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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die TNF-Liganden- und TNF-Rezeptorfamilie

1975 konnte ein durch Zellen des Immunsystems seztes Zytokin identifiziert
werden, das besonders aufgrund seiner Tumorze#idloan Wirkung Aufsehen erregte
(Carswell et al., 1975; Helson et al., 1975). Dsedaraufhin Tumor Nekrose Faktor
(TNF) genannte Zytokin wurde zum namengebenderoBymn einer Gruppe von in
der Folge entdeckten Zytokinen und zugehoérigen Beren, die aufgrund von
strukturellen Gemeinsamkeiten zur TNF-Liganden-Fiamibzw. TNF-Rezeptor
(TNFR)-Familie zusammengefasst werden. Die Ligandew korrespondierenden
Rezeptoren der TNF-Familie bzw. TNFR-Familie werdeuptsachlich durch Zellen
des Immunsystems exprimiert und spielen insbesentder der Koordination und
Modulation zellularer Prozesse wie Proliferationjff@enzierung, Inflammation,
Nekrose und Apoptose eine entscheidende Rolle @legket al., 2001). Die
Funktionen der Mitglieder der TNF- und TNFR-Familimfassen auf der einen Seite
fur den Organismus vorteilhafte und protektive Efée wie die Regulation von
Entziindungsprozessen oder die Vermittlung eineg@atan Immunantwort. Auf der
anderen Seite resultiert die Dysregulation diesgge®s in chronischer Entzindung,
dem Syndrom des septischen Schocks, Kachexie oder Ehtstehung von
Autoimmunerkrankungen (Hehlgans & Pfeffer, 2005kit&thin spielen die Mitglieder
der TNF- und TNFR-Familie eine wichtige Rolle in rdé’athogenese von
Krebserkrankungen (Aggarwal et al.,, 2002). Somitnrkadie Erforschung der
Wirkmechanismen dieses komplexen Ligand-Rezeptste®ys der Schlissel zu einem
besseren  Verstandnis der Pathogenese und bessereerapie  von
Autoimmunkrankheiten, entztindlichen- und neoplakgs Erkrankungen sein.

Die Liganden der TNF-Familie sind Typ |l Transmearproteine, die als
membranstandige oder l6sliche Form, mit zum Teilamderten Eigenschaften,
vorkommen konnen (ldriss & Naismith, 2000). So kamembranstandiger TNFdurch
die Metalloprotease TACE (,TNF-Alpha Converting Fnme“) abgespalten und in
l6slicher Form freigesetzt werden, die sich von membranstandigen Form beziglich
ihrer Aktivitdt gegentber den beiden TNF-Rezeptor&dNFR1 und TNFR2
unterscheidet (Black et al., 1997; Grell et al.9909 Die Liganden der TNF-Familie
entfalten ihre biologische Funktion mittels korresgdierender Rezeptoren, die aufgrund
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struktureller Homologien einer gemeinsamen Proéenilfie zugeordnet werden kdnnen,
der TNFR-Familie (Locksley et al., 2001). Die Miggler der TNFR-Familie sind Typ |
Transmembranproteine und besitzen keine intrinsisdBezymaktivitat. Als
charakteristisches Merkmal enthalten sie in ihsgrazellularen Doméane eine bis sechs
Kopien einer cysteinreichen Subdoméne (CRD), welgipescherweise jeweils drei
Disulfid-Brucken enthalt (Smith et al., 1994).

Sowohl die membranstandige als auch die |6slich&-FNrm sind als Homotrimere
aktiv, welche nach friherer Meinung durch Trimetisng der monomeren
Rezeptoruntereinheiten den initialen Schritt flue diktivierung der Rezeptoren
induzieren (Smith et al., 1994). Nach neueren Erkessen konnte im Gegensatz zu
diesem als ,ligand induced trimerisation model* déiebhneten Mechanismus, fir
TNFR1, TNFR2, Fas, CD40 und TRAIL-Rezeptor 1 dield&ng Liganden-
unabhangiger, pra-formierter Rezeptorkomplexe ggzeerden. Diese wird Uber einen
als ,Pre-Ligand Association Domain“ (PLAD) bezeielten Bereich der extrazellularen
Doméne vermittelt und ist fur die Rezeptoraktiviggumotwendig (Chan et al., 2000,
Siegel et al., 2000). Die Bindung eines Liganden die praformierten
Rezeptorkomplexe fuhrt schlieBlich zu einer strudtan Reorganisation der
Rezeptoruntereinheiten und ermdglicht dadurch diktivRerung intrazellularer
Signalwege. In der zytoplasmatischen Doméne dereRezen der TNFR-Familie
dienen unterschiedliche Interaktionsmotive als Bightelle fur zytoplasmatische
Adaptermolekile. Aufgrund dieser Interaktionsmotikénnen die Mitglieder der
TNFR-Familie in drei Subklassen unterteilt werdBerfipsey et al., 2003). Die TRAF
(,TNF Receptor Associated Factor‘)-bindenden Rezegnt entfalten ihre
Signalfunktion in Saugern unter anderem mittelfiserschiedener TRAF-Molekiile
(Wajant et al., 1999). Nachdem diese an der TRAk&iIomane gebunden haben,
aktivieren sie intrazellulare Kinasen oder bindegitgre regulatorische Proteine und
Adapterproteine. Die in ihrem intrazellularen Tedine Todesdomane (DD)-
enthaltenden Rezeptoren der TNFR-Familie Gben bignalfunktion durch DD-
enthaltende Adapterproteine tber DD-DD Interakfois und werden aufgrund ihres in
manchen Fallen starken zytotoxischen Potentialgemdein als Todesrezeptoren
bezeichnet. Rezeptoren der dritten Gruppe besitkemen zytoplasmatischen

Rezeptorteil oder zumindest hinsichtlich der apbgtbhen Wirkung nur
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funktionsunfahige zytoplasmatische Interaktionsm®tiDiese Rezeptoren werden als
.Decoy” (Koder)-Rezeptoren bezeichnet (s. 1.3.2).

1.2 Apoptose

Der apoptotische Zelltod ist sowohl fur die Entwigkly als auch fur die
Aufrechterhaltung eines mehrzelligen Organismus zemtraler Bedeutung (Jacobson
et al., 1997). Der Begriff Apoptose oder progranmeieZelltod beschreibt eine Form
des Zellsterbens, das durch einen spezifischenuktsmausgeldst wird und zu keiner
inflammatorischen Reaktion fiihrt. In Abgrenzung 2yoptose kommt es im Rahmen
des nekrotischen Zelltodes zu einem AnschwellenZi#ie, Veranderungen an den
Mitochondrien und Platzen der Zellmembran sowie dantrazellularen
Organellenmembranen. Dies bedingt die unkontradier Freisetzung des
zytoplasmatischen Inhalts und inflammatorischer istieden. Zudem kann der
nekrotische Untergang infizierter Zellen durch Be¢zung intrazellularer Pathogene zu
einer Infektionsausbreitung im Organismus fuhreatiigell & Thompson, 1999). Im
Gegensatz dazu bleibt die Integritat der Plasmamemiizeim apoptotischen Zelltod bis
zum phagozytotischen Abbau der untergegangenee Edialten (Hengartner, 2000).
Es kommt vielmehr zur Bildung apoptotischer Membesikel, die dann hauptsachlich
von dendritischen Zellen und Makrophagen ohne Eh&t einer grofReren
Entzindungsreaktion phagozytiert werden (Platt.e1898).

