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Zusammenfassung

Die Apoptose as programmierter Zelltod spielt eine bedeutende Rolle bel der Ontogenese
und Homdostase von mehrzelligen Organismen. CD95 (Fas, APO-1) ist einer von acht
bidang identifizierten Rezeptoren, die direkt Apoptose ausldsen kdnnen und als Todesre-
zeptoren (engl.: death receptor, DR) bezeichnet werden CD95-vermittelte Apoptose ist von
entscheidender Bedeutung fir die Hom@ostase des Immunsystems. Fehlregulationen im
CD95-System tragen aul3erdem zur Entstehung von Krankheiten wie Autoimmunitét, Krebs
oder AIDS bei.

Bel der initialen Regulation Todesrezeptor-vermittelter Apoptose spielen vor allem Proteine
eine Rolle, die sich durch das Vorhandensein von Todeseffektordomanen (DEDS)
auszeichnen. Es sind sowohl pro-apoptotische als auch anti-apoptotische DED-enthalterde
Proteine bekannt. Zu den pro-apoptotischen DED-enthalterden Proteinen gehéren u.a
Procaspase-8 und -10, wahrend die c-FLIPs (engl.: cellular FLICE inhibitory proteins) zu den
wichtigsten anti-apoptotischen DED-enthaltenen Proteinen gehdren

Das CD95-vermittelte Todessignal wird nach Aktivierung des Rezeptors durch Anlagerung
von cytosolischen Signalmolekilen mit DED-Doménen Ubertragen. Durch Bindung des
CD95-Liganden wird CD95 oligomerisiert, und es bildet sich ein Tod-induzierender Signal-
komplex (engl.: death-inducing signaling complex, DISC). In den CD95-DISC werden
sowohl die pro-apoptotischen DED-Proteine wie Procaspase-8 als auch die anti-apoptotischen
DED-Proteine wie ¢-FLIPs rekrutiert und abhangig von ihrem Mengenverhaltnis zueinander
wird der Prozess der Apoptose initiiert oder blockiert.

Nicht nur in CD95-vermittelter Apoptose spielen DED-enthalterde Proteine eine Rolle. Es
spricht immer mehr dafir, dass DED-Proteine zusétzliche Funktionen bei der Kontrolle
zellulérer Aktivierung sowie Proliferation innehaben. Somit charakterisiert die DED-Doméane
eine Familie von Proteinen, die wichtig fur die Regulation zelluldrer Homdostase sind und
Proliferation und Apoptose zugleich regulieren kénnen.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das bislang nicht identifizierte DED-enthaltende Protein
CAP3 (engl.: cytotoxicity-dependent APO-1 associated protein 3) wahrend der Prozessierung
von Procaspase-8 im DISC gebildet wird. Dabel scheint Procaspase-8-Aktivitét eine wichtige
Rolle zu spidlen. Wenn Procaspase-8 zur aktiven Caspase-8 prozessiert wird, findet eine
Weiterspaltung von CAP3 in die bekannte Prodoméne von Procaspase-8 statt. Damit wurden
neue Erkenntnisse zum entscheidenden Prozess der Aktivierung von Procaspase-8 und damit

zuinitialen Ereignissen bei der Induktion Todesrezeptor-vermittelter Apoptose gewonnen.



Zudem wurde nach weiteren DED-enthaltenden Regulatoren zellulérer Homéostase gesucht
und dabei zwei neue cFLIP-Proteine gefunden: c-FLIPr und p22-FLIP. C-FLIPr wurde als
eine neue kurz c-FLIP-Spleilvariante identifiziert, wahrend p22-FLIP ein bisher
unbekanntes Spaltprodukt von c-FLIP darstellt.

C-FLIPg ig in verschiedenen T- und B-Zdllinien sowie in priméen humanen T-Zellen
vorhanden Es enthédlt ebenso wie die bekannte Spleil3variante ¢-FLIPs Tandem-DEDs als N-
Terminus und einen kurzen C-Terminus. C-FLIPg kann an den CD95-DISC rekrutiert werden
und zeigt inhibitorische Funktion bezliglich Todesrezeptor-induzierter Apoptose. Wie c-FLIPs
zeichnet es sich durch eine kurze Halbwertszeit und ein dhnliches Expressionsprofil nach
Aktivierung und T-Zell-Rezeptor-Restimulation in priméren humanen T-Zellen aus.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein weiteres ¢ FLIP-Protein entdeckt, p22-FLIP. Nach der
Identifizierung von p22-FLIP as Spaltprodukt und N-Terminus von c¢-FLIP-Proteinen wurde
p22-FLIP in funktioneller wie mechanistischer Weise charakterisiert. Dabel wurde gezeigt,
dass p22-FLIP durch die Aktivitat von Procaspase-8 im Cytosol unter nicht-apoptotischen
Bedingungen geschnitten wird. Auf¥erdem wurde gezeigt, dass p22-FLIP eine inhibitorische
Funktion bei Todesrezeptor-vermittelter Apoptose innehat und gleichzeitig sehr effizient die
Aktivitat des nuklezren Faktors kB (NFkB) und damit Uberlebens-Signalleitung induzieren
kann.

Damit konnte p22-FLIP as ein wichtiger Parameter fir zelluldre Homoostase identifiziert
werden, der dhnlich wie virale FLIPs wichtige Prozesse wie Proliferation und Apoptose
regulieren kann. Die Fehlregulation von Proliferation und Apoptose ist wahrscheinlich eine

entscheidende Voraussetzung fur Tumorentstehung und -progression

Stichworte: Apoptose/CD95/SignaltransduktioryProcaspase-8/c-FLIP



Abstract

Apoptosis, programmed cell death plays an important role in oncogenesis and tissue
homeostasis of multicellular organisms. CD95 (Fas/APO-1) is a member of a family
containing eight receptors capable of directly inducing apoptosis, the so-called death
receptors. CD95-mediated apoptosis is critical for homeostasis of the immune system.
Dysregulation of CD95-mediated apoptosis contributes to the pathophysiology of severa
diseases, such as autoimmune syndromes, cancer, or AIDS.

The death effector domain (DED) occurs in proteins that are involved in the regulation of the
initia events in death receptor-mediated apoptosis. Both pro- and anti-apoptotic proteins
containing DEDs have been identified. Procaspases-8 and -10 are known as pro-apoptotic
DED-containing proteins, whereas cellular FLICE-inhibitory proteins (c-FLIPs) are important
anti-apoptotic DED-containing proteins.

The CD95-induced death signal is transduced by recruitment of cytosolic DED-containing
proteins. Binding of the CD95 ligand to CD95 leads to the formation of the death-inducing
signaling complex DISC). Pro-apoptotic DED-containing proteins such as procaspase-8 as
well as anti-apoptotic DED-containing proteins such as c-FLIPs are recruited to the DISC and
the ratio of pro-apoptotic to anti-apoptotic proteins is decisive for induction or inhibition of
apoptosis.

Accumulating evidence now suggests that DED-containing proteins have additional roles in
controlling pathways of cellular activation and proliferation. Thus, the DED domain defines a
family of proteins that may be pivotal to cellular homeostasis by coregulating proliferation
and apoptosisin paraldl.

In this thesis it has been demonstrated that the so far unidentified DED-containing protein
CAP3 is an intermediate of procaspase-8 processing in the CD95 DISC. Procaspase-8 activity
is needed for the generation of CAP3 and it was shown that CAP3 is subsequently processed
into the known prodomain of procaspase-8 by the activity of mature caspase-8. These findings
lead to new insights into the mechanism of procaspase-8 processing and apoptosis initiation.

In addition this study reveals the existence of two novel c-FLIP proteins, ¢-FLIPg and p22-
FLIP. C-FLIPg was identified as a new short ¢-FLIP splice variant whereas p22-FLIP turned
out to be anovel cleavage product of c-FLIP.

In addition, this study demonstrates the presence of c-FLIPg in a number of T and B cell lines

aswell asin primary human T cdlls. Like ¢-FLIPg, it contains N-terminal TandemDEDs and



a short C-Terminus. C-FLIPg is recruited to the CD95-DISC upon CD95 stimulation where it
can act as an inhibitor of death receptor- mediated apoptosis. Several properties of c-FLIPg are
similar to ¢-FLIPs: both isoforms have a short half-life, a similar pattern of expression during
activation of primary human T cells, and are strongly induced in T cellsupon T cell receptor
restimulation

In this study, another c-FLIP protein was found, p22-FLIP. P22-FLIP was identified as an N-
terminal cleavage product of ¢FLIP proteins. In addition, this new cleavage product was
characterized both, in functional and mechanistical terms. It was shown that generation of
p22-FLIP is mediated by procaspase-8 activity and occurs under non-apoptotic conditions in
the cytosol. An inhibitory function of p22-FLIP in death receptor-mediated apoptosis was
observed as well as the property to induce NFkB activity with high efficiency and thereby
pro-survival signaling. The induction of NFKB activity is mediated by direct binding to the
IKK complex.

Taken together, p22-FLIP was identified as an important regulator of proliferation and
apoptosis, and thus, cellular homeostasis. Its deregulation might contribute to processes such

as tumor development and tumor progression.

Key words: apoptosis/CD95/signal transductior/procaspase-8/c-FLIP
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l. Einleitung

1. Apoptose - Der programmierte Zelltod

Bereits im zweiten nachchristlichen Jahrhundert hatte Galenus Galen die Regression von
larvalen und fetalen Strukturen im Laufe der Ontogenese beschrieben (Barclay et al., 1944;
Clarke und Clarke, 1996). In der Mitte des letzten Jahrhunderts erkannte Carl Vogt, dass
Zellen einen vorhersagbaren, , programmierten® Tod sterben kdnnen (Vogt, 1842). 1951
konnte der Embryologe Glucksmann die Regression fotaler Strukturen auf den Tod einzelner
Zdllen zurtckfuhren (Glucksmann, 1951). Kerr, Wyllie und Currie schliefdich beobacht eten
an toxinbehandelten Leberzellen eine den sterbenden Embryonalzellen vergleichbare
Morphologie und pragten hierflr den Begriff , Apoptose” (Kerr et al., 1972).

Schon bald wurde erkannt, dass Apoptose nicht nur in der Entwicklung vielzelliger
Organismen von Bedeutung ist (Los et al., 1999; Vaux und Korsmeyer, 1999), sondern auch
eine besondere Rolle bei der Erhaltung der Gewebshoméostase spielt (Danial und Korsmeyer,
2004; Krammer, 2000). Zudem werden durch virale Infektion oder genomische Mutation
geschédigte Zellen mittels Apoptose entfernt (Thompson, 1995).

Eine weitere Form des Zelltods bezeichnet man als Nekrose. Im Gegensatz zur Nekrose ist die
Apoptose durch die Aktivierung regulierter katabolischer Enzyme, wie Proteasen und
Nukleasen, charakterisiert. Apoptose ist u.a durch ene Vielzahl morphologischer
Veranderungen definiert. Diese Veranderungen umfassen das Schrumpfen der Zelle und die
Kondensation des Chromatins, welches im Bereich der nukledren Peripherie aggregiert. Bel
den meisten Formen von Apoptose wird in den kondensierten Chromosomen die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) durch spezielle Endonukleasen abgebaut, sodass sich nach
Elektrophorese eine charakteristische ,DNA-Leiter” bildet (Wyllie et al., 1980). Diese
entsteht durch die internukleosomale Spaltung von DNA, die zur Entstehung von DNA-
Stiicken mit einer Lange von etwa 200 Basenpaaren und ganzzahligen Vielfachen davon
fuhrt. Ein Verlust der Membranstabilitét fuhrt zu Ausstilpungen der Zelle (Zeiose). Dies
mindet schliefdich im Abschniren membranumschlossener Teile der Zelle, die als
apoptotische Korperchen bezeichnet werden. Parallel dazu wird ein Verlust der
Membranasymmetrie beobachtet, der zur Exposition von Phosphatidylserin auf der
Zelloberflache fuihrt. Uber dieses Merkma werden die apoptotischen Korperchen von

Makrophagen oder anderen benachbarten Zellen erkannt, aufgenommen und abgebaut (Savill
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et al., 1993). Im Gegensatz dazu ist die Nekrose keinem geregelten Mechanismus zum Abbau
von Proteinen und Nukleinsduren unterworfen. Nekrose ist durch ein Anschwellen der Zelle
(Oncose) charakterisiert, was zur Zerstérung der Plasmamembran und zur Freisetzung des
Cytosols sowie von Zellorganellen in den interzellularen Raum fihrt. Eine inflammatorische
Reaktion mit Gewebsschadigungen ist die Folge. Trotz der gegensétzlichen Charakteristika
von Nekrose und Apoptose gibt es Hinweise dafiir, dass beide Prozesse miteinander gekoppelt
sein konnen. So kann die Blockade eines apoptotischen Signalweges zum Zelltod Uber einen
nekrotischen Weg fuhren (Vercammenet al., 1998).

2. Todesrezeptoren

Mit CD95 (APO-1/Fas) wurde 1989 zum ersten Mal ein Oberflachenmolekil beschrieben, das
in der Lage ist, Apoptose auszul6sen (Itohet al., 1991; Oehmet al., 1992; Trauthet al., 1989;
Yonehara et al., 1989). CD95 ist ein differentiell glykosyliertes Typ I-Transmembranprotein
mit einer nolekularen Masse von 42 - 52 kD, welches in den meisten Saugetiergeweben
exprimiert wird (Leithauser et al., 1993; Watanabe-Fukunaga et al., 1992). Es gehort zur
stetig wachsenden TNF-/NGF-Rezeptorfamilie (Bodmer et al., 2002; Locksley et al., 2001).
Charakteristisch fur diese Familie ist das Vorhandensein von zwei bis sechs extrazelluldren
cysteinreichen Doménen. Die biologischen Effekte, die von den Rezeptoren dieser Familie
vermittelt werden umfassen so verschiedene Prozesse wie Differenzierung, Proliferation,
Aktivierung oder Apoptose (Locksley et al., 2001).

Eine Subfamilie bilden die sogenannten Todesrezeptoren, die sich durch die gemeinsame
Eigenschaft auszeichnen, Apoptose ausl 6sen zu konnen (Bhardwaj und Aggarwal, 2003; Peter
et al., 1998). Derzeit sind acht Todesrezeptoren bekannt: TNF-R1 (CD120a), CD95 (APO-
1/Fas), DR3 (APO-3/LARD/TRAMP/WSL1), TRAIL-R1 (APO-2/DR4), TRAIL-R2
(DR5/KILLER/TRICK2), DR6, Ectodysplasn A Rezeptor (EDAR) und der
Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor (NGFR) (French und Tschopp, 2003; Waant, 2003).
Strukturell zeichnen sie sich durch eine ungefahr 80 Aminosauren (AS) lange, homologe
intrazellulére Doméne aus, die als Todesdomane (engl.: death domain, DD) bezeichnet wird
und fur die Apoptoseinduktion essentiell ist (Itoh und Nagata, 1993; Tartagliaet al., 1993).
Todesrezeptoren wie CD95 und TNF-R1 kdnnen durch agonistische Antikorper (AK) aktiviert
werden (Trauth et al., 1989; Yonehara et al., 1989). Unter physiologischen Bedingungen
vollzieht sich die Aktivierung der Rezeptoren der NGF-/TNF-Rezeptorfamilie durch die



|. Einleitung 13

Bindung spezifischer Liganden. Wie die Rezeptoren gehdren auch die Liganden mit
Ausnahme von NGF zu einer Familie, der TNF-Familie. Der Ligand von CD95, CD95L
(CD178/APO-1L/FasL), ist ein glykosyliertes Typ Il-Transmembranprotein mit einer
molekularen Masse von 40 kD (Sudaet al., 1993; Takahashi et al., 1994; Yuet al., 1999). Im
Gegensatz zu CD95 ist die Expression von CD95L auf aktivierte T-, B- und NK-Zellen sowie
auf enige nicht-lymphoide Organe, wie die Hoden (Yu et al., 1999) und die vordere
Augenkammer, beschrénkt (Griffith et al., 1995). Ferner wurde die Expression in
verschiedenen neoplastischen Zellen gezeigt (Hahne et al., 1996; Hymowitz et al., 2000;
Strand et al., 1996). Neben der membranstandigen wurde auch eine 16sliche Form von CD95L
beschrieben, die durch Spaltung durch eine Metalloprotease erzeugt wird (Kayagaki et al.,
1995; Mariani et al., 1995; Tanaka et al., 1998).

TRAIL CD95L TWEAK  LTalTb
APO-2L CD178 APO-3L
FasL
Apo-1L
? TL1A TNFa  LIGHT

TRAIL-R3 TRAIL-R1 DR6 DR3 TNF-R1 TR6

DcR1 DR4 APO-3 CD120a DcR3
LIT APO-2 Wsl

TRID TRAMP

DR6 LARD
OPG TRAIL-R4  TRAIL-R2 APO-1 ? TNF-R2

DcR2 DR5 Fas CD120b
TRUNDD KILLER CD95
TRICK2

Abb. I.1: Die Familie der Todesrezeptoren und ihre Liganden. Todesrezeptoren sind gelb unterlegt,
Rezeptoren, die keine Apoptose induzieren kdnnen, grau. Bislang unbekannte Interaktionspartner
bekannter Rezeptoren bzw. Liganden sind gestrichelt dargestellt. Todesdoméanen sind in Rot
dargestellt.
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Die Interaktionen zwischen den Mitgliedern der TNF-/NGF-Rezeptorfamilie und ihren
Liganden sind partiell redundant. Beispielsweise bindet der Ligand TRAIL an finf
verschiedene Rezeptoren, wahrend der TNF-Rezeptor 1 nicht nur TNFa, sondern auch den
L Ta/b-Komplex bindet. Diese Uberlappung (siehe Abbildung 1.1) stellt ein wesentliches
Problem fur das Verstéandnis der wachsenden NGF-/TNF-Rezeptorfamilie dar.

3. Die Signaltransduktion von CD95

3.1 Rezeptoraggregation als Stimulus

Mit der Entdeckung von spezifischen Rezeptoren, die Apoptose ausiésen konnen, war eine
Grundlage geschaffen, um die zur Apoptose fuhrenden Signalwege zu studieren. Erste
Hinweise auf den Ursprung des Signals lieferte die Strukturanalyse des TNF-R1 im Komplex
mit LTa. Es konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor nach Bindung des Liganden eine
trimere Konformation annimmt (Banner et al., 1993; Holler et al., 2003) und daraufhin das
Signal in das Innere der Zelle weitergeleitet wird. Vergleichende Modellstudien ergaben, dass
fir die Signaleitung von CD95 und andere Familienmitgliedern zumindest eine
Dreierkonformation notwendig ist (Barnhart et al., 2004; Peitsch und Tschopp, 1995).

Es wurde funktionell gezeigt, dass ein CD95-Dimer keine Apoptose ausidsen kann,
wohingegen ein multimerisierter Rezeptor in der Lage ist, das apoptotische Signal in die Zelle
weiterzuleiten (Dhein et al., 1992). Daraus resultiert, dass eine Trimerisierung oder
Multimerisierung des Rezeptors das initiale Signal zur Apoptoseinduktion durch CD95
darstellt. Zudem wurde eine Region in der aul3ersten cysteinreichen Domane verschiedener
Todesrezeptoren, u.a. CD95, beschrieben, Uber welche die Rezeptoren bereits vor Stimulation
interagieren und Trimere bilden (Chan et al., 2000; Papoff et al., 1999; Siegel et al., 2000).
Diese Domane wird PLAD (engl.: pre-ligand binding assembly domain) genannt.

Die Bindung des Todediganden an den Rezeptor konnte dann entweder eine
Konformationsdnderung des praexistierenden Trimers mit Aggregation der intrazelluléren

Todesdoménen induzieren oder Trimere zu Multimeren vernetzen.
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3.2 Der Tod-induzierende Signalkomplex

Nach Stimulation von CD95 durch Trimerisierung oder Multimerisierung bildet sich
innerhalb von Sekunden ein Proteinkomplex, der Tod-induzierende Signalkomplex (engl.:
death-inducing signaling complex, DISC) (Abbildung 1.2) (Kischkel et al., 1995; Peter und
Krammer, 2003).

CDY5 (Fas/APO-1/DR2) CDO5L (FasL/APO-1L)

CD95L (FasL/APO-1L)

CD95 (Fas/APO-1/DR2)

L1 L C-FLIP
Procaspasen-8/10

; N\

Procaspasen-8/10 C-FLIP II || |l

aktivierte Caspase-8/10

Abb. 1.2: Der CD95-DISC. Erlauterungen siehe Text.

CD95 verflgt im cytoplasmatischen Teil Uber die in alen Todesrezeptoren vorkommende
Todesdoméne (DD). Diese stellt eine aus sechs a-Helices bestehende Protein-Protein
Interaktionsdoméne dar (Aravind et al., 1999; Ehret et al., 2001). Im DISC bindet FADD
(engl.: Fas-associated death domain containing protein) tber homophile Interaktion mit seiner
DD an die DD von CD95 (Chinnaiyan et al., 1995; Kischkel et al., 1995). FADD besitzt
zusdtzlich zu seiner DD noch eine weitere Protein-Protein-Interaktionsdoméane im N-
Terminus, die strukturelle Ahnlichkeiten zur DD aufweist und DED genannt wird. Diese
Domaéne ist notwendig fur die Rekrutierung von Procaspasen (s.u.), die ebenfalls DEDs
enthalten, an den DISC. Procaspase-8 ist die am besten charakterisierte und neben
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Procaspase-10 eine von zwei DED-enthaltenden Procaspasen. (Boldin et al., 1996; Muzio et
al., 1996b). Caspasen sind Cystein-Proteasen, die hinter einer wenig spezifischen Sequenz
von vier Aminosduren spaten (Thornberry und Lazebnik, 1998). Diese muss jedoch
unbedingt ein Aspartat (Asp) in der Position P1 aufweisen (Earnshaw et al., 1999).

Caspasen sind entscheidend fur die Ausfihrung der Apoptose. Sie werden als inaktive
Vorstufen (Zymogene) synthetisiert. Die Aktivierung der Caspasen geschieht durch
proteolytische Spaltung nach definierten Aspartatresten, was zur Freisetzung einer grof3en und
einer kleinen Untereinheit fuhrt. Die grofe Untereinheit beinhaltet das aktive Zentrum.
Anaysen der Kristalstruktur von Caspase-1, -3 und -8 ergaben, dass das aktive Enzym aus
zwel grofien und zwel kleinen Untereinheiten in Form eines a»b,-Heterotetramers aufgebaut
ist (Blanchard et al., 1999; Mittl et al., 1997; Rotonda et al., 1996; Walker et al., 1994; Wait
et al., 1999; Wilsonet al., 1994). Verschiedene Caspasen erfiillen unterschiedliche Rollen bei
der Initiation oder der Exekution der Apoptose. Die sogenannten Effektor-Caspasen, zu denen
Caspase-3, -6 und -7 gehdren, spalten den Grofiteil der an der Apoptose beteiligten Proteine,
u.a. auch digjenigen, deren Spaltung die charakteristischen morphologischen Veranderungen
apoptotischer Zellen audost (Earnshaw et al., 1999; Slee et al., 1999a). Die Initiator-
Caspasen, zu denen Caspase-8, -9 und -10 gehoren, Ubermitteln frihe apoptotische Signale,
indem sie die Effektor-Caspasen aktivieren

Caspase-8 wird auf Proteinebene in zwel Spleif3varianten exprimiert, Caspase-8/a und
Caspase-8/b. Beide Spleilvarianten werden nach Stimulation an den CD95-Rezeptor
rekrutiert (Scaffidi et al., 1997). FADD und Caspase-8 sind die zentralen Bestandteile des
CD95-DISC. Procaspase-8 besitzt zwei aufeinanderfolgende DEDs (Tandem-DED), Uber die
sie durch Bindung an die DED von FADD an den DISC rekrutiert wird. Sobald Procaspase-8
mit dem DISC assoziiert ist, setzt die autoproteolytische Prozessierung ein, welche zur
Aktivierung der Caspase-8 fuhrt (Medema et al., 1997a; Muzio et al., 1998; Salvesen und
Dixit, 1999). Nach autoproteolytischer Prozessierung verladsst das aktive Caspase-8-
Heterotetramer, bestehend aus je zwel pl18- und pl0-Untereinheiten, den DISC. Es konnte
gezeigt werden, dass auch die beiden prozessierten Caspase-8-Untereinheiten am DISC
detektiert werden kénnen (Lawik et al., 2003). Dies deutet darauf hin, dass das aktive
Heterotetramer direkt am DISC gebildet wird und erst anschlief3end ins Cytosol freigesetzt
wird.

Neben Procaspase-8 wird auch Procaspase-10 Uber homotypische Interaktionen mit der DED
von FADD an den DISC rekrutiert (Kischkel et al., 2001; Wang et al., 2001). Procaspase-10
ist homolog zu Procaspase-8 und enthdt ebenfalls TandemDEDs (Fernandes-Alnemri et al.,
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1996; Vincenz und Dixit, 1997). Sie wird ebenso wie Procaspase-8 am DISC prozessiert
(Kischkel et al., 2001; Sprick et al., 2002). Allerdings ist ihre Funktion bislang weitgehend
unklar. Moglicherweise trégt eine unterschiedliche Substratspezifitét zu einer von Caspase-8
abweichenden Funktion bei (Wang et al., 2001). Eine Mutation im Caspase-10-Gen, die zum
Verlust des aktiven Enzyms fihrt, spielt nmoglicherweise eine Rolle in der Pathogenese des
Autoimmun-Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS) Typ Il (Wang et al., 1999). Das Fehlen
eines Caspase-10 Orthologen in der Maus erschwert die funktionelle Analyse dieser Caspase
betrachtlich. Ein weiteres an den DISC rekrutiertes Protein ist ¢-FLIP (Krueger et al., 2001a;
Scaffidi et al., 1999). C-FLIP besitzt ebenso wie die Procaspasen8 und -10 N-termina
TandemDEDs und ist am im Gegensatz zu den beiden Caspasen katalytisch inaktiv (Lavrik
et al., 2005; Peter und Krammer, 2003). Daher wirkt es as Inhibitor, welcher die
Prozessierung der beiden Procaspase-8 und -10 am DISC verhindert (Krueger et al., 2001b).
Neben FADD, Caspase-8, -10 und c-FLIP wurden noch eine Reihe weiterer Proteine as
DISC-Komponenten oder CD95-assoziierte Molekiile beschrieben (Tabelle 1.1). Deren Rolle
ist alerdings noch weitgehend unklar (Lavrik et al., 2005; Peter und Krammer, 2003). So
wurde RIP mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems als CD95-interagierendes Protein
identifiziert (Stanger et al., 1995). Untersuchungen an RIP-defizienten Zellen zeigten jedoch,
dass RIP keine Rolle bei CD95-vermittelter Apoptose spielt (Kelliher et al., 1998; Ting et al.,
1996). Eine neuere Studie schreibt RIP eine Rolle in einem Caspase-8-unabhangigen
Signalweg zu, der nach Stimulation von CD95 zu nekrotischem Zelltod fuhrt (Holler et al.,
2000). Ein solcher Signalweg wurde fir den Aktiverungs-induzierten Zelltod von T-Zellen
vorgeschlagen, wenn Caspasen inhibiert sind.

Ebenfalls Uber das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde DAXX als ein mit CD95- interagierendes
Protein kloniert (Yang et al., 1997). DAXX soll Uber ASK1 c-Jun-N-terminae Kinasen (JNK)
aktivieren und Apoptose ausiésen (Chang et al., 1998; Yang et al., 1997). Jedoch ist CD95-
vermittelte Apoptose in DAXX-defizienten Zellen nicht beeintrachtigt (Michaelson, 2000;
Michaelson et al., 1999). In der Tat konnte endogenes DAXX nie im CD95-DISC
nachgewiesen werden, vielmehr ist das Protein im Kern lokalisiert (Michaelsonet al., 1999;
Pluta et al., 1998; Torii et al., 1999). Weitere Studien weisen darauf hin, dass DAXX im
Zellkern an der Regulation der Transkription wahrend der Apoptose beteiligt ist (Li et al.,
2000; Torii et al., 1999; Zhong et al., 2000).

Ein weiteres, mit Hilfe des Hefe-Zwei- Hybrid- Systems identifiziertes Protein, das mit dem
CD95-DISC interagieren soll, ist FLASH (Imai et al., 1999). FLASH soll die Rekrutierung
und Prozessierung von Caspase-8 verstarken diese Ergebnisse bedurfen aber noch der
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Bestdtigung mit Experimenten anderer Forschungsgruppen. Es wurde gezeigt, dass
Todesrezeptoren ein konserviertes Tyrosin-Phosphorylierungsmotiv  innerhalb der DD
besitzen. Dieses ist verantwortlich fur die Bindung an die Src-Homologie (SH)-2-Domanen
von SHP-1, SHP-2 und SHIP, die nach ihrer Bindung inhibitorisch waren (Daigle et al.,
2002).

CD95-assoziiertes Molekdll Referenz

RIP (Stanger et al., 1995)
DAXX (Yang et al., 1997)
FAF1 (Chuet al., 1995)
UBC-FAP (UBC9) (Wright et al., 1996)
FAP-1 (Sato et al., 1995)
Sentrin (Okura et al., 1996)
FLASH (Imai et al., 1999)
Ezrin (Parlato et al., 2000)
Btk (Jackson und Puck, 1999)
SHP-1 (Daigle et al., 2002)
TRAF-1 (Kataoka et al., 2000a)
TRAF-2 (Kataoka et al., 2000a)
Raf-1 (Kataoka et al., 2000a)

Tabelle 1.1: CD95-assoziierte Proteine.

Aggregation von CD95 und damit einhergehende DISC-Bildung stellen die ersten Schritte der
CD95-Signatransduktion dar. Die DISC-Bildung scheint von einem funktionellen Aktin-
Cytoskelett abhangig zu sein (Algeciras-Schimnich et al., 2002; Parlato et al., 2000). Zur
initialen Phase der CD95-Signaltransduktion gehdren ferner als dritter Schritt die Caspase-8-
abhéngige Bildung grofRer CD95-Cluster auf der Zelloberflache und viertens die Aktin
abhangige Internalisierung des DISC Uber einen endosomalen Weg (Algeciras-Schimnich et
al., 2002; Eramo et al., 2004; Siegel et al., 2004). Die Regulation von CD95 ist auch abhangig
von bestimmten Tyrosinresten, deren Phosphorylierungen die DISC-Bildung verhindern
(Reinehr und Haussinger, 2004). Die hier beschriebene Komplexitdt ertffnet viele
Moglichkeiten, tGber die Apoptosesensitivitét reguliert werden kann. Eine Zusammenfassung
der mit CD95 interagierenden Proteine mit Ausnahme der zentralen DISC-Komponenten
findet sich in Tabelle I.1.



|. Einleitung 19

3.3 Zwei CD95-Signalwege der Apoptose

Es zeigte sich schon bald nach der Identifizierung des CD95-DISC, dass nicht ale Zellen eine
identische Signalleitung unterhalb dieses Todesrezeptor aufweisen, sondern dass die jewells
unterschiedlichen Zelltypen in zwei Gruppen aufgeteilt werden kénnen. So werden Typ |- und
Typ I1-Z€elllinien aufgrund der Menge der DISC-Bildung unterscheiden (Lavrik et al., 2005;
Scaffidi et al., 1998). Die jeweils ablaufenden Signalwege nach Stimulation des CD95-
Rezeptors sind in Abbildung 1.4 aufgezeigt.
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Abb. 1.3: Ubersicht tiber die Bcl2-Familie. Die pro-apoptotische Familienmitglieder enthalten alle 2-4
BH-Domanen. Die pro-apoptotische Bcl-2 Proteine kdénnen unterteilt werden in die Bax/Bak-
ahnlichen Mitglieder, welche alle 2 oder 3 BH-Domaénen besitzen, und in die BH3-Familienmitglieder,
die nur die BH3-Domane enthalten (nach Strasser et al., 2005).

