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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Apoptose

Bereits seit dem 19. Jahrhundert beschéaftigt sich die Wissenschaft mit dem
Phanomen des regulierten Zelltodes. Wurde er damals noch allgemein als
natirlicher Zelltod beschrieben (Clarke and Clarke 1995), so etablierte die
Arbeitsgruppe um Kerr in den 70er Jahren den Begriff der Apoptose (Kerr, Wyllie,
and Currie 1972). Dieser ist abgeleitet aus dem Griechischen (apo: von, weg und
ptosis: Fall) und bezeichnet frei Ubersetzt das Herabfallen der Blatter im Herbst.
Kerr hatte ein Jahr zuvor bereits einen Prozess beschrieben, den er ,shrinking
necrosis® nannte, weil hier die Zellen nicht platzten, sondern im Gegenteil
schrumpften (Kerr, 1971). In ihrer Arbeit definierten Kerr, Wyllie und Currie weitere
morphologische Merkmale der Apoptose wie die Fragmentierung des Zellkerns, die
Ausstllpung der Zellmembran (membrane blebbing) sowie die Abschnirung
apoptotischer Korperchen (apoptotic bodies). Mittlerweile zahlen auch der Abbau
der nuklearen DNA zu definierten Fragmenten (DNA laddering) und die Exposition
von Phosphatidylserin an der Zelloberflache zu den Charakteristika der Apoptose
(Cohen et al. 1994; Martin et al. 1995). Eine andere Form des Zelltods ist die
Nekrose (gr.: nékrosis: Absterben). Wahrend die Apoptose als physiologischer
Zelltod aktiv unter Energieaufwand ablauft, wird bei der Nekrose keine Energie
verbraucht. Zunachst kommt es durch mechanische, thermische oder chemische
Reize zur Beschadigung der Zellmembran oder einer Anderung ihrer Permeabilitét.
Daraufhin stromt ungehindert Wasser ins Zellinnere, die Zelle platzt und ihr Inhalt
ergiel3t sich in das umliegende Gewebe. Dadurch entwickeln sich, anders als bei
der Apoptose, Entziindungsreaktionen im umliegenden Gewebe.

Beide Formen des Zelltods lassen sich zwar morphologisch leicht voneinander
abgrenzen, weisen jedoch auf biochemischer Ebene oft Gemeinsamkeiten auf. So
konnen bei nekrotischen Vorgdngen auch apoptotische Merkmale vorkommen und
umgekehrt (Collins et al. 1992).

Merkmale aus beiden Vorgédngen kdnnen auch in anderen Formen des regulierten

Zelltods erkannt werden. Hierzu gehéren die Paraptose, Nekroptose, Onkose sowie
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die Autophagozytose (Fadeel and Orrenius 2005). Physiologisch spielen
apoptotische Mechanismen nicht nur bei der Ontogenese eine Rolle, sondern
schitzen den Organismus vor Autoimmunitét und sorgen zudem fur die Eliminierung
entarteter und virusinfizierter Zellen (Ishizuya-Oka and Shimozawa 1992; Krammer
2000). Ein verandertes MalR an Apoptose oder ihr Fehlen kann eine Vielzahl an
Krankheiten zur Folge haben. So tritt beispielsweise Morbus Alzheimer als Folge
einer neuronalen Degeneration im zentralen Nervensystem auf (Nikolaev et al.
2009).

1.2 Die Induktion der Apoptose

Um in einer Zelle Apoptose zu induzieren, bedarf es definierter Stimuli. Je nach Art
des Reizes werden zwei verschiedene Mechanismen unterschieden: der intrinsische
und der extrinsische Apoptoseweg (Fadeel and Orrenius 2005). Am Anfang des
intrinsischen Weges steht stets die Stérung der normalen Zellfunktion, z.B. durch
DNA-Schadigung, ionisierende Strahlung oder Hypoxie (Danial and Korsmeyer
2004). Es kommt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53, welcher den
Zellzyklus stoppt, um die Reparatur der DNA zu ermdglichen. Schlagt dies fehl, so
induziert er durch die Expression von proapoptotischen Proteinen und
Todesrezeptoren wie z.B. CD95/Fas, TNFR1 oder TRAIL (Liu and Chen 2006)
Apoptose. Die Zelle wird nun auch fir den extrinsischen Apoptoseweg sensibel, an
dessen Anfang die Bindung des entsprechenden Liganden an seinen Todesrezeptor
steht (Owen-Schaub et al. 1995).

1.2.1 Der intrinsische Apoptoseweqg

Maflgeblich fur den Ablauf des intrinsischen Apoptosewegs ist die nach dem
Stimulus einsetzende Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien, welches im
Cytosol mit dATP an das Adapterprotein Apaf-1 bindet. Hieran wird schlieflich
Procaspase-9 rekrutiert, wobei die aktive Form der Caspase-9 als makromolekularer
Komplex entsteht (Cain et al. 2000; Rodriguez and Lazebnik 1999). Dieser Schritt
entspricht der Bildung des Apoptosoms (P. Li et al. 1997; Acehan et al. 2002).
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AnschlieBend kommt es zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -7 und -6, welche
verschiedene, proapoptotisch wirkende Proteine aktivieren und damit letztlich fur die
charakteristische apoptotische Morphologie der Zelle sorgen. Die Aktivierung der
Effektorcaspasen markiert den Beginn der gemeinsamen Endstrecke von
intrinsischem und extrinsischem Apoptoseweg. Neben Cytochrom ¢ kommt es
auBerdem zur Ausschittung weiterer Proteine aus den Mitochondrien wie AlF,
einem Flavoprotein, und Smac/DIABLO. Diese sind Caspase-unabhangig am
apoptotischen Prozess beteiligt (C. Du et al. 2000; Verhagen et al. 2000). Ob es
Uberhaupt zur Ausschittung dieser mitochondrialen apoptotischen Proteine kommt,
wird durch Proteine der Bcl-2-Familie, zu der sowohl pro- als auch antiapoptotische
Vertreter zahlen, bestimmt. Letztendlich entscheidet das Verhéltnis von pro- zu
antiapoptotischen Proteinen Uber das Schicksal der Zellen (Zamzami and Kroemer
2001). Auch als Verbindungsstelle zwischen beiden Apoptosewegen fungiert ein
Mitglied der Bcl-2-Familie, das proapoptotische Protein Bid. Dieses kann durch die
extrinsisch aktivierte Caspase-8 zu tBid gespalten werden, transloziert in die aul3ere
Mitochondrienmembran und bewirkt dort die Freisetzung von Cytochrom c.
Grundsatzlich ist dieser “Crosstalk® aber gering ausgepragt, beide Wege laufen
groRtenteils unabhangig voneinander ab (Gross et al. 1999; Hengartner 2000).

1.2.2 Der extrinsische Apoptoseweqg

Am Anfang des extrinsischen Weges steht stets eine Interaktion zwischen einem
zellmembranstéandige Rezeptor und seinem Liganden. Bis heute sind 6 dieser
sogenannten Todesrezeptoren aus der TNF-Rezeptor-Superfamile bekannt:
TNFR1, CD95/Fas, DR3, TRAILR1, TRAILR2 und DR6 (Gonzalvez and Ashkenazi
2010). Zu ihren Liganden gehoren unter anderem TNF, FasL und TRAIL, welche
groRtenteils von Zellen des Immunsystems wie T-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen gebildet und ausgeschuttet werden (Sayers 2011). Unerlasslich
fur die Signalibermittlung durch den aktivierten Rezeptor ist der Besitz einer
intrazellularen Todesdomane (DD, death domain), die je nach Rezeptor aus 65-80
Aminosauren besteht (Idriss and Naismith 2000). Die Todesdoméne dient als

Plattform flir die Rekrutierung von Adapterproteinen, die gemeinsam den DISC
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(death-inducing signaling complex) zur Apoptoseinduktion bilden. Die
Zusammensetzung am DISC kann sich jedoch zwischen den Todesrezeptoren
unterscheiden (Gonzalvez and Ashkenazi 2010). So binden TRAILR1 und 2 als
Adapterproteine zunachst FADD (fas-associated death domain). FADD besitzt
zusatzlich zu seiner DD eine weitere Protein-Interaktionsdomane am N-Terminus,
die sogenannte DED (death effector domain), Uber welche nun Caspase-8 rekrutiert
wird. So kommt es zur Bildung des DISC.

TNFR1 sowie DR3 rekrutieren zur Bildung des DISC zundchst TRADD (TNF-
receptor-associated death domain) an ihre DD. An TRADD bindet FADD und daran
schlielBlich Caspase-8. So kommt es auch hier zur Ausbildung des DISC. Der
molekulare Mechanismus von DR6 zur Apoptoseinduktion ist noch unbekannt
(Algeciras-Schimnich et al. 2003; I. Lavrik, Golks, and Krammer 2005; N. S. Wilson,
Dixit, and Ashkenazi 2009; Peter and Krammer 2003). Weitere Ergebnisse zeigen,
dass auch Caspase-10 an FADD in den DISC rekrutiert wird. Ob ihr eine spezielle
oder nur unterstitzende Aufgabe in der Apoptoseinduktion zukommt, ist nicht
geklart (Wang et al. 2001; Kischkel et al. 2001). Durch die Rekrutierung der
Caspase-8 wird ihre Proform durch autokatalytische Spaltung in die aktive Form
Uberfiihrt und dissoziiert aus dem DISC (Muzio et al. 1996). Caspase-8 aktiviert nun
die Caspase-3-Signalkaskade als gemeinsame Endstrecke der beiden
Apoptosewege.
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Abbildung 1: Apoptosewege

Als Reaktion auf verschiedene Stimuli wie z.B. Schaden an der DNA erfolgt die
Apoptoseinduktion auf dem intrinsischen Weg. Uber eine Veranderung der
Membranpermeabilitéat der Mitochondrien kommt es mit Hilfe von proapoptotischen Bcl-2-
Proteinen zur Freisetzung von Cytochrom c ins Cytosol. Dieses bildet dort mit Apaf-1 und
Procaspase-9 einen Komplex, welcher als Apoptosom bezeichnet wird und zur Aktivierung
der Caspase-9 fiihrt. Uber die Spaltung der Procaspase-3 in ihre aktive Form kommt es
schlieBlich zur Apoptose. Die Uber den extrinsischen Weg vermittelte Apoptose wird Uber
Rezeptoren der TNFR-Superfamilie gesteuert. Nach Bindung eines Liganden werden an die
Todesdomane des Rezeptors die Adapterproteine FADD und Capase-8, im Falle des
TNFR1 zuséatzlich TRADD rekrutiert, welche zusammen den DISC (death-inducing signaling
complex) bilden. Uber die Aktivierung der Caspase-8 kommt es schlieRlich erneut zum
Ablauf der Caspasekaskade als gemeinsame Endstrecke beider Apoptosewege. Uber das
Protein Bid, welches durch Caspase-8 zu tBid gespalten wird, kommt es zu einem gering
ausgepragten “Crosstalk® zwischen beiden Wegen. Eine Gegenregulation der Apoptose ist
u. a. Uber zelleigene IAPs (inhibitors-of-apoptosis protein) und c-FLIPs (cellular FLICE-like
inhibitory protein) moglich.

Verandert nach Hengartner, 2000.

Caspase-3
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Apoptose
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1.3 Caspasen und ihre Signalkaskaden

Der Mehrzahl der bis heute 15 bekannten Caspasen in Saugetieren kommt im
Apoptosemechanismus der Zelle eine Schlisselrolle zu. Caspasen (cysteine-
aspartate specific protease) sind Cysteinproteasen, die ihre Substrate C-terminal
nach Aspartatresten schneiden (Alnemri et al. 1996). Sie gehdren zur Familie der
Interleukin-1B-Konvertasen und konnen in zwei grof3e Subfamilien eingeteilt
werden, die inflammatorischen und apoptotischen Caspasen. Die apoptotischen
Caspasen wiederum lassen sich in zwei Untergruppen gliedern, die Initiator- und
Effektorcaspasen (Chowdhury, Tharakan, and Bhat 2008).

Alle Caspasen liegen in der Zelle zunachst als inaktive Proformen (Zymogene) vor
und haben eine Groflze von 30-50 kDa (Earnshaw, Martins, and Kaufmann 1999).
Sie bestehen aus einer N-terminalen Prodomane gefolgt von je einer gro3en und
einer kleinen Untereinheit mit jeweils etwa 20 (p20) beziehungsweise 10 kDa (p10),
wobei bei einigen Caspasen die Untereinheiten durch eine Zwischensequenz
getrennt werden (Thornberry and Lazebnik 1998). Die drei verschiedenen
Caspasegruppen unterscheiden sich in ihrer Prodomane.

Zu den inflammatorischen Proteasen gehdren Caspase-1, -4, -5, -12, -13 und -14,
auf sie soll in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden. Die zu den
apoptotischen Caspasen gehorige Gruppe der Initiatorcaspasen besitzt eine lange
Prodomane mit mehr als 90 Aminoséauren, in welcher sich bei Caspase-8 und -10
zwei Tandem-DEDs (death effector domain) und bei Caspase-2 und -9 eine CARD
(caspase-recruitment domain) befinden (Muzio et al. 1996; Fuentes-Prior and
Salvesen 2004). Die DED- und CARD-Regionen sind entscheidend fur die
Rekrutierung der Caspasen an Adaptermolekile bei proapoptotischen
Signalkomplexen, z.B. Bindung von Caspase-8 an FADD bei der
rezeptorvermittelten Apoptose. Die Gruppe der Effektorcaspasen-3, -6 und -7
schlie3lich besitzt lediglich eine kurze Prodomane mit etwa 30 Aminosauren ohne
DED oder CARD. Diese Caspasen werden durch Initiatorcaspasen aktiviert und
fuhren zur Zerstérung der Zelle, z.B. durch Abbau von Laminin oder Aktin und
Aktivierung sekundérer Zielproteine (I. N. Lavrik, Golks, and Krammer 2005). Bei

allen Caspasen kommt es durch selektive proteolytische Spaltung zur Ausbildung
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der aktiven Form. Nach Abspaltung der Prodoméne ist sie definiert als
Heterotetramer mit zwei grof3en und zwei kleinen Untereinheiten [p20,-p10;]
(Chowdhury, Tharakan, and Bhat 2008). Jede aktivierte Caspase besitzt als
Heterotetramer demnach zwei aktive Zentren, welche sich an gegentberliegender
Position befinden. An der Bildung der aktiven Zentren sind die Aminosauren Cystein

und Histidin beteiligt, welche in der p20-Untereinheit lokalisiert sind (K. P. Wilson et
al. 1994).

Procaspase
(32 - 85 kDa) ————
Szaltstelle | Spaltstelle
Sp-X
e groke Ape
Prodoméne Untereinheit (p20) J kleine Untereinheit (p10)
N-Terminus | I o-subunit ® U7 B-subunit || C-Terminus

aktives Zentrum

Prozessierung

aktivierte Caspase

[ p20 ® |

p10
p10

| ® p20 |

Abbildung 2: Struktureller Aufbau von Caspasen

Procaspasen bestehen aus einer Prodoméne sowie je einer groRen und kleinen Untereinheit.
Uber selektive proteolytische Spaltungen an Aspartatresten werden Untereinheiten generiert,
die ein Heterotetramer als aktive Form der Caspase bilden. Die beiden aktiven Zentren sind
jeweils in der grof3en Untereinheit lokalisiert. In dieser Abbildung ist die groRe Untereinheit als
p20 und die kleine Untereinheit als pl0 bezeichnet. Diese GréRen kdnnen innerhalb der
Caspasen, wie bei Caspase-8 angegeben als [p18,-p10,], variieren.

Verandert nach Chowdhury et al., 2008.
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1.3.1 Caspase-8

Da sich diese Arbeit vorwiegend mit der Rolle der Caspase-8 in der TNF-induzierten
Apoptose beschaftigt, soll diese nun ausfihrlicher beschrieben werden. Caspase-8
wird als lineares, einkettiges Zymogen, genannt Procaspase-8, synthetisiert. Die
Prodomane beinhaltet zwei DEDs, die Untereinheiten werden als p18- und pl10-
Domaéanen bezeichnet. Das Zymogen wird nach Rekrutierung an den DISC Uber die
Tandem-DEDs an FADD durch autokatalytische Spaltung an den Positionen Asp
126, Asp 216, Asp 374 und Asp 384 aktiviert (Kumar 2007; Pop et al. 2007). Wieso
es zur autokatalytischen Spaltung kommt, ist noch immer nicht vollstandig geklart,
es gibt jedoch verschiedene Theorien:

Zunachst wurde das Modell der ,Induced Proximity“ beschrieben, wonach es allein
durch die groRe Néhe der rekrutierten Procaspasen zueinander am DISC zu ihrer
Aktivierung kommen soll (Salvesen and Dixit 1999).

Studien an der Aktivierung von Caspase-9 zeigten, dass wohl nicht die Spaltung der
Proform allein die Aktivierung ausmacht, sondern dass die Assoziation zum
Apoptosom entscheidend sein kénnte (Rodriguez and Lazebnik 1999; Stennicke et
al. 1999). Dieses liel3e sich wohl auf alle Initiatorcaspasen und ihre Aktivierungsorte
Ubertragen, was zu einer Abwandlung des oben genannten Modells fiihrte:

Die rdumliche Nahe der Procaspasen am DISC erlaubt eine Dimerisierung. Die
Dimere sind nun katalytisch potenter als die lineare Form der Procaspase und
konnten einander spalten, sodass die aktive Form der Caspase-8 entsteht. Dieses
Modell wird als ,proximity driven model“ bezeichnet.

Um die aktive Caspase-8 zu erhalten, muss sie nach der Dimerisierung zweimal
gespalten werden. Zunachst wird die Linker-Region zwischen p18 und pl0
durchtrennt, dann werden die DEDs abgespalten. Die Caspase-8 ist nun als

Heterotetramer funktionstiichtig (Keller et al. 2009).
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W
Wi

Abbildung 3: Modell zur Prozessierung von Caspase-8

Zur Aktivierung muss die Procaspase-8 nach ihrer Dimerisierung () zweimal gespalten
werden. Die erste Schnittstelle befindet sich in der Linker-Region zwischen p18 und p10 (ll).
Konformationsanderungen erlauben nun die Spaltung zwischen den Prodoméanen und der
p18-Untereinheit (l11). Es entsteht die aktive Caspase-8.

