression von HIF-low in HTLV-1-infizierten Zelllinien fiir die Apoptoseresistenz.
Bedenkt man zudem die Bedeutung der BH3-only Proteine bei der Chemotherapie-induzierten
Apoptose, werden auch die Moglichkeiten von HIF-la-gerichteten Therapieansétzen

deutlich.
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Abbildung 5.1: Mechanismus der Tax-abhiingigen Apoptoseresistenz HTLV-1-infizierter Zellen

Die Tax-abhiingige Uberexpression von HIF-la in HTLV-1-infizierten Zellen fiihrt zu einer Repression der
Transkription der pro-apoptotischen BH3-only Proteine Bid und Bim. Die zusitzliche Uberexpression der anti-
apoptotischen Proteine c-FLIP, Bcl-2, Mcl-1 und Bcel-x; verschiebt das Gleichgewicht der Kontrollmechanismen
der Apoptose hin zum apoptoseresistenten Phéanotyp HTLV-1-infizierter Zellen.
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5.6 HIF-1aa Inhibition durch Chetomin fiihrt zu einer

Wiederherstellung der Expression von Bid und Bim

Eine zielgerichtete Therapie durch HIF-1a Inhibition ist ein vielversprechender Ansatz der
Tumortherapie bei chemoresistenten Krebserkrankungen. Diesem Ansatz wurde mit der
Verwendung von Chetomin, einem Inhibitor der HIF-1a-Transaktivierungsaktivitit,
nachgegangen (Abb. 4.15-4.16). Chetomin ist ein Mykotoxin, das aus Chaetomium
cochliodes isoliert wurde. Identifiziert wurde die Substanz als Inhibitor der Interaktion von
HIF-1oo und p300, einem Kofaktor der Transkription. Chetomin bindet an die CHI
Bindestelle im p300 Protein, die neben HIF-1a auch andere Transkriptionsfaktoren wie p65
bindet. Chetomin komplexiert hierbei ein Zink-Ion der CHI-Domine, was im Folgenden das
Binden von HIF-1a und HIF-2a nicht mehr erlaubt (Cook et al., 2009). Ohne die Interaktion
mit dem Kofaktor p300 kann HIF-lo nicht mehr als Transkriptionsfaktor agieren. Neben
einer nachweisbaren Inhibition der HIF-la-abhingigen Transkription, inhibiert Chetomin
auch das Tumorwachstum in Xenograft-Modellen (Kung et al., 2004). Dabei scheint dieser
Effekt grofBtenteils HIF-1o abhédngig zu sein, da die Expression eines p300 unabhéngigen
HIF-1ow Proteins das Tumorwachstum wiederherstellen konnte (Kung et al., 2000). Die
tatsdchliche Spezifitit von Chetomin bleibt noch zu kldren. Neben weiteren wichtigen
Transkriptionsfaktoren bindet auch die NF-kB-Untereinheit p65 an die durch Chetomin
blockierte CHI-Doméne von p300. Durch Chetomin kénnte demnach auch die p65-abhéngige
Transkription beeintrachtigt werden, was ebenfalls zu dem beobachteten, verminderten

Tumorwachstum beitragen konnte (Cook et al., 2009).

Der Beleg einer ursichlichen Verbindung zwischen der Tax-abhingigen Uberexpression von
HIF-1o und der daraus resultierenden Inhibition der Transkription von Bid und Bim wurde an
HTLV-1-infizierten MT-2 Zellen nach Behandlung mit Chetomin gezeigt (Abb. 4.15). Die
Inhibition der Transaktivierungsaktivitit von HIF-1a fiihrte zu einer Wiederherstellung der
Expression der pro-apoptotischen BH3-only Proteine Bid und Bim, wdhrend die HIF-1a
Expression selbst unverdndert blieb (Abb. 4.15). Dies entspricht einer Aufhebung der
Apoptoseblockade vom Typ ,,A*“. Reziprok wurde die Expression des positiv-regulierten
HIF-1a Zielgens p21 stark vermindert, was als Kontrolle die Funktionalitit des Systems

bestitigt (Abb. 4.15). Die erhohte Expression von p27, einem wichtigen Zellzyklusinhibitor
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und p65 Zielgen (Prasad et al., 2009), sowie die leichte Verminderung des anti-apoptotischen
Proteins c¢-FLIP;, und c-FLIPg konnten auf die Inhibition von p65 durch Chetomin
zuriickzufiihren sein, das ebenfalls an die CH1-Domine in p300 bindet (Perkins et al., 1997,
Goodman et al., 2000) (Abb. 4.15). Dagegen blieb die Expression des viralen Onkoproteins
Tax, das zur Transaktivierung ebenfalls p300 bendtigt, allerdings an eine andere Domine
(KIX-Doméne) bindet, erwartungsgemal unverdndert (Goodman et al., 2000; Vo et al., 2001)
(Abb. 4.15).

Die Behandlung der HTLV-1-infizierten Zellen mit Chetomin fiihrt zu einer Verschiebung
der Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine. Mit der wiederhergestellten Expression
der pro-apoptotischen Proteine Bid und Bim, einer Verminderung des anti-apoptotischen
Proteins c-FLIP und der erhohten Expression des Zellzyklusinhibitors p27 ergibt sich ein
verdndertes Gleichgewicht pro- und anti-apoptotischer Proteine. Das Gleichgewicht
verschiebt sich hin zur Expression pro-apoptotischer Proteine. Dieser verdnderte Phanotyp
sollte die Zellen fiir Apoptose sensibilisieren konnen und unterstreicht damit die Bedeutung

von Chetomin fiir den Einsatz bei Kombinationstherapien.