Der apoptotische Zelltod ist an vielen wichtigerygiblogischen Prozessen beteiligt. So
spielt der programmierte Zelltod insbesondere figr fdnktionelle Aufrechterhaltung
des normalen Immunsystems eine zentrale Rolle.zHigehtren unter anderem die
Eliminierung aktivierter reifer T-Zellen zur Beegdhg einer Immunantwort, die
Eliminierung Virus-infizierter oder maligner Zellesurch zytotoxische T-Zellen und
natirliche Killer-Zellen sowie die To6tung von Entmlungszellen an immun-
privilegierten Orten wie z. B. dem Auge (Schultz Barrington, 2003). Die
Dysregulation des apoptotischen Programms kann fedoc Entstehung von malignen
Tumoren (Igney & Krammer, 2002), zu Autoimmunerkmamgen (Ravirajan, 1999),

sowie neurodegenerativen Erkrankungen (Mattsor)Rdbiren.
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1.2.1Mechanismen der Apoptoseinduktion

Die Aktivierung des apoptotischen Programms kanmclduzwei prototypische

Signaltransduktionswege induziert werden, die béaigtendlich zur Aktivierung von

Proteasen, den so genannten Caspasen (,Cysteirpartasspecific Proteinases”)
fuhren (Abb. 1). Der intrinsische Signaltransdukfoveg beschreibt die durch
strukturelle Veranderungen der Mitochondrien aussgjel Apoptose, welche durch
Stressfaktoren wie z. B. Wachstumsfaktorenentzugenttherapeutika oder ultra-
violette Strahlung getriggert wird. Die InduktioerdApoptose Uber den extrinsischen
Signaltransduktionsweg erfolgt hingegen durch Tosesptoren nach exogener

Stimulation.

1.2.1.1Todesrezeptor-vermittelte Apoptose

Das typische Strukturmotiv der Todesrezeptoren TNFR-Familie stellt die im
zytoplasmatischen Rezeptorteil liegende TodesdordaneDieses ca. 80 Aminosauren
umfassende und aus sechs antiparallelefelices bestehende Strukturmotiv konnte
zuerst fur Fas und TNFR1 mittels Deletionsmutagenssschrieben werden (ltoh &
Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1991). Neben Fas TN&R1 konnten weiterhin
TRAILR1, TRAILR2, DR3, DR6, NGFR und EDAR als Todeseptoren identifiziert
werden. Das am besten untersuchte Beispiel dersfexieptor-vermittelten Apoptose
ist die Aktivierung des Todesrezeptors Fas durch éas-Liganden (FasL). In
Abwesenheit des Liganden bildet Fas zunéchst vaktia-formierte Komplexe (Siegel
et al., 2000). Interaktion mit dem trimeren FasLdibhgt dann die Bildung
supramolekularer FasL-Fas Cluster und die Reorghors der inaktiven Fas-
Komplexe, was die Bildung des ,Death Inducing Sloma Complex® (DISC)
ermoglicht. Im Fall von Fas wird zundchst FADD (sFAssociated Death Domain®)
(Chinnaiyan et al., 1995), das am C-Terminus einde§domane und eine als DED
(,Death-Effector-Domain®) bezeichnete Proteinintgiransregion am N-Terminus
besitzt, Uber DD-DD Interaktion rekrutiert. Die DB®n FADD interagiert dann mit
der DED der inaktiven Caspase-8/10 (Boldin etZ896). Der Fas-DISC besteht somit
aus Fas, FADD und Pro-Caspase-8/10. Seine Bildurmgt fzur autokatalytischen
Spaltung und Aktivierung der Caspase-8/10 Pro-Farmerch ,induced proximity*

(Salvesen & Dixit, 1999). Die aktivierten Caspa$2bd prozessieren und aktivieren
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schlie3lich Effektor-Caspasen wie Caspase-3, wdlcleh Spaltung weiterer Proteine
letztendlich den apoptotischen Zelltod bewirken.

1.2.1.2Apoptoseinduktion Gber den intrinsischen Weg

Der intrinsische Signaltransduktionsweg der Apogitaduktion wird im Gegensatz zur
Weiterleitung spezifischer, korpereigener pro-apbgther Stimuli (Todesliganden) via
Todesrezeptoren durch unspezifische, schadliche élimwflisse wie z. B. DNA-
Schadigung induziert. Eine zentrale Rolle spieltimsem Zusammenhang die Bildung
eines intrazellularen, als Apoptosom bezeichnetemplexes, der zur Aktivierung von
Caspase-9 fuhrt (Baliga & Kumar, 2003) (Abb. 1).nvBesonderer Bedeutung ist
hierbei das Mitochondrium, das Bax/Bak-abhéngig enelden pro-apoptotischen
Faktoren HtrA2/Omi (,High temperature requiremembtpin A2“) und Smac/Diablo
(-Second Mitochondria-derived Activator of Casp&seéct IAP Binding Protein with
Low PI¥), Cytochrom c freisetzt (Barnhart et al.Q(8). Cytochrom c bildet dann
zusammen mit APAF-1 (,Apoptotic Protease ActivatifRgctor 1), dATP/ATP und
Pro-Caspase-9 den als Apoptosom bezeichneten Kampgler jeweils mehrere
Molektle jedes Proteins enthélt. Daraufhin wird dieaktive Caspase-9 durch
Dimerisierung oder Oligomerisierung aktiviert und nka nun ihrerseits andere
Caspasen, &ahnlich der DISC-aktivierten Caspase-8chdiBpaltung aktivieren.
HtrA2/Omi und Smac/Diablo Uben ihre pro-apoptotesciirunktion Uber eine
Blockierung der Caspase-Inhibition durch Mitgliedr IAP (,Inhibitor of Apoptosis
Protein“)-Familie aus (Verhagen & Vaux, 2002).

. Apo2U/TRAIL DNA :
Cell-extrinsic I damage  Cell-intrinsic

Lt ¥
! P53 Other

Bid Ve
RADD / _‘“‘Baxmaui— Bel-2/Bel-XL
Caspase-8, 10 Mituchnndrla

Eytuchmmu C\\

Apl4  Smac/Diablo

Caspase-9 4/

¥
Caspase-3,6, 7T IAP
¥
Apoptosis
Abb. 1: Apoptoseinduktion Giber den extrinsischen- nd intrinsischen
SignaltransduktionswegDetails s. Text (aus Almasan & Ashkenazi, 2003)
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1.2.2Regulation der Apoptoseinduktion

1.2.2.1Die Bcl2-Familie

Aufgrund ihres starken pro-apoptotischen Potentialass die Freisetzung der
genannten mitochondrialen Molekile streng reguleetden. Die Aufrechterhaltung
der Integritat der Mitochondrienmembran wird durémoteine der Bcl2-Familie

gesteuert (Borner, 2003). Es lassen sich drei fon&lle Gruppen unterscheiden: Anti-
apoptotische Mitglieder, wie Bcl2 oder BcIxL, sindnit der &ul3eren

Mitochondrienmembran assoziiert und dienen der dualfterhaltung der

mitochondrialen Integritat. Die Mitglieder der zwem Gruppe, die so genannten ,BH3-
only* Proteine, sind unter normalen Umstanden inakibnnen nach Aktivierung aber
Mitglieder der dritten Gruppe, wie z. B. die prosgpotisch wirkenden Proteine Bax
und Bak aktivieren (Sprick & Walczak, 2004). Einnggnsames Merkmal der anti-
apoptotischen, wie auch der pro-apoptotischen Migr der Bcl2-Familie stellt die