Verandert nach Zhao et al., 2010.
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Procaspase-8
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1.4 TNF und die TNF-Rezeptoren 1 und 2

Die beiden membranstandigen Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 (tumor necrosis
factor receptor 1 und 2) gehoéren mit einer Groe von 55 bzw. 75 kDa zur TNF-
Rezeptor-Superfamilie. Die beiden TNF-Rezeptoren unterscheiden sich in ihrer
intrazellularen Beschaffenheit und ihrem Vorhandensein auf Korperzellen. So ist nur
der TNFR1 im Besitz einer intrazellularen Todesdoméne, wird auf fast allen
Kaorperzellen gleichermalRen exprimiert und ist deshalb der Hauptvermittler der TNF-
induzierten Apoptose. Die Expression des TNFR2 beschrankt sich fast
ausschlieB3lich auf Zellen des Immunsystems (Aggarwal 2003; Wajant, Pfizenmaier,
and Scheurich 2003).
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Beide TNF-Rezeptoren werden durch den Liganden TNF (tumor necrosis factor)
aktiviert. TNF ist ein Zytokin der TNF-Superfamilie, welches hauptsachlich von
Makrophagen, aber auch von Monozyten, Lymphozyten und anderen Zellen
produziert wird (Baud and Karin 2001). Es ist ein zellmembranstandiges,
homotrimeres Protein, welches aber durch die Metalloprotease TACE (TNF-alpha
converting enzyme) als Trimer von der Zelloberflache abgespalten werden kann.
Beide Formen sind biologisch aktiv, allerdings kann TNFR2 nur durch das
membranstandige TNF vollstandig aktiviert werden, wogegen TNFR1 am starksten
durch l6sliches TNF aktiviert wird (Grell et al. 1995; Grell et al. 1998). TNF kann
Uber verschiedene TNFR1-Signalwege sowohl Proliferation als auch Inflammation

und Apoptose auslésen (Hehlgans and Pfeffer 2005).

1.4.1 TNFE-Signaltransduktion durch den TNFR1

Der TNFRL1 ist ein Typ I-Transmembranprotein. Er besitzt in seinem extrazellularen
Anteil eine sogenannte pre-ligand assembly domain (PLAD), Uber die es zu seiner
Trimerisierung kommt (Chan et al. 2000). Zwischen extra- und intrazellularem Anteil
liegt die Transmembrandomdane. An sie schlieBt in Richtung des Zellinneren
zunachst die Internalisierungsdomane TRID (TNF-receptor internalization domain)
an. Diese Domane ist essenziell fir die Internalisierung des Rezeptors und die
Bildung des DISC, wie an TRID-deletierten Mutanten gezeigt werden konnte
(Schneider-Brachert et al. 2004). Weiter Richtung C-Terminus befinden sich die
NSD (neutral sphingomyelinase domain) sowie die Todesdomane (DD, death
domain) (Adam et al. 1996; Wajant, Pfizenmaier, and Scheurich 2003).

Die TNFR1-Signalkaskade beginnt mit der Bindung von TNF an den Rezeptor,
wodurch es zunachst zu einer intrazellularen Konformationséanderung kommt,
welche die Rekrutierung der Adapterproteine ermdglicht (G. Chen and Goeddel
2002). Als erstes wird TRADD als zentrales Adapterprotein fir verschiedene
Signalwege an die Todesdoméne des TNFR1 rekrutiert (Hsu, Xiong, and Goeddel
1995). Mit TRADD als Plattform kénnen nun verschiedene Signalwege in Gang

gesetzt werden: durch die Bindung von TRAF-2 (TNF-receptor-associated factor-2)
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und RIP-1 (receptor-interacting protein-1) kommt es zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB. Dieser leitet nach Translokation in den Zellkern die
Produktion verschiedener Proteine ein, die antiapoptotisch wirken und das
Uberleben der Zelle fordern (Hsu, Huang, et al. 1996; Perkins 2000). Zusétzlich
kann es Uber RIP-1 und TRAF-2 zu einer Aktivierung sogenannter MAP-Kinasen
(mitogen-activated protein kinase) kommen, welche ebenfalls zu einer Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren fiihren. Diese beiden Wege flhren zur Expression
proinflammatorischer, proliferativer und antiapoptotischer Proteine. TRADD fungiert
jedoch durch Bindung von FADD auch als Vermittler der Apoptose. Es folgt die
Rekrutierung von Caspase-8 uber ihre Tandem-DEDs an die DED von FADD (Hsu,
Shu, et al. 1996). Der entstandene Komplex aus TRADD, FADD und Caspase-8
wird hier als DISC bezeichnet (Kischkel et al. 1995; Muzio et al. 1996).

Die Bildung des DISC und die Internalisierung des Rezeptors sind zwei fir die
Apoptoseinduktion untrennbare Prozesse (Schneider-Brachert et al. 2004). Die
Clathrin-vermittelte Internalisierung des aktivierten Rezeptors fuhrt zur Bildung
friher endosomaler Kompartimente, den sog. Rezeptosomen. Durch die
Verschmelzung mit trans-Golgi-Vesikeln entwickeln sich daraus multivesikulare
Strukturen, die letzendlich zu lysosomalen Vesikeln prozessiert werden.

Die aktivierte Caspase-8 kann hier zudem die in den lysosomalen Kompartimenten
befindliche saure Sphingomyelinase (A-SMase) aktivieren (Schiitze et al. 1999),
welche die Spaltung von Sphingomyelin zu Ceramiden und Phosphatidylcholin
katalysiert (Wiegmann et al. 1994). Das entstandene Ceramid aktiviert Cathepsin D,
welches aus dem Kompartiment ins Cytoplasma transloziert und hier, genau wie
Caspase-8 beim “Crosstalk” zwischen extrinsischem und intrinsischem
Apoptoseweg, Bid zu tBid spalten und so das apoptotische Signal verstéarken kann
(Rodman et al. 1990; Heinrich et al. 1999; Heinrich et al. 2004). Anders als bei der
Apoptoseinduktion Gber den DISC kdnnen jedoch die Sighalwege tber NFkB und
MAP-Kinasen von der Internalisierung unabhangig am membranstéandigen Rezeptor
aktiviert werden (Micheau and Tschopp 2003; Schneider-Brachert et al. 2004) .
Durch TNF kénnen also somit sowohl anti- wie auch proapoptotische Signalwege

aktiviert werden, was das breite Wirkungsspektrum des Zytokins aufzeigt.
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Abbildung 4: TNF-TNFR1-Signalkaskade

Bei einer Bindung von TNF an seinen zellmembranstéandigen Rezeptor kommen zwei
unterschiedliche Mechanismen in Gang: entweder bewirkt die Rekrutierung von RIP-1 und
TRAF-2 an TRADD eine Aktivierung der NFkB-Signalkaskade, welche das Uberleben der
Zelle fordert, oder es kommt es Uber eine Clathrin-vermittelten Rezeptorinternalisierung und
die Rekrutierung des DISCs (death-inducing signaling complex) an die Todesdoméne (DD)
zur Apoptose. Nach der Internalisierung reifen die Rezeptosomen durch Fusion mit trans-
Golgi-Vesikeln zu multivesikularen Strukturen (MVB, multivesicular bodies) und lysosomalen
Kompartimenten. Eine Deletion der Internalisierungsdoméane TRID, eine adenovirale Infektion
oder die alleinige Expression des adenoviralen Proteins 14.7K kann die
Rezeptorinternalisierung sowie die Bildung des DISC verhindern.

Verandert nach Schitze und Schneider-Brachert, 2008.
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1.5 Viren und Apoptose

Viren sind definitionsgemaf Partikel, die in der Lage sind, in eine Wirtszelle
einzudringen und sich in ihr zu vermehren. Sie bestehen mindestens aus
Nukleinsduren und Proteinen, wobei je Viruspartikel ausschlie3lich eine Art von
Nukleinsdure, DNA oder RNA, vorhanden ist. AuRerdem besitzen Viren keinen
eigenen Stoffwechsel, sondern nutzen die Organellen und Strukturen der Wirtszelle
fur ihre Replikation. Aus diesem Grund werden sie in der Literatur meist nicht den
Lebewesen zugeordnet (Hof 2005).

Der Befall eines Organismus bleibt in der Regel nicht unentdeckt, sondern |6st
verschiedene Abwehrreaktionen aus. Koénnen die Viren im Blut noch durch
Antikorper detektiert und dann vernichtet werden, so fuhrt eine Infektion der
Wirtszelle unter anderem Uber die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen sowie die
Ausschittung von Zytokinen, z. B. TNF, zur Viruselemination durch Apoptose der
infizierten Zelle. Um der Immunantwort des Wirtes zu entgehen, haben Viren
vielfaltige Strategien zur Apoptoseinhibition entwickelt (Benedict, Norris, and Ware
2002).

1.5.1 Strategien der viralen Apoptoseinhibition

a) Abschirmung des Signals an der Zelloberflache

Viren koénnen Uber ihre Proteine die Internalisierung und Degradation von
Todesrezeptoren bewirken oder, wie beispielsweise das humane Cytomegalievirus,
Uber die Expression von viralen TNF-Rezeptor-Homologen ausgeschuttete Zytokine
abfangen (Tollefson et al. 1998; Benedict et al. 1999; Benedict, Norris, and Ware
2002).

b) Blockierung des Signals auf Héhe der Mitochondrien

Um eine Apoptose zu verhindern, setzen viele virale Proteine am Mitochondrium an.
Sie binden Apoptose-modulierende Proteine wie Bid und Bax oder imitieren, wie das
Epstein-Barr-Virus mit seinem Protein BHRF1, antiapoptotische Proteine der Bcl-2-

Familie, um die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und die folgende

13



1. Einleitung

Freisetzung von Cytochrom c zu verhindern (Henderson et al. 1993; Boya et al.
2004).

c) Caspasehemmung

Eine weitere, vielschichtige Moglichkeit der Apoptoseinhibition ist die direkte oder
indirekte Caspasehemmung. Sie kann entweder Uber eine Interaktion mit dem
aktiven Zentrum oder als kompetetive Hemmung von Signhalmolekilen der
Caspaseaktivierung stattfinden. Es sind vier Klassen dieser viralen Inhibitoren
bekannt: vIAPs, vFLIPs, die p35- und die Serpin-Familie (Best 2008).

VIAPs (viral inhibitor of apoptosis protein) sind virale Proteine, deren Struktur analog
der zelleigenen IAPs, den clAPs, aufgebaut ist. Einige clAPs binden direkt an die
Caspasen -3, -7 und -9 und hemmen Uber verschiedene Wege ihre Aktivierung
(Tenev et al. 2005). Die Aktivitdt dieser clAPs wird Uber sogenannte IAP-
Antagonisten reguliert, welche an sie binden und dadurch die Caspasehemmung
aufheben. lhr grofter Vertreter ist Smac/DIABLO (C. Du et al. 2000). vIAPs
verhalten sich, entgegen jeder Vermutung, nicht wie clAPs, sondern agieren als
.Fanger‘ von IAP-Antagonisten und bewirken deren Degradation. So kénnen diese
nun keine clAPs mehr binden und die Caspasehemmung bleibt bestehen (Best
2008).

vFLIPs (viral FLICE-like inhibitory protein) sind virale Proteine, die den zellularen
FLIPs, den cFLIPs, ahnlich sind. Beide besitzen DEDs, mit welchen sie am DISC
mit Caspase-8 und -10 um eine Bindung an FADD konkurrieren und so deren
Dimerisierung und Aktivierung verhindern (Krueger et al. 2001). Zusatzlich gibt es
uber die Bindung an Proteine wie RIP-1 und TRAF-2 eine Verbindung zum NF«B-
Weg der Zelle (Kataoka and Tschopp 2004).

Das virale Protein p35, isoliert aus Baculoviren, war der erste Vertreter der p35-
Familie und ist ein Breitband-Caspase-Inhibitor (Clem, Fechheimer, and Miller
1991). Ein weiteres Mitglied aus der Reihe der Baculoviren ist p49, aus anderen

Viren wurde als Homolog zu p35 das Protein p33 isoliert (Q. Du et al. 1999; Means,
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Penabaz, and Clem 2007). Alle Vertreter der p35-Familien hemmen Caspasen
durch irreversible Bindung an ihr aktives Zentrum.

CrmA (Cytokine response modifier A) ist das bekannteste virale Protein der Serpin
(serine protease inhibitor)-Superfamilie und wird durch das Kuhpockenvirus codiert.
Obwohl Serpine normalerweise die Aktivitat von Serinproteasen unterdriicken, zeigt
CrmA eine Wirkung auf Cysteinproteasen (Renatus et al. 2000; Simonovic, Gettins
PGW, and Volz 2000). Es unterdriickt vornehmlich die Aktivitat der Caspasen-8 und
-10, kann aber in geringe Mal3e auch auf andere Caspasen wirken (Garcia-Calvo et
al. 1998; Zhou et al. 1997). Bei Caspase-8 bewirkt CrmA eine Dissoziation des
Heterotetramers durch folgenden Mechanismus:

CrmA bindet an das aktive Zentrum der Caspase und bildet mit ihr einen
voribergehenden Komplex. Spaltungs- und Bindungsprozesse fuhren zur
Zerstorung der p18-p10- und p10-p10-Formation (vgl. Abb. 5 und 1.3.1). Ubrig bleibt
ein vorwiegend irreversibler Komplex aus CrmA und der p18-Untereinheit. Der p-10-
Anteil geht verloren (Dob6 et al. 2006). Letztlich kann ein geringer Teil an CrmA
wieder abgespalten werden und diffundiert ab. Durch den Verlust der pl0-
Untereinheit kann es trotzdem zu keiner neuen Heterotetramer-Bildung mehr
kommen (Komiyama et al. 1994; Patston et al. 1991). Ein weiteres Serpin ist SERP-
2 aus Leporipoxviren. Es zeigt die gleiche Wirkung wie CrmA sowie einen teilweise

identischen Aufbau (MacNeill, Turner, and Moyer 2006).

Ebenfalls an das aktive Zentrum bindet der in dieser Arbeit verwendete, chemische
Caspaseinhibitor z-VAD(OMe)-FMK (Z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluoromethylketone), kurz
z-VAD. Er zahlt zu den zellpermeablen Breitspektrum-Caspaseinhibitoren und
bindet als Pseudosubstrat an das aktive Zentrum. Diese Caspaseinhibitoren sind in
der Regel synthetische Peptide oder non-Peptide, die sich in ihren chemischen
Gruppen unterscheiden. Durch diese wird auch die Art der Hemmung bestimmt: so
sind beispielsweise Peptide mit Aldehydgruppen reversible Hemmstoffe,
Methylketongruppen wie in z-VAD dagegen bewirken eine irreversible

Caspasehemmung (Callus and Vaux 2007).
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Abbildung 5: Caspasehemmung durch CrmA und z-VAD

Die viralen Inhibitoren CrmA und p35 sowie der chemische Caspaseinhibitor z-VAD binden
als Pseudosubstrat an das aktive Zentrum der Zielcaspase und verhindern so deren
katalytische Aktivitat.

Verandert nach Callus und Vaux, 2007.

1.6 Adenoviren

1953 isolierte Rowe erstmals ein Virus aus Tonsillen und Adenoidgewebe und
benannte es nach seinem Entdeckungsort (ROWE et al. 1953). Das unbehlllte
Adenovirus (Ad) besitzt eine linearisierte, doppelstrangige DNA und hat eine
ikosaedrische Form. Von den tber 80 bekannten Adenovirustypen sind 51 fur den
Menschen pathogen. Eine Infektion betrifft meist Kinder und Jugendliche, kann aber
fur immunsupprimierte Patienten gefahrlich werden. Die 51 Ad-Serotypen gliedern
sich in 6 Untergruppen (A-F), innerhalb welcher die Sequenzen tiber 50% identisch
sind. Hauptmanifestationsorte fir adenovirale Infektionen sind insbesondere Augen,
Pharynx, Respirations- und Intestinaltrakt, so dass es unter anderem zum klinischen
Erscheinungsbild einer Keratokonjunktivitis, Pharyngitis, Pneumonie oder

Sauglingsenteritis kommen kann (Hof 2005; Horwitz 2004). Eine antivirale Therapie
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einer Ad-Infektion bleibt bis heute unbefriedigend, obwohl die Behandlung von
Patienten mit Cidofovir teilweise erfolgreich war. Sinnvoll erscheint lediglich eine
Verhinderung Dbakterieller Superinfektionen durch Antibiotikatherapie. Das
Adenovirus kann teilweise noch Jahre nach einer Erstinfektion in den Tonsillen
persistent sein (Horwitz 2004; Hof 2005; Yusuf et al. 2006).

