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Zusammenfassung

Apoptose, programmierter Zelltod, tritt im Verlauf der normalen Entwicklung und als
Reaktion auf verschiedene physiologische oder pathophysiologische Stimuli auf. Im
Immunsystem nimmt Apoptose bei der Erhaltung der Zellhomdostase eine zentrale
Stellung ein. Im Verlauf der T-Zellentwicklung ist Apoptose ein wichtiger Mechanismus
zur Beseitigung von selbstreaktiven T-Zellen im Thymus. Dieser Prozess wird negative
Selektion genannt und stellt die Selbsttoleranz der T-Zellpopulation sicher. Fehler bei
der Apotoseregulation verursachen eine abnormale Zellentwicklung und férdern die
Entstehung von Krebs, Immundefizienzen und Autoimmunerkrankungen.

Molekular ist Apoptose unter anderem durch die Aktivierung von spezifischen Proteasen,
den Caspasen, gekennzeichnet. Allerdings zeigte sich in den letzten Jahren, dass der
programmierte Zelltod auch ohne die Beteiligung von Caspasen auftritt und andere
Proteasen die Exekution des Zelltodes Ubernehmen kdnnen. Da bislang unklar ist,
inwieweit die negative Selektion im Thymus unter Beteiligung von Caspasen ablauft,
wurde in dieser Arbeit der aktivierungsinduzierte Zelltod in Thymozyten auf dessen
Caspaseabhangigkeit hin untersucht. Dazu wurde die thymischen Lymphomzelllinie D
als Modell etabliert. Mit Hilfe dieser Zelllinie konnte gezeigt werden, dass Zelltod nach
Stimulation des T-Zellrezeptor (TZR)-Signalweges in Abwesenheit von Caspaseaktivitat
durch die lysosomale Protease Cathepsin B vermittelt wird. Dieser aktivierungsinduzierte
Caspase-unabhangige Zelltod wies charakteristische Kennzeichen der Apoptose auf. Im
Verlauf des aktivierungsinduzierten Zelltodes wurden die friilhe Permeabilisierung der
Lysosomen und die Freisetzung von Cathepsin B ins Zytosol beobachtet. Eine
physiologische Relevanz dieses Caspase-unabhangigen Zelltodes wurde in primaren
murinen Thymozyten gezeigt. Im Vergleich der verschiedenen thymischen
T-Zellpopulationen wurde eine deutliche Hochregulation der Cathepsin B-mRNA in
doppelt-positiven  CD4'CD8*-Thymoyzten nachgewiesen. Darliber hinaus war
Cathepsin B am TZR-induzierten Zelltod in DP-Thymozyten beteiligt.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zeigen einen alternativen, bis dahin
unbekannten Todessignalweg in Thymozyten, der mdglicherweise eine Bedeutung bei
der negativen Selektion im Thymus hat. Diese Arbeit tragt zum molekularen Verstandnis
der negativen Selektion bei und kann helfen zu verstehen, wie Thymozyten zwischen

LSelbst und ,Nicht-Selbst* unterscheiden.
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Abstract

Apoptosis occurs as part of normal development and in response to a variety of
physiological and pathophysiological stimuli. Especially in the immune system, apoptosis
plays a central role in cell homeostasis and is an important mechanism for deletion of
self-reactive T cells. This process in the thymus is called negative selection and ensures
self-tolerance of the T cell repertoire. Deregulation of apoptosis promotes abnormal cell
proliferation, development of autoimmune diseases and immune deficiencies as well as
tumor growth.

On the molecular level apoptosis is defined by activation of specific proteases, the
caspases. However, recent findings of caspase-independent programmed cell death
mechanisms have opened new perspectives on the biology of cell demise and
suggested that other proteases are also pivotally involved.

The caspase-dependency of negative selection is controversially discussed. Therefore
this work focuses on the identification of caspase-independent cell death mechanisms in
thymocytes. For this purpose the thymic lymphoma cell line D was used as a model for
cell death of thymocytes. The data presented here show that activation-induced cell
death in this cell line can use a caspase-independent pathway which is mediated by the
lysosomal protease cathepsin B. This caspase-independent cell death shows hallmarks
of apoptosis. Lysosomal membrane permeabilisation is observed early after stimulation
and is accompanied by the release of cathepsin B into the cytosol. Furthermore, primary
murine double-positive CD4*CD8"-thymocytes show the highest expression of cathepsin
B mRNA compared to the other thymocytes subsets. Importantly, DP thymocytes die
partially in a cathepsin B-dependent fashion after T cell receptor (TCR) stimulation.
Thus, this work identifies a new cell death pathway in thymocytes which might have an
essential functional relevance in negative thymic selection. This knowledge contributes

to the molecular understanding of negative selection.
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1  Einleitung

1.1 Apoptose — Der programmierte Zelltod

Die Existenz mehrzelliger Organismen ist ohne Tod nicht denkbar. Im Organismus
herrscht auf zellularer Ebene ein Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelltod,
welches Entwicklung, Wachstum und Differenzierung ermoglicht. Somit spielt der Zelltod
eine bedeutende Rolle bei der Ontogenese und der Gewebehomdostase mehrzelliger
Organismen (Los et al., 1999; Vaux und Korsmeyer, 1999). Galenus Galen beschrieb
schon im zweiten Jahrhundert n. Chr. die Regression larvaler und foétaler Strukturen im
Verlauf der Ontogenese (Barclay et al., 1944; Clarke und Clarke, 1996) und bereits 1842
erkannte Carl Vogt, dass Zellen einen ,programmierten Zelltod sterben kdnnen (Vogt,
1842). Anknipfend an Untersuchungen des Embryologen Glicksmann Uber sterbende
Embryonalzellen (Glucksmann, 1965) formulierten Kerr, Wyllie und Currie erstmals das
Konzept eines ,programmierten” Zelltodes und pragten hierfir den Begriff Apoptose
(griech.: das Herabfallen) (Kerr et al., 1972).

Die Apoptose ist ein streng regulierter zellularer Prozess, in dessen Verlauf katabolische
Enzyme wie Proteasen und Nukleasen aktiviert werden. Ein Kennzeichen der Apoptose
sind morphologische Veranderungen: Die Zelle schrumpft, und das Chromatin
kondensiert in der Peripherie des Zellkerns. Bei den meisten Formen der Apoptose wird
die Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid, DNA) in den kondensierten
Chromosomen durch spezielle Endonukleasen abgebaut. Diese DNA-Degradierung
stellt sich nach einer Elektrophorese als charakteristische ,DNA-Leiter* dar (Wyllie et al.,
1980), die durch internukleosomale Spaltung der DNA in ca. 200 Basenpaar (bp)-lange
DNA-Fragmente bzw. ganzzahlige Vielfache davon entsteht. Eine friihe morphologische
Veranderung der Zelle ist die Ausstllpung der Zellmembran (Zeiose), die durch den
Verlust der Membranstabilitdt ausgelést wird. In  Folge dessen werden
membranumschlossene Teile der Zelle abgeschnirt, die als apoptotische Kdrperchen
bezeichnet werden. Parallel dazu verliert die Zellmembran ihre Asymmetrie, was sich als

Exposition von Lipiden des inneren Membranblattes, wie zum Beispiel Phosphatidylserin
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(PS), auf der Zelloberflache darstellt. Die apoptotischen Kérperchen werden innerhalb
weniger Stunden von phagozytierenden Zellen erkannt, aufgenommen und abgebaut, so
dass eine Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile durch den fortschreitenden Zerfall
der sterbenden Zelle verhindert wird. Dadurch werden keine Entziindungsreaktionen
hervorgerufen (Savill et al., 1993). Im Gegensatz dazu steht der als Nekrose
bezeichnete unregulierte Zelltod, der von einer entzindlichen Immunantwort und der
Zerstorung des Gewebes begleitet wird (Kerr et al., 1972; Okada und Mak, 2004).
Obwohl sich Apoptose und Nekrose in ihrem Ablauf voneinander unterscheiden, gibt es
Hinweise darauf, dass beide Prozesse miteinander verkniipft sein kdnnen. So kann die
Blockade der apoptotischen Signalkaskade in bestimmten Fallen zum nekrotischen
Zelltod fahren (Vercammen et al., 1998).

Apoptose kann Uber zwei grundlegend unterschiedliche Wege ausgeldst werden, den

extrinsischen und den intrinsischen Signalweg.

1.1.1 Der extrinsische Signalweg

Der extrinsische Signalweg wird durch die Aktivierung von Todesrezeptoren initiiert,
indem diese ihre extrazellularen Liganden binden (Bhardwaj und Aggarwal, 2003;
Bodmer et al., 2002; Locksley et al., 2001; Peter et al., 1998). Diese rezeptorvermittelte
Induktion von Apoptose ist fir die Entwicklung, Differenzierung und Homdostase des
Immunsystems von entscheidender Bedeutung und bildet eine Grundlage fir die

Effektorfunktion zytotoxischer Lymphozyten (Krammer, 2000; Krammer et al., 1994).

Mit der Entdeckung des CD-Proteins (engl.: cluster of differentiation) CD95 (APO-1/Fas)
wurde erstmals ein Apoptose-induzierendes Oberflachenmolekiil beschrieben (ltoh et
al., 1991; Oehm et al., 1992; Trauth et al., 1989; Yonehara et al., 1989). CD95 ist ein
differentiell glykosyliertes Typ-I-Transmembranprotein mit einer molekularen Masse von
42-52 kDa und wird in den meisten Saugetiergeweben exprimiert (Leithauser et al.,
1993; Watanabe-Fukunaga et al.,, 1992b). Es gehort zur TNF/NGF-Rezeptor-
Superfamilie (engl.: tumor necrosis factor, TNF; nerve growth factor, NGF), deren
Mitglieder eine Vielzahl von biologischen Prozessen wie Differenzierung, Aktivierung,

Proliferation und Apoptose von Zellen steuern (Locksley et al., 2001). Eine Unterfamilie
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bilden die Todesrezeptoren, welche Apoptose auslésen (Bhardwaj und Aggarwal, 2003;
Bodmer et al., 2002; Peter et al., 1998). Derzeit sind sechs Todesrezeptoren bekannt:
TNF-R1 (CD120a), CD95 (APO-1/Fas), DR3 (APO-3/LARD/TRAMP/WSL1), TRAIL-R1
(APO-2/DR4), TRAIL-R2 (DR5, KILLER, TRICK2) und DR6 (Ashkenazi und Dixit, 1999;
French und Tschopp, 2003; Schulze-Osthoff et al., 1998; Zola et al., 2005). Die
Todesrezeptoren besitzen zwei bis vier extrazellulare, cysteinreiche Motive und eine
intrazellulare, ungefahr 80 Aminosauren lange Todesdomane (engl.: death domain, DD),
welche fur die stimulationsabhangige Induktion der Apoptose essentiell ist (ltoh und
Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993). Darlber hinaus wurden bis heute vier
Scheinrezeptoren (engl.: decoy receptors, DcR) gefunden: DcR3, TRAIL-R3
(DcR1/CD263), TRAIL-R4 (DcR2/CD264) und Osteoprotegrin (OPG). Sie induzieren
keine Apoptose und verhindern die Aktivierung der Todesrezeptoren, indem sie die
Liganden kompetitiv binden (Sheridan et al., 1997). Die Aktivierung der Todesrezeptoren
erfolgt durch Bindung eines spezifischen extrazellularen Liganden. In vitro kbnnen CD95
und TNF-R1 auch durch agonistische Antikdrper stimuliert werden (Trauth et al., 1989;
Yonehara et al., 1989).

Wie die Todesrezeptoren gehéren auch deren Liganden, mit Ausnahme von NGF, zur
TNF-Familie. Die Interaktionen zwischen den Mitgliedern der TNF/NGF-Rezeptorfamilie
und ihren Liganden sind teilweise redundant. Der CD95 Ligand (CD95L,
CD178/APO-1L, FaslL) ist ein glykosyliertes Typ-ll-Transmembranprotein mit einer
molekularen Masse von 40 kDa (Suda et al., 1993; Takahashi et al., 1994b; Yu et al.,
1999). Anders als CD95, das ubiquitar exprimiert wird, ist die CD95L-Expression auf
aktivierte T-, B- und NK-Zellen (natirliche Killerzellen) sowie auf einige
immunprivilegierte, nicht-lymphoide Organe wie die vordere Augenkammer (Griffith et
al., 1995) und die Hoden (Yu et al., 1999) beschrankt. Des Weiteren wurde die
Expression von CD95L in verschiedenen neoplastischen Zellen gezeigt (Hahne et al.,
1996; Strand et al., 1996). Neben der membransténdigen ist auch eine I6sliche Form
von CD95L beschrieben, die von einer Metalloprotease durch Spaltung generiert wird
(Kayagaki et al., 1995; Mariani et al., 1995; Tanaka et al., 1998).

10
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Abbildung 1.1: Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird durch die Aktivierung von
Todesrezeptoren initiiert

Eine schematische Darstellung der molekularen Prozesse im Verlauf der Todesrezeptor-vermittelten
Apoptose ist exemplarisch fiir den Todesrezeptor CD95 gezeigt. Einzelheiten siehe 1.1.1.

Aktivierung

Die Stimulation von CD95 fihrt innerhalb von Sekunden zur Ausbildung eines
hochmolekularen Multiproteinkomplexes, des Tod-induzierenden Signalkomplexes
(engl.: death-inducing signaling complex, DISC). Der CD95-DISC setzt sich zusammen
aus oligomerisierten (wahrscheinlich trimerisierten) CD95-Molekllen, dem Adapter-

molekil FADD (engl.: Fas-associated death domain-containing protein) und den beiden

11
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Spleilvarianten Procaspase-8a und Procaspase-8b (siehe Abbildung 1.1). Zusatzlich
kann der CD95-DISC Procaspase-10 und das zellulare FLIP-Protein (engl.: cellular
FLICE inhibitory protein, c-FLIP) enthalten. In diesem Multiproteinkomplex werden die
assoziierten Caspasen autoproteolytisch aktiviert und l6sen im Zytosol eine
Caspasekaskade aus, die zur Spaltung zellularer Substrate flihrt und somit den Tod der
Zelle einleitet (Krammer, 2000; Medema et al., 1997; Muzio et al., 1998; Peter und
Krammer, 2003; Yang et al., 1998).

Bei der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose kdnnen die Mitochondrien zur Verstarkung
des apoptotischen Signals dienen (siehe 1.1.2 und Abbildung 1.1). Dies geschieht durch
eine Caspase-8-vermittelte Spaltung des pro-apoptotischen Mitglieds der Bcl-2-Familie
(engl.: B-cell lymphoma 2) Bid (engl.: BH3 interacting domain death agonist), die zur
Bildung des 15 kDa groRRen Spaltproduktes tBid fiihrt. Dieses Spaltprodukt transloziert
an die Mitochondrien und 16st die Aggregation der pro-apoptotischen
Bcl-2-Familienmitglieder Bax und Bak aus (siehe 1.1.2). Die Folge ist der Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials und die Freisetzung von Cytochrom c (Gross et al.,
1999b; Korsmeyer et al., 2000; Luo et al., 1998). Dieser Prozess |0st letztendlich die

Aktivierung von Caspase-9 aus und initiiert somit eine Caspasekaskade.

1.1.2 Der intrinsische Signalweg

Der intrinsische Signalweg wird durch intra- oder extrazellulare Stimuli, wie zum Beispiel
oxidativen Stress, mutagene Strahlung, DNA-Schaden oder Entzug von Zytokinen
aktiviert (Erlacher et al., 2005; Takahashi et al., 2004). Ein zentraler Regulator des
intrinsischen Signalweges ist das Mitochondrium (siehe Abbildung 1.2). Die Aktivierung
des intrinsischen Signalweges flhrt tUber eine Permeabilisierung der Mitochondrien und
der darauf folgenden Aktivierung von Caspasen zum Tod der Zelle (Ferri und Kroemer,
2001; Kroemer et al., 2007).

Die Permeabilisierung der Mitochondrien wird durch die Proteine der Bcl-2-Familie
reguliert. Die Bcl-2-Familiemitglieder sind somit Schlisselmolekiile im Verlauf des
intrinsischen Signalweges. Der Namensgeber dieser Proteinfamilie ist das Onkogen
bcl-2, das in Folge einer chromosomalen Translokation von vielen B-Zell-Lymphomen

Uberexprimiert wird (Tsujimoto et al., 1985). Die Uberexpression von Bcl-2 schiitzt diese
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Zellen vor Apoptose (Hockenbery et al.,, 1990; Vaux et al, 1988). Die
Bcl-2-Proteinfamilie umfasst pro-apoptotische (Bak, Bak, Bok/MTD, Bcl-xs, Bad, Bid,
Bik/NBK, Hrk/DP5, Bim/bod, NIP3, Nix, NOXA, PUMA, Bmf) und anti-apoptotische
Proteine (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, Bcl2A1/Bfl-1, BOO/DIVA, NR-13) (Gross et al.,
1999a; Strasser, 2005; Vander Heiden et al., 1997). Gemeinsames Kennzeichen aller
Bcl-2-Familienmitglieder ist das Bcl-2-Homologiemotiv (engl.: Bcl-2 homology, BH), das
fur die Proteinstruktur und die Funktion wichtig ist (Gross et al., 1999a). Alle bisher
bekannten anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine besitzen vier BH-Motive (BH1-BH4). Die
Bedeutung der anti-apoptotischen Proteine wird in Deletionsexperimenten mit Mausen
deutlich. So sind Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-w, Bcl-2A1 und Mcl-1 fur das Uberleben
verschiedener Zelltypen notwendig, wie zum Beispiel reifer B- und T-Zellen und
erythroider Vorlauferzellen (Motoyama et al., 1995; Nakayama et al., 1993; Opferman et
al., 2003; Print et al., 1998; Veis et al., 1993b; Xiang et al., 2001).

Die pro-apoptotischen Mitglieder unterteilen sich in Proteine, denen ein oder mehrere
BH-Motive fehlen (wie Bax, Bak und Bok) und solche Proteine, die nur Uber das dritte
BH-Motiv verfligen (engl.: BH3-only-Proteine) wie Bid, Bim, Bik/NBK, Hrk/DP-5, Bmf,
NOXA und PUMA. Bax und Bak sind fiir den intrinsischen Signalweg unerlasslich, da
Zellen, in denen sowohl Bax als auch Bak deletiert wurde, resistent gegen verschiedene
Apoptose-auslésende Stimuli sind (Lindsten et al., 2000; Wei et al., 2001). Die
BH3-only-Proteine wirken als Sensoren flir apoptotische Stimuli und stehen in der
Signalleitung oberhalb der Bax/Bak-ahnlichen Proteine (Chao und Korsmeyer, 1998;
Cheng et al., 2001; Zong et al., 2001). Sie aktivieren den mitochondrialen Signalweg
zum einen durch die Inaktivierung anti-apoptotischer Bcl-2-Familienmitglieder wie Bcl-2
und Bcl-x_ und zum anderen durch die Aktivierung pro-apoptotischer Proteine wie Bax
und Bak (siehe Abbildung 1.2). Die Regulation der pro-apoptotischen Aktivitat der
BH3-only-Proteine ist komplex und kann auf Transkriptionsebene oder durch
posttranslationale Proteinmodifikationen erfolgen. Die Transkription von NOXA (engl.:
NADPH oxidase activator) und PUMA (engl.: p53-up-regulated modulator of apoptosis)
kann zum Beispiel nach DNA-Schadigung durch den Tumorsupressor p53 induziert
werden (Nakano und Vousden, 2001; Oda et al., 2000). Posttranslationale
Proteinmodifikationen sind fur das BH3-only-Protein Bim (engl.: Bcl-2—-interacting
mediator of cell death) gezeigt, dessen Aktivitdt und Stabilitdt von seinem
Phosphorylierungsstatus abhangt (Lei und Davis, 2003; Ley et al., 2003). Sowohl anti-

als auch pro-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder sind fiir eine normale Entwicklung
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und die zellulare Homoostase im Immunsystem und anderen Geweben unerlasslich.
Das Verhaltnis von anti-apoptotischen zu pro-apoptotischen Proteinen ist dabei

ausschlaggebend fiir die Apoptosesensitivitat einer Zelle.

1.1.3 Die Rolle der Mitochondrien bei der Apoptose

Die Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle in der Apoptose, da viele Apoptosestimuli
direkt oder indirekt auf sie einwirken (Kroemer et al.,, 2007). Das mitochondriale
Transmembranpotential sinkt im Verlauf der Apoptose ab, noch bevor die DNA
kondensiert und anschlielend fragmentiert wird (Petit et al., 1995; Zamzami et al.,
1995). Die Permeabilisierung der aufieren Mitochondrienmembran (engl.: mitochondrial
outer membrane permeabilization, MOMP) definiert den Punkt der unumkehrbaren
Apoptoseinduktion (Perfettini et al., 2005). Der genaue Mechanismus von MOMP ist
noch unklar, jedoch spielen Bcl-2-Proteine eine entscheidende Rolle. Ein Modell geht
von einer Porenbildung in der &uferen mitochondrialen Membran durch die
pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak aus. Basierend auf diesem Modell kbnnen Bax
und Bak durch die BH3-only-Proteine Bid und Bim aktiviert werden. Infolgedessen
translozieren Bax und Bak an die Mitochondrien, oligomerisieren zu einem
hochmolekularen Komplex und integrieren in die aulere Mitochondrienmembran, was
die Auslésung von MOMP zur Folge hat (Cory und Adams, 2002; Danial und Korsmeyer,
2004; Strasser et al., 2000). Ein anderes Modell postuliert eine Permeabilitatstransition
(PT). Dieser Prozess ist gekennzeichnet durch das Offnen von Poren in der inneren
Mitochondrienmembran (Bernardi et al., 1998). Die Poren erlauben einen Durchtritt von
Molekilen bis zu einem Molekulargewicht von etwa 1,5 kDa. Die Zusammensetzung der
PT-Poren ist nicht vollstandig bekannt, jedoch sind Cyclophilin D, der Adeninnukleotid-
Translokator ANT sowie der spannungsabhangige Anionenkanal VDAC (engl.:
voltage-dependent anion channel) als Bestandteile der PT-Poren beschrieben worden.
Die pro-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder Bax und Bak kénnen das Offnen der
PT-Poren beglinstigen (Green und Kroemer, 2004; Kroemer et al., 2007; Marzo et al.,
1998a; Marzo et al., 1998b), wahrend die anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine die Bildung
der PT-Poren verhindern (Kroemer et al., 1997; Petit et al., 1996; Yang et al., 1997). Das

Offnen der PT-Poren fiihrt zu einem Ausstrom von Cytochrom ¢ und nachfolgender
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Apoptose, wahrend die pharmakologische Inhibition der PT-Porendéffnung den
Cytochrom c-Ausstrom verhindert und auf diese Weise Apoptose blockiert (Loeffler und
Kroemer, 2000). Ein neueres Modell geht davon aus, dass das Offnen von Kanélen in
der inneren Mitochondrienmembran durch reaktive Sauerstoffradikale (engl.: reactive
oxygen species, ROS) oder durch den Einstrom von Kalzium-lonen verursacht wird
(Green, 2005; Henry-Mowatt et al.,, 2004; Marzo et al., 1998b). Als Quelle reaktiver
Sauerstoffradikale werden die Mitochondrien diskutiert, die bei der Inhibition des
Elektronentransfers innerhalb der Atmungskette Superoxid-Radikale freisetzen (Cai und
Jones, 1998; Newmeyer und Ferguson-Miller, 2003). Gleichzeitig sind die Mitochondrien
Zielorganellen fur die schadigenden Effekte von ROS (Ott et al., 2007). So kénnen
beispielsweise mitochondriale Lipide durch Peroxidation geschadigt werden und so den
Metabolismus der Mitochondrien beeinflussen.

Der Ausstrom von Cytochrom c ins Zytosol ist ein nahezu universelles Charakteristikum
der mitochondrialen Apoptoseinduktion und tragt zur Caspaseaktivierung bei (siehe
Abbildung 1.2). Freigesetztes Cytochrom c bindet an das Adaptormolekul Apaf-1 (engl.:
apoptotic protease activating factor-1). Dadurch wird eine Konformationséanderung von
Apaf-1 verursacht und die Bindung von Procaspase-9 ermdglicht. Die Assoziation von
Procaspase-9 mit Apaf-1 wird dber die in beiden Molekilen vorhandenen
Caspase-Rekrutierungsdomanen (engl.: caspase recruitment domain, CARD) unter
Verbrauch von ATP vermittelt (Li et al., 1997; Qin et al.,, 1999). Der Komplex aus
Cytochrom ¢, Apaf-1 und Procaspase-9 wird Apoptosom genannt und besitzt eine
Masse von 700 kDa bis 1,4 MDa (Cain et al., 2000; Zou et al., 1999). Die Bindung von
Procaspase-9 an Apaf-1 bewirkt die autokatalytische Aktivierung von Caspase-9
(Srinivasula et al., 1998) und fuhrt zur Aktivierung von Effektorcaspasen wie Caspase-3.
Neuere Studien zeigen, dass Apaf-1 auch (ber einen Apoptosom-unabhangigen
Mechanismus Apoptose induzieren kann (Hao et al., 2005).

Neben Cytochrom ¢ werden weitere pro-apoptotische Faktoren aus den Mitochondrien
apoptotischer Zellen ins Zytosol entlassen (van Loo et al., 2002a). Zu diesen Faktoren
gehdren AIF (engl.: apoptosis-inducing factor) und die Endonuklease G (EndoG), die in
den Kern translozieren und dort die Kondensation und die Spaltung der DNA in 50 kb
grol’e Fragmente induzieren (Cheung et al., 2006; Li et al., 2001; Parrish et al., 2001;
Susin et al., 1999; Susin et al., 1997). Die pro-apoptotische Funktion von AIF wird jedoch
kontrovers diskutiert. Zusatzlich werden aus dem mitochondrialen Intermembranraum

die Serinprotease HtrA2/Omi (engl.: high temperature requirement protein A2) sowie
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SMAC/DIABLO (engl.: second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP-
binding protein with low pl) freigesetzt. Sowohl HtrA2/Omi als auch SMAC/DIABLO
binden an endogene Caspaseinhibitoren, die zur IAP-Familie (engl.: inhibitor of
apoptosis protein) gehoéren (siehe 2.3), und neutralisieren so deren anti-apoptotische
Aktivitat (Chai et al., 2000; Du et al., 2000; Gao et al., 2007; Hegde et al., 2002; Martins
et al., 2002; Suzuki et al., 2001; van Loo et al., 2002b; Verhagen et al., 2000; Wu et al.,
2000).
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(z.B. Zytokinentzug, ionisierende Strahlung)
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Abbildung 1.2: MOMP ist ein zentraler Vorgang beim intrinsischen Signalweg der Apoptose

Eine schematische Darstellung der molekularen Prozesse wahrend des intrinsischen Signalwegs der
Apoptose. Das Fragezeichen macht noch ungeklarte Signalwege deutlich. Einzelheiten siehe 1.1.2 und
1.1.3.
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1.1.4 Die Caspasen

Die meisten der morphologischen Veranderungen wahrend der Apoptose werden durch
zytosolische Proteasen ausgelOst, die gezielt in apoptotischen Zellen aktiviert werden.
Sie gehoéren zur Proteinfamilie der Caspasen (engl.: cysteine aspartate-specific
proteases). Caspasen sind Schllsselmolekiile bei der Apoptose, da sie zellulare

Substrate spalten.

Caspasen weisen ein Cystein im aktiven Zentrum auf und spalten ihre Substrate nach
einer spezifischen Sequenz von vier Aminosauren hinter einem Aspartat (Alnemri et al.,
1996; Earnshaw et al., 1999; Thornberry und Lazebnik, 1998). Alle Caspasen werden in
der Zelle als katalytisch inaktive Proenzyme synthetisiert und besitzen eine
aminoterminale Prodomane sowie eine gro3e und eine kleine Untereinheit. Erst durch
Proteolyse und Heterotetramerisierung werden Caspasen zu funktionsfahigen Enzymen.
Durch die proteolytische Spaltung werden die gro3e und die kleine Untereinheit
freigesetzt. Diese Aktivierung kann durch andere aktive Caspasen oder autokatalytisch
erfolgen. Die freigesetzte gro3e Untereinheit beinhaltet das aktive Zentrum. Analysen
der Kristallstrukturen von Caspase-1, -3 und -8 zeigen, dass das aktive Enzym aus zwei
grol’en und zwei kleinen Untereinheiten in Form eines a,p,-Heterotetramers aufgebaut
ist (Blanchard et al., 1999; Mittl et al., 1997; Rotonda et al., 1996; Walker et al., 1994;
Watt et al., 1999; Wilson et al., 1994).

Zum jetzigen Zeitpunkt sind 14 Caspasen in Saugetieren beschrieben worden, die
unterschiedliche Funktionen vor allem bei der Initiation und Exekution der Apoptose
erfillen. lhrer Aufgabe entsprechend, werden sie in Initiator- und Effektorcaspasen
unterteilt. Zu den Initiatorcaspasen zahlen Procaspase-8, -9 und -10. lhre Aktivierung
erfolgt Uber regulatorische Protein-Protein-Interaktionen in groRen Proteinkomplexen,
die als Initiationskomplexe bezeichnet werden (Hengartner, 2000). Die Rekrutierung der
Caspasen in den Initiationskomplex erfolgt Gber bestimmte Strukturmotive, welche das
DD-Motiv, die Todeseffektordomane (engl.: death effector domain, DED) und das
CARD-Motiv umfassen. Die Interaktion dieser Domanen bringt die inaktiven
Procaspasen in rdumliche Nahe und ermdglicht eine Dimerisierung und damit eine
Aktivierung der Enzyme. Die aktiven Initiatorcaspasen Ubermitteln friilhe apoptotische

Signale, indem sie die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 spalten und diese dadurch
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aktivieren. Die Effektorcaspasen spalten an der Apoptose beteiligte Proteine sowie
weitere zytosolische und nukleare Substrate.

Eine Vielzahl verschiedener apoptotischer Stimuli aktiviert Caspasen (Krammer, 1999)
und I6st somit eine Caspasekaskade aus, die zur Degradierung wichtiger zellularer
Proteine fihrt. Es wurde gezeigt, dass etwa 400 Proteine nach der Induktion von
Apoptose proteolytisch degradiert werden (Lithi und Martin, 2007), welche die
charakteristischen morphologischen Veranderungen apoptotischer Zellen auslésen
(Earnshaw et al., 1999; Slee et al., 1999). Die Spaltung von nuklearen Laminen ruft die
Kondensation des Chromatins hervor, wadhrend die Spaltung weiterer Strukturproteine,
zu denen Aktin, Gelsolin, Cytokeratin 18, Plektrin und Fodrin gehéren, zur Ausstilpung
der Zelle sowie zur Abschnirung apoptotischer Kérperchen fahrt (Harris und Morrow,
1990; Thornberry und Lazebnik, 1998). Auch Molekile der verschiedenen Signalwege,
wie zum Beispiel Rb, STAT-1, PAK2, PKC, PP2A, Bid und MEKK-1 (siehe
Abkurzungsverzeichnis) (Nicholson, 1999; Stegh et al.,, 2000) und regulatorische
Proteine wie ICAD (Inhibitor von CAD) und Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1 (PARP-1)
werden gespalten (Lazebnik et al.,, 1994; Sakahira et al.,, 1998). So flhrt die
Degradierung von ICAD zur Freisetzung der Endonuklease CAD (engl.: caspase-

activated DNase), die in den Nukleus transloziert und dort die genomische DNA spaltet.