Konservierung einer oder mehrerer Bcl2 Homologie Bioem (BH1-BH4) dar, welche
entscheidend fUr die regulatorische Aktivitat und Wermittlung von Protein-Protein

Interaktion unter den Bcl2-Proteinen sind. So vedkirt die Deletion von BH1 oder
BH2 in Bcl2 die Heterodimerisierung mit Bax und Balerliert somit die Fahigkeit,

Bax-induzierten Zelltod zu inhibieren (Reed, 199%ine Verbindung zwischen dem
oben beschriebenen Rezeptor-vermittelten extrineiscund dem Mitochondrien-

vermittelten intrinsischen Signaltransduktionswsgdurch das BH3-only Protein Bid
gegeben (Luo et al.,, 1998). Bid wird Caspase-8-ittzln aktiviert und transloziert

daraufhin zum Mitochondrium, wodurch es zur Fraigag von Cytochrom ¢ und somit
einer Verstarkung des extrinsisch-vermittelten Sgkammt (Abb. 1). Dieser Effekt

kann sowohl auf der Aktivierung von Bax/Bak beruh{®ei et al., 2000), als auch
durch Inhibition anti-apoptotischer Mitglieder dBcl2-Familie (Marsden & Strasser,
2003) vermittelt werden.

Die unterschiedliche Sensibilitat von Zelllinien ggatber FasL/Fas-induzierter
Apoptose fuhrte zur Unterscheidung von zwei ZebtygSchmitz et al., 1999). Typ |

Zellen sind durch eine starke Fas-vermittelte DEBAung und darauf folgende

Aktivierung von Effektor-Caspasen charakterisi@tese Zellen kdnnen nicht durch
Uberexpression anti-apoptotischer Vertreter der2®&@milie vor Fas-vermittelter

Apoptose geschitzt werden. In Typ Il Zellen hingegérd nur eine schwache DISC-
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Bildung nach Stimulation mit FasL erreicht. Diesell@n benoétigen eine Verstarkung
des extrinsischen apoptotischen Signals Uber dennsisichen, mitochondrialen
Signaltransduktionsweg und kénnen somit durch apdiptotisch wirkende Mitglieder

der Bcl2-Familie vor Fas-vermittelter Apoptose deget werden.

1.2.2.2Regulation der Todesrezeptor-vermittelten Apoptoseurch FLIP

Die Steuerung der Caspasenaktivierung stellt e@eleutsamen Punkt zum Schutz der
Zelle vor unkontrollierter Auslosung des apoptdist Programms dar. Naturlich-
vorkommende zellulare Molekule, die in der Lagedsieine Aktivierung von Pro-
Caspase-8 zu verhindern, stellen wichtige Regudataler Todesrezeptor-vermittelten
Apoptose dar. Nach der Entdeckung viraler Molekdle, eine Aktivierung von Pro-
Caspase-8 inhibieren, konnte auch in Vertebraterhemologes Molekl identifiziert
werden. Dieses ,cellular Flice-Like Inhibitory Peat“ (FLIP) genannte Molekdl
kommt hauptséchlich in zwei Isoformen vor, FLIPdoFLIP.) und FLIP-short
(FLIPs) (Irmler et al, 1997). Beide Proteine besitzen izid&D-Motive, die denen der
Pro-Caspase-8 sehr ahnlich sind. Wéahrend &l aus den zwei DED-Motiven
besteht, enthalt FL|Pdaneben eine Caspase-8-Homologie-Doméane, die afgron
Veranderungen im aktiven Zentrum aber nicht enzigoatwirksam ist. Wahrend fur
FLIPs eine vollstandige Inhibition der proteolytischeaspase-8-Prozessierung gezeigt
werden konnte (Krueger et al., 2001), erlaubt diesténz von FLIP im DISC immer
noch eine unvollstandige Prozessierung von Casp&Seaffidi et al., 1999). Fur FLIP
konnte eine direkte Interaktion mit FADD nachgewesverden (Irmler et al., 1997).
Weiterhin wurde die anti-apoptotische Funktion wfLIP durch Unterbindung der
Caspasen-Aktivierung eindeutig belegt (Kataokalet1898). FLIP stellt somit einen

wirksamen Inhibitor der Todesrezeptor-vermittelégroptose dar.

1.2.2.3Regulation der Caspase-Aktivitat durch IAPs

Neben Bcl2 und cFLIP stellen Mitglieder der IAPnpibitor of Apoptosis Protein®)-

Familie eine weitere wichtige Klasse von ApoptogieHbitoren dar. Alle Mitglieder der

IAP-Familie sind durch eine Zink-bindende, BIR (M#dovirus IAP Repeat”) genannte
Domane charakterisiert, die fur die anti-apoptdiescFunktion entscheidend ist
(Salvesen & Duckett, 2002). Ein weiteres Struktukmeal stellt die RING-Doméne
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dar, welche durch Ubertragung von Ubiquitin die tpasomale Degradation von
Zielmolekulen einleiten kann (Joazeiro & Weissm2000). Im Gegensatz zu FLIP ist
der inhibitorische Effekt nicht nur auf Initiatora€pasen beschrankt. So bt das am
besten untersuchte Mitglied der IAP-Familie, XIAd&ine anti-apoptotische Funktion
durch direkte Interaktion mit der aktivierten Casp® und den Effektor-Caspasen 3
und 7 aus (Roy et al., 1997). Des Weiteren kanbemeder Caspase-inhibierenden
Wirkung, die proteasomale Degradation des pro-agpigpghen SMAC/DIABLO durch
Ubiquitinierung tber die RING-Domane eingeleitetrden (MacFarlane et al., 2002).

1.3TRAIL

Apo2-Ligand oder TRAIL (“Tumor Necrosis Factor-Reld Apoptosis Inducing
Ligand”) wurde urspringlich aufgrund seiner Sequddomologie mit FasL identifiziert
und ist wie dieser ein typisches Mitglied der TN&atktlie (Wiley et al., 1995; Pitti et
al., 1996). Wahrend TRAIL mRNA in vielen Gewebenn&btutiv exprimiert wird,
scheint die Expression von funktionellem TRAIL &dllen des Immunsystems wie T-
Zellen, naturliche Killerzellen, Monozyten, dendhe Zellen und neutrophile
Granulozyten beschrankt zu sein (Kayagaki et 8091 Griffith et al., 1999a; Fanger et
al., 1999; Koga et al.,, 2004). Verstarkte Aufmerkkeit erlangte TRAIL durch
Untersuchungen, in denen gezeigt werden konntes dalsombinant hergestelltes,
l6sliches TRAIL selektiv Tumorzellen, nicht aber made Zellen tétet (Ashkenazi et
al., 1999; Walczak et al., 1999). Wahrend der themtische Nutzen anderer Mitglieder
der TNF-Familie wie FasL und TNF durch deren systehe Toxizitat limitiert ist,
weckte TRAIL aufgrund seiner geringeren Toxizit&ggnuber normalen Zellen und
einem hoheren Grad an Spezifitdt fur neoplastiscbben die Hoffnung auf eine
maogliche klinische Anwendung.