5.7 Kombinationstherapie @ HTLV-1-infizierter Zellen mit

Chetomin zur Apoptosesensibilisierung

Eine mogliche Sensibilisierung der &uBerst apoptoseresistenten, HTLV-I-infizierten
Zelllinien (MT-2 und SP) wurde mit Hilfe einer Kombination aus HIF-1o Inhibition durch
Chetomin und verschiedenen Apoptosestimuli und Chemotherapeutika in Abbildung 4.16
untersucht. Die Behandlung der HTLV-1-infizierten Zelllinien MT-2 (Abb. 4.16 A) und SP
(Abb. 4.16 B) mit den verschiedenen Apoptosestimuli des extrinsischen (Stimulation mit anti-
APO-1 und SuperKiller-TRAIL) und des intrinsischen (Stimulation mit Etoposid und
Doxorubicin) Apoptosesignalwegs konnte kaum Apoptose auslosen und spiegelt die hohe
Apoptoseresistenz der Zellen wider, die auch bei der einfiihrenden Charakterisierung gezeigt
wurde (siche auch Abb. 4.1). Wéhrend auch die Behandlung mit Chetomin alleine keinerlei
Apoptose induzierte, konnte die Kombination sowohl mit extrinsischen Stimuli als auch mit
intrinsischen Stimuli die Zellen fiir Apoptose sensibilisieren (Abb. 4.16). Die unterschiedlich
hohe Apoptoserate der beiden Zelllinien bzw. der verschiedenen Kombinationen spiegelt
hierbei individuelle, zelluldire Gegebenheiten wider und macht zudem die Bedeutung

individualisierter Therapieansédtze deutlich. Abbildung 5.2 =zeigt eine schematische
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Darstellung der Sensibilisierung HTLV-1-infizierter Zellen fiir Apoptose durch eine
Kombination verschiedener Substanzen, bestehend aus HIF-1o Inhibition und verschiedenen

Stimuli des extrinsischen und intrinsischen Apoptosesignalwegs.

Die Bedeutung eines Therapieansatzes durch die Inhibition von HIF-la wird anhand der
Vielzahl klinischer Studien erkennbar, die diesen Ansatz aktuell mit verschiedenen
Inhibitoren verfolgen. Beispiele hierfiir sind die Substanzen EZN-2968 (Enzon
Pharmaceuticals, Inc. und Santaris Pharma A/S) und PX-478 (S-2-amino-3-[4'-N,N,-bis(2-
chloroethyl)amino]phenyl propionic acid N-oxide dihydrochloride). Bei EZN-2968 handelt es
sich um einen RNA-Antagonisten, der spezifisch HIF-1ao mRNA bindet und dadurch dessen
Proteinexpression inhibiert. /n vitro und in vivo konnte die Gabe von EZN-2986 nicht nur mit
einer verminderten HIF-la Zielgenexpression sondern auch mit vermindertem
Tumorwachstum assoziiert werden (Greenberger et al., 2008). In klinischen Phase I Studien
wird (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01120288) bzw. wurde (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00466583) die Substanz an Patienten mit soliden Tumoren und Lymphomen auf ihre
Sicherheit und Wirksamkeit hin untersucht. PX-478, ein Inhibitor der HIF-1a Proteinsynthese
(Koh et al., 2008), potenziert die Sensitivitit von Pankreastumoren in Mausen fiir
Strahlentherapie (Schwartz et al., 2010). PX-478 wurde ebenfalls in einer klinischen Phase I
Studie an soliden Tumoren und Lymphomen getestet (ClinicalTrials.gov Identifier:

NCT00522652).

Die hier vorgelegten Untersuchungen belegen die Bedeutung der pro-apoptotischen, HIF-1a-
regulierten Proteine Bid und Bim im Kontext der Apoptoseresistenz HTLV-I1-infizierter
Zelllinien. Zudem zeigt diese Studie durch die Verwendung von HIF-la Inhibitoren in
Kombination mit verschiedenen Apoptosestimuli einen moglichen gegen HIF-1a-gerichteten
Therapieansatz auf und liefert somit die molekulare Grundlage fiir einen neuen

erfolgsversprechenden Ansatz zur Behandlung apoptoseresistenter ATL-Patienten.
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Abbildung 5.2: Sensibilisierung HTLV-1-infizierter Zellen fiir Apoptosestimuli durch HIF-1a Inhibition

Eine Inhibition der HIF-loo Transaktivierungsaktivitdt durch den p300 Inhibitor Chetomin sensibilisiert
apoptoseresistente HTLV-1-infizierte Zellen fiir Rezeptor-vermittelte und Mitochondrien-induzierte
Apoptosestimuli. Chetomin bindet an die CHI1-Bindestelle im p300 und verhindert damit das Binden von
HIF-1a an p300. Ohne den Kofaktor p300 kann HIF-lo. nicht mehr als Transkriptionsrepressor an die
Promotorregion von Bid und Bim binden. Die wiederhergestellte Expression der pro-apoptotischen BH3-only
Aktivatoren Bid und Bim sensibilisiert die Zellen fiir Stimuli des Rezeptor-vermittelten (anti-APO-1 und
SuperKiller-TRAIL) und des Mitochondrien-induzierten (Etoposid und Doxorubicin) Apoptosesignalwegs,
indem sie nicht nur Bax und/oder Bak binden und aktivieren sondern auch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2,
Mcl-1 und Bel-x; binden und neutralisieren. Eine Neusynthese von Bid und Bim, ausgeldst durch apoptotische
Stimuli, kann durch die iiberexprimierten anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine nicht mehr kompensiert werden, so
dass sich das Gleichgewicht Richtung Apoptose verschiebt und die HTLV-1-infizierten Zellen sensibilisiert
werden.
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