Caspasen werden einerseits transkriptionell und Uber posttranslationale Modifikationen
reguliert (Earnshaw et al., 1999). Andererseits erfolgt ihre Regulation Uber
Caspaseinhibitoren der IAP-Familie (engl.: inhibitor of apoptosis protein). Die Mitglieder
der |AP-Familie wurden initial als Bakulovirus-kodierte Proteine beschrieben, die
Apoptose in infizierten Wirtszellen unterdriicken (Clem et al., 1991). Die zellularen
Homologe der IAP-Familie zeichnen sich durch ein oder mehrere BIR-Motive (engl.:
baculovirus IAP repeat) aus, Uber die sie direkt oder indirekt die enzymatische Aktivitat
der Caspasen inhibieren. In Sdugetieren sind acht IAP beschrieben, dazu gehéren XIAP
(engl.: X-linked IAP), c-IAP1 (engl.: cellular 1AP), c-IAP2, ML-IAP (engl.: melanoma IAP)
und Survivin. Caspase-9 wird hauptsachlich durch XIAP inhibiert, Caspase-3 und -7
zusatzlich durch c-IAP1 und c-IAP2 (Salvesen und Duckett, 2002). Verschiedene
IAP-Proteine sind in Tumoren Uberexprimert, so zum Beispiel Survivin (Ambrosini et al.,
1997).

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Caspasen nicht nur wahrend der Apoptose

eine wichtige Rolle spielen, sondern auch nicht-apoptotische Funktionen haben, die
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unter anderem die Aktivierung, die Proliferation und das Uberleben von T-Zellen
umfassen (Lamkanfi et al., 2007; Misra et al., 2005; Salmena et al., 2003; Su et al.,
2005).

1.2 Apoptose im Immunsystem

Apoptose nimmt im Immunsystem bei der Entwicklung von Lymphozyten und dem Erhalt
der zellularen Homdéostase eine zentrale Rolle ein. Genetische Modifikationen von pro-
und anti-apoptotischen Proteinen stehen im Zusammenhang mit der Entstehung von

Immundefizienzen, Autoimmunitat und Krebs (Krammer et al., 1994; Thompson, 1995).

1.2.1 Die T-Zellentwicklung

Der Thymus ist das zentrale lymphoide Organ im vorderen oberen Thorax und hat eine
einzigartige Bedeutung fir die T-Zellentwicklung (Markert et al., 1999; Miller, 1961). Im
Thymus durchlaufen unreife Thymozyten eine Reihe von Migrations-, Proliferations- und
Differenzierungsprozessen, bevor sie als reife T-Zellen den Thymus verlassen.

Der Thymus besteht aus mehreren Lappen, die in einen dulleren Bereich, den Kortex,
und einen zentralen Bereich, die Medulla, unterteilt sind (siehe Abbildung 1.3). Diese
thymischen Strukturen unterstiitzen und steuern die Entwicklung von T-Zellen. Hierbei
Ubernehmen unter anderem nicht-hdmatopoetische Stromazellen wie zum Beispiel
thymische Epithelzellen (engl.: thymic epithelial cell, TEC) und mesenchymale
Fibroblasten eine wichtige Funktion (Anderson und Jenkinson, 2001; Peschon et al.,
1994). T-Zellen sind wahrend ihrer Entwicklung auf Signale dieser Stromazellen
angewiesen und wandern daher durch verschiedene anatomische Strukturen im Thymus
(siehe Abbildung 1.3) (Anderson und Jenkinson, 2001).

Im Verlauf der T-Zellentwicklung im Thymus lagern Thymozyten die Gensegmente flr
ihre Antigenrezeptoren um. Dadurch wird sichergestellt, dass jede T-Zelle einen
funktionellen T-Zellrezeptor (TZR) mit nur einer Antigenspezifitat exprimiert. Durch die

somatische Rekombination der TZR-Gene wird eine enorme Vielzahl von
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unterschiedlichen TZR gebildet, die gegen ein breites Spektrum verschiedener Antigene
reagieren konnen. Da der TZR nicht in der Lage ist, freie Antigene zu erkennen, missen
die entsprechenden Antigene Uber die Haupthistokompatibilitatskomplexe (engl. major
histocompatibility complex, MHC) prasentiert werden. Die MHC-Molekile mit den
entsprechenden Antigenen werden von medullaren (mTEC) und kortikularen thymischen
Epithelzellen (cTEC) exprimiert (Kyewski und Klein, 2006).

Kortex

Abbildung 1.3: Die T-Zellentwicklung im Thymus ist durch Migrations-, Proliferations- und Differen-
zierungsprozesse gekennzeichnet

Schematische Darstellung der T-Zellentwicklung. Die Entwicklung ist exemplarisch in einer Thymuskapsel
dargestellt. Die T-Zellentwicklung verlduft iber das DN-, das DP und das SP-Stadium, bevor die reifen
CD4"- und CD8"-Thymozyten den Thymus verlassen. Im Verlauf ihrer Entwicklung finden Selektions-
prozesse statt, welche die Antigenspezifitdt und Toleranz der T-Zellen gegeniiber kdrpereigenen Zellen
sicherstellen. Einzelheiten siehe 1.2.1.

Thymozyten werden aus lymphoiden Vorlauferzellen gebildet, die aus der fotalen Leber
bzw. aus dem Knochenmark in den Thymus wandern (Donskoy und Goldschneider,
1992). Hier durchlaufen sie unterschiedliche Entwicklungsstadien, die durch die
Expression verschiedener Zelloberflachenmolekiile unterschieden werden kénnen
(siehe Abbildung 1.3). Zu diesen Oberflachenmolekiilen gehoéren die Korezeptoren CD4
und CDB8. Frihe Vorlaufer-T-Zellen exprimieren weder CD4 noch CD8 und werden daher
als doppelt-negative Thymozyten (CD4°CD8", DN) bezeichnet (von Boehmer, 1988). Sie

bilden nur eine kleine Population im Thymus von etwa finf Prozent. Wahrend ihrer
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Entwicklung, die Uber vier Subpopulationen (DN1, DN2, DN3, DN4) verlauft, wandern
die DN-Thymozyten durch den Kortex in das subkapsulare Epithelium am aufteren Rand
des Kortex (siehe Abbildung 1.3) (Lind et al., 2001). Hier beginnen sie zu proliferieren
und sich in doppelt-positive Thymozyten (CD4°CD8*, DP) zu differenzieren. Am
Ubergang vom DN-Stadium zum DP-Stadium findet die somatische Rekombination der
Gene fiur die y-, 0- und die B-Ketten des TZR statt, so dass die sich entwickelnden
Thymozyten entweder einen y:5-TZR exprimieren oder den sogenannten pra-T-Zell-
Rezeptor (pTZR), der aus der invarianten pra-TZR a-Kette und der [(-Kette besteht
(Groettrup et al., 1993; Rodewald und Fehling, 1998; Saint-Ruf et al., 1994). Im
Folgenden soll auf die a:B-T-Zellen néher eingegangen werden.

Uber den pTZR erhalten DN-Thymozyten Signale, die Proliferation und das Uberleben
der Zelle sicherstellen und zur Expression der Korezeptoren CD4 und CD8 fuhren (von
Boehmer und Fehling, 1997). Die DP-Thymozyten sind die grofte Population im
Thymus. Sie lagern die Gensegmente der a-Kette des TZR um und exprimieren
erstmals einen a:B-TZR (Borgulya et al., 1992; Brandle et al., 1992; Hernandez-Munain
et al, 1999). Die Spezifitat dieses Rezeptors bestimmt das Schicksal der
DP-Thymozyten. Sie sterben entweder (I) durch das Fehlen von Uberlebenssignalen
den ,Tod durch Vernachlassigung“ (engl.: death by neglect), werden (lI) negativ
selektiert und sterben apoptotisch (negative Selektion, siehe 1.2.2) oder sie werden (lII)
positiv selektiert und entwickeln sich zu reifen T-Zellen (positive Selektion) (siehe
Abbildung 1.4). Diese verschiedenen Selektionsmechanismen stellen sowohl Toleranz
gegeniiber korpereigenen Zellen als auch die Antigenspezifitat des TZR sicher und
gewahrleisten somit eine effiziente Immunantwort.

Der Tod durch Vernachlassigung ist die Konsequenz fehlender positiver Selektion. Der
TZR kann hierbei aufgrund unproduktiver Rekombination der TZR-Gene nicht mit
kérpereigenen  MHC-Molekilen interagieren. Diese Zellen erhalten keine
Uberlebenssignale, und Gber 90 % der DP-Thymozyten sterben (Huesmann et al.,
1991). Interagiert der TZR jedoch mit kérpereigenen Peptid-beladenen MHC, wird die
Zelle aktiviert. Dabei ist die Starke der Interaktion entscheidend fir das weitere
Schicksal der DP-Thymozyten. Thymozyten, deren TZR mit einer hohen Affinitat an
korpereigene MHC-Peptid-Komplexe bindet, werden negativ selektiert und sterben durch
Apoptose (klonale Deletion) (Palmer, 2003). Eine niedrige Affinitdt des TZR zu
kdrpereigenen MHC-Peptid-Komplexen resultiert in der Ubermittiung von Uberlebens-

und Differenzierungssignalen (Alam et al., 1996; Liu et al., 1998; Williams et al., 1999).
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Die Zellen werden positiv selektiert und entwickeln sich zu einzelpositiven CD4"*- oder
CD8'-Thymozyten (engl.: single-positive, SP). Wahrend der positiven Selektion wandern
die SP-Thymozyten aus dem thymischen Kortex in die Medulla, bevor sie den Thymus
verlassen und als reife naive CD4"- und CD8"-T-Zellen im Korper zirkulieren (Starr et al.,
2003) (siehe Abbildung 1.3 und 1.4).

Im Folgenden wird naher auf die negative Selektion im Thymus eingegangen.

Thymus Peripherie

Q G negative Selektion

Differenzierung

> und

Export aus dem Thymus

positive Selektion
0.0

Zunahme der TZR-Affinitat

Q Tod durch
ol

Q Vemnachlassiung

thymisches
Repertoire

Ao

Abbildung 1.4: Die TZR-Affinitdt zu MHC-Selbstpeptid-Komplexen bildet die Grundlage fur die
Selektionsprozesse wahrend der T-Zellentwicklung

Die Affinitat des TZR zu korpereigenen MHC-Peptid-Komplexen bestimmt das Schicksal der Thymozyten.
Eine zu geringe Affinitdt 16st ,Tod durch Vernachlassigung“ aus. Eine zu hohe Affinitat fuhrt zu TZR-
vermittelter Apoptose der Zelle (negative Selektion). Eine mittlere Affinitat bewirkt die Differenzierung und
Reifung der Zellen (positive Selektion) hin zu SP-Thymozyten. Positiv selektierte Thymozyten verlassen
schlieBlich den Thymus und erfillen in peripheren lymphatischen Organen ihre unterschiedlichen
Funktionen. Einzelheiten siehe 1.2.1 und 1.2.2.

1.2.2 Die negative Selektion

Die negative Selektion ist flir die Entwicklung eines funktionellen Immunsystems

unentbehrlich, da sie einen effizienten Mechanismus darstellt potentiell selbstreaktive
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T-Zellen zu eliminieren. Dadurch wird sichergestellt, dass das generierte T-Zell-
Repertoire groflitenteils selbsttolerant ist (Sprent und Kishimoto, 2001; Starr et al., 2003).
Die negative Selektion im Thymus ist somit die Basis der zentralen Toleranz (Hogquist
et al., 2005; Kappler et al., 1987). Demnach kénnen Defekte in der negativen Selektion

zu Autoimmunerkrankungen flihren.

Die negative Selektion findet mit groRer Wahrscheinlichkeit in der thymischen Medulla
statt, wo mTEC koérpereigene Antigene prasentieren (Hogquist et al., 2005; Laufer et al.,
1996; Petrie et al., 1990). Ob die Medulla der einzige Ort ist, an dem negative Selektion
stattfindet, wird kontrovers diskutiert. Moglicherweise kann negative Selektion auch im
thymischen Kortex stattfinden, was gegen die raumliche Trennung von positiver und
negativer Selektion sprechen wirde (Palmer, 2003).

Die Antigenprasentation erfolgt nicht nur direkt Uber mTEC, sondern auch Uber
thymische dendritische Zellen, die mTEC-prasentierte Antigene ,ibernehmen® kdénnen
(Gallegos und Bevan, 2004). Um T-Zell-Toleranz gegentber einem breiten Spektrum
korpereigener Antigene zu ermdglichen, wird im medullaren Thymusepithel die
ansonsten strikte gewebe- und entwicklungsspezifische Regulation der Genexpression
aufgehoben. Der Transkriptionsfaktor AIRE (engl.: autoimmune regulator) ist fur die
Genexpression von ansonsten gewebespezifischen Genen in den mTEC verantwortlich
(Mathis und Benoist, 2007). Die AIRE-regulierten Proteine umfassen beispielsweise
Insulin, das neuronale MBP (engl.: myelin basic protein) und die im Magen exprimierte
H,K-ATPase (Anderson et al., 2002; Derbinski et al., 2001). Mutationen des aire-Gens
fuhren zu organspezifischen Autoimmunerkrankungen in der Maus und im Menschen
(Ramsey et al., 2002a; Ramsey et al., 2002b). Eine Studie mit AIRE-defizienten Mausen
zeigt eine direkte Verbindung zwischen negativer Selektion und Autoimmunitat.
Trotzdem ist bislang umstritten, ob Autoimmunitat durch negative Selektion verhindert
wird, da Mause mit Mutationen im cd95-, il-2- oder foxp3-Gen, trotz intakter negative
Selektion, Autoimmunkrankheiten entwickeln (Horak, 1995; Nagata und Suda, 1995;
Ziegler, 2006).

Die Deletion selbstreaktiver Thymozyten im Thymus findet vermutlich im DP-Stadium
oder im frGhen SP-Stadium der T-Zellentwicklung statt (Kappler et al., 1987; Kisielow et
al., 1988; Sha et al., 1988; White et al., 1989). Eine genaue Aussage ist schwierig, da

viele experimentelle Studien unterschiedliche Modellsysteme fiir negative Selektion
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verwenden. Einige Studien haben gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor Nur77, ein
Orphan-Steroid-Rezeptor, in Thymozyten, die negative Selektion durchlaufen, stark
exprimiert wird und maoglicherweise ein wichtiger Regulator fir die TZR-induzierte
Apoptose in Thymozyten ist (Calnan et al., 1995; Cho et al., 2003; Lee et al., 1995; Zhou
et al., 1996).

Die TZR-Signale, welche durch die hochaffine Bindung des TZR an kérpereigene MHC-
Peptid-Komplexe Ubermittelt werden, setzen eine Signalkaskade in Gang, die
letztendlich zum Tod der Zelle flihrt. Bis heute ist nicht vollstdndig geklart, wie Signale
Uber den gleichen Rezeptor so unterschiedliche Prozesse wie Apoptose und
Differenzierung induzieren konnen. Es wurden zwei Modelle postuliert, welche die
unterschiedliche Signalverarbeitung erklaren. Das Aviditatsmodell geht davon aus, dass
hochaffine MHC-Peptid-Liganden mehr TZR auf der Zelloberflache binden und besetzen
kédnnen und der Thymozyt die Anzahl der besetzten TZR ,zahlt*. Wenn eine bestimmte
Anzahl von TZR durch diese Liganden besetzt ist, wird Apoptose ausgeldst. Dieses
Modell sagt voraus, dass geringe Mengen hochaffiner MHC-Peptid-Liganden nur wenige
TZR besetzen kénnen und positive Selektion induzieren (Ashton-Rickardt et al., 1994;
Sebzda et al., 1994). Im zweiten Modell, dem Affinitdtsmodell, ist die Zeitdauer, die ein
MHC-Peptid-Ligand an einen TZR gebunden ist, fiir das Schicksal der Thymozyten
entscheidend. Biacore-Studien haben gezeigt, dass hochaffine MHC-Peptid-Liganden
einen TZR flr einen langeren Zeitraum besetzen, da sie eine langsamere
Dissoziationsrate haben als niedrigaffine Liganden (Alam et al., 1996). Mdglicherweise
wird die Affinitdt dadurch bestimmt, dass der Rezeptor die Dissoziationsrate des
Liganden ,misst‘. Ubertragen auf die TZR-Signalleitung wiirde das bedeuten, dass
niedrigaffine MHC-Peptid-Liganden friilhe TZR-Signale induzieren, hochaffine Liganden
hingegen frihe und spate TZR-Signale induzieren kdonnen (Goldstein et al., 2004;
McKeithan, 1995).

Die Stimulation des TZR I6st eine Reihe von intrazelluldren Signalen aus, die zunachst
TZR-proximal verschiedene Adapterproteine aktivieren. Hierzu gehéren unter anderem
das TZR-Adapterprotein LAT (engl: linker for activation of T cells) und der Adapter Grb2
(engl.: growth-factor receptor-bound protein). Die genetische Deletion von LAT oder
Grb2 in Mausen flihrt zu negativen Selektionsdefekten (Aguado et al., 2002; Gong et al.,
2001; Sommers et al., 2005). Uber die TZR-Adapterproteine wird unter anderem der

MAPK-Signalweg (engl.: mitogen-activated protein kinase) aktiviert. Er umfasst
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verschiedene Proteinkinasen, wie zum Beispiel JNK (engl.: Jun amino-terminal kinase),
ERK1 und ERK2 (engl.: extracellular-signal-regulated kinase) sowie die MAP-Kinase
p38. Den MAP-Kinasen JNK und p38 wurde eine direkte Rolle bei der negativen
Selektion zugeschrieben (Gong et al., 2001; Sugawara et al., 1998). Darlber hinaus
haben Studien gezeigt, dass ERK wahrend der negativen Selektion vor JNK und p38
aktiviert wird. Moglicherweise bestimmt die Reihenfolge der Aktivierung der
verschiedenen MAPK-Signalwege, welchen Selektionsprozess die Thymozyten
durchlaufen (Mariathasan et al., 2001; Werlen et al., 2003; Werlen et al., 2000). Eine
weitere Kinase, fur die eine Rolle bei der negativen Selektion gezeigt wurde, ist MINK
(engl: misshappen NIKs-related kinase). Die Deletion von MINK flihrt in Mausen zu
Defekten in der negativen, nicht aber positiven Selektion (McCarty et al., 2005).

Es wurde gezeigt, dass die negative Selektion von Thymozyten neben dem Signal Gber
den TZR ein zweites, kostimulatorisches Signal von antigenprasentierenden Zellen
(engl.: antigen-presenting cells, APC) in der thymischen Medulla bendétigt (Aiba et al.,
1994; Amsen und Kruisbeek, 1998; Page et al., 1993; Punt et al.,, 1994). Zu den
kostimulatorischen Molekilen zdhlen CD28, CD5, CD43, CD80, CD86 und der CD40
Ligand (CD40L) (Foy et al.,, 1995; Kishimoto und Sprent, 1999; Punt et al., 1994;
Williams et al., 2002). Viele Studien sprechen daflir, dass verschiedene kostimula-

torische Rezeptoren eine redundante Funktion im negativen Selektionsprozess haben.

Die apoptotischen Signalwege, die der negativen Selektion zugrunde liegen, sind bis
heute noch nicht genau bekannt. Die Rolle der TNF-Rezeptor-Familienmitglieder wird
kontrovers diskutiert. Die meisten Daten sprechen dafiir, dass Todesrezeptor-vermittelte
Apoptose bei der negativen Selektion im Thymus keine Rolle spielt. Es konnten keine
eindeutigen Hinweise fur eine Beteiligung der TNF-Rezeptor-Familienmitglieder CD95,
TNF-R1, DR3 und TRAIL gefunden werden (Cretney et al., 2003; Kotzin et al., 1988;
Lamhamedi-Cherradi et al., 2003; Newton et al., 1998; Page et al., 1998; Walsh et al.,
1998). Andere Studien haben die Abhangigkeit des negativen Selektionsprozesses vom
intrinsischen Signalweg der Apoptose untersucht. Gegen die Beteiligung des
intrinsischen Signalweges spricht die Tatsache, dass Apaf-1- und Caspase-9-defiziente
Thymozyten eine normale negative Selektion aufweisen (Hara et al., 2002; Marsden et
al., 2002). Im Gegensatz dazu konnte flr die pro-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder
Bim, Bax und Bak eine Schlisselrolle in der negativen Selektion nachgewiesen werden.

Bim-defiziente Mause zeigen eine deutlich verringerte Deletion selbstreaktiver
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Thymozyten (Bouillet et al., 2002). Obwohl Bim im Zentrum eines noch nicht genau
definierten apoptotischen Signalweges wahrend der negativen Selektion steht, ist nicht
bekannt, wie Bim aktiviert wird. Es gibt jedoch Hinweise, dass Bax und Bak fir die pro-

apoptotische Aktivitdt von Bim notwendig sind (Cheng et al., 2001; Zong et al., 2001).

Die Rolle der Caspasen im negativen Selektionsprozess ist ebenfalls unklar. Die
Beobachtung, dass Caspasen nach TZR-vermittelter Induktion der Apoptose aktiviert
werden, spricht daflr, dass Caspaseaktivierung fur die negative Selektion notwendig
sein konnte (Clayton et al., 1997). Des Weiteren zeigen Studien mit dem
Breitspektrum-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk in fotalen Thymus-Organkulturen (FTOK)
eine Caspaseabhangigkeit der negativen Selektion in vitro (Doerfler et al., 2000). Die
transgene Expression des Bakulovirus-Caspaseinhibitors p35 in Mausen bewirkt eine
teilweise Blockade des Zelltodes nach Injektion von spezifischen Peptiden oder
Antikérpern, die gegen CD3 gerichtet sind (Izquierdo et al., 1999). Allerdings zeigen
diese transgenen Mause keine Verringerung in der Deletion von Thymozyten nach
Superantigen-vermittelter negativer Selektion und in einem TZR-transgenen
Selektionsmodell (Doerfler et al.,, 2000). Da p35 Caspase-1, -3, -4, -6, -7, -8 und -10
inhibiert, muss die Caspaseabhangigkeit der negativen Selektion in Frage gestellt
werden. Gegen eine Schlisselrolle von Caspasen bei der negativen Selektion sprechen
auch Studien mit Thymozyten von transgenen Mausen, die den Caspase-8-Inhibitor
CrmA (engl.: cytokine response modifier A) exprimieren. Sie weisen keine Defekte bei
der Deletion im Thymus auf (Smith et al., 1996). Diese Studien unterstlitzen die Theorie,
dass Thymozyten und periphere T-Zellen unterschiedliche Signalwege nutzen, um

Apoptose auszuldsen.

1.2.3 Apoptose in peripheren T-Zellen

Nachdem CD4" und CD8" T-Zellen den Thymus verlassen haben, erfiillen sie in den
peripheren lymphatischen Organen ihre unterschiedlichen Funktionen als Helfer-
T-Zellen (Th1-, Th2- und Th17-Zellen), regulatorische T-Zellen (T.) oder als zyto-

toxische T-Zellen.
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Naive, unstimulierte T-Zellen weisen eine groRRe Vielfalt unterschiedlicher TZR-Spezi-
fitaten auf, mit denen sie auf Pathogene reagieren kdnnen. Allerdings ist die Anzahl
dieser spezifischen T-Zellen gering. Aus diesem Grund missen naive T-Zellen nach
ihrer Aktivierung zunachst proliferieren. Die Aktivierung von T-Zellen erfolgt tGber APC,
zu denen B-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen gehdéren, und fihrt zur
klonalen Expansion der aktivierten T-Zellen. Fir die Expansion der T-Zellen sind neben
TZR-Signalen auch kostimulatorische Signale notwendig. Die Kostimulation tber CD28
induziert neben der Zytokinexpression auch die Expression anti-apoptotischer Proteine
(beispielsweise Bcl-x.) und verhindert dadurch den Zelltod (Boise et al., 1995; Grillot et
al., 1996; June et al., 1987). Im Verlauf einer Immunantwort dndert sich die Apoptose-
sensitivitat der T-Zellen. Zu Beginn ihrer Expansion sind T-Zellen resistent, in der
Endphase einer Immunantwort sensitiv gegentiber Apoptose (Krammer, 2000).

Zur Aufrechterhaltung der T-Zell-Homoostase mussen nach der Eliminierung des
Pathogens aktivierte, antigenspezifische T-Zellen entfernt werden. Nur wenige
antigenspezifische T-Zellen verbleiben im Kdrper und entwickeln sich zu so genannten
Gedachtnis-T-Zellen (Berzins et al., 1999; Strasser und Pellegrini, 2004). Die
T-Zell-Deletion in der Endphase einer Immunantwort erfolgt durch Apoptose und wird
sowohl Uber den extrinsischen als auch Uber den intrinsischen Signalweg reguliert.
Erhalten aktivierte T-Zellen keine Uberlebenssignale durch Wachstumsfaktoren und
Zytokine, wird Zelltod induziert. Dieser Zelltod wird ,autonomer Tod aktivierter T-Zellen®
(engl.: activated T-cell autonomous death, ACAD) genannt (Hildeman et al., 2002) und
findet Uber den intrinsischen Signalweg statt. Wahrend der Expansionsphase der
Immunantwort verandert sich in aktivierten T-Zellen das Verhaltnis von
anti-apoptotischen zu pro-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern, so dass sich die
Apoptosesensitivitat der Zelle erhdht (Arnold et al., 2006; Krammer et al., 2007). Das
pro-apoptotische Bcl-2-Familienmitglied Bim tGbernimmt eine Schlisselrolle und induziert
zusammen mit PUMA die Permeabilisierung der Mitochondrien, den Cytochrom c-
Ausstrom und den Tod der T-Zelle (Erlacher et al., 2005; Hildeman et al., 2002;
Sandalova et al., 2004; Willis et al., 2007). Der autonome Zelltod, ACAD, scheint vor
allem bei der Beendigung einer Immunantwort gegen akute Infektionen eine wichtige
Rolle zu spielen.

Ein weiterer Weg der T-Zell-Deletion wird durch die Restimulation einer bereits
aktivierten T-Zelle ohne ein ausreichendes kostimulatorisches Signal induziert. Dieser

aktivierungsinduzierte Zelltod (engl.: activation induced cell death, AICD) wird durch
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Todesrezeptoren wie zum Beispiel CD95, TNF-R1 und TRAIL-R vermittelt (Dhein et al.,
1995; Janssen et al., 2005; Krammer, 2000; Lamhamedi-Cherradi et al., 2003; Martinez-
Lorenzo et al.,, 1998; Sytwu et al.,, 1996). Die Rolle von CD95 ist am detailliertesten
untersucht. Aktivierte T-Zellen exprimieren sowohl CD95 als auch CD95L und sind
sensitiv gegenlber CD95-vermittelter Apoptose, die entweder in derjenigen T-Zelle, die
den CD95-Liganden exprimiert, ausgelost wird (Suizid) oder in benachbarten Zellen
(Fratrizid) (Dhein et al., 1995; Nagata und Golstein, 1995). Die Bedeutung von CD95 flr
die T-Zell-Homoostase wurde durch die Beobachtung unterstrichen, dass Ipr- (engl.:
lymphoproliferative) und gld-Mause (engl.: generalized lymphoproliferative disease), die
Mutationen im cd95- oder cd95L-Gen tragen, Defekte in der Auslésung von AICD zeigen
und in Folge lymphoproliferative Erkrankungen entwickeln (Takahashi et al., 1994a;
Watanabe-Fukunaga et al., 1992a). Andere, CD95-unabhangige AICD-Signalwege
tragen ebenfalls zur Regulation der T-Zell-Homoostase bei (Brenner et al., 2007).
Wahrend das CD95-System bei der AICD-Initiation notwendig ist, spielt das
TNF/TNF-R1-System in der spaten Phase des AICD eine wichtige Rolle (Zheng et al.,
1995; Zimmermann et al., 1996). Die Bedeutung des AICD liegt vermutlich in der
Deletion aktivierter T-Zellen wahrend chronischer Infektionen wie beispielsweise Malaria
oder Leishmaniose und verhindert Autoimmunitdt durch chronisch aktive T-Zellen
(Stranges et al., 2007; Strasser, 2005).

1.3 Caspase-unabhangiger programmierter Zelltod

Nachdem im Jahre 1972 der Begriff Apoptose gepragt wurde, erkannte man, dass der
Tod einer Zelle einem Muster von molekularen und morphologischen Veranderungen
folgt. Es wurde klar, dass die molekularen Prozesse wahrend der Apoptose in der
Aktivierung von Caspasen kulminieren. Den Caspasen wurde lange Zeit eine
einzigartige und exklusive Rolle bei der Auslésung von programmiertem Zelltod
zugeschrieben. Die unerwartete Beobachtung, dass einige Zellen auch ohne die
Beteiligung von Caspasen ,programmiert® sterben konnen, zeigte die Plastizitat des

Zelltodprogramms und widerlegte die Theorie, dass Caspasen flr den programmierten
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Zelltod unentbehrlich sind. So wurde beispielsweise beobachtet, dass Apaf-1-defiziente
Zellen nach Uberexpression des BH3-only-Proteins tBid starben (Cheng et al., 2001),
und die ektopische Expression des pro-apoptotischen Molekills Bax bei gleichzeitiger
Caspaseinhibititon Zelltod verursachte (Xiang et al., 1996).

In der Literatur findet sich bis heute keine einheitliche Definition des
Caspase-unabhangigen programmierten Zelltodes. Haufig werden morphologische
Kriterien zur Charakterisierung der verschiedenen Todesformen herangezogen. Die
morphologischen Veranderungen des Caspase-unabhangigen Zelltodes ahneln denen
der Apoptose, allerdings zeigt sich nur eine moderate Chromatinkondensation und
DNA-Fragmentierung. Des Weiteren findet haufig keine Abschnlrung apoptotischer
Kdrperchen statt (Chipuk und Green, 2005; Leist und Jaattela, 2001a). Im Unterschied
zur klassischen Apoptose, bei der die molekularen Signale gut charakterisiert sind, bleibt
es bei der Beschreibung des Caspase-unabhangigen programmierten Zelltodes oft bei
einer phanomenologischen Charakterisierung. Neuere Untersuchungen zeigen aber,
dass die Induktion Uber Todesrezeptoren, Zellstressstimuli und den Entzug von
Wachstumsfaktoren erfolgen kann (Leist und Jaattela, 2001a). So l6st CD95 auch
Caspase-unabhangig Zelltod in aktivierten T-Zellen aus (Holler et al., 2000; Vonarbourg
et al., 2002). Die Kinase RIP1 (engl.: receptor-interacting protein 1) und das
Adaptermolekil FADD, dessen Oligomerisierung in Abwesenheit von Caspaseaktivitat
zu nekrotischem Zelltod flihrt, spielen hierbei eine wichtige Rolle (Holler et al., 2000;
Kawahara et al., 1998). Neben CD95 ist auch TNF-R1 in der Lage, Uber
Caspase-unabhangige Mechanismen Zelltod auszulésen. Werden Mause, denen TNF
injiziert wurde, mit dem Breitspektrum-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk behandelt, zeigt sich
eine Verstarkung des oxidativen Stress und eine vermehrte Schadigung der
Mitochondrien. Infolgedessen sterben diese Mause friher als TNF-behandelte Mause.
Diese Sensitivierung kann durch Antioxidanzien verhindert werden und impliziert, dass
die Bildung von ROS hierfir verantwortlich ist (Cauwels et al., 2003). Beim
Caspase-unabhangigen programmierten Zelltod werden Proteasen aktiviert, die nicht zur
Caspasefamilie gehdéren (Johnson, 2000). Diese Proteasen umfassen unter anderem
Calpaine, Serinproteasen wie die Granzyme und lysosomale Cathepsine, auf die spater
eingegangen werden soll. Uber die Regulation, die Aktivierung und die Funktion der
Nicht-Caspase-Proteasen wahrend des programmierten Zelltodes ist wenig bekannt. Es

ist beschrieben, dass viele dieser Proteasen zumindest einige der klassischen
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Caspasesubstrate spalten und somit die Effekte von Caspasen imitieren kénnen (Leist
und Jaattela, 2001b; Wang, 2000).