TRAIL wird als Typ 2 Transmembranprotein synthetisi wobei die extrazellulare
Doméne, analog zur Prozessierung von TNF durch TA&bi§espalten werden kann.
Somit besteht die Moéglichkeit, dass TRAIL in vivaca in lslicher Form vorliegt
(Wajant et al., 2001; Liabakk et al., 2002). Wie dieisten anderen Liganden der TNF-
Familie bildet TRAIL Homotrimere, die zur Rezeptktigierung jeweils drei Rezeptor-
Molekule zwischen ihren drei Untereinheiten binddgmowitz et al., 1999). Auch hier

ist nach neueren Daten analog zu Fas die Bildudgfgsmierter TRAIL-Rezeptor-
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Komplexe Uber die PLAD wahrscheinlich, die durcketaktion mit trimerem TRAIL
reorganisiert werden und die Bildung des DISC edinbgn (s. 1.3.3). Fiur optimale
Stabilitat und biologische Aktivitdt der TRAIL-Honrohere ist ein Zink-lon nétig, das
von Cysteinresten (Cys 230) des trimeren TRAIL gelemnwird (Bodmer et al., 2000).
So kann die verstarkte Toxizitat bestimmter TRAI&Farationen gegeniber normalen
Hepatozyten eventuell auf das Fehlen vofi Zmd der damit verbundenen schlechteren
Loslichkeit und Aggregation von TRAIL zu oligomer@RAIL-Formen zurlckgefihrt
werden (Lawrence et al., 2001). Auch Antikérpernetzte TRAIL-Formen zeigen
gleichfalls eine starkere Toxizitdt gegenuber enignormalen Zellen als der trimere,
Zn**-enthaltende Ligand (Almasan & Ashkenazi, 2003).

1.3.1TRAIL-Todesrezeptoren

TRAIL bindet an vier verschiedene, nahe verwandéeniranstandige Rezeptoren und
an einen loslichen Rezeptor, die allesamt der TEeRtorfamilie zugeordnet werden
konnen. TRAIL-Rezeptor 1 (TRAILR1, DR4) (Pan et 4997a) und TRAIL-Rezeptor
2 (TRAILR2, DR5) (MacFarlane et al., 1997) besitzsgide eine zytoplasmatische
Todesdomane, die das charakteristische Struktwnatier Todesrezeptoren darstellt.

Ihre Hauptfunktion besteht in der Vermittlung TRAhduzierter Apoptose.

AanLﬂ'FiAIL

DR4<{L> DR Dcm%q OPG

¥
Apoplosis

Abb. 2: TRAIL und die TRAIL-Rezeptoren (aus Almasan & Ashkenazi, 2003)

TRAILR1 (DR4) und TRAILR2 (DR5) besitzen eine zytapmatische Todesdomgnéber die
Apoptose induziert werden kanmMRAILR3 (DcR1) besitzt keine zytoplasmatische Damaind
kann wie TRAILR4 (DcR2), der nur eirfanktionsunfahige Todesdoméane enthalt, keine Apsg
induzieren. Osteoproteqgerin (OPG) ist ein l6slicher Rezefir TRAIL.
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1.3.2TRAIL-,Decoy“-Rezeptoren

Neben den beiden Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAIlddet TRAIL an drei
weitere Rezeptoren, die aufgrund ihrer fehlenderer odicht funktionsfahigen
Todesdomane und ihrer in Transfektionsexperimengezeigten antagonistischen
Wirkung gegentber TRAILR1- und TRAILR2-vermittelté&ypoptose, als ,Decoy"-
Rezeptoren bezeichnet werden.

TRAIL-Rezeptor 3 (TRAILR3, DcR1) besitzt keine zgtasmatische Domane und ist
durch einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker nuker Zellmembran verbunden
(MacFarlane et al., 1997). TRAILR3 wird in nur wgen Geweben exprimiert und
kommt hauptséchlich auf peripheren Lymphozyten(Mwngkolsapaya et al., 1998). In
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Ubessipn von TRAILR3 Zellen vor
TRAIL-induzierter Apoptose Uber TRAILR1 und TRAILR&chltzt, wogegen die
Entfernung von TRAILR3 von der Zelloberflache zurstéarkter TRAIL-induzierter
Toxizitat fuhrte (Sheridan et al. 1997; Pan efLl8R7b).

TRAIL-Rezeptor 4 (TRAILR4, DcR2) (Marsters et d@997) wird in vielen Geweben
exprimiert und besitzt eine nur unvollstandige pjasmatische Todesdoméane, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass auch TRAILR#e kapoptotische
Signaltransduktion induzieren kann und ebenfallse ejDecoy“-Funktion erfullt.
Aufgrund der Grol3e der zytoplasmatischen Domé&neTRAILR4 ist allerdings nicht
ausgeschlossen, dass seine Funktion als ,Decoyéfez nicht nur auf der
inkompletten Todesdoméne beruht, sondern auch aethlBhismen, wie z. B.
TRAILRA4- vermittelter NkB-Aktivierung (Degli-Esposti et al, 1997).

Die physiologische Funktion, sowie der Wirkmechamnis Uber den apoptotische
Signaltransduktion durch TRAILR3 und TRAILR4 inhaéli wird, sind noch nicht
verstanden. Die klassische ,Decoy“-Theorie gehtodasus, dass TRAIL kompetitiv
durch TRAILR3 und TRAILR4 depletiert wird und somkeine ausreichende
Stimulation von TRAILR1 und TRAILR2 gegeben ist, ulypoptose zu induzieren.
Zweitens gibt es wie schon erwahnt Hinweise, ddssBNTRAILR4-vermittelt aktiviert
werden kann und so durch die Induktion anti-apogtber Gene (s. 1.3.4.2)
TRAILR1/2-vermittelte Apoptose inhibiert wird. Didktivierung von NKB durch
TRAILR4 konnte allerdings nicht bestatigt werden. ei@rhin  kdonnte die

wahrscheinliche Existenz einer PLAD in den ,Decoyfid TRAIL-Todesrezeptoren,
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die Bildung gemischter Liganden-unabhangiger Prgrégate zwischen Todes- und
.Decoy“-Rezeptoren vermitteln, die dann z. B. zudBng eines unvollstandigen DISC
fuhrt, der nicht ausreichend fur die Apoptoseinduktist. (Kimberley & Screaton,
2004).

Wahrend TRAILR1 bis TRAILR4 sehr &hnliche extraakite Domanen besitzen, ist
der fuinfte TRAIL-Rezeptor, Osteoprotegerin (OPQ); antfernt mit diesen verwandt.
OPG ist ein loslicher Rezeptor der TNFR-Familie, wndde zunachst als Rezeptor flr
RANK-L (,Receptor Activator of NkB Ligand“) und Inhibitor der RANK-L-
vermittelten Differenzierung von Osteoklasten umbkhenresorption entdeckt, bis die
Bindung an TRAIL gezeigt werden konnte (Emery et BH998). Es zeigte sich
allerdings, dass die Affinitat von OPG fir TRAILikhysiologischer Kérpertemperatur
schwach ist (Truneh et al., 2000). In einigen Mzystemen konnte nachgewiesen
werden, dass OPG TRAIL-induzierte Apoptose behinf¢olen et al., 2002; Shipman
& Croucher, 2003).