1.6.1 Das adenovirale Genom und seine E3-Region

Wahrend der Replikation des Virus folgt die Expression seines Genoms einem
festgelegten Schema und kann in eine friihe und spéte Expressionsphase eingeteilt
werden. Zunachst werden Gene der friihen (early, E-) Region exprimiert, deren
Proteine die Transkription (E1A), die DNA-Synthese (E2A und B) und Transport der
Ad-mRNA ins Cytoplasma (E1B-55K/E4 Orf6) sowie die Immunregulation (E3, E1B,
E4) steuern. Die spate (late, L-) Region codiert hauptséchlich fir virale
Strukturproteine (Horwitz 2004). Um die zellulare Immunantwort des Wirtes wahrend
einer Infektion zu unterdriicken, besitzt das Virus eine spezielle Region, die E3-
Region, welche flr immunregulatorische Proteine codiert. lhre Proteine sind bis auf
eine Ausnahme dazu bestimmt, die verschiedenen Immunantworten des Wirts zu
unterdricken (Horwitz 2001). So bewirkt AdE3-gpl9K eine Unterdriickung der
Exposition von MHC-I-Proteinen an der Zelloberflache, um eine Prasentation viraler
Fragmente zu verhindern (Burgert, Maryanski, and Kvist 1987). Die Proteine AdJE3-
10.4K und -14.5K werden als RID-Komplex (receptor internalization and
degradation) bezeichnet. Gemeinsam bilden sie einen Komplex, der die Fas-
vermittelte Apoptose durch Internalisierung und Degradation des Rezeptors sowie
die TNF-vermittelte Apoptose hemmt (Horwitz 2004). Wird AdE3-6.7K noch
zusatzlich in den RID-Komplex integriert, so kommt es auflerdem zu einer
Hemmung der TRAIL-vermittelten Apoptose. Zusatzlich besitzt 6.7K allein einen
inhibierenden Effekt auf die TNF-vermittelte Apoptose (Benedict et al. 2001; Moise
et al. 2002). Das Protein AdE3-14.7K schlief3lich wirkt auch als singular exprimiertes
Protein unabhangig von einer Virusinfektion in den meisten Zelllinien als genereller
Inhibitor der TNF-, Fas sowie TRAIL-induzierten Apoptose (Gooding et al. 1990;
Tollefson et al. 2001).
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1.6.2 E3-14.7K

E3-14.7K ist ein losliches Protein, welches sowohl im Zellkern als auch im
Cytoplasma lokalisiert ist (Gooding et al. 1988). Uber seinen C-Terminus interagiert
es mit verschiedenen Bindungspartnern und mit sich selbst. 14.7K liegt in der
Wirtszelle méglicherweise als Nonamer vor (Kim and Foster 2002). Zudem ist E3-
14.7K innerhalb der verschiedenen adenoviralen Subtypen hochkonserviert, was fur
seine ungeheuere Wichtigkeit fur den Fortbestand der Adenoviren spricht (Horton et
al. 1990). Zusatzlich wurde bekannt, dass Deletionen oder Mutationen innerhalb des
Proteins in den meisten Fallen zu seinem Funktionsausfall fuhren (Ranheim et al.
1993). Um den Wirkmechanismus von E3-14.7K zu entschlisseln, wurde Ende der
90er Jahre Uber ein yeast-two-hybrid-Screening versucht, Interaktionspartner von
14.7K zu ermitteln. Dabei wurden 4 zellulare Proteine identifiziert und als FIPs
(fourteen-point-seven K interacting proteins) bezeichnet. FIP-1 ist eine Kleine
GTPase und identisch mit RagA (Y. Li, Kang, and Horwitz 1997; Hirose et al. 1998).
FIP-2/Optineurin besitzt putative Leucin-Zipper-Motive und kann Uber seinen C-
Terminus an 14.7K binden (Y. Li, Kang, and Horwitz 1998). FIP-3, auch bekannt als
NEMO oder IKKy, ist am NFkB-Signalweg beteiligt (Y. Li et al. 1999). FIP-4
schlief3lich ist identisch mit AIF (Daugas et al. 2000; Horwitz 2004).

1999 konnte gezeigt werden, dass eine pharmakologische Hemmung der TNFR1-
Internalisierung Schutz vor TNF-mediierter Apoptose bietet (Schitze et al. 1999).
Spater gelang es Schneider-Brachert et al., diesen Mechanismus bei 14.7K-
exprimierenden Zellen zu zeigen: Uber radioaktiv markiertes TNF konnte
nachgewiesen werden, dass die Rezeptorinternalisierung in Anwesenheit von 14.7K
nach TNF-Stimulation gehemmt ist (Schneider-Brachert et al. 2004). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass es zusatzlich nicht mehr zur Rekrutierung der
Adapterproteine TRADD, FADD und Caspase-8 zur Bildung des DISC kommt. Der
NF«xB-Signalweg scheint dabei unbeeinflusst zu sein, denn auch in Anwesenheit
von 14.7K wurden TNFR1-Komplexe mit RIP-1 und TRAF-2 isoliert. Letzlich
konnten auch die Proteine Rab5 und Dynamin 2, die fur die
Endocytosemaschinerie in der Zelle essenziell sind, in 14.7K-exprimierenden Zellen

nicht mehr am Rezeptor nachgewiesen werden (Schneider-Brachert et al. 2006).
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Da 14.7K selbst bislang jedoch nicht am Rezeptor nachgewiesen werden konnte, ist
der Apoptose und Internalisierung hemmende Mechanismus bis heute
unverstanden. Moglicherweise sind weitere, noch nicht identifizierte intrazellulare

Interaktionspartner notwendig, um diesen Effekt zu vermitteln.
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2. Ziel der Arbeit

Bisher ist bekannt, dass eine adenovirale Infektion oder sogar die alleinige
Expression des adenoviralen Proteins E3-14.7K ausreicht, um die Wirtszelle vor
TNF-induzierter Apoptose zu schitzen. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass es in 14.7K-exprimierenden Zellen nach TNF-Stimulation
weder zu einer Rezeptorinternalisierung, noch zu einer Bildung des DISC,
bestehend aus den Proteinen TRADD, FADD und Caspase-8, am aktivierten
TNFR1 kommt. Als Folge davon kommt es zudem nicht zur Aktivierung der
Caspase-8, welche zu ihrer autokatalytischen Aktivierung dimerisiert vorliegen
muss. Der Mechanismus, welcher die Zusammenlagerung der Caspase-8
verhindert, ist aber noch unverstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher,
eine mdgliche direkte Interaktion von 14.7K und Caspase-8 nachzuweisen und zu
charakterisieren sowie eine spezifische Bindungsregion innerhalb der Caspase-8 zu
identifizieren.

Zu Beginn wurde der bereits bekannte protektive Effekt von 14.7K auf Zellen nach
TNF-Stimulation und CHX-Behandlung in H1299-Zellen verifiziert. Um
herauszufinden, ob die 14.7K-mediierte TNF-Resistenz auf der Inhibierung der
Caspase-8 beruht, sollte das Zell-Lysat TNF-stimulierter parentaler oder 14.7K-
exprimierender Zellen auf das Vorhandensein der aktivierten Form von Caspase-8
untersucht werden. Mit einer zusatzlichen Analyse zur PARP-1-Spaltung sollte
gezeigt werden, ob der Grad dieser Hemmung auch ausreicht, um ein Ablaufen der
distalen Caspasekaskade zu verhindern. Da die Uberexpression von Caspase-8
per se in Zellen zur Induktion der Apoptose fuhrt, sollte in einem weiteren
Versuchansatz untersucht werden, ob durch gleichzeitige Uberexpression von
14.7K die Uberlebensrate der Zellen gesteigert werden kann. Zur genauen
Charakterisierung der moglichen Interaktionsregion sollten zudem Genfragmente
der Caspase-8 mittels PCR hergestellt werden, die die einzelnen Proteinregionen
darstellen. Diese wurden neben der nativen Procaspase-8 fur Interaktionsstudien im
Mammalian Two-Hybrid Assay verwendet. Die Proteinexpression der verschiedenen

Konstrukte sollte schlie3lich Uber eine Western-Blot-Analyse belegt werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid AppliChem
Ammoniumpersulfat APS AppliChem

ATP Fermentas

Cycloheximid Sigma Aldrich, 5ug/ul stock
Desoxyribonucleotide Fermentas
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck

DMEM GIBCO/Invitrogen

DMEM Glutamax™-|

GIBCO/Invitrogen

Ethidiumbromid

Merck

FCS

Gibco, Lonza, PAN Biotech

LB-Medium

0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v)
Trypton, 1 % (w/v) NaCl, pH 7,4

Lipofectamine™ 2000

Invitrogen

Milchpulver Heirler
PageRuler™ Plus Prestained Protein

Fermentas
Ladder
Penicillin/Streptomycin: 120000 U/mi _

PAN Biotech
Pen., 10 mg/ml Strep.
Proteaseinhibitoren Complete EDTA-free | Roche

Protein G Sepharose 4 Fast Flow

GE Healthcare

Polyethylenimin

Polysciences Inc.

TNF, humanes

Knoll AG

Standard fur Gelelektrophorese

Fermentas

Z-VAD(OMe)-FMK

Enzo Life Sciences
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3.1.2 Puffer und Losungen

Tabelle 2: Puffer und Losungen

HEPES-Puffer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsaure

IP-Waschpuffer

20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05 % Triton X-100

Kristallviolett-Losung

0,5 % Kristallviolett, 4 % Formaldehyd, 30 % Ethanol,
30 mM NacCl

KS-RIPA

50 mM Tris-Cl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 % Triton X-
100, 5 mM EDTA, 10% Glycerol, 10 mM K,HPO,

Ladepuffer

Fermentas

Ligasepuffer 10x

Roche

Lysepuffer

30 mM TRIS-Cl pH 7,5, 1 % Triton-X 100,
10 % Glycerol, 120 mM NacCl

10 %ige Nonidet P-40-
LAsung

1 ml NP-40, 9 ml Aqua bidest.

150 mM NacCl, 8 mM K,HPO,4,2 mM K,HPO,, gelbst in

PBS

H.0, pH 7,3
PCR-Puffer Roche
PNK A-Puffer Roche

10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA,

Puffer A

0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, Complete (40 ul auf 1 ml)

20 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA,
Puffer C

1 mMEGTA, 1 mM DTT, Complete (40 pl auf 1 ml)
SDS Merck

2x SDS-PAGE-Ladepuffer

125 mM Tris, 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) B-Mercapto-
ethanol, 1 mM EDTA,10 % (w/v) Glycerin, 0,01 %
(w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

SDS-Laufpuffer

1449 Glycin (192mM), 30,9 Tris (250mM), 10g SDS
(1%) ad 1L bidest H,O

SuperSignal West Pico

Luminescent Substrate

Pierce
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900 mM Tris, 900 mM Borsaure, 50 mM Na,EDTA, pH

TBE-Puffer

8,0
TBS 150 mM NacCl, 50 mM Tris/HCI, pH 7,4
TBS-T TBS mit 0,1 % (v/v) Tween-20

Western-Transferpuffer

25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

10 cm Kulturschalen BD, Falcon
175cm? Zellkulturflaschen BD

1,5 ml Reaktionsgefasss Eppendorf
5 ml Réhrchen BD

50 ml R6hrchen BD
96-Well Platten BD, Falcon
6-Well Platten BD, Falcon
Einmal-Plastikkivetten Greiner
Multipipettenspitzen Combitips Eppendorf
Pipettenspitzen steril (10 pl - 2000 pl) Biozym

PVDF Membran Westran CS, 0,45 um

Hartenstein

Whatman Papier Millipore
Zellschaber Sarstedt
3.1.4 Gerate

Tabelle 4: Geréte

Begasungsbrutschrank Hera cellsafe240 | Heraeus

CCD-Kamera

Intas Chemilux Pro

Elektrophoresekammer Power Pac 3000 | Bio-Rad
Fluoreszenzmikroskop DMRX Leica
Fluoreszenzphotometer Lumat LB 9501 | Berthold

Heizblock BT 100

Kleinfeld Labortechnik
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Microplate Reader Model 680 BIO-RAD

Nano drop Thermo SCIENTIFIC
Neubauer-Zahlkammer LaborOptik

Mini Protean® System Bio-Rad
Multipipette Repetman Gilson
PCR-Thermocycler PTC 200 BIO-RAD

Pipettus Pipetboy acu Integra Biosciences
Sterilbank antair BSK
UV-Schirm Bachhofer

Vortexer MS 1 Minishaker IKA

Zentrifugen Eppendorf

3.1.5 Kits

Tabelle 5: Kits

Dual-Luciferase Reporter Assay System | Promega

Easy Prep pro Plasmid Miniprep Kit Biozym

Lowry Testreagenz DC Protein Assay,

Reagent A und B BIO-RAD
Mammalian Two-Hybrid Assay Kit Stratagene

NucleoBondXtra Midi

Macherey-Nagel

QIAEX Gel extraction kit

Qiagen

3.1.6 Enzyme

Tabelle 6: Enzyme

BamHI Roche, Fast Digest
Bglll Roche, Fast Digest
DNA-Ligase Fermentas
DNA-Polymerase Pfu Fermentas

Polynucleotidkinase

New England Biolabs

Sall

Roche, Fast Digest

Xhol

Roche, Fast Digest
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3.1.7 Zelllinien/ Bakterienstamme

Tabelle 7: Zelllinien und Bakterienstamme

H1299/ 14.7K wt

Humane Lungenkarzinom-Zelllinie,
stabil transfiziert mit 14.7K wt

HEK293

Ad5-transformierte embryonale
Nierenfibroblasten-Zelllinie

E. coli XL1-Blue

endAl gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl
lac ginV44 F[ ::Tn10 proAB* lagl
A(lacZ)M15] hsdR17(r¢ M)

3.1.8 Primer

Tabelle 8: Primer

3" h Caspase-8 Stop Sal |

5-CGC GTC GAC TCA ATC AGA AGG
GAA GAC AAG TT-3

3" h Caspase-8 446 Stop Sal |

5°CGC GTC GAC TCA ATC CAT TTC
TAAATAGGG TT-3

5" h Caspase-8 p10 ATG Bam HI

5-CGC GGA TCC ATG GAT TTATCA
TCA CCT CAA-3

3" h Caspase-8 277 Stop Sal |

5-CGC GTC GACTCACTG TTC TCT
TGG AGA GTC CG-3

5" h Caspase-8 p18 ATG Bam HI

5-CGC GGA TCC ATG ACA ATC TCG
GAC TCT CCA AG-3

3" h Caspase-8 p18 Stop Sal |

5-CGC GTC GAC TCA ATC AGT
GCC ATA GAT GAT GC-3

3" h Caspase-8 157 Stop Sal |

5-CGC GTC GAC TCA AAT TTG AGC
CCT GCC TGG TGA-3

5" h Caspase-8 DED2 ATG Bam HI

5-CGC GGA TCC ATG GAA AGG GAA
CTT CAG ACA CC-3

3" h Caspase-8 DED2 Stop Sal |

5-CGC GTC GAC TCAATAGTC GTT
GAT TAT CTT CA-3

5’h Caspase-8 DED1 ATG Bam HI

5-CGC GGA TCC ATG GAC TTC AGC
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AGA AAT CTT TA-3

3" h Caspase-8 DED1 Stop Sal |

5-CGC GTC GAC TCA GTA GGT AAT
CAG CAA ATC CA-Z

5 h FADD ATG BamHI

5-GCG GGA TCC ATG GAC CCG TTC
CTG GTG CTG CTG CAC-3

3’"h FADD 209 aa Xhol as

5-CGC CTC GAG TCAGGA CGC TTC
GGA GGT AGA TGC-3

3" crmA Stop

5-GTC GAC TTA ATT AGT TGT TGG
AGA GCA ATATCT ACC-3

5 crmA Bgl Il ATG

5-CGT AGATCT ATG GAT ATC TTC
AGG GAA ATC GCATC-3

3.1.9 Plasmide

Tabelle 9: Plasmide

pBS Stratagene

pcDNA 3/crmA arbeitsgruppeneigene Plasmidbank

pCMV-AD mit versch. Inserts

arbeitsgruppeneigene Plasmidbank

pCMV-BD mit versch. Inserts

arbeitsgruppeneigene Plasmidbank

pFLICE D.V. Goeddel, Tularik Inc.
pQCXIP-CrmA arbeitsgruppeneigene Plasmidbank
pQCXIP-EYFP arbeitsgruppeneigene Plasmidbank
pFR-Luc Stratagene

pRL-TK Promega

pRKS-FADD arbeitsgruppeneigene Plasmidbank

3.1.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde durchgefihrt von der Firma GeneArt, Regensburg.
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologie

3.2.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen erfolgte mittels PCR mit folgendem

Ansatz:

Template 1l

5" Primer 1l

3" Primer 1l
Desoxyribonukleotide 1l
DNA Polymerase (Pfu) 1l
PCR Puffer (10x) 5ul
Aqua bidest. Ad 50 pl

PCR-Programm
l.Initiale Denaturierung  94°C 1 Minute

2. Denaturierung 94°C 1 Minute
3. Annealing 57°C 30 Sekunden
4. Elongation 72°C 30 Sekunden

Die Schritte 2 — 4 wurden nach dem ersten Durchlauf 32 x wiederholt, danach folgte
die konstante Kiihlung der PCR-Produkte bei 4 °C. Die Aufreinigung erfolgte durch
Extraktion aus einem Agarosegel nach Gelelektrophorese mit dem QIAEX Gel

extraction Kit nach Herstellerangaben.

Das Template pFLICE wurde mittels PCR und folgenden Primern amplifiziert, um

folgende Teilstiicke von Caspase-8 zu erhalten:

27



3. Material und Methoden

Primer Insert in pCMV-AD und pCMV-BD
5" h Caspase-8 DED1 ATG Bam Hi

. Caspase-8
3" h Caspase-8 Stop Sal |
5" h Caspase-8 DED1 ATG Bam HI

. Caspase-8 DED1-DED2-p18
3" h Caspase-8 446 Stop Sal |
5" h Caspase-8 DED1 ATG Bam HI

Caspase-8 DED1-DED2

3" h Caspase-8 277 Stop Sal
5" h Caspase-8 DED1 ATG Bam HI

i Caspase-8 DED1
3" h Caspase-8 DED1 Stop Sal |
5" h Caspase-8 DED2 ATG Bam HI

i Caspase-8 DED2
3" h Caspase-8 DED2 Stop Sal |
5" h Caspase-8 p10 ATG Bam HI

. Caspase-8 p10
3" h Caspase-8 Stop Sal |
5" h Caspase-8 p18 ATG Bam HI

. Caspase-8 p18
3" h Caspase-8 p18 Stop Sal |

Das Template pRKS-FADD wurde mittels PCR und Primern amplifiziert, um

Folgendes zu erhalten:

5 h FADD ATG BamHlI
3" h FADD 209 aa Xhol as

FADD

Das Template pQCXIP-CrmA wurde mittels PCR und Primern amplifiziert, um

Folgendes zu erhalten:

5 crmA Bgl Il ATG
3" crmA Stop

CrmA

3.2.1.2 Kinasierung

Die Polynucleotidkinase ubertragt Phosphat-Gruppen von ATP-Molekulen auf 5°-

OH-Gruppen von einzel- oder doppelstrangiger DNA. Dies ist erforderlich, weil

synthetisch hergestellte DNA-Fragmente am 5 -Ende nicht phosphoryliert sind und

deshalb kein gutes Substrat fur die Ligase darstellen.
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Fur die Kinasierung der PCR-Produkte setzte sich der Ansatz wie folgt zusammen:

PCR-Produkt 30 ul
PNK A-Puffer 4 ul
ATP (100mM) 1u
Polynucleotidkinase 1 pl
Aqua bidest. Ad 40 pl

Inkubation bei 37°C fir 20 Minuten, dann Temperaturerh6hung auf 75°C fir weitere

5 Minuten.

3.2.1.3 Klonierung

Die Klonierung aller DNA-Konstrukte erfolgte unter Anwendung Ublicher Techniken
(Sambrook 2001). Die Praparation der verwendeten Vektorplasmide wurde durch
den Verdau mit entsprechenden  Restriktionsenzymen gemall  den
Herstellerangaben durchgefiihrt und die linearisierte  DNA aus einem 1%

Agarosegel extrahiert.