Eine bedeutende Rolle in der Regulation der Apoptose und zur Unterscheidung von Typ |-
von Typ II-Zélllinien spielen die Proteine der Bcl-2-Familie (Abbildung 1.3). Die Familie der
Bcl-2-@hnlichen Proteine umfasst anti-apoptotische Moleklle (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1,
A1/Bfl-1, BOO/DIVA, NR-13) und Molekile, die Apoptose ausldsen oder verstarken kdnnen
(Bax, Bak, Bok/MTD, Bclxs, Bad, Bid, Bik/NBK, Blk, Hrk/DP5, Bim/Bod, NIP3, NIX,
NOXA, PUMA, Bmf) (Grosset al., 1999a; Vander Heiden und Thompson, 1999) (Abbildung
1.3).
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In Typ IlI-Zellen fuhrt eine geringe DISC-Bildung zu einer geringen Menge aktiver Caspase-8.
Diese spaltet das pro-apoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bid, wodurch ein 15 kD grof3es
Spaltprodukt entsteht (tBID), welches myristoyliert wird, in die Mitochondrien transloziert
und dort die Freisetzung von Cytochrom c ausl6st (Gross et al., 1999b; Hanet al., 1999; Li et
al., 1998; Luo et al., 1998; Wei et al., 2000; Zha et al., 2000). Dies fuhrt zur Aktivierung
eines mitochondrienabhéngigen Signalweges, der durch Bcl-2 oder Bcl-x_ inhibiert werden
kann (Willis et al., 2003). Wie das C. elegans Homolog EGL-1 initiiert Bid die evolutionédr
konservierte Apoptosemaschinerie.

In Typ I-Z€llen fuhrt eine massive DISC-Bildung zu grof3en Mengen aktiver Caspase-8. Diese
[6st eine Caspasenkaskade aus, indem Effektorcaspasen wie Caspase-3 proteolytisch
gespalten und damit aktiviert werden. Dieser Signalweg umgeht die Mitochondrien und wird
folglich nicht durch Bcl2 inhibiert. Zwar werden auch in Typ I-Zellen Mitochondrien
wéahrend der Apoptose aktiviert, alerdings sind diese Zellen durch die direkte Caspase-
Kaskade unabhdngig vom mitochordrialen Apoptose-Signalweg (siehe Abbildung 1.4).
Ergebnisse von Studien mit Mausmodellen, in denen der Typ II-Signaweg durch Deletion
oder Uberexpression von kritischen Proteinen wie z.B. Apaf-1 oder Procaspase-9

ausgeschaltet ist, unterstreichen die physiologische Bedeutung des Zwei- Signalwege-Modells.

Wéhrend Thymozyten Bid-defizienter Mause genauso sensitiv gegentiber CD95-vermittelter
Apoptose sind wie Thymozyten aus Wildtyp (Wt)-Méausen, sind Hepatozyten der Bid-
defizienten Méause im Gegensatz zum Wildtyp resistent (Yin et al., 1999). In Bax/Bak
doppelt-defizienten Maéausen sind die Hepatozyten ebenfalls resistent, wéhrend ihre
Thymozyten und T-Zellen vergleichbar sensitiv sind wie die Wildtyp-Zellen (Lindstenet al.,
2000; Wei et al., 2001). Dieselbe Dichotomie zeigen Méause, die Bcl-2 as Transgen
Uberexprimieren: Hepatozyten sind resistent, T-Zellen und Thymozyten dagegen sensitiv
gegeniber CD95-vermittelter Apoptose (Lacronique et al., 1996; Rodriguez et al., 1996;
Strasser et al., 1995). Thymozyten und T-Zellen scheinen also Typ I-Zellen zu sein, wahrend
Hepatozyten Typ |1-Zellen darstellen.
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Abb. 1.4: Zwei CD95-Signalwege. Erlauterungen siehe Text.

3.4 Die Signaltransduktion anderer Todesrezeptoren

Die hiologische Funktion des TNF/TNF-Rezeptor-Systems ist komplexer und weniger gut
definiert als die des CD95/CD95L- Systems, da zwel verschiedene Liganden (TNFa und LTa)
an zwei Rezeptoren (TNF-R1 (CD120a) und TNF-R2 (CD120b)) binden kénnen (Peter et al.,
1998; Wajant, 2003). AulRerdem haben |6diches (STNF) und membransténdiges TNF (MTNF)
unterschiedliche Affinitéten gegentiber beiden Rezeptoren (Wallach et al., 1999). TNF ruft
ein weites Spektrum zellulérer Reaktionen wie die Induktion von Cytokinen, Proliferation,
Differenzierung oder Apoptose hervor. Demgemdld werden, verglichen mit dem
CD95/CD95L-System, von diesem System auch Signaltransduktionswege grofl3erer Diversitét
aktiviert (Tracey und Cerami, 1993; Vandenabeele et al., 1995). Diese umfassen unter

anderem die drei bekannten MAP-Kinase-Signawege, die Induktion von NFkB sowie die
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Aktivierung von Caspasen (Wallach et al., 1999). Die Diversitét der Signalwege spiegelt sich
auch auf der Ebene der Adaptormolekile wider. So koppelt TRADD TNF-R1 an FADD und
Caspase-8 (Hsu et al., 1996; Hsu et al., 1995) (Abbildung 1.5). Es konnte gezeigt werden,
dass sowohl dominant negatives (DN) FADD (bestehend nur aus der DD) als auch inaktive
Caspase-8 neben der Signaltransduktion von CD95 auch die von TNF-R1 blockieren kénnen
(Boldin et al., 1995a; Chinnaiyan et al., 1996b). Darlber hinaus verhalten sich Zellen, die
FADD- oder Caspase-8-defizient sind, resistent gegentber TNF-induzierter Apoptose (Juo et
al.,, 1998; Juo et al., 1999; Varfolomeev et al., 1998). MADD, ein DD-enthaltendes
Adaptormolektl mit Homologie zu Guaninnukleotid-Austauschfaktoren, koppelt TNF-R1 an
die Mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade (Brown und Howe, 1998; Schievella
et al., 1997). RIP dagegen vermittelt die TNF-R1-abhangige NFkB-Aktivierung (siehe
Abbildung 1.5). Mechanistisch konnte gezeigt werden, dass sich die Signalleitung von TNF-
R1 von der von CD95 bzw. TRAIL-RL/R2 unterscheidet (Varfolomeev und Ashkenazi,
2004). Fur die Stimulation von TNF-R1 wurde beschrieben, dass sie in der Bildung zweier
Signalkomplexe resultiert (Micheau und Tschopp, 2003). Komplex | wird direkt an der
Membran gebildet und enthélt neben TNF-R1 und TNF die Proteine RIP, TRAF-1/2 und
moglicherweise weitere bisher nicht identifizierte Moleklle (siehe Abbildung 1.5). Es wurde
vorgeschlagen, dass die Aktivierung von NFKB nach Stimulation von TNF-R1 in
Abhangigkeit von TRAF-2 erfolgt. Uber TRAF-2 soll die Rekrutierung des IKK-Komplexes
sowie die Aktivierung von JNK erfolgen. Der Komplex | enthélt aber weder FADD noch
Caspase-8, sondern soll von der Membran ins Cytosol translozieren Dort erfolgt die
Rekrutierung von FADD, Procaspase-8/10 und ¢FLIP /s Der dabei entstehende Komplex 11
wird auch as, Traddosome' bezeichnet (Micheau und Tschopp, 2003). Die Aktivierung von
Caspase-8 soll im Komplex Il erfolgen (siehe Abbildung 1.5). Die Entscheidung zwischen
Uberleben und Apoptose hangt in diessm Modell entscheidend von der Effizienz der Bildung
von Komplex |1, der Procaspase-8 Prozessierung und Aktivierung sowie der Konzentration an
c-FLIPs @ (Micheau und Tschopp, 2003). Dieses Model muss in Zukunft aber noch durch
weitere Experimente, vor allem aus anderen Gruppen, bestétigt werden.
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Abb. 1.5: Die Signaltransduktion von TNFR. Erlauterungen siehe Text Nach Lavrik et al., 2005.

Uber die biologische Funktion von DR3 und DR6 ist noch relativ wenig bekannt. DR3 scheint
auf solche Gewebe beschrankt zu sein, die reich an Lymphozyten sind, und spielt
maoglicherweise eine Rolle in ihrer Homoostase (Bodmer et al., 1997; Chinnaiyan et al.,
1996a). Da DR3 strukturell und beziglich der bindenden Adaptormolekile dem TNF-R1
vergleichbar (D'Souza et al., 1996) und ferner in der Lage ist, Apoptose auszulésen sowie
NFkB zu aktivieren (Bodmer et al., 1997; Chinnaiyan et al., 1996a; Kitson et al., 1996;
Marsters et al., 1996b; Screaton et al., 1997), wird postuliert, dass DR3 dhnliche Signalwege
stimuliert wie TNF-R1 (Bhardwaj und Aggarwal, 2003; Karin und Lin, 2002; Peter et al.,
1998).

Auch fur TRAIL kommt eine immunregulatorische Rolle in Betracht (M arsters et al., 1996a).
Zudem hat TRAIL ene anti-tumorale Wirkung. So werden Tumorzelllinien im Gegensatz zu
untransformierten Zellen effizient getdtet (Walczak et al., 1999). Sowohl FADD as auch
Caspase-8 werden an den DISC von TRAIL-R1 und -R2 rekrutiert und sind fur TRAIL-
induzierte Apoptose essentiell (Bodmer et al., 2000; Kischkel et al., 2000; Sprick et al.,
2000). Es konnte in vivo gezeigt werden, dass TRAIL in Méauwsen das Tumorwachstum
inhibiert, ohne dass Nebenerscheinungen der Behandlung beobachtet wurden (Walczak et al.,
1999). Weiterhin ist beschrieben worden dass TRAIL auch in Tumoren wirkte, die Bcl-2
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oder Bcl-x. hochreguliert haben und damit resistent gegentiber konventioneller
Tumortherapie mit Chemotherapeutika sind (Walczak et al., 2000).

4. Todeseffektordoméanen (DED)-enthaltende Proteine

Die Todeseffektordomane wurde mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems unter
Verwendung der Todesdoméne von TNF-R1 gefunden Dabel wurde das Adaptormolekil
FADD (MORT1) identifiziert, welches sowohl DD- als auch DED-Doménen besitzt (Boldin
et al., 1995b; Chinnaiyan et al., 1995). Fir die DED-Doméne konnte gezeigt werden, dass sie
strukturelle Ahnlichkeit zur DD-Doméne und der Caspase-Rekrutierungsdoméne (CARD)
aufweist. Alle drei bestehen aus 6 a - Helices (Abbildung 1.6).

Abb. 1.6: Ubersicht Giber die Struktur der Todeseffektordoméne. Die DED-Domane besteht aus 6
anti-parallelen, amphiphatischen a- Helices, die durch kurze ungeordnete Verbindungsstiicke

miteinander verbunden sind. Die Verbindung zwischen a4 und a5 besteht aus einer b-Schleife (nach
Tibbetts et al., 2003).

Obwohl die drei Doménen DD, DED und CARD strukturell verwandt sind, wurde bisher
gezeigt, dass es nur zu spezifischen Interaktionen zwischen Proteinen mit jeweils gleichen
Domanen kommen kann, also DD-DD, DED-DED und CARD-CARD.

Inzwischen sind eine Reihe DED-enthaltender Proteine identifiziert worden. Tabelle .2 zeigt

eine Ubersicht bisher in Saugetieren gefundener DED-enthaltender Proteine.
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DED-enthaltendes Protein Referenz

FADD (Boldin et al., 1995b; Chinnaiyan et al., 1995)

Caspase-8 (Kischkel et al., 1995; Muzio et al., 1996b)

Caspase-10 (Fernandes-Alnemri et al., 1996; Vincenz und Dixit, 1997)

DEDD (Stegh et al., 1998)

DEDD2 (Roth et al., 2002)

Hip-I (Gervais et al., 2002)

Hippi (Gervais et al., 2002)

Bap31 (Ng et al., 1997)

c-FLIP (Goltsev et al., 1997; Han et al., 1997; Hu et al., 1997b; Inohara et
al., 1997; Irmler et al., 1997; Rasper et al., 1998; Shu et al., 1997,
Srinivasula et al., 1997)

PEA-15/PED (Condorelli et al., 1999)

BAR (zhang et al., 2000)

Tabelle 1.2: Ubersicht Gilber DED-enthaltende Proteine (nach Tibbetts et al., 2003).

Einige DED-Domanen sind zwischen verschiedenen Arten hoch konserviert. Zum Beispiel ist
die DED-Doméne in DEDD identisch in Maus, Ratte und Mensch und die DED-Doméne in
PEA15/PED ist identisch in Maus und Mensch (Tibbetts et al., 2003).

Obwohl in Bakterien keine DED-enthaltenden Proteine bekannt sind, induzierte die DED-
Doméane von FADD nach Uberexpression in Bakterien Zdltod (Lee et al., 2000). Diese
Beobachtung ist nicht erklarbar, zumal in Bakterien auch keine Caspasen gefunden wurden.
Moglicherweise evolvierten die DED-Proteine unabhangig von den Caspasen.

Wenn DEDs Uberexprimiert werden, bilden sich sogenannte Todeseffektorfilamente aus, die
Zelltod hervorrufen (Siegel et al., 1998). Dabei kommt es nach Uberexpression im
Cytoplasma zur Bildung unldslicher, perinukledrer Filamente, welche Uber ihre DEDs zur
Rekrutierung von inaktiven Procaspasen fuhren Bei welchen intrazelluldren Konzentrationen

es allerdings zur Ausbildung dieser Strukturen kommt, bedarf noch weiterer Untersuchungen.

Fur DED-enthaltende Proteine sind sowohl pro-apoptotische als auch anti-apoptotische
Funktionen beschrieben worden. Als pro-apoptotische DED-enthaltende Proteine sind die
Komponenten des DISC bekannt, die eine entscheidende Rolle bel der Initiation der Apoptose
spielen (s.0.). Als anti-apoptotische DED-enthaltende Proteine wurden u.a. ¢-FLIPs (s.u.) und
PED/PEA-15 beschrieben

Fir PEA-15/PED wurde gezeigt, dass es CD95- sowie TNF-induzierte Apoptose inhibieren
kann (Condorelli et al., 1999; Kitsberg et al., 1999; Xiao et al., 2002). PEA-15/PED-15

enthdlt eine N-terminale DED-Doméne, und es wurde gezeigt, dass seine Aktivitét von
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Proteinkinase C (PKC) und Calcium/Calmodulin-Kinase Il (CaMKII) reguliert werden kann.
Phosphorylierungen der Serine 104 und 116 sind entscheidend fur die Rekrutierung an den
DISC und somit fur die anti-apoptotischen Eigenschaften (Kubes et al., 1998).

Es ist bisher nicht geklart, warum die DED-enthaltenden Proteine sowohl pro- als auch anti-
apoptotische Eigenschaften haben konnen. Die verschiedenen Rollen DED-enthaltender
Proteine hangen von ihren molekularen Interaktionen ab. Wahrscheinlich ist die
homotypische Interaktion zwischen DED-Domanen abhangig von hydrophoben
Wechselwirkungen (Eberstadt et al., 1998; Weber und Vincenz, 2001). Deshalb ist es in
zukunftigen Studien notwendig, diese molekularen Wechselwirkungen biochemisch zu
charakterisieren, um therapeutisch in die komplexe Funktionsweise DED-enthaltender

Proteine eingreifen zu kdnnen.

5. Caspase-8

5.1 Caspase-8: Expression und Funktion

Mit CAP4 wurde die erste Komponente des DISC identifiziert, die potenziell enzymatische
Aktivitat besitzt (Kischkel et al., 1995; Muzio et al., 1996b). Da der C-Terminus des
Molekils Homologien zu der Proteasenfamilie der Caspasen aufweist (Alnemri et al., 1996),
die friher auch als ICE-ahnliche Proteasen bezeichnet worden sind, wurde CAP4 FLICE
(engl.: FADD-like I nterleukin-1(3-converting enzyme) genannt (Muzio et al., 1996b). Weitere
Synonyme fur dieses Molekil sind MACH (Boldin et al., 1996) und MCH5 (Fernandes-
Alnemri et al., 1996), wobei die offizielle Nomenklatur Caspase-8 as Namen vorsieht
(Alnemri et al., 1996). Das humane Gen fir Caspase-8, CASPS, ist auf dem Locus 2g33-34
lokalisiert, wahrend sich das homologe Gen fir die murine Caspase-8, Casp8, in der
chromosomalen Region 1B-proximal C befindet (Kischkel et al., 1998).

Sowohl die murinen als auch die humanen Caspase-8-Transkripte sind durch Northern Blot in
Herz, Milz, Lunge, Leber und Niere nachweisbar, wahrend in Hoden und im Skelettmuskel
kaum Transkripte nachgewiesen werden konnen (Kischkel et al., 1998).

Bisdlang sind 11 verschiedene mRNA- Spezies fur Caspase-8 beschrieben (Boldin et al., 1996;
Breckenridge et al., 2002; Fernandes-Alnemri et al., 1996; Himegji et al., 2002; Muzio et al.,
1996b), die a's Caspase-8/a bis 8/k bezeichnet werden (Abbildung1.7).
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Fur die verschiedenen Spleivarianten werden unterschiedliche Funktionen diskutiert, und
zwar sowohl die Inhibition as auch die Verstérkung von CD95-induzierter Apoptose (Boldin
et al., 1996). Auf Proteinebene sind zunachst nur Caspase-8/a und -8/b identifiziert worden.
Spéter ist von einer weiteren Isoform 8/i berichtet worden, die bisher nur in peripheren Blut-
Lymphozyten auf Proteinebene nachweisbar ist (Eckhart et al., 2001; Himeji et al., 2002).
Aus Uberexpressionsstudien ist bekannt, dass Caspase-8/i inhibitorisch auf Apoptose wirkt.
Sie besitzt zwar TandemDEDSs, aber keine Protease-Doménen. Eine alternative Spleil3-
Donorstelle nach Exon 11 fuhrt zur Nutzung eines alternativen Stopp-Codons und damit zu
einem verkirzten offenen Leserahmen, der lediglich die beiden DEDs und einen verkirzten

C-Terminus codiert.

A CASPS
e
B mRNA
gla [ WO W]
8/b LN W WA~ W o]
8lc B W
8d WO—L~0~0C.
8le oS
8f o P 1 Vi
8lg = oo-od
» =

8/h DO ——~L WA W1
>

8fi ﬂ/\l:I/\DEIrDDEil:IrEI
>

8/j D/D/\DAD/\ENZ&\:N:'

8/k COCC O~ 1

C Proteindoméanen

8/a (~55 kD, 496 AS) | I [ | I |

8/b (~53 kD, 479 AS) | i I I |

[ DED: Todeseffektordoméne
[JgroRe Proteasedomane p18
[Ikieine Proteasedoméane plo

[ verbindende Sequenzen

] Sonstige nichtfunktionelle Sequenzen

Abb. 1.7 Caspase-8-I1soformen. (A) Exonstruktur von CASP8. (B) mMRNA der bekannten Isoformen. (C)
Nachgewiesene Isoformen auf Proteinebene. Ein Startcodon ist durch einen Pfeil, ein Stoppcodon
durch ein Rad gekennzeichnet.

Caspase-8/k ist eine vierte Isoform von Caspase-8, die auf Proteinebene cetektiert wurde

(Breckenridge et al., 2002). Sie besitzt eine N-terminale Verléngerung von 59 Aminosduren,
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die sogenannte NEX-Domane (engl.: N-terminal extension). Diese Doméane erlaubt die
selektive Rekrutierung dieser Isoform an BAP31, en integrales Protein des
Endoplasmatischen Retikulums. Diese Rekrutierung erfolgt aber nur nach apoptotischer
Stimulation mit dem adenoviralen Modell-Onkogen E1A. Die Rekrutierung und Aktivierung
erfolgt FADD-unabhangig und kann durch Bcl-2 blockiert werden. Dieses System konnte
einen zusdtzlichen Aktivierungs-Mechanismus fur die Initiator-Caspase-8 darstellen
(Breckenridge et al., 2002).

Neben heterozygoten Mutationen in CD95, CD95L und Caspase-10, die zur Ausbildung von
ALPS fuhren konnen, gibt es auch eine vererbbare Krankheit, die durch eine Mutation im
Caspase-8-Gen hervorgerufen wird. Homozygote Individuen zeigen einen Defekt bel der
Apoptoseinduktion in Lymphozyten. Anders als beim Krankheitsbild des Autoimmun-
Lymphoproliferativen Syndroms (ALPS) fihrt die ererbte Mutation von Caspase-8 zu
Defekten bei der Aktivierung von T und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen. Damit spielt
Caspase-8 wahrscheinlich eine wichtige postnatale Rolle in der Immunaktivierung naiver
Lymphozyten. Ein Verlust der Caspase-8-Aktivitét fuhrt im Gegensatz zur knock-out-Maus
nicht zu pranataler Letalitdt (Chun et al., 2002).

Die murine Caspase-8 ist bisher weniger gut charakterisiert als die humane Caspase-8.
Bislang ist lediglich eine Isoform bekannt (Sakamaki et al., 1998; Van de Craen et al., 1998),
die Existenz weiterer Isoformen ist aber relativ wahrscheinlich, zuma in der Maus kein
Homolog zu Caspase-10 existiert. Eine homozygote Mutation im Gen der murinen Caspase-8
fihrt zu préanataler Letalitdt. Murine Embryos, denen Caspase-8 fehlt, weisen eine
Fehlentwicklung der Herzmuskulatwr und eine Akkumulation von Erythrozyten auf
(Varfolomeev et al., 1998). Neben ihrer wichtigen und nicht-redundanten Funktion in der
Signaltransduktion von multiplen Rezeptoren der TNF/NGF-Rezeptorfamilie spielt Caspase-8
also in der Embryonalentwicklung eine lebenswichtige Rolle.

Zusétzlich zu ihrer Funktion in der initialen Phase der Apoptose-Induktion wurde kirzlich
beschrieben, dass Procaspase-8 an der NFkB-Aktivierung nach B-Zell- Rezeptor (BZR)- und
T-Zdl-Rezeptor (TZR)-Stimulation beteiligt ist. ES wurde gezeigt, dass Procaspase-8 nach
Stimulation verschiedener Immunrezeptoren mit dem Bcl10-MALT1 (engl.. mucos
associated lymphatic tissue)-Komplex assoziiert und direkt den IKK-Komplex an diesen
Komplex rekrutiert. Die Aktivierung von NFKB in diesem Komplex soll abhéngig sein von

der enzymatischen Aktivitét von Procaspase-8 (Su et al., 2005).
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5.2 CAP3

CAP3 wurde nach zweidimensionaler (2D)-Gelelektophorese neben CAP1, CAP2 und CAP4
as en Protein entdeckt, welches nach Apoptose-Stimulation an den DISC von
oligomerisiertem CD95 bindet. CAP1 und CAP2 wurden als Serin-phosphoryliertes FADD
identifiziert (Kischkel et al., 1995). CAP4 wurde spdter als FADD-bindende Protease
identifiziert, die heute als Procaspase-8 bekannt ist (Boldinet al., 1996; Kischkel et al., 1995).
Mittels Nano-Elektrospray TandemMassenspektrometrie konnte gezeigt werden, dass
Procaspase-8 zwel N-terminale DEDs besitzt, die auch in CAP3 identifiziert wurden (Muzio
et al., 1996a). Wiederholte Sequenzierung von CAP3 resultierte in der Identifikation der
Peptidsequenzen FLSLDYIPQR und FLLQEEISK, wobei die zuerst genannte Sequenz in der
N-terminalen Hélfte der ersten DED von Procaspase-8 lokalisiert ist und von Exon 5 des
CASP-8-Gens codiert wird. Die zweite Peptidsequenz liegt im N-terminalen Abschnitt der
zweiten DED-Domane und wird vom Exon 7 des CASP8-Gens codiert. Well fur CAP3 ein
Molekulargewicht von etwa 26 kD ermittelt worden war, wurde CAP3 anfanglich fur die fast
ebenso grof3e Prodoméne von Caspase-8 gehalten, die nach der Prozessierung am DISC
gebunden bleibt (Muzio et al., 1996a). Erst weitere Studien der Prozessierung von
Procaspase-8 in 2D-Gelen konnten aber fir die Prodoméane von Procaspase-8 zwei zusétzliche
Spots identifizieren, die andere isoelektrische Punkte als CAP3 aufwiesen und als CAP5 und
CAP6 bezeichnet wurden (Medema et al., 1997a). Fir CAP3 wurde vermutet, dass es
wahrend der Prozessierung von Procaspase-8 in seiner Konzentration unverandert an den
DISC assoziiert ist. In in-vitro-Caspase-8-Spaltungs-Experimenten wurde kein Produkt
identifiziert, welches CAP3 @nelt. Dazu wurde Procaspase-8 in-vitro-trandatiert, zusammen
mit einem DISC inkubiert und die Prozessierung visualisiert (Medemaet al., 19974). Deshalb
wurde lange Zeit vermutet, dass es sich bee CAP3 um eine bidang nicht identifizierte
SpleiRvariante von Caspase-8 handelt, die Ahnlichkeiten zu den beiden kurzen
SpleiRvarianten von ¢FLIP, ¢FLIPs und Caspase 10, Caspase-10/c, besitzt (Sprick et al.,
2002).

Weil CAP3 bidang im DISC verschiedener Zelltypen detektiert wurde, ist fur CAP3 ene
wichtige regulatorische Funktion, mdglicherweise eine katalytische Funktion bei der

Prozessierung von Procaspase-8 im DISC diskutiert worden (Medema et al., 1997a).
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5.3 Prozessierung und Aktivierung von Procaspase-8 am DISC

5.3.1 Das .induced proximity’-Modell

Die Prozessierung und Aktivierung von Caspase-8 wurde seit 1998 mit dem Modell der
,induced proximity’ erklart (Salvesen und Dixit, 1999). Dieses Modell integriert die Arbeiten
verschiedener Gruppen, die autoproteolytische Aktivierung von Procaspase-8 demonstrierten,
wenn Procaspase-8 Moleklle in enge Nachbarschaft gebracht werden (Chen et al., 2002;
Muzio et al., 1998; Srinivasula et d., 1998; Yang et al., 1998a; Yang et al., 1998b). Die
verschiedenen Arbeitsgruppen verwendeten dhnliche Methoden, indem sie die Caspase als
Fusionsprotein  mit einer heterologen Dimerisierungsdoméane, zumeist der FK506
Bindedomane, einsetzten. Diese Doméne lasst sich mit Hilfe des dimeren Liganden FK1012
artifiziell dimerisieren Obwohl mit dieser Methode gezeigt werden kann, dass Procaspase-8
durch induzierte Oligomerisierung zur Autoprozessierung gebracht werden konnte, bleibt zu
bedenken, dass die Prodoméne der Procaspase-8 jeweils durch die Dimerisierungsdoméane
substituiert wurde und damit ein Einfluss der Prodomane wahrend der Autoprozessierung
nicht analysiert wurde. Ein weiteres Problem bei Verwendung dieser Methode ist die
Verwendung  nicht-nativer  Hybrid-Proteine, die  moglicherweise  unspezifischer
Oligomerisierung unterliegen konnten. Interessanterweise konnen Caspasen sehr leicht
aktiviert werden, wenn sie in Bakterien Uberexprimiert werden, wahrscheinlich durch
induzierte Nachbarschaft aufgrund hoher Proteinkonzentrationen. Deshalb ist es umstritten,
ob Procaspase-8 unter physiologischen Bedingungen auf gleiche Art und Weise prozessiert
wird (Shi, 2004).

5.3.2 Dimerisierung als Voraussetzung fur die Aktivierung

Obwohl das ,induced proximity’ -Modell eine Reihe von Beobachtungen subsummiert, kann
es nicht erklaren, auf welche Weise Initiator-Caspasen wie Procaspase-8, mechanistisch
prozessiert und aktiviert werden konnen. Die initialen Experimente, um diese Fragestellung
zu untersuchen, kamen von Salvesen et al. Sie zeigten durch biochemische Studien an
Caspase-8 und -9, dass Dimerisierung zur Aktivierung von Initiatorcaspasen fuhren kann
(Boatright et al., 2003; Chen et al., 2002; Donepudi et al., 2003; Renatus et al., 2001). Diese
Hypothese wurde als ,proximity-induced dimerization’-Modell bekannt, also die Aktivierung
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der Initiatorcaspasen nach induzierter Nachbarschaft im Dimer. Dieses Modell baut auf der
,induced proximity’-Hypothese auf und beschreibt zum ersten Ma die spezifische
Konformation der Initiatorcaspase als Dimer. Wichtig ist hier, dass eine Dimerisierung von
Caspase-Monomeren entscheidend von den intermolekularen Bindungen abhangt und sich
unterscheidet von der unspezifischen Oligomerisierung, welche durch heterologe
Dimerisierungsdomanen hervorgerufen werden kann (s.0.).

Das ,proximity-induced dimerization’-Modell wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass sich
Cagpase-9 in einem Gleichgewicht zwischen einer Uberwiegenden Fraktion von Caspase-9-
Monomeren und einer kleineren Fraktion von Homodimeren befinden soll (Renatus et al.,
2001). Interessanterweise konnte eine enzymatische Aktivitdt der Homodimere nach
Gelfiltration und anschlief?end in-vitro-Assay gezeigt werden wahrend die Monomere
Uberwiegend inaktiv waren (Renatus et al., 2001). Nicht erklart werden konnte, warum die
Caspase-9-Homodimere nach Verdinnung nicht zu Monomeren dissoziiert sind, und warum
die Caspase-9-Monomere nach Konzentrierung nicht zur Bildung von Caspase-9
Homodimeren gezwungen werden konnten.