1.3.3TRAIL-induzierte Apoptose

Die Mechanismen der Apoptoseinduktion durch TRAHtsprechen denen der FasL-
induzierten Apoptose. Wie oben beschrieben konotd dir TRAILR1 die Bildung
nicht-signalisierender, pra-formierter Rezeptorkcempl gezeigt werden, welche durch
Interaktion der Rezeptor-Monomere Uber eine PLADmigelt wird (Chan et al.,
2000). Aufgrund der Strukturéahnlichkeit mit TRAILR4t die Existenz der PLAD und
die Bildung préa-formierter inaktiver Rezeptorkomy@eauch fir TRAILR2, TRAILR3
und TRAILR4 wahrscheinlich (Wajant, 2004). Analog Eas bewirkt eine Interaktion
von TRAIL mit den pra-formierten TRAILR1- und TRARZ2-Rezeptorkomplexen
daraufhin deren strukturelle Reorganisation undaued so die Induktion des
intrazellularen apoptotischen Signalwegs.

In Zellen, die fir TRAIL-induzierte Apoptose sengdibmd, flhrt dies zur Rekrutierung
zytoplasmatischer Proteine an TRAILR1 und TRAILR&ge den DISC bilden.
Eingeleitet wird die DISC-Bildung analog zu Fas adurdie Rekrutierung mehrerer
FADD-Proteine uber homophile DD-DD-Interaktion (Elkel et al., 2000).
Rezeptorgebundenes FADD fiuhrt dann, durch homopDbileD-DED Interaktion

vermittelt, zur Anlagerung von Pro-Caspase-8 urelo®ro-Caspase-10 an die

11
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Rezeptor-gebundenen FADD Proteine. Dort erfolgt diBISC-induzierte
autoproteolytische Aktivierung der Pro-Formen zuivediter Caspase-8/10 durch
.induced proximity* (Schneider & Tschopp, 2000; BHen & Dixit, 1999). Das
Auslésen von Apoptose durch TRAIL kann unabhandigrifrRAILR1 oder TRAILR2
vermittelt werden. In Zellen, die gleichzeitig TRAR1 und TRAILR2 exprimieren,

kann es zur Bildung von Rezeptor-Heterokomplexenrken (Kischkel et al., 2000).

TRAIL
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Abb. 3: TRAIL-induzierte Apoptose (aus Yagita et al., 2004)

Ebenfalls analog zur Fas-vermittelten Apoptose gtfotlie Weiterleitung des
apoptotischen Signals je nach Zelltyp auf unteestiidthe Art und Weise (s. 1.2.2.1).
Demnach ist die TRAILR1/2-vermittelte Caspase-8 iviktung in Typ | Zellen
ausreichend fur die direkte Aktivierung der Effak@aspase-3 (Schneider & Tschopp,
2000). Typ Il Zellen, die nur Uber eine limitierTdRAILR1/2-vermittelte Caspase-8-
Aktivierung verfigen, sind auf eine Verstarkung desrinsischen apoptotischen
Signals angewiesen. Diese wird durch die Caspassf8ittelte Spaltung des Bcl2-
Proteins Bid zu tBid (,truncated Bid“) initiiert (Let al., 1998). tBid bewirkt die
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Oligomerisierung von Bax und Bak in der aul3erenobhbndrienmembran und

vermittelt die Freisetzung von Cytochrom c (Korseregt al., 2000), was letztendlich
zur Bildung des Apoptosoms und Aktivierung von Gesp3 fuhrt. Die Verstarkung

des TRAIL-induzierten apoptotischen Signals erfalgihn durch Prozessierung und
Aktivierung von Caspase-8 und Caspase-9 durch Gaspam Sinne eines positiven
Ruckkopplungsmechanismus (Tang et al., 2000). ierékpression von Bcl2, das die
Bax/Bak-vermittelte Apoptose inhibiert, kann zur &hstheidung von Typ 1 und Typ Il

Zellen genutzt werden, da eine Resistenz gegenUmetesrezeptor-vermittelter

Apoptose nur in Typ Il Zellen, nicht aber in TypZellen durch dieses Verfahren
bewirkt werden kann (Scaffidi et al., 1998).

1.3.4TRAIL und NF kB

1.3.4.1INFxB

Die phylogenetisch konservierten homo- und heteneden Transkriptionsfaktoren der
NF«xB Familie werden durch extrazellulare Stimuli und/sikalischen Stress aktiviert
und regulieren viele mit Inflammation, Differenzieg und Apoptose-Steuerung
assoziierte Gene. Die Homo- und Heterodimere deiBNFFamilie setzen sich aus cRel,
RelA-, RelB-, NkB1 (p50)- und NkB2 (p52)-Proteinen zusammen. Gemeinsames
Strukturmerkmal der Mitglieder der MB-Familie ist die als ,Rel Homology Domain*
(RHD) bezeichnete Domane. Neben Ihrer Funktion BISIA-Bindungs- und
Dimerisierungs-Domane besitzt sie eine Kern-Lokalisigs-Sequenz und vermittelt
die Assoziation mit einer Gruppe inhibitorischad3 Igenannter Proteine (Ghosh et al.,
1998). Die humanenxkB-Proteine umfasserxBa, 1kBf, IkBy, IkBe, Bcl3 sowie die
NFxB1/2 Vorlauferproteine p100 und p10%BFProteine Uben ihre NdB-inhibierende
Funktion durch die Maskierung der Kern-LokalisiggarSequenz aus, wodurch sie
diese Transkriptionsfaktoren aus dem Kern heralisrhand so die NiB-Proteine an
der Transkriptionsinitiation hindern (Rothwarf & #@, 1999). Zur Aktivierung der
NFkB-Proteine missen die inhibierendeB$ abgebaut werden. Dies wird durch einen
Phosphorylierungsschritt eingeleitet, der von einkhaltiproteinkomplex vermittelt
wird, welcher aus den Kinasen IKkKund IKKB (Mercurio et al., 1997), einer
regulatorischen Untereinheit NEMO/IKKYamaoka et al., 1998) und den Chaperonen
Hsp90 und Cdc37 (Chen et al., 2002) besteht. Dasptorylierung durch dieserB-
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Kinase-Komplex (IKK) induziert die Ubiquitinierungnd schlief3lich die Degradation
der kBs durch das Proteasom (Scherer et al., 1995). NaclDegradation deiB-
Proteine konnen die NiB-Proteine in den Nukleus translozieren und dortcllu

Bindung an spezifischacB-sites” die Transkription ihrer Zielgene, z. B8ILeinleiten.

1.3.4.2Regulation der TRAIL-induzierten Apoptose durch NF«B

Fur viele durch NkB aktivierte Zielgene und durch diese kodierte &ra konnte eine
anti-apoptotische Funktion nachgewiesen werden.uDgehtren unter anderem die
oben beschriebenen Proteine der Bcl2-Familie (Le,e1999) und FLIP (Kreuz et al.,
2001). Auf der anderen Seite werden wichtige Kongmben des NiB-
Signaltransduktionsweges, wie z. BxBb (Barkett et al., 1997) durch aktivierte
Caspasen gespalten, so dass der pro-apoptotisdreeuiNB-aktivierende Signalweg
einer wechselseitigen Inhibition unterliegen. Vomntzaler Bedeutung fur die
Regulation der Todesrezeptor-vermittelten Apopisséierbei die Induktion von FLIP
durch NKB, da beide Spliceformen, sowohl FLIBIs auch FLIB, in den DISC von
TRAILR1, TRAILR2 und Fas rekrutiert werden und dMktivierung von Caspase-8
inhibieren (Krueger et al., 2001). Wahrend auf aeeisten Zellen mindestens ein
TRAIL-Todesrezeptor gefunden werden kann, werdee ¢Decoy“-Rezeptoren
TRAILR3 und TRAILR4 nur selten konstitutiv exprinie Unter bestimmten
Bedingungen kann deren Expression aber induziedewme So konnte ein Einfluss von
NFxB auf die Expression der TRAIL-Rezeptoren TRAILRRayi et al., 2001) und
TRAILR3 (Bernard et al., 2001) gezeigt werden. \&iiin konnte auch ein Einfluss
von NFB auf die TRAIL-Expression nachgewiesen werdend®iend et al., 2001).