Die Permeabilisierung der mitochondrialen Membran ist bei einer Vielzahl von
Caspase-unabhangigen Todesformen ein zentraler Vorgang. Die Initiierung von MOMP
verlauft in den meisten Fallen ohne die Beteiligung von Caspasen und resultiert in der
Freisetzung pro-apoptotischer Molekile. Diese kénnen entweder Caspase-abhangig
Apoptose induzieren, wie im Fall von Cytochom c, oder ohne die Beteiligung von
Caspasen Zelltod einleiten. Zu diesen Moleklulen gehdren AIF, EndoG und die
Serinprotease HtrA2/Omi. Sowohl AIF als auch EndoG und HtrA2/Omi sind als Faktoren
beim Caspase-unabhangigen Zelltod beschrieben worden. Wenn AIF und EndoG ins
Zytosol freigesetzt werden, translozieren sie in den Nukleus und induzieren dort
Caspase-unabhangig die Fragmentierung der DNA (Arnoult et al., 2003; Li et al., 2001;
Susin et al., 1999). lhre Funktion und Beteiligung am Caspase-unabhangigen Zelltod
wird jedoch kontrovers diskutiert. So wird die Rolle von AIF durch eine Studie mit
Mausen in Frage gestellt, die eine reduzierte AIF-Expression haben. Diese so
genannten ,Harlequin“-Mause (Hg-Mause) entwickeln neurodegenerative Krankheiten
und erblinden, weil ihre Neuronen durch oxidativen Stress apoptotisch sterben (Klein et
al., 2002). Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass AIF als wichtiges Enzym im
zellularen Redox-Metabolismus auch eine anti-apoptotische Funktion hat (Modjtahedi et
al.,, 2006). HtrA2/Omi wird als pro-apoptotisches Molekil beschrieben, da dessen
Uberexpression Zelltod induziert, der nicht mit Breitspektrum-Caspaseinhibitoren
blockiert werden kann (Martins et al., 2004; Suzuki et al., 2001). Allerdings scheint die
pro-apoptotische Funktion von untergeordneter Bedeutung zu sein. Auch HtrA2/Omi wird
zunehmend eine Rolle bei der Erhaltung der mitochondrialen Physiologie zugesprochen.
Es ist denkbar, dass diese durch MOMP freigesetzten mitochondrialen Molekile
sicherstellen, dass Zelltod selbst bei fehlender Caspaseaktivierung ablaufen kann.

Nicht nur die Mitochondrien haben eine regulatorische Rolle beim programmierten
Zelltod. Auch Zellorganellen wie das Lysosom und das endoplasmatische Retikulum

(ER) kdnnen Leben und Tod einer Zelle kontrollieren (Ferri und Kroemer, 2001).
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1.3.1 Die Rolle der Lysosomen wahrend des programmierten Zelltodes

Lysosomen sind von einer einfachen Membran umschlossene Zellorganellen mit einem
sauren pH-Wert (pH = 4,5-5), die unter anderem fir den Abbau und die
Wiederverwertung Uberflissig gewordener Zellbestandteile und Makromolekile
verantwortlich sind (de Duve, 1983). Der Abbau erfolgt durch katalytische Hydrolasen,
deren Aktivitdtsoptimum bei saurem pH-Wert liegt. Zu diesen Enzymen zahlen
Proteasen, Nukleasen, Phosphatasen und Enzyme zum Abbau komplexer Glykolipide
und Polysaccharide. Makromolekile und Zellorganellen erreichen die Lysosomen auf
verschiedenen Wegen. Zytosolische Proteine oder gealterte Organellen kénnen durch
eine Doppelmembran vom Rest des Zytoplasmas abgetrennt werden und bilden Vesikel,
die Autophagosomen. Dieser evolutionar konservierte Prozess wird Autophagie
genannt. Die so entstandenen Autophagosomen fusionieren mit Lysosomen zu
Autophagolysosomen, und die umschlossenen Bestandteile werden durch lysosomale
Hydrolasen zerlegt (Baehrecke, 2005). Entstandene Abbauprodukte kénnen schlie3lich
weiterverwendet werden. Darlber hinaus wird extrazelluldres Material durch
Phagozytose aufgenommen und nach der Fusion zwischen Phagosomen und
Lysosomen proteolytisch abgebaut (Bohley und Seglen, 1992). Paradoxerweise wurde
Autophagie in Zusammenhang mit programmiertem Zelltod gebracht. Dieser
autophagische Zelltod ist durch die Bildung von Autophagolysosomen gekennzeichnet,
und im Gegensatz zur Apoptose ist wenig Uber den Mechanismus und die Gene, die
autophagischen Zelltod unter physiologischen Bedingungen regulieren, bekannt
(Bergmann, 2007).

Neben ihrer Funktion beim Abbau und der Wiederverwertung von Zellbestandteilen
spielen Lysosomen auch wahrend unkontrolliertem zellularen Stress und nekrotischer
Zelllyse eine Rolle. Bisher ging man davon aus, dass Lysosomen durch die Freisetzung
von lysosomalen Proteasen ausschliefdlich an der unspezifischen Degradierung von
Proteinen beteiligt sind. Uberraschenderweise zeigte sich aber in den letzten Jahren,
dass Lysosomen und lysosomale Proteasen auch an der Initiierung und Ausfiihrung des
programmierten Zelltodes teilnehmen (Brunk et al., 2001; Kroemer und Jaattela, 2005).
Studien mit Detergenzien und lysosomotrophen Reagenzien, welche die Integritat der
lysosomalen Membran zerstoren, zeigen, dass die Permeabilisierung der lysosomalen

Membran zum Ausstrom verschiedener Hydrolasen fiihrt und sowohl Apoptose als auch

31



Mareike Becker 1 Einleitung

Caspase-unabhangigen Apoptose-ahnlichen und nekrotischen Zelltod auslésen kann
(siehe Abbildung 1.5). Entscheidend fir die Art des Zelltodes ist das Ausmal} der
lysosomalen Membranpermeabilisierung (LMP). Ein begrenzter Ausstrom des
Lysosomeninhalts in das Zytosol induziert Apoptose oder Apoptose-ahnliche Prozesse,
wahrend ein fast vollstandiger Verlust der lysosomalen Integritdt zu unkontrollierter
Nekrose flihrt (Boya et al., 2003; Brunk et al., 1997; Cirman et al., 2004; Kagedal et al.,
2001b). LMP kann auch durch ,klassische” Apoptosestimuli wie die Aktivierung von
Todesrezeptoren oder intrinsische Signale ausgelést werden (Brunk und Svensson,
1999; Deiss et al., 1996; Foghsgaard et al., 2001; Werneburg et al., 2004; Yuan et al.,
2002). Gelangen lysosomale Proteasen ins Zytosol, kdnnen sie entweder mit oder ohne
zusatzliche Beteiligung von Caspasen zum Tod der Zelle fihren (siehe Abbildung 1.5).
Der Mechanismus der selektiven LMP ist bisher nicht bekannt. Eine Hypothese besagt,
dass die mehrstufige Prozessierung des intrazellularen Membranlipids Sphingomyelin zu
Sphingosin eine Akkumulation von Sphingosin in den Lysosomen hervorruft. In hohen
Konzentrationen wirkt Sphingosin wie ein Detergenz und bewirkt LMP (Kagedal et al.,
2001b; Werneburg et al., 2002). Ein anderer moglicher Mechanismus ist die Bildung von
ROS (siehe Abbildung 1.5). Es wurde gezeigt, dass ROS moglicherweise Uber einen
intralysosomalen Eisen-katalysierten oxidativen Prozess LMP induziert (Antunes et al.,
2001; Brunk et al., 2001; Dare et al., 2001; Persson et al., 2003).

Bisher ist nicht bekannt, ob die LMP zu einem selektiven Ausstrom von lysosomalen
Hydrolasen flihrt, oder ob es zu einem unspezifischen Ausstrom aller lysosomalen
Hydrolasen kommt. Hinweise auf einen selektiven Ausstrom geben Untersuchungen mit
sterbenden Zellen, die mit Fluorochrom-gekoppelten Dextranpartikeln unterschiedlicher
Grolie beladen wurden. Kleinere Molekile mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa
wie die lysosomalen Proteasen stromen schneller aus als Molekile mit einem
Molekulargewicht Uber 70 kDa (Bidere et al., 2003). Das kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass Cathepsine durch LMP ins Zytosol gelangen und im Verlauf von programmiertem

Zelltod eine Rolle spielen.
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Abbildung 1.5 LMP kann Caspase-unabhéngigen und Nekrose-ahnlichen Zelltod sowie Apoptose
ausldsen

LMP wird durch verschiedene Stimuli bewirkt, wie beispielsweise durch Todesrezeptoren, Detergenzien und
ROS. Die Bildung und Akkumulation von Sphingosin in den Lysosomen ist ein Mechanismus, der LMP
ausldést. LMP resultiert in der Freisetzung von Cathepsinen aus den Lysosomen ins Zytosol. Eine selektive
Freisetzung von Cathepsinen kann zu Caspase-unabhangigem Zelltod oder zu Apoptose fiihren. Werden

Lysosomen massiv permeabilisiert, wird Nekrose-ahnlicher Zelltod ausgelost. Einzelheiten siehe 1.3.1 und
1.3.3.

1.3.2 Die Cathepsine

Cathepsine bilden eine Gruppe lysosomaler Proteasen, die unter anderem an
verschiedenen Formen des programmierten Zelltodes beteiligt sind (Johnson, 2000).

Cathepsine gehéren zur Papainfamilie und umfassen Serin-, Cystein- und
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Aspartatcathepsine. Die am besten charakterisierten Cathepsine sind die Cystein-
cathepsine, von denen beim Menschen bislang elf Vertreter beschrieben wurden
(Cathepsin B, -C, -F, -H, -K, -L, -O, -S, -V, -X, -W). Sie wirken hauptsachlich als
Endopeptidasen in endolysosomalen Vesikeln; nur wenige Cathepsine, wie Cathepsin B,
weisen Exopeptidaseaktivitat auf. Ihre primare Funktion besteht darin, Proteine in den
Lysosomen wiederzuverwerten und Antigene fir die Prasentation iber MHC-Molekiile
zu prozessieren (Turk et al., 2000; Turk et al., 2001). An diese Funktion sind sie optimal
angepasst, da sie eine geringe Substratspezifitdt besitzen und sie ihr Aktivitdtsoptimum
in einer reduzierenden Umgebung mit sauren pH-Wert haben.

Cathepsine werden ahnlich wie Caspasen als Zymogene synthetisiert. Nach ihrer
Synthese wird zunachst das Prapeptid im ER abgespalten und anschlielend das
Procathepsin durch die Abspaltung des amino-terminalen Propeptides in spaten
Endosomen oder Lysosomen aktiviert (Nishimura, 1988). Die proteolytische Aktivierung
erfolgt sowohl autokatalytisch bei niedrigem pH-Wert als auch durch andere Proteasen
oder Glykosaminglykane (Nishimura, 1988; Rowan et al., 1992; Rozman et al., 1999).
Die Zymogenaktivierung ist ein wichtiger Mechanismus zur Regulierung der
Cathepsinaktivitat, ein weiterer ist die Hemmung aktiver Cathepsine durch endogene
Inhibitoren (Turk et al., 2000). Die meisten dieser Inhibitoren gehéren zur Proteinfamilie
der Cystatine, die aufgrund von Sequenzhomologien in Stefine (intrazellulare
Inhibitoren), Cystatine und Kininogene (beide extrazellulare Inhibitoren) eingeteilt
werden (Turk und Bode, 1991). Die Cystatine binden mit geringer Selektivitat an das
aktive Zentrum von Cathepsinen und verhindern so die Spaltung von Substraten.
Studien mit Mausen, die defizient flir ein oder mehrere Cathepsine sind, trugen
entscheidend dazu bei, die physiologische Rolle der verschiedenen Cathepsine zu
verstehen. Sie sind nicht nur fur die Antigenprasentation iber MHC-Molekule notwendig
(Nakagawa et al., 1998; Nakagawa et al., 1999; Shi et al., 1999), sondern unter
anderem auch fur eine normale Morphologie der Haarfollikel von Bedeutung (Roth et al.,
2000). Einige Cathepsine wie Cathepsin K kdnnen sekretiert werden und besitzen eine
extrazellulare Funktion, beispielsweise beim Umbau der extrazellularen Matrix (Buck et
al., 1992) oder Restrukturierung des Knochens (Xia et al., 1999). Die Sekretion von
Cathepsinen in den extrazellularen Raum kann jedoch auch zu Schaden in der
Umgebung der Zelle fihren und steht mit pathologischen Befunden, wie zum Beispiel
Krebserkrankungen, in Zusammenhang. Verschiedene Cathepsine werden in Tumoren

Uberexprimiert und sind bei der Tumorprogression beteiligt (van der Stappen et al.,
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1991). Die Erhéhung der Cathepsinexpression erfolgt sowohl tiber Genamplifikation und
epigenetische Kontrolle, als auch uber transkriptionelle und posttranskriptionelle
Regulation, etwa Uber die Stabilitat der mRNA (Mohamed und Sloane, 2006). Tumore,
die Cathepsine Uberexprimieren, sekretieren diese haufig in den Extrazellularraum. Dort
bewirken Cathepsine den Abbau der extrazellularen Matrix und erhdhen infolgedessen
die Invasivitdt des Tumors und seine Fahigkeit zur Metastasierung (Kos und Lah, 1998;
Mohamed und Sloane, 2006). Speziell im Fall von Cathepsin B wurde eine Korrelation
zwischen der Cathepsinaktivitdt im Tumorgewebe und der Aggressivitdt des Tumors

gezeigt (van der Stappen et al., 1991).

Im Zusammenhang mit programmiertem Zelltod wurde die Freisetzung von Cathepsinen
aus dem Lysosom beschrieben und deren Beteiligung an verschiedenen Formen
Caspase-abhangigen und Caspase-unabhangigen Zelltodes postuliert (Leist und
Jaattela, 2001b). Hierbei spielen die CysteincathepsineB und L und das
Aspartatcathepsin D eine prominente Rolle. Die Beteiligung von Cathepsin D wurde im
Zusammenhang mit Zelltod dokumentiert, der durch Zytokine, den Breitspektrum-
Kinaseinhibitor Staurosporin, Todesrezeptoren, oxidativen Stress, Sphingosine oder den
Tumorsupressor p53 ausgeldst wurde (Bidere et al., 2003; Deiss et al., 1996; Demoz et
al., 2002; Kagedal et al., 2001a; Kagedal et al., 2001b; Roberg et al., 1999; Roberg und
Ollinger, 1998; Wu et al., 1998). Cathepsin L wurde als Regulator UV-induzierter
Apoptose in Keratinozyten und in einem Modell von Etoposid-induziertem Zelltod
beschrieben (Hishita et al., 2001; Tobin et al., 2002; Welss et al., 2003). Auch Cathepsin
B ist in verschiedenen Formen des Zelltodes involviert. So konnte die Beteiligung an
TNF-induziertem Zelltod in primaren Hepatozyten und Tumorzellen nachgewiesen
werden (Foghsgaard et al., 2001; Guicciardi et al., 2000; Guicciardi et al., 2001).
Kirzlich wurde gezeigt, dass Glukokortikoide in Thymozyten Apoptose uber einen
Cathepsin B-abhangigen Verstarkungsmechanismus auslésen kdnnen. Demnach wird
Cathepsin B nach Glukokortikoidstimulation aktiviert und aus den Lysosomen in das
Zytosol freigesetzt. Dort aktiviert Cathepsin B Caspasen und kann zur
Chromatinkondensation beitragen (Wang et al., 2006).

Trotz zahlreicher Studien zur Beteiligung von Cathepsinen am programmierten Zelltod
sind viele Fragen nach dem Mechanismus und der funktionellen Verbindung zu
klassischen Apoptosewegen noch ungeklart. LMP findet vermutlich vor MOMP statt. In

einigen Modellen ist die Regulation des Zelltodes ausschlieBlich von Cathepsinen
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abhangig, in anderen sind sowohl Cathepsine als auch Caspasen beteiligt. Eine
diesbezlglich wichtige Studie untersuchte die Beteiligung von Cathepsin B an
TNF-induzierter Caspase-8-abhangiger Apoptose. Der Vergleich von
Cathepsin B-defizienten Mausen mit Wildtypmausen zeigt, dass die durch TNF
ausgeloste Apoptose der Hepatozyten in Cathepsin B-defizienten Mausen deutlich
reduziert ist (Guicciardi et al., 2001). In vitro bewirkt Cathepsin B den Ausstrom von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien, so dass Cathepsin B in der TNF-Kaskade
vermutlich oberhalb der Mitochondrien aktiviert wird (Guicciardi et al., 2000).
Ubereinstimmend mit diesem Modell wurde das pro-apoptotische BH-3-only-Protein Bid
als Cathepsinsubstrat beschrieben. Die Spaltung von Bid fihrt zu einem Cathepsin B-
vermittelten Cytochrom c-Ausstrom in vitro (Blomgran et al., 2007; Cirman et al., 2004;
Stoka et al., 2001). Die Rolle von Bid wahrend des Cathepsin B-vermittelten Zelltodes in
vivo ist allerdings fraglich (Houseweart et al., 2003).

Offenbar aktivieren Cathepsine bei der Ausfuhrung von programmiertem Zelltod nicht
einen einzelnen spezifischen Signalweg, sondern nutzen vielmehr verschiedene
molekulare Wege, welche haufig in klassische Apoptosewege integriert sind. Somit fehlt

bisher eine einheitliche Definition des Cathepsin-abhangigen Zelltodes.
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1.4 Ziel der Arbeit

Der programmierte Zelltod spielt eine bedeutende Rolle in der Ontogenese mehrzelliger
Organismen und dient der Aufrechterhaltung der zelluldaren Homdostase. Eine
besondere Bedeutung kommt dem programmierten Zelltod im Immunsystem zu, sowohl
bei der Reifung von Lymphozyten als auch bei der Einschrankung der
aktivierungsabhangigen Proliferation reifer Lymphozyten. So ist die Eliminierung von
T-Zellen Uber Apoptose von entscheidender Bedeutung flir die T-Zell-Homéostase im
Immunsystem, flr Selbsttoleranz, Immunsuppression und das Abschalten einer
Immunantwort. Verminderte Apoptose kann zum Auftreten von Autoimmunerkrankungen
und zur Tumorentstehung flhren. Im Gegensatz zur Apoptose reifer T-Zellen sind die
Apoptosemechanismen wahrend der T-Zellentwicklung bislang unverstanden.

Auf molekularer Ebene ist Apoptose durch die Aktivierung von Caspasen charakterisiert,
welche die morphologischen Veranderungen sterbender Zellen hervorrufen. In den
letzten Jahren wurde jedoch die exklusive Caspase-Abhangigkeit des programmierten
Zelltodes in Frage gestellt, da Zellen auch ohne die Beteiligung von Caspasen sterben
kdnnen. Bei diesen Formen des Caspase-unabhangigen Zelltodes ubernehmen Nicht-
Caspase-Proteasen, wie zum Beispiel Cathepsine, eine wichtige Rolle.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob Thymozyten auch ohne die Beteiligung von
Caspasen sterben kénnen und welche Proteasen an solch einem
Caspase-unabhangigen Zelltod beteiligt sind. Hierzu soll ein in vitro-Modell fir den
Zelltod in Thymozyten etabliert werden, das biochemische Untersuchungen ermdglicht.
Als in vitro-Modell wurde die thymische Lymphomzelllinie D ausgewahlt und im Hinblick
auf die Caspase-Abhangigkeit von aktivierungsinduzierten Zelltod nach PMA/lonomyzin-
Stimulation getestet. Das Ziel dieser Arbeit ist, den Zelltod dieser Zelllinie auf
molekularer Ebene zu charakterisieren. Anschlieiend sollen die Ergebnisse mit TZR-
vermitteltem Zelltod in primaren Thymozyten verglichen werden, um Hinweise auf den

molekularen Apoptosemechanismus bei der negativen Selektion im Thymus zu erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

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

(Darmstadt) bezogen.

2.1.2 Haufig verwendete Puffer

ACK-Lysepuffer (10x): 41,459 NH.CI

59 KHCO;

0,186 g EDTA

ad 500 ml H,O pH 7,27
Annexin-Bindungspuffer: 10 mM HEPES

140 mM NaCl

2.5 mM CaCl, pH 7,4
Caspase-Aktivitatspuffer: 50 mM Hepes pH 7,4

50 mM NaCl

0,1% CHAPS

10 mM EDTA

5% (v/v) Gycerol

10 mM DTT
Cathepsin-Aktivitatspuffer: 01 M Phosphatpuffer

1 mM EDTA

pH 6,0
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DNA-Probenpuffer (10 x):

HBS (10x):

KCM-Puffer (5x):

Kinasepuffer:

Lysepuffer:

(Ganzzellextrakte)

MES Puffer:

Nicolettipuffer:

50 % (v/v)
0,42 % (w/v)
0,42 % (w/v)

28 ml
10 ml
11,91g
10 ml
ad 100 ml H,0

500 mM
150 mM
150 mM

50 mM Tris-HCI
5mM
1TmM

120 mM
50 mM

1 mM
1% (W/v)
5mM

25 mM
200 uM
0,5 pyg/ml

25 mM

5mM
pH 5,0

0,1 % (w/v)

Glycerol
Bromphenolblau

Xylencyanol

5M NaCl

1M KCI

Hepes

200mM Na,HPO,
pH 6,5

KCI
CaC|2
Mg Cl,

pH 7,4
MgC|2
EDTA

NaCl

Tris-HCI pH 8,0
PMSF

NP-40

DTT

NaF

NaszVO,

Pepstatin

2-(N-morpholino)-
Ethansulfonsaure
DTT

Natriumcitrat
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PBS:

PBST:

Probenpuffer reduz. (5x):
(SDS-PAGE)

Laufpuffer:
(SDS-PAGE)

Sammelgel (5 %):

(SDS-PAGE)

Trenngel:
(SDS-PAGE)

0,1 % (w/v)
50 pg/ml

137 mM
8,1 mM
2,7 mM
1,5 mM

PBS
0,05 % (w/v)
pH 7,4

50 % (v/v)
10 % (w/v)
50 mM

25 % (vIv)
0,25 mg/mi

25 mM
0,19 M
1% (w/v)

24 mM

5 % (w/v)
0,1 % (wiv)
0,1 % (wiv)
0,1 % (w/v)

37,5 mM

10-12 % (W/v)

0,1 % (W)

0,03 % (W/v)

0,1 % (W)

Triton X-100
Propidiumiodid

NaCl

Na,HPO,

KCI

KH,PO, pH 7,4

Tween-20

Glycerol

SDS

Tris pH 6,8
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Tris-Base
Glycin
SDS

Tris-HCI pH 6,8
Acrylamid

SDS

APS

TEMED

Tris-HCI pH 8,8
Acrylamid

SDS

APS

TEMED
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Stripping Puffer:

TAE:

Transferpuffer:
(Western Blot)

0,1 M
pH 1,3

40 mM
20 mM
1 mM

pH 8,3

25 mM
0,19 M
20 % (v/v)

0,037 % (W/v)SDS

2.1.3 Biologisches Material

2.1.3.1 Bakterienstamme

Glyzin

Tris
Essigsaure
EDTA

Tris
Glycin
Methanol

E. coli Stamm

Verwendung

Referenz, Bezugsquelle

BL21(DE3)pLysS

Vermehrung von Plasmiden

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.3.2 Eukaryontische Zellen

Zelllinie Herkunft Referenz

Jurkat humanes T-Zell-Lymphom (Schneider et al. 1977c)
293T ;‘gmﬂf embryonale Nieren- (Graham FL, 1977)

D murine thymische Lymphom- (Krammer et al. 1976)

zelllinie
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DC27.1 murine T-Zell-Leukamiezelllinie

murine thymische Lymphom-

308 (Krammer et al. 1976)

zelllinie
E20 murine thymische Lymphom- (Krammer et al. 1976)
zelllinie
2.1.3.3 Mause

Die Mause wurden von der Firma Charles River Laboratories bezogen oder im

hauseigenen Tierstall gezlichtet.

Bezeichnung Genotyp Referenz
CatB -/- (ko) Cathepsin B-defizient (Deussing et al., 1998)
wild-typ (wt) C57BL6 (Schneider et al. 1977a)

2.1.4 Nahrmedien

2.1.4.1 Medien fur die Zellkultur
Pulverisierte Zellkulturmedien RPMI 1640, DMEM wurden von den Firmen Gibco BRL

(Eggenstein) bzw. Sigma (Minchen) bezogen und nach Herstellerangaben in
pyrogenfreiem Wasser gel6st. Die Medien wurden sterilfiltriert und anschlieiend bei 4°C

gelagert. Vor der Verwendung wurden die Medien mit folgenden Zusatzen versetzt:

10 % (v/v) FCS Gibco/BRL, Eggenstein
1% Natriumpyruvat Gibco/BRL, Eggenstein

Fir murine T-Zelllinien und murine primare T-Zellen wurden dem Medium 50 uM

B-Mercaptoethanol hinzugeben. Fur murine primare T-Zellen wurde dem Medium

auflerdem 50 ug/ml Gentamycin (Gibco/BRL, Eggenstein) zugegeben.
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2.1.4.2 Medien fur Bakterien

LB-Medium:

10 g/l Caseinhydrolysat
5 g/l
10 g/l NacCl

pH 7,2 mit 1 M NaOH eingestellt

Hefeextrakt

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

zugefugt. Fur die Herstellung von Selektionsmedien wurde Ampicillin (100 ug/ml) oder

Kanamycin (50 pg/ml) zugegeben.

2.1.5 Antikérper

Antikorper fir die Durchflusszytometrie

Name (Klon; Serum/Isotyp) Antigen Quelle/Referenz
anti-B220 BD Pharmingen,
CD45R _
(Ratte IgG2a, k) Heidelberg
anti-CD25, PE BD Pharmingen,
CD25, IL 2Ra
(Ratte 1gG2a, k) Heidelberg
anti-CD4, FITC cD4 BD Pharmingen,
(Ratte 1gG2a, k) Heidelberg
anti-CD8, PE BD Pharmingen,
CcD8
(Ratte IgG2a, k) Heidelberg
anti-CD95R (Jo2), FITC BD Pharmingen,
CD95R, Fas _
(Hamster 1IgG2*, A2) Heidelberg
. Caltag Laboratories,
anti-Hamster IgG lgG
Karlsruhe
anti-TCRp, FITC BD Pharmingen,
TCRB

(Hamster 1IgG2*, A1)

Heidelberg
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Antikorper fir Western Blot

Name (Klon; _

Antigen Quelle/Referenz
Serum/Isotyp)
anti-Bim humanes synthetisches

(Kaninchen, polyklonal)

Bim-Peptid

Stressgen, USA

anti-Caspase-3

(Kaninchen, polyklonal)

humanes synthetisches

Caspase-3-Peptid

Cell Signalling Technology,
Danvers, USA

anti-Caspase-8
(3B10, Ratte 1IgG1)

Caspase-8,

p18-Untereinheit

Alexis, Lausen, Schweiz

anti-Caspase-9

(Kaninchen, polyklonal)

Caspase-9-Peptid

Cell Signalling Technology,
Danvers, USA

anti-Cathepsin B
(Ziege, polyklonal)

rekombinantes murines

Cathepsin B

R&D Systems,
Minneapolis, USA

anti-Cathepsin B
Klon S12

(Kaninchen, polyklonal)

human, N-Terminus

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

BD Transduction,

anti-Erk1 Erk1

Heidelberg
anti-lgG1, HRP Maus IgG1 Southern Biotechnology,
(Ziege, polyklonal) Birmingham, USA
anti-lgG2a, HRP Maus IgG2a Southern Biotechnology,
(Ziege, polyklonal) Birmingham, USA
anti-lgG2b, HRP Maus IgG2b Southern Biotechnology,
(Ziege, polyklonal) Birmingham, USA
anti-JNK1 (C17) INKA Santa Cruz Biotechnology,
(Kaninchen, polyklonal) Heidelberg
anti-Kaninchen, HRP Kaninchen IgG Santa Cruz Biotechnology,
(Ziege, polyklonal) Heidelberg

anti-p-Erk1/2 (E10, Maus
IgG1)

p-Erk1-Peptid

Cell Signalling Technology,
Danvers, USA

anti-p-JNK (G9, Maus 1gG1)

p-JNK-Peptid

Cell Signalling Technology,
Danvers, USA
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anti-SLP76 (C20, Ziege,

polyklonal)

SLP76-Peptid,

C-Terminus

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

anti-Ziege, HRP
(Esel, polyklonal)

Ziege 1gG

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

Antikorper far Immunfluoreszenz

Name (Klon;

Serum/Isotyp)

Antigen

Quelle/Referenz

anti-Cathepsin B
(Ziege, polyklonal)

rekombinantes murines

Cathepsin B

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

anti-LAMP 2

(Kaninchen, polyklonal)

LAMP2-Peptid,

C-Terminus, Ratte

Alexis, Lausen, Schweiz

anti-Ziege, FITC
(Esel, polyklonal)

Ziege 1gG

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg

2.1.6 Apotosestimuli, Inhibitoren und Proteasesubstrate

Substanz Spezifitat Hersteller, Referenz
anti-CD3 (145-2C11), . BD Biosciences,
CD3 (murin) _
(Hamster, polyklonal) Heidelberg
_ _ _ BD Biosciences,
Annexin V FITC Phosphatidylserin

Heidelberg

Mdbiosciences,

Biotin-FA-fmk Inhibitor flr Cathepsin B/L o
Zurich
Peptide International,
CA-074-me Inhibitor fur Cathepsin B
Osaka
fluoreszenzmarkierter Inhibitor Bachem,
z-DEVD-AFC
fur Caspase-3 Weil am Rhein
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LZ-CD95L Leuzin-Zipper CD95 Ligand (Walczak et al., 1999)
fluoreszenzmarkierter Inhibitor Bachem,
z-IETD-AFC
fur Caspase-8 Weil am Rhein
Calbiochem,
lonomyzin
Darmstadt
Calbiochem,
PD 150606 Inhibitor fiir Calpain
Darmstadt
) Calbiochem,
PMA Phorbol-12-myristat-13-azetat
Darmstadt
Breitspektrum-Inhibitor fur R&D Systems,
g-VD-OPh . .
Caspasen Minneapolis, USA
B R&D Systems,
z-FA-fmk Inhibitor fir Cathepsin B/L
Minneapolis, USA
fluoreszenzmarkierter Inhibitor Bachem,
z-RR-AMC
fur Cathepsin B Weil am Rhein
Breitspektrum-Inhibitor fir Bachem,
z-VAD-fmk
Caspasen Weil am Rhein

2.1.7 Molekularbiologische Materialen

2.1.7.1 Synthetische Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden, soweit nicht anders angegeben, von MWG-

Biotech bezogen.