Basierend auf dem ,proximity-induced dimerization'’ Modell wurde vorhergesagt, dass das
Apoptosom bzw. der DISC die Dimerisierung der Initiatorcaspasen-9 bzw. -8 fordern und die
beiden Caspasen aufgrund lokal hoher Konzentrationen zur Autoprozessierung bringen
konnen (Boatright et al., 2003; Renatus et al., 2001). Trotzdem sind diese Vorhersagen nicht
experimentell bestétigt worden. Interessanterweise wurde fir das Apoptosom eine heptamere
Struktur gefunden (Acehan et al., 2002), wahrend fir den DISC eine Uberwiegend trimere
Struktur bestimmt wurde (Banner et al., 1993). Aufgrund ihrer ungeraden Symmetrie ist
unklar, wie beide Komplexe die Dimerisierung der gebundenen Initiatorcaspasen fordern.
Abschlieffend kann folgendes festgehaten werden: Dem Modell des ,induced proximity’
liegen experimentelle Beobachtungen verschiedener Gruppen zugrunde. Das ,proximity-
induced dimerization’-Modell ist ein detaillierteres Modell, welches die Konformation der
Inititorcaspasen mit einbezieht und damit einen ersten Schritt in Richtung des Prozessierungs-
und Aktivierungsmechanimus darstellt. In  zukinftigen Studien ist zusétzlich  zur
biochemischen detaillierten Analyse des Mechanimus entscheidend, den physiologischen

Kontext mit einzubeziehen.
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5.3.3 Mechanismus der Prozessierungvon Procaspase-8 am DISC

Fur die Prozessierung von Procaspase-8 am DISC wurden zwel aufeinander folgende
proteolytische Schritte vorgeschlagen. Zuerst wird die 10 kD grof3e Untereinheit (pl0)
abgespalten, danach erfolgt die Abspatung der 18 kD grofen Untereinheit (p18). Nach
Abspaltung der p10-Untereinheiten bleiben die von beiden Caspase-8 Isoformen gebildeten
N-termini der Grofien p43 und p4l dbrig. Nach Abspaltung von pl8 bleiben die beiden
Prodomanen p26 und p24 Ubrig (Scaffidi et al., 1997). Diese Spaltungen kénnen durch die
Expression von c-FLIPs unterbunden werden. Die Uberexpression der kurzen Isoform c-
FLIPs verhindert vollstandig die Autoprozessierung, und de Abspaltung von pl0 ist nicht
moglich Bei Uberexpression von c-FLIP, ist die Abspaltung von p10 mdglich, alerdings
wird die weitere Prozessierung inhibiert (Krueger et al., 2001b).

In anderen Studien wurde dagegen gezeigt, dass die ektopische Expression von c-FLIP. die
Prozessierung der Procaspase-8 am CD95-DISC férdernkann (Chang et al., 2002; Micheau et
al., 2002). Ebenso wurde mit Hilfe von aufgereinigten Proteinen gezeigt, dass c-FLIP_
Procaspase-8 und -10 durch Bildung heterodimerer Komplexe aktiviert (Boatright et al.,
2004).

Der Einfluss von c-FLIP auf die Prozessierung und Aktivierung von Procaspase-8 wurde
kirzlich mit Hilfe von RNA-Interferenz untersucht (Sharp et al., 2005). Schon aus
embryonalen Fibroblasten von ¢FLIP-knockout-Mausen war bekannt, dass sie eine hthere
Sensitivitdt bezlglich Todesligandentinduzierter Apoptose aufwiesen (Yeh et al., 2000).
Auch die gleichzeitige Herunterregulation der beiden c-FLIP-Spleif3varianten c-FLIPs und ¢
FLIP. fdhrte zu erhdhter Apoptose-Induktion nach Stimulation mit CD95L oder TRAIL
(Chawla-Sarkar et al., 2004; Dutton et al., 2004; Ganten et al., 2004; Kung et al., 1979;
Mathas et al., 2004; Rippo et al., 2004; Siegmund et al., 2002; Zhang et al., 2004). In einer
kurzlich veroffentlichten Arbeit wurde der Einfluss von ¢FLIP. und ¢FLIPs jeweils nach
selektiver Herunterregulation mittels RNA-Interferenz analysiert (Sharp et al., 2005). Die
selektive Herunterregulation von ¢-FLIP_ zeigte, dass in diesen Zellen mehr Procaspase-8 an
den DISC rekrutiert, prozessiert und aktiviert wurde als in den Kontrollzellen, die endogene
Mengen an ¢-FLIP_ enthielten. Wahrscheinlich scheint somit die hauptséchliche Rolle von ¢
FLIPL ene inhibitorische zu sein und weniger ene aktivierende Rolle bel der
Autoprozessierung von Procaspase-8 zu spiden. Somit erfolgt die Prozessierung von
Procaspase-8 im DISC wahrscheinlich Dimer-abhangig und ein Procaspase-8-Dimer aktiviert
ein anderes Procaspase-8-Dimer.
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Abb. 1.8 Procaspase-8-Aktivierung im Dimer. Nach Stimulation des Todesrezeptors bildet sich der
DISC aus. Es wird FADD rekrutiert und Procaspase-8. Dann bilden sich Procaspase-8-Dimere durch
stabile Interaktion Uber ihre Proteasedoménen aus und erhalten Procaspase-8-Aktivitat (I). Die
Procaspase-8-Aktivitat eines Dimers fuhrt zu initialen Spaltung der beiden Procaspasen-8 eines
anderen Dimers zwischen dessen groflen und kleinen Proteasedomanen (Il). AbschlieRend erfolgt
nach konformationeller Anderung des partiell prozessierten Procaspase-8-Dimers dessen weitere
Spaltung zwischen Prodomé&nen und groRen Proteasedoménen. Dadurch entsteht das mature
Caspase-8 Heterotramer, welches ins Cytosol entlassen wird (111) (nach Chang et al., 2003).

Abbildung |.8 zeigt schematisch, wie die Aktivierung der Procaspase-8 wahrscheinlich erfolgt
(Changet al., 2003).

Neben der Aktivierung am DISC wurde kirzlich gezeigt, dass Procaspase-8 auch durch
Proteolyse mittels anderer Proteasen aktiviert werden kann und eine Autoprozessierung der
Aktivierung nicht in jedem Fall vorangehen muss (Murphy et al., 2004; Sohn et al., 2005).
Diese Art der Aktivierung war bisdang nur fir Effektor-Caspasen bekannt. Die Spaltung
erfolgt direkt in der Kette und fuhrt zur Aktivierung von Caspase-8. Diese Spaltung
korrelierte mit der Aktivitdt der Protease Granzym B (Fernandes-Alnemri et al., 1996;
Medema et al., 1997b) und in anderen System mit der Aktivité von Caspase-6 (Cowling und
Downward, 2002; Slee et al., 1999b). In der Studie von Murphy et al. wurdendie bisherigen
Korrelatiornen Uber biochemische Analysendirekt bewiesen (Murphy et al., 2004). In einer
weiteren biochemischen Analyse von Sohn et al. wurde gezeigt, dass fur diese nicht-
kanonische Aktivierung der Procaspase-8 sowohl Caspase-6- as auch Caspase 3-Aktivitét
notwendig sind (Sohn et al., 2005).
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6. FLICE-inhibitorische Proteine (FLIPs)

Todesrezeptor-vermittelte Apoptose kann sowohl auf der Rezeptorebene, z.B. durch
Glykosoylierung (Keppler et al., 1999; Peter et al., 1995) as auch durch Modulation der
apoptotischen Signalkaskade reguliert werden. So kdnnen sogenannte |APs (engl.: inhibitor of
apoptosis proteins) direkt Caspasen inhibieren (Deveraux und Reed, 1999) und anti-
apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder mit dem mitochondrialen Apoptoseweg in Typ IlI-
Zéellen interferieren (Scaffidi et al., 1998). Am DISC wird Todesrezeptor-vermittelte
Apoptose durch FLIPs reguliert.

6.1 Virale FLIPs (v-FLIPs)

Datenbankrecherchen fuhrten zur Identifikation viraler Apoptoseinhibitoren mit N-terminal
enthaltenen TandemDEDs. Aufgrund dieser Struktureigerschaft wurden die Mitglieder
dieser Familie vFLIPs (vird FLICE inhibitory proteins) genannt (Thome et al., 1997). V-
FLIPs werden von g-Herpesviren wie dem equinen Herpesvirus-2 (EHV-2), dem bovinen
Herpesvirus-4 (BHV-4), dem Herpesvirus Saimiri (HVS), dem Kapos-Sarkom-assoziierten
humanen Herpesvirus-8 (HHV-8) sowie dem humanen Molluscum Contagiosum Virus
(MCV) codiert (Bertin et al., 1997; Hu et al., 1997a; Thome et al., 1997). Sie werden an den
CD95-DISC rekrutiert und inhibieren auf diese Weise die Prozessierung und Aktivierung von
Procaspase-8. Auch andere Todesrezeptorsysteme (TNF-R1, DR3 und TRAIL-R) werden
durch v-FLIPs blockiert (Meinl et al., 1998). Eine Deletion des v-FLIP-Gens aus HVS
bestétigte dessen anti-apoptotische Aktivitét und zeigte ferner, dass v-FLIP nicht fur die
Replikation, Transformationskapazitdét oder Pathogenitdt von HVS bendtigt wird
(Glykofrydes et al., 2000). Auch die T-Zell spezifische transgene Expression von MC159-
VFLIP des humanen Molluscum Contagiosum Virus in Mausen blockierte CD95-induzierte

Apoptose in Thymozytenund peripheren T-Zellen (Wuet al., 2004).

6.2 Zellulare FLIPs (c-FLIPS)

Zu den v-FLIPs wurde ein humanes Homolog gefunden, das as c-FLIP (Casper/I-
FLICE/FLAME1/CASH/CLARP/MRIT/Usurpin) bezeichnet wird (Goltsev et al., 1997; Han
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et al., 1997; Huet al., 1997b; Inoharaet al., 1997; Irmler et al., 1997; Rasper et al., 1998; Shu
et al., 1997; Srinivasulaet al., 1997).
Multiple Splicevarianten von ¢FLIP wurden beschrieben (Abbildung 1.9), von denen aler-

dings nur zwei, bezeichnet als ¢-FLIP. und ¢-FLIPs auf Proteinebene nachgewiesen werden
konnten (Irmler et al., 1997; Scaffidi et al., 1999).
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Abb. 1.9 c-FLIP-Isoformen. (A) Exonstruktur von CFLAR. (B) mRNA der bekannten Isoformen. (C)
Nachgewiesene Isoformen auf Proteinebene. Ein Startcodon ist durch einen Pfeil, ein Stoppcodon
durch ein Rad gekennzeichnet (nach Djerbi et al., 2001).

Waéhrend ¢-FLIPs mit einem Molekulargewicht von 27 kD aus zwei DEDs und einem kurzen
C-terminalen Rest aus 19 Aminosauren besteht, ist ¢-FLIP. mit einem Molekulargewicht von
55 kD homolog zu Procaspase-8. Neben den TandemDEDs verfiigt es tUber zwei Domanen,
die der p18- sowie der plO-Doméne von Caspase-8 dhnlich sind und als p20 bzw. pl2
bezeichnet werden. Wie Procaspase-8 enthdlt ¢FLIP. zwischen diesen beiden Doménen
hinter D376 eine Spaltstelle fur Caspasen mit der Sequenz LEVD (Irmler et al., 1997; Shu et
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al., 1997). Die konservierten Motive HG und QACQG, die in Caspase 8 an der Katalyse
beteiligt sind, finden sich alerdings nicht in c-FLIP_. Hier sind die entsprechenden Sequenzen
RG, respektive QNYVV.

Zusammen mit Procaspase-8 und -10 ist das menschliche Gen fur ¢-FLIP, das aus 14 Exons
besteht, auf Chromosom 2g33-34 in einem 200 kb grof3en Cluster lokalisiert (Djerbi et al.,
2001; Irmler et al., 1997; Rasper et al., 1998).

Uber die Funktion von ¢-FLIP gibt es gegensitzliche Aussagen. So wurde ¢FLIP zunéchst
(Shu et al., 1997) und in weiteren Anaysenas pro-apoptotisches Molekil beschrieben (Han
et al.,, 1997; Inohara et al., 1997), wahrend andere Untersuchungen eine apoptose-
inhibierende Funktion von c-FLIP zeigten (Hu et al., 1997b; Irmler et al., 1997; Kataoka et
al., 1998; Rasper et al., 1998; Srinivasula et al., 1997). Auch eine gegensétzliche Funktion in
Abhangigkeit von der untersuchten Zelllinie sowie dem Expressionsniveau von ¢-FLIP wurde
diskutiert (Goltsev et al., 1997; Wallach, 1997). Eine Studie zum Verhalten stabil ¢FLIP, -
Uberexprimierender Zellen gegentiber verschiedenen Apoptosestimuli zeigte, dass ¢FLIP.
effizient Todesrezeptor- vermittelte Apoptose blockiert, nicht jedoch solche, die durch Perfo-
rin/Granzym B, verschiedene Chemotherapeutika oder g-Strahlung ausgel 6st wird (Kataoka et
al., 1998). Da jedoch adlen diesen Studien Untersuchungen mit stabiler oder transienter
Uberexpression des Proteins zugrunde liegen, ist die physiologische Situation damit noch
nicht erfasst. Da die Uberexpression von DED-enthaltenden Proteinen unspezifisch Apoptose
auslosen kann, muss eine in Uberexpressionsystemen beobachtete pro-apoptotische Funktion
von c-FLIP kritischdiskutiert werden (Irmler et al., 1997; Scaffidi et al., 1999; Siegel et al.,
1998). Auch mit Hilfe von RNA-Interferenz konnte gezeigt werden, dass sowohl ¢-FLIPsas
auch cFLIP_ anti-apoptotische Funktion haben und die anfangs beobachtete pro-apoptische
Funktion eher artifizieller Natur ist (Sharp et al., 2005).

6.3 Regulation der Expression von c-FLIP

Die Signalwege, die zu einer Modulation der Expression von ¢-FLIP fihren, sind weitgehend
unbekannt. Es wurde berichtet, dass MAP-Kinase-Kinase 1 (MKK1) Concanavalin
stimulierte Jurkat-Zellen vor CD95-vermittelter Apoptose schiitzen konnte. Dies korreliert mit
einer Steigerung der c-FLIP-mRNA Expresson (Yeh et al., 1998a). Zudem fihrte die
Inhibition der MAP-Kinase-Aktivitét zu einer Reduktion von ¢FLIP-mRNA. Die Induktion
von ¢-FLIP durch TGFb (engl.: transforming growth factor b) in Microglia konnte ebenfalls
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durch Inhibition von MAP-Kinasen verhindert werden (Schlapbach et al., 2000). Allerdings
wurde keine Modulation des Expressionsniveaus von c-FLIP nach CD3-Stimulation von
Jurkat-Zellen beobachtet, obwohl auch hier Apoptose durch die Inhibition von MAP-Kinasen
verstarkt weden konnte (Holmstrom et al., 2000). In dieser Analyse schienen MAP-Kinasen
eher die Expression des pro-apoptotischen Familienmitglieds Bad zu regulieren anstatt den
DISC zu beeinflussen. Vor kurzem wurde gezeigt, dass in einer Rethe von Tumorzelllinien
die ¢ FLIP-Expression nur zum Teil von MAP-Kinase-Aktivitét abhangig war, wahrend in
allen getesteten Zelllinien der Phosphatidylinositol 3 Kinase/Akt-Signalweg Einfluss auf die
c-FLIP-Expression hatte (Panka et al., 2001). Die Rolle von Kinase-Signalwegen in der
Regulation von c-FLIP ist somit noch weitgehend unklar und vermutlich Zelltyp-abhéangig.

Eine weitere Regulation der Expression von c-FLIP Isoformen erfolgt tber proteolytischen
Abbau (Poukkula et al., 2005). Lange Zeit war nur wenig Uber die Regulation der
Halbwertszeit der beiden ¢ FLIP-lsoformen bekannt. Es wurde u.a. durch die Verwendung
des Trandationsinhibitors Cycloheximid (CHX) beobachtet, dass c-FLIPs eine kirzere
Halbwertszeit aufwies als ¢FLIP. (Scaffidi et al., 1999; Schmitz et al., 2004). Es wurde
aulRerdem gezeigt, dass die Halbwertszeit beider c-FLI1P-Spleil3varianten aktiv Uber Ubiquitin
abhangige Degradation erfolgt (Kim et al., 2002; Perez und White, 2003). Kurzlich wurde
berichtet, dass die beiden c¢FLIP-Isoformen, ¢FLIP. und c-FLIPs eine unterschiedliche
Habwertszeit aufweisen (Poukkula et al., 2005). In dieser Studie wurden mittels
Mutatiorsanalyse die Ubiquitin- Akzeptor-Lysine identifiziert, die fir die Degradation eine
wichtige Rolle spielen. Diese Lysine unterscheiden sich in c-FLIP. und c-FLI1Ps voneinander.
Der kurze C-Terminus von c-FLIPs dessen Sequenz in c-FLIP. nicht auftritt, hat eine
zusétzliche destabilisierende Wirkung, die sich durch solche Ubiquitin-Akzeptoren erklaren
|&sst.

6.4 Die Rolle von c-FLIP im Immunsystem

6.4.1 Apoptose im Immunsystem

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

Homaoostase von Geweben und die Beseitigung von aten, geschadigten oder mutierten Zellen.
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Im Immunsystem ist sie der Hauptmechanismus, tiber den potenziell autoreaktive oder nicht
mehr bendtigte Immunzellen beseitigt werden (Baumann et al., 2002). T-Zellen durchlaufen
im Thymus die Prozesse der positiven und negativen Selektion.

Aber nicht nur in der Entwicklung von Lymphozyten sondern auch wahrend einer
Immunantwort ist Apoptose fur den Erhalt der Zellhomoostase essentiell. Nach Erkennung
eines Antigens durch T-Zellen proliferieren diese und fuhren ihre Effektorfunktionen aus. Ist
das Antigen beseitigt, werden die nun nicht mehr benGtigten aktivierten T-Zellen durch
Apoptose eiminiert. Dies wird als Aktivierungs-induzierter Zelltod (AICD) bezeichnet
(Combadiere et al., 1998; Dhein et al., 1995b; Peter et al., 1997). Beim AICD spielt das
CD95/CD95L-System eine entscheidende Rolle. Die Stimulation des TZR auf bereits
aktivierten T-Zellen fuhrt zu einer verstarkten Produktion von CD95L. Durch eine Interaktion
des CD95/CD95L-Systems werden die Zellen durch Apoptose beseitigt (Alderson et al.,
1995; Brunner et al., 1995; Dhein et al., 1995a; Juet al., 1995). Wird diese Homd@ostase durch
einen verminderten AICD gestort, kann es zu Autoimmunerkrankungen kommen (Krammer,
1999).

6.4.2 Die physiologische Rolle von c-FLIP im Immunsystem

Bereits in einer der ersten Beschreibungen von ¢FLIP wird Uber eine Verminderung des ¢
FLIP_-Expressionsniveaus in aktivierten priméren T-Zellen berichtet. Dies lasst vermuten,
dass ¢-FLIP zur Sensitivierung von aktivierten T-Zellen gegentiber AICD beitragt (Irmler et
al., 1997). Retrovirdle Rekongtitution aktivierter T- und B-Zellen mit c-FLIP verhinderte
CD95-vermittelten AICD in diesen Zellen (Van Parijs et al., 1999). In vivo fuhrt eine erhdhte
Expression von c-FLIP zur Produktion von Autoantikérpern und zur Entwicklung von
Erscheinungen wie sie bei Autoimmunerkrankung beobachtet wurden. Des lasst vermuten,
dass c-FLIP zum Erhalt der Selbst-Toleranz notwendig ist (Van Parijset al., 1999).
Anféanglich lag der Schwerpunkt der meisten Studien zu ¢-FLIP auf der langen Splei3variante,
c-FLIP_, vermutlich weil diese in der Regel starker exprimiert wird als ¢-FLIPs Fur ¢-FLIPs
konnte spéter gezeigt werden, dass es als Effektor CD28-vermittelter Kostimulation von T
Zdllen dient (Kirchhoff et al., 2000b) und zudem zur Resistenz TZR-restimulierter T-Zellen
gegeniber AICD beitragt (Kirchhoff et al., 2000a).

TZR-Restimulation bereits aktivierter T-Zellen Uber den TZR fuhrt ebenfalls zu einer
massiven Steigerung des Expressionsniveaus von ¢FLIPs was die DISC-Aktivierung nach

Stimulation von CD95 inhibiert und folglich vor Apoptose schitzt. Die Induktion von
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murinem ¢FLIP nach wiederholter Antigengabe konnte ebenfalls in einem TZR-transgenen
Mausmodell beobachtet werden (Inabaet al., 1999).

Nicht nur die HomOostase von T-, sondern auch die von B-Zellen scheint durch die
Modulation von c-FLIP_ beeinflusst zu werden. Nach Stimulation von humanen tonsillaren B-
Zellen Uber CD40 oder den BZR wird ¢FLIP. induziert und an den CD95-DISC rekrutiert
(Hennino et al., 2000; Wang et al., 2000). Zudem scheint ¢FLIP_ an der Regulation des
Uberlebens von B-Zellen aus den Keimzentren nach erfolgreicher Affinitétsreifung beteiligt

zu sein (Hennino et al., 2001).

Dendritische Zellen (DC) und Macrophagen stellen neben den lymphoiden Zellen einen
weiteren wichtigen Teil des Immunsystems dar. Sie présentieren z.B. T- und B-Zellen
Antigene, sind jedoch auch an Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis und
Atherosklerose beteiligt. Macrophagen differenzieren aus zirkulierenden Monozyten und
gehen dabei von einem CD95-sensitiven in einen -resistenten Zustand Uber. Dieser Wechsel
korreliert mit einem Anstieg der Expression von ¢-FLIP (Perlman et al., 1999). Unreife DCs
nehmen im peripheren Gewebe Antigene auf und transportieren sie zu den lymphoiden
Organen. Wahrend der Wanderung reifen die DCs, d.h. die Fahigkeit zur Aufnahme von
Antigenen verringert sich, und die Oberfl&chenexpression kostimulatorischer Molekile nimmt
zu. Nach zwei Tagen verschwinden die DCs aus lymphoiden Organen, vermutlich durch
Apoptose. Es wurde berichtet, dass unreife im Gegensatz zu reifen DCs sensitiv gegentiber
Todesrezeptor-vermittelter Apoptose sind, wobei letztere en erhohtes c-FLIP.-
Expressionsniveau aufweisen (Leverkus et al., 2000). Todesrezeptorsysteme scheinen somit
wichtiger fir die Homdostase unreifer DCs zu sein als fur die Apoptoseinduktion in reifen
DCs.

Die Uberexpression von c-FLIP induziert nicht nur das Auftreten von Autoimmuner-
krankungen (Van Parijs et al., 1999), sondern kann auch dazu beitragen, dass sich Tumore
einer Immunantwort durch cytotoxische T-Zelen in vivo entziehen (Djerbi et al., 1999;
Medema et al., 1999). Mause mit einem T- Zell-spezifischen Transgen fir das virale FLIP-E8
haben stark reduzierte Thymozytenzahlen, obwohl diese Zellen resistent gegentiber CD95-
vermittelter Apoptose snd (OhYama et al., 2000). Die Reduktion der Thymozytenzahlen
wurde ebenfalls vor einem CD95"-Hintergrund beobachtet, was darauf schlieRen lasst, dass
dieses Phdnomen unabhangig von CD95 ist. Interessanterweise ist der Phanotyp dieser Méause

vergleichbar mit dem von Méausen, die ein Transgen fur eine dominant-negative Mutante von
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FADD tragen, was darauf hindeutet, dass ein anderes Todesrezeptorsystem fiir die Selektion
von Thymozyten von entscheidender Bedeutung ist (Newtonet al., 2000; Walshet al., 1998).
C-FLIP-defiziente Mause sterben embryonal an Tag E10,5 und lassen folglich keine auf das
Immunsystem bezogene Analyse zu (Yeh et al., 2000). Bemerkenswerterweise dhnelt ihr
Phanotyp dem von FADD- und Caspase-8-defizienten Mausen (Varfolomeev et al., 1998;
Yehet al., 1998b). Alle drei sterben vermutlich aufgrund fehlerhafter Herzentwicklung.

6.5 C-FLIP und NFkB-Signalleitung

6.5.1 NFkB Signalleitung

Als NFkB wird allgemein eine Reihe dimerer Transkriptionsfaktoren bezeichnet, die &hnliche
DNA-Sequenzen, sogenannte kB-Erkennungsequenzen, erkennen und binden konnen. In
Saugetieren sind funf NFkB-Proteine bekannt: cRel, RelA, RelB, NFkB1/p50 und
NFkB2/p52. Wahrend die Rel-Proteine Transkriptionsaktivierungs-Domanen besitzen, fehlen
diese in p50 und p52. Ihre Aktivierungsfunktion besteht darin, mit eéinem der drel Rel-
Proteine Heterodimere zu bilden (May und Ghosh, 1997). NFkB Proteine sind in
unstimulierten Zellen im Cytoplasma lokalisiert und translozieren nach Stimulation schnell in
den Zellkern (Ghosh und Karin, 2002). Dieser Prozess wird als NFkB Aktivierung bezeichnet
und hangt von zwel Signalwegen ab. Die klassische NFkB Signalleitung erfolgt Uber den
sogenannten 1kB-Kinase-Kompex (IKK-Komplex), in welchem |kB-Kinasen nach ihrer
Aktivierung den NFKB Inhibitor 1kB (engl.: inhibitor of kB) phosphorylieren. Die
Phosphorylierung dient als Signal fur eine anschliefRende Ubiquitinylierung und Degradation
(Ghosh und Karin, 2002). Die IkB sequestrieren die meisten NFKB in einem inaktiven
Zustand im Cytoplasma. Dadurch wird die Translokation in den Kern verhindert (Ghosh und
Karin, 2002) (Abbildung 1.10). Eine Ausnahme stellt p52:RelB dar. Die Aktivierung des
p52:RelB  Dimers erfolgt aternativ durch proteolytische Prozessierung aus dem
cytoplasmatischen p100:RelB Dimer (Ghosh und Karin, 2002).

Der IKK-Komplex, der Bestandteil der Signalleitung des klassischen NFkB Signalweges ist,
besteht aus zwel katalytischen Untereinheiten, IKKa und IKKb, und einer regulatorischen
Untereinheit, IKKg (auch als NEMO bezeichnet) (Rothwarf und Karin, 1999).
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Abb. 1.10 Der klassische NFkB-Signalweg. Erlauterungen siehe Text (nach Sauer et al., 2003)

Genetische Studien zeigen dass IKKb und IKKg fur die Phosphorylierung und Degradation
von |kB entscheidend sind, wohingegen IKKa davon verschiedene, nicht-redundante
Funktionen hat (Ghosh und Karin, 2002). IKKa kann Homodimere bilden, die nicht mit IKKg
assoziieren, die eine wichtige Rolle bei der phosphorylierungs-induzierten proteolytischen
Prozessierung von pl00 spielen und damit an der Aktivierung des alternativen NFkB
Signalweges beteiligt sind (Senftleben et al., 2001). Die Aktivierung des alternativen NFkB-
Signalweges ist zudem abhéngig von der NFkB-induzierenden Kinase (NIK), welche IKKa
phosphorylieren und somit aktivieren kann (Senftleben et al., 2001; Xiao et al., 2001).
Kurzlich wurde ein Peptidinhibitor gefunden, welcher die Assoziation von IKKb an IKKg
verhindert und damit die Aktivierung des klassischen NFkB Signalweges blockiert, wahrend
der aternative NFkB-Signalweg nicht beeintrachtigt ist (Jimi et al., 2004).

6.5.2 Die Rolle von c-FLIPs in der NFkB-Signalleitung

In verschiedenen Studien wurde bereits gezeigt, dass c-FLIPs nicht nur anti-apoptotische

Eigenschaften in der Apoptose-Signaltransduktion innehaben sondern  zusétzliche
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regulatorische Funktionen auf die zellulare Proliferation von T-Zellen ausiiben kdnnen
(Thome und Tschopp, 2001). Es wird vermutet, dass die proliferative Signaltransduktion
durch CD95 initiiert wird, denn durch biochemische Studien wurde gezeigt, dass bei
Uberexpression von c-FLIP zusitzliche Molekile wie RIP und TRAF-1/2 an den DISC
rekrutiert wurden und NFkB aktiviert wurde (Kataoka et al., 2000a). Seitdem wurde in
verschiedenen Uberexpression-Studien gezeigt, dass c-FLIPs die Aktivierung von NFKB
auslosen konnen C-FLIP-induzierte NFkB-Aktivierung konnte durch die Verwendung
verschiedener dominant negativer Molekile, die an der NFkB Aktivierung beteiligt sind,
unterbunden werden. Dazu gehtren z.B. IKKs, TRAF1 und 2 (Chaudhary et al., 2000; Hu et
al., 2000; Kataoka et al., 2000a). Kirzlich wurde beschrieben, dass c-FLIP. in das
Spaltprodukt p43-FLIP gespalten werden muss, bevor dieses TRAF-2-abhéngig NFkB
aktivierenkann (Kataoka und Tschopp, 2004).

Auch fur virale FL1Ps wurde beschrieben, dass sie neben anti-apoptotischen Funktionen auch
NFkB aktivieren kénnen. \-FLIPs aktivierten NFkB-abhangige Reporterplasmide in 293T-
Zellen und konnten mit zentralen Kinasen des NFkB-Signalweges interagieren (Chaudhary et
al., 1999; Fied et al., 2003; Liu et al., 2002; Matta et al., 2003). Fir das v-FLIP aus Kaposi-
Sarkoma-assoziierte Herpesvirus wurde gezeigt, dass es direkt an IKKgbinden kann und so
die Aktivierung des IKK-Komplexes auddst (Field et al., 2003). Eine direkte Interaktion des
endogenenc-FLIPs mit dem IKK-Komplex ist bisher nicht beschrieben.

7. Aufgabenstellung

Die zelluldre Homdostase wird in mehrzelligen Organismen durch den Prozess der Apoptose
aufrechterhalten CD95 ist einer von acht bislang identifizierten Rezeptoren, die direkt
Apoptose auslosen konnen und as Todesrezeptoren bezeichnet werden CD95-vermittelte
Apoptose ist von entscheidender Bedeutung fir die Homoostase des Immunsystems.
Fehlregulationen im CD95-System tragen auflerdem zur Entstehung von Krankheiten wie
Autoimmunerkrankungen, Krebs oder AIDS bel.

Bei der initidlen Regulation Todesrezeptor-vermittelter Apoptose spielen vor alem Proteine
eine Rolle, die sich durch das Vorhandensein von DEDs auszeichnen. Es sind sowohl pro-
apoptotische as auch anti-agpoptotische DED-enthalterde Proteine bekannt. Zu den pro-
apoptotischen DED-enthalternden Proteinen gehdren u.a. Procaspase-8 und -10, wahrend zu
den wichtigsten anti-apoptotischen DED-enthaltenen Proteinen die c-FLIPs gehéren
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Das CD95-vermittelte Todessignal wird nach Aktivierung des Rezeptors durch Anlagerung
von cytosolischen Signamolekilen mit DED-Doménen Ubertragen. Durch Bindung des
CD95-Liganden wird CD95 oligomerisiert, und es bildet sich ein DISC. In den CD95-DISC
werden sowohl die pro-apoptotischen als auch die anti-apoptotischen DED-Proteine rekrutiert
und abhangig von ihrem Mengenverhaltnis zueinander wird der Prozess der Apoptose initiiert
oder blockiert.