1.3.4.3TRAIL-induzierte NF kB-Aktivierung

Neben der dominanten pro-apoptotischen Signalttdgoh konnte mittlerweile auch
eine TRAIL-induzierte NEkB-Aktivierung nachgewiesen werden (Chaudhary et al.
1997; Schneider et al., 1997). Fiur den Prototypen Tbdesrezeptoren, Fas, konnte
gezeigt werden, dass die Fas-vermittelte Aktivieruoig NF<B durch FADD, Caspase-
8 und RIP vermittelt und durch FLIP inhibiert wifldreuz et al., 2004). Wahrend eine
zentrale Rolle von FADD fir die TRAIL-induzierte Aptose nachgewiesen werden
konnte (Kuang et al., 2000), ist Uber die Rolle vieADD in der TRAILR1- und
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TRAILR2-vermittelten NkB-Aktivierung weniger bekannt. Es konnte gezeigtdea,
dass Uberexpression von FADD zu einerxBFAktivierung filhrt und die TRAIL-
induzierte NikB-Aktivierung in FADD-defizienten Zellen reduziedt (Wajant et al.,
2000). Weiterhin konnte die FADD-vermittelte Rekeoting von RIP (,Receptor
Interacting Protein®) in den TRAILR1-Signalkompleachgewiesen werden (Lin et al.,
2000). Nachdem urspriinglich gezeigt werden kontiss RIP als Teil des TNFR1-
Signalkomplexes die Kinasen des IKK-Komplexes a&tiv(Devin et al., 2000), wurde
durch Versuche mit RIP-defizienten Zellen auch enéscheidende Funktion fir die
TRAIL-Signaltransduktion deutlich (Lin et al., 200(RIP gehort aul3erdem zu den
Caspase-8 Substraten (Lin et al., 1999), so daskugg von RIP durch TRAILR1/2-
aktivierte Caspase-8 zu einer Inhibition derxBFSignaltransduktion fihren kdnnte.
Ubereinstimmend damit fiihrt die Inhibition der Apogg durch Caspase-Inhibitoren zu
einer verstarkten TRAIL-induzierten MB-Aktivierung (Wajant et al., 2000). Einen
maoglichen Mechanismus fur die TRAIL-induzierte dB=Aktivierung stellt somit die
FADD-vermittelte Rekrutierung von RIP in den TRAILR Signalkomplex dar.
Daneben gibt es Hinweise auf einen weiteren Casqals&ngigen
Signaltransduktionsweg (Secchiero et al.,, 2003)s Alomponenten des NKB-
induzierenden Signalkomplexes kommen FADD, Caspased FLIP in Frage, da
diese alle an der Regulation der Caspasenaktidtath die TRAIL-Rezeptoren
beteiligt sind und nach Uberexpression einexBHAktivierung bewirken (Hu et al.,
2000). Insbesondere die Rolle von FLIP wirft hieadgen auf. Auf der einen Seite
fuhrte die Uberexpression von FIIRu einer verstarkten basalen dFAktivierung.
Auf der anderen Seite konnte neben der Apoptoseiarenden Wirkung auch eine
inhibierende Funktion von FLIP fir Todesrezeptomvigtelte NFRB-Aktivierung
gezeigt werden (Wajant et al., 2000). Die widershliche Bedeutung von FLIP fur die
Todesrezeptor-vermittelte IXkB-Aktivierung bedarf daher weiterer Untersuchung.

1.3.5TRAIL und IFN ¥y

Interferone sind Mitglieder einer Zytokinfamilie edeine zentrale Rolle bei der Abwehr
viraler Infektionen spielen und immunmodulatoris¢f@mpetenz besitzen. AuRerdem
kbnnen sie Apoptose induzieren und besitzen amfiegene und anti-proliferative

Eigenschaften. Man unterscheidet Typ | InterferdR&la, B, o, ), die in den meisten
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Zellen durch Viren und doppelstrangige RNA induizigerden, und Typ Il Interferon
(IFNy) (Stark et al., 1998). IFNwird wie TRAIL von aktivierten T-Zellen und
natirlichen Killerzellen exprimiert (Chawla-Sarletral., 2003) und besitzt neben seiner
antiviralen Aktivitat zusatzlich pro-apoptotischeduimmunsupprimierende Funktion
(Murphy et al., 1988). IFallein kann in einigen Zellen ausreichend fur lciduktion
von Apoptose sein oder Zellen flir Todesrezeptomitiglte Apoptose sensibilisieren,
ohne selbst apoptotische Wirkung zu entfalten (Ca&garkar et al., 2003). So konnte
die apoptotische Wirkung von TRAIL auf Ewing-Sarkamllen durch IFN gesteigert
werden (Merchant et al., 2004). Es konnte aul3ergereigt werden, dass sowohl die
Expression von TRAIL als auch die Expression derAllRRezeptoren durch
Interferone moduliert werden kann. So induzierem Tyund Typ Il Interferone die
TRAIL-Expression auf natirlichen Killerzellen, Manygen, dendritischen Zellen und
neutrophilen Granulozyten und modulieren deren teyische Wirkung auf TRAIL-
sensitive Tumorzellen in vitro (Yagita et al., 200@p das Zusammenspiel von TRAIL
und IFNy neben der synergistischen Wirkung auf die apagtbé Signaltransduktion
auch Einfluss auf die nicht-apoptotische Signalakion und insbesondere die

Aktivierung von NKkB hat, ist bisher noch nicht klar geworden.

1.4 Zielsetzung

TRAIL wurde bislang hauptsachlich hinsichtlich ssindominanten apoptotischen
Wirkung erforscht. Die TRAIL-induzierten nicht-agogischen Signalwege stellen
dagegen ein weniger erforschtes Gebiet dar. Irvodiegenden Arbeit sollte daher die
TRAIL-induzierte nicht-apoptotische Signaltransdaikt nédher untersucht werden.
Dabei konzentrieren sich die Untersuchungen aufTdRAIL-induzierte Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NB und deren Modulation durch FLIP und HN
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2 Material

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien, Materialen

ABTS
Acrylamidldsung (30 %)
aTRAILR1-Serum
aTRAILR2-Serum
APS
Bio-Rad-L6sung
Cycloheximid
DMSO

ECL

FasL-Flag

FCS

Isopropanol

Methanol

Nonidet-P40
Phosphatase-Inhibotor-Cocktail I/11
Protein A
Protease-Inhibitor-Cocktalil
PVDF-Membran

RPMI

SiRNAs

TEMED
TNF

Trypsin/EDTA-L6sung

zVAD-fmk
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Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe
AG Wajant
AG Wajant
Sigma, Deisenhofen
Bio-Rad, Mlinchen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
AG Wajant
PAA Lab. GmbH,
Linz, Osterreich
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Dalsafen
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Amersham, Braunschweig
Seromed, Berlin
Ribopharma AG,
Kulmbach
Sigma, Deisenhofen
Knoll AG, Ludwigshafen
PAA. Lab. GmbH,
Linz, Osterreich
Bachem, Heidelberg
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2.2 Puffer und Lésungen
Blot-Puffer