Name Sequenz (5°-3")

mGAPDH_for CCAGTGAGC TTCCCGTTC
MGAPDH_rev GAA CAT CAT CCC TGC ATC CA
mCD95L _for TTC ATC TTG TGG GCC TAG
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mCD95L _rev CAA GACTGACCCCGGAAGTA
mCTSB_for nicht 6ffentlich (Qiagen, Hilden)
mCTSB_rev nicht éffentlich (Qiagen, Hilden)

mSLP76-3"_for

TAG ACT GTT AAC TCG GGC CC

mSLP76-3"_rev

CAG GAA GTT ATC CCC ACATCG

mSLP76-5_for

TTT CGC TCA GAGGTC CTA GCC

mSLP76-5"_rev

GCT TCT GTC TAT TGA TGG AGC AGG

mSLP76-c_for

CAC TAC CTT CCATGA GCT CC

mSLP76-c_rev

GTT TAT CTT CCT CAG AGC AGC

mG3PDH_for

ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC

mG3PDH_rev

TCCACCACCCTGTTGCTGTA

SiRNA-CTSB # 2

nicht offentlich (Qiagen, Hilden)

siRNA-CTSB # 3

nicht offentlich (Qiagen, Hilden)

2.1.7.2 Enzyme und Kits

Enzym/Kit

Hersteller, Bezugsquelle

Taq DNA Polymerase

Roche Pharmaceuticals, Mannheim

Roti®-Quant

Carl Roth, Karlsruhe

Trypsin EDTA Losung

Gibco BRL, Eggenstein

Maxi — Prap. Kit

Qiagen, Hilden

Reverse Transkriptase

Applied Biosystems, Darmstadt

Rnase Inhibitor

Applied Biosystems, Darmstadt
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Turbo-DNA-free Kit

Ambion, Darmstadt

Sybr Green PCR Kit

Applied Biosystems, Darmstadt

rekombinantes murines Cathepsin B

R&D Systems, Minneapolis, USA

Western Lightning™

Chemiluminescence Kit

Perkin Elmer, Massachusetts

RNA-Microkit Stratagene
2.1.8 Gerate
Gerat Hersteller
Autoradiographiehillen Rego
Blotapparatur Semi-Dry 20 x 25 cm Bio-Rad
Brutschrank Stericult Inkubator Forma Scientific
FACSCan (Durchflusszytometer) Becton Dickinson
FACSDiva
Becton Dickinson
(Durchflusszytometer, Zellsorter)
FACSCanto (Durchflusszytometer) Becton Dickinson
FACSVantage
Becton Dickinson
(Durchflusszytometer, Zellsorter)
Gefrierschranke: -20°C Liebherr
-80°C Forma Scientific
Gelelektrophoresekammer SDS-PAGE CTI
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Heizbad Kéttermann
Zytospin Shandon
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf
Lichtmikroskop ID 02 Zeiss
Phasenkontrastmikroskop

Leitz
Labovert FS
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 Zeiss
Mikrowellengerat Micromaxx Medion AG
Minigelelektrophoresekammer Bio-Rad
Victor 1420 Multilabel Reader Wallac
Netzgerat Electrophoresis Power

Renner
Supply Consort 865
pH-Meter WTW WTW

Photoeinheit UV-Flachenstrahler =~ Konrad Benda
Spektro-Photometer 6505 UV/Vis Jenway
Quarzkivetten Suprasil Hellma

Roéntgenfilmentwicklungsgerat Curix

Agfa-Gevaert

160

Geltrockner Biorad
Schittelinkubator Certomat HK Braun
Thermocycler DNA Engine DYAD MJ
Sterilarbeitsplatz SG600 Baker Company
Waagen: Analysenwaage AE Mettler

240
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Prazisionswaage 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

Beckmann,
PLUS, 5C PLUS

2.1.9 Software

Folgende Computersoftware wurde verwendet: Microsoft Office, CellQuestPro, FlowJo,
Adobe lllustrator CS, Adobe Photo Shop CS, Adobe Acrobat 6, Reference Manager.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-Praparation im Maxi-Mal3stab
Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Mafistab wurde mit dem Qiagen Plasmid-Maxi-
Kit durchgefiihrt. Dafir wurden 400 ml LB-Medium in einem 1 I-Fernbachkolben mit

100 pg/ml Ampicillin oder 50ug/ml Kanamycin versetzt und mit einer Einzelkolonie von
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einer LB-Agar-Platte angeimpft. Nach Inkubation Uber Nacht (4. N.) bei 37°C unter
Schutteln 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 gefallt. 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-Austauschersaule (Qiagen-tip 500) gegeben, die zuvor mit 6 ml
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-Réhrchen eluiert und mit 0,7 Volumeneinheiten Isopropanol
gefallt. Nach Zentrifugation (Heraeus Varifuge, 30 min, 6000 rpm, 4°C) wurde das DNA-
Pellet in 5 ml eiskaltem 70 % igen Ethanol gewaschen. Die DNA wurde anschlieend im
Vakuum getrocknet und in 200 yl H,O geldst. Die Konzentration der DNA wurde

photometrisch bestimmt.

2.2.1.2 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) Iasst sich ein definierter Nukleinsaure-
abschnitt selektiv vervielfaltigen. Grundlage der Reaktion sind zyklische Temperatur-
anderungen, welche optimale Bedingungen fiir verschiedene Reaktionen schaffen. Im
ersten  Schritt hybridisieren spezifische Oligonukleotide (Primer) mit der
hitzedenaturierten einzelstrangigen DNA zu einem doppelstrangigen Startpunkt fir die
DNA-Polymerasen, welche dann im zweiten Schritt doppelstrangige DNA aus der
einzelstrangigen Vorlage synthetisieren. Durch Hitzeeinwirkung trennen sich die
komplementaren Einzelstrange im dritten Schritt und kénnen schlieldlich erneut mit den
Primern hybridisieren, so dass sich bei jedem Zyklus die Zahl der zur Verfiigung

stehenden Vorlagen verdoppelt. Dazu wurde je Reaktion folgender Ansatz benutzt:
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5ul 10 x PCR-Puffer

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

1 ul Primer 2 (200 pmol)

20 ng Template DNA

1 ul Taqg DNA-Polymerase

ad 50yl H,O

Die PCR wurde wie folgt durchgefiihrt:

Start 5 min bei 94°C
25-35 Zyklen Denaturierung 1 min bei 94°C
Annealing 1min je nach Primer

Elongation 1 min bei 72°C

Termination 10 min bei 72°C

2.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinséuren

Die Uber PCR amplifizierten DNA-Fragmente kdnnen im analytischen Agarosegel (TAE,
1% Agarose, 0,5 pg/ml Ethidiumbromid) mittels Elektrophorese ihrer Grole
entsprechend aufgetrennt werden. Dazu wurden die PCR-Probe mit DNA-Probenpuffer
versehen, in Geltaschen pipettiert und 20-60 min bei 100 V aufgetrennt. Zur Kalibrierung
des Gels wurde neben den zu untersuchenden Proben ein DNA-
Molekulargewichtsmarker mit definiertem Fragmentgemisch aufgetragen.

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden durch UV-Bestrahlung
(A =254 nm) sichtbar gemacht und photographiert. Ethidiumbromid interkaliert se-
quenzunspezifisch in doppelstrangige DNA-Molekile und fiihrt so durch Anregung mit

UV-Licht zur Fluoreszenz.

2.2.1.4 Transformation von Bakterien

Durch Transformation wurde Plasmid-DNA zwecks Amplifikation in Bakterien einge-
bracht. Zur Vermehrung der hier verwendeten Vektoren dienten kompetente Bakterien

der Escherichia coli-Stamme BL21(DE3)pLysS. Fir die Transformation wurden jeweils
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100 pul kompetente Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und 10 ul DNA-LSsung (ca.
100 - 200 ng DNA) zusammen mit 20 pl 5 x KCM und 70 pl H,O zugefligt. Es folgte eine
20-minltige Inkubation auf Eis, im Anschluss daran eine 10-minitige Inkubation bei
Raumtemperatur (RT). Die Reaktionsansatze wurden anschlieBend mit je 900 pl
Antibiotika-freiem LB-Medium versehen und 60 min bei 37°C zur Induktion der
Antibiotika-Resistenzen inkubiert. Die Selektion auf plasmidtragende Bakterien erfolgte
in Petrischalen mit Antibiotika-haltigem LB-Agar U.N. bei 37°C. Zur Plasmid-DNA-
Gewinnung im groReren Mal3stab diente anschlieflend die Maxipraparation.

Zur Herstellung der kompetenten Bakterien wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml einer
Vorkultur angeimpft und auf eine ODgg von 0,5-0,6 kultiviert. Nach Zentrifugation der
Bakterienlosung bei 5000 rpm fur 15 min bei 4°C wurden die Pellets in 7,5 ml TSB-
Medium resuspendiert (5% [v/v] DMSO, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQ,, 10% [w/v] PEG
6000 in LB-Medium). Die resuspendierten Zellen wurden fir 1 h auf Eis inkubiert und
anschliefend in 100 pl-Aliquots in Stickstoff schockgefroren und fiir die Lagerung bei -

80°C eingefroren.

2.2.1.5 Isolierung von RNA

Die Isolation von RNA aus Zelllinien erfolgte mit saurer, phenolischer Guanidin-Lésung.
Guanidinthiocyantat denaturiert Proteine effektiv. Eine 4 M Guanidinthiocyanat-Lésung
(pH 4,0) erlaubt zusammen mit einer organischen Phenol/Chloroform-Phase die
Isolation von Gesamt-RNA. Unter diesen Bedingungen sind Proteine und kleine DNA-
Fragmente in der organischen Phase geldst, und die genomische DNA bleibt in der
Interphase, wahrend die RNA in der wassrigen Phase gelost ist.

5x10° Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert (3500 rpm, 4°C, 3 min) und in 1 ml
Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) resuspendiert, bis ein homogenes Lysat entstand. Nach 5
min Inkubation bei RT wurden 200 ul Chloroform zugegeben, mit einem Vortexer
gemischt und das Gemisch zentrifugiert (13 000 rpm, 4°C, 5 min). Die transparente
wassrige Phase wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefass Uberfiihrt. Es wurden
500 pl Isopropanol zugegeben und durch Invertieren gemischt. Das Gemisch wurde flir
1 h bei -20°C inkubiert und dann zentrifugiert (13 000 rpm, 4°C, 30 min). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet zum Waschen mit 1 ml 70 % Ethanol Gberschichtet. Das
Gemisch wurde erneut bei 13 000 rpm und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand

wurde vollstdndig abgenommen und das RNA-Pellet bei RT getrocknet.
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Die Isolierung von RNA primarer Thymozyten erfolgte unter Verwendung des RNA
Microprep Kit (Strategene) nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden 1-5 x10° Zellen
in 200 pl Lysepuffer lysiert und mit 200 pl 70 %igem Ethanol versetzt. Die Aufreinigung
erfolgte Uber Bindung an Saulen (RNA-Binding Spin Cup) und Waschen mit 2 x 500 pl
Hoch- und 3 x 300 pl Niedrigsalzpuffer. Die RNA wurde in 40 yl Wasser (60°C) eluiert.

2.2.1.6 Reverse Transkription von RNA in cDNA

Mittels reverser Transkription kann aus Gesamt-RNA cDNA hergestellt werden. Oligo-dT
hybridisieren an den polyA-Schwanz der mRNA und werden als Primer fur die RT-
Reaktion eingesetzt. Zunachst wurde die RNA mit Oligo-dT fir 10 min bei 72°C
inkubiert. Danach wurde der gesamte Reaktionsansatz (zusatzlich 1 U/ul RNAse-
Inhibitor, 1 mM dNTPs, 10 pl 10 x Reaktionspuffer, 5 mM MgCl,, 0,5 U/ul Reverse
Transkriptase, Gesamtvolumen 100 pl) fir 45 min bei 42°C inkubiert und anschlieRend
fir 5 min bei 90°C inaktiviert.

2.2.1.7 Quantitative Sybr Green PCR

Bei der Echtzeit-PCR werden wie bei der konventionellen PCR-Methode DNA-
Abschnitte vervielfaltigt. Die PCR-Produkte werden jedoch durch die Messung
entstehender Fluoreszenz schon wahrend des Laufs nachgewiesen. Mit der
Akkumulation des PCR-Produktes steigt die detektierte Fluoreszenz mit jedem PCR-
Zyklus an. Das dabei gebildete Signal ist sequenzspezifisch, da nicht stark bindende
Sondenmolekile verdrangt werden, noch bevor die Exonukleaseaktivitdt der Taq
Polymerase aktiviert wird. Die Veranderungen der Fluoreszenzen wurde mit Hilfe des
ABI PRISM 7700 Sequenz Detektors im geschlossenen Reaktionsgefall Zyklus fir

Zyklus gemessen. Die Reaktionen wurden in einem Volumen von 25 pl in Triplikaten

durchgefunhrt.

Reaktionsschema:
Primerkonz. (nM)) 300/300
Primer (forward) (ul) 53
Primer (reverse) (ul) 5,3
Sybr-Green-Mix (ul) 27,6
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cDNA (ul) 17,5
H,0 (ul) 31,9

Der Sybr-Green-Mix enthielt 300 pl 10 x Sybr-Green-Puffer, 360 yl 25 mM MgCl,, 240 pl
dNTPs (je 10mM), 15 ul U/uL Hot Gold Star Enzym und 30 pl U/ul Uracil-N-Glycosylase.

Alle verwendeten Primer wurden in einer Konzentration von 300 nM eingesetzt.

2.2.1.8 RNA-Oligo-basierende RNA-Interferenz

RNA-Interferenz (RNAIi) ist ein natlrlich auftretender zellularer Mechanismus zur
sequenzspezifischen Inhibition der Proteinexpression durch kleine doppelstrangige
RNA-Molekile (Fire et al., 1998), sogenannte siRNAs (small interfering RNA). siRNAs
binden intrazelluldr an den RISC-Proteinkomplex (RNA-Induced Silencing Complex), der
eine RNase-Aktivitat aufweist. Am RISC-Proteinkomplex wird die doppelstrangige siRNA
entwunden und in den Komplex integriert. Uber Watson-Crick-Basenpaarungen bindet
die nun einzelstrangige siRNA den RISC-Proteinkomplex an die komplementdre mRNA,
die daraufhin degradiert wird.

Zur Herunteregulation der murinen CatB-Expression wurden CatB-spezifische
kommerzielle siRNA-Oligomere (Qiagen) verwendet. Die Transfektion der siRNA-
Oligonukleotide erfolgte durch Lipofektion, wobei 0,2 uyg — 0,4 pg der jeweiligen siRNA
verwendet wurden. Vor der experimentellen Nutzung der Zellen wurden diese fir

mindestens 48-72 h im Inkubator aufbewahrt.

2.2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden in diskontinuierlichen SDS-PA-Gelen (Laemmli 1970) mit einem 10-
12 % Acrylamid-Trenngel und 5 % Acrylamid-Sammelgel aufgetrennt. Fir das Giessen
und den Lauf der Gele wurde das Mini Protean II-System verwendet (BioRad, Minchen).

Die Gele hatten folgende Dimensionen:
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Sammelgel: 80 mm x 15 mm x 0,75-1,5 mm

Trenngel: 80 mm x 55 mm x 0,75-1,5 mm

Die Gelzusammensetzung ist in Abschnitt 2.1.2 aufgefiihrt. Die Polymerisation wurde
durch die Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED gestartet und die polymerisierende Lésung
sofort verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Giel3en mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach 30 min bei 20 °C wurde der Alkohol durch Spulen mit Wasser
entfernt und das Sammelgel gegossen. Nach der Polymerisation (10 min) wurden die
Gele beladen. Proteinlésungen wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und 3 min bei 95
°C inkubiert. Der Lauf der Gele erfolgte bei 80 bis 130 Volt fur 1-2 h.

2.2.2.2 Western Blot

Zum Transfer von Proteinen aus Acrylamid-Gelen auf Membranen wurde ein "Nass"-
Verfahren eingesetzt. Dazu wurden 2zwei Whatmann-Filterpapiere, Hybond-ECL-
Membran C (Amersham-Buchler, Braunschweig), Gel und wiederum zwei Filterpapiere
in einer Blotkassette aufeinandergelegt und in die vollstandig mit Transferpuffer gefullte
Blotkammer gesetzt. Der Transfer erfolgte bei 2,5 mA/cm? fiir mindestens 2,5 h bei 4 °C.
AnschlieRend wurden unspezifische Bindungsstellen durch einstiindige Inkubation mit
5% (w/v) Milchpulver in TBS-T 0.1 % bei Raumtemperatur abgesattigt. Nach
dreimaligem kurzem Waschen in TBS-T 0.1 % wurde die Membran mit dem
Primarantikorper flr 16 h bei 4 °C unter Schitteln inkubiert. Danach wurde dreimal je
10 min mit TBS-Tween 0.1 % gewaschen und die Membran mit einem Peroxidase-
konjugiertem Sekundarantikérper (Verdinnung 1:20.000 in PBS-T 0.1 %) fur 60 min bei
4 °C unter Schitteln inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen wurde der Blot mit
der ECL-Reaktion (Amersham-Buchler) entwickelt und auf Autoradiographie-Filmen

exponiert.

56



Mareike Becker 2 Material und Methoden

2.2.2.3Lyse von eukaryontischen Zellen

Fir die Praparation von Ganzzell-Extrakten wurden 1-5 x 10° Zellen geerntet, einmal mit
PBS gewaschen und zentrifugiert (3500 rpm, 4°C, 3 min). Das Zellpellet wurde in 100-
500 ul Lysepuffer resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Unldsliche Bestandteile
der Lysate wurden anschlieBend fur 20 min bei 11.000 x g pelletiert und die geklarten
Uberstande in ein neues Eppendorfgefal liberfiihrt. Die Lysate wurden entweder direkt
in einer Immunprazipitation oder SDS-PAGE eingesetzt bzw. zur spateren Verwendung
bei -20 °C gelagert.

2.2.2.4Immunprazipitation

Fur die Immunprazipitation wurden die Zellen in Lysepuffer (siehe 11.1.2) resuspendiert
und 15 min auf Eis inkubiert. Anschliellend wurden Kerne und unlésliche Bestandteile
abzentrifugiert (15 min, 13000 rpm, 4°C). Der Uberstand des Lysates wurde dann fiir die
Immunprazipitation verwendet, wobei 30 ul an Protein A-Sepharose gekoppelten
Antikorper eingesetzt wurden. Die Immunprazipitationen erfolgten G.N. bei 4°C auf

einem Uberkopfschdittler.

2.2.2.5Aufreinigung monoklonaler AntikGrper

Monoklonale Antikérper wurden aus Zellkultur-Uberstanden von Hybridomkulturen
aufgereinigt. Die Uberstande wurden Uber eine Protein A-Sepharose-S&ule (Sigma)
gegeben und anschliefend mit 500-2000 ml 0.1 M Tris-HCI, pH 8 gewaschen. Die
Elution des Antikérpers erfolgte mit 0.1 M Glycin-HCI, pH 3 in mehreren Fraktionen. In
den Fraktionen wurde der Proteingehalt mit der BCA-Methode (Pierce, Rockford, USA)
nach Herstellerangaben bestimmt und die Fraktionen mit dem hdchsten Proteingehalt
vereinigt. Die Antikorper wurden gegen steriles PBS dialysiert (MWCO 100.000;
Spectrapor, Roth, Karlsruhe) und anschlieBend sterilfiltriert. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration wurde die Antikérperpraparation bis zur weiteren Verwendung bei
—80 °C gelagert.
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2.2.3.6 Proteinbestimmung mittels der Bradfordmethode

Die Proteinkonzentration kann mittels der Bradford-Assays (Roti®-Quant, Carl Roth)
bestimmt werden (Bradford, 1976). Hierbei bindet der Farbstoff Coomassie in saurem
pH durch die Triphenylmethan-Gruppe an nicht-polare Strukturen des Proteins und
durch die Sulfonat-Gruppe an kationisches Seitenketten von Proteinen. Die dadurch
veranderte Absorbtion des Farbstoffs kann im Spektralphotometer gemessen werden.

2 ul Lysat wurde mit 1 ml Reaktionsreagenz (4:1, 250 mM Tris/HCI pH 7,8 : Bradford
Reagenz) veretzt, gemischt und die Absorption im  Spektralphotometer

(Absorptionsmaximum: 595 nm) gemessen.

2.2.3.7Bestimmung der Enzymaktivitat von Caspasen

Die Bestimmung der Proteaseaktivitditen erfolgt mit Hilfe von fluorochromen
Proteasesubstraten. Hierbei spalten enzymatisch aktive Caspasen ein spezifisches
Peptid-Subtrat, fir Caspase-3 z-DEVD-AFC (7-Amino-4-trifluoromethyl-coumarin) und
fur Caspase-8 z-IETD-AFC und setzen so den Fluoreszenzfarbstoff AFC bzw. AMC frei.
Die Menge an freigesetzten AFC pro Stunde ist ein direktes Mal fiir die enzymatische
Aktivitat von Caspasen bzw. Cathepsinen in einer Probe.

1 x 10° Zellen wurden nach Angaben stimuliert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(1500 rpm, 4°C, 5 min) geerntet, einmal mit kaltem PBS gewaschen und in 100 pl
Lysepuffer fur 15 min auf Eis lysiert. Unlésliche Bestandteile und Kerne wurden duch
Zentrifugation (11000 rpm, 4°C, 20 min) pelletiert. 50 pl des Lysatiberstands wurden mit
50 ul Caspase-Reaktionspuffer in einer lichtundurchlassigen 96-Lochplatte gemischt und
fur 30-90 min bei 37°C inkubiert. Die Fluoreszenz wurde am Fluorometer (z-DEVD-
AFC/z-IETD-AFC: Absorptionsmaximum: 405 nm, Emissionsmaximum: 535 nm)

gemessen. Als Referenz diente eine Standardreihe mit freiem AFC (0; 0,5; 1; 2; 4 uM).
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2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1Kultivierung eukaryontischer Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung eukaryontischer Zellen wurden unter einer sterilen
Werkbank durchgeflhrt. Es wurden ausschliefdlich gammabestrahlte
Zellkulturmaterialien (Kulturschalen, Kulturflaschen, Pipetten und Zentrifugenréhrchen
etc.) der Firmen Renner (Dannstadt), Falcon (Becton Dickinson, San Jose, USA),
Greiner (Frickenhausen) und Nunc (Wiesbaden) verwendet. Alle eukaryontischen Zellen
wurden im Brutschrank bei 37 °C, 97 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert. Alle
murinen Zellinien wurden in RPMI 1640-Medium mit 10 % Zusatz von FBS, 1%
zugesetztem Sodium Pyruvat und 0,1 % B-Mercaptoethanol (alle Materialien von Gibco
BRL, Karlsruhe) ohne Antibiotika kultiviert. Weitere verwendete Zellen wurden in folgen-
den Medien kultiviert:

RPMI 1640 Medium ohne B-Mercaptoethanol : Jurkat

RPMI 1640 Medium mit 25 U/mL IL-2: primare murine T-Zellen

DMEM Medium: 293-T

2.2.3.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl und der Viabilitdt erfolgte nach Farbung mit Trypanblau.
Diese Losung dringt durch die zerstorte Zellmembran toter Zellen ein und farbt das
Zytosol blau. Lebende Zellen hingegen bleiben ungefarbt und lassen sich so von den
toten unterscheiden. Zur Farbung wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 yl Trypanblau
(1:10 in PBS verdunnt) gemischt und in einer Neubauer-Kammer ausgezahlt. Die
Zellzahl pro ml ergibt sich durch folgende Formel:

Gezéhlte Zellen / Anzahl der gezéhlten Blécke (16 kleine Kaéstchen) x

Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellen/ml
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2.2.3.3Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Zelllinien wurden zu einer Zellzahl von 1 x 10" in einem Volumen von 1 ml in RPMI
1640-Medium bzw. DMEM-Medium mit 10 % DMSO aufgenommen und in ein
Einfrierréhrchen Uberflhrt. Die Zellen wurden zunéachst fir 16 bis 24 h bei -80 °C
gelagert und dann in flissigem Stickstoff (-196 °C) aufbewahrt.

Die Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut und sofort in ein Zentrifugenréhrchen mit 5 ml
warmem Medium (37 °C) Uberflhrt. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 1500 rpm (RT)
wurden die Zellen sedimentiert. Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen noch
einmal mit Medium gewaschen, abzentrifugiert, in 10 ml Medium aufgenommen und in

eine Kulturflasche Uberfiihrt

2.2.3.4 Praparation primarer muriner Thymozyten

Die Mause wurden mittels Genickbruch getétet und die Extremitaten auf der
Praparierunterlage festgesteckt. Die Maus wurde durch Hautschnitte vom Abdomen zum
Hals und entlang der Extremitaten gedtffnet und die Haut seitlich aufgespannt. Die Thymi
und die Milz wurden mit einer gebogenen Pinzette unblutig aus dem Thorax bzw. dem
Bauchraum entnommen. Anhangendes Binde- und Fettgewebe wurde vorsichtig mit
einer Pinzette entfernt. Die Organe wurden durch sterile 40 uM Zellsiebe in sterile 50 ml-
Reaktionsrohrchen mit RPMI 1640-Medium gedriickt. Die erhaltenden Zellsuspensionen
wurden gewaschen (1500 rpm, 5 min, 4°C) und zur Lyse der Erythrozyten in 5 ml
sterilem 1x ACK-Puffer resuspendiert, welcher die Erythrozyten durch osmotischen
Schock zum Platzen bringt. Die Lyse der Erythrozyten erfolgte fir 5 min bei
Raumtemperatur. Nach einmaligem Waschen der Zellen in RPMI 1640-Medium wurden
die Thymozyten bzw. Splenozyten auf eine Zelldichte von 2x10° Zellen/ml eingestellt und
bis zur weiteren Analyse in Zellkulturflaschen Gberfuhrt. FUr die weitere Aufreinigung der
T-Zellen aus der Milz wurden die adharenten Zellen depletiert, indem die Zellsuspension
fur eine Stunde in einer liegenden 250 ml Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert
wurde. Die adharenten Zellen haften an der Plastikoberflache, wohingegen die nicht-
adharenten Zellen weiterverwendet werden konnten. Die B-Zell-Depletion erfolgte durch
eine Inkubation fir zwei Stunden in einer Zellkulturflasche, die zuvor mit 10 pg/ml Ziege-

anti-Maus 1gG-Antikérper beschichtet wurde. Die B-Zellen binden an den Antikdrper und
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bleiben so an der Flaschenoberflache haften. Die Reinheit der T-Zellen wurde mit einem
anti-CD3 Antikoérper mittels Durchflusszytometrie Gberprift. AnschlieRend wurden die
Zellen mit 5 pg/ml ConA fir 18 h stimuliert. Danach wurden die T-Zellen dreimal mit
Kulturmedium gewaschen, auf eine Zelldichte von 2x10° Zellen/ml eingestellt und mit 25

U/ml IL-2 fiir weitere funf Tage in Kultur gehalten.

2.2.2.5Transfektion von Zellen

Lipofektion

In die murine thymische Lymphomzelllinie D wurden siRNA-Oligonukleotide mittels
Lipofektion eingebracht. Zunachst wurden in RNAse-freien Eppendorfgefassen 90 pl
RPMI 1640-Medium ohne FCS, 9 pl Transfektionsreagenz HiPerfect (Qiagen, Hilden)
und jeweils 0,2 pg — 0,4 ug siRNA-Oligonucleotide gemischt und fiir 10 min bei RT
inkubiert. 2x10° Zellen wurden abzentrifugiert und in der oben beschriebenen Mischung
aufgenommen. Es erfolgte die Zugabe von 100 yl RPMI 1640-Medium + 10 % FCS.
Nach einer Inkubation von 6 h im Brutschrank wurden 400 yl RPMI 1640-Medium + 10

% FCS zu dem Ansatz gegeben und es erfolgte eine weitere Inkubation von 48-72 h.

2.2.3.6 Immunfluoreszenz von Oberflachenmolekilen (Durchflusszytometer)

Zur Analyse der Expression verschiedener Oberflachenmolekile wurden 2-5 x 105
Zellen durch Zentrifugation (1500 rpm, 5 min) pelletiert. Die Uberstédnde wurden
verworfen und die resuspendierten Zellen flir 20 min in je 50 ul einer entsprechenden
Verdiinnung des direkt gekoppelten Antikérpers (in PBS) bei 4 °C inkubiert. Zur
Entfernung nicht gebundener Antikorper wurden die Zellen durch zweimalige Zugabe
von 1 ml PBS, anschliellende dreiminutige Zentrifugation bei 3500 rpm und Dekantieren
des Uberstandes gewaschen. Nach diesen Waschschritten wurden die Proben in 200
PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert. Die
immunfluoreszenzgefarbten Zellen wurden in das Durchflusszytometer durch eine
Kapillare eingesogen und dort von einem Argonlaser mit der Anregungswellenlange A =
488 nm bestrahlt. Die Wellenlange des von den angeregten Elektronen emittierten Lichts

war dann jeweils vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff abhangig. Das Licht wurde von
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Sammellinsen eingefangen und Uber verschiedene Spiegel und Filter an Detektoren
weitergeleitet, welche Auskunft tGber Grofie (,forward scatter, FSC), Granularitat (,side

scatter”, SSC) oder Fluoreszenz (,fluorescence detector”, FL) gaben.

2.2.3.7 Stimulation von Zellen

Um Zellen auf ihre Sensitivitdt bzw. Resistenz gegeniber aktivierungsinduziertem
Zelltodes zu untersuchen, wurde Zellen (1x10° Zellen/cm?) in 48-Lochplatten ausgesit.
Die Stimulation des TZR wurde pharmakologisch nachgeahmt: der Phorbolester
Phorbol-12-myristat-12-azetat (PMA) fihrt zu starker Aktivierung der TZR-
Effektorskinase Proteinkinase C (PKC), wahrend die Erhéhung der intrazelluldren Ca®" -
Konzentration durch Zugabe des Ca?'-lonophors lonomyzin simuliert wird. Die
Stimulation erfolgte mit 0,1 yM PMA und 1 yM lonomyzin und der zeitgleichen Zugabe
der verschiedenen Proteaseinhibitoren. Die Zellen wurden fir 16 bis 48 h im Brutschrank
inkubiert und im Durchflusszytometer analysiert.

Um die Signaltransduktionswege in Zellen nach TZR-Stimulation zu untersuchen,
wurden 1 bis 5x10° Zellen in 1 ml sterilem PBS aufgenommen und mit 1-10 pg anti-CD3
oder 0,1yM PMA und 1puM Ilonomyzin fir verschiedene Zeiten in einem
Reaktionsrohrchen bei 37°C stimuliert. Die Stimulation wurde durch Inkubation der
Zellen flr 2 min auf Eis beendet und die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen. Die

Lyse der Zellen erfolgte in 500 ul Lysepuffer.