Aber nicht nur in CD95-vermittelter Apoptose spielen DED-enthaltende Proteine eine Rolle.
Zunehmende Evidenz spricht dafir, dass DED-Proteine zusétzliche Funktionen bel der
Kontrolle zellularer Aktivierung sowie Proliferation innehaben. Somit charakterisiert die
DED-Doméne eine Familie von Proteinen, die im Zentrum der Regulation zellulérer

Homdostase stehen und Proliferation und Apoptose zugleich regulieren kdnnen.

In dieser Arbeit sollten die Identitéten bislang unbekannter DED-enthaltender Proteine gekléart
werden und ihre Funktion in der Regulation sowohl pro- as auch anti-apoptotischer
Signalwege entschllisselt werden.

Bei der Entdeckung des CD95-DISC wurden sogenannte Zytotoxizitét-assoziierte Proteine
(engl. CAPs) gefunden, die nach und nach identifiziert und charakterisiert wurden. Dabei
stellten sich CAP1 und CAP2 as Adaptormolekile FADD (CAPL) sowie phosphoryliertes
FADD (CAP2) heraus. CAP4 wurde als Procaspase-8 identifiziert und charakterisiert. Die
Identitdt von CAP3 war bis heute ungeklart, und ihre Entschlisselung war eine weitere
Aufgabe dieser Arbeit.

Kurz nach der Entdeckung des CD95-DISC wurden sogenannte ¢FLIPs as wichtige DED-
enthaltende Regulatoren initialer Apoptose-Signalleitung gefunden. Bislang waren zwel
SpleilRvarianten bekannt, c-FLIP. und c-FLIPs Die Funktion dieser beiden c-FLIP-Isoformen
in der Regulation Todesrezeptor-induzierter Apoptose stard in den letzten Jahren im Zentrum
wissenschaftlicher Studien vieler Arbeitsgruppen In diesen Studien gab es bereits erste
Hinweise darauf, dass an der komplexen Regulation sowie Fehlregulationen zum einen der
Proliferation und zum anderender Apoptose zusétzliche c-FLIP-1soformeneine Rolle spielen.
Deshalb war es Aufgabe dieser Arbeit, diese bisher unbekannten Regulatoren zu suchen und
zu identifizieren sowie in funktioneller wie auch mechanistischer Weise ausfihrlich zu

charakterisieren.
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Il. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Serva (Heidelberg),
Fluka (New-Ulm), Sigma (Munchen), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Radioaktive Reagenzien wurden von der Firma Amersham (Braunschweig) erworben

1.2 Haufig verwendete Puffer

DNA-Probenpuffer (10 x):  50% (v/v) Glycerol
0,42% (w/v) Bromphenolblau oder Orange G (Sigma)

10 x HBS: 14M NaCl
100 mM KCI
500 mM HEPES
20 mM NaHPO,
222 mM Glucose
mit 200 MM NaHPO, auf pH 6,5 eingestel It

5xKCM: 500 mM KCI
150 mM CaCl,
250 mM MgCh

Lysepuffer (Eukaryonten): 150 mM NaCl
30 mM TrisHCI, pH =75
1mM PM SF
10% (wiv)  Glycerol
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PBS:

TE:

Probenpuffer reduz. (5 x):

Sammelgel (5%):

Laemmli- Trenngel:

Laufpuffer (Gelelektroph.):

1% (w/v) Triton X-100

10 T/500 ml - Complete (Roche)

137 mM NaCl

8,1 mM Na,HPO,

2,7mM KCI

1,5mM KH,PO, pH=74

10 mM Tris

1mM EDTA pH=75

50% (v/v) Glycerol

10% (wiv)  SDS

50 mM TrisHCI pH =6,8

25% (VIV) b-Mercaptoethanol

0,25 mg/ml Bromphenolblau

24 mM TrisHCI pH =6,8

5% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1
0,1% (w/v)  SDS

0,1% (w/iv)  Ammoniumpersulfat (APS)
0,1% (w/v)  Tetramethylethylendiamin (TEMED)
37,5 mM TrissHCI pH =8,8
7,5-15% (w/v)Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1
0,1% (w/iv)  SDS

0,03% (w/v) APS

0,1% (w/v) TEMED

25 mM Tris-Base

0,19 M Glycin

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

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

Weltere L6sungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgefihrt.

1.3 Biologisches Material

1.3.1 Bakterienstdmme

E.coli Stamm Verwendung Referenz, Bezugsquelle

BL21(DE3)pLysS Vermehrung von Plasmiden Invitrogen, Deutschland

TOP10 Vermehrung von Plasmiden Invitrogen, Deutschland

1.3.2 Eukaryontische Zellen

Zelllinie Beschreibung

BJAB EBV-negative Burkitt-&hnliche
lymphoblastoide Z€llinie (human)

BoeR Pre-B-Zelllymphont Linie

Raji humane Burkitt-LymphomLinie

SKW6.4 humane B-Zell-Lymphom:-Linie

J16 humane T-Zell- Leukdmie-Linie

H9 humane T- Zell- Leukamie-Linie

CEM humane T-Zell- Leukamie-Linie

HUT78 humane T-Zell- Leukamie-Linie

JA3 Caspase-8 def. (Klon 1.92)
JA3 FADD def. (Klon 1.21)
293T

Juo et al., 1998
Juo et al., 1998

Humane embryonale NierenZelllinie
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1.4 Nahrmedien

1.4.1 Medien fur die Zellkultur

Pulverisierte Zellkulturmedien RPM1 1640 und DMEM wurden von den Firmen Gibco BRL
(Eggenstein) bzw. Sigma (Deisenhofen) bezogen und nach Herstellerangaben in
pyrogenfreiem Wasser gelost. Die Medien wurden sterilfiltriert und anschlief3end bel 4°C

gelagert. Vor der Verwendung wurden die Medien mit folgenden Zusétzen supplementiert:

10% (v/v) Fotales Kélberserum (FCS) BRL, Eggenstein
10 mM HEPES BRL, Eggenstein
50 pg/ml Gentamicin BRL, Eggenstein

Folgende Antibiotika oder Zusdtze wurden zur Selektion von eukaryontischen Zellen

eingesetzt: Zeocin, Na Saz (Invitrogen, Karlsruhe).

1.4.2 Medien fur Bakterien

LB-Medium: 10 g/l Caseinhydrolysat
59/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,2 mit 1 N NaOH eingestel It

Fur die Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 20 g/l Agar hinzugeftgt.
Fur die Herstellung von Selektionsmedien wurde Ampicillin (100 nmg/ml) oder Kanamycin (40

png/ml) zugegeben.

1.5 Antikorper

Alle verwendeten Antikorper sind gegen menschliche Proteine gerichtet. Sowelt nicht

anders vermerkt, handelt es sich um monoklonale Antikorper (mAKk) aus der Maus.
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Name Antigen Herkunft, Referenz

anti-APO-1 (1gG3) CD9%5 (Trauthet al., 1989)

C-20 CD9%5 Santa Cruz Biotechnology,

(Kaninchen, polyklonal) Heidelberg

C15 (1gG2b) Cagspase-8, pl8 Untereinheit (Scaffidi et al., 1997)

C5 (1gG2a) Caspase-8, p10 Untereinheit (Scaffidi et al., 1997)

N1 (1gGl) Cagspase-8, Prodoméane Transduction Laboratories,
Lexington, USA

N2 (1gGl) Caspase-8, Prodoméane Transduction Laboratories,
Lexington, USA

NF6 (1gG1) c-FLIP (Scaffidi et al., 1999)

anti-FADD (1gGl) FADD Transduction Laboratories,
Lexington, USA

anti-CD3 (OKT3) CD3 (Kunget al., 1979)

anti-1gG, HRP Maus 1gG Jackson, USA

(Ziege, polyklonal)

anti-1gG1, HRP Maus 1gG1 Southern Biotechnology,

(Ziege, polyklonal) Birmingham, USA

anti-1gG2a, HRP Maus 1gG2a Southern Biotechnology,

(Ziege, polyklonal) Birmingham, USA

anti-1gG2b, HRP Maus IgG2b Southern Biotechnology,

(Ziege, polyklonal)
anti-Kaninchen, HRP Kaninchen 1gG
(Ziege, polyklonal)

Birmingham, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

1.6 Apoptosestimuli und -inhibitoren

Substanz Hersteller/Referenz
zVAD-fmk Bachem, Heidelberg
anti-APO-1  (Trauthet al., 1989)
LZ-CD95L (Walczak et al., 1999)
FLAG-TRAIL (Walczak et al., 1999)
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1.7 Molekularbiologische Materialien

1.7.1 Vektoren

Name Verwendungszweck Bezugsguelle
pcDNA3 eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen, Karlsruhe
pEF4/Myc-HIS  eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen, Karlsruhe

1.7.2 Synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech bezogen.

Name

Sequenz (5'-3)

5'- Procaspase-8 fw
3-1-210 rev
3'-1-216 rev
3-1-223 rev

3'- Procaspase-8_rev
5-D210A_fw
5-D216A_fw
5-D210A _rev
5-D216A rev
5'-c-FLIP_fw
5-c-FLIPS rev
5'-c-FLIPR rev
3'-p22-FLIP_rev

5'-ggggtaccccATGGACTTCAGCAGAAATC-3
5 -gctctagagectaGTCCGAGATTGTCATTACC-3
5'-gctctagagcctaATCCTGTTCTCTTGGAGAG-3
5'-gctctagagectaGTCCAAAGTCTGTGATTC-3
5'-gctctagagcTTAATCAGAAGGGAAAAGT-3
5-CAATCTCGGCCTCTCCAAG-3
5-GAGAACAGGCTAGTGAATC-3
5-CTTGGAGAGGCCGAGATTG-3
5-GATTCACTAGCCTGTTCTC-3
5-ggggtaccccATGTCTGCTGAAGTCATCC-3
5'-gctctagagcctaCATGGAACAATTTCCAAG-3
5'-gctctagagectal GCTGGGATTCCATATG 3
5'-gctctagagectaATCCTTGAGACTCTTTTGG-3

Kleinbuchstaben bezeichnen Restriktionsschnittstellen und sonstige Nukleotidliberhénge.

1.7.3 Enzyme und Kits

Es wurden folgende Enzyme bzw. Kits verwendet:
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Enzym/Kit

Bezugsquelle

Taq DNA Polymerase
Trypsin EDTA Lésung
T4 DNA Ligase

High Fidelity PCR Kit

Roche Pharmaceuticals, Mannheim

Gibco BRL, Eggenstein

Fermentas, St. LeonRot

Roche Pharmaceuticals, Mannhaim

Die verschiedenen Restriktionsenzyme wurden von Fermentas bezogen. Fur die in-vitro-

Translation von Proteinen wurde das TNT®-gekoppelte Reticulozytenlysat-System von

Promega, Mannheim, verwendet.

1.8 Gerate
Gerét Hersteller
Autoradiographiehillen Rego
Blotapparatur Semi- Dry 20x 25cm CTl/Biorad
Brutschrank Stericult Inkubator Forma Scientific
Durchflusscytometer FACScan Becton Dickin
son
Gefrierschranke: -20°C Liebherr
-80°C Forma Scientific
Gelelektrophoresekammer SDS-PAGE CTI
Heizbad K ottermann
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf
Mikroskope: Lichtmikroskop ID 02 Zeiss
Phasenkontrastmikroskop Leitz
Labovert FS
Mikrowellengerat Micromaxx Medion AG
Minigel el ektrophoresekammer Biorad
Netzgerat Electrophoresis Power Supply Renner
Consort 865
pH-Meter WTW WTW
Photoeinheit UV-Flachenstrahler Konrad Benda
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Spektro- Photometer 6505 UV/Vis Jenway
Quarzkuvetten Suprasi Hellma
Rontgenfilmentwicklungsgerét Curix 160 Agfa-Gevaert
Schittelinkubator Certomat HK Braun
Thermocycler DNA Engine DYAD MJ
V akuumrotationsverdampfer 100H Bachofer
Sterilarbeitsplatz SG600 Baker Company
Waagen: Anaysenwaage AE 240 Mettler
Prézisionswaage PE 3600 Mettler
Zahlkammer Neubauer HBG
Zentrifugen: Biofuge A Heraeus
Biofuge Fresco Heraeus
Megafuge 1.0R Heraeus
Omnifuge 2.0RS Heraeus
Centrifuge 5402 Eppendorf
Sorvall RC 3B PLUS, 5C Beckmann
PLUS

1.9 Software

Folgende Computersoftware wurde verwendet: Microsoft Office, VectorNTI, CellQuestPro,

BioEdit 5.0.9, Corel PhotoPaint 11, Adobe Acrobat 5.
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2. Methoden

2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung hoherer Zellen erfordern sterile Bedingungen, um
Kontaminationen mit Bakterien, Hefen oder Pilzen zu vermeiden, und wurden daher in
Zellkulturlabors an speziellen Sterilarbeitsplétzen durchgefihrt. Darlber hinaus wurden
ausschliefdlich g- bestrahlte Zellkulturmaterialien wie Kulturschalen, Kulturflaschen, Pipetten
und Zentrifugenréhrchen der Firmen Renner, Falcon (Becton Dickinson), Greiner und Nunc
verwendet. Die verwendeten Zellen wurden in folgenden Medienkultiviert (siehe 11.1.4.1):
RPMI 1640 Medium: BJAB; Boe®, Rgji, SKW6.4, J16, H9, CEM, HUT78, JA3-Caspase-8
def., JA3-FADD def.

RPMI 1640 Medium mit 25 U/ml IL-2, mit 10% FCS: primére humane T-Zellen

DMEM Medium mit 10% FCS: 293T

Trandfizierte Zellen wurden mit folgenden Zusétzen kultiviert:
BJAB-Kontrolle, BJAB-c-FLIPg, BJAB-c-FLIPs BJAB-c-FLIP-p22 mit RPMI1 1640 Medium
und 100 ng/ml Zeocin.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-Praparation im Mini-Mal3stab

1,5 ml einer Bakterienkultur in der exponentiellen Wachstumsphase wurden abzentrifugiert
(2 min, 5000 rpm, 20°C) und das Pellet in 500 pul STET-Puffer (8% Sucrose, 0,5% Triton X-
100, 50 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI, pH8) resuspendiert. Durch Zugabe von 50 pl
Lysozym-L6sung (50 mg/ml) wurden die Bakterien 3 min bei RT lysiert. Danach wurde fur
90 s bei 95°C inkubiert, um Proteine zu denaturieren, und der Debris abzentrifugiert (5 min,
13000 rpm). Das Pellet wurde mit Hilfe eines Zahnstochers entfernt. Anschlief3end wurde die
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Plasmid-DNA mit 0,5 ml Isopropanol und 50 Ml Ammoniumacetat (8 M) prézipitiert und
sofort abzentrifugiert (5 min, 13000 rpm). Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, im
Vakuum getrocknet und danach in 30 ul TE oder sterilem Wasser gelost. Um RNA-
Kontaminationen zu eliminieren, wurde 1 pl (500 pg/ml) DNase-freie RNase zugegeben.

Plasmid-Praparation im Maxi-M al3stab

Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Mal3stab wurde mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit
durchgefthrt. Dafir wurden 400 ml LB-Medium in einem 1 |-Fernbachkolben mit 100 pg/mi
Ampicillin versetzt und mit 500 pl einer exponentiell wachsenden Bakterienkultur oder einer
Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte angeimpft. Nach Inkubation Uber Nacht (4.N.) bei
37°C unter Schitteln wurde die Bakteriensuspension abzentrifugiert (Sorvall GS-3, 10 min,
5000 rpm, 4°C) und die Bakterien in 12 ml Puffer P1 resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien
wurden 12 ml des Lysepuffers P2 zugegeben, und das Gemisch wurde 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 12 ml eiskaltem Puffer P3 wurden Proteine
und chromosomale DNA gefdllt; Es wurde 20 min auf Eis inkubiert und dann abzentrifugiert
(Sorvall SS-34, 30 min, 20000 x g und 4°C). Der Uberstand wurde auf eine Anionen
Austauschersdule (Qiagentip 500) aufgegeben, die zuvor mit 6ml Puffer QBT aquilibriert
worden war, wobei die Plasmid-DNA unter den gegebenen pH- und Salzbedingungen an die
Saulenmatrix gebunden blieb (1,6 M Salz, pH=7,0). Nach zweimaligem Waschen mit je
30 ml Puffer QC wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF in ein 50 ml- Rohrchen eluiert
und mit 0,7 Volumeneinheiten Isopropanol gefallt. Nach Zentrifugation (Heraeus Varifuge,
30 min, 6000 rpm, 4°C) wurde das DNA-Pdlet in 5ml eskatem 70%igen Ethanol
gewaschen. Die DNA wurde anschlief3end im Vakuum getrocknet und in 200 pl HO gel64.
Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt.

2.2.2 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) lasst sich ein definierter Nukleinsdureabschnitt
selektiv verviefdtigen. Grundlage der Reaktion sind zyklische Temperatur anderungen,
welche optimale Bedingungen fir verschiedene Reaktionen schaffen. Im ersten Schritt
hybridisieren spezifische Oligonukleotide (Primer) mit der hitzedenaturierten einzelstrangigen

DNA zu einem doppelstrangigen Startpunkt fur die DNA-Polymerasen, welche dann im
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zweiten Schritt doppelstrangige DNA aus der einzelstrangigen Vorlage synthetisieren. Durch
Hitzeeinwirkung trennen sich die komplementéren Einzelstrange im dritten Schritt und
koénnen schliefdlich erneut mit den Primern hybridisieren, so dass sich bel jedem Zyklus die
Zahl der zur Verfigung stehenden Vorlagen verdoppelt. Dazu wurde je Reaktion folgender
Ansatz benutzt:

5l 10 x PCR-Puffer

1l Desoxynukleotide (je 10 mM)
1 Primer 1 (200 pmol)

1 Primer 2 (200 pmol)

20 ng Template DNA

1 Taq DNA-Polymerase
ad50  HO

Die PCR wurde wie folgt durchgefihrt:

Start 5min bei 94°C

25-35 Zyklen Denaturierung 1 min bel 94°C
Annealing 1 min bei 56°C
Elongation 1 minbea 72°C

Termination 10 min bei 72°C

2.2.3 Restriktionsspaltung von DNA

Es wurden etwa 1- 2 ng Plasmid-DNA aus Mini- bzw. Maxiprdparation mit 10 U einer
Restriktionsendonuklease im vom Hersteller angegebenen enzymspezifischen Puffer fir
mindestens 1 h bei 37°C inkubiert. Die erhaltenen Fragmente konnten anschlief3end in einem
Agarosegel aufgetrennt werden.

2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsauren

Durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen entstandene DNA-Fragmente koénnen im
analytischen Agarosegel (TAE/1% Agarose/0,00001% Ethidiumbromid) mittels

Elektrophorese ihrer Grof3e entsprechend aufgetrennt werden. Dazu wurden sie mit DNA-
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Probenpuffer versehen, in Geltaschen pipettiert und 20-60 min bel 100 V aufgetrennt. Zur
Kalibrierung des Gels wurde neben die zu untersuchenden Proben ein DNA-
M olekulargewichtsmarker mit definiertem Fragmentgemisch aufgetragen.

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden durch UV-Bestrahlung ( = 254 nm)
sichtbar gemacht und photographiert. Ethidiumbromid interkaliert sequenzunspezifisch in
doppelstrangige DNA-Molekile und fuhrt so durch Anregung mit UV-Licht zur Fluoreszenz.

2.2.5Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

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

2.2.6 Transformation von Bakterien

Durch Transformation wurde Plasmid-DNA zwecks Amplifikation in Bakterien eingebracht.
Zur Vermehrung der hier verwendeten Vektoren dienten kompetente Bakterien der
Escherichia coli-Stdmme BL21(DE3)PLysS und TOP10. Fur die Transformation wurden
jeweils 100 m kompetente Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und 10 m DNA-L6sung (ca.
100 - 200 ng DNA) zusammen mit 20 pl 5 x KCM und 70ul H2O zugefigt. Es folgte eine 20-
minttige Inkubation auf Eis, im Anschluss daran eine 10-minttige Inkubation bei RT. Die
Reaktionsansdtze wurden anschlief3end mit je 900 m antibiotikafreiem LB-Medium versehen
und 60 min bei 37°C zur Induktion der Antibiotika-Resistenzen inkubiert. Die Selektion auf
plasmidtragende Bakterien erfolgte in Petrischalen mit antibiotikahaltigem LB-Agar (.N. bel
37°C. Die DNA mehrerer makroskopisch sichtbarer Kolonien wurde mittels Minipréparation
gewonnen und zur Kontrolle des enthaltenen Plasmids einer Restriktionsanalyse unterworfen.
Die Plasmid-DNA eines positiven Klons wurde schliefdlich in groRerem Maldstab mittels

Maxipraparation gewonnen und flr weitere Experimente eingesetzt.

Zur Herstellung der kompetenten Bakterien wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml ener
Vorkultur angeimpft und auf eine ODggp von 0,5-0,6 kultiviert. Nach Zentrifugation der
Bakterienldsung bei 5000 rpm fir 15 min bei 4°C wurden die Pellets in 7,5 ml TSB-Medium
resuspendiert (5% [v/v] DM SO, 10 mM MgCh, 10 mM MgSOa, 10% [w/v] PEG 6000 in LB-
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Medium). Die resuspendierten Zellen wurden fur 1 Stunde auf Eis inkubiert und anschlief3end
in 100 pl-Aliquots in Stickstoff schock-gefroren und fir die Lagerung bei -80°C eingefroren.

2.2.7 Ortsgerichtete Mutagenese

Ortsgerichtete Mutagenese bedeutet das spezifische Einbringen einer Mutation in ene
Nukleinsduresequenz, in diesem Falle in ein Plasmid. Hierzu wurde die Technik der
Uberlappenden PCR verwendet.

Dazu wurde mittels zweier Uberlappender Primer die gesamte Sequenz des Inserts in zwei
PCR-Reaktionen amplifiziert und mittels Uberlapperder Primer Punktmutationen in die
Sequenz eingebracht. In einer dritten PCR-Reaktion wurden die Uberlappenden Insert-
Sequenzen Uber die beiden aulReren Primer amplifiziert und damit die beiden DNA-Abschnitte
zur vollstéandigen Sequenz verbunden. Nach entsprechender Restriktion der Inserts wurden
diese in den pEF4-Myc/His-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) ligiert. Die PCR-Reaktionen
wurden wie oben beschrieben angesetzt und durchgefihrt.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Préparation primarer humaner T-Zellen

500 ml Vollblut wurden mit 1 ml Heparin (Braun, Melsungen) versetzt, um die Gerinnung des
Blutes zu verhindern. Je 15 ml Ficoll (Biochrom, Berlin) wurden mit 25 ml Blut langsam
Uberschichtet und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20°C/ohne Bremse). Die Leukozyten
wurden abgenommen, zweima gewaschen (1000 rpm/10 min/ 20°C/ Bremse auf Stufe 6 und
900 rpm/10 min/20°C/Bremse auf Stufe 2) und in 200 ml RPMI/FCS aufgenommen. Alle
Waschschritte wurden mit sterilem PBS oder RPMI ohne FCS durchgefiihrt. Anschlief3end
wurden Monozyten und Macrophagen, d.h. adhérente Zellen, depletiert, indem die Zellen auf
2 grof3e Kulturflaschen verteilt und mindestens 1 h im Brutschrank inkubiert wurden. Nicht-
adhérente Zellen, d.h. die Lymphozyten, wurden abgenommen und zentrifugiert (1200 rpm/10
min/20°C). Die Lymphozyten wurden mit RPMI/FCS auf 8 x 10° Zellen/ml eingestellt und
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12 mit 2% AET-Erythrozyten (su.) gemischt (Rosettierung). Das Gemisch wurde
zentrifugiert (1000 rpm/10 min/20°C/Bremse auf Stufe 2), der Uberstand bis auf 20 m
abgenommen und das Pellet (Rosetten) vorsichtig wieder resupendiert. Die Rosetten wurden
auf 15 ml Ficoll geschichtet und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20°C/ohne Bremse). Das
Pellet aus T-Zellen und Erythrozyten wurde gewaschen (1200 rpm/10 min/20°C), und die
Erythrozyten mit dem vierfachen Volumen (bezogen auf das Pellet) an ACK-Puffer (frisch
verdinnt aus 10 x Puffer: 41,459 NH4Cl, 59 KHCOs, 0,186g EDTA, pH 7,27 ad 500 ml
Wasser) lysiert. Dazu wurden Pellet und ACK-Puffer durch Pipettieren bis zur Lyse
vermischt. Die Lyse der Erythrozyten zeigt sich durch einen Farbumschlag von triib-hellrot
nach klar-dunkelrot. Dann wurde mit RPMI/FCS auf 50 ml aufgeflllt und die FZellen mit
RPMI/FCS auf 2 x 10°ml eingestellt. AnschlieRend wurde mit 1 ng/ml PHA iber Nacht
stimuliert. Am néchsten Tag wurden die FZellen dreimal gewaschen, erneut auf 2 x 10°
Zellen/ml eingestellt und mit 25 U/ml Interleukin-2 fUr weitere 5 Tage in Kultur gehalten.

AET-Erythrozyten

Alle Zentrifugationen wurden bel 1200 pm fir 10 min bei 20°C durchgefihrt. 0.5 g 2
Aminoethylisothiouroniumbromid (AET, Sigma) wurden in 12,5 ml pyrogenfreiem Wasser
bei pH 9,0 (mit 2N NaOH eingestellt) geldst und sterilfiltriert.

25 ml eines 1.2 Gemisches aus Hammelblut und Alsever-Lésung (GibcoBRL) wurden
dreimal mit sterilem PBS gewaschen, zur AET-L6sung zugegeben und fir 15 min bei 37°C
inkubiert. Anschlief3end wurde viermal mit sterilem PBS gewaschen und schliefdlich eine
2%ige Suspension in RPMI/FCS hergestellt, die bis zu 3 Tagen haltbar war.

2.3.2 Transfektion von Zellen

Elektroporation

Fir die stabile Transfektion von BJAB-Zellen wurde die Methode der Elektroporation
verwendet. Dazu wurden 5x 106 Zellen pro Ansatz abzentrifugiert (5 min, 1500 rpm), in je
300 M Kulturmedium resuspendiert und in eine Elektroporationskiivette Uberfuhrt. Nach
Zugabe von 10 bis 30 ng Plasmid-DNA wurde kurz gemischt und mit 950 n= und 250 V

elektroporiert. Anschlief?end wurde die Suspension zigig in eine kleine Kulturflasche
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Uberfuhrt, in der 10 ml warmes Kulturmedium vorgelegt waren. Nach 24-stiindiger Inkubation
wurden die Zellen gezahlt und zu je 5000 Zellen pro 200 ml Kulturmedium in die Vertiefung
einer Mikrotiterplatte verteilt. Zur Selektion wurde dem Medium Zeocin (100 ng/ml)
zugegeben. Nach etwa zwel Wochen waren erste Zellansammlungen in den Mikrotiterplatten
makroskopisch erkennbar. Sie wurden nach Expansion mittels Western Blot auf die

Anwesenheit des gewtinschten Proteins Uberprift und positive Klone weiter expandiert.

Caz(PO4)2-Methode

Fir die Transfektion von 293T-Zellen firr Luciferase-Assays wurden 2 x 10° Zellen pro well
in eine 24-well-Titerplatte ausgesét und G.N. kultiviert. Zur Transfektion wurden 1 pg
Reporterplasmid zusammen mit 1-1000 ng des zu untersuchenden Plasmids in 100 pl HBS
gemischt und anschliefRend vorsichtig mit 5 pl 2,5 M CaCh unterschichtet. Nach etwa 10 min
Inkubation zur Ausbildung von Ca-DNA-KTristallen wurde der Transfektionsansatz fur 10 min
bei RT auf die Zellen gegeben, nachdem zuvor das Zellkulturmedium entfernt wurde. Nach
erfolgter Inkubation wurden die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versetzt und U.N. oder

wie angegeben kultiviert.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
isoelektrischen Punkt. In dieser Arbeit wurde die IEF zur Trennung der Proteingemische in
erster Dimension nach ihrem isoelektrischen Punkt angewendet. Anschlief?end erfolgte die
weitere Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) zur Praparation von 2D-Gelen.

Dabei wurden zwei unterschiedliche Verfahrensweisen verwendet. Zum einen wurde die
isoelektrische Fokussierung mittels Zylindergelen durchgefihrt, zum anderen mittels 1PG

Gel-Streifen der Firma Amersham Biosciences.
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Fokussierung mittels Zylinder gel

Zur Fokussierung wurden Acrylamidzylindergele mit einem Durchmesser von 2,3 mm und

einer Lange von 187 mm gegossen. Fur funf Gele wurde dabei folgender Ansatz verwendet:

Harnstoff 4049
IEF Acrylamid (28,38% (w/v) Acrylamid, 933 I
1,62% (w/v) Bisacrylamid)

H2O 1,228 ml
Ampholin Serva, pH 5,0- 7,0 193
Ampholin Pharmacia, pH 5,0 - 7,0 193
Ampholin Pharmacia, pH 3,5 - 10,0 140
10% NP-40 1,4ml
TEMED 5u
10% APS 7u

Vor der Zugabe von APS und TEMED wurde die Gellésung entgast. Die Polymerisierung
benttigte wenigstens zwel Stunden. Danach wurde in der IEF-Kammer unten 10 mM HPO4
und oben 20 MM NaOH (beide entgast) vorgelegt. Die Gele wurden gespult und mit je 10 mi
Puffer (8 M Harnstoff, 1% [v/v] Ampholin Pharmacia, pH 5,0 - 7,0, 56 NP-40, 10 mM
Dithiothreitol [DTT]) Uberschichtet. Der Vorlauf erfolgte bei konstantem Stromfluss von
0,33 mA/Gel, bis eine Spannung von 1200V erreicht war. Nach Aufnahme der Proben im
zehnfachenVVolumen Probenpuffer (8 M Harnstoff, 2% [v/v] Ampholin Pharmacia, pH 5,0 -
7,0, 4% NP-40, 100 mM DTT) wurden sie fir 30 min bel Raumtemperatur geschittelt. Die so
vorbereiteten Proben wurden auf die Zylindergele gegeben und mit 10m  Puffer
Uberschichtet. Der Lauf erfolgte bei 1200 V fir 18 bis 20 h Durch Wasserdruck wurden die
Gele dann aus den Kapillaren gepresst und 5 min in 4 ml Aquilibrierungspuffer (60 mM Tris-
HCI, pH 6,8, 2% [w/v] SDS, 50 mM DTT, 10% [w/v] Glycerin) inkubiert. Die Gele wurden
direkt fir eine Auftrennung in der zweiten Dimension (SDS-PAGE) verwendet oder zur

Lagerung bei -80°C aufbewahrt.
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Fokussierung mittels IPG-Gel-Streifen

Zur Fokussierung mittels IPG-Gel-Streifen (engl.: Immobiline pH gradient, IPG) wurden
Immobiline DryStrips von 18 cm Lange und einem pl-Bereich von 4-7 der Firma Amersham
Biosciences verwendet. Vor der isoelektrischen Fokussierung wurden die Streifen zu ihrer
urspringlichen Stéarke von 0,5 mm rehydriert. Protein-Proben wurden direkt in die
Rehydrierungsldsung gegeben (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 2% [w/v] CHAPS, 18 mM
DTT, 05% [v/v] IPG-Puffer [Amersham Biosciences|, 0,01% [w/v] Bromphenolblau),
wahrend fur die isoelektrische Fokussierung eines Lysates 10 pl dieses Lysates, entsprechend
1x 107 Zellen, in 340 pl Rehydrierungs 6sung aufgenommen wurde,

Zur Andyse von Immunprézipitaten wurde die Protein-A/G-Sepharose in 370 pl
Rehydrierungslosung aufgenommen und bei 30°C in einem Uberkopfschiittler inkubiert.
Anschlieffend wurden die Proben bei 6000 rpm eine Minute lang zentrifugiert, um die
Protein-A/G-Sepharose abzutrennen. 350 pl der in Rehydrierungspuffer gelésten Proben
wurden auf die Streifen-Halterung gegeben. Anschlief3end wurde der Streifen mit der Gelseite
zur Losung gewandt im Schiffchen positioniert. Nach Uberschichtung der Streifen mit
Silikonél (IPG Cover Fluid, Amersham Biosciences) erfolgte die isoelektrische Fokussierung
nach folgendem Programm: 6 h Rehydrierung (0 V), 6 h 30 V, Gradient bis 8000 V,
insgesamt 1800000 Vh.