Coating-Puffer
Kristallviolettiésung

Lauf-Puffer (SDS-PAGE)

Lyse-Puffer

Hypotoner Puffer (Kernextrakte)

PBA
PBS (10 x)

PBS-F
PBS-T
Probenpuffer (SDS-PAGE, 5-fach)

Puffer A

Sammelgelpuffer (SDS-Page)
Trenngelpuffer
Trypsin-PBS
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25 mM Tris, 192 mM Glycin,
20 % Methanol, pH 8,3
100 mM Carbonat, pH 9,5
0,5 % Kristalllviolett, 20 %
Methanol
0,05 M Tris, 0,38 M Glycin,
0,004 M SDS, pH 8,3
20 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 %
Nonidet P40, pH 7,4
20 mM Hepes, 5 mEAN10 pM
NaMoOy, 0,1 mM EDTA, pH 7,5
1 x PBS, 0,025 % BSA
80 mM N#dPQy,, 20 mM NaHPQ,,
0,7 % NaCl, pH 7,2
1 x PBS + 10 % FCS (v/v)
1 x PBS, 0,05 % (v/v) Tween-20
0,05 M Tris-HCm™ EDTA, 100
mM DTT, 5 % SDS, 50 % Glycerin,
0,5 % Bromphenolblau, pH 8,0
10 mM KCI, 10mM HEPES, 0,1
mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1mM
DTT, 1mM PMSF, pH 7,9
0,5 M Tris, 0,015 MSSPpH 6,8
1,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 8,8
1 x Trypsin/EDTA-LOsung in
1 x PBS
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2.3 Antikorper

anti-Flag (M2), Maus, monoklonal
anti-human-Vinculin, Maus, monoklonal
anti-lkBa, Kaninchen, polyklonal
anti-Kaninchen-HRP

anti-Maus-HRP

anti-TRAILR1, Maus, monoklonal, FITC
anti-TRAILR2, Maus, monoklonal, FITC
anti-TRAILR3, Maus, monoklonal, PE
anti-TRAILR4, Maus, monoklonal, PE
IgG1, Maus, FITC

IgG1, Maus, PE

2.4 Zelllinien
KB

KB-FLIPs
KB-FLIP,
KB-Bcl2-GFP

19

Sigma, Deiseramof

Sigma, Deisefen

Santa Cruz, Santa CrigAU

Dako, Glostrup, Danemark
Dako, Glostrup, Danemark
Apotech, Epgles, Schweiz
Apotech, Epgles, Schweiz

R&D SystemsnMieapolis, USA
R&D SystemsnMieapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

Keratinocyten, Dr. Michael Kracht,
Medizinische Hochschule Hannover
AG Wajant

AG Wajant

AG Wajant
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3 Methoden

3.1 Kultivierung und Konservierung der KB-Zellen

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendetepllinien erfolgte in RPMI 1640
Medium mit hitze-inaktiviertem FCS (Endkonzentratia %). Die Inkubation der
Zellen erfolgte in Brutschranken bei 37 °C und kanger CQ-Begasung (5 %,
Luftfeuchtigkeit 96 %). Um die adharent wachsenl@&aZellen zu verdinnen, wurden
diese mit einem geeigneten Volumen Trypsin-PBS etetsund im Brutschrank
inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Kultaschen abldsten. Danach wurde die
Suspension in einen 15 mL Falcon gegeben und fiir Kinuten bei 1500 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und siédimentierten Zellen in einem
geeigneten Volumen frischer Nahrldsung resuspendi@r dann in der gewinschten
Verdunnung in die Kulturflaschen ausgeséat zu werden

Zur Langzeitlagerung der Zellen mittels Kryokonsemng wurden die Zellen wie
beschrieben geerntet, in hitzeinaktiviertem FCS BMSO (Endkonzentration 10 %)
resuspendiert und in 1,5 mL Polypropylenréhrcherrfithrt. Um ein schonendes
Einfrieren der Zellen zu ermdglichen, wurde die ékgnservierung zunachst fur 24 h
in einem mit Isopropanol gefillten Behalter bei <8@begonnen, bevor die Zellen dann

endgultig bei -80 °C gelagert wurden.

3.2 Ermittlung von Zellzahlen

Zur Ermittlung der Anzahl von Zellen wurden diesesiner Neubauer-Kammer gezahlt.
Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit eindiryptanblau-Lésung
(Stammlésung 1:5 in PBS) 1:1 verdiunnt. Das Tryptnbwird von toten Zellen
aufgenommen und ermdglicht somit eine Unterschegdewon lebenden Zellen. 20 pL
der Zellverdinnung wurden anschlieRend unter daskddéschen einer Neubauer-
Zahlkammer pipettiert und die lebenden Zellen iQ@adranten gezahlt. Die Zellzahl
wurde gemal der Formel Mittelwert gezahlter Ze@rddrant x Verdinnungsfaktor x
10" = Zellzahl/mL berechnet.
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3.3 Zytotoxizitatsanalyse und IL8-ELISA

3.3.1Zellaussaat und Stimulation

Die Bestimmung der zytotoxischen Wirkung vefRAILR1-Serum, aTRAILR2-
Serum, FasL und TNF auf die adharent wachsendenZ&Bn wurde mittels
Quantifizierung der Lebendzellzahl durch Kristadhettfarbung bestimmt. Die IL8-
Produktion wurde mit Hilfe eines IL8-ELISAs quaitiert.

Es wurden zunachst 2 x KB-Zellen je well in 96-well-Flachboden-Mikrotitergtten
ausgesat und kultiviert. 24 h spater konnten dieedemit dem gewlnschten Reagenz
(200 pL/well) in konstanten Konzentrationen odemqusmntiellen Verdinnungen
stimuliert werden. Zuvor wurde jedoch das Nahrmediaosgetauscht, um den
storenden Einfluss von konstitutiv exprimiertem 1a8f die IL8-Detektion im ELISA
zu vermeiden. Die stimulierten Zellen wurden damrBrutschrank inkubiert. Nach 6 h
wurden 100 pL des Uberstandes aus jedem well emsonund zur Analyse mittels
IL8-ELISA bei -80 °C eingefroren. Die Platten wundéir die Zytotoxizitatanalyse

dann weitere 10-14 h inkubiert.

3.3.2Zytotoxizitatsanalyse

Nach Ablauf der Inkubationszeit und Verwerfen déetstandes wurden die Zellen fiir
15 Minuten mit einer Kristallviolettlosung (100 éll) bei Raumtemperatur

beschichtet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wudie Uberschissige Losung durch
mehrmaliges Waschen in ,8 entfernt. Die Mikrotiterplatten wurden nun
ausgeschlagen, getrocknet und das gebundene Kidttt durch Zugabe von

Methanol (100-150 pL/well) gelést. Danach wurdes Mikrotiterplatten fur ca. 1 h auf

einen Schiittler gestellt und anschliel3end die Adigor bei einer Wellenlange von 590

nm mittels ELISA-Reader (Anthos Lucy 2) gemessen.