2.2.3.8 Apoptosemessung aufgrund morphologischer Veranderungen

Ein Kennzeichen der Apoptose sind morphologische Verdnderungen der Zellen.
Wahrend des Apoptoseprozesses finden eine Verdnderung der Membranorganisation
und ein Zellmassenverlust durch Abschniirung apoptotischer Kérperchen (Kerr et al.,
1972) statt. Somit lassen sich apoptotische Zellen aufgrund ihrer geringen GréRRe, die
sich in einem geringeren FSC-Signal &ullert, von lebenden Zellen unterscheiden.
Aulerdem weisen apoptotische Zellen eine veranderte Organisation von Kern und
Zytoplasma auf. Kondensiertes Zytoplasma wird aufgrund der erhéhten Granularitat als

vergrofRRertes SSC-Signal im Durchflusszytometer sichtbar.

62



Mareike Becker 2 Material und Methoden

Nach der Apoptoseinduktion im Brutschrank fir 16-24 h wurden die Zellen im
Durchflusszytometer durch Detektion des FSC/SSC analysiert. Das FSC-Signal wurde
gegen das SSC-Signal aufgetragen und das Verhaltnis der Populationen ober- und
unterhalb der sich ergebenden Diagonalen bestimmt.

Spezifische Apoptose wurde folgendermalfien berechnet: (% experimentelle Apoptose -

% spontane Apoptose)/(100 - % spontane Apoptose) x 100.

2.2.3.9Bestimmung der Apoptose nach Nicoletti

Mit Hilfe einer von Nicoletti et al. (1991) etablierten Methode lassen sich apoptotische
Zellkerne aufgrund ihres geringeren DNA-Gehaltes von Zellkernen lebender Zellen
unterscheiden (Nicoletti et al. 1991). Dazu wurden jeweils 5 x 10° Zellen in 250 pl eines
hypotonischen Fluorochrompuffers (0,1 % Natriumcitrat, 0,1 % Triton X-100, 50 pg/ml
Propidiumiodid) fiir 12-72 h bei 4 °C unter Lichtabschluss lysiert. Die Lyse unter diesen
Bedingungen ermdoglicht die Diffusion gespaltener DNA-Fragmente aus dem Zellkern
apoptotischer Zellen, wahrend intakte DNA lebender Zellen vollstéandig im Kern verbleibt.
Der Fluoreszenzfarbstoff dringt in die Zellkerne ein und interkaliert in die DNA, so dass
die Kerne ihrem DNA-Gehalt entsprechend fluoreszieren. Neben den vitalen diploiden
und den in Teilung befindlichen tetraploiden Zellkernen lielen sich daher im FL-2-
Detektor des Durchflusszytometers die apoptotischen Zellkerne mit subdiploidem DNA-
Gehalt quantifizieren. Die spezifische Apoptose wurde folgendermallen berechnet: [(%

experimentelle Apoptose - % spontane Apoptose)/(100 - % spontane Apoptose)] x 100.

2.2.3.10 Nachweis von DNA-Fragmentierung als , DNA-Leiter"

Dazu wurden jeweils 5 x 10° Zellen in 250 pl Lysepuffer (10mM Tris/HCI, pH 7,5, 10mM
EDTA, 0,2 % TritonX-100) auf Eis fir 10 min lysiert. Nach der Lyse wurden die Proben
fir 10 min bei 14000 rpm, 4°C zentrifugiert und der Uberstand fir eine Phenol-
Chloroform-Extraktion weiterverwendet. Zu dem Uberstand wurde 400 yl Phenol-
Chloroform-lsoamylalkohol gegeben, kurz gemischt und fir 5 min bei 5000 rpm, RT
zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erreichen. Die wassrige Phase wurde

vorsichtig in ein Reaktionsgefal® Uberfiihrt und die Phenol-Chloroform-Extraktion
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wiederholt. Der wassrigen Phase wurde Natriumazetat zugegeben (Endkonzentration
0,3M), und die DNA wurde durch Zugabe von zwei Volumenanteilen Ethanol (100 %)
prazipitiert. Die DNA wurde fiir 30 min bei 13000 rpm, 4°C pelletiert und das Pellet im
Anschluss mit 70 %-igen Ethanol gewaschen. Darauffolgend wurden die Proben fir
15 min bei 13000 rpm, 4°C zentrifugiert und das DNA-Pellet fir 5-10 min bei RT
getrocknet.

Das Pellet wurde in 30 pl TE-Puffer, dem RNaseA zugesetzt war (25 pg/ml), gelést und
fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte

elektrophoretisch in einem analytischen 1,7 %-igen Agarosegel.

2.2.2.11 Messung des mitochondrialen Transmembranpotentials

Die Messung des mitochondrialen  Transmembranpotentials  beruht auf
membrangangigen kationischen Fluoreszenzfarbstoffen (JC-1, Rhodamine 123), die sich
aufgrund des positiven mitochondrialen Transmembranpotentials spezifisch in
Mitochondrien anreichern. JC-1 (5,5°,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -terathylbenz-
imidazolylcarbocyaniniodid) bildet in hohen Konzentrationen Aggregate, sogenannte J-
Aggregate, die bei 590 nm emittieren, wohingegen das monomere JC-1 bei 527 nm
fluoresziert. Eine hohe Fluoreszenzintensitat zeigt demnach eine intakte, lebende Zelle
an. Wahrend der Apoptose bricht das mitochondriale Transmembranpotential
zusammen, so dass sich die Fluoreszenzfarbstoffe nicht mehr in den Mitochondrien
anreichern. Apoptotische Zellen zeigen daher gegenuber lebenden Zellen eine
Abnahme in Fluoreszenz-2 (FL-2) und eine Zunahme in Fluoreszenz-1 (FL-1) im
Durchflusszytometer. Der spezifische Verlust AWy, wurde analog der in 2.3.5
beschriebenen Formel berechnet.

0.5-1 x 10° Zellen wurden mit 5 pug/ml JC-1 (Stammldsung: 1 mg/ml in DMSO) versetzt
und bei RT im Dunkeln fir 20 min inkubiert. Danach wurden die Zellen in
Eppendorfgefale tberfihrt, zentrifugiert (3500 rpm, RT, 3 min) und einmal mit 1 ml PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurden in 100 upyl PBS resuspendiert und im

Durchflusszytometer analysiert (FL-1 vs FL-2).
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2.2.3.12 Messung von ROS

Mittels eines spezifischen Farbstoffes wurde die Generierung von Wasserstoffperoxid in
der Zelle nachgewiesen. Die intrazellulare H,O,-Konzentration wurde durch 2°,7-
Dichlordihydrofluorescein-Diacetat (H,DCF-DA, Molecular Probes, USA) detektiert.
Durch intrazellulare Esterasen  wird das nicht  fluoreszierende 2°,7-
Dichlordihydrofluorescein (H.DCF) gebildet, das zu 2°,7-Dichlorfluorescein (DCF)
oxidiert wird und fluoresziert. (Absorptionsmaximum: 504 nm, Emissionsmaximum: 529
nm)

1-2 x 10° Zellen wurden mit 5 yM H,DCF-DA in 100 pyl RPMI 1640-Medium ohne
B-Mercaptoethanol fir 20 min bei 37°C gefarbt. Die Zellen wurden einmal mit 1 ml
kaltem PBS gewaschen (3500 rpm, 4°C, 3 min) und vorsichtig in 500 ul kaltem PBS

resuspendiert. Die Proben wurden im Durchflusszytometer im FL-1-Detektor analysiert.

2.2.3.13 Ca**-Messung im Durchflusszytometer

Der Ca®'-spezifische fluoreszierende Farbstoff Fluo4-AM (Molecular Probes, USA)
wurde fir die Ca?-Farbung verwendet. Die Modifikation von Carboxylsduren mit
Azetoxymethyl (AM) flhrt zu ungeladenen Molekilen, welche die Zytoplasmamembran
durchdringen kénnen.

Innerhalb der Zellen aktivieren Esterasen den Farbstoff durch Abspaltung von
inhibitorischen lipophilen Gruppen. Wenn Ca?* an den Farbstoff Fluo4-AM bindet, erhéht
sich die Intensitat seiner Fluoreszenz. Die Fluoreszenz wird am Durchflusszytometer
gemessen (Fluo4-AM: Absoptionsmaximum: 494 nm, Emissionsmaximum: 504 nm)

1 x 10° Zellen wurden mit 1 uM Fluo4-AM bei 37°C fiir 30 min inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen pelletiert (3500 rpm, RT, 3 min), zweimal mit 1 ml PBS gewaschen
und in RPMI 1640-Medium aufgenommen. Danach erfolgte die Messung am
Durchflusszytometer. Nach 1 min Messung wurden die Zellen mit anti-CD3 (30 pg/ml)
oder mit anti-CD3 in Gegenwart eines kreuzvernetzenden Zweitantikbrpers (20 ng/ml,

Ziege, anti-Hamster IgG) stimuliert und das Ca?*-Signal wurde fiir 7-10 min gemessen.
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2.2.3.14 Immunfluoreszenz

Um Suspensionszellen auf Objekttragern farben zu kénnen, wurden Zytospin-Praparate
hergestellt. Pro Praparat wurden 5 x 10° Zellen eingesetzt, gegebenenfalls stimuliert und
einmal mit PBS gewaschen. Zur Fixierung der Zellen wurden diese in 500 yl PBS
resuspendiert, und 500 yl PFA wurde tropfenweise zugegeben. Die Zellen wurden
15 min bei RT inkubiert und im Anschluss einmal mit PBS gewaschen (5000 rpm, RT, 5
min). Die Zellen wurden in 500 pl 0,1% Triton X-100 in 1 % BSA/PBS-T resuspendiert,
um sie zu permeabilisieren. Die Inkubation erfolgte flr 10 min bei RT, und die Zellen
wurden einmal gewaschen (5000 rpm, RT, 5 min). Im nachsten Schritt wurden die
Zellkerne der Zellen mit Hoechst 33342 gefarbt. Hierzu wurden die Zellen in 500 pl
Hoechst (2 yg/ml in PBS) aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert und einmal mit PBS
gewaschen (5000 rpm, RT, 5min). Die Inkubation mit dem Erstantikbrper (anti-
Cathepsin B, 1:200, anti-LAMP2, 1:200) erfolgte in 200 pl 1 % BSA/PBS-T fur 2 h bei
RT. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen (5000 rpm, RT, 5 min). Die
anschlieRende Inkubation mit dem Zweitantikérper (Esel, anti-Ziege, Alexa488, 1:500,
anti-Kaninchen Cy3, 1:500) erfolgte in 200 pl 1 % BSA/PBS-T fur 2 h bei RT. Die Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen (5000 rpm, RT, 5 min) und fur den Zytospin in 100
ML PBS + 40% FCS resuspendiert. Die Proben wurden in die Trichter des
Zytospinapparates gegeben und mit Filterpapierkarten und Objekttragern in die
vorgesehene Halterung eingespannt. Die Proben wurden bei 700 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Die Zytospin-Praparate wurden unter Lichtabschluss bei RT getrocknet, mit

30 ul Mowiol Uberschichtet, eingedeckelt und am Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.2.3.15 In vitro anti-CD3 Stimulation

Thymozyten

Fir die Stimulation wurden 48-Lochplatten vorbereitet. 10-30 pg/ml anti-CD3 wurden
zusammen mit 50 yg/ml anti-CD28 in 200 ul sterilem PBS in die Lécher gegeben und fir
2 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Lochplatten zweimal mit 500
ul sterilem PBS gewaschen und weiterverwendet. Die verwendeten Proteaseinhibitoren

wurden zeitgleich mit den Thymozyten in die vorbereiteten 48-Lochplatten gegeben.
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Die Thymozyten wurden mit einer Zelldichte von 2-3x10° in die vorbereiteten
48-Lochplatten ausgesat und fir 18-24 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

AnschlielRend wurden die Zellen im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.16 Acridinorange-Farbung von Lysosomen

Acridinorange (AO) ist ein pH-sensitiver Farbstoff, der unter anderem fir die Farbung
von Lysosomen verwendet wird. Im sauren pH der Lysosomen (pH-Wert: ~ 5.0)
aggregiert Acridinorange und emittiert oranges bis rotes Licht, wahrend der Farbstoff bei
neutralem pH (zytoplasmatischer pH-Wert: ~ 7.0) griin fluoresziert. Lysosomen weisen
unter normalen Bedingungen einen sauren pH-Wert auf. Nach Permeabilisierung der
lysosomalen Membran kommt es zu einem Anstieg des pH-Wertes und damit zu einem
Farbumschlag von rot auf griin. Somit ermdéglicht die pH-abhangige Fluoreszenz nicht
nur eine Unterscheidung von Lysosomen von anderen Organellen und sondern kann
auch zur Messung der lysosomalen Stabilitdt herangezogen werden.

0,5-1 x 10° Zellen wurden nach Angaben stimuliert und einmal in PBS gewaschen (3500
rom, RT, 3 min). Die Zellen wurden in 100 pl Acridinorange-Losung (5ug/ml)
resuspendiert und fir 15 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen
zweimal mit 1 ml RPMI-164 Medium gewaschen und in 200 pl RPMI-164-Medium

aufgenommen und am Durchflusszytometer analysiert.

2.2.3.17 Zellsortierung von Thymozyten—-Subpopulationen

Thymozyten wurden wie unter 2.2.3.4 beschrieben prapariert. Es erfolgte zunachst eine
Farbung aller Thymozyten mit CD8-PE (1:10 Verdunnung) in 100 pl kaltem PBS in
einem 50 ml Reaktionsgefass. Die Thymozyten wurden 20 min bei 4°C gefarbt und mit
50 ml kaltem, sterilem PBS gewaschen (1500 rpm, 4°C, 10 min). Anschliefiend wurden
die Zellen mit CD8-PE (1:10 Verdinnung) in 100 pl kaltem PBS fur 20 min bei 4°C
gefarbt und mit 50 ml kaltem, sterilem PBS gewaschen (1500 rpm, 4°C, 10 min). Das
Zellpellet wurde in 200 yl PBS aufgenommen und durch einen Zellfilter gedriickt, um
eine Einzelzellsuspension herzustellen. Die Thymozytensuspension wurde auf 1 ml mit

kaltem, sterilem PBS aufgefullt und durchflusszytometrisch am FACSDiva- oder
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FACSVantage-Zellsorter anhand der CD4- und CD8-Oberflachenexpression in CD4
CD8, CD4'CD8", CD4*CD8", CD4 CD8"*-Populationen sortiert.
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3  Ergebnisse

3.1 Die Lymphomzelllinie D exprimiert T-Zelloberflachenmolekile und
stirbt nach Stimulation des TZR-Signalweges

Thymische Lymphome sind nicht-epitheliale Tumore aus dem Thymus und koénnen in
M&usen spontan entstehen. Beim Mausstamm AKR/J ist die spontane Entstehung
thymischer Lymphome bei Tieren im fortgeschrittenen Alter beschrieben. Diese
thymischen Lymphome werden in AKR/J-Mausen durch das Gross-Leukamie-Virus
induziert (Cole, 1941; Gross, 1962). Aus thymischen Lymphomen kénnen Zelllinien
generiert werden, indem diese Tumore im Abstand von ein bis zwei Wochen durch
serielle subkutane Injektion in syngene Mause passagiert werden. AnschlieRend werden
Einzelzellsuspensionen aus den passagierten Tumoren hergestellt (Krammer et al.,
1976). Da die Tumore im Thymus entstehen und phanotypisch Thymoyzten ahneln,
konnen diese Zelllinien als Modell fir Thymozyten genutzt werden (Groves et al., 1995;
Kovalik et al., 1996; Nishida et al., 2004; Schmitz et al., 2006).

Um die Apoptosemechanismen in Thymozyten in vitro zu untersuchen, wurde auf
thymische Lymphomzelllinien zurtckgegriffen, die bereits zu Beginn dieser Arbeit
existierten (Krammer et al., 1976). Dabei sollte eine Zelllinie als Thymozytenmodell fur
die weitere Analyse identifiziert werden, die nicht CD95L-sensitiv ist, da CD95 bei der
Apoptose im Thymus keine entscheidende Rolle spielt (Kotzin et al., 1988; Lamhamedi-
Cherradi et al., 2003; Newton et al., 1998; Page et al., 1998; Walsh et al., 1998).
Insgesamt wurden 32 dieser Zelllinien analysiert, einen reprasentativen Uberblick Gber
die unterschiedlichen thymischen Lymphomzelllinien soll eine Auswahl von 14 Zelllinien
geben (Tabelle 1). Diese thymischen Lymphomzelllinien wurden hinsichtlich
verschiedener T-Zelloberflachenmolekiile wie der TZR B-Kette, der Korezeptoren CD4
und CD8 und des Todesrezeptors CD95 (Apo-1/Fas) untersucht. Die TZR B-Kette
exprimierten acht von 14 untersuchten Zelllinien auf ihrer Zelloberflache. Die Mehrzahl
der getesteten Zelllinien exprimierten den CD4-Korezeptor (9/14) und nur zwei von 14

Zelllinien exprimierten zusatzlich den CD8-Korezeptor und waren somit doppelt-positiv.
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Um die ausgewahlten thymischen Lymphomzelllinien auf ihre Apoptosesensitivitat hin zu
untersuchen, wurden die Zelllinien mit CD95L stimuliert und der Zelltod bestimmt
(Tabelle 1, letzte Spalte). Dartber hinaus wurde die Expression von CD95 auf der
Zellloberflache bestimmt (Tabelle 1, Spalte 5). Es wurde deutlich, dass fast 80 % der
Zelllinien (11/14) sensitiv fir CD95L-vermittelte Apoptose waren, was mit der CD95-
Expression auf der Zelloberfliche korrelierte. So war CD95 auf der thymische
Lymphomzelllinie 295 stark exprimiert, die sehr sensitiv gegentiber CD95L-induzierter
Apoptose war (Tabelle 1, erste Zeile). Die CD95L-resistenten Zelllinien exprimierte kein
CD95 auf der Zelloberflache (Zelllinie 424, 439 und 303), mit Ausnahme der thymischen
Lymphomzelllinie D. Diese war resistent gegeniber CD95L, obwohl CD95 auf der
Zelloberflache exprimiert wurde (Tabelle 1, untere Zeile).

Um TZR-vermittelten Zelltod in Thymozyten wahrend ihrer Entwicklung in vitro
untersuchen zu koénnen, wurden die thymischen Lymphomzelllinien auf ihre
Apoptosesensitivitat gegenliber Stimulation mit einem monoklonalen Antikérper (Ak), der
gegen CD3 gerichtet ist, getestet (Daten nicht gezeigt). Die Stimulation mit diesem Ak
induzierte lediglich in der Zelllinie 439 Zelltod. Neben der Ak-Stimulation wurden die
thymischen Lymphomzelllinien mit dem Phorbolester Phorbol-12-myristat-13-azetat
(PMA) in Kombination mit lonomyzin behandelt. Die Stimulation mit PMA/lonomyzin
ahmt ein TZR-Signal nach, indem Isoformen der Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden
und es zu einem extrazellularen Einstrom von Kalzium kommt (Baier, 2003).
PMA/lonomyzin induzierte nur in der thymischen Lymphomzelllinie D Zelltod (Abbildung
3.1 und Daten nicht gezeigt). Da ein in vitro-Modell fir TZR-vermittelten Zelltod in
Thymozyten etabliert werden sollte und die Nachahmung eines TZR-Signals mit
PMA/lonomyzin in der thymischen Lymphomzelllinie D Zelltod auslést, wurde diese

Zelllinie fur die weiteren Experimente in dieser Arbeit ausgewahlt.
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thymische Oberflachenexpression Sensitivitat

el ZR B CD4 CD8 CD95 LZ-CD95L
295 - - - ++ 71%
424 ++ - - - 2%
303 ++ +/- - - 4%
425 +- - - +- 45%
344 - + - ++ 88 %
389 - + - ++ 99 %
365 ++ + + + 98 %
439 ++ +/- - - 3%
285 - +- - + 78 %
288 ++ ++ ++ +/- 57 %
280 - - - +- 59 %
E20 + - - + 99 %
308 - ++ - + 93 %
D + +/- - + 16 %

Tabelle 1: Murine thymische Lymphomzelllinien exprimieren T-Zelloberflachenmolekiile und zeigen
eine unterschiedliche Sensitivitat gegentber CD95L

Fur die Analyse der Zelloberflachenrezeptoren wurden die Zellen mit Fluorophor-gekoppelten Antikrpern
gegen die TZR B-Kette, gegen CD4, gegen CD8 oder gegen CD95 (Jo2) gefarbt und die Oberflachen-
expression durchflusszytometrisch gemessen. Die Bestimmung der Apoptosesensitivitdt erfolgte durch
Stimulation der Zellen mit dem Leuzin-Zipper-CD95 Liganden (LZ-CD95L). Exemplarisch ist der Anteil toter
Zellen nach Stimulation mit 20 ng/ml LZ-CD95L fir 20 h gezeigt.

++ = hohe Expression; + = mittlere Expression; +/- = niedrige Expression; % = Prozent spezifischer Zelltod

Die thymische Lymphomzelllinie D exprimiert die B-Kette des TZR (Abb. 3.1A, oberes
Histogramm). Der CD4-Korezeptor zeigte eine schwache Expression, der Korezeptor
CD8 hingegen wurde nicht exprimiert (Abb. 3.1A, mittlere Histogramme). Die Zellen
wiesen eine deutliche Expression von CD95 auf (Abb. 3.1A, unteres Histogramm). Zur
weiteren Charakterisierung der Zelllinie D wurde aktivierungsinduzierter Zelltod im
Vergleich zu CD95L-vermitteltem Zelltod in einer Stimulationskinetik untersucht. Nach
Stimulation mit LZ-CD95L zeigte sich ein spezifischer Zelltod von bis zu 20 %, der nach
zwOlIf Stunden Stimulation sein Maximum erreichte (Abb. 3.1B, gestrichelte Linie).
Obwohl die Zelllinie D den TZR auf ihrer Zelloberfliche exprimierte, war sie resistent
gegenuber der Stimulation mit einem gegen CD3 gerichteten Ak. Daher wurde
TZR-vermittelter Zelltod in dieser Zelllinie mit PMA und lonomyzin nachgestellt. Die
Stimulationskinetik mit PMA/lonomyzin zeigte einen stetigen Anstieg des

aktivierungsinduzierten Zelltodes Uber einen Zeitraum von 45 Stunden. Nach
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45 Stunden Stimulation waren uber 80 % der Zellen tot (Abb. 3.1B, durchgezogene
Linie).
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Abbildung 3.1: Die murine thymischen Lymphomzelllinie D exprimiert TZR-Oberflachenmolekile, ist
CD95L-resistent und stirbt nach PMA/lonomyzin-Stimulation

A) Expression von T-Zelloberflichenmolekilen: 3x10° Zellen der Zelllinie D wurden mit Fluorophor-
gekoppelten Ak gegen die TZR B-Kette, CD4, CD8 und CD95 gefarbt, und die Expression wurde im
Durchflusszytometer bestimmt (rote Kurve). Als Kontrolle wurden entsprechende fluoreszenzmarkierte
Isotyp-Kontrollen verwendet. Die Isotyp-Kontrolle ist als graue, gefiillte Kurve dargestellt. Die Abbildung
zeigt eine reprasentative Farbung von vier Experimenten. (n=4)

B) Apoptosesensitivitat gegeniiber LZ-CD95L und PMA/lonomyzin: Die Zelllinie D wurden in 48-Lochplatten
ausgesat (‘Ix105 Zellen/cmz) und mit LZ-CD95L (20 ng/ml) oder PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono,
1 uM) stimuliert. Nach drei bis 45 h wurde der Prozentsatz der toten Zellen duchflusszytometrisch bestimmt.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten. (n = 3)

Diese Daten zeigen, dass die thymische Lymphomzelllinie D wichtige T-Zelloberflachen-
molekile exprimiert. Sie weist eine geringe Sensitivitdt gegenlber CD95-vermittelter
Apoptose auf. TZR-vermittelter Zelltod kann in diesen Zellen durch PMA/lonomyzin
nachgestellt werden. Die Kinetik zeigt, dass dieser aktivierungsinduzierte Zelltod nach
7 h deutlich ansteigt und sich Uber die Zeit verstarkt. Somit stellt die thymische
Lymphomzelllinie D ein geeignetes Modell fur TZR-vermittelten Zelltod in Thymozyten

dar.
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3.2 Der aktivierungsinduzierte Zelltod der thymischen Lymphomzelllinie
D ist unabhangig von den Todesrezeptoren CD95, TRAIL-R2 und TNF-R1

Die in vitro-Stimulation von aktivierten T-Zellen oder T-Zelllinien Uber ihren TZR kann
Todesrezeptor-abhangige  Apoptose (zum  Beispiel CD95) induzieren. Um
auszuschlieBen, dass der aktivierungsinduzierte Zelltod der Zelllinie D Uber
Todesrezeptoren verlauft, wurden Fc(lg)-Fusionsproteine der Todesrezeptoren TRAIL-
R2, TNF-R1 und CD95 verwendet. Der Fc-Teil eines Antikorpers (engl.: fragment
crystallizable) besteht aus den C-terminalen Halften der beiden schweren
Antikorperketten und besitzt keine antigenbindenden Eigenschaften. Die Fusion von
CD95 mit dem Fc-Teil eines Antikdrpers resultiert in einem rekombinanten Protein, das
Scheinrezeptor-ahnliche Eigenschaften besitzt. Wird das CD95-Fc(lg)-Fusionsprotein
(CD95-Fc) im Uberschul zu Zellen gegeben, blockiert es die Aktivierung von CD95 auf
der Zelloberflache, indem es CD95L kompetitiv bindet. Dadurch wird die Bindung des
Liganden an CD95 verhindert und so die Signalleitung von CD95 blockiert. Im
vorliegenden Experiment (Abb. 3.2) wurde die Zelllinie D mit PMA/lonomyzin stimuliert
und zeitgleich mit CD95-Fc, TRAIL-R2-Fc oder TNF-R1-Fc inkubiert. Der Prozentsatz
der toten Zellen wurde nach 18 Stunden durchflusszytometrisch bestimmt und als
spezifischer Zelltod in Abb. 3.2A dargestellt. Der aktivierungsinduzierte Zelltod konnte
weder durch CD95-Fc noch durch TRAIL-R2-Fc oder TNF-R1-Fc vermindert werden. Als
Positivkontrollen wurden TRAIL-sensitive humane Jurkat T-Zellen, die CD95-sensitive
murine thymische Lymphomzelllinie 308 und die TNF-sensitive, murine T-Zelllinie
DC27.1 verwendet. In Jurkat T-Zellen wurde der TRAIL-induzierte Zelltod durch Zugabe
von TRAIL-R2-Fc fast vollstandig verhindert (Abb. 3.2B). Die Zugabe von CD95-Fc zur
Zelllinie 308 konnte CD95-induzierten Zelltod ebenfalls vollstandig blockieren. Eine
ahnlich starke Inhibition konnte durch TNF-R1-Fc in TNF-stimulierten DC27.1 T-Zellen
erzielt werden. Die Wirksamkeit der verwendeten Todesrezeptor-Fc(lg)-Fusionsproteine
wurde somit belegt. Diese Ergebnisse zeigen, dass der aktivierungsinduzierte Zelltod in
der Zelllinie D unabhangig von den Todesrezeptoren CD95, TRAIL-R2 und TNF-R1

verlauft.
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Abbildung 3.2: Der aktivierungsinduzierte Zelltod kann nicht durch Fc(lg)-Fusionsproteine von CD95,
TRAIL-R2 und TNF-R1 blockiert werden

A) Einfluss der Fc(lg)-Fusionsproteine CD95-Fc, TRAIL-R2-Fc und TNF-R1-Fc auf aktivierungsinduzierten
Zelltod der Zelllinie D: Zellen wurden in 48-Lochplatten (1x105 Zellen/cmz) ausgesat und mit PMA (100
ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) stimuliert. Die Fc(lg)-Fusionsproteine CD95-Fc, TRAIL-R2-Fc oder
TNF-R1-Fc wurden in einer Konzentration von 10 pg/ml zugegeben. Nach 15h wurde der Zelltod
durchflusszytometrisch bestimmt und der spezifische Zelltod berechnet. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus Duplikaten. (n = 2)

B) Die Fc(lg)-Fusionsproteine CD95-Fc, TRAIL-R2-Fc und TNFR1-Fc inhibieren CD95-, TRAIL- und
TNF-induzierte Apoptose: Die verwendeten Zellen wurden in 48-Lochplatten ausgesat. Die Zugabe der
einzelnen Fc(lg)-Fusionsproteine in einer Konzentration von 10 pug/ml erfolgte 30 min vor der Stimulation der
Zellen. Jurkat T-Zellen wurden mit Flag-TRAIL (400 ng/ml) stimuliert. Zellen der thymischen
Lymphomzelllinie 308 wurden mit LZ-CD95L (20 ng/ml) stimuliert. DC27.1 T-Zellen wurden mit
Cyclohexamid (CHX, 1 pg/ml) und TNF (1 nM) behandelt. Der Zelltod wurde in allen experimentellen
Ansatzen nach 15 h durchflusszytometrisch bestimmt und als spezifischer Zelltod berechnet. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Duplikaten. (n = 2)
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3.3 Im Verlauf des aktivierungsinduzierten Zelltodes der thymischen

Lymphomzelllinie D werden Caspasen prozessiert und aktiviert

Ein Schlusselereignis wahrend der Apoptose ist die Aktivierung von Caspasen. lhre
Aktivierung erfolgt durch Prozessierung und Heterotetramerisierung. Caspasen spalten
Polypeptide nach einer Erkennungssequenz von vier Aminosauren mit einem Aspartat in
Position P1. Um zu Uberprifen, welche Caspasen im Verlauf des aktivierungsinduzierten
Zelltodes der Zelllinie D prozessiert werden, wurden die Zellen flr unterschiedliche
Zeiten mit PMA/lonomyzin stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Zellen lysiert und mittels Western Blot analysiert. Bereits vier Stunden nach Stimulation
mit PMA/lonomyzin konnten p43/41 und die p18-Untereinheit der Initiatorcaspase-8
detektiert werden (Abb. 3.3A, obere beide Reihen). Zu diesem Zeitpunkt wurde ebenfalls
eine schwache Caspase-9-Prozessierung beobachtet. Auch die p17-Untereinheit der
Effektorcaspase-3 lie} sich nach vier Stunden Stimulation im Western Blot nachweisen
(Abb. 3.3A, mittlere und untere Reihe). Zusatzlich zur Analyse der
Caspaseprozessierung im Western Blot wurde die Caspaseaktivitat exemplarisch fir
Caspase-3 mit Hilfe des spezifischen fluorogenen Caspase-3-Substrates z-DEVD-AFC
bestimmt. Die Stimulation mit PMA/lonomyzin induzierte in der Zelllinie D innerhalb von
vier Stunden eine deutlich messbare Caspase-3-Aktivitat (Abb. 3.3B). Nach sechs
Stunden konnte eine weitere Zunahme der Aktivitat nachgewiesen werden. Diese Daten
lassen darauf schlieRen, dass es im Verlauf des aktivierungsinduzierten Zelltodes in der
Zelllinie D zu einer Prozessierung und Aktivierung von Initiator- als auch von

Effektorcaspasen kommt.
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Abbildung 3.3.: Caspaseprozessierung und -aktivierung im Verlauf des aktivierungsinduzierten
Zelltodes in der Zelllinie D

A) Western Blot-Analyse der Caspaseprozessierung: Zellen der Zelllinie D wurden in 6-Lochplatten (1x10°
Zellen/cmz) ausgesat und fiir unterschiedliche Zeiten mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM)
stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und die Proteine durch SDS-PAGE
aufgetrennt. AnschlieRend erfolgten der Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembranen und der
immunochemische Nachweis der verschiedenen Caspasen im Western Blot.