Im Anschluss an die isoelektrische Fokussierung wurden die Streifen in 10 ml
Aquilibrierungspuffer (50 mM Tris-HCI, pH8,8, 6M Harnstoff, 30% [v/v] Glycerol, 2% [w/V]
SDS, 65 mM DTT, 0,01% [w/v] Bromphenolblau) fir 20 min inkubiert, nachfolgend
ebenfalls in Aquilibrierungspuffer, bei dem DTT durch 2,5% (w/v) lodacetamid ersetzt
wurde, fir 20 min aquilibriert. In der zweiten Dimension wurden die Streifen in der SDS-

Gelektrophorese weiter prozessiert.

2.4.2 SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

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

folgende Dimensionen:

Sammelgel: 233 mmx 12 - 27 mmx 1,5 mm
Trenngel: 233 mm x 203 mm x 1,5 mm.
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Die Zusammensetzung der Gele ist in Abschnitt 11.1.2 angegeben. Die Polymerisation wurde
durch die Zugabe von 0,1% (v/v) TEMED gestartet und die polymerisierende Losung sofort
verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Gief3en mit Isopropanol Uberschichtet.
Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde der Alkohol durch Spulen mit Wasser entfernt, die
Geloberflache durch Tupfen mit Filterpapier getrocknet und das Sammelgel gegossen. Nach
der Polymerisation (10 min) konnten die Gele beladen werden. ProteinlGsungen wurden mit
SDS-Probenpuffer versetzt und 3 min bei 95°C inkubiert.

Die Zylindergele der 2D-Gelelektrophorese aus der isoel ektrischen Fokussierung wurden auf
die Sammelgele gelegt und mit Agaroselésung (0,169 M Trig/HCI, pH 8,8, 0,9% [w/v] SDS,
9% Glycerol, 1% [w/v] Agarose, 0,01% [w/v] Bromphenolblau) fixiert, die zuvor durch
Aufkochen gel6st und mit DTT (Endkonzentration 50 mM) versetzt worden war.

Die Immobiline-Strips wurden entsprechend den Zylindergelen auf die Sammelgele gelegt
und mit Agaroseldsung (0,5% [wi/v] Agarose, 0,01% [w/v] Bromphenolblau) fixiert.

Der Lauf der Gele erfolgte bei 80 bis 130 V fur 12-20 h.

2.4.3 Western Blot

Zum Transfer von Proteinen aus Acrylamidgelen auf Membranen wurde ein "Semidry"-
Verfahren eingesetzt. Dazu wurden die Graphitelektroden der Blotkammer (Biorad) mit
Transferpuffer befeuchtet. Darauf wurden vier Lagen mit Transferpuffer befeuchtete
Filterpapiere, anschlief3end die befeuchtete Hybond-ECL-Membran C (Amersham-Buchler,
Braunschweig), das Gel und vier Lagen befeuchtete Filterpapiere aufgelegt. Die Proteine
wurden aus dem Gel auf die in Richtung Anode liegende Membran geblottet. Der Transfer
erfolgte 90 min lang bei 0,8 mA/cn? und Raumtemperatur. AnschlieRend wurden
unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit 56 (w/v) Milchpulver oder 3% (w/v)
Rinderserumalbumin (BSA) in PBS-Tween (0,05% Tween20 in PBS) fir 1 h bei
Raumtemperatur abgeséttigt. Der Blot wurde dreima mit PBS-Tween gewaschen. Der
Priméarantikorper wurde in PBS-Tween verdinnt (Hybridomiberstande: 1.5 - 1:20
Verdunnung und aufgereinigte Antikorper: 0,1-1,0 ng/ml) und der Blot unter Schiitteln fir 16
h bei 4°C mit dem Antikorper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 10 min mit
PBS-Tween wurde mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundarantikorper (Verdinnung
1:20000 in PBS-Tween) fir 1 h bel Raumtemperatur unter Schitteln inkubiert und

anschliefiend der Blot wiederum dreimal je 10 min mit PBS-Tween gewaschen. Gleiche Teile
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der Detektionsreagenzien A und B (Renaissance-Kit, NEN, Bad Homburg) wurden gemischt,

der Blot darin eine Minute inkubiert und auf Rontgenfilmen exponiert.

2.4.4 Aufreinigung monoklonaler Antikdrper

Monoklonale Antikorper wurden aus Hybridomuberstdnden mit 45% (w/v) Ammoniumsulfat
gefdlt, das Prézipitat zentrifugiert (Sorvall GS-3 Rotor, 5000 rpm, 10 min, 4°C), in Wasser
aufgenommen und Uber Nacht gegen PBS oder Wasser dialysiert. Die so konzentrierten
Antikorper wurden nach Zentrifugation (Megafuge 10R, 6000 rpm, 10 min, 4°C) und
Filtration (0,22 mm MillexGS von Millipore) auf eine Protein A-Sepharose-Séule aufgetragen.
Die Saule wurde mit 20 Saulenvolumen 0,1 M TrigHCI (pH 8) gewaschen, wahrend die
Effizienz an einem Durchflussphotometer bei 280 nm kontrolliert wurde. Anschlief3end
wurden die monoklonalen Antikdrper mit 0,1 M Glycin (pH 3) in 3 ml-Fraktionen eluiert. Die
Antikorper enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, mit 3 M Tris/HCI (pH 8,8) neutralisiert
und gegen PBS diaysiert. Die Antikorper wurden auf eine Konzentration von 1 mg/mi
eingestellt, sterilfiltriert, in flissigem Stickstoff schock-gefroren und bel -80°C bis zur
Verwendung gelagert.

2.4.5 Immunprézipitation

Fur die Immunprazipitation wurden die behandelten und unbehandelten Zellen in Lysepuffer
(siehe 11.1.2) resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wurden die Kerne und
unlésliche Bestandteile abzentrifugiert (15 min, 13000 rpm, 4°C). Der Uberstand des Lysates
wurde dann fur die Immunpréazipitation verwendet, wobel an 30pl Protein A- oder Protein G
Sepharose gekoppelte Antikérper eingesetzt wurden. Die Immunprazipitationen erfolgten fr
mehr as 1 h bei 4°C auf einem Uberkopfschiittler.

2.4.6 DISC-Analyse

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

wie oben beschrieben lysiert. Der unstimulierte Ansatz wurde erst nach der Lyse mit 2 ny
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anti-APO-1 versetzt. Anschlief?end wurden beide Lysate identisch behandelt. Im Falle der
Stimulation mit LZ-CD95L wurden Zellen in 1 ml Zdlkultur-Uberstand von mit LZ-CD95L
transfizierten CV-1/EBNA Zellen resuspendiert. Nach Stimulation fur 5 min bei 37°C wurden
die stimulierten und die unstimulierten Zellen lysiert und CD95 mit 2 ng anti-APO-1
immunprazipitiert.

Im Anschluss wurde der an anti-APO-1 gebundene, stimulierte oder unstimulierte CD95-Re-
zeptor mit 30 m Protein A-Sepharose fur 12 h bel 4°C prazipitiert, die Sepharosematrix
durch Zentrifugation (7000 rpm 30 s, 4°C) entfernt und mehrfach in Lysepuffer gewaschen.
Das Immunprazipitat wurde entweder zweidimensiona oder eindimensional

gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot analysiert.

2.4.7 Kopplung von Antik8rpern an Sepharose

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

2.4.8 In-vitro-Caspase-8-Spaltung und DISC-Rekrutierungsanalysen

Komplementére DNAs (cDNAS) von Procaspase-8-Konstrukten, ¢FLIPr, ¢-FLIPs, ¢FLIP-
p22, c-FLIP. wurden in-vitro mit dem T7-Polymerase-Retikulozytenlysat-System (TNT,
Promega, Mannheim) entsprechend der Herstellerangaben trandatiert. Fir das in-vitro-
Spaltungsexperiment bzw. fiir Rekrutierungsexperimente wurde der CD95-DISC von 5 x 10°
unmarkierten Zellen immunprézipitiert. Dann wurde das Immunprézipitat in 50 ni
Reaktionspuffer (50 mM HEPES, pH 7,4; 0,1% CHAPS; 100 mM NaCl; 100 mM DTT und
20% Saccharose) 24 h bei 4°C mit in-vitro-trandatiertem Protein inkubiert. Die Ansétze
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wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden anschlieffend auf
Nitrocellulosemembranen (Hybond ECL, Amersham) transferiert. Die Membranen wurden

getrocknet und autoradiographiert.

2.4.9 Luciferase-Assay

Fur den Luciferase- Assay wurden 293T-Zellen mittels Cag(PO,).-Methode transfiziert (s.0.).
Nach Kultivierung 0.N. wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen sorgfaltig mit
PBS gewaschen, bevor sie mit 50 pl Passive Lysis-Puffer (Promega, Mannheim) bei RT fir
30 min lysiert wurden. Zwischen 2 und 10 pl des Lysates wurden mit 50 pl Messpuffer
versetzt und die Lichtemission mittels Duoluminomat (Berthold, Bad Wildbad) nach 2 s
Reaktionszeit bestimmt.

Messpuffer:

470 uM Beetle Luciferin (Kaliumsalz)

1,07 mM (MgCO3)4sMg(OH), * 5 H,O

20mM N-Tris-(hydroxymethyl)- methylglycine
2,67 mM MgSOa

100 pM EDTA

33,3mM DTT

270 M CoA(OAC)

530 uM Adenosintriphosphat (ATP)

Der Messpuffer wurde nach dem Ansetzen aliquotiert und bei -80°C gelagert.
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lll. Ergebnisse

1. Die Rolle von CAP3in der CD95-Signalleitung

Bei der initialen Analyse des immunprazipitierten CD95-DISCs konnten nach Auftrennung in
2D-Gelen und Silberfarbung vier Spots detektiert werden, welche als Cytotoxizitats-
assoziierte Proteine (CAP) 1-4 bezeichnet wurden (Kischkel et al., 1995). Diese Bezeichnung
steht fur ihre Eigenschaft, an der Zytotoxizitét beteiligt zu sein, welche durch einen CD95-
Liganden oder den agonistischen Antikorper anti-APO-1 hervorgerufen werden kann. CAPL
wurde als FADD identifiziert, wahrend CAP2 eine serinphosphorylierte Variante von FADD
darstellt. CAP4 wurde urspringlich mittels Nanoelektrospray Tandem Massenspektrometrie
sequenziert und as Procaspase-8/a identifiziert (Muzio et al., 1996b). In weiteren Studien
wurde der DISC bel langerer Stimulation mit anti-APO-1 untersucht und dabel zwei weitere
CAPs, CAP5 und CAP6, detektiert. CAP5 und CAP6 wurden as Prodoménen von
Procaspase-8/a und -8/b identifiziert (Medema et al., 1997a; Scaffidi et al., 1997). Uber ESI-
MS/MS Analysen von CAP3 wurden zwei Sequenzen gefunden, welche sich als identisch mit
Sequenzen im N-Terminus von Procaspase-8 herausstellten (Muzio et al., 1996b). Deshalb
wurde lange Zeit vermutet, dass es sich um eine kurze SpleiRform von Caspase-8 handeln
konnte, die den kurzen Spleil3variantenvon c-FLIP, c-FLIPs und Caspase-10, Caspase-10/c,
ahnelt.

1.1 CAP3 kann in CD95-DISCs verschiedener Zelllinien detektiert werden

In friheren Studien wurde CAP3 mit Hilfe von 2D-Gelen als ein Protein des CD95-DISC
gefunden. Dabei wurde CAP3 mittels Immunprazipitation und Autoradiographie radioaktiv
metabolisch markierter Zellen detektiert. Alternativ erfolgte die Visualisierung Uber
Silberfarbung mit anschlief3ender Nanoelektrospray Tandem Massenspektrometrie (Kischkel
et al., 1995; Medema et al., 1997a). Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, CAP3 mittels
Immunprézipitation und anschliefendem Western Blot zu detektieren. Zur DISC-
Immunprazipitation wurde anti-APO-1 verwendet. Als Antikorper im Western Blot wurde das

in der Arbeitgruppe generierte N2-Hybridom eingesetzt. N2 ist ein anti-Caspase-8 mAK, der
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spezifisch den N-Terminus von Procaspase-8 erkennt. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte
CAP3 im CD9-DISC von B-lymphoblastoiden Zellen SKW6.4 visudisiert werden
(Abbildung 111.1A). Auch die Ubrigen CAP-Proteine konnten in ihrem typischen Muster
detektiert werden: FADD (CAPL), phosphoryliertes FADD (CAP2), Procaspase-8/a (CAP4),
p26 (CAP5) und p24 (CAP6). Die CAP-Proteine stimmten mit den fir sie beschriebenen
Molekulargewichten und pls Uberein: CAP1 (27 kD, pl 5,2), CAP2 (28 kD, pl 5,15), CAP3
(27 kD, pl 5,05), CAP4/a (55 kD, pl 4,9), CAP4/b (53 kD, pl 5,0), CAP5 (26 kD, pl 4,75) und
CAPG6 (24 kD, pl 4,86) (Kischkel et al., 1995; Medema et al., 19974d). Die beiden Procaspase-
8- Spots konnten nicht optimal aufgel st werden, weil ein starkes Signal der schweren Kette

des fur die Immunprézipitation eingesetzten Antikorpers im Western Blot diese Spots

Uberlagerte.
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Abb. 111.L1 CAP3 kann in CD95-DISCs verschiedener Zelllinien detektiert werden. (A) Aus 108
SKW6.4-Zellen wurde der CD95-DISC nach 5 min Stimulation mit anti-APO-1 immunprazipitiert. Die
Immunpréazipitation wurde mit Protein-A Sepharose durchgefuhrt, die Immunpréazipitate in 2D-Gelen
aufgetrennt und im Western Blot entwickelt. Dazu wurde der anti-Caspase-8 mAk N2 und ein anti-
FADD mAk verwendet. Die Position der verschiedenen DISC-Proteine wurden mit Pfeilen
gekennzeichnet. (B) CD95-DISCs wurden wie in (A) aus den Zelllinien H9, CEM, JA3 und JA3-
Caspase-8 defizienten Zellen immunprazipitiert und visualisiert. Links wurden als Muster die
Migrationspositionen von CAP3, p26 und p24 dargestellt.

Im Folgenden wurden verschiedene T und B Zdllinien auf die Anwesenheit von CAP3 im
CD95-DISC hin untersucht (Abbildung 111.1B). CAP3 konnte in der Typ I-Zelllinie H9 sowie
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in den Typ II-Zdllinien CEM und JA3 detektiert werden Im CD95-DISC von Caspase-8
defizienten JA3-Zellen konnte CAP3 nicht detektiert werden. Somit kann CAP3 zusammen
mit den anderen Caspase-8- Spots mittels Immunprazipitation und Western Blot in den CD95-

DISCs verschiedener Zelllinien nachgewiesen werden.

1.2 Identifizierung von CAP3 als verlangerte Prodoméane von

Procaspase-8/a

Die Detektion von CAP3 nach eindimensionaler Gelektrophorese mittels Laemmli-Gelen
erwies sich als nicht moglich, weil die Auftrennung nicht ausreichte, um p26 von CAP3 zu

Separieren.

D210
A DISC-IP B Exon 9 D216 D374

+ - LZ-CD95L NH; COOH p55

DED1 DED2 pl8 p2 plo
N2 pS5/pS3 N2 N1 C15 anti-Procaspase-8 Antikérper
19Gy, D210
| CAP3 D216 D374
— p26 [ -D223 [
— CAP3/b NH, COOH p43

[~ p24
—p20 D223
C15 » s NH- I [0l CooH  aa 1-223
D216
NHZ—C_-:[I:COOH aa 1-216 (CAP3)
D210
NH (I |:COOH aa 1-210 (p26)

N2

w

C AS AS AS
DISC 1-223 1-216 1-210
- - — CAP3
N2 (- & 26
— _ —p24

Abb. 111.2 Identifizierung von CAP3 als verlangerte Prodomane von Procaspase-8/a. (A) Der CD95-
DISC wurde aus 108 HUT78-Zellen immunpréazipitiert, die entweder mit (+) oder (-) LZ-CD95L fir 5
min stimuliert wurden. Die Immunpréazipitate wurden in 15% Anderson-Gelen aufgetrennt und die
Western Blots mit dem anti-Caspase-8 mAk N2 (oben) oder dem anti-Caspase-8 mAk C15 (unten)
visualisiert. (B) Schematische Darstellung von Procaspase-8/a und mdglicher Procaspase-8-
Prodomanen, die fur die Identifizierung von CAP3 kloniert wurden. Die Epitope, die die beiden anti-
Caspase-8 mAk N1 und N2 erkennen, sind aufgezeigt. Das in Procaspase-8/b fehlende Exon wurde
als weil3e Box eingezeichnet. (C) Die méglichen Prodoméanen von Procaspase-8, 1-223 (Bahn 2), 1-216
(Bahn 3) und 1-210 (Bahn 4) wurden zusammen mit dem CD95-DISC aus SKW6.4-Zellen (Bahn 1) in
15% Anderson-Gelen aufgetrennt und im Western Blot mittels anti-Caspase-8 mAk N2 visualisiert.
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Deshalb wurden 15% Anderson Gele verwendet, die eine bessere Auftrennung im Bereich
von 20 bis 30 kD erlauben (Anderson, 1978).

Mit Hilfe dieser Gele und anschlief?endem Western Blot konnte CAP3 sowie p26 und p24
nach erfolgter Stimulation des CD95-Rezeptors visualisiert werden (Abbildung 111.2A). CAP3
wurde aber nur nach Stimulation detektiert, wahrend es im unstimulierten Fall nicht
vorhanden war. Dies deutet bereits darauf hin, dass es sich bei CAP3 weniger um eine
Spleifdisoform von Caspase-8 handeln konnte, die konstitutiv exprimiert ist, sondern vielmehr
um ein Produkt, das bei der Prozessierung von Procaspase-8 generiert wird.

Abbildung 111.2B zeigt, dass N-terminal von der grof3en katalytischen Untereinheit p18 der
Procaspase-8 drei Agspartate lokalisiert sind, die as maogliche Spaltstellen fur die
Autoprozessierung der Caspase-8 in Frage kommen. Sie stellen mégliche Spaltstellen dar, aus
denen CAP3 wahrend der Prozessierung von Procaspase-8 generiert werden konnte. Diese
Spaltstellen sind TISD??, REQD?'® und QTLD??®, wobei REQD?® eine konservierte
Spaltstelle sowohl in humaner als auch in muriner Procaspase-8 darstellt (Sakamaki et al.,
1998). Bisher wurde angenommen, dass die Prodoménen p26 und p24 jewells nach Spaltung
an dieser Spaltstelle generiert werden. Um zu testen, ob die beschriebene Prodoméne p26
nach Spaltung an der Spaltstelle REQD?!® generiert wird, wurden die aufgezeigten moglichen
Prodomanen kloniert (Abbildung 111.2B). Diese Prodoménen wurden in-vitro-trandatiert und
zusammen mit einem DISC in 15% AndersonGelen anaysiert (Abbildung [11.2C). Dabei
stellte sich heraus, dass es sich bel dem Konstrukt, welches die Aminosauren 1-216 umfasst,
aufgrund des Molekulargewichtes um CAP3 handeln konnte und nicht, wie bisher
angenommen, um p26. Als p26 stellte sich der N-terminus von Procaspase-8 heraus, der die
Aminosauren 1-210 umfasst (Abbildung 111.2C). Somit handelt es sich bei CAP3 vermutlich
um eine langere Prodomane, die wahrend der Autoprozessierung der Procaspase-8 am CD95-
DISC durch Spaltung an der Aminosequenz REQD*® aufftritt.

I nteressanterwei se konnte eine weitere Bande auf der Hohe zwischen p26 und p24 beobachtet
werden (Abbildungen 111.2A und C). Das Molekulargewicht dieser Bande deutet darauf hin,
dass sich um CAP3/b handeln kdnnte, welches als CAP3 aus Spaltung der Caspase-8 | soform
Caspase-8/b hervorgegangen ist. Mégliche Spaltstellen fur die Generierung von CAP3/b und
p24 sind Asp*®* und Asp'®®. Die Detektion von CAP3/b ist dadurch erschwert, dass CAP3/b
bei weniger starker Auftrennung mit normalen 15% Anderson-Gelen mit dem Signal von p26
Uberlappt. Die Auftrennung war nur moglich mit grofformatigen 15% Anderson-Gelen in

Sequenziergel- Apparaturen.
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1.3 Kinetik der CAP3-Generierung und -prozessierung am DISC

Der DISC bildet sich innerhalb weniger Sekunden nach Stimulation des CD95-Rezeptors
(Kischkel et al., 1995). Dabel wurde bereits gezeigt, dass CAP3 nach 10 min Stimulation des
CD95-Rezeptors detektiert werden kann (Abbildung [11.1A und B). Um die Kinetik der
CAP3-Generierung zu untersuchen wurden SKW6.4-Zellen mit LZ-CD95L fir verschiedene
Zeiten stimuliert, daraufhin die CD95-DISCs immunprazipitiert und mit Hilfe von 2D-Gden
aufgetrennt (Abbildung I11.3A). Es zeigte sich, dass CAP3 bereits nach 5 min Stimulation im
CD95-DISC detektierbar war. Nach 30 min verringerte sich die Intensitdt des CAP3 Spots
und nach 60 min war der CAP3 Spot deutlich reduziert. P26 und p24 waren ebenfalls nach 5
min sichtbar, die zugehdrigen Spots waren 10-30 min nach der Stimulation am stéarksten, aber

beide Spots waren noch nach 120 min Stimulation im DISC beobachtbar.
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Abb. 111.3 Kinetik der CAP3-Generierung und —prozessierung am DISC. 108 SKW6.4-Zellen wurden
pro Ansatz fur die angegebenen Zeiten mit anti-APO-1 stimuliert und entweder im 2D-Gel (A) oder
im 15% Anderson-Gel (B) aufgetrennt und der Western Blot mit Hilfe des anti-Caspase-8 mAk N2
entwickelt.
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Um die gesamte zelluldre Menge an Caspase-8 kinetisch zu untersuchen, wurden SKW6.4-
Zellen fir die aufgezeigten Zeitpunkte mit anti- APO-1 stimuliert und anschliefend mit dem
anti-Caspase-8 mAk N1 immunprézipitiert (Abbildung 111.3B). Dieser Antikorper erkennt
ebenso wie der bereits beschriebene mAk N2 spezifisch den N-Terminus von Caspase-8 und
damit auch die verschiedenen Prodoménen. Die zeitliche Abnahme von CAP3 &hnelte der
Abnahme, die schon im 2D-Gel in Abbildung 111.3A gezeigt wurde. Nach 60 min war CAP3
kaum noch detektierbar, wohingegen die Prodomanen p26 und p24 zum gleichen Zeitpunkt
die héchste Intensitét zeigten. Diese Ergebnisse kdnnten damit erklart werden, dass es sich bei
CAP3 um ein Zwischenprodukt der Procaspase-8 Autoprozessierung handelt, welches schnell
degradiert bzw. weiterprozessiert wird. Leider konnten aus technischen Grinden die
Stimulationsdauer nicht noch weiter verkirzt werden, um die Generierung von CAP3 noch

genauer zu analysieren.

1.4 CAP3 wird am DISC in Gegenwart des Caspase-Inhibitors zVAD-fmk

generiert

Um die Problematik der kirzeren Stimulation zu umgehen, wurde in den folgenden
Experimenten auf den PanCaspase Inhibitor zVAD-fmk zuriickgegiffen. Eine Vorinkubation
der Zellen fur 30 min mit zVAD-fmk sollte ein ,Einfrieren’ der Procaspase-8 Prozessierung
ermdglichen Da zVAD-fmk das aktive Zentrum der Caspase-8 kovalent bindet, wird dadurch
eine weitere Autoprozessierung durch Caspase-8-Aktivitdt verhindert. Die Behandlung mit
zVAD-fmk inhibierte die Procaspase-8-Prozessierung weder im Lysat noch in der CD95-
DISC Immunprazipitation vollstandig (Abbildung 111.4A). So wurden die Spaltprodukte p43
und p41 generiert, wahrend die weitere Spaltung zu den Prodoménen p26 und p24 ausblieb.
Interessanterwei se wurde im Gegensatz zur nicht erfolgten Spaltung der beiden Prodomanen,
p26 und p24, CAP3 durch die zVAD-fmk Vorinkubation und nachfolgende CD95-
Stimulation verstérkt generiert.

Dieses Phanomen konnte auch im 2D-Gel bestétigt werden (Abbildung 111.4B). Der CAP3
Spot ist der einzige Spot, der sich bei hheren und immer noch spezifischen Konzentrationen
von zZVAD-fmk verstérkt. Diese Verstérkung scheint dosis-abhangig zu erfolgen wie eine
Titration der zZVAD-fmk Konzentration bestétigte (Abbildung 111.4C). Die Verstérkung der
Bande von CAP3 im Western Blot sowie des Spots im 2D-Gel it neben dem
Molekulargewicht (Abbildung I11.2C) ein zusétzlicher Beweis daflr, dass es sich tatsachlich
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um dasselbe Protein handelt, welches mit zwel verschiedenen Methoden visualisiert wurde,
also letztlich um die Procaspase-8 Prodoméne, die die N-terminalen Aminosduren 1-216

umfasst.
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Abb. 111.4 CAP3 wird am DISC in Gegenwart des Caspase-Inhibitors zVAD-fmk generiert. (A-C)
CD95-DISCs wurden aus 108 SKW6.4-Zellen nach 5 min Stimulation mit anti-APO-1
immunpréazipitiert. Daftr wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen an zVAD-fmk flr
30 min vorinkubiert. Die DISCs wurden immunprazipitiert, mit Hilfe von 15% Anderson-Gelen (A, C)
bzw. 2D-Gelen (B) aufgetrennt und mittels Western Blot sichtbar gemacht. Die verwendeten mAKk zur
Entwicklung der Western Blots sind neben den Blots verzeichnet. (D) 108 SKW6.4-Zellen wurden far
30 min mit 10 pM Biotin-zZVAD-fmk vorinkubiert und wie in (A-C) weiterprozessiert. Zur
Entwicklung des Western Blots wurde neben dem anti-Caspase-8 mAk N2 (links) auch Streptavidin-
HRP (rechts) verwendet.

Offensichtlich verhindert die Vorinkubation mit zZVAD-fmk nicht die Generierung von CAP3
bei initialer Procaspase-8 Autoprozessierung. Kirzlich wurde vorgeschlagen, dass Caspase-8
zwel verschiedene Arten von Aktivitdt am DISC hat (Chang et al., 2003). Eine Aktivitét
stammt von der bereits prozessierten Caspase-8, die als Heterotetramer vorliegt und in der
weiteren Signalleitung Bid oder Caspase-3 spalten kann. Die andere Aktivitét stammt von der
dimerisierten Procaspase-8 und fuhrt zur Autoprozessierung der Procaspase-8, nicht aber zur

Spaltung von anderen Zielproteinen der weiteren Signalkaskade (Chang et al., 2003). Die
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bereits beschriebenen Daten deuten darauf hin, dass CAP3 ebenfalls durch eine Procaspase-8-
Aktivitét generiert wird, die nicht durch zZVAD-fmk inhibierbar ist. Moglicherweise wird
CAP3 initiad durch die Procaspase8-Aktivitat geschnitten und nachfolgend durch das
Caspase-8 Heterotetramer weiterprozessiert.

Um diese Hypothese experimentell zu bestétigen, wurden die beiden Caspase-8-Aktivitaten
am DISC untersucht. Dazu wurde biotinylierter Pan-Caspase-8 Inhibitor (Biotin-zV AD-fmk)
zur Vorinkubation der Zellen verwendet (Abbbildung 111.4D). Nach Entwicklung mit
Streptavidin-HRP wurden die Caspase-8 Spaltprodukte p43/41 und pl8 visualisiert, aber die
Procaspase-8 Banden p55/53 im DISC zeigten keine Bindung von Biotin-zVAD-fmk. Dies
bestétigt, dass die Procaspase 8-Aktivitét, welche moglicherweise fur die Generierung von
CAP3 im DISC ursachlich ist, nicht durch zVAD-fmk inhibierbar ist. Nicht nur p18 als aktive
Komponente des Caspase-8 Heterotetramers wurde detektiert, sondern ebenfalls p43/41 als
tellprozessierte Procaspase-8. Das deutet darauf hin, dass das aktive Zentrum der Procaspase-
8 nach erfolgter Spaltung der kleinen Untereinheit p10 dem Substrat zZVAD-fmk zuganglich
wird. Das aktive Caspase-8 Heterotetramer konnte somit folgende Strukturen haben:
p43/p18/p10,, p432/pl0, oder durchprozessierte pl8,/pl0,. Diese Ergebnisse stimmen mit
kirzlichen Beobachtungen in der Literatur Uberein (Chang et al., 2003; Lavrik et al., 2003).

1.5 CAP3 wird aus Procaspase-8/a am CD95-DISC generiert

Um zu zeigen, dass CAP3 am CD95-DISC aus Procaspase-8 gespaten wird, wurden
Punktmutationen in Procaspase-8/a eingefilhrt. Dabei wurden die Aspartate Asp®® und
Asp?'®, die fir die Spaltung der Prodoménen entscheidend sind, in Alanine mutiert und
folgende Mutanten generiert: D210A, D216A, D210A/D216A (Abbildung 111.5A).