Die durch PCR gewonnenen Inserts wurden im ersten Schritt Gber eine blunt-
Ligation mit Hilfe der T4 DNA-Ligase in den Vektor pBS subkloniert. Ziel war es, am
Ende aller Klonierungsvorgénge die DNA-Fragmente jeweils im Vektor pCMV-AD
und pCMV-BD vorliegen zu haben. Es wurde stets auf einen molaren Uberschuss
des Inserts geachtet. Nach Transformation kompetenter E.colis, Gelextraktion und
DNA-Praparation wurden die Inserts schlie3lich tber eine gerichtete Ligation in die
Zielvektoren pCMV-AD und pCMV-BD kloniert.

Der Ligationsansatz wurde 2 Stunden bei 22 °C inkubiert und setzte sich wie folgt

Zzusammen:
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DNA (Insert) 6 pl
Vektor 0,5 ul
Ligasepuffer 2 pl
DNA-Ligase 1l
Aqua bidest. Ad 20 pl

Um Caspase-8, ihre verkirzten Varianten sowie FADD in die Vektoren
einzubringen, wurden sie zunédchst in den Vektor pBS subkloniert, mit BamHI/ Sall
verdaut, aufgereinigt und Uber diese Schnittstellen in die Vektoren pCMV-AD und
pCMV-BD eingebracht. Fir die Klonierung von CrmA in die Zielvektoren wurde das
Insert mittels Bglll/ Xhol —Schnittstellen in pBS einkloniert, mit BamHI / Sall verdaut
und in die ebenfalls mit BamHI/ Sall verdauten Vektoren pCMV-AD und pCMV-BD
einkloniert. Dies ist moglich, da die Schnittstellen der Enzyme kompatibel
zueinander sind. Die verwendeten Plasmide pCMV-AD und pCMV-BD je mit 14.7K
und Optineurin C-Terminus (Optineurin A394) wurden von Laura Klingseisen
hergestellt und zur Weiterverwendung in dieser Arbeit zur Verfugung gestellt.
Details zu Primern und Herstellung kdnnen in ihrer Doktorarbeit (2011) nachgelesen

werden.

3.2.1.4 Transformation in kompetente Zellen

Kompetente Bakterien vom Stamm E.coli XL1-Blue wurden mit den angegebenen
Plasmiden transformiert. Dazu wurden 80-100 ul des kompetenten Stammes auf Eis
aufgetaut, die DNA zugegeben und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock bei 42 °C fur 1,5 Minuten wurde nochmals 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Enthielt der Ansatz Vektoren mit Ampicillin-Resistenz, dann wurde er unmittelbar auf
einer LB Platte mit Ampicillin ausplattiert. Handelte es sich um einen Vektor mit
Kanamycin-Resistenz, so wurde vor dem Ausplattieren 1 ml LB Medium zugegeben,
fur 45 Minuten bei Raumtemperatur geschwenkt, abzentrifugiert, mit einem Rest von
100 pl resuspendiert und schliel3lich auf einer LB Platte mit Kanamycin ausplattiert.

Alle Platten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte das
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Animpfen von Kulturen im Mini- (2 ml) oder Midi- (100 ml) Maf3stab fur die
Plasmidpraparation in dem entsprechenden Medium.

3.2.1.5 Plasmid-Isolierung und Aufreinigung

Die Isolierung der DNA aus E.coli wurde mit dem Easy Prep pro Plasmid Miniprep
Kit von Biozym durchgefihrt. Sollten gréRere Mengen isoliert werden, so wurde
NucleoBondXtra Midi von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben verwendet.
Nach Verifizierung des Inserts durch einen Kontrollverdau wurde entweder ein
préparativer Verdau des Inserts mit anschlieBender Gelextraktion und Ligation in
den Zielvektor durchgefihrt oder der Vektor direkt verwendet. Im letzten Schritt
wurde die Reinheit der DNA bestimmt und die Richtigkeit der Plasmide durch

Sequenzierung Uberprift.

3.2.1.6 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend
ihrer GroRRe. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes wandern aufgrund der
negativen Ladung der DNA in der gleichen Zeit kleinere Teilstlicke schneller in
Richtung Kathode als groR3ere. Es wurden Agarosegele mit einer Konzentration von
1% verwendet. Dazu wurden 0,7 g Agarose mit 70 ml TBE-Puffer vermischt,
aufgekocht und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Nach dem Eingiel3en des
Gels in die Elektrophoresekammer und seiner Verfestigung wurde es mit TBE-Puffer
Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden zusammen mit einem Ladepuffer in die
Geltaschen pipettiert und eine Spannung von 80 V fiir 50 Minuten angelegt. Zur
GroRRenbestimmung wurde zusatzlich eine Tasche mit einem Standard beladen.

AnschlielRend wurden die Banden unter UV-Licht dokumentiert.

3.2.1.7 DNA-Restriktion

Vektor-DNA wurde mittels verschiedener Restriktionsenzyme verdaut. Waren diese

bezlglich ihres Puffers nicht kompatibel, so wurden die Verdaue in mehreren
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Etappen durchgefuhrt. Dazwischen fand jeweils eine Aufreinigung mit dem QIAEX
Gel extraction Kit nach Angaben des Herstellers statt.

Der Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Vektor-DNA 30 ul
Puffer (10x) 4 ul
Restriktionsenzym 1 1,5 ul
Restriktionsenzym 2 1,5 ul
Aqua bidest. Ad 40 pl

Der Verdau wurde bei 37 °C fiur 30 Minuten (Fermentas) oder 90 Minuten (Roche)

inkubiert und die DNA-Fragmente anschlieend durch Agarosegelelektrophorese

aufgetrennt.

3.2.2 Zellkultur

3.2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die verwendeten, adharent wachsenden und eukaryonten Zelllinien HEK293 und
H1299 wurden in 175 cm?® Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO2, sowie in DMEM-Medium mit 10 % FCS, 1% Penicillin (100 U/ml) und
Streptomycin (100 pl/ml) kultiviert. Alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank
ausgeflhrt.

Die Zellen wurden etwa alle 2-3 Tage bei einer Konfluenz von 90 % im Verhaltnis
von 1:5 bis 1:8 gesplittet. Dazu wurden zunachst die Zellen nach Abziehen des
Mediums zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte das Ablosen der
Zellen durch Trypsinierung. Die Zellkulturflasche wurde nach Zugabe vom 3 ml
Trypsin-EDTA-L6sung fur 2 Minuten im Brutschrank inkubiert, das Trypsin mit 7 ml
Medium neutralisiert und nun die Zellen durch leichtes Beklopfen vom
Flaschenboden abgeldst. Die Suspension wurde dann in ein 15 ml Rohrchen

Uberfihrt und durch Zentrifugation bei 300xg fur 5 Minuten pelletiert. Das Pellet
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wurde mit der Pipette in 10 ml frischem Medium resuspendiert und ein

entsprechendes Aliquot in eine neue Kulturflasche tberfuhrt.

3.2.2.2 Bestimmungq der Zellzahl

Um vergleichbare Versuche zu gewéhrleisten war die Aussaat einer definierten
Zellzahl notwendig. Mithilfe der Neubauer-Zahlkammer wurde die Zellzahl einer
Suspension durch Auszéhlen bestimmt.

Die Zellkonzentration wurde dabei wie folgt bestimmt:

Zellzahl in 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor/4 = Zellzahl x 10* / ml

3.2.2.3 Transfektion

Zur Transfektion von Plasmiden in HEK293-Zellen wurden verschiedene Methoden

angewendet.

a) Lipofectamin-Transfektion
Diese Methode greift zuriick auf das Reagenz Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen),

welches nach Angaben des Herstellers verwendet wurde.

Die Zellen wurden am Vortag in 2 ml DMEM-Medium mit 10 % FCS ohne
Antibiotikum in 6-well-Platten ausgesét. lhre Gesamtzahl betrug 2,5 x 10° je Well.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 1,5 ml DMEM-Medium gewaschen, das
Medium abgezogen und 0,4 ml DMEM-Medium zugegeben. Der Reaktionsansatz je
Well enthielt 4,5 pl Lipofektamin, 1,8 pg Plasmid-DNA sowie 200 pl DMEM-Medium
bei einer Gesamtmenge von 400 pl. Lipofektamin und DMEM-Medium wurden
zunachst vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Vorverdinnung der Plasmid-DNA und Vorlage in 5 ml Roéhrchen wurde der
Lipofektaminansatz darauf gegeben, vermischt und fir weitere 20 Minuten inkubiert.
Schlie3lich wurde das DNA/Lipofektamin-Gemisch auf die Zellen pipettiert und im
Brutschrank fir 6 Stunden inkubiert. Um ein gutes Mischungsverhaltnis zu

erreichen, wurden die 6-well-Platten in regelméafigen Abstdanden geschwenkt. Nach
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Ende der Inkubationszeit wurden 1,2 ml DMEM-Medium mit 20 % FCS zugegeben.
48 Stunden spater folgten die Ernte und Lyse der Zellen.

b) PEI-Transfektion

Um Zellen zur transienten Expression von Proteinen zu bringen, wurde mit der
Polyethylenimin (PEl)-Transfektionsmethode (Godbey, Wu, and Mikos 1999a;
Godbey, Wu, and Mikos 1999b) gearbeitet.

Zellen mit einer Gesamtzahl von 3 x 10° in 10 ml DMEM-Medium mit 10 % FCS und
1 % Penicillin/ Streptomycin wurden in 10 cm Kulturschalen ausgesat. Am folgenden
Tag wurde ein Mediumwechsel zu 5 ml DMEM-Medium durchgefiihrt. Nun wurden
10 pg Plasmid-DNA und 25 pl PEI in 1 ml Medium vermischt und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte das Auftropfen des Ansatzes auf die Zellen und
eine erneute Inkubation im Brutschrank fir 6 Stunden. Schlie3lich wurde ein letzter
Mediumwechsel zu 10ml DMEM-Medium mit 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin durchgefuhrt.

¢) Calciumphosphat-Transfektion

Bei der Calciumphosphattransfektion werden Calcium-lonen aus einer
Calciumchloridlosung an die DNA gebunden. Zusammen mit einer
Phosphatpufferlésung bildet sich ein Calciumphosphat-DNA-Niederschlag, der
vermutlich durch Endocytose in die Zelle aufgenommen werden kann. Diese
Transfektionsmethode ist einfach zu handhaben und beruht auf der Co-Prazipitation
der einzubringenden DNA mit Calciumphosphat (Jordan and Wurm 2004).

Am Vortag wurden 3 x 10° Zellen in 10 cm Schalen in 10 ml DMEM-Medium mit
10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin ausgesét. Bei ausreichender Konfluenz
von 80-90% wurde am néchsten Tag 1 Stunde vor Transfektion ein
Mediumwechsel zu 5 ml Glutamax durchgefihrt.

Nun wurde eine Gesamtmenge von 30 ug Plasmid-DNA in 450 pl Aqua bidest. mit
50 ul  Calciumphosphatlésung (2,5 M) vermischt und auf 500 pl vorgelegten
HEPES-Puffer in 15 ml Réhrchen gegeben und vermischt. AnschlieRend wurde die
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Losung tropfenweise auf die Zellen verteilt und fir 6 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Letztlich fand ein erneuter Mediumwechsel zu 10 ml DMEM-Medium mit
10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin statt.

3.2.2.4 Caspase-8-Inhibition

Um einen vorzeitigen Zelltod bei Transfektion mit Caspase-8 codierenden
Plasmiden zu verhindern, wurde der Pancaspaseinhibitor z-VAD (Enzolifesciences)
laut Herstellerangaben in DMSO gelost und in einer Konzentration von 50 uM
verwendet. Die Zugabe erfolgte 6 Stunden nach Transfektion im Zuge des

Mediumwechsels.

3.2.2.5 Transfektionskontrolle

Als Transfektionskontrolle diente das Plasmid pEYFP, welches zur Expression eines
fluoreszierenden Proteins EYFP fuhrt. Dieses kann mit einer Wellenlange von
514 nm an

geregt und im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

3.2.2.6 Zytotoxizitatsassay

Um die dosisabhéngige Toxizitat von TNF auf Zellen zu messen, wurde ein
Zytotoxizitatsassay verwendet, mit dessen Hilfe sich auch eine Aussage Uber den
protektiven Effekt von 14.7K treffen lasst. Die wurden die Zellen mit Cycloheximid,
kurz CHX, behandelt, um die Neusynthese von antiapoptotischen Proteinen zu
hemmen und so die Apoptose Uber die TNFR1-Signalkaskade einzuleiten.

Zunéchst wurden H1299-Zellen in Tripletts in 96-Wells mit einer Dichte von 3x10*
Zellen pro Well in 100 yi DMEM-Medium mit 10 % FCS und 1% Penicillin/
Streptomycin ausgesat. Nach Kultivierung der Zellen im Brutschrank Uber Nacht
wurden je 25 pl einer CHX-LOsung auf die Zellen gegeben. Die vertrégliche
Konzentration von Cycloheximid ist zelltypspezifisch und liegt fir H1299-Zellen bei
12,5 pg/ml.
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Die Zellen der Reihe A wurden ausschlieBlich mit CHX behandelt und dienten als
unstimulierte Kontrolle. Die Zellen der Reihen B-H wurden im weiteren Verlauf mit
ansteigenden Konzentrationen von TNF behandelt. Das Gesamtvolumen je Well
betrug 150 pl.
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Abbildung 6: Pipettierschema des Zytotoxizitatsassays
aus der Dissertation von Laura Klingseisen, 2011.

Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden im Brutschrank wurde die 96-Well-Platte
dreimal mit PBS gewaschen und ausgeklopft, um alle apoptotischen Zellen zu
entfernen. Die verbliebenen, lebenden Zellen wurden je Well mit 50 ul Kristallviolett-
Ldsung fur 15 Minuten gefarbt und die Lésung anschlieRend verworfen. Die Platte
wurde mit destilliertem Wasser gespilt und bei 37 °C weitere 15 Minuten
getrocknet. Unter stdndigem Schwenken fir 1 Stunde wurde das Kristallviolett
schlielich mit einer 33 %igen Essigsaure wieder geltst und die optische Dichte der
gefarbten Lésung bestimmt. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlange von 595
nm ein einem Microplate Reader. In der Auswertung entsprechen die 100 %-Werte
den Werten der CHX-Kontrolle, die Werte der verschiedenen TNF-Konzentrationen

wurden anschlieRend in Abh&angigkeit davon berechnet.

3.2.2.7 Mammalian Two-Hybrid Assay

Der Mammalian Two-Hybrid Assay dient der Erforschung von Protein-Protein-

Interaktionen in S&ugerzellen. Die Detektion findet Uber eine Aktivierung der
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Expression eines Reportergens statt. Das verwendete Plasmid namens pFR-Luc
enthélt einen Promotor mit funf Repeats der GAL4-Bindedoméne der Hefe. Dieser
Promotor kontrolliert die Expression des Luciferasegens von Photinus pyralis.

Fur den Versuch werden die zwei zu testenden Proteine mithilfe von
Expressionsplasmiden entweder mit einer Aktivierungs- (pCMV-AD) oder
Bindedoméne (pCMV-BD) fusioniert. Bei Klonierung in pCMV-AD wird das Insert N-
terminal mit der Aktivierungsdoméne des p65-Proteins fusioniert, wogegen bei einer
Klonierung in pCMV-BD das Insert am N-Terminus mit der Bindedoméane des GAL4-
Transkriptionsfaktors fusioniert wird. Die GroRRe der Aktivierungsdoméne betragt ca.
20 kDa, die der Bindedomane etwa 17 kDa.

Bei einer Assoziation der Proteine bildet sich nun ein funktionstiichtiger
Transkriptionsfaktor, welcher an die oben beschriebene GAL4-Bindedomane des
Promotors im Reporterplasmid pFR-Luc bindet und die Expression des

Luciferasegens startet.
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Abbildung 7: Aufbau des Mammalian Two-Hybrid Assays
aus dem Instruction Manual zum Mammalian Two-Hybrid Assay von Stratagene

Der Assay wurde im 6-Well-Format durchgefuhrt.

Die Transfektion der Plasmide fand wie in 3.2.2.3 beschrieben mit dem Reagenz
Lipofectamine™ 2000 statt. Transfiziert wurden die Plasmide pCMV-AD, pCMV-BD
und pFR-Luc sowie das Plasmid pRL-TK, welches der Expression einer weiteren
Luciferase (Renilla) dient und eine Kontrolle der Transfektionseffizienz ermdglicht.

Den Reaktionsansatz je Well zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10: Pipettierschema Mammalian-Two-Hybrid-Assay

Lipofektamin Plasmid-DNA
450l pCMV-AD pCMV-BD pRL-TK pFR-Luc
=K 200ng 200ng 200ng 1200ng
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Fur die Ernte und Lyse der Zellen wurden sie zunachst in 1,6 ml kaltem PBS
gewaschen, mit einem Zellschaber abgeschabt und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefass uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 6°C und 300xg fiir 10 Minuten
wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet mit 100 ul Lysepuffer (Dual-
Luciferase Reporter Assay System von Promega) resuspendiert. Das Lysat wurde
dann bei -80°C fur 30 Minuten eingefroren, im Wasserbad aufgetaut und bei
Raumtemperatur fur 10 Minuten geschittelt. Nun wurde das Lysat bei
Raumtemperatur fiir 2 Minuten bei 20000xg abzentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Eppendorf-Reaktionsgefass Uberfuhrt. Schlielich wurden 5 ul des Lysats mit
Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay Systems (Verwendung nach

Herstellerangaben) im Fluoreszenzphotometer fir je 10 Sekunden vermessen.

3.2.2.8 Herstellung von Proteinlysaten

a) mittels KS-RIPA (s.3.1.2)

Nach Aussaat der Zellen in 10 cm Schalen und Transfektion mit PEI erfolgte nach
24 Stunden die Zelllyse mittels Lysepuffer KS-RIPA + frisch zugegebenen
Proteaseinhibitoren Complete (40 ul pro ml aus 25x Stock).