B) Aktivitaitsmessung von Caspase-3: Zellen der Zelllinie D wurden in 6-Lochplatten (1x10° Zellen/cm?)
ausgesat und fir unterschiedliche Zeiten mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) stimuliert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und die Aktivitdt wurde mit einem spezifischen,
fluorogenen Caspase-3-Substrat (z-DEVD-AFC) bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen von Triplikaten. (n = 4)

3.4 Der aktivierungsinduzierte Zelltod der Zelllinie D kann nicht durch

Caspaseinhibition verhindert werden

Caspasen sind Schlusselmolekile bei der Apoptose, und die meisten bisher bekannten
Formen von programmiertem Zelltod sind von Caspasen abhangig. Um die
Caspaseabhangigkeit des aktivierungsinduzierten Zelltodes der Zellinie D zu
untersuchen, wurde der Breitspektrum-Caspaseinhibitor ~ z-VAD-fmk (N-
benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluormethylketon) verwendet. Bei diesem sehr haufig
verwendeten Caspaseinhibitor handelt es sich um ein Peptidtrimer mit einer
Chlormethylketongruppe, welche die irreversible Bindung an das aktive Zentrum von
Caspasen erlaubt (Ekert et al., 1999). Zundchst wurde die Zelllinie D mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Caspaseinhibitors z-VAD-fmk vorinkubiert und
nach einer Stunde mit PMA/lonomyzin stimuliert. Nach 18 Stunden wurde

durchflusszytometrisch der Zelltod bestimmt. Selbst eine hohe Konzentration des
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Caspaseinhibitors bewirkte nur eine minimale Verminderung des aktivierungsinduzierten
Zelltodes (Abb. 3.4A). Z-VAD-fmk-Konzentrationen Uber 50 uM zeigten in diesen
Experimenten leicht toxische Effekte und werden aus diesem Grund nicht dargestellt.
Weiterhin wurde Uberprift, ob die Inhibition von Caspasen den Phanotyp des Zelltodes
andert. So ist bekannt, dass die Hemmung der apoptotischen Signalkaskade Nekrose
auslésen kann. Ein prominentes Merkmal apoptotischer Zellen sind Zellkerne mit
geringerem DNA-Gehalt. Um den Phéanotyp des Zelltodes zu untersuchen, wurde der
DNA-Gehalt von Zellen der Linie D acht Stunden nach PMA/lonomyzin-Stimulation
bestimmt und im Durchflusszytometer analysiert (Abb. 3.4B). Nach 18 Stunden wies ein
deutlicher Anteil der PMA/lonomyzin-stimulierten Zellen Zellkerne mit vermindertem
DNA-Gehalt auf. Die Inhibition von Caspasen mit z-VAD-fmk verringerte den Anteil
apoptotischer Zellkerne nicht.
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Abbildung 3.4.: Der Breitspektrum-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk verhindert den aktivierungs-
induzierten Zelltod nicht

A) Hemmungsexperiment mit z-VAD-fmk: Zellen der Zelllinie D wurden in 48-Lochplatten (1x105 Zellen/cmz)
ausgesat und fur 60 min mit z-VAD-fmk (z-VAD, 5 bzw. 50 uM) vorbehandelt. Danach erfolgte die
Stimulation der Zellen mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 yM). Nach 18 h wurde der Zelltod
durchflusszytometrisch bestimmt und als spezifischer Zelltod berechnet. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus Duplikaten. (n =3)

B) Propidiumiodid-Farbung nach der Nicoletti-Methode: 5x10° Zellen der Zellinie D wurden in
12-Lochplatten fir 18 h in An- oder Abwesenheit von z-VAD-fmk (z-VAD, 50 yM) wie unter A) stimuliert,
anschlieRend mit Propidiumiodid gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt ist eine
reprasentative Farbung aus drei Experimenten. (n = 3)
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Diese Daten zeigen, dass der aktivierungsinduzierte Zelltod in der Zelllinie D
apoptotische Merkmale besitzt und dass die Inhibition von Caspasen den Phanotyp des

Zelltodes nicht verandert.

3.5 Der Caspase-unabhangige Zelltod nach PMA/lonomyzin-Stimulation

zeigt apoptotische Merkmale

Neben dem vermindertem DNA-Gehalt apoptotischer Zellkerne gibt es weitere
morphologische und molekulare Merkmale der Apoptose. Dazu zahlt die frihe
Exposition des Membranlipids PS auf der Oberflaiche apoptotischer Zellen und der
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Die Externalisierung von PS findet noch
vor dem Verlust der Membranintegritat statt, der mit dem in die Zelle eindringenden
Fluoreszenzfarbstoff 7-AAD detektiert werden kann. Um zu klaren, ob PS auf der
Oberflache sterbender Zellen der Linie D exponiert wird, wurden Zellen sechs Stunden
nach PMA/lonomyzin-Stimulation mit Fluorophor-gekoppelten Annexin V und dem
Fluoreszenzfarbstoff 7-AAD gefarbt und der Anteil friihapoptotischer Zellen (Annexin V-
positiv, 7-AAD-negativ) durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 3.5A). Die Daten in Abb.
3.5A zeigen, dass PS auf sterbenden Zellen der Zelllinie D exponiert wurde. Wahrend
bei fast 20 % der PMA/lonomyzin-stimulierten Zellen PS auf der Zelloberflache detektiert
wurde, hatte ein Grolteil der Zellen bereits ihre Membranintegritat verloren und war 7-
AAD-positiv. Des Weiteren wurde die Depolarisierung des mitochondrialen
Membranpotentials in der Zelllinie D gemessen. Dazu wurden Zellen fir ein bis neun
Stunden mit PMA/lonomyzin stimuliert, mit dem membrangangigen kationischen
Fluoreszenzfarbstoff JC-1 gefarbt und der Verlust des Membranpotentials anschliefiend
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 3.5B). Der Anteil der Zellen mit depolarisiertem
mitochondrialem Membranpotential nahm Uber sechs Stunden zu. Nach sechs Stunden
PMA/lonomyzin-Stimulation zeigten etwa 25 % der behandelten Zellen eine signifikante
Depolarisierung der Mitochondrien. Ein Charakteristikum von apoptotischem Zelltod ist
die Degradierung der DNA in 200 bp-lange Fragmente, was sich in einer Elektrophorese
als typische ,DNA-Leiter” darstellt. In der Zelllinie D konnte nachgewiesen werden, dass
nach 16 Stunden PMA/lonomyzin-Stimulation die DNA degradiert wird und sich ein
typisches Muster von etwa 200 bp-langen DNA-Fragmenten nach Elektrophorese zeigt
(Abb. 3.5C). Diese Ergebnisse und die Daten aus Abb.3.4B demonstrieren, dass
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sterbende Zellen der Zellinie D nach PMA/lonomyzin-Stimulation frih- und
spatapoptotische Merkmale aufweisen. Somit zeigt der aktivierungsinduzierte Zelltod in

der Zelllinie D einen apoptotischen Phanotyp.
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Abbildung 3.5: Externalisierung von PS, Depolarisierung der Mitochondrien und DNA-Fragmen-
tierung in der Zelllinie D

A) Oberflachenfarbung von PS mit fluoreszenzmarkiertem Annexin V auf der Zelllinie D: Zellen wurden in
12-Lochplatten ausgesat (1x105 Zellen/cmz) und fir 6 h mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM)
stimuliert. Im Anschluss wurden die Zellen mit FITC-gekoppelten Annexin V und 7-AAD gefarbt und der
Anteil frihapoptotischer (Annexin V-positiv, 7-AAD-negativ) Zellen im Durchflusszytometer bestimmt.
Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von drei Experimenten. (n = 3)

B) Messung des Verlusts des mitochondrialen Membranpotentials (WAwi) mittels JC-1-Farbung in der
Zelllinie D: Zellen wurden in 12-Lochplatten ausgesét (1x‘105 Zellen/cmz) und wie unter A) beschrieben
stimuliert. Im Anschluss erfolgten die Farbung der Zellen mit JC-1 und die durchflusszytometrische Analyse.
Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von zwei Experimenten. (n = 2)

C) Nachweis der DNA-Fragmentierung als ,DNA-Leiter* in der Zelllinie D: 5x10° Zellen wurden in
6-Lochplatten ausgesat und fiir 16 h mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) stimuliert. Die isolierte
DNA wurde in einem 1,7%igen Agarosegel zusammen mit einem DNA-Standard (M, 100bp DNA ladder)
aufgetrennt.
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3.6 Die lysosomale Protease Cathepsin B vermittelt den Caspase-

unabhéngigen Zelltod in der Zelllinie D

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Caspase-unabhangiger Zelltod von
anderen Proteasen als Caspasen vermittelt werden kann (Johnson, 2000). Zu diesen
Proteasen zahlen unter anderem die lysosomalen Cathepsine (Leist und Jaattela,
2001b; Wang, 2000). Um den Einfluss von Cathepsinen auf den aktivierungsinduzierten
Zelltod in der Zelllinie D zu Uberprifen, wurde der durch PMA/lonomyzin induzierte
Zelltod durch den Cathepsin B/L-Inhibitor z-FA-fmk (Benzyloxycarbonyl-Phe-Ala-
fluormethylketon) (Smith et al., 1988) und die methylierte Form des
Cathepsin B-Inhibitors CA-074 (L-trans-epoxysuccinyl-lle-Pro-OH-propylamid) inhibiert.
Der Oligopeptidinhibitor z-FA-fmk blockiert die proteolytische Aktivitat von Cathepsin B
durch die irreversible Alkylierung des Cysteinrestes im katalytischen Zentrum der
Protease. Allerdings inhibiert er aufgrund Uberlappender Substratspezifitdit auch
Cathepsin L. Der Oligopeptidinhibitor CA-074-me ist ein Cathepsin B-spezifischer
Inhibitor (Buttle et al., 1992).

Die Zelllinie D wurde mit PMA/lonomyzin stimuliert, und =zeitgleich wurden die
verschiedenen Proteaseinhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben.
Ein Teil der Zellen wurde zusatzlich mit dem Caspaseinhibitor z-VAD-fmk behandelt. Der
aktivierungsinduzierte Zelltod konnte weder durch den Cathepsin B/L-spezifischen
Inhibitor z-FA-fmk noch durch den Cathepsin B-spezifischen Inhibitor CA-074-me alleine
verhindert werden (Abb. 3.6B). Die zusatzliche Inhibition der Caspaseaktivitat mit
z-VAD-fmk konnte jedoch den aktivierungsinduzierten Zelltod der Zelllinie D deutlich
vermindern (Abb. 3.6A). Die Inhibition des Caspase-unabhangigen Zelltodes durch die
Cathepsininhibitoren war konzentrationsabhangig (Abb. 3.6A, rote Balken) und konnte
sowohl fir den Cathepsin B/L-spezifischen Inhibitor z-FA-fmk als auch fiir den Cathepsin
B-Inhibitor CA-074-me gezeigt werden. Da die alleinige Hemmung von Caspasen oder
von Cathepsin B/L den aktivierungsinduzierten Zelltod nicht vermindert, lasst sich
vermuten, dass die Proteasen unabhangig voneinander Zelltod auslésen und sich
gegenseitig kompensieren.

Diese Daten deuten darauf hin, dass der aktivierungsinduzierte Zelltod der Zelllinie D
Uber zwei Signalwege verlauft, die sich in ihrer Caspase-Abhangigkeit unterscheiden.

Die Caspaseprozessierung und -aktivierung kann zwar durch den Caspaseinhibitor
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z-VAD-fmk inhibiert werden (Daten nicht gezeigt), jedoch zeigen die Experimente, dass
die Zelllinie D auch ohne Caspasebeteiligung stirbt. Dieser Caspase-unabhangige
Zelltod wird durch die lysosomale Cysteinprotease Cathepsin B vermittelt. Da der
Oligopeptidinhibitor z-FA-fmk neben Cathepsin B auch Cathepsin L inhibiert, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Cathepsin L ebenfalls am Caspase-unabhangigen Zelltod
in der Zelllinie D beteiligt ist.
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Abbildung 3.6: Der Caspase-unabhéngige Zelltod der Zelllinie D wird durch Cathepsin B- bzw.
Cathepsin B/L-spezifische Peptidinhibitoren verhindert

A) Gleichzeitige Inhibition von Caspasen und Cathepsin B bzw. Cathepsin B/L vermindert
konzentrationsabhangig den aktivierungsinduzierten Zelltod in der Zelllinie D: Zellen wurden in 48-
Lochplatten ausgesat (1x105 ZeIIen/cmz) und mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) stimuliert.
Zeitgleich wurden der Caspaseinhibitor z-VAD-fmk (z-VAD, 50 yM) zusammen mit dem Cathepsin B/L-
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Inhibitor z-FA-fmk (z-FA) oder dem Cathepsin B-Inhibitor CA-074-me in den angegebenen Konzentrationen
zugegeben. Nach 18 h wurde der Prozentsatz der sterbenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und
als spezifischer Zelltod angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen aus sieben
Experimenten. (n=7)

B) Alleinige Inhibition der lysosomalen Cathepsine B bzw. B/L hat keinen Einfluss auf den aktivierungs-
induzierten Zelltod der Zelllinie D: Zellen wurden in 48-Lochplatten ausgesat (1x105 ZeIIen/cmZ) und wie
unter A) beschrieben stimuliert. Zeitgleich wurde entweder der Cathepsin B/L-Inhibitor z-FA-fmk (zFA) oder
der Cathepsin B-Inhibitor CA-074-me zugegeben. Nach 18 h wurde der Prozentsatz der sterbenden Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt und als spezifischer Zelltod angegeben. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei Experimenten (n=3) (links) und ein reprasentatives Experiment von drei
Experimenten, (n=3) (rechts).

Um herauszufinden, ob der Caspase-unabhangige Zelltod ausschlieRlich von
Cathepsin B vermittelt wird und um die essentielle Rolle von Cathepsinen in der
thymischen Lymphomzelllinie D zu unterstreichen, wurden Experimente mit
Cathepsin B-spezifischer siRNA durchgefihrt. Dazu wurde die Expression von
Cathepsin B in der Zelllinie D mittels RNA-Interferenz herunterreguliert. Cathepsin B-
spezifische oder Kontroll-siRNA-Oligonukleotide wurden durch Lipofektion in die
Zelllinie D eingebracht. Die Reduktion des Cathepsin B-Expressionsniveaus wurde nach
72 Stunden mittels Western Blot Uberprift (Abb. 3.7A). Von den verwendeten
Cathepsin B-spezifischen siRNA-Oligonukleotiden regulierte das Oligonukleotid #3
(CatB#3) die Expression von Cathepsin B im Vergleich zu dem Kontroll-siRNA-
Oligonukleotid (Ctr) deutlich herunter, wahrend das Oligonukleotid #2 (CatB#2) das
Expressionsniveau nicht beeinflusste (Abb. 3.7A). Die transfizierten Zellen wurden 72
Stunden nach der Lipofektion mit PMA/lonomyzin in An- oder Abwesenheit des
Caspaseinhibitors z-VAD-fmk stimuliert, und der Zelltod wurde nach 14 Stunden
durchflusszytometrisch analysiert. Der aktivierungsinduzierte Zelltod konnte unabhangig
davon, ob die Zellen mit Cathepsin B-spezifischen oder Kontroll-siRNA-Oligonukleotiden
transfiziert worden waren, induziert werden (Abb 3.7B, schwarze Balken). Zellen, in
denen das Cathepsin B-Expressionsniveau nicht herunterreguliert war (Ctr und CatB#2),
starben nach PMA/lonomyzin-Stimulation auch in Anwesenheit des Caspaseinhibitors
z-VAD-fmk. Die deutliche Verminderung der Cathepsin B-Expression durch das
Oligonukleotid #3 (CatB#3) hatte zur Folge, dass der Caspaseinhibitor z-VAD-fmk den
aktivierungsinduzierten Zelltod vollstandig blockieren konnte. Diese vollstandige
Blockade des aktivierungsinduzierten Zelltodes wurde in Hemmungsexperimenten mit
den verschiedenen Proteaseinhibitoren nicht erreicht. Ein mdglicher Grund koénnte die

geringe Toxizitat der Cathepsin B/L-Inhibitoren in hdheren Konzentrationen sein.
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Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass der Caspase-unabhangige Zelltod (spezifischer
Zelltod in Anwesenheit von Caspaseinhibitoren) durch die Herunterregulation der
Cathepsin B-Expression verhindert werden kann und belegen, dass Cathepsin B den

Caspase-unabhangigen Zelltod in der thymischen Lymphomzelllinie D vermittelt.

Abbildung 3.7: Cathepsin B ist essentiell

A) fur den Caspase-unabhéngigen Zelltod in
siRNA  Ctr CatB#2 CatB #3 der thymischen Lymphomzelllinie D

A) Herunterregulation der Cathepsin B-

WB: aCatB — —— Expression durch RNA-Interferenz in der

Zelllinie D: 3x10° Zellen der wurden transient
uber Lipofektion mit Cathepsin B
spezifischen (CatB#2 oder CatB#3) oder
Kontroll-siRNA- Oligonukleotiden (Ctr)
transfiziert. Nach der Transfektion wurden
die Zellen fur 72 h im Medium inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen lysiert und
die spezifische Herunterregulation des
B) Cathepsin B-Expressionsniveaus wurde
mittels  Western  Blot durch  einen
PMA/lono m ohne Inhibitor polyklonalen anti-Cathepsin B Ak (aCatB)
40 7 B z-VAD verifiziert. Als Ladekontrolle dient ERK1/2 (a-
Erk1/2).
B) Zellen wie unter A) beschrieben
transfiziert. Nach der Transfektion wurden
die Zellen fir 72h im Medium inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen mit PMA
(100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) fir
14 h stimuliert. Die Stimulation erfolgte in An-
wesenheit (rote Balken) oder in Abwesenheit
(schwarze Balken) des Caspaseinhibitors
z-VAD-fmk (z-VAD, 50 uM). Der Prozentsatz
sterbender  Zellen  wurde  durchfluss-
zytometrisch bestimmt und als spezifischer
SiRNA Ctr CatB #2 CatB #3 Zellt9d a_ngegeben. .Gezeigt ist eiq
reprasentatives  Experiment von  drei
Experimenten. (n = 3)

WB: aErk1/2 — — —

spezifischer Zelltod (%)

3.7 PMA/lonomyzin-Stimulation bewirkt LMP und eine verdnderte

zellulare Lokalisation von Cathepsin B

LMP fihrt zur Freisetzung von lysosmalen Cathepsinen in das Zytosol und ist im
Zusammenhang mit Caspase-unabhangigen und Caspase-abhangigen Zelltod
beschrieben (Brunk et al.,, 2001; Kroemer und Jaattela, 2005). In der Mehrzahl der

Studien wurde LMP mit Hilfe des pH-abhangigen Fluoreszenzfarbstoffs Acridinorange
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analysiert. Dabei werden die pH-Unterschiede zwischen Zytosol und Lysosomen
genutzt. Acridinorange akkumuliert in sauren Organellen, wie beispielsweise den
Lysosomen. Wird der Farbstoff aus den Lysosomen freigesetzt, andert sich dessen
Emissionsspektrum aufgrund der pH-Unterschiede zwischen Lysosomen und Zytosol,
und die Signalintensitat nimmt ab.

Um zu Uberprifen, ob die Lysosomen im Verlauf des aktivierungsinduzierten Zelltodes in
der Zelllinie D permeabilisiert werden, wurden Zellen mit PMA/lonomyzin stimuliert und
nach unterschiedlichen Zeiten mit Acridinorange gefarbt. Als Referenz dienten
unstimulierte, Acridinorange-gefarbte Zellen. Die Analyse der Zellen erfolgte
durchflusszytometrisch. Die Abnahme der Fluoreszenz wurde bezogen auf die
Fluoreszenz unstimulierter Zellen berechnet und in Abbildung 3.8A als Anteil Zellen mit
reduziertem Acridinorange-Signal dargestellt. LMP zeigte sich bereits drei Stunden nach
Stimulation des TZR-Signalweges mit PMA/lonomyzin. Der Anteil an permeabilisierten
Lysosomen nahm uber die Zeit zu. Nach sieben bis acht Stunden wurde ein Plateau
erreicht. Um auszuschlielen, dass es sich bei LMP um einen indirekten Prozess im
Laufe der apoptotischen Veranderungen in der Zelle handelt, wurde die Analyse
ausschliellich auf frihapoptotische Zellen beschrankt, die anhand ihres FSC/SSC-
Signales im Durchflusszytometer von spatapoptotischen Zellen getrennt werden kénnen.
Die Daten zeigen, dass bereits zu einem frilhen Zeitpunkt nach Stimulation mit
PMA/lonomyzin die Lysosomen permeabilisiert werden. Dies deutet darauf hin, dass
LMP ein zeitiges Ereignis wahrend des aktivierungsinduzierten Zelltodes und eine
Voraussetzung fir den Austritt von Cathepsin B ist.

Des Weiteren wurde untersucht, ob Cathepsin B nach PMA/lonomyzin-Stimulation aus
den Lysosomen freigesetzt wird und somit seine zellulare Lokalisation andert. Hierzu
wurde die zellulare Verteilung von Cathepsin B mittels Fluoreszenzmikroskopie in der
Zelllinie D analysiert, indem unstimulierte Zellen mit PMA/lonomyzin-stimulierten Zellen
verglichen wurden. Die Zellen wurden nach der Stimulationszeit mit Antikdrpern gegen
murines Cathepsin B und gegen das lysosomale Membranprotein LAMP-2, als
Lysosomenmarker, inkubiert und mit spezifischen, fluoreszenzmarkierten Zweit-
antikérpern gefarbt. Die Farbung unstimulierter Zellen zeigte eine deutlich punktuelle
Verteilung von Cathepsin B in der Zelle (Abb. 3.8B, unbehandelt). Cathepsin B war in
distinkten Strukturen organisiert, die gleichmaRig Uber die Zelle verteilt waren. Die
LAMP-2-Farbung wies ein ahnliches Muster wie die Cathepsin B-Farbung auf, und viele

Regionen zeigten eine Kolokalisation beider Fluoreszenzsignale (Abb. 3.8B, unbe-
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handelt, zweite und dritte Spalte). Die Farbung des lysosomalen Membranproteins
LAMP-2 |asst daher den Schluss zu, dass es sich bei den Strukturen mit Cathepsin B-
Farbung grofitenteils um Lysosomen handelt. Die Stimulation mit PMA/lonomyzin flihrte
zu einer deutlichen Veranderung der Cathepsin B-Farbung. Diese war diffus Uber die
gesamte Zelle verteilt, und eine punktuelle Farbung von Cathepsin B war nur in wenigen
Bereichen der Zellen erkennbar. Teilweise waren stark gefarbte Regionen in bestimmten
Membranbereichen zu beobachten (Abb. 3.8B, PMA/lono, erste Spalte). Die diffuse
Cathepsin B-Farbung lasst vermuten, dass Cathepsin B nach PMA/lonomyzin-
Stimulation nicht mehr in distinkten Strukturen vorliegt, sondern im Zytosol verteilt ist.
Die quantitative Auswertung der fluorszenzmikrosopischen Bilder ist als Diagramm in
Abb. 3.8C dargestellt. Der Anteil der Zellen, die eine stark punktuelle Farbung fur
Cathepsin B zeigten, nahm nach Stimulation der Zellen deutlich ab, wahrend der Anteil
der Zellen, die eine diffuse Cathepsin B-Farbung zeigten, stimulationsabhangig zunahm.
Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie geben einen deutlichen Hinweis darauf,
dass sich die zellulare Lokalisation von Cathepsin B stimulationsabhangig éandert und
unterstitzen die in Abbildung 3.8A gezeigte Auslésung von LMP.

Der Ubergang von punktueller zu diffuser Farbung nach PMA/lonomyzin-Stimulation
konnte durch die Freisetzung von Cathepsin B aus den Lysosomen ins Zytosol erklart

werden.
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Abbildung 3.8: Die Lysosomen werden frihzeitig nach Stimulation des TZR-Signalweges in der
Zelllinie D permeabilisiert, und Cathepsin B andert seine zellulare Lokalisation

A) Kinetik von LMP in der Zelllinie D, Acridinorange-Farbung: 5x10° Zellen wurden fiir die angegebenen
Zeiten mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) behandelt und im Anschluss mit Acridinorange
gefarbt. Die Analyse der gefarbten Zellen erfolgte am Durchflusszytometer. Der Anteil Zellen mit reduziertem
Acridinorange-Signal wurde wie unter Material und Methoden angegeben berechnet. Gezeigt sind die
Mittelwerte und die Standardabweichungen von Duplikaten. (n=3)

B) Cathepsin B-Farbung in unstimulierten und stimulierten Zellen der Zelllinie D: Pro Fluoreszenz-
mikroskopiepraparat wurden 5x10° Zellen eingesetzt und mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM)
fur 2 bis 5 h stimuliert. Anschlieffend wurden die Zellen mit Fluorophor-gekoppelten anti-Cathepsin B Ak und
anti-LAMP-2 Ak gefarbt. Die Cathepsin B-Fluoreszenz (CatB) wurde im GFP-Kanal (erste Spalte), die
LAMP-2-Fluoreszenz (LAMP2) im Cy3-Kanal (zweite Spalte) des Fluoreszenzmikroskopes aufgenommen.
Die Fluoreszenzen von Cathepsin B und LAMP-2 wurden Ubereinander gelegt, um die Kolokalisation beider
Proteine sichtbar zumachen (dritte Spalte). Gezeigt sind Bilder einer représentativen Farbung von zwei
Experimenten.

C) Quantitative Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie: Das Farbemuster von Cathepsin B (CatB,
punktuell vs diffus) in 40 gefarbten Zellen wurde von drei unabhangigen Personen analysiert und ist
graphisch dargestellt. (n=2)
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3.8 Die Generierung von ROS ist nicht verantwortlich fiar den

aktivierungsinduzierten Zelltod in der Zelllinie D

LMP ist mechanistisch bisher kaum verstanden. Es gibt Hinweise, dass LMP zu einer
frGhen Destabilisierung der Mitochondrienmembran flihren kann. Hierbei wurden unter
anderem freigesetzte Cathepsine und ROS als Faktoren identifiziert (Boya et al., 2003;
Roberg et al., 2002). Allerdings ist die Generierung von ROS auch als ein mdglicher
Mechanismus fiir die Permeabilisierung der Lysosomen beschrieben (Antunes et al.,
2001; Dare et al., 2001; Persson et al., 2003). Zur Uberpriifung der Frage, ob ROS nach
Auslosung von aktivierungsinduziertem Zelltod in der Zelllinie D gebildet werden und
welchen Einfluss Radikale auf den Verlauf des Zelltodes haben, wurde die Zelllinie D mit
dem ROS-sensitiven Farbstoff H,DCF-DA gefarbt und anschlieRend fur unterschiedliche
Zeiten mit PMA/lonomyzin stimuliert. Die Stimulation der Zelllinie D mit PMA/lonomyzin
fuhrte zur Generierung von H,O, (Abb. 3.9A, obere Reihe). Bereits nach 20 Minuten
Stimulation wurde die Bildung von H,0O, induziert und nahm tber die Zeit zu. H,O, kann
durch Radikalfanger wie Vitamin C oder N-Acetylcystein (Nac) neutralisiert werden. Aus
diesem Grund wurde die Zelllinie D mit Nac inkubiert und anschliefend die ROS-
Generierung in den Zellen untersucht. Die Behandlung der Zellen mit Nac fihrte zu einer
starken Reduzierung der H,O,-Menge nach Stimulation der Zellen mit PMA/lonomyzin
(Abb. 3.9A, untere Reihe). Der inhibierende Effekt von Nac wurde sowohl nach 20
Minuten Stimulation als auch nach 40 und 60 Minuten beobachtet. Die Behandlung mit
Nac fihrte auRerdem zu einer Reduktion der H,0,-Menge im Vergleich zu
unbehandelten Zellen (Abb. 3.9A untere Reihe, Vergleich rote Kurve zu grau gefiillter
Flache). Die gezeigten Ergebnisse belegen, dass die Stimulation der Zelllinie D mit
PMA/lonomyzin die Generierung von ROS induziert und, dass das Antioxidanz Nac die
Akkumulation von ROS nach PMA/lonomyzin-Stimulation vollstandig inhibieren kann.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die H,O,-Entstehung im Zusammenhang mit dem
aktivierungsinduzierten Zelltod in der Zelllinie D steht. Dazu wurden Zellen zun&chst mit
unterschiedlichen Konzentrationen Nac inkubiert und im Anschluss mit PMA/lonomyzin
stimuliert. Der aktivierungsinduzierte Zelltod wurde nach 18 Stunden im
Durchflusszytometer analysiert. Stimulierte Zellen, die nicht mit Nac behandelt wurden,
dienten als Kontrolle. Obwohl Nac H,O, nach PMA/lonomyzin-Stimulation vollstandig
neutralisierte (Abb. 3.9A), wurde der aktivierungsinduzierte Zelltod nicht blockiert (Abb.
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3.9B). Auch hdhere Konzentrationen von Nac reduzierten den spezifischen Zelltod nicht.

Die Zugabe von Nac erfolgte entweder 30 Minuten vor der Stimulation (Abb. 3.9B) oder

zeitgleich mit der Stimulation (Daten nicht gezeigt). Der Zeitpunkt der Zugabe hatte
keinen Einfluss auf das Experiment. Ein méglicher toxischer Effekt von Nac auf die
Zellen wurde ebenfalls getestet.

Keine der verwendeten Konzentrationen zeigte

deutliche toxische Effekte (Abb. 3.9C)). Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in

der Zelllinie D nach PMA/lonomyzin-Stimulation H,O, gebildet wird, die Generierung von

H,O; allerdings nicht kausal fur den aktivierungsinduzierten Zelltod ist.
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Abbildung 3.9: Die Entstehung von ROS nach PMA/lonomyzin-Stimulation ist nicht die Ursache fir
den aktivierungsinduzierten Zelltod.