Die Prozessierung der verschiedenen Mutanten wurde in-vitro in einem Caspase-8-
Spaltungsexperiment  untersucht (Abbildung 111.5B). Dazu wurden CD95-DISCs aus
SKW6.4-Zellen immunprézipitiert und mit in-vitro trandlatierter, [*°S]-markierter Procaspase-
8 inkubiert. Dabei wird die hinzugefugte Procaspase-8 an den CD95-DISC rekrutiert und
prozessiert. Die prozessierten Spatprodukte konnen nach Gelelektrophorese und
Autoradiographie visuaisiert werden. Bel Prozessierung der Wt-Procaspase-8 wurden die
Spaltprodukte p43 und die Prodomane p26 generiert (Abbildung 111.5B, Bahn 1). Die D216A-
Procaspase-8 Mutante zeigte das gleiche Spaltungsmuster wie die Wt-Procaspase-8, also
ebenfalls die Spaltprodukte p43 und p26 (Abbildung I11.5B, Bahn 3). Die Generierung der
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Prodoméane p26 erfolgte dagegen nicht in den Procaspase-8-Mutanten D210A und
D210A/D216A (Abbildung I11.5B, Bahnen 2 und 4).
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Abb. 111.5 CAP3 wird aus Procaspase-8/a am CD95-DISC generiert. (A) Ubersicht tiber die klonierten
Procaspase-8 Mutanten (Wt-Wildtyp, D210A, D216A, D210A/D216A. (B) In-vitro Procaspase-8
Spaltungsassays wurden mit in-vitro-translatierten und [35S]-markierten Procaspase-Mutanten U.N. bei
4°C durchgefuhrt. Die entstandenen Prozessierungsprodukte sind jeweils angegeben. (C) In-vitro
Procaspase-8 Spaltungsassays wurden mit der in-vitro-translatiertem und [35S]-markierten Procaspase-
Mutante D210A in An- bzw. Abwesenheit von 50 uM zVAD-fmk bei fur die angegebenen Zeiten bei
4°C durchgeflihrt. Die entstandenen Prozessierungsprodukte sind jeweils angegeben.

Wahrend in der Doppelmutante D210A/D216A Uberhaupt keine Generierung einer
Prodoméne erfolgte, konnte fur die Mutante D210A die Generierung einer weiteren
Prodomédne beobachtet werden, welche vom Molekulargewicht genau mit CAP3
Ubereinstimmt. CAP3 wurde nicht in den Mutanten D216A und D210A/D216A gespalten,
was darauf hindeutet, dass CAP3 wirklich durch Spaltung nach dem Asp®'® aus Procaspase-
8/a hervorgeht. Es findet keine Prozessierung der Doppelmutante zu einer Prodomane statt,
obwohl das Asp®? nicht mutiert wurde. Das weist darauf hin, dass die Spaltstelle QTLD?2 fir

die Prozessierung von Procaspase-8 keine Rolle zu spielen scheint. Interessanterweise konnte
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die Generierung von CAP3 im Fale der Prozesserung von Wit-Procaspase-8/a nicht
beobachtet werden (Abbildung 111.5B, Bahn 1). Das bedeutet, dass CAP3 moglicherweise nur
intermedidr gespalten wird und anschlief3end eine schnelle Weiterprozessierung in die nicht
mehr weiter prozessierbare Prodoméne p26 erfolgt. Weder in dieser Untersuchungen noch in
vorhergehenden Arbeiten konnte die Generierung von CAP3 mit dem verwendeten
Procaspase-8 Spaltungsexperiment detektiert werden (Kischkel et al., 2001; Medema et al.,
1997a; Scaffidi et al., 1997). Moglicherweise ist die Welterprozessierung von CAP3 in die
kirzere Prodomane p26 so schnell, dass CAP3 aufgrund der schnellen Kinetik nicht
beobachtet wurde, da die Prozessierungsreaktion U.N. bei 4°C erfolgt. Deshalb wurden im
Folgenden verschiedene Bedingungen fir die Prozessierung von Procaspase-8 getestet, um
die Generierung von CAP3 zu visudiseren. Dazu wurde die Prozessierung in-vitro-
trandlatierter, [*°S]-markierter Wt-Procaspase-8 fiir kiirzere Zeitpunkte untersucht (1-120 min)
(Abbildung 111.5C). Auch in Anwesenheit von zZVAD-fmk konnte keine Prozessierung zu
CAP3 im Caspase-8-Spatungassay gezeigt werden. Wahrscheinlich sind  die
Substratkonzentrationen von in-vitro-trandatierter Procaspase-8 unterschiedlich zu denen im
DISC in vivo, welches in unterschiedlichen Spaltungskinetiken resultieren kann. Die schnelle
Welterprozessierung von CAP3 in die kirzere Prodomane p26 verhinderte wahrscheinlich die
Detektion von CAP3 mittels Caspase-8 Spaltungsexperiment (siehe auch Abbildung 111.3).

1.6 CAP3 wird am CD95-DISC zu p26 weiterprozessiert

Um zu analysieren, ob CAP3 wirklich in die kirzere Prodomane p26 gespalten werden kann,
wurde ein reverser in-vitro-Caspase-8-Spaltungsassay entwickelt. Fur diesen Assay wurden
in-vitro-trandatierte, [3°S]-markierte Prodoméanen (Aminosiuren 1-210, 1-216 und 1-223) mit
Lysaten von anti-APO-1 stimulierten SKW6.4-Zellen inkubiert und anschlief?end mit dem
DISC immunprazipitiert (Abbildung 111.6A).

Sowohl CAP3 als auch die langere Prodomane, die die Aminosduren 1-223 umfasst, wurden
zZu p26 gespalten. Der Input as Kontrolle ist ebenfalls visualisiert worden und es ist
erkennbar, dass nicht schon von Anfang an eine Prozessierung der Prodoméanen zu
beobachten war. In diesem Assay kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die
Spaltung von CAP3 in p26 DISC-unabhangig im Lysat erfolgte.

Um im Folgenden zu analysieren, ob die Weiterprozessierung von CAP3 in p26 wirklich am
DISC «attfindet, wurde der Caspase-8-Spaltungsassay verwendet. Dazu wurden in-vitro-
translatierte, [°S]-markierte Prodomanen (1-210, 1-216 und 1-223) mit immunprézipitierten
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DISCsinkubiert und die Spaltung am DISC analysiert. Nach Inkubation wurde die Protein-A-
Sepharose mit den gebundenen DISCs von den Uberstdnden getrennt, jeweils uber
Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Autoradiographie visualisiert. Dabel wurden die
langeren Prodoménen ebenfalls in p26 gespalten, wahrend p26 nicht weiter prozessiert
werden konnte (Abbildung I11.6B, Bahnen 1, 3 und 5).
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Abb. I111.6 CAP3 wird am CD95-DISC zu p26 weiterprozessiert. (A) Fur den reversen in-vitro-
Proaspase-8 Spaltungsassay wurden die verschiedenen Prodoménen in-vitro-translatiert, [3°S]-
radioaktiv markiert und U.N. bei 4°C mit Lysaten von SKW&6.4-Zellen inkubiert, welche zuvor mit
anti-APO-1 stimuliert wurden. AnschlieBend wurden die CD95-DISCs immunprazipitiert, in 15%
Anderson-Gelen aufgetrennt und autoradiographiert. (B) Fur den in-vitro Procaspase-8
Spaltungsassay wurden wie in (A) radioaktiv markierte Prodoméanen translatiert und G.N. in An-
(Bahnen 7-12) bzw. Abwesenheit (Bahnen 1-6) von 50 uM zVAD-fmk mit bereits immunprazipitierten
CD95-DISCs aus SKW6.4-Zellen inkubiert, anschlieBend die Protein-A-Speharose mit den DISCs
(ungerade Bahnen) von den Uberstanden (gerade Bahnen) getrennt und samtliche Proben Giber 15%
Anderson-Gele aufgetrennt und autoradiographiert. Die DISCs wurden auf Anwesenheit ihrer
Komponenten im Western Blot analysiert.

In Anwesenheit von zV AD-fmk wurde die Prozessierung der 1angeren Prodomanen in p26 am
DISC inhibiert (Abbildung [11.6B, Bahnen 7, 9, 11). Es ist wahrscheinlich, dass die
Prozessierung von CAP3 in p26 am DISC durch die Aktivitdt von teilprozessierter oder
vollstandig prozessierter Caspase-8 erfolgt. Diese Aktivitét ist - anders als die Procaspase-8-
Aktivitét, welche fur die Generierung von CAP3 verantwortlich ist - durch zVAD-fmk
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inhibierbar (siehe auch Abbildung 111.4). Die Uberstdnde der Caspase-8 Spaltungsassays
enthielten nach der Prozessierung weniger Prodomanen als die Protein-A-Sepharose mit den
gebundenen DISCs (Abbildung [11.6B, gerade Bahnen: DISC-enthalterde Protein-A-
Sepharose, ungerade Bahnen: Uberstande des Spaltungs-Assays). Das zeigt, wie effizient die
Rekrutierung der in-vitro-tranglatierten Prodoménen an die DISCs erfolgte. Als Kontrollen fir
die Anwesenheit der DISCs im Caspase-8 Spaltungsassay wurden die verschiedenen DISC-
Komponenten mittels Western Blot analysiert: CD95, FADD, Caspase-8 (Abbildung 111.6B).

Damit wurde direkt gezeigt, dass CAP3 aus der Prozessierung von Procaspase-8 im DISC
hervorgeht und seine Existenz nur voribergehender Natur ist. Nach Entstehung von
vollstandig prozessierter, aktiver Caspase-8 beginnt sofort die Prozessierung von CAP3 in die
Prodomane p26. Dieser Vorgang verhindert die Detektion von CAP3 im in-vitro-Caspase-8-
Spaltungsassay und erschwerte damit lange Zeit die Identifizierung dieses kurzen Caspase-8-

Fragments.
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2. C-FLIPg, ein neuer Regulator Todesrezeptor-induzierter Apoptose

Nach Identifizierung des Proteins CAP3 as ein kurzes DED-enthaltendes Protein stellte sich
die Frage, ob es auch vom homologen Protein c-FLIP weitere kurze DED-enthaltende
Varianten gibt, die an der komplexen Regulation Todesrezeptor-vermittelter Apoptose
beteiligt sein konnen. Auf mRNA-Ebene sind 11 verschiedene Spleil3varianten von ¢FLIP
beschrieben (Djerbi et al., 2001). Dagegen wurden auf Proteinebene bisher nur zwel ¢-FLIP
Isoformen identifiziert, c-FLIP_ und c-FLIPs(Djerbi et al., 2001; Rasper et al., 1998).

2.1 Detektion einer weiteren c-FLIP-Bande mittels Western Blot

Um die Expression weiterer Isoformen auf Proteinebene zu detektieren, wurden Lysate
verschiedener Zelllinien (Abbildung I11.7A), sowie c-FLIP-Immunprazipitationen (Abbildung
[11.7B) mittels Western Blot aufgetrennt und analysiert.
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Abb. I11.7 Detektion einer weiteren ¢FLIP-Bande mittels Western Blot. (A) Zellulare Lysate der
angegebenen Zelllinien wurde mittels 12% Laemmli-Gel aufgetrennt und der Western Blot mit Hilfe
des anti-FLIP mAk NF6 entwickelt. Die Positionen von c-FLIPL, c-FLIPs und der neuen eFLIP
Variante sind gekennzeichnet. (B) 5 x 107 Zellen der angegebenen Zelllinien wurde lysiert und die
verschiedenen c-FLIP-SpleiBvarianten mit dem anti-FLIP mAk NF6 immunprazipitiert, im 12%
Laemmli-Gel aufgetrennt und der Western Blot mit Hilfe des anti-FLIP mAk NF6 entwickelt.
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Dabei wurde eine weitere c-FLIP-Bande detektiert, deren Molekulargewicht etwa 1 kD
kleiner als das der bereits bekannten Isoform c-FLIPs ist. Diese neue c-FLIP-Bande wurde
sowohl in SKW6.4 als auch in Raji-Zellen als einzige c-FLIP-Bande neben der von c-FLIP.
detektiert. In den Zelllinien Boe® und J16 wurden ale drei c-FLIP Isoformen detektiert, und
in den Ubrigen Zelllinien wurden nur die beiden ¢FLIP Isoformen ¢FLIPs und cFLIP.
detektiert.

2.2 Identifizierung der neuen c-FLIP-Bande als c-FLIPg

Bei Trandation mdglicher 1soformen in silico wurde ¢FLIPg Uber sein Molekulargewicht
gefunden, das dem der neuen ¢FLIP-Bande entsprechen konnte. Fur die ¢FLIP-Detektion
wurde der mAk NF6 verwendet, dessen Epitop am N-Terminus von c-FLIP lokalisiert ist, der
folglich ale c-FLIP-1soformen detektieren kann, die zwel DEDsbesitzen (Abbildung I11.8A).
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Abb. 111.8 Exon-Intron Organisation der c-FLIP mRNAs und die codierten ¢FLIP-Proteine. (A)
Ubersicht tiber die drei c-FLIP-SpleiRvarianten, c-FLIP /s/r. Alle c-FLIP-Proteine enthalten 2 Tandem-
DEDs im N-Terminus, ¢-FLIPL enthalt zusatzlich eine grof’e (p20) und eine kleine (p12) Caspase-
ahnliche Doméne, die beide katalytisch inaktiv sind. C-FLIPs/r enthalten nur einen kurzen C-
Terminus, in welchem sich die beiden SpleiBvarianten unterscheiden. (B) In allen SpleiRvarianten
werden die Tandem-DEDs durch die Exons 36 codiert. Start-Codons sind als Pfeile und Stopp-
Codons als Sternchen gekennzeichnet. Durch alternatives Spleif3en resultiert eine mRNA fur c-FLIPs,
die im Gegensatz zu c-FLIP. das Exon 7 enthélt, welches das Stopp-Codon codiert. Im Gegensatz dazu
wird in der mRNA fur c-FLIPr das Intron 6 nicht exzisiert und codiert zu Beginn des Introns das
Stopp-Codon fur c-FLIPr.
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Diesist ein erster Hinweis auf die Identitét der bisher unbekannten c-FLIP-Bande. Sie enthalt
vermutlich den gleichen N-Terminus wie c-FLIPs und besitzt damit ebenfalls die beiden
DEDs. Abbildung 111.8A zeigt die drel ¢FLIP-Isoformen auf Proteinebene. Das ,R’ in ¢
FLIPr steht fur Raji, well die entsprechende mRNA zuerst aus Raji- Zellen kloniert wurde.
Abbildung 111.8B zeigt die Exon-Struktur der verschiedenen c¢FLIP-Isoformen auf. In den
MRNAs, die c-FLIP_ codieren, wird das Exon 7 herausgespleifdt. Dadurch entsteht ein offener
Leserahmen, der im Exon 14 terminiert wird und fur c-FLIP_ codiert. Wenn Exon 7 wahrend
des SpleifRens nicht exzisiert wird, ertsteht der offene Leserahmen fur c-FLIPs welcher in
Exon 7 terminiert wird. Die Trandation dieser mRNA fuhrt zu dem kirzeren ¢FLIPs Die
noch kirzere Isoform c-FLIPr wird dann codiert, wenn das Intron 6 nicht herausgespleif3t
wird (Djerbi et al., 2001). Am Anfang des Introns 6 ist ein Stopp-Codon enthalten, welches
den offenen Leserahmen fUr c-FLIPr terminiert (Abbildung 111.8B). Im Folgenden wurde
mittels RT-PCR die Expression der beiden mRNAs fur ¢FLIPs und ¢FLIPr Uberprift. Es
wurden die Primer, wie in Abbildung 111.9A schematisch abgebildet, verwendet. Die Sense-
Primer fur beide Reaktionen hybridiseren am Anfang des Exons 3 direkt am
Trandationsstart. Der Antisense-Primer fur ¢-FLIPscDNA hybridisiert zu Beginn des Exons
7, welches in der mRNA fur ¢FLIP. herausgespleildt wird. Auf diese Weise sollte nur die
cDNA von c-FLIPs amplifiziert werden. Ahnlich wurde der Antisense-Primer fiir die cDNA
von c-FLIPr so gewdhlt, dass er am Anfang des Introns 6 hybrididisiert, welches aus den
cDNAs fur c-FLIP. und c-FLIPs herausgespleif3t wird. Damit sollte nur die cDNA von c-
FLIPr amplifiziert werden.

Abbildung 111.9B zeigt die RT-PCR fir beide ¢FLIP-mRNAs. Es konnte gezeigt werden,
dass die beiden Zdllinien SKW6.4 und Raji ausschliefdich die mRNA fir c-FLIPr
exprimieren, wahrend die Zelllinien HUT78 und J16 die mRNAs sowohl fir c-FLIPsals auch
fur c-FLIPR exprimieren. Weil in den Zellinien SKW6.4 und Raji lediglich die mRNA fir ¢
FLIPr vorhanden ist, wird c-FLIPR als einzige kurze Isoform trangdlatiert. Enthalten die Zellen
alerdings MRNAs fur ¢FLIPs und ¢FLIPg, wird in den meisten Zelllinien tUberwiegend ¢
FLIPs trangdlatiert. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass primére humane T-Zellen ebenfalls
MRNASs fir c-FLIPr und c-FL1Ps enthalten (Abbildung 111.9B).

Nach Klonierung der beiden kurzen c-FLIP-Isoformen ¢-FLIPsund c-FLIPr wurden diese in-
vitro-trandatiert und jeweils einzeln in Lysate von HUT78-Zellen gegeben. Anschlieffend
wurde eine ¢FLIP Immunprézipitation durchgefihrt und mittels Western Blot analysiert. In

der Kontrolle wurde Uberwiegend ¢-FLIPs detektiert und in geringer Konzentration c-FLIPr.
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Abb. 111.9 Identifizierung von c-FLIPr und Expressionsprofil von c-FLIPs- und c-FLIPR-mRNA. (A)
Ubersicht Giber Primer, die fur die Klonierung und die RT-PCR verwendet wurden. (B) Von 1 x 108
HUT78, J16, Raji, SKW6.4 und primaren humanen T-Zellen wurde RNA isoliert und revers
transkribiert. Die PCR fur c-FLIPs und c-FLIPr wurde mit spezifischen Primern durchgefuhrt. (C) G
FLIPs und c-FLIPr wurden in-vitro-translatiert und zu Lysaten von HUT78-Zellen hinzugeftigt,
anschlieBend erfolgte eine Immunpréazipitation mit Hilfe des anti-FLIP mAk NF6. Endogene
Expression der beiden SpleiRvarianten sind in der Kontrolle gezeigt (Bahn 1), dann folgen 2
Experimente, in denen die c-FLIPr Bande durch Hinzufligen von c-FLIPr verstarkt wurde (Bahnen 2

und 3) und schlieBlich wurde das gleiche Experiment zweifach fur c-FLIPs durchgefthrt (Bahnen 4
und 5).

Wenn das Lysat vor der c-FLIP Immunprézipitation mit in-vitro-trandatiertem c-FLIPg
versetzt wurde, konnte die unbekannte e¢FLIP-Bande im Western Blot verstarkt werden.
Damit besitzt die endogene unbekannte c-FLIP-Bande ein Molekulargewicht, welches
identisch mit dem des klonierten c-FLIPg ist. Als Kontrolle wurde das gleiche Experiment fir

c-FLIPsdurchgefuhrt. In diesem Fall wurde die endogene c-FLIPs-Bande verstarkt.

2.3 c-FLIPg wird an den CD95-DISC rekrutiert und weist ahnliche anti-

apoptotische Eigenschaften wie c-FLIPg auf

Nachdem die unbekannte c-FLIP-Bande als c-FLIPg identifiziert wurde, wurde anschlief3end

die Funktion naher untersucht. Eine zentrale Funktion von c-FLIPs in CD95-vermittelter



I11. Ergebnisse 81

Apoptose ist die Inhibition der Caspase-8-Aktivierung im DISC (Krueger et al., 2001b;
Schmitz et al., 2004). Zuerst wurde untersucht, ob ¢FLIPr an den CD95-DISC rekrutiert
wird. Dazu wurden CD95-DISCs aus den Zdllinien HUT78, J16, SKW6.4 und Rgji
immunprézipitiert. Auer c-FLIP. und c-FLIPs konnte auch c-FLIPr im CD95-DISC
detektiert werden (Abbildung 111.10A).
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Abb. 111.10 Zelllinien, die nur ¢FLIPr exprimieren, bilden funktionale CD95-DISCs. (A) Von 108
SKW6.4-, HUT78-, Raji- und J16-Zellen wurden CD95-DISCs nach 5 min Stimulation mit anti-APO-1
immunprazipitiert, im 12% Laemmli-Gel aufgetrennt und im Western Blot die Anwesenheit der
verschiedenen DISC-Komponenten analysiert. (B) GFLIPs und c¢FLIPr wurden in-vitro-translatiert,
[35S]-radioaktiv markiert und mit CD95-DISCs aus 5 x 107 HUT78-Zellen U.N. bei 4°C inkubiert. Die
hinzugefligte Menge entspricht den aufgetragenen Inputs. Nach Inkubation wurde die Protein-A-
Sepharose mit den enthaltenen DISCs (Bahnen 3-6) gewaschen und zusammen mit den Uberstanden
der Inkubation (Bahnen 7-10) in einem 15% Laemmli-Gel aufgetrennt und autoradiographiert. (C) Mit
c-FLIPs oder c-FLIPr stabil transfizierte BJABs wurden fur 48 h bei 37°C mit den angegeben
Konzentrationen an anti-APO-1 behandelt. Die Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie Uber

FSC/SSC quantifiziert. Die Expressionniveaus der c-FLIP Proteine wurden im Western Blot mit Hilfe
des anti-FLIP mAk NF6 kontrolliert.

In den Zdllinien SKW6.4 und Raji wurde ¢-FLIPR anstelle des nicht vorhandenen ¢-FLIPsin
den CD95-DISC rekrutiert. CD95, FADD und Caspase-8 wurden als Kontrollen fur die
DISC-Immunprézipitation entwickelt. Das p43-Fragment von ¢-FLIP., das durch Caspase-8-
Aktivitét generiert wird, konnte ebenfalls im DISC detektiert werden
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Nachdem die Rekrutierung von c-FLIPr an den DISC qualitativ gezeigt war, stellte sich die
Frage, welche Affinitéten die beiden kurzen c-FLIP Isoformen zu FADD im DISC haben. Um
die Rekrutierung von c-FLIPs und c-FLIPg an den DISC auf semiquantitative Weise zu
analysieren, wurden die beiden Proteine in-vitro-translatiert und [3S]- radioaktiv markiert.
CD95-DISCs wurden immunprézipitiert und anschlief3end jeweils mit den radioaktiv
markierten Proteinen c-FLIPr und c-FLIPs inkubiert. Nach Inkubation wurde die Protein-A-
Sepharose mit dem immunprazipitierten CD95-DISC vom Uberstand getrennt und nittels
Western Blot analysiert (Abbildung 111.10B). Damit konnte gezeigt werden, dass ein grof3er
Antell des Inputs (Bahnen1 und 2) der radioaktiv markierten c-FLIPs an den DISC gebunden
wurde (Bahnen 3-6), wahrend ein geringerer Anteil im Uberstand detektiert wurde und damit
nicht rekrutiert worden ist (Bahnen 7-10). Der Versuch wurde mit SKW6.4 as Zelllinie
(Bahnen 4, 6, 8, 10), die nur c-FLIPg exprimiert, und mit HUT78 als Zelllinie (Bahnen 3, 5, 7,
9), die Uberwiegend c-FLIPs exprimiert, durchgefthrt. In beiden Zelllinien wurde eine
vergleichbare Menge an radioaktiv markiertem ¢-FLIPr und ¢-FLIPs an den DISC rekrutiert,
was elne vergleichbare Affinitét beziiglich FADD in verschiedenen Zellinienaufzeigt.

Um die anti-apoptotischen Eigenschaften von c-FLIPg in vivo zu analysieren, wurden BJAB-
Zellen generiert, die stabil entweder ¢FLIPs oder ¢FLIPRr exprimieren (Abbildung 111.10C,
Western Blot). Diese stabilen Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an anti-
APO-1 fir 48 h inkubiert und dr CD95-vermittelte Zelltod mittels Durchflusszytometrie
bestimmt (FSC/SSC). Bei Inkubationen mit ansteigenden Konzentrationen an ant-APO-1
konnte gezeigt werden, dass c-FLIPr ebenso wie c-FLIPs inhibitorisch wirkte. Ein
vollsténdiger Block der Apoptose konnte nicht erwirkt werden, da ein Zell-Pool und keine

klonalen Zelllinienfir das beschriebene Experiment verwendet wurden.

2.4 C-FLIPgrund c-FLIPg haben ahnliche Halbwertszeiten

In der Literatur wurden kurze Halbwertszeiten fur c-FLIP Proteine beschrieben (Fulda et al.,
2000; Schmitz et al., 2004). Deshalb wurde im Folgenden die Halbwertszeit von c-FLIPr mit
Hilfe des Trandationsinhibitors Cycloheximid (CHX) untersucht (Abbildung 111.11).
Zunéchst wurden die Zéllinien SKW6.4 und HUT78 verwendet, die Uberwiegend c-FLIPs
oder ¢FLIPRr exprimieren. Beide Zelen zeigten nach CHX-Behandlung eine Abnahme der
jeweils kurzen c-FLIP Isoform nach bereits 2 h und stérker nach 4 h(Abbildung 111.11A). Um
die Halbwertszeiten der beiden kurzen cFLIP Isoformen besser vergleichen zu kénnen

wurde die Zelllinie Boe® verwendet, weil sie die beiden kurzen c-FLIP Isoformen exprimiert.
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Auch in dieser Zélllinie weisen ¢-FLIPr und ¢-FLIPs vergleichbare Halbwertszeiten auf und
werden schnell degradiert. Procaspase-8 und FADD wurden als Kontrollen verwendet, um

gleiche Ladung im Western Blot zu gewéhrleisten Die Halbwertszeiten beider Proteine sind
langer als die der beiden kurzen c-FLIP-Proteine (Abbildung I11.11B).
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Abb. 111.11 ¢FLIPr und c-FLIPs sind sich &hnlich in Bezug auf Halbwertszeit und Affinitdt zum
CD95-DISC. (A) 5 x 107 HUT78- oder SKW6.4-Zellen wurden fir 0, 2 oder 4 h mit 10 ug/ml CHX
behandelt. Die Gesamtzelllysate wurden mit Hilfe von 12%-Laemmli Gel und Western Blot unter
Verwendung des anti-FLIP mAk NF6 analysiert. (B) 5 x 107 BoeR-Zellen wurden fir die angegeben
Zeiten mit 10 pg/ml CHX behandelt und wie an (A) beschrieben weiter prozessiert. BoeR-Zellen (C)
und SKW6.4-Zellen (D) wurden fur 4 h mit 10 pg/ml CHX behandelt, anschlieBend gewaschen und
mit den angegebenen Konzentrationen an anti-APO-1 fuir 24 h inkubiert. Die Apoptose wurde mittels
Durchflusszytometrie Uber FSC/SSC quantifiziert.

BoeR-Zellen wurden als resistent gegeniiber CD95- vermittelter Apoptose beschrieben, obwohl
se CD9%5 auf der Oberflache exprimieren (Scaffidi et al., 1999). Die Vermittlung der
Resistenz konnte durch hohe endogene Konzentrationen an kurzen c-FLIP Isoformen
hervorgerufen werden. Um diese Fragestellung zu kldren, wurden BoeR-Zellen fiir 4 h mit
CHX inkubiert und nach mehrmaligem Waschen mit Medium tber Nacht mit verschiedenen
Konzentrationen mit anti-APO-1 stimuliert. Der spezifische Zelltod wurde mittels

Durchflusszytometrie bestimmt. Wéahrend Zellen, die nicht mit CHX behandelt wurden,
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resistent gegentiber CD95-induzierter Apoptose blieben, konnte nach CHX Behandlung eine
Sensitivierung beobachtet werden (Abbildung 111.11C). Wie in Abbildung I11.11B gezeigt
wurde, sind die Konzentrationen an ¢FLIPs und ¢FLIPR nach 4 h CHX-Behandlung stark
reduziert. Eine geringere Konzertration an beiden kurzen c-FLIP-1soformen erleichtert CD95-
vermittelte Caspase-8 Prozessierung im DISC und fuhrt damit zur Initiierung der Caspasen
Kaskade und zur Apoptose. Die CHX-Behandlung von SKW6.4-Zellen, die ausschliefdlich ¢
FLIPz exprimieren, fuhrte zu erhdhter Sensitivitdt. SKW6.4-Zellen exprimieren endogen
soviel c-FLIPg, dass sie resistent gegentiber einer Behandlung mit 10 ng/ml anti-APO-1 sind.
Nach Rediktionder c-FLIP-Konzentration steigt die Sensitivitét gegentiber geringen Mengen
an anti-APO-1 an und Apoptose wird ausgel6st (Abbildung111.11D).

2.5 C-FLIPg in primaren humanen T-Zellen

Es wurde beschrieben, dass c-FLIPs die Resistenz kurzeit-aktivierter T-Zellen bezuglich
CD95-induzierter Apoptose vermittelt (Kirchhoff et al., 2001). AuRerdem wurde es as
Mediator CD28-vermittelter Co-Stimulation und als Ursache fir die Resistenz bezlglich
Aktivierungs-induzierten Zelltods nach TZR-Stimulation charakterisiert (Kirchhoff et al.,
2001; Kirchhoff et al., 2000a; Schmitz et al., 2004). Weil die mRNA fir c-FLIPr in priméren
humanen T-Zellen gefunden wurde (Abbildung 111.11B), wurde mittels Western Blot die
Expresson von c-FLIPr auf Proteinebene in verschiedenen T-Zel-Spendern untersucht.
Dabei wurde in manchen Spendern nur die Expression von ¢-FLIPs und in anderen Spendern
die Expression beider kurzen c¢FLIP Proteine simultan detektiert (Abbildung I11.12A). Im
Weiteren wurde untersucht, ob sich ¢FLIPg und ¢FLIPs nach primérer Stimulation der T
Zellen sowie nach TZR-Restimulation an Tag 6 ahnlich verhalten. Wie bereits in der Literatur
gezeigt, wurden hier fur c-FLIP_ keine Konzentrationsunterschiede zwischen Tag O und Tag 6
detektiert. Gleichzeitig konnte aber gezeigt werden, dass sowohl ¢c-FLIPsals auch c-FLIPR an
Tag 6 herunterreguliert wurden, was vermutlich die Sensitivierung der T-Zellen an Tag 6 mit
Lectin nach primérer Stimulation verursacht (Abbildung 111.12B). Wurden die sensitiven Tag
6-Zellen dlerdings mittels anti-CD3 Antikorper restimuliert, wurden beide kurzen ¢FLIP
Proteine wieder verstérkt exprimiert.

Um die Restimulation dber den TZR sowie die Co-Stimulation Uber CD28 genauer zu
untersuchen, wurden T-Zellen zweler Spender verwendet. Alle drei Stimulationen fuhrten zur
Hochregulation von ¢FLIPs bzw. ¢FLIPsund ¢FLIPr. Besonders starke Hochregulation
wurde nach CD3/28 Co-Stimulation erhalten, was bereits fur c-FLIPs beschrieben war.