Mengenangaben je 10 cm Schale:

Zunachst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen auf Eis zweimal mit 5 ml
kaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von 350 ul Lysepuffer wurden die Zellen
abgeschabt, in ein Eppendorf-Reaktionsgefdss tberfihrt und auf Eis bei
regelmaligem Vortexen fir 20 Minuten inkubiert. Schlie8lich erfolgte die
Abtrennung unléslicher Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 4 °C und 20000xg
fur 15 Minuten und die Uberfuhrung des Uberstands in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefass. AnschlieRend wurde die Proteinkonzentration im Uberstand

bestimmt.

b) mittels EMSA zur Trennung von Cytosol und Zellkernen (s. 3.1.2)
Nach Aussaat der Zellen in 10 cm Schalen und Transfektion mit PEI erfolgte nach
24 Stunden die EMSA-Lyse. Dazu wurden die Zellen zunéachst mit kaltem PBS

gewaschen, mit Trypsin abgel6st, in PBS aufgenommen und bei 300xg fur
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10 Minuten bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
in 1 ml kaltem PBS resuspendiert und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefass
dberfihrt. Nach erneuter Zentrifugation bei 14000 rpm fur 45 Sekunden bei
Raumtemperatur wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 400 pl
eiskaltem Puffer A resuspendiert und fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Zelllyse
wurden die Zellen nach Zugabe von 20 pl 10 %iger NP-40 Losung fir 2 Minuten bei
4 °C geschiittelt. Bei erneuter Zentrifugation bei 14000 rpm fur 30 Sekunden bei
Raumtemperatur erfolgte die Sedimentation der Zellkerne. Schlie3lich wurde der
Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt. Das Pellet wurde in 50 pl Puffer C
aufgenommen und 30 Minuten bei 4 °C kréftig geschittelt. Durch den Puffer C
wurden die Zellkerne lysiert. SchlieBlich erfolgte eine letzte Zentrifugation bei
14000 rpm fUr 5 Minuten bei 4 °C zur Sedimentation des Chromatingeristes.
Sowohl der Uberstand mit den Bestandteilen des Cytosols als auch der so
gewonnene nukleare Uberstand konnte nun fir spatere Western-Blot-Analysen

verwendet werden.

3.2.2.9 Quantitative Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Probe erfolgte mithilfe des DC Protein

Assays von BIO-RAD nach dem Lowry-Prinzip.

Zunachst wurde eine BSA-Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 0, 1, 2, 3, 5,
7, 9 und 11 pg/ml als Standard erstellt. AnschlieBend wurde je 1 pl Lysat mit 24 pl
Aqua bidest. verdinnt und 150 pl von Lowry Reagenz A und 1 ml von Reagenz B
zugefigt. Nach dem Vermischen wurde der Ansatz in eine Einmal-Plastikkivette
Uberfiihrt und for 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Vermessung der
Proteinkonzentration erfolgte photometrisch bei 750 nm. AnschlieRend wurden alle
jeweiligen Lysatproben mit SDS-Probenpuffer auf eine einheitliche Konzentration

gebracht.
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3.2.2.10 Immunprazipitation

Ziel der Immunpréazipitation ist die Isolierung eines Proteins durch einen
spezifischen Antikdrper. Das Protein bindet dabei tber seinen Antikdrper indirekt an
eine Matrix wie z.B. Agarose oder Sepharose, welche wiederum direkt an den Fc-
Teil des Antikorpers bindet. Um im Folgenden die gesuchten Proteine oder
Proteinkomplexe zu isolieren, nutzt man das Eigengewicht der Matrix, welches eine
Sedimentation erlaubt. SchlieRlich folgt das Losen der Proteine von der Matrix durch
Inkubation in SDS-Probenpuffer bei 95 °C. In der vorliegenden Arbeit wurde als
Matrix ausschlie3lich G-Protein gekoppelte Sepharose verwendet.

Zunéachst wurden die Zellen mit KS-RIPA lysiert und 1-2 mg Gesamtproteinmenge
mit 1-2 pg des entsprechenden Antikorpers tber Nacht im Uberkopfschiittler bei
4 °C inkubiert. Aufgrund der Lagerung von Protein G Sepharose in 20 % Ethanol
wurde sie vor ihrer Verwendung mit KS-RIPA gewaschen. AnschlieRend wurden pro
Ansatz 15 ul gewaschene Protein G Sepharose zum bereits inkubierten Zelllysat
pipettiert und dieses weitere 3 h im Uberkopfschiittler bei 4 °C inkubiert. Es folgte
das funfmalige Waschen der Sepharose mit IP-Waschpuffer und anschlieBender
Sedimentation bei 500xg und 4 °C fiir 2 Minuten, wobei der Uberstand stets
verworfen wurde. Nun wurde die Sepharose mit einer Hamilton-Spitze trocken
gesaugt und in 50 pl 2x SDS-Probenpuffer fir 5 Minuten bei 95 °C und leichtem
Schitteln inkubiert. SchlieBlich wurde nach einer letzten Sedimentation der
Uberstand in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefass iberfuhrt und die Proteine

mittels Western-Blot-Analyse detektiert.

3.2.2.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer molaren Masse. Es
kommt durch Anlagerung des negativ geladenen SDS zur Maskierung der
Eigenladung der Proteine. Sie werden denaturiert und bewegen sich im elektrischen
Feld entsprechend ihrer Masse in Richtung Kathode. Die SDS-PAGE-Analysen
wurden nach Laemmli mit dem Mini Protean® System von Bio-Rad nach Angaben

des Herstellers durchgefiihrt (Laemmli 1970). Sammelgele enthielten jeweils eine
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Acrylamidkonzentration von 5 %, Trenngele eine Konzentration von 8 oder 15 %.
Alle Gele waren 0,75 mm dick. Die Gele wurden fir den Zeitraum der
Polymerisation mit Isopropanol Uberschichtet. lhre Zusammensetzung ist in Tabelle
10 dargestellt. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit SDS-PAGE-
Ladepuffer versetzt, vermischt, bei 95 °C fur 5 Minuten inkubiert und anschlieRend
bei Raumtemperatur und 20000xg fur 1 Minute abzentrifugiert. Als Standard wurde
der Page Ruler™ von Fermentas (vgl. Abb. 8) verwendet. Die Elektrophorese wurde
bei 200V und 25 mA je Gel in 60 Minuten durchgefthrt.

PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder
ﬁ @ S
-~250
L ~130

| 100 e
= ~70 - -
L ~B5 |
- ...35 -
— | ~25
— — ~15 - —
B ~ ~10 B
3| [ o
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Abbildung 8: Prestained Protein Ladder von Fermentas

Tabelle 11: Zusammensetzung der Gele

Sammelgel Trenngel 8% 15%
H,0 3,44 ml H,O 2,3 ml 1,2 ml
Acrylamid 0,830 ml Acrylamid 1,3ml 2,5ml
1M Tris pH 6,8 0,625 ml 1,5M Tris pH 8,8 1,3ml 1,3ml
10% SDS 0,05 ml 10% SDS 0,05 ml 0,05 ml
APS 0,075 ml APS 0,05 ml 0,05 ml
TEMED 0,002 ml TEMED 0,003 ml | 0,002 ml
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3.2.2.12 Western-Blot

Towbin et al. beschrieben 1979 die Western-Blot-Technik, mit deren Hilfe durch
SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennte Proteine auf eine Membran lbertragen
werden (Towbin, Staehelin, and Gordon 1979). Im Wet-Blot Verfahren wurden die

Proteine nach folgendem Prinzip auf eine PVDF-Membran transferiert:

Kathode — 3x Whatman — Acrylamidgel — PVDF-Membran — 3x Whatman — Anode

Der Proteintransfer findet stets von Kathode zu Anode statt und erfolgte bei 150 V

und 350 mA in 40 Minuten. Anschlie3end wurde die Membran wie folgt behandelt:

¢ Blocken der unspezifischen Bindungsstellen mit 5 % Magermilchpulverlésung in
TBS fir 1h, schitteln bei Raumtemperatur (RT)

¢ 3x Waschen mit je 25 ml TBS/T, 10 Minuten Schiitteln bei RT

¢ Primarantikorper: 5 ml Antikérperlésung in 1 % Milchpulverlésung in TBS, 4 °C
Uber Nacht

e 3x Waschen mit 25 ml TBS-T fur 10 Minuten, Schitteln bei RT

e Sekundarantikdrper: 5 ml Antikdrperldsung in 1 % Milchpulver fur 1 Stunde,
Schutteln bei RT

e 1x Waschen mit TBS-T fur 10 Minuten, Schiitteln bei RT

e 2x Waschen mit TBS fir 2 Minuten, Schiitteln bei RT

Zum Entwickeln wurden 2 ml Substratldsung auf die Membran gegeben und diese
2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion erfolgte Uber eine CCD-

Kamera.
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3.2.2.13 Antikdrper

Tabelle 12: Antikdrper

Primarantikorper

Sekundarantikorper

. Verdinnung
Verdinnung in TBS mit
Name Hersteller in TBS mit Name Hersteller Milchpulver
[0)
BSA (5%) (1%)
Santa Cruz
o-GAL4 _ 1:1000
Biotechnology
Santa Cruz .
o-NF«B p65 _ 1:1000
Biotechnology Goat a-
1:20000
: : rabbit HRP- BIORAD
oa-Caspase-8 | Cell Signaling 1:500 _
conjugate
BD
a-PARP-1 _ 1:500
PharMingen
) Santa Cruz
o-B-Tubulin _ 1:1000
Biotechnology

Fir die Immunprézipitation wurden 1-2 pg Antikorper eingesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Darstellung der 14.7K-mediierten TNF-Resistenz im
Zytotoxizitatsassay

Der protektive Effekt von 14.7K nach TNF-Stimulation auf Zellen ist bereits seit 1988
bekannt und wurde von Ranheim in vergleichenden Studien an verschiedenen
14.7K-Mutanten untersucht. 14.7K-exprimierende Zellen zeigten demnach eine
TNF-Resistenz, wogegen die meisten 14.7K-Mutanten funktionslos waren und die
Zellen nicht mehr vor TNF-induzierter Apoptose schitzen konnten (Gooding et al.
1988; Ranheim et al. 1993). Im vorliegenden Zytotoxizitatsassay wurden parentale
H1299-Zellen sowie 14.7K-exprimierende H1299-Zellen, kurz H1299/14.7K, auf ihre
Reaktion auf TNF getestet. Dazu wurden die Zellen mit ansteigenden TNF-
Konzentrationen inkubiert und der zytotoxische Effekt anhand der Menge der
Uberlebenden Zellen gemessen. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen.

Eine Stimulation mit TNF induziert sowohl antiapoptotische (NFxB-Signalweg) wie
auch proapoptotische (Caspasekaskade) Mechanismen. Um die Neusynthese von
antiapoptotischen Proteinen zu verhindern, wurde dem Versuchsansatz der
Translationsinhibitor Cycloheximid, kurz CHX, zugesetzt.

Zellen, die nicht durch 14.7K gegen Apoptose protektiert waren, starben folglich
nach TNF-Behandlung. Im Anschluss wurden die tberlebenden, noch adharenten
Zellen mit Kristallviolett gefarbt, getrocknet und im Photometer vermessen. Die

Farbintensitat verhielt sich proportional zur Zellzahl.
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Abbildung 9: Schutz vor TNF-mediierter Apoptose durch 14.7K

H1299-Zellen wurden in Triplikaten ausgesat, mit CHX behandelt und anschlieRend mit
ansteigenden TNF-Konzentrationen fir 5 Stunden inkubiert. Tote Zellen wurden mit PBS
entfernt, die Ubrigen vitalen Zellen dann mit Kristallviolett gefarbt. Schlielich erfolgte die
Vermessung im Photometer, wobei sich die Farbintensitéat proportional zur Zellzahl verhielt.
Die gemessenen Werte wurden prozentual zur Negativkontrolle berechnet.

Die Abbildung 9 zeigt die durch Expression von 14.7K vermittelte TNF-Resistenz in
H1299-Zellen. In der parentalen Zelllinie kam zu einem Zellverlust von bis zu 70%,
wohingegen der Zellverlust in 14.7K-exprimierenden Zellen nur bei 20% lag.

Um feststellen zu kénnen, ob die TNF-Resistenz mit einer Blockade der Caspase-8-
Aktivierung verknipft ist, wurde die Spaltung der Proform der Caspase-8 in ihre
aktive Form in einer Western-Blot-Analyse Uberpriift.

4.2 Hemmung der Apoptose in H1299/14.7K durch Blockade der
Caspase-8-Kaskade

Um herauszufinden, ob der 14.7K-mediierte protektive Effekt auf einer Inhibierung
der Caspase-8 beruht, wurden parentale H1299 und H1299/14.7K mit TNF
stimuliert, lysiert und im Western-Blot analysiert. Dafir wurden die Zellen 2 Stunden

vor Stimulation in serumfreiem Medium inkubiert und anschliefend fir die
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angegebenen Zeitintervalle mit TNF stimuliert. Fur die Western-Blot-Analyse wurde
das Proteinlysat in gleichen Mengen auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Als weiterer Indikator fur die Aktivierung der Caspasekaskade dient die Spaltung
von PARP-1 (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase). PARP-1 ist an der Reparatur der
DNA beteiligt. Der wichtigste Reaktionspartner in vivo ist die durch Caspase-8
aktivierte Caspase-3 (Satoh and Lindahl 1992; Nicholson et al. 1995; Cohen 1997),
zu deren Substraten PARP-1 gehért. Durch die Spaltung von PARP-1 wird die
Disassemblierung/Demontage der Zelle geférdert, weshalb das Vorkommen der
gespaltenen Form von PARP-1 auch als Marker flr die Aktivierung der Apoptose
verwendet werden kann. In Abbildung 10 wird die Caspase-8-Aktivierung in

parentalen und 14.7K-exprimierenden H1299-Zellen gegentiibergestellit.

H1299 parental H1299 14.7K
20ng/ml TNF
oh 1h 3h 5h Oh 1h 3h 5h ngim
PSSI53 2| | Gl M o e Gl A s
p44/al =% e —_—
. .‘1“
pls ] g — o

Abbildung 10: Aktivierung der Caspase-8 in Parental- und 14.7K-Zellen

Parentale und 14.7K-exprimierende H1299-Zellen wurden 2 h vor Stimulation in
serumfreiem Medium inkubiert, fur die angegebenen Zeitintervalle mit 20 ng/ml TNF
stimuliert und mit RIPA lysiert. Das 15 % Gel wurde mit 60 pg pro Spur beladen, die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion
erfolgte mit einem o-Caspase-8- Antikorper.

Nach 5-stindiger TNF-Stimulation kdnnen in parentalen H1299-Zellen deutlich
Banden auf der H6he von 44/41 kDa und 18kDa nachgewiesen werden, welche den
aktivierten Formen der Caspase-8 entsprechen. Gleichzeitig kann eine Abnahme

der Caspase-8-Proform bei 55/53kDa detektiert werden. In 14.7K-exprimierenden
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Zellen hingegen sind die Banden der aktivierten Caspase-8 nur sehr schwach
erkennbar, was fur eine starke Hemmung der Aktivierung der Protease spricht.

H1299 parental H1299 14.7K wt
20ng/ml TNF
oh 1h 3h 51 Oh 1h 3h 5h ngrm
130 L PARP p116
— — QUEED S
95 )
’ g Spaltprodukt p85

72r

55 ' -—-—.c-" Tubulin

Abbildung 11: PARP-1-Spaltung

Parentale und 14.7K-exprimierende H1299-Zellen wurden 2h vor Stimulation in
serumfreiem Medium inkubiert, fir die angegebenen Zeitintervalle mit 20 ng/ml TNF
stimuliert und mit RIPA lysiert. Das 15 %ige Gel wurde mit 60 pg pro Spur beladen, die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion
erfolgte mit einem a-PARP-Antikorper. Zur Ladekontrolle erfolgte die Behandlung mit einem
a-B-Tubulin-Antikdrper.

Abbildung 11 zeigt die Spaltung von PARP-1 in parentalen und 14.7K-
exprimierenden H1299-Zellen. Nach 5-stindiger TNF-Stimulation wurde in
Parentalzellen PARP-1 zu seinem Spaltprodukt mit einer GréRe von 85kDa
prozessiert. Bei den 14.7K-exprimierenden Zellen hingegen kam es nicht zur
Spaltung von PARP-1. Die Ladekontrolle erfolgte mit einem B-Tubulin-Antikorper.

Da auch eine Uberexpression pro-apoptotischer Proteine zum Zelltod fiihren kann,
sollte im Folgenden (iberpriift werden, ob 14.7K auch bei Uberexpression von

Caspase-8 protektierend wirkt.
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4.3 Inhibition der Apoptose durch 14.7K nach Caspase-8-
Uberexpression

Die Aktivierung physiologischer Mengen an Caspase-8 kann durch 14.7K gehemmt
werden (s. Abb. 9). Allerdings ist es bislang unklar, ob durch 14.7K auch die
Aktivierung uberexprimierter Caspase-8 gehemmt werden kann. Dies ist besonders
im Zusammenhang mit der Durchfiihrung eines Mammalian-Two-Hybrid Assays von
Bedeutung, da hier Caspase-8 im Vektor pCMV-BD Uberexprimiert werden muss,
um sie als sogenanntes target-Konstrukt zu synthetisieren. In einem Vorversuch
wurde deshalb getestet, in welchem Verhaltnis 14.7K und Caspase-8 Uberexprimiert
werden kdnnen, um dabei die Apoptoseinduktion durch Caspase-8 mdglichst gering
zu halten. Um die Menge an lebendigen Zellen vergleichen zu kénnen, wurde das
fur die Luciferase Renilla kodierendes Plasmid pRL-TK, welches auch spéater im
Mammalian Two-Hybrid Assay verwendet wird, zusammen mit den Konstrukten
pCMV-BD/Caspase-8 und pCMV-AD/14.7K co-transfiziert. Die Luciferase diente
dabei auch als Transfektionskontrolle. Die so behandelten Zellen wurden 48 h nach
Transfektion lysiert und die Aktivitéat der Luciferase im Zell-Lysat im Luminometer

vermessen.
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Abbildung 12: antiapoptotischer Effekt von 14.7K

HEK293-Zellen wurden in Triplikaten ausgesat und mit 14.7K (pCMV-AD), Caspase-8
(pCMV-BD) und PpRL-TK (Renilla) transfiziert. Die Menge des Caspase-8-
Expressionsplasmids blieb mit 200 ng konstant, wogegen der Anteil an 14.7K bis auf das
10-Fache erhoht wurde. Nach 48 h erfolgten die Zelllyse sowie die Quantifizierung der
Renillaaktivitat.