A) ROS-Messung in unstimulierten und stimulierten Zellen der Zelllinie D: 2x10° Zellen wurden mit dem
Farbstoff Ho.DCF-DA gefarbt und fir 20, 40 und 60 min mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 yM)
stimuliert (obere Reihe). Zusatzlich wurde ein Teil der Zellen vor der Farbung und der Stimulation mit Nac
(20 mM) behandelt (untere Reihe). Die Generierung von H>O, wurde im Duchflusszytometer gemessen.
Unstimulierte, gefarbte Zellen sind im Diagramm als graue, geflllite Kurven dargestellt, stimulierte Zellen
werden als rote Kurven gezeigt. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von drei Experimenten. (n=3)

B) Kein Effekt von Nac auf den aktivierungsinduzierten Zelltod in der Zelllinie D: Zellen wurden in
48-Lochplatten ausgesat (1x105 ZeIIen/cmz) und mit Nac in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert.
Nach 30 min wurden die Zellen mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 pM) stimuliert und nach 18 h
wurde der Prozentsatz sterbender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und
die Standardabweichungen von Duplikaten. (n=2)

C) Nac zeigt nur geringe toxische Effekte in der Zelllinie D: Unstimulierte Zellen wurden wie unter B)
beschrieben behandelt und der Prozentsatz sterbender Zellen nach 18 h durchflusszytometrisch bestimmt.
Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von Duplikaten. (n=2)

3.9 Die mRNA-Synthese von Cathepsin B ist wéhrend der T-Zellentwick-

lung differentiell reguliert

Die thymische Lymphomzelllinie D ahnelt T-Zellen im Thymus und exprimiert einen
funktionellen TZR mit Hinblick auf die Aktivierung der MAPK-Signalkaskade und der
Generierung von ROS (Abb. 3.1 und Daten nicht gezeigt). Daher kann sie als Modell fir
Thymozyten-Studien verwendet werden. Da Tumorzelllinien keine Konstanz in den
Linienmarkern zeigen, sind Aussagen Uber das thymische Entwicklungsstadium der
Zelllinie D schwierig. Die bisher vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die Nachahmung
eines TZR-Signals mit PMA/lonomyzin in der Zelllinie D zum Tod der Zelle fuhrt, der
ohne Beteiligung von Caspasen verlaufen kann und von der Aktivitdt der lysosomalen
Protease Cathepsin B abhangt. Daher ist es mdglich, die Zelllinie D als Modell far
Apoptose in Thymozyten zu nutzen. Unter physiologischen Bedingungen sterben
Thymozyten wahrend der negativen Selektion im Thymus. Dieser apoptotische Zelltod
wird durch TZR-Stimulation ausgeldst. Studien zur negativen Selektion haben gezeigt,
dass hierbei der klassische extrinsische Signalweg der Apoptose keine bedeutende
Rolle spielt (Palmer, 2003). Vielmehr konnte die Abhangigkeit von dem BH-3-only-
Protein Bim gezeigt werden, was eine Beteiligung des intrinsischen Signalweges
wahrend der negativen Selektion impliziert (Bouillet et al., 2002). Ungeklart ist weiterhin,
inwieweit die klonale Deletion Caspase-abhangig ist (Palmer, 2003). Um zu

untersuchen, ob ein Cathepsin B-abhangiger Apoptoseweg in Thymozyten eine Rolle

89



Mareike Becker 3 Ergebnisse

spielt, wurden Thymozyten aus sechs bis zehn Wochen alten Mausen fiir die weiteren
Experimente verwendet.

Zunachst wurde Uberprift, ob die mRNA-Synthese von Cathepsin B im Verlauf der
T-Zellentwicklung reguliert ist. Primare murine Thymozyten wurden prapariert,
aufgereinigt und mit Fluorophor-gekoppelten Antikérpern gegen die Korezeptoren CD4
und CD8 gefarbt. Im Anschluss erfolgte die Sortierung von DN-, DP- und SP-
Thymozyten (CD4" oder CD8") im Durchflusszytometer. Die Menge der Cathepsin B-
mRNA in den unterschiedlichen Thymozyten-Subpopulationen wurde mittels quanti-
tativer RT-PCR (Q-PCR) gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass DP-Thymozyten
im Vergleich zu DN- und SP-Thymozyten die hochste Cathepsin B-mRNA-Expression
aufweisen (Abb. 3.10). Die Entwicklung von DN-Thymozyten zu DP-Thymozyten ist von
einer deutlichen Induktion der mRNA-Synthese von Cathepsin B begleitet. Mit
fortschreitender Entwicklung zu SP-Thymozyten nimmt die Menge der Cathepsin B-
mRNA ab. Méglicherweise kdnnte die erhéhte Expression von Cathepsin B auf mRNA-
Ebene darauf hin deuten, dass Cathepsin B eine funktionelle Relevanz fir die negative
Selektion hat.

12qcathRNA Abbildung 3.10: DP-Thymozyten zeigen eine erhéhte

Cathepsin B-mRNA-Expression

Murine Thymozyten wurden anhand der Oberflachen-
expression von CD4 und CD8 am Durchflusszytometer in DN-,
DP-, CD4" und CD8" Thymozyten sortiert. Die Transkription
von Cathepsin B (CatB) wurde mittels Q-PCR bestimmt.
Gezeigt ist die relative mRNA Expression, normalisiert auf die
GAPDH-Transkription. Die Cathepsin B-mRNA-Expression in
DN-Thymozyten wurden auf eins gesetzt. Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten. (n=3)
DN = doppelt-negativ, CD4'CD8; DP = doppelt-positiv,
CD4*CD8"; CD4" = einzelpositiv, CD4"; CD8" = einzelpositiv,
cD8".

relative CatB mRNA-Induktion

DN DP CD4+ CD8+

3.10 DP-Thymozyten sterben nach TZR-Stimulation partiell Cathepsin B-
abhangig

AnschlieBend an die mRNA-Expressionsanalyse in primaren Thymozyten sollte

Uberprift werden, ob die erhéhte Transkription von Cathepsin B in DP-Thymozyten in
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einem funktionellen Zusammenhang mit ihrer Apoptosesensitivitat steht. Dazu wurde
TZR-vermittelte Apoptose in primaren, murinen DP-Thymozyten ex vivo analysiert.

Die ex vivo-Stimulation von DP-Thymozyten Uber ihren TZR I6st Apoptose aus und kann
daher klonale Deletion teilweise nachahmen (Starr et al., 2003). Aufgereinigte primare
murine DP-Thymozyten wurden mit dem Breitspektrum-Caspaseinhibitor g-VD-OPh
(Quinolyl-valyl-O-methylaspartyl-(-2,6-difluorophenoxy)-methyl Keton) und/oder dem
Cathepsin B/L-Inhibitor z-FA-fmk bzw. dem Cathepsin B-Inhibitor CA-074-me behandelt.
Der Inhibitor g-VD-OPh gehdrt zu einer neuen Generation von Caspaseinhibitoren, die
verminderte toxische Effekte zeigen und Caspasen wirksamer inhibieren als der
Caspaseinhibitor zZVAD-fmk (Caserta et al., 2003). Bereits in geringen Konzentrationen
von 0,5 uM blockiert g-VD-OPh effizient die Aktivitat von Caspase-3 (Abb. 3.11D). Diese
Caspase-Aktivitatsmessung belegt die Wirksamkeit von g-VD-OPh in der verwendeten
Konzentration. Die Zellen wurden anschlieRend fir 15 Stunden mit PMA/lonomyzin oder
mit Ak, die gegen CD3 oder CD28 gerichtet sind, stimuliert. Die Stimulation mit
PMA/lonomyzin |6ste Zelltod in DP-Thymozyten aus (Abb. 3.11A, schwarzer Balken).
Die Hemmung von Caspasen mit dem Inhibitor g-VD-OPh verminderte den
aktivierungsinduzierten Zelltod um mehr als 50 %, blockierte ihn aber nicht vollstandig
(Abb. 3.11A). Der Anteil des spezifischen Zelltodes, der nicht durch Caspaseinhibition
blockierbar war, konnte durch den Cathepsin B/L-Inhibitor z-FA-fmk vollstandig blockiert
werden (Abb. 3.11A). Der Cathepsin B/L-Inhibitor z-FA-fmk allein hatte keinen
inhibierenden Effekt auf den Zelltod (Abb. 3.11C). Die Ergebnisse konnten durch die
TZR-Stimulation in Verbindung mit einer CD28-Kostimulation von primaren murinen
DP-Thymozyten bestatigt werden. So wurde durch Caspaseinhibition ebenfalls keine
vollstindige Blockade des TZR-induzierten Zelltodes erreicht (Abb. 3.11B). Lediglich
58 % des anti-CD3/CD28-induzierten Zelltodes wurden durch die Caspaseinhibition mit
g-VD-OPh blockiert. Der durch g-VD-OPh nicht blockierbare Anteil des spezifischen
Zelltodes konnte durch Hemmung von Cathepsin B fast vollstandig inhibiert werden.
Ebenso wie der Cathepsin B/L-Inhibitor z-FA-fmk konnte auch der Cathepsin B-Inhibitor
CAQ074-me allein den CD3/CD28-induzierten Zelltod nicht blocken (Daten nicht gezeigt).
Somit 1asst sich schlussfolgern, dass TZR-induzierter Zelltod in DP-Thymozyten ex vivo
sowohl von Caspasen als auch von Cathepsin B und/oder L vermittelt wird. Da primare
Thymozyten ex vivo sterben, sind siRNA-Experimente, welche die Rolle von Cathepsin

B belegen kénnen, in primaren Thymozyten nicht durchflhrbar.
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3 Ergebnisse

Ebenso wie Zellen der thymischen Lymphomzelllinie D zeigen murine DP-Thymozyten
ex vivo einen Caspase-unabhangigen Signalweg beim TZR-vermittelten Zelltod, der von
Cathepsin B und/oder L vermittelt werden kann.
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Abbildung 3.11: Ex vivo-Stimulation von DP-Thymozyten lUber den TZR induziert Apoptose, die
partiell von Cathepsin B und/oder L abhéangig ist.
A) PMA/lonomyzin-Stimulation von DP-Thymozyten: DP-Thymozyten wurden aus murinen Thymi anhand
der Oberflachenexpression von CD4 und CD8 durchflusszytometrisch aufgereinigt. Die Zellen wurden in 48-
Lochplatten ausgesat (1x105 ZeIIen/cmZ) und mit PMA (100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) stimuliert. Die
Stimulation erfolgte in An- oder Abwesenheit des Caspaseinhibitors g-VD-OPh (g-VD, 5 yM) und/oder des
Cathepsin B/L-Inhibitors z-FA-fmk (z-FA, 20 uM). Nach 15 h wurde der Prozentsatz sterbender Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt und als spezifischer Zelltod angegeben. Gezeigt ist ein reprasentatives
Experiment von drei Experimenten. (n=3)
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B) Anti-CD3/CD28-Stimulation von DP-Thymozyten: DP-Thymozyten wurden wie unter A) beschrieben
aufgereinigt und in 48-Lochplatten ausgesat (1x10° Zellen/cm?), die zuvor mit anti-CD3 Ak (10 pg/ml) und
anti-CD28 Ak (50ug/ml) beschichtet wurden. Die anti-CD3/CD28-Stimulation erfolgte in An- oder
Abwesenheit des Caspaseinhibitors g-VD-OPh (g-VD, 5 uM) und/oder des Cathepsin B-Inhibitors CA-074-
me (20 uM). Nach 15 h wurde der Prozentsatz sterbender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und als
spezifischer Zelltod angegeben. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von Duplikaten. (n=2)

C) Cathepsin B/L-Inhibition allein hat keinen Einfluss auf den aktivierungsinduzierten Zelltod: DP-
Thymozyten wurden wie unter A) beschrieben aufgereinigt und stimuliert. Nach 15 h wurde der Prozentsatz
sterbender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und als spezifischer Zelltod angegeben. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten.

D) Der Breitspektrum-Caspaseinhibitor g-VD-OPh (q-VD2 inhibiert potent die Aktivitdt von Caspase-3: Zellen
der Zelllinie D wurden in 6-Lochplatten (1x1O5 Zellen/cm®) ausgesat und fur unterschiedliche Zeiten mit PMA
(100 ng/ml) und lonomyzin (lono, 1 uM) stimuliert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit g-VD in den
angegebenen Konzentrationen inkuniert. Nach 6 h wurden die Zellen lysiert und Caspase-3-Aktivitat wurde
mit einem spezifischen fluorogenen Caspase-3-Substrat (z-DEVD-AFC) bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen von Triplikaten.
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4 Diskussion

Apoptose nimmt im Immunsystem sowohl bei der Entwicklung und Differenzierung von
Lymphozyten als auch bei der Erhaltung der Zellhomdostase eine zentrale Stellung ein
(Krammer, 2000; Vaux und Korsmeyer, 1999). Fehler bei der Regulation der Apoptose
verursachen eine abnormale Zellentwicklung und -differenzierung, fordern die
Entstehung von Immundefizienzen und Autoimmunerkrankungen und kdénnen zur
Tumorbildung beitragen (Vaux und Flavell, 2000).

Per definitionem ist Apoptose ein energieverbrauchender Prozess, der durch Zeiose der
Zelle, die Kondensation des Chromatins in der nuklearen Peripherie, die Abschnirung
apoptotischer Koérperchen, sowie die Aktivierung von Caspasen gekennzeichnet ist
(Samali et al.,, 1999). Allerdings zeigte sich in den letzten Jahren, dass die
Auspragungen des programmierten Zelltodes vielfaltiger sind als angenommen und
Zellen auch ohne die Aktivitat von Caspasen sterben konnen. Die Existenz von
Caspase-unabhangigem Zelltod wurde unter anderem in Neuronen, Hepatozyten und in
aktivierten T-Zellen dokumentiert (Bidere und Senik, 2001; Cauwels et al., 2003; Deas et
al.,, 1998; Guicciardi et al.,, 2001; Jaattela und Tschopp, 2003; Leist und Jaattela,
2001a). Auch bei der negativen Selektion von Thymozyten konnte Caspase-
unabhangiges Zellsterben eine Rolle spielen, da die Beteiligung von Caspasen an
diesem Prozess bisher nicht eindeutig gezeigt wurde (Bidere und Senik, 2001; Palmer,
2003). Obwohl fur lysosomale Cathepsine eine Schlusselrolle im Verlauf des Caspase-
unabhéangigen Zelltodes nachgewiesen wurde, sind die molekularen Signalwege bislang
kaum bekannt. Ein detailliertes Verstandnis des Verlaufs und der Regulation des
Caspase-unabhangigen Zelltodes, sowie seiner Verknlpfung mit ,klassischen®

Apoptosewegen ist daher erforderlich.

Die vorliegende Arbeit sollte der Mechanismus von TZR-induziertem Zelltod in
Thymozyten analysieren. Hierzu wurde eine thymische Lymphomzelllinie als Modell
etabliert. Dies geschah mit dem Ziel, die molekularen Prozesse im Verlauf von
aktivierungsinduziertem Zelltod zu untersuchen. AnschlieRend wurde die Analyse auf
primare Thymoyzten Ubertragen. Diese Experimente sollen helfen, die Vorgange bei der

negativen Selektion im Thymus zu verstehen.
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Mit Hilfe der thymischen Lymphomzelllinie D als Thymozytenmodell wurde gezeigt, dass
aktivierungsinduzierter Zelltod in Abwesenheit von Caspaseaktivitdt durch die
lysosomale Protease Cathepsin B vermittelt wird. Der aktivierungsinduzierte Zelltod wies
charakteristische Kennzeichen der Apoptose auf. Somit konnte Nekrose oder
autophagischer Zelltod ausgeschlossen werden. Im Verlauf des aktivierungsinduzierten
Zelltodes kam es zu einer frihen Permeabilisierung der Lysosomen und einer
Umverteilung von Cathepsin B in der Zelle. Darlber hinaus konnte in primaren murinen
DP-Thymozyten gezeigt werden, dass TZR-induzierter Zelltod unter Beteiligung eines
Cathepsin B-abhangigen Signalweges verlauft. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse zeigen einen alternativen, bis dahin unbekannten Todessignalweg in
Thymozyten, der moglicherweise eine Bedeutung bei der negativen Selektion im

Thymus hat.

4.1 Die thymische Lymphomzelllinie D ermdglicht die Untersuchung des

Zelltodes von Thymozyten in vitro

Geeignete Modellsysteme zum Studium der Selektionsprozesse im Verlauf der
T-Zellentwicklung sind von grolier Bedeutung, um beispielsweise zu verstehen, welche
Signalwege die klonale Deletion von selbstreaktiven Thymozyten vermitteln. /n vivo-
Modelle, insbesondere TZR-transgene Mause, stellen eine elegante Mdéglichkeit dar, die
Bedeutung einzelner Proteine fir die negative Selektion durch Kreuzung mit den
entsprechenden Knockout-Mausen zu untersuchen. Eine detaillierte Analyse des
Ablaufs und der Regulation der negativen Selektion ermdglichen diese Modelle
allerdings nicht. Transformierte klonale thymische Lymphomzelllinien, die phanotypisch
Thymozyten entsprechen, ertffnen jedoch die Moglichkeit, die molekularen Prozesse
wahrend der negativen Selektion in vitro zu untersuchen (Schmitz et al., 2006).

Thymische Lymphome entstehen spontan in Verbindung mit lymphogenen Retroviren in
gealterten AKR/J-Mausen, kdnnen aber auch in einigen anderen Mausstammen durch
Bestrahlung induziert werden (Sen-Majumdar et al., 1994). Die primaren Tumore, die
aus Thymozyten entstehen, haben haufig keinen vorherrschenden CD4/CD8-Phanotyp
(De Heer et al., 1992; Richie et al., 1988). Die thymischen Lymphomzellinien, die in der
vorliegenden Arbeit analysiert wurden, exprimierten mehrheitlich die TZR B-Kette. Die

Oberflachenexpression variierte von niedrig bis hoch (Tabelle 1). Diese Heterogenitat in
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der TZR-Expression weisen auch primare Thymozyten im Verlauf ihrer Entwicklung auf
(Hugo et al., 1991; Nakayama et al., 1990; Ohashi et al., 1990). Ob die heterogene
Expression des TZR in den thymischen Lymphomzelllinien ebenfalls unterschiedliche
Entwicklungsstadien widerspiegelt, wurde nicht untersucht. Zwei der analysierten
Lymphomzelllinien exprimierten die Korezeptoren CD4 und CD8, die Mehrzahl war
einfach-positiv fir CD4 (Tabelle 1). Da Tumorzelllinien haufig keine Konstanz in den
Linienmarkern zeigen, kann nicht ausgeschlossen werden, dass einige Lymphomzellen
im Verlauf der Tumorgenese Korezeptoren und andere Oberflachenmolekile ,verloren®
haben. Daher sind Aussagen uber das Entwicklungsstadium von diesen Zelllinien
schwierig.

Die thymische Lymphomzelllinie D zeigte einen TZR B*CD4"CD8 CD95" Phanotyp. Trotz
der Oberflachenexpression von CD95 war die Zelllinie D nicht sensitiv gegeniber
CD95L (Abbildung 3.1 und 3.2). Es ist bekannt, dass Tumorzellen haufig eine
verringerte Sensitivitdt gegenlber CD95-vermittelter Apoptose zeigen (Reichmann,
2002). Daher ist es denkbar, dass der Verlust der CD95L-Sensitivitat in der Zelllinie D
zur Transformation dieser Zellen beigetragen hat. Mit dem Ziel TZR-vermittelten Zelltod
von Thymozyten in einem in vitro-Modell zu untersuchen, erfolgte die Stimulation des
TZR-Signalweges in der Zelllinie D mit PMA/lonomyzin. Die Stimulation der Zellen mit
einem gegen CD3 gerichteten Ak l6ste keinen Zelltod aus (Daten nicht gezeigt). Diese
Tatsache spricht dafir, dass der TZR-proximale Signalweg in der Zelllinie D
unterbrochen ist. Genauere Untersuchungen zeigten, dass die Zellen defizient fir das
TZR-proximalen Adaptermolekiil SLP76 (engl.. SH2 domain-containing leukocyte
phosphoprotein of 76 kDa) sind und kein Kalziumsignal generieren konnen (Daten nicht
gezeigt). Das erklart, warum Signale tber den TZR nicht adaquat weitergeleitet werden
kénnen und eine direkte TZR-Stimulation im Gegensatz zur Stimulation des
TZR-Signalweges mit PMA/lonomyzin keinen Zelltod in der Zelllinie D ausldst.

Die Tatsache, dass die Zelllinie D phanotypisch Thymozyten &hnelt und nach
PMA/lonomyzin-Stimulation stirbt, erdffnet die Madoglichkeit, aktivierungsinduzierten

Zelltod in Thymoyzten mit diesem Modell molekular zu untersuchen.
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4.2  Caspase-Inhibition verhindert nicht aktivierungsinduzierten Zelltod in

der der thymischen Lymphomzelllinie D

Die Rolle der Caspasen im Verlauf der Apoptose wurde intensiv untersucht, unter
anderem indem ihre Aktivitat blockiert wurde. Dies geschah zum einen pharmakologisch
durch Peptidinhibitoren, zum anderen mit endogenen oder viralen Caspaseinhibitoren
oder durch Deletion von Caspase-Genen (Leist und Jaattela, 2001a; Lockshin und
Zakeri, 2002). Diese Studien zeigten, dass Apoptose durch Caspaseinhibition signifikant
verzogert bzw. verhindert werden kann. Es wurde jedoch auch deutlich, dass Zellen
ohne die Aktivitdt von Caspasen einen programmierten Zelltod sterben kdnnen. So
berichteten beispielsweise McCarthy und Kollegen, dass Zellen, die mit dem
Breitspektrum-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk behandelt wurden, weiterhin einige
apoptotische Merkmale zeigten und der Zelltod nicht verhindert wurde (McCarthy et al.,
1997).

Hilfreich fur die Aufklarung der Caspase-Abhangigkeit des programmierten Zelltodes
sind Caspase-Peptidinhibitoren. Hierbei handelt es sich um modifizierte
Pseudosubstrate, die aus der Aminosauresequenz eines idealen Caspasesubstrats
bestehen. Haufig sind diese Peptidinhibitoren mit Fluoro- oder Chloromethylketon-
Gruppen gekoppelt, die irreversibel an das aktive Zentrum der Caspasen binden und sie
somit inhibieren (Ekert et al., 1999). Der Breitspektrum-Caspaseinhibitor z-VAD-fmk
(N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoro-methylketon) zahlt zu den bekanntesten
Caspaseinhibitoren. Auf-grund einer Fluoromethylketon-Gruppe, die einen kovalenten
Inhibitor-Enzym-Komplex formt, bindet z-VAD-fmk irreversibel an das katalytische
Zentrum von Caspasen (Thornberry et al., 1994; Thornberry et al., 1997). Als
Breitspektrum-Caspaseinhibitor hemmt z-VAD-fmk die Aktivitat von Caspase-1, -3, -5,
-7, -8 und -9, wahrend Caspase-2 nicht inhibiert wird (Garcia-Calvo et al., 1998). Durch

die Fluoromethylketon-Gruppe besitzt der Inhibitor eine gute Zellmembranpermeabilitat.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass z-VAD-fmk den aktivierungsinduzierten Zelltod in der
Zelllinie D nicht verhindert (Abbildung 3.4). Selbst Konzentrationen von 50 yM
z-VAD-fmk haben keinen inhibitorischen Effekt. Experimente mit Konzentrationen tber
50 uM des Inhibitors sollten vorsichtig interpretiert werden, da unter diesen Bedingungen

auch unspezifisch Cathepsin B und Calpaine inhibiert werden kdénnen (Schotte et al.,
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1999). Von einigen Caspaseinhibitoren ist nicht bekannt, wie stabil diese innerhalb der
Zelle sind (Ekert et al., 1999). Jedoch blockierte auch eine wiederholte Zugabe von
z-VAD-fmk zu PMA/lonomyzin-stimulierten Zellen den Zelltod nicht (Daten nicht gezeigt).
Aulerdem konnte CD95-vermittelte Apoptose in einer Kontrollzelllinie schon mit
niedrigen Konzentrationen z-VAD-fmk blockiert werden, was die Wirksamkeit des

Inhibitors in den Experimenten belegt (Daten nicht gezeigt).

4.2.1 Der aktivierungsinduzierte Zelltod zeigt einen apoptotischen Phanotyp

Apoptose wird klassischerweise Uber die morphologische Veranderungen sterbender
Zellen definiert. Dazu zahlen unter anderem die Kondensation des Chromatins in der
nuklearen Peripherie, MOMP und die Asymmetrie der Zellmembran. Fir diese
Apoptosemerkmale sind Effektorcaspasen verantwortlich, die zellulare Substrate
spalten. Zelltod, der nicht durch Caspaseinhibition verhindert werden kann, weist
deshalb haufig wenig morphologische Merkmale der Apoptose auf, wenngleich
Caspase-unabhangiger Zelltod morphologisch charakterisiert werden kann (Leist und
Jaattela, 2001a). Im Gegensatz zur ,klassischen“ Apoptose wird in vielen Fallen keine
Degradierung der DNA in 200 bp Fragmente und nur eine schwache
Chromatinkondensation beobachtet (Chipuk und Green, 2005).

Die morphologische Charakterisierung des aktivierungsinduzierten Zelltodes in der
Zelllinie D zeigt, dass sterbende Zellen PS auf ihrer Zelloberflache exponieren, die DNA
degradiert wird und das Membranpotential der Mitochondrien frihzeitig absinkt
(Abbildung 3.4 und 3.5). Die Fragmentierung der DNA als typisches Apoptosemerkmal
wurde sowohl durch die Farbung der DNA apoptotischer Zellkerne (Abbildung 3.4B) als
auch in einer Elektrophorese als ,DNA-Leiter* nachgewiesen (Abbildung 3.5C). Im
Verlauf der klassischen Apoptose werden diese morphologischen Merkmale durch die
Caspase-vermittelte Spaltung zellularer Substrate hervorgerufen. So wird die
Fragmentierung der DNA unter anderem durch die Caspase-3-vermittelte Spaltung von
ICAD ausgelost (Sakahira et al., 1998). Unklar ist bislang, wodurch apoptotische
Merkmale in Zellen hervorgerufen werden, die Caspase-unabhangig sterben. Es wurde
berichtet, dass zelluldre Caspasesubstrate auch von Cathepsinen und Calpainen
gespalten werden (Gobeil et al., 2001; Wang, 2000). Ferner zeigten Vancompernolle

und Kollegen, dass rekombinantes Cathepsin B in vitro Chromatinkondensation auslost
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(Vancompernolle et al., 1998). Um zu testen, ob das Caspasesubstrat ICAD in der
Zelllinie D auch Caspase-unabhangig gespalten werden kann, wurde das
Spaltungsmuster von ICAD in PMA/lonomyzin-stimulierten Zellen analysiert, die mit oder
ohne z-VAD-fmk inkubiert wurden. Der Vergleich zeigte, dass die Spaltung von ICAD
Caspase-abhangig verlief (Nicole Weit, Diplomarbeit, Heidelberg, 2007). Eine detaillierte
Analyse von Apoptosesubstraten, die auch unabhangig von Caspasen gespalten
werden kénnen, ware erforderlich, um die Ursache der apoptotischen Morphologie bei
dem hier untersuchtem Caspase-unabhangigen Zelltod genauer zu klaren.

In der Literatur finden sich Hinweise, dass Caspaseinhibition die Morphologie sterbender
Zellen verandert (Chautan et al., 1999; Vercammen et al., 1998). So wurde berichtet,
dass hohe Konzentrationen von z-VAD-fmk in vitro einen Nekrose-ahnlichen Zelltod
auslésen kdnnen (Gribble, 1973; Van Noorden, 2001). In stimulierten Zellen der Zelllinie
D kann jedoch auch nach Behandlung mit dem Caspaseinhibitor z-VAD-fmk
DNA-Fragmentierung beobachtet werden (Abbildung 3.4B). Daher Ilasst sich
ausschlielen, dass die Zelllinie D nach Caspaseinhibition nekrotisch stirbt, und es
unterstreicht den apoptotischen Phanotyp des aktivierungsinduzierten Zelltodes in dieser

Zelllinie.

4.2.2 Cathepsin B ist ein Schlisselmolekiil beim Caspase-unabhéngigen Zelltod

Untersuchungen ergaben schon frihzeitig, dass in Zellen, die ohne Beteiligung von
Caspasen starben, Cathepsine eine wichtige Rolle bei der Ausfilhrung des Zelltodes
spielen (Roberts et al., 1997). Von den elf Vertretern der Cathepsinfamilie sind bisher
Cathepsin B, L und D im Zusammenhang mit Zelltod beschrieben worden. Die
Bedeutung von Cathepsin B wurde durch die Analyse von Hepatozyten Cathepsin B-
defizienter Mause belegt, die resistent gegeniber TNF-induzierter Apoptose sind
(Guicciardi et al., 2000). Bestatigt wurden diese Daten dadurch, dass die
pharmakologische Inhibition von Cathepsin B TNF-induzierte Leberschaden in Wildtyp-
Mausen verringert (Guicciardi et al., 2001).

Die Beteiligung von Cathepsin B am Caspase-unabhangigen aktivierungsinduzierten
Zelltod in der Zelllinie D wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe spezifischer
Cathepsin B-Peptidinhibitoren untersucht. Die Behandlung stimulierter Zellen mit dem

Cathepsin B/L-spezifischen Inhibitor z-FA-fmk oder dem Cathepsin B-spezifischen
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Inhibitor CA-074-me verringert den Caspase-unabhangigen Zelltod (in Anwesenheit des
Caspaseinhibitors z-VAD-fmk) deutlich (Abbildung 3.6A). Auferdem wurde die
Expression von Cathepsin B in der Zelllinie D mit Cathepsin B-spezifischen siRNA-
Oligonukleotiden herunterreguliert. Die Verringerung der Cathepsin B-Expression
resultiert in einer Blockade des Caspase-unabhangigen Zelltodes und bestatigt die
Ergebnisse aus der Inhibitorstudie (Abbildung 3.7). Dies lasst den Schluss zu, dass
Cathepsin B im Vergleich zu CathepsinL eine wichtigere Funktion beim
aktivierungsinduzierten Zelltod hat. Der zellpermeable Inhibitor z-FA-fmk blockiert nicht
nur Cathepsine, sondern auch die Effektorcaspasen-2, -3, -6 und -7 (Lopez-Hernandez
et al., 2003). Allerdings ist die Caspasehemmung im Vergleich zu der Hemmung von
CathepsinB und L deutlich schwacher. CA-074-me ist ein Methylester des
Cathepsin B-spezifischen Inhibitors CA-074 (L-trans-epoxysuccinyl-lle-Pro-OH
propylamid), der irreversibel die Aktivitdt von Cathepsin B hemmt (Murata et al., 1991;
Turk et al., 1995). Die Einfihrung der Methylgruppe flhrt zu einer deutlich besseren
Membranpermeabilitdt im Vergleich zu CA-074 (Buttle et al., 1992). Kirzlich wurde
jedoch die Selektivitat von CA-074-me in Frage gestellt. In einigen Studien wurde
beobachtet, dass CA-074-me neben Cathepsin B auch andere Cysteinproteasen
inhibiert (Bogyo et al., 2000; Mihalik et al., 2004; Montaser et al., 2002). Montaser und
Kollegen konnten durch in situ Markierung zeigen, dass CA-074-me nicht nur
Cathepsin B bindet und inhibiert, sondern auch Cathepsin L. Inwieweit diese Unspezifitat
Einfluss auf die Hemmungsexperimente in Zellen hat, ist schlecht einzuschatzen, da es
keine Angaben zur Inhibitionskinetik von Cathepsin L durch CA-074-me gibt. Die
vorgelegten Ergebnisse der Inhibitorstudie lassen den Schluss zu, dass der
Caspase-unabhangige Zelltod durch Cathepsin B und/oder L vermittelt wird, nicht
jedoch, ob Cathepsin B allein fir den Zelltod in Abwesenheit von Caspaseaktivitat
verantwortlich ist. Jedoch belegen die siRNA-Experimente, dass Cathepsin B den
Caspase-unabhangigen Zelltod vermitteln kann. Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass Cathepsin B ein essentieller Faktor in einem Signalweg ist, der ohne

Caspasebeteiligung zum programmierten Tod der Zelle fuhrt.
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4.2.3 LMP und die Umverteilung von Cathepsin B in der Zelle sind frihe

Vorgange beim aktivierungsinduzierten Zelltod

Die Identifizierung von Cathepsinen bei der molekularen Aufklarung von Caspase-
unabhangigem Zelltod Iasst vermuten, dass diese Proteasen aus den Lysosomen in das
Zytosol gelangen, um programmierten Zelltod mit einzuleiten. Diese Annahme setzt
voraus, dass die Lysosomenmembran permeabilisiert wird und so lysosomale Proteasen
freigesetzt werden kénnen. Dass Cathepsine tatsachlich aus den Lysosomen in das
Zytosol gelangen, wurde unter anderem fir TNF-, CD95-, ROS-, Staurosporin- und
Wachstumsfaktorentzug-induzierten Zelltod gezeigt (Brunk und Svensson, 1999;
Foghsgaard et al., 2001; Guicciardi et al., 2000). LMP kann Apoptose, aber auch
Apoptose-ahnlichen oder Nekrose-ahnlichen Zelltod auslésen (Boya et al., 2003; Brunk
et al., 1997; Cirman et al.,, 2004; Kagedal et al., 2001b). Vermutlich besteht ein
Zusammenhang zwischen der Starke von LMP wund den morphologischen
Auspragungen des Zelltodes. Demnach kénnen eine partielle Membran-
permeabilisierung Apoptose und Apoptose-ahnliche Prozesse ausldsen; ein volliger
Verlust der Membranintegritat ruft Nekrose hervor.