I11. Ergebnisse 85

Interessanterweise wurde ¢FLIPr nach Stimulationen nicht hochreguliert, wenn nicht in T

Zellen des Spenders schon zu Beginn kein ¢-FLIPg detektierbar war (Abbildung 111.12C).
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Abb. 111.12 ¢FLIPRr in primdren humanen T-Zellen. (A) Primére humane TFZellen verschiedener

Spender wurden aufgereinigt und anschlieBend lysiert. Aus den Lysaten wurden NF6-
Immunpréazipitationen durchgefihrt, im 15% Laemmli-Gel aufgetrennt und auf die Anwesenheit der
jeweiligen c-FLIP Isoformen hin analysiert. (B, C) Priméare humane T-Zellen wurden aufgereinigt (Tag
0) und mit 1 pg/ml PHA fir 16 h kultiviert. Danach wurden die Zellen gewaschen und ftr 5 weitere
Tage mit 25 U/ml IL-2 im Medium kultiviert. An Tag 6 wurden die priméaren humanen T-Zellen mit
mAk gegen CD3, CD28 oder CD3/CD28 stimuliert. Nach weiteren 1-2 Tagen wurden die Zellen
lysiert. Aus den Lysaten wurden NF6-Immunpréazipitationen durchgefuhrt, im 15% Laemmli-Gel
aufgetrennt und auf die Anwesenheit der jeweiligen c-FLIP Isoformen hin analysiert. Das Experiment
in (C), rechts wurde als Duplikat durchgefuhrt.

Mit den obigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass beide kurzen ¢FLIP-1soformen ¢
FLIPs und c-FLIPr vergleichbare biochemische Eigenschaften besitzen sowie in den
analysierten Systemen einer vergleichbaren Regulation unterliegen.
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3. p22-FLIP aktiviert NFKkB und inhibiert CD95-Signalleitung

Bel der Suche nach neuen kurzen DED-enthaltenden Proteinen, die sowohl bei der komplexen
Regulation Todesrezeptor-vermittelter Apoptose ®wie Uberlebens-Signalwegen eine Rolle
spielen konnten, gab es bereits bel der Detektion von ¢-FLIPr Hinweise darauf, dass es noch
eine weitere kurze c-FLIP-Variante gibt. Die Entschlisselung ihrer Identitdt und ihre

Charakterisierung wurden daher mit den folgenden Experimenten durchgefiihrt.

3.1 Detektion von p22-FLIP

Bel der Entwicklung zellulérer Lysate verschiedener T- und B-Zélllinien mit dem anti-FLIP
mAk NF6, wurde eine neue ¢c-FLIP Bande visuaisiert, die eine ungeféhre Groéf3e von 22 kD
aufweist (Abbildung 111.13A). Aufgrund der Tatsache, dass der mAk NF6 gegen die beiden
DED-Domanen von c-FLIP gerichtet ist, konnten die c-FLIP-Isoformen c-FLIP_r/s sowie das
Spaltprodukt p43-FLIP detektiert werden, denen gemeinsam ist, dass sie alle N-terminal
TandemDEDs besitzen. Zudem wurde eine 22 kD grof3e c-FLIP-Bande detektiert, die
wahrscheinlich die beiden N-terminalen TandemDEDs von ¢FLIP darstellt und somit eine
den Prodoménen von Procaspase-8/-10 dhnliche Struktur aufweisen konnte. P22-FLIP wurde
in den B-lymphoblastoiden Zellen Boe®, Rgi und den T-Zelllinien HUT78 und JA3
detektiert, wahrend diese Bande weder in der T-Zelllinie CEM noch in primédren humanen T-
und B-Zdllinien vorhanden zu sein scheint (Abbildung 111-13A, rechts). Um die erhaltenen
Daten zu bestétigen, wurde aternativ der mAk NF6 in einer Immunprazipitation eingesetzt.
Anschlief?end wurden die c-FLIP-Proteine im Western Blot visualisiert (Abbildung 111.13B).
Dabei konnten aus den gleichen Zelllinien, wie in Abbildung 111.13A beschrieben das neue
22 kD grol3e c-FLIP-Protein immunprézipitiert werden. P22-FLIP war zusdtzlich zu der in
Abbildung 111.13A gefundenen T-Zelllinie CEM auch nicht in der B-Zelllinie SKW6.4
vorhanden.

Weiterhin wurde analysiert, ob die Anwesenheit von p22-FLIP Caspase-abhéngig ist. Dazu
wurden sowohl JA3- (Abbildung 111.13C) als auch HUT78-Zellen (Abbildung 111.13D) mit
zVAD-fmk inkubiert.
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Abb. 111.13 Caspase-abhéngige Anwesenheit von p22-FLIP in Tumorzelllinien, aber nicht in

primaren Lymphozyten. (A) Gesamtzelllysate der angegebenen Zelllinien oder primaren humanen
Lymphozyten wurden im 12% Laemmli-Gel aufgetrennt und im Western Blot auf die verschiedenen
c-FLIP Proteine hin untersucht. Neben c-FLIP. und den beiden kurzen c-FLIP Isoformen konnte eine
etwa 22 kD grofRe Bande beobachtet werden. Rechts: Primdre humane B und T-Zellen wurden
aufgereinigt und die T-Zellen wie oben beschrieben aktiviert. An Tag 1 und Tag 6 wurden Lysate
hergestellt und mit Lysaten von primaren humanen B-Zellen auf die Anwesenheit der verschiedenen
c-FLIP-Proteine hin analysiert. (B) Mit den angegebenen Zelllinien wurden wie bereits oben
beschrieben NF6-Immunpréazipitationen durchgefiihrt und analysiert. JA3-Zellen (C) und HUT78-
Zellen (D) wurden jeweils mit 20 pM zVAD-fmk fur 30 min bei 37°C vorinkubiert und anschliel?end

mit einer unbehandelten Kontrolle lysiert. Die Expression der 22 kD groRRen c-FLIP -Bande wurde wie
in (A) visualisiert.

Es stellte sich heraus, dass die p22-FLIP-Bande nach Inkubation mit dem Caspase-1nhibitor
verschwand. Daraus ergibt sich dass p22-FLIP in Anwesenheit von Caspase-Aktivitét

generiert wird und es sich vermutlich weniger um eine weitere bisher nicht beschriebere ¢
FLIP Isoform, sondernvielmehr um ein c-FL1P-Spaltprodukt handelt.
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3.2 Identifizierung von p22-FLIP als c-FLIP-Spaltprodukt

Um zu analysieren, ob es sich bel p22-FLIP tatsachlich um ein Spaltprodukt handelt und an
welcher Spaltsequenz es generiert wird, wurde die Sequenz der verschiedenen c-FLIP-
Isoformen auf die Anwesenheit moglicher Aspartate hin Uberprift, nach denen die Caspasen
als Aspartat-spezifische Cysteinproteasen bekanntlich schneiden. Dabei wurde das Asp'®®
gefunden, welches in alen drel ¢-FLIP-Isoformen vorkommt und als mégliche Spaltstelle fur

die Generierung von p22-FLIP in Frage kommt (Abbildung I11.14A).
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Abb. 111.14 Identifizierung von p22-FLIP. (A) Ubersicht tiber die beiden SpleiRvarianten ¢-FLIPL und
c-FLIPs und p22-FLIP. Das Epitop des anti-FLIP mAk NF6 ist ebenfalls angegeben sowie das Aspl®,
an dem p22-FLIP generiert wird. (B) Lysate und NF6-Immunpréazipitationen wurden aus 5 x 107 BoeR-
Zellen hergestellt. Der klonierte N-Terminus von c-FLIP (1-198) wurde in-vitro-translatiert und
ansteigende Volumina des Translats zu den Lysaten bzw. NF-6-Immunprazipitationen gegeben, die
Proben in 15% Laemmli-Gelen aufgetrennt und wie oben beschrieben im Western Blot visualisiert. (C)
Lysate der angegebenen Zelllinien wurde hergestellt und zusammen mit den in-vitro-translatierten
[35S]-radioaktiv markierten Proteinen ¢FLIPs, c-FLIPL oder FLAG-c-FLIPL U.N. bei 4°C in An- oder
Abwesenheit von 50uM zVAD-fmk inkubiert. Die Reaktionen wurden in 12% Laemmli-Gelen
aufgetrennt, geblottet und autoradiographiert.
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Es wurde der N-Terminus von ¢-FLIP bis hin zum Asp™®® kloniert. Nach in-vitro-Trandation
des Konstruktes 2198 von c¢FLIP wurden ansteigende Mengen des trandatierten Proteins
zum Lysat von Boe® titriert. AnschlieRend wurden die Lysate mit den enthaltenen
Konstrukten per SDS-Gelelektrophorese und Western Blot aufgetrennt und visualisiert
(Abbildung 111.14B). In einem &hnlichen Experiment wurden ansteigende Konzentration des
in-vitro-tranlatierten Konstruktes 1-198 zu Lysaten von Boe-Zellen hinzugefiigt und
anschlieffend mit Hilfe des mAk NF6 immunprézipitiert. Die Immunprézipitate wurden
ebenfalls per SDS-Gelelektrophorese und Western Blot aufgetrennt und visuaisiert
(Abbildung 111.14B).

Um im Weiteren zu untersuchen, von welchem c-FLIP p22-FLIP generiert wird, wurden
folgende in-vitro-Experimente durchgefihrt: GFLIP., ¢FLIPs und FLAG-c-FLIP. wurden
in-vitro-trandatiert und [>°S]-radioaktiv markiert. Die einzelnen radioaktiv markierten c-
FLIP-Proteine wurden anschlief3end mit Lysaten von JA3- und HUT78-Zellen in An- bzw.
Abwesenheit von zVAD-fmk inkubiert, Uber Gelelektrophorese aufgetrennt und entstandene
Spaltprodukte mittels Autoradiographie visualisiert (Abbildung 111.14C). Dabei wurde c-
FLIPs in p22-FLIP und einen sehr kurzen G Terminus, der aufgrund seiner geringen Grof3e
nicht sichtbar gemacht werden konnte, gespalten. C-FLIP_ wurde in die beiden Produkte p22-
FLIP und einen etwa 33 kD grof3en C-Terminus gespalten wahrend nach Spaltung von
FLAG-FLIP_ die beiden Produkte FLAG-p22-FLIP und der etwa 33 kD grof3e C-Terminus
resultierten. Die Inkubation der Spaltungsreaktion mit zVAD-fmk verhinderte die
Prozessierung in die beschriebenen Produkte und zeigte Konsistenz mit den in Abbildung
[11.L13C und D gezeigten Daten. Auch in-vitro konnte die Generierung von p22-FLIP
nachempfunden werden und gezeigt werden, dass diese Reaktion abhéngig von Caspase-
Aktivitét ist.

3.3 P22-FLIP wird durch die Aktivitat von Procaspase-8 generiert

Interessanterweise ist eine Caspase-Aktivitdt fur die Spaltung von c-FLIP in p22-FLIP
verantwortlich, zugleich konnte in den bisherigen Analysen gezeigt werden, dass diese
Spaltung unter nicht-apoptotischen Bedingungen in nicht-stimulierten Zellen stattfindet. Unter
diesen Uberlebens-Bedingungen wurde nicht erwartet, dass eine Caspase-Aktivitat in den
Zéllen zu finden ist. Well von Procaspase-8 berichtet wurde, dass sie katalytische Aktivitét
besitzen kann, ohne vorher prozessiert worden zu sein (Boatright et al., 2003; Chang et al.,

2003), wurde im Folgenden der Frage nachgegangen, ob es sich bel der hier gefunderen
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Caspase-Aktivitét evtl. um die der Procaspase-8 handeln konnte. Dazu wurde Procaspase-8
aus HUT78-Zellen immunprazipitiet und anschlieRend mit in-vitro-trandatiertem, [*°S]-
radioaktiv markiertem c-FLIP_ inkubiert. Die Inkubation wurde sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von zVAD-fmk durchgefihrt (Abbildung I11.15A, linksoben).
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Abb. 111.15 p22-FLIP wird durch Procaspase-8-Aktivitat generiert. (A) Links: Procaspase-8 wurde aus
J16-Zellen mit Hilfe des anti-Caspase-8 mAk C15 immunprazipitiert. Die Prazipitate wurden in
Reaktionspuffer mit in-vitro-translatiertem, [35S]-radioaktiv markierten c-FLIP. fir 1 h bei 37°C
inkubiert und die Spaltprodukte nach 12% Laemmli-Gelelektrophorese und Blot autoradiographisch
visualisiert. Anschlieend wurde mit Hilfe des anti-Caspase-8 mAk C15 ein Western Blot der Reaktion
entwickelt. Rechts: In-vitro-translatiertes, [35S]-radioaktiv markiertes ¢FLIPL wurde mit ansteigenden
Konzentration an rekombinanter Caspase-8 fir 1 h bei 37°C inkubiert und genauso wie oben
beschrieben analysiert. (B) Ubersicht iiber die Aktivitat des Caspase-8 Heterotetramers. Dieses spaltet
im DISC unter apoptotischen Bedingungen c-FLIP. in die beiden Produkte p43-FLIP und p12-FLIP.
(C) Ubersicht (ber die Aktivitit der Procaspase-8. Diese spaltet unter nicht-apoptotischen
Bedingungen c-FLIPL in die beiden Produkte p22-FLIP und p33-FLIP.

Die entstandenen Spaltprodukte wurden Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und
autoradiographisch sichtbar gemacht. Dabel konnte gezeigt werden, dass die Procaspase-8
wirklich ¢-FLIP_ in die beiden Spaltprodukte p22-FLIP und den C-Terminus spalten konnte
und dass diese Aktivitdt durch zZVAD-fmk blockierbar war. Wahrscheinlich erfolgt die
beobachtete Spaltung von c-FLIP in einem Heterodimer, welches aus c-FLIP und Procaspase-
8 gebildet werden kann. Um sicherzugehen, dass es sich nicht um die Aktivitét bereits

prozessierter Caspase-8 handelt, sondern um die Procaspase-8-Aktivitat, wurde ein Western
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Blot mit einem Antikorper durchgefihrt, der sowohl die Procaspase-8 as auch die
prozessierten Produkte von Caspase-8 wie p43/41 und pl8 erkennen kann (Abbildung
[11.15A, links unten). Dabel konnte gezeigt werden, dass lediglich die Procaspase-8 in der
Spaltungsreaktion vorhanden war und keine der prozessierten Produkte. Als weitere Kontrolle
wurde ein Spaltungsassay durchgefiihrt, dem anstelle von Procaspase-8 aktivierte
rekombinante Caspase-8 in zwei Konzentrationen hinzugefigt wurde (Abbildung I11.15A,
rechts oben). Diese Reaktion resultierte in der Spaltung von ¢FLIP_ in die beiden bereits
bekannten Spaltprodukte p43-FLIP sowie p12-FLIP.

Zusammenfassend lief3 sich in diesen Experimenten zeigen, dass ¢FLIP unter apoptotischen
Bedingungen durch die Aktivitdt bereits prozessierter Caspase-8 in die beiden Spaltprodukte
p43-FLIP und pl2-FLIP gespalten wird (Abbildung 111.15B). Diese Spatung erfolgt
bekanntermal’en am DISC. Dagegen kann c-FLIP in die beiden bisher unbekannten
Spaltprodukte p22-FLIP und den G Terminus gespalten werden, wenn sich die Zelle unter
nicht-apoptotischen Bedingungen befindet. Dann  werden im Cytosol vermutlich
Heterodimere aus ¢-FLIP und Procaspase-8 gebildet, die dazu fuhren kdnnen, dass p22-FLIP
entsteht (Abbildung 111.15C).

3.4 P22-FLIP inhibiert Todesrezeptor-induzierte Apoptose

C-FLIP Proteine sind als Inhibitoren Todesrezeptor-vermittelter Apoptose bekannt. Um zu
testen, ob p22-FLIP ebenfalls anti-apoptotische Eigenschaften aufweist, wurden stabile
BJAB-Zéllen generiert, die hohe bzw. niedrige Mengen an p22-FLIP exprimieren (Abbildung
[11.16A). Beide Zdllinien sind dadurch charakterisiert, dass sie im Vergleich zu Kontroll-
transfizierten Zellen eine reduzierte Sensitivitét bezlglich CD95-vermittelter Apoptose
aufweisen (Abbildung 111.16B). Eine stark erhdhte Resistenz konnte vor allem fir die BJAB-
Zellen beobachtet werden, die grofRere Mengen an p22-FLIP exprimieren. Dieser Effekt
wurde sowohl fir die Stimulation des CD95-Rezeptors mit anti- APO-1 as auch bei
Stimulation mit dem LZ-CD95-Liganden erhalten(Abbildung 111.16B).

Weiterhin wurde die Resistenz gegen Ligation des TRAIL-Rezeptors, eines weiteren
Todesrezeptors, untersuctt. Ahnlich wie bei CD95-vermittelter Apoptose zeigten die beiden
p22-FLIP stabil transfizierten BJAB-Zellen auch bezlglich TRAIL-vermittelter Apoptose
eine erhdhte Resistenz (Abbildung 111.16C). Dabei stellten sich die BJAB, die groflere
Mengen an p22-FLIP exprimieren, als besonders resistent gegeniber allen verwendeten

Konzentrationen an FLAG-TRAIL heraus. Zur Kontrolle wurden verschiedene andere Stimuli
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verwendet, um Zelltod in den stabilen BJABs auszuldsen, der nicht Todesrezeptor-vermittelt
ist (Daten nicht gezeigt). Der Zelltod aler stabilen Klone nach Stimulation mit Thapsigargin,
Tunicamycin, UV, Cycloheximid oder Staurosporin war vergleichbar, so dass keine generelle
Resistenz der BJAB-KIlone durch stabile Transfektion und Selektion dieser Zellen erwirkt

wurde.
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Abb. 111.16 p22-FLIP inhibiert Todesrezeptor-vermittelte Apoptose. (A) Stabil transfizierte BJABs,
die viel (hi) oder wenig (lo) p22-FLIP exprimieren, wurden zusammen mit den Kontroll-
Transfektanten lysiert und die c-FLIP-Expression nach 12% Laemmli-Gel und Western Blot analysiert.
(B) Die in (A) getesteten BJABs wurden fur 20 h bei 37°C mit 1 ug/ml anti-APO-1 oder 50 pl/ml LZ-
CD95L inkubiert und der Zelltod mittels Durchflusszytometrie tUber FSC/SSC quantifiziert. (C)
Experiment wie in (B), Inkubation erfolgte hier mit den angegebenen Konzentrationen an FLAG-
TRAIL far 20 h bei 37°C. (D) CD95-DISC wurden aus 5 x 107 p22-FLIP (hi) und Kontrollzellen
immunprazipitiert und nach Auftrennung im 12% Laemmli-Gel im Western Blot auf die Anwesenheit
der verschiedenen DISC-Komponenten hin analysiert. (E) 5 x 107 BoeR-Zellen wurden fir die
angegeben Zeiten mit 10 pg/ml CHX behandelt und wie an (D) beschrieben weiterprozessiert und
analysiert. (F) BoeR-Zellen wurden fir 4 h mit 10 pg/ml CHX behandelt, anschliefend gewaschen und
mit den angegebenen Konzentrationen an anti-APO-1 oder FLAG-TRAIL fir 24 h inkubiert. Die
Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie Uber FSC/SSC quantifiziert.

Die anti-apoptotische Funktion von ¢FLIPs erfolgt durch deren Rekrutierung an den DISC.
Dort verhindern sie die Prozessierung und damit Aktivierung von Caspase-8 (Krueger et al.,

2001b). Aus diesen Grinden wurde im Folgenden untersucht, ob die in Abbildung [111.16B
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und C beobachtete Resistenz Uber die Bindung von p22-FLIP an den DISC erfolgt. Dazu
wurden CD95-DISC-Immunpréazipitationen aus Kontroll- und p22-FLIP-transfizierten BJAB
durchgefthrt. Die DISC-Immunprézipitationen wurden anschlieffend mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und die verschiedenen DISC-Komponenten unter Verwendung
verschiedener Antikorper visualisiert. Neben den bekannten DISC-Komponenten CD95,
FADD, Caspase-8, ¢FLIP_, ¢-FLIPs und p43-FLIP konnte auch die Rekrutierung von p22-
FLIP gezeigt werden (Abbildung 111.16D). Im Falle der BJAB-Zellen, die gréf3ere Mengen an
p22-FLIP exprimieren, wurde die Prozessierung von Procaspase-8 in die Spaltprodukte
p43/41 und pl18 und damit die Aktivierung dieser Caspase komplett inhibiert. Dieser Befund
erklért die beobachtete Resistenz p22-FLIP-enthalterder Zellen gegentber CD95- sowie
TRAIL-vermittelter Apoptose.

Eine besondere Eigenschaft von ¢FLIP-Proteinen ist ihre kurze Halbwertszeit (Fulda et al.,
2000; Schmitz et al., 2004). Es wurde beschrieben, dass Zellen gegeniber Todesrezeptor-
vermittelter Apoptose mit Hilfe des Trandationsinhibitors Cycloheximid sensitiviert werden
konnen (Fulda et al., 2000; Schmitz et al., 2004). Dies korreliert mit einer schnellen
Herunterregulation von ¢-FLIP, das aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit schneller abgebaut
wird a's andere Proteine, die an der Todesrezeptor-vermittelten Signalleitung beteiligt sind.
Fir BoeR-Zellen wurde gezeigt, dass sie zwar hohe Mengen an CD95 auf ihrer Oberfléche
exprimieren, trotzdem aber komplett resistent gegentiber CD95-induzierter Apoptose sind. Im
Folgenden wurde untersucht, ob die Resistenz von Boe® Zellen zumindest teilweise durch
p22-FLIP vermittelt wird, da diese Zelen groRe Mengen an endogenem p22-FLIP
exprimieren. Die Behandlung dieser Zellen mit CHX resultierte in einer substantiellen
Herunterregulation von ¢-FLIPgr und p22-FLIP nach 4 h, wéhrend sich die Konzentration an
Procaspase-8 innerhalb dieser Zeit kaum veranderte (Abbildung [11.16E). In Abbildung
[11.16F wurde nun gezeigt, dass die verminderte Expressionder kurzen c-FLIP-1soformen und
vor alem von p22-FLIP dazu fihrten, dass die Boe® gegen CD95- und TRAIL-induzierte
Apoptose sensitiviert wurden. Damit konnte gezeigt werden, dass Zellen mit erhdhten
Konzentrationen an p22-FLIP sich durch eine erhdhte Resistenz gegeniiber Todesrezeptor-
vermittelter Apoptose auszeichnen. Fur die Resistenzvermittiung gegen CD95 induzierte
Apoptose sind in den Boe®-Zellen vermutlich die drei kurzen ¢FLIP-Proteine ¢FLIPs o
FLIPR und p22-FLIP verantwortlich.
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3.5 P22-FLIP induziert NFkB

P22-FLIP wird unter nicht-apoptotischen Bedingungen generiert und kann Todesrezeptor-
induzierte Apoptose blockieren Daher wurde die Fragestellung untersucht, ob p22-FLIP auch
weitere Uberlebensfunktionen in der Zelle hat. V-FLIPs wie z.B. Kaposi-Sarkom-assoziiertes
Herpesvirus und p22-FLIP weisen eine hohe Homologie auf (Daten nicht gezeigt). Fur v-
FLIPs wurde demonstriert, dass sie NFkB-Aktivité induzieren kdnnen (Chaudhary et al.,
1999; Liu et al., 2002). Deshalb wurde untersucht, ob p22-FLIP ebenfalls NFkB-AKktivitét
induzieren kann (Abbildung 111.17A). Dazu wurden 293T-Zellen mit MEKK1 als
Positivkontrolle und p22-FLIP sowie ¢FLIP_ transfiziert und durch Co-Transfektion eines
NFkB-Luciferase-Reporters gezeigt, dass p22-FLIP sogar starker als MEKK1 NFkB-
Aktivitét induzieren kann (Abbildung [11.17A). Um auszuschlief3en, dass der Unterschied in
der Induktion von NFKkB zwischen c-FLIP. und p22-FLIP von unterschiedlichen
Expressionsniveaus her resultiert, wurde im Western Blot gezeigt, dass die
Expressionsniveaus der beiden Proteine in allen Proben vergleichbar waren (Abbildung
[11.17A). Die Expressionsniveaus der c-FLIP-Proteine waren im Vergleich zu endogenem ¢
FLIP. so hoch (Abbildung 111.17A), dass die Induktion von NFkB moglicherweise auch
aufgrund der massiven Proteinexpression beobachtet werden kénnte. Deshalb wurde im
weiteren die Expression nach 1 bis 11 h nach erfolgter Transfektion gestoppt und die Proben
sowohl im Luciferase-Assay bezuglich NFkB-Aktivierung as auch im Western Blot
bezliglich der Expression von p22-FLIP analysiert (Abbildung 111.17B). Dabei stellte sich
heraus, dass bereits nach 8 h eine schwache Expression von p22-FLIP erfolgte und zugleich
NFkB-Aktivitdt gemessen werden konnte. Damit wurde gezeigt, dass auch kleine Mengen an
p22-FLIP bereits spezifisch NFKkB aktivieren und diese Expressionsniveaus noch unter den
endogenen Expressiorsniveaus von einigen Zelllinien liegen (vgl. Abbildung [11.13A). Fir
alle folgenden NFkB-Aktivierungs-Assays wurde die Transfektion nach 10-11 h Inkubation
gestoppt. Als Kontrolle fur die spezifische Induktion von NFKB wurden auch Luciferase-
Assays mit AP1- und SP-1 Reporterplasmiden durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). Diese
zeigen die Aktivitdt von weiteren Transkriptionsfaktoren an, die entweder bei genereller
Transkriptionsaktivierung (APL) aktiviert werden oder konstitutiv aktiv sind (SP1). Damit
konnte festgestellt werden, dass keine generelle transkriptionelle Aktivierung durch p22-FLIP
erfolgt ebenso wie die Tatsache, dass die konstitutive Aktivitét von SP1 nicht beeinflusst
wurde. Somit verdndert p22-FLIP spezifisch die Aktivitét von NFkB.
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Abb. 111.17 p22-FLIP induziert NFkB Aktivitat. (A) 293T-Zellen wurden wie in Abschnitt II.
beschrieben co-transfiziert mit MEKK-1, p22-FLIP oder c-FLIPL und dem Luciferase-Reporter-Plasmid.
NFkB-Luciferase-Aktivitdt wurde nach 16 h Inkubation bestimmt. Die Ergebnisse wurden als
Quadrupletts durchgefthrt und sind als MW + Standardabweichung angegeben. GFP-Transfektion
diente als Kontrolle, um eine 100%ige Transfektionsrate zu garantieren. Die Lysate der Luciferase-
Messungen wurden auch nach 12% Laemmli-Gel und Western Blot auf die Expressionsniveaus von c-
FLIP hin untersucht (rechts). (B) 293T-Zellen wurden wie in (A) beschrieben mit p22-FLIP transfiziert
und nach den angegebenen Zeiten wurde die NFkB-Aktivitat sowie das Expressionniveau von ¢
FLIPs ebenfalls wie in (A) beschrieben untersucht. (C) 293T-Zellen wurden mit MEKK-1, p22-FLIP, c-
FLIPL und p43-FLIP zusammen mit dem Luciferase-Reporter-Plasmid co-transfiziert. Die
transfizierten Zellen wurden fur 11 h mit den angegebenen Konzentrationen an zVAD-fmk inkubiert,

lysiert und die NFkB-Luciferase-Aktivitat wie in (A) beschrieben bestimmt.

Es wurde bereits beschrieben, dass die Spaltung von c-FLIP. eine wichtige Voraussetzung fur
die Aktivierung von NFkB darstellt. Als verantwortliches Spaltprodukt wurde das eigentlich
nur unter pro-apoptotischen Bedingungen beobachtbare Spaltprodukt p43-FLIP identifiziert
(Kataoka und Tschopp, 2004). Deshalb wurde die Aktivierung von NFkB durch die
verschiedenen c-FLIP-Proteine in Anwesenheit des Caspase-Inhibitors zV AD-fmk untersucht
(Abbildung 111.17C). Interessanterweise resultierten ansteigende Konzentrationen an zVAD-
fmk in ener geringeren NFkB-Aktivierung durch die Proteine p43-FLIP sowie ¢FLIP,
wahrend die NFkB-Aktivierung durch die Proteine MEKK1 als Kontrolle sowie p22-FLIP
von zVAD-fmk unbeeinflusst blieben. Das koénnte bedeuten dass fur die Aktivierung von
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NFkB durch c-FLIP die Spaltung in das Spaltprodukt p43-FLIP nicht ausreicht, sondern die
Spaltung am Asp'®® in p22-FLIP eine notwendige Voraussetzung fiir c-FLIP-induzierte
NFkB-Aktivierung darstellt.

3.6 P22-FLIP aktiviert NFkB durch direkte Interaktion mit dem IKK-

Komplex

In den folgenden Untersuchungen wurde analysiert, Uber welchen Mechanismus p22-FLIP die

Aktivierung von NFKB induziert.
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Abb. 111.18 p22-FLIP induziert NFkB Uber den IKK-Komplex. (A-C) 293T-Zellen wurden mit p22-
FLIP, dem Luciferase-Reporter-Plasmid und den angegebenen Mengen an kBa (A), kBb (B), Wt-
IKKa/b oder mutlKKa/b (C) co-transfiziert. Die NFkB-Luciferase-Aktivitdt wurde nach 11 h
Inkubation bestimmt. Die Ergebnisse wurden als Quadrupletts durchgefuhrt und sind als MW %
Standardabweichung angegeben. GFP-Transfektion diente als Kontrolle, um eine 100%ige
Transfektionsrate zu garantieren. (D) 293T-Zellen wurden wie angegeben co-transfiziert und nach 16
h lysiert. Immunprézipitationen mit Hilfe eines Ak, der gegen FLAG gerichtet ist sowie dem anti-FLIP
mAk NF6 wurden durchgefuhrt. Die Immunprézipitate wurden in 12% Laemmli-Gelen aufgetrennt
und im Western Blot auf die angegebenen Proteine hin untersucht.
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Die Co-Transfektion von p22-FLIP mit ansteigenden Konzentrationen des NFkB-Inhibitors
IkBa fuhrte zur spezifischen Inhibition der p22-FLIP-induzierten NFkB-Aktivitét (Abbildung
[11.18A). Das gleiche Ergebnis wurde fur die Co-Transfektion mit einem weiteren Inhibitor,
IkBb, erhalten.