Abbildung 12 zeigt, dass 14.7K bei gleichzeitiger Uberexpression von Caspase-8 in
Zellen einen protektiven Effekt aufweist. Analog zur Erhdéhung der 14.7K-
kodierenden Plasmidmenge (pCMV-AD/14.7K) und dem damit verbundenen Anstieg
der 14.7K Proteinmenge in den Zellen erhéht sich auch die gemessene Aktivitat der
Luciferase Renilla im Zell-Lysat. Dies ist indikativ fir eine gréRere Anzahl
Uberlebender Zellen. Méglicherweise ist dafiir eine direkte Interaktion von 14.7K und
Caspase-8 verantwortlich, durch welche die Aktivierung der Caspase selbst und der

nachfolgenden Caspasekaskade gehemmt werden kann.
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4.4 Untersuchung der Interaktion von 14.7K und Caspase-8 mit
Hilfe des Mammalian Two-Hybrid Assays

Zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen zwischen Caspase-8 und 14.7K
wurde der Mammalian Two-Hybrid Assay verwendet. Um eine mdgliche Interaktion
auch gleich einem bestimmten Proteinabschnitt zuordnen zu kénnen wurden mittels
PCR definierte Genfragmente, entsprechend der funktionalen Proteinregionen,
generiert (s. Abb.13). Nach Klonierung in die Zielvektoren pCMV-AD und pCMV-BD,
kurz pAD und pBD, wurden die Konstrukte zusammen mit dem Reporterplasmid
pFR-Luc in HEK293-Zellen transfiziert. Zuséatzlich erfolgte eine Co-Transfektion mit
Renilla, einer zweiten Luciferase, mit deren Hilfe die Transfektionseffizienz tUberpruft
wurde. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und das Zell-Lysat
nach dem Protokoll des Mammalian Two-Hybrid Assays im Luminometer
vermessen. Der auf der y-Achse angegebene Wert der relativen Luciferaseaktivitéat
errechnet sich aus dem Verhdltnis von Reporterluciferase zu Renilla (s. 3.2.2.3 und
3.2.2.7).

Um eine Beeinflussung der Funktionalitait der Konstrukte durch die
unterschiedlichen Vektoren pAD und pBD auszuschlielBen, war das Vorliegen aller
Konstrukte in beiden Vektoren und die Testung jeweils beider Konstrukte
gegeneinander nétig. Auf diese Besonderheit wurde unsere Gruppe aufmerksam,
als zwischen Optineurin und 14.7K nur eine Bindung nachgewiesen werden konnte,
wenn Optineurin in pBD und 14.7K in pAD vorlag. Im Verlauf der Versuchsreihe
konnten hierfir noch weitere Beispiele gefunden werden. Zusatzlich zu den
testinternen Positivkontrollen wurden Optineurin, FADD, CrmA verwendet, da ihr
Interaktionsverhalten bereits aus laboreigenen Versuchen bzw. aus der Literatur

bekannt ist.
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Einen Uberblick tber den Aufbau der Caspase-8 sowie die verwendeten
Genfragmente geben die folgenden Abbildungen:

NH,| = g — e
t t t t

DED1 DED2 p18 p10

Abbildung 13: Aufbau der Caspase-8

Dargestellt ist die Caspase-8 in ihrer Proform. N-terminal befinden sich die zwei death
effector domains DED 1 und 2. Im Anschluss daran folgen die grof3e und kleine
Untereinheit p18 und p10. Verandert nach Lavrik et al., 2005.
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Abbildung 14: verwendete verkiirzte Konstrukte der Caspase-8

In den folgenden Versuchen wurde die Caspase-8 sowohl in ihrer Proform als auch in
kleineren Teilstlicken verwendet. N-terminal befindet sich entweder die Aktivierungs- (AD)
oder Bindedoméne (BD). Die zusatzlich generierten Teilsticke sind jeweils nach ihrem
Proteinabschnitt benannt.
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Eine besondere Schwierigkeit stellte die Apoptoseinduktion durch die
Uberexprimierte Caspase-8 in den Zellen dar, da in sterbenden Zellen die nétigen
Reporterluciferasen Firefly und Renilla nicht mehr exprimiert werden. Der vermehrte
Zelltod zeigte sich sowohl makroskopisch durch das Ablosen der transfizierten
Zellen als auch anhand der niedrigen Werte der Transfektionskontrolle Renilla im
Luminometer. Allerdings besafd nur Caspase-8 in pBD diesen apoptotischen Effekt,
da im pAD-Vektor keine Apoptose induziert wurde. Um die Aussagekraft des Assays
durch die Apoptose nicht zu beeinflussen, wurde in einem spateren Versuch der

Pancaspaseinhibitor z-VAD verwendet.
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Abbildung 15: Positivkontrollen

HEK293-Zellen  wurden in  Triplikaten  ausgesa und mit verschiedenen
Expressionskonstrukten (s.u.), pFR-Luc (Luciferase Firefly) und pRL-TK (Renilla)
transfiziert. Nach 48 h erfolgten die Zelllyse sowie die Quantifizierung der Luciferase-
Aktivitat. Angegeben ist die relative Luciferaseaktivitat als Verhaltnis von Firefly zu Renilla.
Die Positivkontrollen 1 und 2 bezeichnen SV40T (pCMV-AD) / p53 (pCMV-BD) sowie
Optineurin C-Terminus (pCMV-BD) / 14.7K (pCMV-AD), die Positivkontrollen 3 und 4
DED1-DED2 (pCMV-AD) / FADD (pCMV-BD) sowie DED1-DED2 / DED1-DED2 (pCMV-AD
und pCMV-BD).

Abbildung 15 zeigt zundchst eine Zusammenfassung aller Positivkontrollen: als

Positivkontrolle 1 die testinterne Kontrolle des Herstellers, als Positivkontrolle 2 der
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4. Ergebnisse

Optineurin C-Terminus und 14.7K sowie als interne Positivkontrollen die Bindung
der Caspase-8-DEDs an FADD (3) und die Bindung beider Caspase-8-DEDs

aneinander (4).
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pCMV-BD/ 14.7K

Abbildung 16: Caspase-8 in pCMV-AD

HEK293-Zellen wurden in Triplikaten in ausgesat und mit 14.7K (pCMV-BD), Caspase-8
und ihren Teilsticken (pCMV-AD), pFR-Luc (Luciferase Firefly) und pRL-TK (Luciferase
Renilla) transfiziert. Nach 48 h erfolgten die Zelllyse sowie die Quantifizierung der
Luciferase-Aktivitat. Angegeben ist die relative Luciferaseaktivitat als Verhaltnis von Firefly
zu Renilla. Als Positivkontrollen 1 und 2 wurden SV40T (pCMV-AD) / p53 (pCMV-BD) sowie
Optineurin C-Terminus (pCMV-BD) / 14.7K (pCMV-AD) verwendet.

Die Abbildung 16 zeigt, dass bei Co-Expression von 14.7K und Caspase-8 oder
ihren einzelnen Proteinregionen keine Aktivitat der Reporter-Luciferase Firefly
gemessen werden kann. Dies bedeutet, dass keine Interaktion zwischen den
Proteinen stattfindet.

Da wie oben beschrieben die Caspase-8 im Vektor pAD nicht in ihrer Funktion
gestort zu sein scheint und selbst bei Uberexpression keine Apoptose in den Zellen
induziert, wurden die folgenden Versuche mit pBD/Caspase-8 durchgefiihrt. Es
sollte dabei ausgeschlossen werden, dass aufgrund einer mdglichen
Beeintrachtigung der Proteinfaltung o. &., die zum Funktionsverlust fiihrt, ebenso die

Interaktionsfahigkeit beeintrachtigt wird.
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Abbildung 17: Caspase-8 in pCMV-BD

HEK293-Zellen wurden in Triplikaten in ausgeséat und mit 14.7K (pCMV-AD), Caspase-8 und
ihren Teilsticken (pCMV-BD), pFR-Luc (Luciferase Firefly) und pRL-TK (Renilla) transfiziert.
Nach 6 Stunden wurde zu einem der Ansatze mit Caspase-8 der Caspaseinhibitor z-VAD
zugegeben. Nach 48 h erfolgten die Zelllyse sowie die Quantifizierung der Luciferaseaktivitat.
Angegeben ist die relative Luciferaseaktivitdt als Verhdltnis von Firefly zu Renilla. Als
Positivkontrollen 1 und 2 wurden SV40T (pCMV-AD) / p53 (pCMV-BD) sowie Optineurin C-
Terminus (pCMV-BD) / 14.7K (pCMV-AD) verwendet.

Die Abbildung 17 zeigt ebenfalls keine nachweisbare Reporter-Luciferase-Aktivitat,
was wiederum auf das Fehlen einer Interaktion hindeutet. Allerdings konnte hier
eine Beeintrdchtigung durch Funktionsverlust von Caspase-8 und 14.7K
ausgeschlossen werden, da ein vermehrter Anteil an apoptotischen Zellen nach
Transfektion beobachtet werden konnte. Zudem war die Messung der Aktivitat der
Kontroll-Luciferase Renilla sehr gering, was ebenfalls auf wenig vitale Zellen
schlieBen lasst. Daher wurde in einem zweiten Ansatz der Caspaseinhibitor z-VAD
(50uM) zugegeben um einen frihzeitigen Zelltod zu vermeiden, welcher eine
mogliche Interaktion von 14.7K und Caspase-8 undetektierbar macht. Es konnte
jedoch auch in Anwesenheit von z-VAD keine Renillaaktivitdt und damit also keine

Bindung nachgewiesen werden.
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4. Ergebnisse

Um die generelle Funktionalitat der verwendeten Konstrukte im Mammalian Two-
Hybrid Assay sicherzustellen, wurde sowohl die F&higkeit von Caspase-8 zur
Dimerisierung, jeweils im Vektor pAD bzw. pBD, als auch eine Bindung der

einzelnen Proteindomé&nen untereinander Uberpruft.
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Abbildung 18: Bindung der DEDs aneinander

HEK?293-Zellen wurden in Triplikaten ausgesat und mit Caspase-8 oder ihren Teilstiicken
(je in pCMV-AD oder pCMV-BD), pFR-Luc (Luciferase Firefly) und pRL-TK (Renilla)
transfiziert. Nach 48 h erfolgten die Zelllyse sowie die Quantifizierung der
Luciferaseaktivitat. Angegeben ist die relative Luciferaseaktivitat als Verhaltnis von Firefly
zu Renilla.

Die Abbildung 18 zeigt eine nachweisbare Luciferase-Aktivitdt bei Expression der
DEDs der Caspase-8, was fiur eine Interaktion der Proteindomé&nen spricht, wie sie
auch bei der Dimerisierung zweier nativer Caspasen vorkommt. Zwischen den
anderen einzeln exprimierten Proteindomé&nen fand keine Interaktion statt.
Allerdings konnte aufgrund der Apoptoseinduktion durch pBD/Caspase-8 auch keine

Interaktion zwischen den vollstandigen Caspase-8-Proteinen nachgewiesen werden.
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4. Ergebnisse

Ein weiteres bekanntes Interaktionsprotein von Caspase-8 ist FADD, welches
ebenso wie TRADD und Caspase-8 im DISC vertreten ist, und zur Rekrutierung von
Caspase-8 an den aktivierten TNFR1 dient. Die Interaktion zwischen FADD und den
DEDs der Caspase-8 wurde im folgenden Versuch nachgewiesen.
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Abbildung 19: Bindung zwischen Caspase-8 und FADD

HEK293-Zellen wurden in Triplikaten ausgeséat und mit FADD (je in pCMV-AD oder pCMV-
BD), Teilstucken von Caspase-8 (je in pCMV-AD oder pCMV-BD), pFR-Luc (Luciferase
Firefly) und pRL-TK (Renilla) transfiziert. Nach 48 h erfolgten die Zelllyse sowie die
Quantifizierung der Luciferaseaktivitat. Angegeben ist die relative Luciferaseaktivitat als
Verhéltnis von Firefly zu Renilla.

Abbildung 19 zeigt die Interaktion von Caspase-8 mit FADD, einem der bekannten
Partner bei der Bildung des DISC (Hsu, Shu, et al. 1996; Muzio et al. 1996). Die
Bindung findet wie erwartet zwischen FADD und den DEDs der Caspase-8 statt, alle
anderen Reaktionspartner interagieren nicht. FADD muss zum Nachweis der
Bindung in pBD vorliegen (links), da im umgekehrten Fall keine Interaktion

nachgewiesen werden konnte (rechts). Auferdem muissen die DEDs als
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4. Ergebnisse

gemeinsames Fusionsprotein exprimiert werden, da sie als einzeln exprimierte

Proteindomanen nicht mit FADD interagieren kénnen.

In einem weiteren Mammalian Two-Hybrid Assay wurde schlie3lich CrmA als ein
bekannter Interaktionspartner der Caspase-8 verwendet. Dieser bindet als Inhibitor
jedoch nicht an die Proform, sondern an das aktive Zentrum der Caspase-8 (Dobo
et al. 2006).
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Abbildung 20: Caspase-8 und CrmA

HEK293-Zellen wurden in Triplikaten ausgeséat und mit CrmA (je in pCMV-AD und pCMV-
BD), Caspase-8 und ihren Teilsticken (je in pCMV-AD und pCMV-BD), pFR-Luc
(Luciferase Firefly) und pRL-TK (Renilla) transfiziert. Nach 6 Stunden wurde zu einem der
Anséatze mit Caspase-8 der Caspaseinhibitor z-VAD zugegeben. Nach 48 h erfolgten die
Zelllyse sowie die Quantifizierung der Luciferase-Aktivitdt. Angegeben ist die relative
Luciferaseaktivitat als Verhaltnis von Firefly zu Renilla. Als Positivkontrollen 1 und 3 wurden
SV40T (pCMV-AD) / p53 (pCMV-BD) sowie DED1-DED2 / DED1-DED2 (je in pCMV-AD
und pCMV-BD) verwendet.

Abbildung 20 zeigt, dass keine Proteininteraktion zwischen Caspase-8 und CrmA

stattfindet. Wie in der Einleitung erwahnt (s. 1.3 u. 1.5.1), gehort CrmA zur Familie
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der Serpine und inhibiert die Cysteinprotease Caspase-8 nach ihrer Aktivierung
durch Bindung an ihr aktives Zentrum (s. Abb. 5). Nach der autokatalytischen
Abspaltung der Prodoméane liegt die Caspase-8 in ihrer aktiven Form als
Heterotetramer [p18,-p10,] vor, wobei sich durch Zusammenlagerung der
Untereinheiten zwei aktive Zentren bilden, die einander gegeniberliegen (s. Abb. 3)
(Chowdhury, Tharakan, and Bhat 2008; K. P. Wilson et al. 1994). Die Interaktion mit
CrmA fuhrt schlieBlich zu einem irreversiblen Komplex aus CrmA und einer pl18-
Untereinheit (Komiyama et al. 1994; Patston et al. 1991).

Ein Problem stellt die Abspaltung der N-terminalen DEDs der Caspase-8 bei ihrer
Aktivierung dar, da durch den Mammalian Two-Hybrid-Vektor jeweils N-terminal ein
Protein-tag fusioniert wird. Das Vorhandensein dieses tags (Aktivierungs- bzw.
Bindedoméne) ist flr die Detektion einer mdoglichen Protein-Interaktion aber
zwingend notwendig. Die erwartete Interaktion von Caspase-8 und CrmA kann
daher moglicherweise aufgrund der Abspaltung der erforderlichen Protein-tags nicht
nachgewiesen werden. Da durch die verschiedenen, einzeln exprimierten
Proteindoméanen kein aktives Zentrum gebildet werden kann, ist auch zwischen
diesen und CrmA keine Interakion nachweisbar, obwohl es hier nicht zu einem

Verlust der tags durch Abspaltung kommit.

4.5 Expressionsnachweis der Caspase-8-Konstrukte

Um die Ergebnisse aus 4.2 zu verifizieren, sollte die Expression der Fusionsproteine
in der verwendeten Zelllinie mittels Antikérperbindung im Western-Blot
nachgewiesen werden. Die Klonierung der verwendeten Sequenzen in die Vektoren
pCMV-AD und pCMV-BD ist durch die Fusion mit einem entsprechenden Protein-
tag die Voraussetzung fur den Mammalian Two-Hybrid Assay und gleichzeitig der
Angriffspunkt fiur die beiden spater in Western-Blot und Immunprazipitation
verwendeten Antikorper. Das jeweilige Insert wird bei der Klonierung durch den
Vektor pCMV-AD mit der Aktivierungsdomane des p65-Proteins, und durch den
Vektor pCMV-BD mit der Bindedomane des GAL-4-Transkriptionsfaktors fusioniert.
Fur die Western-Blot-Analyse wurden die Zellen mit den jeweiligen Konstrukten in
pCMV-AD oder pCMV-BD mit PEI oder Calciumchlorid (s. 3.2.2.3) transfiziert und

59
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nach 48 Stunden mittels RIPA oder EMSA-Lyse lysiert. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung durch SDS-PAGE erfolgte die Detektion der
Proteine mittels a-p65 bzw. a-GAL4 Antikérpern. Es wurden, soweit nicht anders
angegeben, 12%ige SDS-Gele verwendet. Bei einigen Proben wurde auflierdem
eine Immunprazipitation durchgefihrt, um die entsprechenden Proteine trotz

mdglicherweise sehr schwachem Expressionslevel nachweisen zu kénnen.

4.5.1 Detektierte Fusionsproteine

Die Expression der im Mammalian Two-Hybrid Assay verwendeten Fusionsproteine
Caspase-8, DED1-DED2-p18, p10, FADD und der testinternen Kontrolle p53 konnte

im Western-Blot belegt werden.
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Abbildung 21: Expression in den Vektoren pCMV-AD und -BD

HEK293-Zellen wurden in a) mittels PEI mit 20 pg der genannten Konstrukte in pCMV-AD
und in b) mittels PEI mit 20 pug der genannten Konstrukte in pCMV-BD transfiziert und nach
48 h mit RIPA lysiert. Das Gel wurde mit 50 ug pro Spur beladen, die Proteine durch SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion erfolgte in a) mit einem a-
p65-, in b) mit einem o-GAL4 Antikorper.