Die Zelllinie D zeigt LMP bereits drei bis vier Stunden nach Stimulation des
TZR-Signalweges (Abbildung 3.8A). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der
Cathepsin B-Verteilung ergab, dass sich die Lokalisation von Cathepsin B
stimulationsabhangig andert und die Kolokalisation mit dem lysosomalen Markerprotein
LAMP2 abnimmt (Abbildung 3.8B). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Cathepsin B
aus den Lysosomen in das Zytosol freigesetzt wird. Eindeutigere Aussagen sind anhand
der mikroskopischen Bilder nur schwer mdglich, da die Auflésung und das ungulnstige
Verhaltnis von Zytosol zum Nukleus in der Zelllinie D keine exaktere Analyse erlauben.
Der beobachtete Verlust der lysosomalen Membranintegritat ist zeitabhangig und
korreliert mit der friihzeitigen Umverteilung von Cathepsin B in der Zelle. Diese
Ergebnisse unterstitzen den Befund, dass LMP ein friher und mdglicherweise
initiierender Schritt im Verlauf des aktivierungsinduzierten Zelltodes ist.

Trotz der Fortschritte bei der Aufklarung von Cathepsin-vermitteltem Zelltod, bleibt der
Mechanismus von LMP weiterhin unklar. Ein moglicher Mechanismus ist die Synthese
von Sphingosin, das LMP fordern kann (Guicciardi et al., 2004). Die Aktivierung von

Sphingomyelinasen an der Zellmembran und den Lysosomen flihrt zur Synthese von
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Ceramid, das weiter zu Sphingosin prozessiert werden kann. Sphingosin akkumuliert in
der sauren Umgebung der Lysosomen und destabilisiert in Folge die lysosomale
Membran ahnlich wie ein Detergenz (Kagedal et al., 2001b). Ein mdglicher Ausloser flr
LMP ist die Generierung von ROS, auf die im Abschnitt 4.2.4 naher eingegangen wird.
Des Weiteren wird vermutet, dass sich in der lysosomalen Membran, dhnlich wie bei den
Mitochondrien, Poren 6ffnen, die ein selektives Freisetzen von lysosomalen Proteasen
erlaubt. Die Bildung von Membranporen wurde bisher nicht direkt gezeigt. Allerdings
wurde beschrieben, dass phosphoryliertes aktives Bcl-2 teilweise die Lysosomen
stabilisiert und somit Zelltod, der durch oxidativen Stress ausgel6st wurde, blockieren
kann (Zhao et al., 2000, 2001). Neben extralysosomalen Signalen koénnen auch
intralysosomale Prozesse LMP unterstitzen. So gibt es Hinweise darauf, dass
Cathepsine nicht nur passiv aus den Lysosomen freigesetzt werden, sondern auch aktiv
am LMP-Prozess teilnehmen kénnen (Liu et al., 2003; Werneburg et al., 2002). Es lasst
sich schlussfolgern, dass verschiedene Mechanismen Stimulus- und Zelltyp-spezifisch
LMP auslésen. Eine Freisetzung von lysosomalen Proteasen durch spezifische
Transporter wurde bisher nicht beschrieben. Vielmehr ist es wahrscheinlich, dass alle
lysosomalen Proteasen proportional zum Ausmall der Membranpermeabilisierung ins

Zytosol entlassen werden.

4.2.4 Die Entstehung von ROS ist nicht verantwortlich fir den aktivierungs-

induzierten Zelltod

Einige Studien zeigen, dass ROS die Lysosomenmembran permeabilisieren kann. LMP
wurde beispielsweise nach Schadigung von Zellen durch oxidativen Stress beobachtet
(Zdolsek et al., 1993), darlber hinaus sind ROS in der Lage, die Schadigung der
Lysosomen Uber einen Eisen-katalysierten oxidativen Prozess innerhalb der Lysosomen
zu induzieren (Antunes et al., 2001; Dare et al., 2001; Persson et al., 2003). Zusatzlich
konnen freigesetzte lysosomale Proteasen die Generierung von ROS unterstitzen und
so eine Rickkopplungsschleife erzeugen, die LMP verstarkt (Zhao et al., 2003).

Da die Entstehung von ROS mdglicherweise in Verbindung mit einer Destabilisierung
der Lysosomen steht und die Stimulation des TZR zur Generierung von ROS fihrt
(Gulow et al., 2005), wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob ROS ursachlich fir

den aktivierungsinduzierten Zelltod ist. Ubereinstimmend mit der Beschreibung von
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Gulow und Kollegen wurde ROS nach Stimulation des TZR-Signalweges in der Zelllinie
D gebildet (Abbildung 3.9A). Antioxidantien, wie beispielsweise Nac, verhindern eine
ROS-Generierung und Apoptose von primaren T-Zellen nach TZR-Stimulation (Gulow et
al., 2005). Die ROS-Entstehung in der Zelllinie D wird durch Nac blockiert, nicht aber der
aktivierungsinduzierte Zelltod (Abbildung 3.9B). Dieses Ergebnis spricht daflir, dass
ROS kein essentieller Faktor beim aktivierungsinduzierten Zelltod in der Zelllinie D sind.
Weiterfuhrende Studien werden sich zum einen mit der Frage beschaftigen, ob LMP
durch Nac verhindert werden kann, und zum anderen damit, ob der Zelltod in der

Zelllinie D bei gehemmter Caspaseaktivitat durch Antioxidanzien blockierbar ist.

4.3 Primare murine DP-Thymozyten sterben nach TZR-Stimulation

partiell Cathepsin B und/oder L-abhé&angig

Das Sterben von T-Zellen ist unentbehrlich fir ein funktionelles Immunsystem. Ein
prominentes Beispiel ist die Eliminierung selbstreaktiver Thymozyten durch Apoptose im
Thymus. Vermutlich verlauft die negative Selektion Uber einen Bim-abhangigen
intrinsischen Apoptosemechanismus (Bouillet et al., 2002). Spekulativ ist weiterhin die
Rolle der Caspasen im negativen Selektionsprozess. Einige Studien zeigen, dass die
Deletion von Thymozyten ohne die Beteiligung von Caspasen ablauft (Doerfler et al.,
2000; Hara et al., 2002; Smith et al., 1996), andere Studien kommen zu dem Ergebnis,
dass negative Selektion Caspase-abhangig ist (Doerfler et al., 2000; Izquierdo et al.,
1999). Die Studien sind schwer vergleichbar, da einerseits pharmakologische Caspase-
Peptidinhibitoren und andererseits virale Inhibitoren eingesetzt wurden, die unter-
schiedliche Affinitaten und Spezifitadten haben. Die gegensatzlichen Ergebnisse kommen
moglicherweise auch dadurch zustande, dass verschiedene experimentelle Modelle fir
die negative Selektion verwendet wurden. Diese Selektionsmodelle sollen im Abschnitt
4.3.2 diskutiert werden.

Die Analyse des aktivierungsinduzierten Zelltodes in der Zelllinie D legt nahe, dass
Thymozyten einen Caspase-unabhangigen Signalweg nutzen kdnnen, um apoptotisch
zu sterben. Dieser Signhalweg wird von der lysosomalen Protease Cathepsin B vermittelt,
die vermutlich durch LMP ins Zytosol freigesetzt wird und Uber einen bislang

unbekannten Mechanismus Caspase-unabhangig Zelltod ausldst. Um herauszufinden,
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ob dieser Cathepsin B-abhangige Zelltod physiologisch relevant ist, wurde die Analyse

auf primare murine Thymozyten ausgedehnt.

4.3.1 Die mRNA-Synthese von Cathepsin B wird wahrend der T-Zellentwicklung

differentiell reguliert

Im Verlauf ihrer Entwicklung im Thymus weisen Thymoyzten eine unterschiedliche
Apoptosesensitivitdt auf. Bis heute ist nicht eindeutig geklart, welche intrazellularen
Signale bestimmen, ob DP-Thymozyten sterben oder sich weiter differenzieren. Einige
Signalmolekiile, die fir das Schicksal der Thymoyzten entscheidend sind, werden
entwicklungsabhangig reguliert. So wird das anti-apoptotische Protein Bcl-2 in DN- und
SP-Thymozyten im Vergleich zu DP-Thymozyten stark exprimiert. Diese biphasische
Expression bestimmt mdglicherweise die unterschiedliche Apoptosesensitivitat (Fujii et
al., 1994; Gratiot-Deans et al., 1993; Veis et al., 1993a). Des Weiteren wurde fir die
Proteinkinase MINK eine erhdhte Expression in DP-Thymoyzten nachgewiesen. Dieser
Kinase wird eine Schlisselrolle bei der negativen Selektion zugeschrieben, da
MINK-defiziente Mause Defekte bei der negative Selektion haben (McCarty et al., 2005).
Diese Beispiele zeigen, dass die entwicklungsabhangige Expression von Signal-
molekilen Hinweise auf deren Relevanz bei der T-Zellentwicklung und -selektion geben
kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst geprift werden, ob Cathepsin B in
DP-Thymozyten exprimiert wird und ob die Expression in den unterschiedlichen Phasen
der T-Zellentwicklung variiert. Die Analyse der mRNA-Expression in aufgereinigten
primaren murinen Thymozytenpopulationen zeigt, dass DP-Thymozyten die hdchste
Cathepsin B-mRNA-Menge exprimieren (Abbildung 3.10). Da die Cathepsin B-mRNA mit
der Differenzierung in SP-Thymozyten (CD4" und CD8") abnimmt, spielt Cathepsin B
moglicherweise wahrend der Selektionsprozesse im DP-Stadium eine Rolle. Die
durchflusszytometrische Aufreinigung der Thymozyten erfolgte mit Antikérpern, die
gegen CD4 oder CD8 gerichtet waren. Daher ist es nicht moglich, beispielsweise im SP-
Stadium, friihe oder spate SP-Thymozyten zu unterscheiden. Da die negative Selektion
wahrscheinlich am Ubergang von DP- zum SP-Stadium stattfindet, wére es interessant
zu Uberprifen, ob frihe SP-Thymoyzten eine hoéhere Cathepsin B-mRNA-Menge

aufweisen als reife SP-Thymozyten.
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4.3.2 DP-Thymozyten sterben ex vivo partiell Cathepsin B-abhéangig

Des Weiteren wurde in der Arbeit untersucht, ob die erhdéhte Menge an
Cathepsin B-mRNA in DP-Thymozyten funktionell relevant fiir die negative Selektion ist.
Um TZR-vermittelten Zelltod bei der negativen Selektion zu analysieren, stehen eine
Vielzahl verschiedener experimenteller Modelle zur Verfigung (Starr et al., 2003). Ein
haufig genutztes Modell fiir die negative Selektion sind TZR-transgene Mause, die einen
fur ein Selbst-Antigen spezifischen TZR und das entsprechende Selbst-Antigen
exprimieren. Die klonale Deletion findet je nach Transgen entweder am Ubergang vom
DP- zum SP-Stadium oder in der SP-Entwicklungsphase statt. Die verfriihte Expression
des TZR in DN-Thymozyten der TZR-transgenen Tiere hat einen nachteiligen Effekt, da
TZR-Signale mit der Entwicklung von DP-Thymozyten interferieren (Takahama et al.,
1992). Die Etablierung eines TZR B-transgenen Mausstammes eroffnete die Moglichkeit
negative Selektion mit einem physiologischeren Modell zu untersuchen, da in diesen
Tieren der af-Rezeptor im physiologischen Zeitfenster exprimiert wird (Baldwin et al.,
1999). Ein weiteres Selektionsmodell ist die Injektion spezifischer Peptide in TZR-
trangene Mause (Murphy et al., 1990). Hierbei kann es jedoch zum einen zu einer
starken Aktivierung reifer T-Zellen kommen, die zum Tod nicht antigenspezifischer
DP-Thymozyten fuhren. Zum anderen konnen unspezifische Effekte durch die Zytokin-
vermittelte Aktivierung von Stromazellen oder die Zerstérung der Thymusarchitektur
hervorgerufen werden (Brabb et al., 1997; Lerner et al., 1996; Martin und Bevan, 1997).
Auch durch die Injektion von monoklonalen Antikérpern, die gegen CD3 gerichtet sind,
kann Zelltod in DP-Thymozyten ausgelost werden. Allerdings zeigte sich, dass die
massive Aktivierung von T-Zellen die Produktion von inflammatorischen Zytokinen und
Steroidhormonen férdert, die unspezifisch Zelltod von DP-Thymozyten ausldsen (Martin
und Bevan, 1997; Page et al., 1998; Xue und Horvitz, 1995). Diese nachteiligen Effekte
kénnen bei einer in vitro-Stimulation mit Ak gegen CD3 umgangen werden, allerdings
stirbt ein hoher Anteil der isolierten DP-Thymozyten, aufgrund der fehlenden thymischen
Mikroumgebung. Darlber hinaus induziert die TZR-Stimulation mit kreuzvernetzenden
Antikbrpern  ein  qualitativ.  anderes TZR-Signal als die Bindung von
MHC-Peptid-Komplexen. Da die in vitro-Stimulation von DP-Thymozyten mit einem
gegen CD3 gerichteten Ak ein einfaches und leicht durchfihrbares Modell flir negative

Selektion ist, findet es trotz der Nachteile in in vitro-Studien Anwendung.
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Um in der vorliegenden Arbeit zu untersuchen, ob TZR-vermittelter Zelltod von
DP-Thymoyzten im Verlauf der negativen Selektion Caspase-abhangig verlauft, wurde
der TZR-Signalweg in aufgereinigten primaren murinen DP-Thymozyten direkt oder
indirekt mit PMA/lonomyzin aktiviert und die Zellen mit Kombinationen von Caspase-
und Cathepsin B/L-Inhibitoren behandelt. Der aktivierungsinduzierte Zelltod nach
Stimulation mit PMA/lonomyzin verlauft teilweise Caspase-unabhangig und wird von
Cathepsin B und/oder L vermittelt (Abbildung 3.11A). Bestatigt wurden die Ergebnisse
durch Experimente, in denen DP-Thymozyten mit gegen CD3 sowie gegen CD28
gerichteten Ak stimuliert wurden (Abbildung 3.11B). Die zuséatzliche Stimulation der
Zellen mit einem gegen CD28 gerichteten AK ist notwendig, um in vitro Apoptose in DP-
Thymozyten auszulésen, da eine effiziente klonale Deletion von kostimulatorischen
Molekilen abhangt (Page et al., 1993; Punt et al., 1994). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass ein Caspase-unabhéangiger, von Cathepsin B vermittelter Signalweg
nicht nur in der Zelllinie D, sondern auch in primaren murinen DP-Thymozyten Zelltod
ausldésen kann.

Die Stimulation von DP-Thymozyten mit niedrigen Konzentrationen PMA/lonomyzin
kann auch die Differenzierung zu SP-Thymozyten ausldsen (Takahama und Nakauchi,
1996; Tanahashi et al., 2001). In den vorliegenden Experimenten erfolgte die
Thymozytenstimulation mit deutlich héheren Konzentrationen von PMA und lonomyzin,
so dass der pro-apoptotische Effekt Uberwog. Im Gegensatz zur Zelllinie D kann in
DP-Thymozyten durch Caspaseinhibition ein deutlich groRerer Anteil des Zelltodes
blockiert werden (Vergleich Abbildung 3.4 und 3.11). Diese Divergenz ist moglicherweise
durch die Verwendung zweier verschiedener Caspaseinhibitoren, z-VAD-fmk und
g-VD-OPh, bedingt. Der Caspaseinhibitor g-VD-OPh gehort zu einer neuen Generation
von Breitspektrum-Caspaseinhibitoren und ist fir den Einsatz in primaren Zellen und fur
die Anwendung in vivo beschrieben (Caserta et al., 2003; Chauvier et al., 2007). Dieser
Inhibitor ist im Vergleich zu z-VAD-fmk weniger toxisch und inhibiert effizienter ein
breiteres Spektrum an Caspasen (Chauvier et al., 2007). Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass g-VD-OPh in der verwendeten Konzentration wirksamer
und spezifischer Caspasen inhibiert als z-VAD-fmk. Die Reduktion des TZR-induzierten
Zelltodes um etwa 50 % durch g-VD-OPh in primaren Thymoyzten weist darauf hin, dass
dieser Zelltod partiell Caspase-abhangig verlauft, die Zellen aber bei einer Blockade des
Caspase-abhangigen Signalweges Cathepsin B und/oder L nutzen kénnen, um nach

TZR-Stimulation zu sterben. Es wird vermutet, dass verschiedene Signalwege wahrend
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des negativen Selektionsprozesses gemeinsam zum Zelltod von selbstreaktiven

Thymozyten flihren und diese sich teilweise gegenseitig kompensieren konnen.

4.4  Ausblick und Modell

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Thymozyten nach Stimulation ihres TZR
auch ohne die Aktivitdt von Caspasen apoptotisch sterben kénnen und dieser
Caspase-unabhangige Zelltod von der lysosomalen Protease Cathepsin B vermittelt
wird. Als experimentelle Modelle wurden die thymische Lymphomzelllinie D und primare
murine Thymoyzten eingesetzt, die Uber den TZR stimuliert wurden. Kirzlich wurde
gezeigt, dass Thymozyten Cathepsin B zur Amplifizierung einer Apoptosesignalkaskade
nutzen, wenn sie mit Glukokortikoiden stimuliert werden (Wang et al., 2006).

Die vorliegende Arbeit beschreibt zum ersten Mal eine apoptotische Funktion von
Cathepsin B in Thymozyten und zeigt, dass Cathepsin B in einem TZR-induzierten
Signalweg steht, der bei fehlender Caspaseaktivitat apoptotischen Zelltod in
Thymozyten ausldsen kann. Die Analyse dieses Cathepsin B-abhdngigen Signalweges
ergab, dass die Stimulation der TZR-Signalkaskade zu LMP fihrt und vermutlich
infolgedessen Cathepsin B aus den Lysosomen in das Zytosol freigesetzt wird. Bislang
ist noch nicht verstanden, wodurch LMP ausgeldst wird und wie dieser Prozess
mechanistisch ablauft. In der Literatur finden sich Hinweise, dass die intralysosomale
Synthese von Sphingosin die Lysosomenmembran destabilisieren kann. Um die
Relevanz dieses Prozesses in der thymischen Lymphomzelllinie D zu prifen, kénnte die
Stabilitat der Lysosomen in Anwesenheit von Sphingomyelinaseinhibitoren analysiert
werden. Des Weiteren wurde ein ROS-abhangiger Mechanismus postuliert, der durch
die Freisetzung von Cathepsinen verstarkt werden kann. In der Zelllinie D werden ROS
nach PMA/lonomyzin-Stimulation zwar produziert, sie sind aber nicht essentiell fiir den
aktivierungsinduzierten Zelltod. Allerdings wurde bislang nicht Uberprift, welche
Relevanz ROS in Zellen haben, in denen Caspasen inhibiert sind. Auerdem soll geklart
werden, ob ROS fir LMP verantwortlich sind. Eine zentrale Frage ist, welcher Signalweg
nach PMA/lonomyzin-Stimulation die Permeabilisierung auslést. Moglicherweise sind die
Aktivierung von PKC-Isoformen und der Einstrom von Kalzium entscheidend, da PMA
als PKC-Aktivator beschrieben wurde und lonomyzin ein lonophor ist, welches zum

Einstrom von Kalzium fihrt (Baier, 2003).
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Lysosomale Proteasen sind optimal an den niedrigen pH-Wert in den Lysosomen
angepasst und haben ihr Aktivitatsoptimum im saurem pH-Bereich. Deshalb setzt der
Austritt von Cathepsin B aus den Lysosomen ins Zytosol voraus, dass Cathepsin B auch
bei zytosolischem pH stabil und aktiv ist. Tatsachlich zeigen einige Studien, dass
lysosomale Proteasen, insbesondere Cathepsin B, mehrere Stunden bei neutralen pH
aktiv sind (Turk et al., 1993; Turk et al., 2000; Turk et al., 1995). Denkbar ist auch, dass
es durch LMP zu einer Ansduerung des Zytosols kommt und sich der zytosolische
pH-Wert dem der Lysosomen angleicht. Der Nachweis von aktivem Cathepsin B im
Zytosol nach Stimulation des TZR-Signhalweges Uber so genanntes active-site-labeling
ist ein wichtiges Ziel und soll in zukunftigen Experimenten erfolgen.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Zellen mit Hilfe von Cathepsin B auch bei fehlender
Caspaseaktivitat sterben kénnen. Da Caspasen aber flir die Spaltung verschiedener
zellularer Substrate notwendig sind, die letztendlich zum programmierten Tod der Zelle
fuhrt, kann davon ausgegangen werden, dass die Substratspaltung in Thymozyten durch
andere Proteasen oder durch Cathepsin B selbst vermittelt werden kann. Der Nachweis
daflir steht noch aus, es ist aber bekannt, dass das Caspasesubstrat PARP im Verlauf
von Nekrose durch Cathepsin B gespalten werden kann (Gobeil et al., 2001).

Die Ergebnisse aus der Studie der thymischen Lymphomzelllinie D und primarer muriner
Thymoyzten sind als Modell in Abbildung 4.1 dargestellt. Die direkte Stimulation des
TZR bzw. die Stimulation mit PMA/lonomyzin fihrt unter anderem zu einem
Kalziumeinstrom und der Aktivierung von verschiedenen PKC-Isoformen (Baier, 2003).
In der stimulierten Zelle wird zum einen der mitochondriale Signalweg induziert, der
durch den Verlust des mitochondrialen Membranpotentiales und der Aktivierung einer
Caspasekaskade gekennzeichnet ist. Moglicherweise spielt das BH3-only-Protein Bid
eine entscheidene Rolle bei der Initiierung dieses intrinsischen Signalweges (Stoka et
al., 2001). Dieser Caspase-abhangige aktivierungsinduzierte Zelltod kann durch
Caspaseinhibition blockiert werden. Zum anderen wird ein lysosomaler Signalweg
aktiviert, in dessen Verlauf die Lysosomen permeabilisiert werden. Die Signale, die den
TZR-Signalweg mit den Lysosomen verknupfen, sind bislang unbekannt. ROS kénnten
LMP bewirken und somit den lysosomalen mit dem Caspase-abhangigen Signalweg
verknipfen. Méglicherweise wird so sichergestellt, dass Zelltod auch in Zellen ablaufen
kann, in denen Caspaseaktivitat blockiert ist. Durch LMP kénnte es zu einer Freisetzung
von Cathepsin B ins Zytosol kommen. Hinweise darauf geben die

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 3.8). Anschlielend koénnte
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zytosolisches aktives Cathepsin B Apoptosesubstrate, wie beispielsweise PARP und
Fodrin, spalten und so letztendlich den Tod der Zellen auslésen.

Die Tatsache, dass auch primare murine DP-Thymoyzten nach TZR-Stimulation unter
Beteiligung eines Cathepsin B-abhangigen Signalweges sterben, zeigt, dass dieser
Signalweg kein Zelllinienartefakt ist. AulRerdem deuten diese Ergebnisse auf eine
physiologische Relevanz des Signalweges in der negativen Selektion hin.
Weiterfuhrende Experimente sollen sich mit der Frage beschaftigen, ob Cathepsin B in
einem physiologischeren Modell der negativen Selektion von Bedeutung ist. Dazu soll
zum einen monoklonaler Ak gegen CD3 in Wildtyp- und Cathepsin B-Knockout-Mause
injiziert werden, die mit oder ohne z-VAD-fmk behandelt wurden. Zum anderen soll
negative Selektion in FTOK nachgestellt werden. In pralimindren FTOK-Experimenten
zeigte sich, dass der Zelltod von DP-Thymozyten in Cathepsin B-Knockout-Mausen
vollstandig durch z-VAD-fmk blockiert werden kann, nicht aber in Wildtyp-Mausen.
Negative Selektion ist von entscheidender Bedeutung fur die Bildung eines funktionellen
Immunsystems, da sie einen effizienten Mechanismus darstellt, um selbstreaktive
Thymozyten aus dem T-Zellrepertoire zu eliminieren. Zum jetzigen Zeitpunkt herrscht
wenig Konsens Uber die Signalwege, welche die klonalen Deletion der Thymozyten
auslosen. Die Identifizierung des Mechanismus der negativen Selektion ist essentiell, um
zu verstehen, wie Thymozyten zwischen ,Selbst* und ,Nicht-Selbst® unterscheiden. Das
molekulare Verstandnis der negativen Selektion kann die Grundlage einer zukiinftigen

Therapie von Autoimmunerkrankungen bilden.
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Abbildung 4.1: Modell des Cathepsin B-vermittelten, Caspase-unabhangigen Zelltodes nach
Stimulation des TZR-Signalweges in Thymozyten

Die Stimulation des TZR-Signalweges lI6st zwei unterschiedliche Signalwege aus, die zum apoptotischen
Tod der Zelle fuhren. Einerseits kann Uber die Spaltung und Aktivierung von pro-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitgliedern wie Bid (tBid) MOMP induziert werden. Dieser intrinsische Signalweg initiiert die
Aktivierung von Caspasen, die den Tod der Zelle verursachen. Des Weiteren wird LMP ausgelést, was zum
Austritt von Cathepsin B flihrt. Der Mechanismus der Permeabilisierung ist unbekannt, mdéglicherweise
induzieren ROS LMP. Vermutlich kénnen zellulare Substrate direkt durch Cathepsin B gespalten werden,
wodurch die Zelle stirbt.

Die Fragezeichen machen noch ungeklarte Signalwege deutlich. Einzelheiten siehe 4.4.
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Abb. Abbildung

ACAD engl.: activated T-cell autonomous death
AFC 7-Amino-4-trifluoromethylcoumarin

AICD engl.: activation induced cell death

AIF engl.: apoptosis inducing factor

AIRE engl.. autoimmune regulator

Ak Antikorper

ANT Adeninnukleotid-Translokator

APC engl.: antigen presenting cell

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

Bad engl.: Bcl-2 antagonist of cell death

Bak engl.: Bcl-2 antagonist/killer

Bax engl.: Bcl-2 associated X protein

Bcl-2 engl.: B-cell-lymphoma 10

BH engl.: Bcl-2 homology

Bid engl.: BH3-interacting domain death agonist
Bim engl.: Bcl-2-interacting mediator of cell death
Bik engl.: Bcl-2-interacting killer

Bmf engl.: Bcl-2-modifying factor

Bok engl.: Bcl-2-related ovarian killer

BOO engl.: Bcl-2 homologue of ovary

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CAD engl.: caspase-activated DNase

CARD engl.: caspase activation and recruitment domain
CatB Cathepsin B

CD engl.: cluster of differentiation
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cDNA
c-FLIP
c-IAP
CrmA
cTEC
Ctr

d

Da

DD
DED
DEPC
DIABLO
DISC
DMSO
DN
DNA
DP
DTT
ECL
engl..
ER
Erk
FACS
FADD
FCS
FITC
FLICE
Foxp3
FSC
FTOK
g
GRB2
h
HEPES

komplementare DNA

engl.: cellular FLICE-inhibitory protein
engl.: cellular IAP

engl.: cytokine response modifier

engl.: cortical thymic epithelial cells
Kontrolle

Tag

Dalton

Todesdomane

Todeseffektordoméane

Diethylpyrocarbonat

engl.: direct IAP-binding protein with low pH
engl.: death inducing signalling complex
Dimethylsulfoxid

doppelt-negativ

Desoxyribonukleinsaure

doppelt-positiv

Dithiotreitol

engl.: enhanced chemoluminoscence
englisch

endoplasmatisches Retikulum

engl.: extracellular signal-regulated kinase
engl.: fluorescence activated cell sorter, Durchflusszytometer
engl.. Fas-associated death domain protein
fotales Kélberserum
Fluorescein-Isothiocyanat

engl.: FADD-like ICE

engl.: Forkhead-Box P3

engl.: forward scatter

fotale Thymusorgankulturen

Gramm

engl.: growth receptor binding protein
Stunde
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfonsaure
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MAPK
MDa
MHC
min

ml
MOMP
mRNA
mTEC
i

uM
pmol
Nac
ng
NGF

engl.: hara-Kiri

Meerettich Peroxidase

engl.: high temperature requirement protein A2
engl.: inhibitors of apoptosis proteins

engl.: inhibitor of CAD

engl.: Interleukin-18 converting enzym
Immunglobulin G

Interleukin

lonomyzin

Immunoprazipitation

engl.: c-Jun N-terminal kinase
5,5°,6,6"-tetrachloro-1,1",3,3 -terathylbenz-imidazolylcarbocyaniniodid
Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

engl.: lysosom-associated membrane protein
engl.: linker of activated T-cells

lysosomale Membranpermeabilisierung
Leuzin-Zipper

molar

Mitogen-aktivierende Proteinkinase
Megadalton

engl.: major histocompatibility complex
Minuten

Milliliter

engl.: mitochondrial outer membrane permiabilisation
engl.: messenger RNA

engl.: medullary thymic epithelial cell
Mikroliter

mikromolar

Mikromol

N-Acetyl-Cystein

Nanogramm

engl.: nerve growth factor
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nm
NOXA
PCR
PBS
PE

P
PKC
PMA
PS
PT
PUMA
rem
RIP
RNA
ROS
RT
SDS-PAGE
SiRNA
SLP-76
SMAC
SP
ssC
tBid
TNF
TNF-R
TRAIL
TZR
U
VDAC
WB
XIAP

Nanometer

engl.. NADPH oxidase activator
Polymerasekettenreaktion

engl.: phosphate buffered saline
Phycoerythrin

Propidium lodid

Proteinkinase C
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
Phosphatidylserin
Permeabilitatstransition

engl.: p53-upregulated modulator of apoptosis
Umdrehungen pro Minute

engl.: receptor interacting protein
Ribonukleinsaure

engl.: reactive oxygen species
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

engl.: small interfering RNA

engl.: SH2 domain-containing leukocyte phosphoprotein of 76 kDa
engl.: second mitochondria-derived activator of caspases

engl.: single positive

engl.: side scatter

engl.: truncated Bid

Tumor-Nekrose-Faktor
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor

engl.: TNF-related apoptosis-inducing ligand
T-Zellrezeptor

engl.: unit

engl.: voltage-dependent anion channel
Western Blot

engl.: X-linked inhibitor of apoptosis protein

Weitere Abklrzungen sind in den einzelnen Kapiteln erlautert.
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