Beide Experimente zeigten, dass die NFkB-induzierende Wirkung weiter oben in der
Signalleitung erfolgt. Deshalb wurden weitere Komponenten des IKK-Komplexes untersucht,
die fur die Phosphorylierung und Induktion der | kB-Degradation verantwortlich sind. Die Co-
Transfektion sehr geringer Konzentratioren an IKKa bzw. IKKb zeigten keinen Einfluss auf
die Induktion der Aktivitét von NFKB durch p22-FLIP, wohingegen DN-1KKa und DN-IKKb
die NFKkB Aktivierung blockierten (Abbildung 111.18C). Diese Ergebnisse demonstrieren, dass
die Aktivierung von NFkB durch p22-FLIP vom IKK-Komplex abhéngig zu sein scheint.
Deshalb wurde nachfolgend untersucht, ob p22-FLIP NFkB durch Bindung an IKKg und
Aktivierung des IKK-Komplexes induziert. Ein dhnlicher Mechanismus wurde bereits fir das
v-FLIP des Kaposi- Sarkom-assoziierten Herpesvirus vorgeschlagen (Field et al., 2003). Dazu
wurden FLAG-IKKa, b oder g zusammen mit p22-FLIP in 293T-Zellen co-exprimiert und
anschliefend sowohl p22-FLIP- as auch FLAG-Immunprézipitationen durchgefihrt
(Abbildung 111.18D). Dabei stellte sich heraus, dass p22-FLIP mit IKKg interagiert und
dadurch mdglicherweise die Konformation des IKK-Komplexes derart verandert, dass es zur
Autoaktivierung kommt. Nach Autoaktivierung des IKK-Komplexes wird 1 kB phosphoryliert,
degradiert und schliefdlich NFkB freigesetzt.

Damit wurde gezeigt, dass c-FLIP neben der anti-apoptotischen Funktion der Inhibition von
Procaspase-8 Prozessierung im DISC auch fur alternative Uberlebenssignalleitungen wie z.B.
fur die NFkB-Signaltransduktion wichtig ist.
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I\VV. Diskussion

1. Die Rolle von CAP3 in der CD95-Signalleitung

Caspase-8 spielt eine entscheidende Rolle als Initiator-Caspase der CD95-induzierten
Apoptose (Juo et al., 1998; Muzio et al., 1996b; Varfolomeev et al., 1998). In dieser Arbeit
wurde CAP3 as eine intermediare Prodoméne von Caspase-8 identifiziert. Es exigtierten
mehrere Hypothesen bezlglich der Identitét und Funktion von CAP3. Die anerkannteste
Hypothese war, dass es sich um eine kurze Spleil3variante von Caspase-8 handeln wirde, die
den beiden kurzen SpleiRvarianten c-FLIPs und Caspase-10/c dhnelt (Medema et al., 19974a;
Sprick et al., 2002; Yang et al., 1998a). In dieser Arbeit wurde CAP3 as Intermediat der
Prozessierung von Procaspase-8 identifiziert und charakterisiert. Es entsteht initial bei der

6 und wird dann durch die

Autoprozessierung von Procaspase-8 durch Spaltung an Asp*t
Aktivitét teilweise bzw. vollstandig prozessierter Caspase-8 in die kiirzere Prodomane p26
weiterprozessiert.

Es sind zwel Procaspase-8 Isoformen bekannt, Procaspase-8/a und -8/b, die beide an den
DISC rekrutiert werden (Scaffidi et al., 1997). lhre Autoprozessierung erfolgt simultan von
p55/53 in p43/41 und anschlief3end in p26/24. In dieser Arbeit konnte ein Produkt identifiziert
werden, bei dem es sich sehr wahrscheinlich um CAP3/b handelt und welches die verléngerte
Prodoméne der Procaspase-8/b darstellt. Die Uberlappung mit p26 verhindert haufig die
Detektion dieser zweiten verlangerten Prodoméne. Aullerdem scheint das Verhdtnis von
CAP3/a zu CAP3/b Z€lltyp-abhangig zu variieren. In manchen Zelllinien ist CAP3/b kaum
detektierbar, wéhrend CAP3/a visuaisiert werden kann. Das deutet darauf hin, dass Caspase-
8/a und -8/b teillweise verschiedene Prozessierungskinetiken besitzen kénnten. Diese
Fragestellung konnte in weiteren Arbeiten gekléart werden.

CAP3 Prozessierung nech CD95- Stimulation erfolgt Gber eine schnelle Kinetik innerhalb von
Minuten Dies konnte in dieser Arbeit zum einen am endogenen DISC gezeigt werden und
zum anderen durch einen in-vitro-Caspase-8-Spaltungsassay. Im zuletzt genannten Assay
konnte CAP3 nur detektiert werden, wenn die Mutante D210A verwendet wurde und nicht bei
Verwendung der Wit-Procaspase8. Dass CAP3 nie im Caspase-8-Spaltungsassay zu
visualiseren war, wurde lange Zeit als Hauptargument fir die Hypothese verwendet, dass es
sich bei CAP3 eher um eine SpleilRvariante als um ein proteolytisches Spaltprodukt handelt.
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Es ist aber wahrscheinlich, dass sich die in vitro beobachtete Spaltungskinetik von der
Caspase-8-Prozessierung in vivo unterscheidet. Das wirde erkldren, warum es methodisch
nicht moéglich ist, die Prozessierung von CAP3 unter Verwendung der Wt-Procaspase-8 in
vitro nachzustellen. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass CAP3 in vivo im Zuge der
Procaspase-8-Autoprozessierung gebildet wird und anschlief3end mit sehr schneller Kinetik in
die nicht mehr weiter spaltbare Prodoméne p26 weiterprozessiert wird.

Weitere Erkenntnisse zum Mechanismus der CAP3-Generierung und Procaspase-8-
Prozessierung wurden durch Verwendung des Caspase-Inhibitors zZVAD-fmk erhalten. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von zZVAD-fmk die Generierung von
CAP3 nicht inhibiert, aber die Weiterprozessierung in die kirzere Prodomane p26 blockiert.
Diese Ergebnisse stimmen mit einer kirzlicherschienenen Publikation tber die Prozessierung
von Procaspase-8 Uberein, die ebenfalls zwei verschiedenen Substratspezifitéten von Caspase-
8 aufzeigt, zum enen die Procaspase-8-Aktivitdt und zum anderen die teilweise oder
vollstandig prozessierte Caspase-8 (Chang et al., 2003). Dieser Theorie folgend ist die
Procaspase-8-Dimer-Aktivitdt fur die Generierung von CAP3 urséchlich, wéhrend die
Substrataktivitat der prozessierten Caspase-8 fur die Weiterprozessierung von CAP3 in p26
verantwortlich ist. Interessanterweise erwies sich ZVAD-fmk als ein Werkzeug, um die beiden
Substratspezifitéten zu unterscheiden. Mittels Biotin-zZVAD-fmk konnte gezeigt werden, dass
die reife Caspase-8-Aktivitét auch bereits von p43/41, also der teillweise prozessierten
Caspase-8 ausgehen kann, nicht jedoch von der Procaspase-8 p55/53.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kann das folgende Modell fir die Aktivierung
von Procaspase-8 vorgeschlagen werden (Abbildung 111.19). Zuerst wird Procaspase-8 Uber
homophile Interaktionen der DEDs an FADD und dartiber an den CD95-Rezeptor rekrutiert.
In einer Reihe von in-vitro-Studien wurde gezeigt, dass eine Dimerbildung der Aktivierung
von Caspase-8 vorangeht (Boatright et al., 2003; Chang et al., 2003; Martin et al., 1998;
Muzio et al., 1998). Dabei kann ein aktives Procaspase-8 Dimer ein anderes Procaspase-8
Dimer prozessieren und aktivieren. Die Spaltung involviert die Spaltsequenzen an den Resten
Asp374, Asp384 und Aspzm,

Als Ergebnis der Spaltungen werden die Produkte p43, CAP3, pl8 und plO generiert.
Weiterhin bewirkt die mature Caspase-8-Aktivitét die Weiterprozessierung von CAP3 in die
Prodoméne p26, welche am DISC gebunden bleibt und wahrscheinlich wichtige
strukturbildende Funktionen tbernimmt. So wurde in Uberexpressions-Studien gezeigt, dass
die Prodoméanen von Caspase-8 ohne vorherige Stimulation des CD95-Rezeptors Apoptose
induzieren kénnen (Siegel et al., 1998). Die Uberexpression von DED-enthaltenden Proteinen
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wie FADD oder Prodomanen von Caspase-8 als GFP-Fusionsprotein resultierte in der
Bildung so genannter Todeseffektorfilamente (engl.: death effector filaments). An diese
Filamente wurden FADD und Procaspase-8 rekrutiert und letztere aktiviert. Da die
Prodoménen von Caspase-8 nach erfolgter Prozessierung am DISC gebunden bleiben, kann
vermutet werden, dass sich unterhalb des DISC Todeseffektorfilament-&hnliche Strukturen
ausbilden, welche als ,Plattformen’ dienen konnten, um weitere Procaspase-8 Molekille

effizient zu rekrutieren und prozessieren.

CAP3

FADD

\ 1 — zvAD-fmk

4
P43 p26

p55

Abb. 111.19 Modell der Procaspase-8-Aktivierung. (A) Bei Stimulation des DISC wird Procaspase-8 an
den DISC rekrutiert und bildet Dimere. Nach Dimer-Bildung erfolgt die Prozessierung und
Aktivierung der Procaspase-8. Ein Procaspase-8-Dimer kann ein anderes Dimer spalten und die
Spaltung erfolgt an den angegebenen Asp37, Asp34 und Asp216. Aus diesen Spaltungen resultieren
p43, CAP3, p18 und pl0. Die Aktivitat der gebildeten maturen Caspase-8 prozessiert im weiteren
CAP3 in die kurzere Prodoméne p26. Dieser Schritt kann durch den Caspase-Inhibitor zVAD-fmk
inhibiert werden.
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Um weitere Erkenntnisse beztglich der Funktion von CAP3 im DISC und der Procaspase-8
Prozessierung zu erhalten, wurden Caspase-8 defiziente JA3-Zellen sowie 293-Zellen, die
reduzierte Mengen an Caspase-8 exprimieren (Kataoka und Tschopp, 2004), mit Wi-
Procaspase-8 und den Mutanten D210A, D216A und D210A/D216A stabil transfiziert. Trotz
stabiler Expression konnte eine Prozessierung der Procaspase-8 nach CD95- Stimulationen in
diesen Zellen nicht erreicht werden. Auch nach transienter Transfektion wurde die
Procaspase-8 nicht prozessiert, was auf einen anderen Defekt in den verwendeten Zellen
hindeutet.

Um die funktionelle Rolle von CAP3 zu untersuchen und mit p26 zu vergleichen, wurden
BJAB-Zellen generiert, die die Prodomanen 1-210 (p26) und 1-216 (CAP3) stabil
exprimierten. In diesen Studien wurden keine Unterschiede in CD95-induzierter Apoptose fur
die beiden Prodomanen gefunden (Daten nicht gezeigt). Die DISC-Bildung erfolgt
vergleichbar in CAP3 und p26 exprimierenden BJABs (Daten nicht gezeigt). Wegen der
strukturellen Ahnlichkeit beider Prodoméanen wurde eine redundante Rolle in der CD95-
Signalleitung erwartet.

Eine detalllierte Analyse der Prozessierung und Aktivierung von Procaspase-8 am DISC ist
von zntraler Bedeutung, um die CD95-induzierte Apoptose zu verstehen In dieser Arbeit
wurde die Prozessierung der Procaspase-8 direkt am DISC untersucht, im Gegensatz zu den
bereits oben angesprochenen Studien, die die Prozessierung mittels kinstlich dimerisierter
Procaspase-8 artifiziell untersuchten. Dabel wurde CAP3 als intermedidres Spaltprodukt bei
der Prozesserung von Procaspase-8 identifiziert. Es ist essentiell, ale einzelnen
Prozessierungsschritte der Procaspase-8-Aktivierung zu kennen, um eventuell CD95-
induzierte Apoptose initial beeinflussen zu kénnen. Diese Beeinflussung kénnte zukinftig
Bedeutung fur die Entwicklung spezifischer Inhibitoren CD95-induzierter Apoptose haben,
die therapeutisch einsetzbar sind. Krankheiten, die mit einer Fehlregulation der CD95-
Signalleitung einhergehen snd zum Beispiel: Alzheimer Erkrankung, Diabetes mellitus,
rheumatoide Arthritis, Hodgkin-Lymphom und verschiedene Krebserkrankungen.
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2. c-FLIPg, ein neuer Regulator Todesrezeptor-induzierter Apoptose

Neben CAP3 wurde in dieser Arbeit ein weiteres DED-enthaltendes Protein identifiziert und
as FLIPr bezeichnet. C-FLIPr wurde bisher nur auf mRNA-Ebene identifiziert, eine
Identifizierung auf Proteinebene ist bislang nicht erfolgt (Djerbi et al., 2001). Nach
Uberexpression von c-FLIPg in einer murinen Zelllinie wurde eine inhibitorische Funktion
gefunden, die auch fir humane Krebszelllinien und primére humare T-Zellen bestétigt wurde
(Djerbi et al., 2001). In einer weiteren Arbeit, in der Lysate verschiedener humaner
Krebszelllinien auf die Anwesenheit von c-FLIP-1soformen hin untersucht wurden, konnte
ebenfalls eine weitere kleinere c-FLIP-Bande in SKW6.4-Zellen gezeigt werden (Scaffidi et
al., 1999). Diese Bande wurde wie auch in weiteren Studien immer als c-FLI1Ps bezeichnet,
reprasentiert aber wohl eher c-FLIPr (Scaffidi et al., 1999). Strukturell sind sich die beiden
kurzen ¢FLIP-Isoformen, ¢FLIPr und ¢FLIPs sehr dhnlich. Beide besitzen N-terminal 2
DEDs und unterscheiden sich nur in ihrem C-Terminus. Die C-terminalen Sequenzen werden
durch den Beginn des Introns 6 im Falle von c-FLIPr und durch den Beginn des Exons 7 im
Falle von c-FLIPs codiert. Deshalb war zu erwarten, dass die Affinitdten beider kurzen ¢
FLIP Isoformen zum DISC &hnlich sind, was durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden
konnte Nicht nur die Affinitéten zum DISC zeigten sich as vergleichbar, sondern auch die
Halbwertszeit und die inhibitorische Funktion bezliglich CD95-induzierter Apoptose. Da c-
FLIPr in den Zdllinien Raji und SKW6.4 as einzige kurze Isoform exprimiert wird und der
biochemische Vergleich beider Isoformen keine Unterschiede zeigt, ist es sehr
wahrscheinlich, dass beide Proteine funktionell redundant sind.

Diese Annahme wurde ebenfalls mit der Regulation beider kurzen ¢FLIP Isoformen in T-
Zéel-Stimulations- und TZR-Restimulations-Modellen bestétigt. Nach primérer Stimulation
wurden beide Isoformen an Tag 1 hochreguliert und an Tag 6 herunterreguliert, um die Zellen
bezliglich Aktivierungs-induziertem Zelltod zu sensitivieren Auch nach TZR/CD28-
Restimulation an Tag 6 wurden beide kurzen ¢FLIP Isoformen hochreguliert, um Resistenz

gegeniiber Aktivierungs-induziertem Zelltod zu erwirken.
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3. p22-FLIP aktiviert NFkB und inhibiert CD95-Signalleitung

Fir cFLIP-Proteine ist bekannt, dass sie nach Uberexpression NFkB aktivieren konnen (Hu

et al., 2000; Kataoka et al., 2000b; Kataoka und Tschopp, 2004). Trotzdem ist der exakte

Mechanismus bisher ungeklart. In dieser Arbeit konnte mechanistisch gezeigt werden, wie es

abhéngig von c-FLIP zur Aktivierung von NFkB kommen kann (Abbildung 111.20).

8/10

p22-FLIP

Caspase-8 v-FLIP-

l ahnlich

Apoptose NFkB Aktivierung
Abb. 111.20 Ubersicht tber die Funktionen von p22-FLIP. P22-FLIP wird im Cytosol durch die
Aktivitat der Procaspase-8 im Heterodimer mit c-FLIP generiert und weist dann eine hohe Homologie
zu v-FLIPs auf. P22-FLIP kann mit Hilfe der Tandem-DEDs an den DISC rekrutiert werden und dort
die Todesrezeptor-induzierte Apoptose blockieren. Gleichsam kann p22-FLIP an IKKg binden und
damit den IKK-Komplex aktivieren. Nach Autoaktivierung des IKK-Komplexes kann dieser IkB als
Inhibitor von NFkB phosphorylieren und damit fur die Degradation markieren. Nach Degradation
von kB wird NFkB freigesetzt und kann in den Zellkern translozieren. Dort erfolgt die Aktivierung
der Transkription entsprechender anti-apoptotischer Zielgene.

Es wurde gezeigt, dass fur die Aktivierung von NFkB durch c-FLIP eine vorherige Spaltung
von GFLIP in das N-terminade DED-enthaltene Fragment p22-FLIP erforderlich ist. P22-
FLIP kann durch Spaltung sowohl von ¢FLIP. als auch von ¢FLIPsr generiert werden.

Nach erfolgter Spaltung erwies sich p22-FLIP als starker Aktivator von NFKB durch direkte
Bindung an den IKK-Komplex bzw. IKKg. Zusétzlich zur Funktion der NFkB-AKktivierung
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kann p22-FLIP an den DISC rekrutiert werden und dort Todesrezeptor-vermittelte
Procaspase-8 Prozessierung und Aktivierung verhindern.

P22-FLIP wird im Cytosol vermutlich nach Bildung eines Heterodimers mit Procaspase-8
generiert. Die Moglichkeit der Heterodimerbildung beider Proteine wurde kurzlich
beschrieben (Boatright et al., 2004; Micheau et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde

gezeigt, dass Procaspase-8 (p55/p53) ¢FLIP an Aspt®®

gpalten kann. Diese Spaltung erfolgt
ohne vorherige Stimulationen eines Todesrezeptors, ohne DISC-Bildung und ohne vorherige
Prozessierung von Procaspase-8. I nteressanterweise wurde beobachtet, dass durch das aktive
Caspase-8 Heterotetramer die Generierung von p22-FLIP nicht erfolgen kann. Durch aktive
Caspase-8 erfolgt die Spaltung von ¢FLIP in p43-FLIP und den kurzen GTerminus pl2-
FLIP am DISC. Das zeigt, dass Procaspase-8 und prozessierte Caspase-8 unterschiedliche
Substratspezifitdten aufweisen, was mit einer Relhe von Beobachtungen anderer
Arbeitsgruppen tbereinstimmt (Chang et al., 2003).

Diese Daten unterstiitzen die bisher umstrittene Rolle von Procaspase-8 beziglich
Uberlebens-Signalleitung (Su et al., 2005). Ohne Stimulation eines Todesrezeptors erfolgt die
Spatung von c-FLIP in p22-FLIP, welches NFkB-Signaleitung als einen Uberlebens-
Signalweg induzieren kann. Auch die Inhibition der Procaspase-8-Aktivitét ist konsistent mit
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen. Es konnte gezeigt werden, dass p22-FLIP as finales
c-FLIP-Spaltprodukt fur die Aktivierung von NFkB verantwortlich ist. Dieses Ergebnis
widerspricht einem anderen Bericht, in welchem p43-FLIP als das NFkB-induzierende
Spaltprodukt beschrieben wurde (Kataoka und Tschopp, 2004). In dieser Arbeit konnte durch
Inhibition von Caspasen deutlich gezeigt werden, dass das Spaltprodukt p43-FLIP
weiterprozessiert werden muss, um NFKB zu aktivieren, wahrend sich p22-FLIP als insensitiv
bezlglich der Inkubation mit ZVAD-fmk zeigte. Damit ist p43-FLIP as Mediator der NFkB-
Aktivierung, wie von Kataoka und Tschopp beschrieben eher unwahrscheinlich. In der
Literatur ist beschrieben, dass p43-FLIP durch Wechselwirkung mit TRAF-2 und RIP in der
Lage ist, NFkB zu induzieren (Kataoka und Tschopp, 2004). Deshab wurde in
Uberexpressionsstudien untersucht, ob p22-FLIP an RIP binden kann, eine spezifische
Wechselwirkung konnte aber nicht gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Da aber eine
Bindung an IKKg erfolgt, ist anzunehmen, dass p22-FLIP direkt Uber den IKK-Komplex
NFkB aktiviert.

P22-FLIP hat eine sehr hohe strukturelle Homologie zu viralen FLIPs (v-FLIPs) wie z.B. zum
Kaposi-Sarkomtassoziierten Herpesvirus (Field et al.,, 2003). Diese v-FLIPs wurden

urspringlich als Inhibitoren Todesrezeptor- vermittelter Apoptose gefunden, erst spdter wurde
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die Funktion als Aktivator von NFKB beobachtet. Fir v-FLIPs wurde ebenfalls eine
Interaktion mit IKKg beschrieben (Field et al., 2003). Es wurde beschrieben, dass die Region
in IKKg, welche fur die Interaktion mit den vFLIP verantwortlich ist, die Aminosduren 173-
272 umfasst (Field et al., 2003). Aufgrund der hohen strukturellen Homologie von vFLIPs
und p22-FLIP ist es sehr wahrscheinlich, dass die Bindung von p22-FLIP an IKKg Uber
dieselben Motive erfolgt. Die exakte Wechselwirkung mit dem IKK-Komplex sollte in
zukunftigen Studien analysiert werden. Wahrscheinlich fuhrt die Bindung von p22-FLIP an
den IKK-Komplex zu einer konformationellen Anderung des Komplexes mit sich

anschlief3ender Autophosphorylierung und Autoaktivierung.

Es konnte gezeigt werden, dass p22-FLIP durch die Aktivitdt von Procaspase-8 in
verschiedenen Tumorzelllinien generiert wird. Dies erscheint als ein mdglicher Weg, um
konstitutiv NFkB zu aktivieren und damit Uberlebens-Signalwege zu kontrollieren. So konnte
z.B. fur klassische Hodgkin-Lymphome gezeigt werden, dass diese konstitutiv NFkB
aktivieren und zugleich erh6hte Mengen an c-FLIP exprimieren (Dutton et al., 2004).
Interessanterweise sind Hodgkin-Lymphome B-Zell-Lymphome und in der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die hochste Expression an p22-FLIP in Boe®-Zellen
detektiert wurde, die ebenfalls ein B-Zell- Lymphom darstellen. Zugleich besitzen diese Zellen
den Vortell, dass sie gegentiber Todesrezeptor-vermittelter Apoptose resistent sind und damit
leichter der Immunantwort gegen die entstehen Tumoren entkommen kénnen. Ein dhnlicher
Uberl ebens-M echanismus wurde fir KSHV-infizierte Lymphomzellen gefunden (Mattaet al.,
2003). Auch diese Zellen wiesen zum einen eine erhohte Resistenz gegentiber Todesrezeptor-
induzierter Apoptose und zum anderen eine konstitutive Aktivitdt von NFkB auf.

Sobald Zellen durch Todesliganden stimuliert werden, erfolgt eine Prozessierung der
Procaspase-8 in aktive Caspase-8 und die Generierung von p22-FLIP wird gestoppt (Daten
nicht gezeigt). Die Prozessierung der Procaspase-8 erfolgt im DISC zusammen mit der
Spaltung von ¢FLIP in p43-FLIP und pl2-FLIP, und eine Aktivierung von NFKB unter
diesen Bedingungen ist nicht mehr nétig. Somit stellt p22-FLIP mdglicherweise eine
entscheidende Stellgrof3e zwischen Leben und Tod dar. Der aufgezeigte Mechanismus bietet
evtl. therapeutische Angriffspunkte fir die Behandlung bestimmter Tumorarten wie z.B.

Hodgkin-Lymphome.
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4. DED-enthaltende Proteine regulieren Leben und Tod

DED-enthaltende Proteine sind eine Klasse von Proteinen die in Zellen Leben und Tod
kontrollieren und wie z.B. c-Myc und Ras sind sie Teil einer steigenden Anzahl von
Proteinen, die in mehr as nur einem Signaweg interagieren. Das zeigt, dass Modelle
biochemischer Signalwege, die jewells nur eine Funktion dieser Proteine darstellen, veraltetet
sind. Die Signalwege, die zelluldres Uberleben und Zelltod regulieren, sind stark miteinander
vernetzt. Deshalb haben Veranderungen in Proteinen wie FADD, cFLIP oder Caspase-8
parallele Effekte sowohl beziiglich Proliferation als auch der Apoptose. Von daher ist eine
Betrachtung der Gesamtmenge dieser Proteine, ihrer subzelluldren Lokalisation sowie der
Regulation ihrer Funktion z.B. durch Inhibitoren fir ene kontrollierte Regulation
unabdingbar.

So wére es z.B. fur eine sich nicht teilende, terminal differenzierte Zellen vorteilhaft, Todes-
Signalwege zu inhibieren nachdem die Proliferatiorsphase beendet ist. Dagegen kdnnte es fir
sich schnell teilende Zellen mit einer nattirlichen Tendenz zur malignen Transformation von
Vorteil sein, wenn ihre Todessignalwege stabil sind. Deshalb haben Tibbets et al. das Modell
der DED-Protein-Familie propagiert, die as eine Art , Zellerneuerungs-Kontrol [punkt’ sowohl
Proliferation als auch Zelltod co-regulieren konnen (Tibbetts et al., 2003) (Abbildung 111.21).

Schnell differenzierende
'y Zelle, z.B. Stammzelle

”. Terminal differenzierte
. . Zelle: z.B. Neuron

Vorlaufer-
Zelle

Relativer Anteil DED-
enthaltender Proteine

Y

Differenzierung

Abb. 111.21 Kontrolle des Zellerneuerungs-Kontrollpunktes. Die relative Menge DED-enthaltender
Proteine, ihre subzelluldre Lokalisation und die Regulation ihrer Funktionen variieren mit dem Status
der zellularen Differenzierung. Sich schnell teilende undifferenzierte Zellen besitzen die héchste
Konzentration DED-enthaltender Proteine, wahrend nicht proliferierende, terminal differenzierte
Zellen eine geringere und genau kontrollierte Menge an DED-enthaltenden Proteinen besitzen (nach
Tibbetts et al., 2003).
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Im Allgemeinen wird der Prozess der Zellerneuerung als eine Balance zwischen Proliferation
und Zelltod angesehen. Wenn man sich die Zellerneuerung aber als eine Verschiebung des
Z€llerneuerungs-Kontrollpunktes vorstellt, also Uber die relative Menge von Proteinen und
ihrer zellularen Lokalisation, erhdt man ene andere Art von Regulation. Eine solche
Regulation erklart auf einfache Weise die Umwandlung sich schnell teilender, Apoptose-
sensitiver Zellen in differenzierte, Apoptose-resistente Zellen wie z.B. reife termind
differenzierte Zellen, die aus Progenitor-Zellen oder Stamm:-Zellen hervorgegangen sind.
Genau an dieser Schnittstelle der Entscheidung stehen die DED-enthaltenden Proteine.
Deshalb wurden Mutationen und Fehlregulationen von DED-enthaltenden Proteinen als
Ursachen in einer Reihe von Erkrankungen identifiziert. Die Fehlregulation von DED-
enthaltenden Proteinen fuhrt zu Lymphoproliferation, Autoimmunitét, Immundefizienz sowie
neuronaler Degradation. Auch die extensive Nutzung DED-enthaltender Proteine durch Viren
zeigt ihre zentrale Rolle als Scheidepunkt zwischen zellulérem Leben und Tod. Deshalb sind
die DED-enthaltenden Proteine wichtige Angriffspunkte pharmazeutischer Intervention. Um
in die komplexe Regulation der DED-enthaltenden Proteine eingreifen zu konnen ist ein
molekulares Verstandnis ihrer Funktionsweise und ihrer Wechselwir kungen in verschiedenen
Signalwegen unabdingbar.

Diese Arbeit deutet die komplexe Wirkungsweise DED-enthaltender Proteine an und
zusammen mit zukdnftigen Untersuchungen sollte die Wirkungsweise dieser Proteine in
biochemischen Details aufgeklart werden. Diese Studie zeigt auf, wie ahnlich Uberlebens-
und Todesprozesse auf zellularer Ebene beieinander liegen und wie die beiden Prozesse, die
lange fUr Zeit ds sehr unterschiedlich geglaubt wurden, auf molekularer Ebene durch die

gleichen Molekile reguliert werden kénnen.
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2. Abklrzungen

2D zweidimensional

Abb. Abbildung

AICD Aktivierungs-induzierter Zelltod (engl.: activation induced cell death)

AIDS Erworbenes Immunschwéche Syndrom (engl: acquired
immunodeficiency syndrom)

Ak Antikorper

ALPS Autoimmun-Lymphoproliferatives Syndrom

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

ASK1 Engl.: apoptosis signaling kinase 1

Asp Aspartat

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumine)

BZR B-Zell-Rezeptor (engl.: B cell receptor)

c-FLIP Engl.: cellular FLICE-inhibitory protein

CAP Engl.: cytotoxicity dependent APO-1-associated protein

CD Engl.: cluster of differentiation

cDNA komplementéare Desoxyribonukleinsédure

CHX Cycloheximid

DC Dendritische Zellen

DD Todesdomane (engl.: death domain)

DED Todeseffektordomane (engl.: death effector domain)

DISC Tod-induzierender Signalkomplex (engl.: death-inducing signaling
complex)

DN Dominant negativ

DNA Desoxyribonukleinséaure

DR Todesrezeptor (engl.: death receptor)

DTT Dithiotreitol

ECL Engl.: enhanced chemiluminescence

ESFMS Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
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FADD Engl.: Fas-associated death domain protein
FADD-DN FADD-dominant negativ

FCS Fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)
FSC/SSC Engl.: Forward Scatter, sideward scatter
FLICE Engl.: FADD-like ICE

GFP Grun fluoreszierendes Protein

h Stunde

HRP Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish peroxidase)
IAP Engl.: Inhibitor of apoptosis

ICE Engl.: Interleukin-113 converting enzyme

IEF Isoelektrische Fokussierung

IgG Immunglobulin der Klasse G

IgGH schwere Kette eines Immunglobulins der Klasse G
kB Inhibitor von NFkB

IKK IkB-Kinase

IL Interleukin

P Immunpréazipitation

JNK c-Jun N-terminale Kinase

kD Kilodalton

KSHV Kaposi-Sarkom-assoziiertes Herpesvirus

LZ Engl.: Leucin-Zipper

mAK Monoklonaler Antikorper

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MEKK1 MAPK/ERK Kinase Kinase 1

MRNA Boten Ribonukleinséure

MW Mittelwert

min Minute

NFkB Nukle&rer Faktor kB

NGF Nervenwachstumsfaktor

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PHA Phytohamagglutinin




V. Anhang 135
pl isoelektrischer Punkt

RACE Engl.: rapid amplification of cDNA ends

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription - Polymerase-Kettenreaktion
SDS Natriumdodecylsulfat

S Sekunde

TEMED Tetramethylethylendiamin

TNF Tumor Nekrose Faktor

TNF-R Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor

TRAIL Engl.: TNF-related apoptosis-inducing ligand

TZR T-Zell-Rezeptor (engl.: T cell receptor)

U Engl.: Unit, Einheit

0.N. uber Nacht

uv Ultraviolett

Vv Volt

v-FLIP Engl.: viral FLICE-inhibitory protein

wB Engl.: Western Blot

Wt Wildtyp

Wenn nicht im Abkurzungsverzeichnis vorhanden, wurde fr die Bezeichnung von

Aminosduren der Ein- Buchstabencode verwendet.
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