Abbildung 21 bestatigt die Expression der genannten, verschiedenen
Fusionsproteine mit jeweils einer Aktivierungs- (a)) oder Bindedomane (b)). Als
Besonderheit zeigt sich bei a) eine jeweils am starksten ausgepragte Bande bei 65

kDa, da der Antikdrper auch zelleigenes p65 erkennt. Die GrofRen der jeweiligen
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Fusionsproteine sind der folgenden Tabelle aufgefiihrt, die Gré3e des p65-/ GAL4-
Tags betragt ~ 20 bzw. 17 kDa.

Fusionsprotein Molekulargewicht
Caspase-8 76 kDa
a) DED1-DED2-p18 65 kDa
p65- pl10 31 kDa
FADD 46 kDa
b) DED1-DED2-p18 62 kDa
GALA4- Positivkontrolle p53 53 kDa

4.5.2 Nicht-detektierte Fusionsproteine

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde versucht, die bisher nicht nachweisbaren
Fusionsproteine durch Immunprazipitation sowie Veranderung der Gelkonzentration

und des Transfektions- und Lyseverfahrens darzustellen.

Tabelle gibt einen Uberblick iiber die jeweiligen GréRen der zu detektierenden

Fusionsproteine.

Tabelle 13: GroRen der Fusionsproteine

p65-Fusionsprotein Molekulargewicht
DED1-DED2 45 kDa
DED1 30 kDa
DED2 31 kDa
pl18 34 kDa
CrmA 58 kDa
14.7K 32 kDa
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GAL4-Fusionsprotein Molekulargewicht
Caspase-8 73 kDa
DED1-DED2 62 kDa
DED1 27 kDa
DED2 28 kDa
pl8 31 kDa
pl10 28 kDa
14.7K 32 kDa
FADD 43 kDa
Optineurin C-Terminus 38 kDa
14.7K 32 kDa
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Abbildung 22: Immunprazipitation

HEK293-Zellen wurden mit PEI mit 20 pg der genannten Konstrukte in pCMV-BD
transfiziert und nach 48 h mit RIPA lysiert. AnschlieBend wurde 1 mg Gesamtproteinmenge
mit 1 g eines a-GAL4 Antikorpers bei 4°C im Uberkopfschittler tiber Nacht inkubiert. Dann
wurden 15 g der bereits gewaschenen Protein G Sepharose zugegeben und der Ansatz
fur weitere 3 h inkubiert. Nach Sedimentation und Trockensaugen wurde die Sepharose mit
SDS-Probenpuffer bei 95°C inkubiert, zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das
Gel wurde mit 50 pg pro Spur beladen und die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Proteindetektion erfolgte mittels Western-Blot-Analyse.
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Abbildung 22 zeigt die Western-Blot-Analyse der Immunprézipitation. Erkennbar
sind die Banden der leichten und schweren Kette des Antikdrpers bei 55 bzw.
25 kDa, Fusionsprotein-spezifische Banden zeigen sich jedoch nicht. Um eine
Uberlagerung von Banden im Western-Blot auszuschlieRen, wurden nun neben
12% SDS-Gelen auch 8% SDS-Gele angefertigt, um die Auftrennung der

Proteingréf3en zu verfeinern.
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Abbildung 23: Caspase-8- und CrmA- Fusionsproteine bei 12- und 8%igem Gel
HEK293-Zellen wurden mittels PEI mit 20 pg der genannten Konstrukte in pCMV-AD
transfiziert und nach 48 h mit RIPA lysiert. Das Gel wurde mit 50 pg pro Spur beladen, die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion
erfolgte mit einem a-p65 Antikérper. Abbildung a) zeigt ein 12-, b) ein 8%iges Gel.

In Abbildung 23 wurden zwei verschiedene Gelkonzentrationen gewahlt. Mit einer
niedrigeren Konzentration des Gels konnen die zum Teil wohl auch unspezifischen
Banden besser aufgetrennt werden. So kann, sofern vorhanden, die gesuchte
Bande leichter identifiziert werden. Allerdings konnte auch bei niedriger
konzentrierten Gelen keine Zuordnung einer Bande zum jeweiligen Fusionsprotein
getroffen werden.

Deshalb sollte nun untersucht werden, ob die Ursache der fehlenden oder zu

geringen Proteinexpression in der Transfektionsmethode begriindet ist.
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Abbildung 24: Transfektion der Caspase-8-Konstrukte mit PEI oder CaCl,

HEK293-Zellen wurden in a) mit PEI mit 20 pg, in b) mit Calciumchlorid mit 30 ug der genannten
Konstrukte in pCMV-BD transfiziert und nach 48 h mit RIPA lysiert. Das Gel wurde mit 50 pg pro
Spur beladen, die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die
Detektion erfolgte mit einem a-GAL4 Antikorper.

Abbildung 24 zeigt die Western-Blot-Analyse verschiedener Fusionsproteine nach
Transfektion mit zwei verschiedenen Methoden, PEI und Calciumchlorid, um diese
als Fehlerquelle auszuschlieRen. Trotzdem sind in beiden Western-Blots keine
Fusionsprotein-spezifischen Banden erkennbar. Im weiteren Verlauf wurde deshalb
die Lysemethode veréandert.
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Abbildung 25: 14.7K-Fusionsproteine bei RIPA- und EMSA-Lyse

HEK293-Zellen wurden mit PEI mit 20 pg der genannten Konstrukte in pCMV-AD
transfiziert und nach 48 h mit RIPA bzw. EMSA lysiert. Das Gel wurde mit 50 pug pro Spur
beladen, die Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die

Detektion erfolgte mit einem o-p65 Antikorper.
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Abbildung 26: Caspase-8-Fusionsproteine bei RIPA- und EMSA-Lyse

HEK?293-Zellen wurden mit PEI mit 20 pg der genannten Konstrukte in pCMV-BD transfiziert
und nach 48 h mit RIPA bzw. EMSA lysiert. Das Gel wurde mit 50 pg pro Spur beladen, die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion erfolgte
mit einem a-GAL4 Antikorper. Fir Abbildung a) wurden mit RIPA hergestellte Lysate, fir b)
und c¢) mittels EMSA-Lyse hergestellte Lysate aufgetragen.
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Die Abbildungen 25 und 26 dienen dem Vergleich der Banden bei RIPA- und
EMSA-Lyse. Die EMSA-Lyse wurde durchgefihrt, um auszuschlieRen, dass die
Zellkerne durch den RIPA-Puffer nicht ausreichend lysiert wurden. Da die
Fusionsproteine aus pCMV-AD und -BD zusatzlich mit  einer
Kernlokalisationssequenz versehen sind, ist davon auszugehen, dass die
Fusionsproteine im Zellkern in héheren Konzentrationen vorliegen als im Cytosol.
Die gezielte Praparation der Zellkerne sollte also zu einer héheren Konzentration
und Reinheit der Proteine und somit zu einer besseren Nachweisbarkeit im
Western-Blot fuhren. Sowohl die Lyse mit RIPA als auch die EMSA-Lyse lieferten
aber keine spezifischen Banden. Zuletzt wurden nun auch die bei der RIPA-Lyse

sedimentierten Zellfragmente einschlieB3lich des Zellkerns untersucht.
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Abbildung 27: RIPA-Lyse und Zellkern-Lysat

HEK293-Zellen wurden mit PEI mit 20 pg der genannten Konstrukte in pCMV-BD
transfiziert und nach 48 h mit RIPA lysiert. AnschlieBend wurden auch die sedimentierten
Zellfragmente einschlieBlich des eventuell nicht lysierten Kerns mit SDS-Probenpuffer
aufgekocht und aufgetragen. Das Gel wurde mit 50 pug pro Spur beladen, die Proteine durch
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion erfolgte mit einem o-
GAL4 Antikorper.

Abbildung 27 zeigt die RIPA-Lyse der transfizierten Zellen. Um die eventuell im
Zellkern verbliebenen Fusionsproteine zu detektieren, wurden auch die
sedimentierten Zellkerne lysiert und aufgetragen. Trotzdem konnten den

Fusionsproteinen keine Banden zugeordnet werden.
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Abbildung 28: Ladekontrolle mit a-B-Tubulin Antikdrper

HEK293-Zellen wurden mit PEI mit 20 pug der genannten Konstrukte in pCMV-BD
transfiziert und nach 48 h mit RIPA lysiert. Das Gel wurde mit 50 ug pro Spur beladen, die
Proteine durch SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert. Die Detektion des
zelleigenen Tubulins erfolgte mit einem a-B-Tubulin Antikérper, die Gro3e betragt 55 kDa.

Um einen Fehler bei der Behandlung der PVDF-Membran mit Antikdrpern oder bei
der Entwicklung aufzudecken, wurde sie mit einem o-R-Tubulin Antikdrper
behandelt. Abbildung 28 zeigt, dass wie erwartet auf jeder Spur das zelleigene R3-
Tubulin mit einer Bande bei 55 kDa durch den Antikdrper erkannt wurde.
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5. Diskussion

Seit Uber 20 Jahren ist bekannt, dass sowohl eine adenovirale Infektion als auch die
alleinige Expression des adenoviralen Proteins 14.7K die Wirtszellen vor TNF-
induzierter Apoptose bewahren kann (Gooding et al. 1988; Horton et al. 1991). Der
Wirkmechanismus hingegen ist noch immer grof3tenteils unbekannt. Durch die
Entdeckung  der  TNFR1-Internalisierungs-Doméane  TRID  (TNF-receptor
internalization domain) konnten Schneider et al. zeigen, dass die Internalisierung
des Rezeptors fur die Rekrutierung der DISC-Proteine essentiell ist (Schneider-
Brachert et al. 2004).

Spater wurde bekannt, dass auch in 14.7K-exprimierenden Zellen die
Internalisierung des Rezeptors sowie die Bildung des DISC verhindert werden. Die
Aktivierung der Caspase-8 findet folglich nicht mehr statt, wodurch ein TNF-
induzierter Zelltod verhindert wird (Schneider-Brachert et al. 2006).

An welchen Punkten 14.7K in diesen Signalweg der TNF-induzierten Apoptose
eingreift ist noch nicht geklart. Bis heute konnte 14.7K in der Zelle weder am
Rezeptor selbst, noch als direkter Bindungspartner der Proteine des DISC
nachgewiesen werden. In vitro zeigten Chen et al. in den 90er Jahren mithilfe einer
Co-Immunprazipitation eine Bindung von 14.7K und Caspase-8. Auch Kim und
Foster beschrieben, detektiert Giber ein GST-Pulldown-Experiment, eine Interaktion
von 14.7K mit der DED der Caspase-8 (P. Chen et al. 1998; Kim and Foster 2002).
Somit erschien die Caspase-8 als vielversprechender potentieller Bindungspartner
fur 14.7K. In der vorliegenden Arbeit sollte eine Interaktion der beiden Proteine in

der Zelle untersucht werden.

Der in H1299-Zellen durchgeflihrte Zytotoxizitatsassay (s. Abb. 9) verdeutlicht, dass,
im Vergleich zu parentalen Zellen, 14.7K-exprimierende Zellen eine TNF-Resistenz
aufweisen. Es konnte bereits durch eine fluorimetrischen Bestimmung der Caspase-
8-Aktivitat gezeigt werden, dass bei diesen TNF-resistenten Zellen eine deutliche
Hemmung der Caspaseaktivierung stattfindet (Klingseisen 2011). Auch der
Western-Blot zur Caspaseaktivierung (s. Abb. 10) zeigt in TNF-resistenten Zellen

nur noch eine geringe Aktivierung der Caspase-8. Da in 14.7K-exprimierenden
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Zellen keine PARP-1-Spaltung stattfindet (s. Abb. 11), kann zusatzlich vermutet
werden, dass es hier auch nicht zur Aktivierung der Caspase-3 kommt.

Demzufolge reicht der Anteil an aktivierter Caspase-8 in diesen Zellen nicht mehr
aus, um die Caspasekaskade in Gang zu setzen. Im weiteren Verlauf wurde
versucht, den protektiven Effekt von 14.7K ohne TNF-Stimulation bei gleichzeitiger
Uberexpression von Caspase-8 sichtbar zu machen (s. Abb. 12). Es konnte
beobachtet werden, dass die Uberexpression zum Zelltod fiihrt, der durch die Co-
Expression von 14.7K jedoch gehemmt werden kann.

Alle Ergebnisse fiihrten zur eigentlichen Arbeitshypothese: 14.7K besitzt einen
protektiven Effekt, welcher Uber die Inhibition der Caspase-8 vermittelt werden
kénnte. Nach Schneider et al. findet in 14.7K-exprimierenden Zellen keine Bildung
des DISC mehr statt (Schneider-Brachert et al. 2006). All diese Sachverhalte
sprechen fir die Caspase-8 in ihrer Proform als mdglichen Bindungspartner. Darum
wurde versucht, eine Interaktion beider Proteine in vivo mittels eines Mammalian

Two-Hybrid Assays nachzuweisen.

5.1 Mammalian Two-Hybrid Assay

Im Mammalian Two-Hybrid Assay werden zwei Fusionsproteine mit je einem p65-
(Aktivierungsdomane) und einem GAL4-tag (Bindedoméane) verwendet. Ilhre
Interaktion fuhrt zur Expression der Reporter-Luciferase Firefly. Die Vektoren
enthalten einen starken CMV-Promotor, der eine Uberexpression der Proteine
bewirkt und sie auRerdem mit einer Kernlokalisations-Sequenz versieht, die beide
Proteine zur Reaktion in einem Kompartiment, dem Zellkern, zusammenbringt.

Die Fusion an ein Protein-tag birgt allerdings auch immer die Gefahr, dass das
entsprechende Fusionsprotein bei der Faltung der Tertiarstruktur beeintrachtigt wird,
bzw. bestimmte Proteinregionen durch das tag verdeckt werden. Das Verbringen in
den Zellkern stellt ein weiteres Problem dar, da die zu testenden Proteine oftmals
nicht in naturlicherweise diesem Zellkompartiment vorkommen. Das adenovirale

Protein 14.7K allerdings ist ebenso wie Caspase-8 ein Protein, welches sowohl im
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Cytosol als auch im Zellkern vorhanden ist (Ranheim et al. 1993; Harrod, Mounday,
and Whitsett 2000; Qin et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Proform der Caspase-8 und ihre verkirzten
Formen sowohl als p65- als auch als GAL4-Fusionsprotein im Mammalian Two-
Hybrid Assay eingesetzt. Die Verwendung der verkirzten Formen sollte der
genaueren Zuordung der Proteinbindung von 14.7K zu bestimmten Domanen der

Caspase-8 dienen.

5.1.1 Caspase-8 in pCMV-AD

Das Fusionsprotein aus Caspase-8 und der Aktivierungsdoméne (AD) fuhrt nicht zur
Apoptose, es kann also mdglicherweise keine Spaltung zur aktiven Form stattfinden.
Dieses konnte in der Behinderung der Ausbildung einer korrekten Proteinfaltung
durch die Aktivierungsdoméane begriindet sein. Da diese ebenso wie die DEDs,
welche zur Ausbildung der aktiven Caspase-8 abgespalten werden miissen, am N-
Terminus des Proteins liegt, ist es moglich, dass die Prozessierung der Proform
beeintrachtigt ist. Folgt man aber der Hypothese, dass 14.7K mit der Proform der
Caspase-8 interagiert, ware eine Bindung der Proteine grundsatzlich auch mit einer
nicht-aktivierbaren Variante der Caspase-8 mdglich. Die Abbildung 16 zeigt, dass es
zwischen 14.7K und der Proform der Caspase-8 bzw. ihren Teilstlicken nicht zur
Proteinbindung kommt. In Vorversuchen wurde allerdings festgestellt, dass das
adenovirale Protein 14.7K als pCMV-BD-Fusionsprotein nicht mit seinem zelluléaren
Interaktionspartner Optineurin interagieren kann. Daraus kann vermutet werden,
dass in der Kombination Caspase-8/pAD — 14.7K/pBD nicht die inaktive Caspase-8
der begrenzende Faktor ist, sondern dies moglicherweise am 14.7K-

Expressionskonstrukt liegt.
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5.1.2 Caspase-8 in pCMV-BD

Das Fusionsprotein aus Caspase-8 und der Bindedoméne (BD) induzierte
Apoptose, was an den abgeldsten, toten Zellen deutlich wurde. Somit ist davon
auszugehen, dass Caspase-8 voll funktionsfahig war und zur aktiven Form
gespalten wurde, das tag storte die korrekte Proteinfaltung scheinbar nicht. In
diesem Versuch war zudem 14.7K mit der Aktivierungsdomane (AD) verbunden,
jenem tag, mit welchem auch in der Positivkontrolle 1 eine Bindung gezeigt werden
konnte. Diese Kombination hatte also die besten Bedingungen, eine Bindung auch
detektieren zu kdnnen, sofern sie stattfinden wirde.

Wie in Abbildung 17 gezeigt ist, konnte jedoch keine Interaktion zwischen 14.7K und
der Caspase-8 detektiert werden. Durch die Uberexpression der Caspase-8 kam es
zur autokatalytischen Aktivierung (Keller et al. 2009), was nachfolgend zum Tod der
transfizierten Zellen fuhrte. Wie zu Beginn erwahnt, missen die Zellen aber vital
bleiben, um die entsprechenden Reporterluciferasen zu synthetisieren, welche den
Mammalian Two-Hybrid Assay auswertbar machen. Auch durch co-exprimiertes
14.7K konnte das Absterben der Zellen nicht verhindert werden. Dieser Sachverhalt
widerspricht der Beobachtung, dass die Expression von 14.7K die Aktivierung von
Caspase-8 und damit die Apoptose verhindert (s. Abb. 10). Es muss aber beachtet
werden, dass dabei in der Zelle nur physiologische Mengen an Caspase-8
vorhanden waren und es sich nicht wie hier um unphysiologische Proteinmengen
durch Uberexpression handelte. Gerade in fein regulierten Signalwegen wie die der
Apoptose fuhrt die Uberexpression von beteiligten Proteinen zu artifiziellen
Ergebnissen. Zudem fand die beobachtete 14.7K-mediierte Zellprotektion nach
Stimulation mit TNF statt. Hier wurde der Zelltod nun jedoch allein durch eine
autokatalytisch aktivierte Caspase-8 induziert, was keinem physiologischen
Zellzustand entspricht. Dass aber auch der durch Caspase-8-Uberexpression
vermittelte Zelltod durch 14.7K bis zu einem gewissen Grad blockiert werden kann,
zeigt Abbildung 12. Durch eine Verschiebung des Verhaltnisses der Proteinmenge
von 14.7K zu Caspase-8 konnen die transfizierten Zellen geschutzt werden. Dies
deutet darauf hin, dass die Stochiometrie bei der Protektion vor TNF-induzierter

Apoptose eine Rolle spielen kdnnte.
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Um das Absterben der Zellen zu verringern, wurde den Zellen der Caspase-Inhibitor
z-VAD zugesetzt. Da die zellularen Caspasen in ihrer Funktion gehemmt wurden,
blieben die Zellen vital. Allerdings konnte auch hier keine Interaktion mit 14.7K
nachgewiesen werden. z-VAD ist ein Inhibitor, welcher irreversibel an das aktive
Zentrum bindet (Callus and Vaux 2007).

Bemerkenswerterweise kommt es auch nicht zur Interaktion mit den einzeln
exprimierten Domanen der Caspase-8 und 14.7K. Da 14.7K die Prozessierung der
Caspase hemmt, ware zu erwarten gewesen, dass 14.7K mit den DEDs interagieren
kann, wie bereits von Chen et al. sowie Kim und Foster gezeigt werden konnte (P.
Chen et al. 1998; Kim and Foster 2002). Diese Strategie wurde bereits fiir andere
virale Proteine, beispielsweise die der E6-Region des humanen Papillomavirus 16
gezeigt. E6 bindet an Schllsselproteine der Apoptose und verhindert so deren
Induktion. Bekannte Interaktionspartner sind TNFR1, die DED von FADD sowie die
DEDs der Procaspase-8 (Tungteakkhun et al. 2010).

Es ist bekannt, dass fiur die Bildung eines Proteinkomplexes oftmals die tertidre
Struktur der Proteine entscheidend ist, da ihre Domé&nen haufig definierte
Funktionen tbernehmen (Lo6ffler 2005). Sofern dies auch hier der Fall ist, kdnnte es
erklaren, weshalb keine Interaktion zwischen 14.7K und den Caspase-8-

Teildoménen detektiert werden kann.

5.1.3 Bindunqg der Caspase-8-DEDs untereinander

Im weiteren Verlauf wurde untersucht, ob und welche der untersuchten Caspase-8-
Teilstuicke funktionstiichtig sind.

Im Versuch zu Abbildung 18 konnte gezeigt werden, dass die Fusionsproteine aus
den death effector domains 1 und 2 (DED1-DED2) und der Bindedoméane (BD) bzw.
der Aktivierungsdoméane (AD) funktionsfahig waren, da bei Transfektion mit beiden
Proteinen schlie3lich eine Bindung der DEDs aneinander erfolgte, wie sie fur die
Dimerisierung bei der Caspaseaktivierung notwendig ist (vgl. 1.3.1). K&me es also
zu einer Bindung von 14.7K an die DEDs, so ware sie wahrscheinlich auch sichtbar,
da beide Fusionsproteine funktionstiichtig sind. Eine Bindung zwischen zwei

Caspasen in ihrer urspringlichen Form konnte nicht gezeigt werden. Grund hierfur
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scheint erneut die Apoptoseinduktion zu sein, da kein Caspaseinhibitor zugesetzt
wurde. Wie zu erwarten war, brachte die Transfektion mit zusammengehérigen,
einzelnen Untereinheiten keine Bindung hervor, da es ohne DEDs nicht zur

Anlagerung dieser Doméanen kommt.

5.1.4 Caspase-8 und FADD

Der direkte Interaktionspartner der Caspase im DISC ist das Protein FADD, welches
selbst eine N-terminale DED besitzt und Caspase-8 Uber eine Bindung ihrer DEDs
hieran rekrutiert (Hsu, Shu, et al. 1996). Nachdem bisher keine Bindung zwischen
Caspase-8 und 14.7K erkennbar war, wurde in einem weiteren Aufbau versucht,
eine bereits bekannte Interaktion nachzuweisen. In Abbildung 19 konnte genau
diese Bindung gezeigt werden. Dazu notig war das in 5.1.3 beschriebene
Fusionsprotein aus beiden death effector domains (DED1-DED?2) der Caspase-8
und der Aktivierungsdoméne (AD) sowie FADD als Fusionsprotein mit der
Bindedoméne (BD). In umgekehrter Version konnte erneut keine Bindung gezeigt
werden. Somit wurde Kklar, dass der Test prinzipiell funktioniert, wenn
funktionsfahige Fusionsproteine verwendet wurden. Zudem konnte gezeigt werden,
dass FADD spezifisch mit den DED-Domanen der Caspase-8 wechselwirkt. Da es
in der Zelle nach TNF-Stimulation zu einer Anlagerung der Caspase-8 an FADD
kommt und es ohne FADD nicht zur Aktivierung der Caspase kommt, kbnnte auch
FADD ein mdoglicher Angriffspunkt von 14.7K sein. Dies héatte eine direkte
Auswirkung auf die Rekrutierung und Aktivierung der Caspase und kdnnte erklaren,
weshalb 14.7K diesen Effekt auf die Caspase hat, aber dennoch nicht mit ihr direkt

interagieren muss.

5.1.5 Caspase-8 und CrmA

Abbildung 20 zeigt die Limitation des Tests. Von CrmA ist bekannt, dass es an das
aktive Zentrum der Caspase-8 bindet. Beim Mammalian Two-Hybrid Assay befinden
sich die Protein-tags jeweils N-terminal. Da zur Bildung der aktiven Caspase-8 die
N-terminalen DEDs abgespalten werden, kommt es automatisch auch zum Verlust

des jeweiligen tags. Kéme es also wie bei CrmA auch zwischen Caspase-8 und
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14.7K erst zu einer Bindung, nachdem die Caspaseaktivierung bereits stattgefunden
hat, so ist der Mammalian Two-Hybrid Assay nicht zu einer Bindungsdetektion
geeignet, weil diese mit dem vorliegenden Versuchsaufbau nicht mdglich ist.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Mammalian Two-Hybrid Assay
nicht zur Untersuchung von Proteininteraktionen zwischen der aktivierten Caspase-
8 und einem zweiten Protein geeignet ist, da das N-terminale Protein-tag zur
Bindungs-Detektion bei der Aktivierung der Caspase-8 abgespalten wird. Es ist
damit kein Nachweis der Interaktion mehr mdoglich. Ein Zelltod-induzierendes
Protein ist zudem in einem zellbasierten System schwer zu handhaben, da fir die
Expression der entsprechenden Reporterluciferasen die transfizierten Zellen vital
sein mussen.

Es konnte auch keine Bindung von 14.7K mit den einzelnen Proteindomanen,
welche allein exprimiert nicht apoptotisch wirken, nachgewiesen werden. Daher ist
entweder anzunehmen, dass 14.7K nicht mit einzelnen Caspase-8-Doméanen
interagiert oder fir eine eventuelle Interaktion die strukturelle Integritat der aktiven
Caspase-8 notig ist.

5.2 Western-Blot-Analysen

Uber eine Western-Blot-Analyse wurde nun versucht, die Expression der
verwendeten Fusionsproteine zu belegen. Die Zuordnung der GroRe der Banden zu
dem jeweiligen Fusionsprotein mit einer Aktivierungsdomane (AD) gelang bei
Caspase-8, DED1-DED2-p18, p10 und FADD. Von den Fusionsproteinen mit einer
Bindedoméne (BD) konnten p53 als testinterne Positivkontrolle sowie DED1-DED2-
pl8 nachgewiesen werden (s. Abb. 21). Alle anderen Proteine konnten trotz
verschiedener Transfektions- und Lyseverfahren sowie Immunprazipitation nicht
detektiert werden (s. Abb. 21 bis 26). Da zur Detektion der AD-Proteine ein a-p65-
Antikorper verwendet wurde und dieser auch zelleigenes p65 erkennt, ist auf jedem
Blot eine starke Bande bei 65 kDa sichtbar. Da sich einige Proteine mit ihrem
Molekulargewicht in dieser Grofienordnung bewegen, ist es mdglich, dass die
Banden sich hier Gberlagern und keine Zuordnung getroffen werden kann. Um das

Problem zu umgehen, wurde auch ein niedrigprozentigeres Gel (8%) verwendet,
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welches einen hoheren Auflosungsgrad bietet. Allerdings brachte auch das keinen
Erfolg. Ein Versagen des Antikdrpers lasst sich ausschlie3en, da sowohl mit dem a-
p65- als auch mit dem a-GAL 4-Antikoérper Fusionsproteine erkannt wurden. Obwohl
verschiedene Fusionsproteine wie zum Beispiel die death effector domains 1 und 2
der Caspase-8 im Western-Blot nicht nachgewiesen werden konnten, war im
Mammalian Two-Hybrid Assay eine Interaktion sichtbar, d.h. das Protein wurde
demnach auch exprimiert. Generell ist es mdglich, dass die Proteinmengen im
Western-Blot unter der Nachweisgrenze liegen, hier ist der Mammalian Two-Hybrid
Assay deutlich sensitiver. Dennoch mussen aufgrund der fehlenden
Nachweisbarkeit der Proteine die Ergebnisse des Mammalian Two-Hybrid Assays
kritisch betrachtet werden. Denn nur solange sichergestellt wird, dass die zu
testenden Proteine von der Zelle auch synthetisiert werden, kdnnen verlassliche
Aussagen uber Protein-Interaktionen gemacht werden.

Wie bereits dargelegt, ist der Mammalian Two-Hybrid Asay trotz seiner Sensitivitat
nicht die optimale Methode, um eine Bindung von 14.7K und Caspase-8 zu
untersuchen. Die Induktion des Zelltods bei Uberexpression der Caspase-8 stellt ein
methodisches Hindernis dar, weshalb in zuklnftigen Experimenten ausschlief3lich
mit endogener Caspase-8 gearbeitet werden sollte. Hier kbnnte eine konventionelle
Co-Immunprazipitation ein Ansatz sein, bei welchen zudem die Abhangigkeit von
einer TNF-Stimulation untersucht werden kénnte. Eine weitere Mdéglichkeit stellt das
Pull-Down-System dar, bei welchem rekombinant hergestelltes 14.7K-Protein an
eine Matrix gekoppelt (Agarose bzw. Sepharose) zusammen mit stimuliertem bzw.

unstimuliertem Zell-Lysat inkubiert wird.
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Der membranstéandige TNF-Rezeptor-1 (TNFR1) gehort zur Familie der
Todesrezeptoren und wird vorwiegend durch Bindung von Idslichem TNF stimuliert.
Da der TNFR1 auf nahezu allen Zelltypen des Korpers exprimiert wird, stellt er
aufgrund seiner konstitutiven Verbreitung den Hauptmediator der TNF-vermittelten
biologischen Funktionen dar. Die Aktivierung des Rezeptors kann sowohl zur
Einleitung der Apoptose-Kaskade fihren als auch MAP-Kinasen und den NFkB-
Signalweg aktivieren. Wéahrend die beiden zuletzt genannten Signalwege von der
Internalisierung des TNFR1 unabhéangig ablaufen kénnen, ist die Endozytose des
Rezeptors fir die Initiation des Zelltods unverzichtbar (Schitze et al. 1999). Dabei
werden die Adapterproteine TRADD, FADD und Caspase-8 als sogenannter death
inducing signaling complex (DISC), an die intrazellulare Todesdoméane des
Rezeptors rekrutiert. Hier kommt es schlie3lich zur autokatalytischen Aktivierung der
Initiatorcaspase-8, welche nachfolgend die distale Caspasekaskade in Gang setzt,
die zur Demontage des Zellgerists und der Zelle fihrt.

Die Expression des adenoviralen Proteins 14.7K kann Zellen vor TNF-induzierter
Apoptose schiitzen, indem sowohl die Internalisierung als auch die Rekrutierung der
Adapterproteine gehemmt wird. Schneider et al. konnten zudem zeigen, dass in
14.7K-exprimierenden Zellen keine Aktivierung der Initiatorcaspase-8 mehr
stattfindet (Schneider-Brachert et al. 2006). Die direkte Interaktion von Caspase-8
und dem adenoviralen Protein 14.7K erschien daher als moglicher anti-
apoptotischer Wirkmechanismus, welcher bis heute noch nicht vollkommen
verstanden ist. Eine Interaktion von 14.7K und Caspase-8 wurde bereits von Chen
et al. und Kim und Foster beschrieben, konnte jedoch nicht direkt in der lebenden
Zelle nachgewiesen werden (P. Chen et al. 1998; Kim and Foster 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob es in der Zelle zu einer
direkten Interaktion und Bindung von 14.7K und Caspase-8 kommt. Zudem wurde
versucht, die Interaktionsregion beider Proteine durch verkirzte Genfragmente der

Caspase-8 zu identifizieren.
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Zunachst wurde Uber einen Zytotoxizitatsassay die 14.7K-vermittelte TNF-Resistenz
verifiziert. Western-Blot-Analysen dieser Zellen zeigten, dass zudem in Anwesenheit
von 14.7K die Aktivierung der Caspase-8, also ihre Prozessierung in ihre aktive
Form, nach TNF-Stimulation deutlich geringer ausfallt als in der entsprechenden
parentalen Zelllinie. Nachfolgend konnte auch die Aktivierung der distalen
Caspasekaskade verhindert werden, was durch eine stark verringerte PARP-1
Spaltung in 14.7K-exprimierenden Zellen nachgewiesen wurde.

Durch die Transfektion unterschiedlicher Plasmidmengen wurde untersucht, ob ein
erhohtes Verhaltnis von 14.7K zu Caspase-8 die durch Caspase-8-Uberexpression
induzierte Apoptose hemmen kann. Tatsdchlich konnte der durch autokatalytische
Spaltung der Caspase-8 verursachte Zelltod durch eine deutliche Uberexpression
von 14.7K vermindert werden. Zum Nachweis diente hier die Luciferase-Aktivitat der
Luciferase Renilla, welche in diesem Versuch co-transfiziert wurde. Eine direkte
Interaktion von 14.7K und Caspase-8 schien daher wahrscheinlich.

Mit Hilfe des Mammalian Two-Hybrid Assays wurde deshalb untersucht, ob 14.7K
und Caspase-8 in der Zelle miteinander interagieren. Zusatzlich wurde durch
Expression definierter Genfragmente der Caspase-8 versucht, die Region der
Bindung zu identifizieren.

Die Auswertung dieses Assays erwies sich jedoch als schwierig, da es zum Einen
durch Uberexpression der Caspase-8 im Vektor trotz gleichzeitiger Expression von
14.7K zu einem erheblichen Zellsterben kam. So konnte, angenommen es kame zur
Bindung von 14.7K an die Proform der Caspase-8, diese Interaktion aufgrund des
fehlenden Zellstoffwechsels nicht mehr nachgewiesen werden. Zum Anderen
erfordert die Aktivierung der Caspase-8 die Abspaltung der N-terminalen
Proteindoméanen (death effector domains, DEDs), welche aber mit einem fir den
Test essentiellen tag fusioniert sind. Wird dieses tag abgespalten, kann keine
Interaktion mehr detektiert werden, selbst wenn sie stattfindet. Auch die aus der
Literatur bekannte Interaktion zwischen Caspase-8 und CrmA konnte aus diesem
Grund in dem Assay nicht gezeigt werden.

Analog konnte daher keine Interaktion zwischen Caspase-8 und 14.7K
nachgewiesen werden, obwohl der Zelltod durch den Caspaseinhibitor z-VAD

verhindert werden konnte.
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Auch der Ansatz, die Caspaseaktivierung und die damit verbundene Abspaltung des
tags durch Verwendung von einzeln exprimierten Proteindomé&nen der Caspase-8
(DED-1, DED-2, p18, p10) zu umgehen, fuhrte nicht zum erwarteten Ergebnis.
Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine nicht hinreichende
Expression der betreffenden Proteine im Mammalian Two-Hybrid Assay zum Ausfall
der Interaktion fuhrte.

Im Western-Blot konnte auch die Proteinsynthese aus ungeklarten Grinden trotz
verschiedender Transfektions- und Lysemethoden nur fir wenige Konstrukte belegt

werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit keine Interaktion zwischen der
Caspase-8 oder ihren definierten Genfragmenten und dem adenoviralen Protein
14.7K nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch, dass der Mammalian Two-
Hybrid Assay speziell fir den Nachweis einer Bindung zwischen der aktivierten
Caspase-8 und 14.7K kein adaquater Test ist. Denn eine Interaktion der
funktionalen, prozessierten Caspase-8 mit einem Interaktionspartner kann aufgrund
der Abspaltung des N-terminalen tags, welches zur Detektion der Bindung

erforderlich ist, nicht mehr nachgewiesen werden.
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7.1 Abklrzungen

Tabelle 14: Abkirzungen

Ad Adenovirus

AD Aktivierungsdoméne

AIF apoptosis inducing factor

AK Antikorper

A-SMase acid sphingomyelinase

Bcl-2 B-cell ymphoma 2

BD Bindedoméne

Bid BH-3 interacting domain death agonist
BSA bovines Serumalbumin

Caspase cysteine-aspartat specific protease
CHX Cycloheximid

CMV Cytomegalie Virus

DD death domain

DED death effector domain

DISC death-inducing signaling complex
DMEM Dulbecco’s minimal essential medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleotid acid

DR death receptor

E3 early region 3

FADD fas associated death domain protein
FCS fetal calf serum

FIP 14.7K-interacting protein

GFP green fluorescent protein

HEK human embryonic kidney
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L late

MAPK mitogen-activated protein kinase

MVB multivesicular bodies

NFxB nuclear factor kB

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PARP-1 Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PLAD preligand assembly domain

RID receptor internalization and degradation

RIP-1 receptor internalization protein 1

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecysulfat

TA-PNK Polynucleotidkinase aus dem
Bakteriophagen T4

TACE TNF alpha converting enzyme

TBS tris buffered saline

TBS-T TBS-Tween

TNF tumor necrosis factor

TNFR1 TNF receptor 1

TNFR2 TNF receptor 2

TRADD TNF receptor-associated death domain
protein

TRAF2 TNF receptor-associated protein

TRAIL TNF-related apoptosis inducing ligand

TRID TNF receptor internalization domain

wt Wildtyp

zVAD Z-Val-Ala-Asp(OMe)-Fluoromethylketon
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