3.3.3IL8-Bestimmung mittels IL8-ELISA

Alle fur die IL8-Bestimmung verwendeten Antikérpsowie Streptavidin-HRP und
rekombinantes IL8 stammen aus dem OptFIAL8-ELISA-Kit der Firma Pharmingen
(San Diego, USA). Fur die IL8 Detektion in den Kalturiberstanden aus 3.3.1 wurde
zunachst die bendtigte Anzahl einer 96-well-FlacddreMikrotiterplatte mit 50
puL/well einer IL8-Antikoérperlésung (anti-IL8 1:25 Coating Puffer) versehen und
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Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am darauf folgendéay wurde die Antikorperldsung
entfernt und die Platten drei Mal mit 200 uL/weB$ T gewaschen. Daraufhin wurden
200 plL/well PBS-F auf die Platten gegeben und diese Raumtemperatur 1 h
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wardiége Platten nun mit den zu
analysierenden Zellkulturiiberstanden aus 3.3.1lIbefid flr 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Platten wurden nach Entfernen derllkd#uriiberstande erneut
gewaschen (funf Mal in PBS-T) und mit 50 pL/welhei Losung aus biotinyliertem
IL8-Antikérper und Streptavidin-HRP (jeweils 1:2%0 PBS-F) versehen. Nach 1 h
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Plattebesnn Mal mit PBS-T gewaschen
und danach mit 100 pL/well ABTS-Losung (1 mg/mL ABTin ABTS-Puffer)
versehen. Nach funf bis zehn Minuten Inkubatioriszei Raumtemperatur konnte die
Absorption im ELISA-Reader bei einer Wellenlange vi5 nm gemessen werden. Zur
Quantifizierung der IL8-Konzentration, wurde audige Platte eine Konzentrationsreihe
mit definierten Konzentrationen von rekombinanté® &ls Referenz angelegt.

3.4 Nachweis von Zelloberflachenrezeptoren mittels Dutaflusszytometrie
Fluoreszierende Zellen kdnnen mit der Durchflussngtrie untersucht werden. Die
Fluoreszenz kann hierbei entweder von einer vodnechgefuhrten Farbung herriihren
oder durch die Expression eines Fluoreszenzprotdass durch Transfektion/Infektion
eingefuhrt wurde, verursacht sein. Die Farbungenn&insowohl intrazellulare, als
auch extrazellulare Strukturen betreffen. Im leemeFall kann die Expression von
Zelloberflachen-Molekulen durch die Verwendung siezher, Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierter  Antikorper auf Einzelzell-Niveau urgecht werden. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch einen LasellsimalFluorescence Activated Cell
Scan® (FACScan) angeregt und emittieren anschlieBeintit charakteristischer
Wellenlange, welches detektiert wird. Zusatzlichdem Fluoreszenzen gibt das an den
Zellen gestreute Laserlicht Aufschluss Uber dieaPater GrolRe (,forward scatter”)
und Granularitat (,side scatter”) der Zellen.

Zur Untersuchung der TRAIL-Rezeptorexpression warjgeProbe ca. f0KB-Zellen
geerntet, bei 2000 U/min funf Minuten zentrifugiarhd darauf in 200 puL PBS
resuspendiert. Zur Antikdrpermarkierung wurde daefistispension in ein well einer 96-

well-Spitzbodenplatte gegeben und nach Hersteligtaen mit dem jeweiligen TRAIL-
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Rezeptor-Antikorper oder der 1gG1l Isotyp Kontrolgefarbt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Zellen wiederum mit 200PBS gewaschen, anschlie3end
in 400 pL PBS resuspendiert und am FACSCallbyBD, San Jose, USA) analysiert.
Ausgewertet wurden die FACS-Daten mit der Cell Qu8sftware fir Apple-

Macintosh.

3.5 Transienter Transfer von siRNA

Die Transfektion von siRNA in KB-Zellen wurde durdas Elektroporationsverfahren
erreicht. Dafiir wurden 6 x f@ellen in 1 mL N&hrmedium resuspendiert und mit de
gewinschten siRNA versetzt. Die Endkonzentrationdewauf 300 nM eingestellt. Fur

die folgende Elektroporation, die mit 250 V/180@ffolgte, wurden 800 uL in eine 4

mm Elektroporationskivette (PeqLab, Erlangen) lithetf Die elektroporierten Zellen

wurden dann in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesatd uam nachsten Tag fur die

geplanten Versuche verwendet.

3.6 Westernblotanalysen

3.6.1Herstellung der Zelllysate

Die KB-Zellen wurden in Petrischalen (& 6 cm) assgaund konnten nach Erreichen
subkonfluenter Zelldichten mit den gewtnschten Reagn stimuliert und nach
Ablauf der Inkubationszeit geerntet werden. Nachr dgnte wurden die zu
analysierenden, sedimentierten KB-Zellen in PuKet 0,6 % Nonidet-P40 (120 uL
Puffer fir 16 KB-Zellen) resuspendiert. Der genannte Lysepufferde vorher mit
einer Losung verschiedener Proteaseinhibitoren (&m Mini, Roche) versetzt.
Danach wurden die Zellsuspensionen fur 20 MinutérEss inkubiert und daraufhin 10
Minuten zentrifugiert (13000 U/min, 4 °C), um laie und unlésliche Bestandteile der
Ansatze zu trennen. Die Uberstande wurden in fesRbeaktionsgefaRe tiberfiihrt und
bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert.

3.6.2Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtemaer Bradford-Methode. Zu
diesem Zweck wurde jeweils 1 pL der zu analysiegeridberstande in 1 mL Bradford-
Lésung (1:5 in HO verdiunnt) gegeben und 10 Minuten bei Raumtemyeriat
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PlastikkUvetten inkubiert. Im Anschluss wurde didsArption bei 595 nm im
Photometer gemessen. Die zur Analyse verwendetdnm¥ioa der Anséatze wurden
dann anhand der gemessen Absorption so gewah#t,diaszu vergleichenden Proben

die gleiche Proteinmenge enthielten.

3.6.3SDS-PAGE

Das Auftrennen der Proteine nach ihrem Molekulaigetv erfolgte in SDS-
Polyacrylamid-Gelen, die aus einer Sammelgel- unéreTrenngelphase bestanden.
Zur Herstellung eines Trenngels wurden 2,75 mL figefpuffer, 3,9 mL KO, 187 pL
APS-L6sung (10 % in D) und verschiedene Konzentrationen von Acrylamid %o,
12 %, 13,5 %) verwendet. Die Polymerisierungsreaktivurde durch Zugabe von
TEMED initiert. Die Lésung wurde nun in den Spaltwischen zwei
zusammengeklemmten Glasplatten gegeben und arismhiie mit Isopropanol
Uberschichtet, um eine glatte Oberflache zu enhalddach Auspolymerisierung des
Trenngels, wurde das Isopropanol entfernt und danr8elgellésung (1,4 mL
Acrylamidlésung, 1,75 mL Sammelgelpuffer, 3,8 mgCH 84 pL der APS-Losung und
7 puL TEMED) auf das Trenngel gegeben. Vor der Algperisierung wurde das
Sammelgel mit einem Kamm versehen. Die Proteindysalvurden zur
gelelektrophoretischen Auftrennung mit funffach kemtziertem Probenpuffer versehen
und fir 5 Minuten auf 90 °C erhitzt, bevor sie ndehtfernen des Kamms in die
Taschen des Sammelgels pipettiert werden konntenEl@ktrophorese erfolgte fiir 90
Minuten bei 90-120 Volt in vertikalen Elektrophoegammern.

3.6.4Westernblot

Der Transfer der Proteine vom Polyacrylamidgel aufe PVDF-Membran erfolgte
mittels Elektroblotverfahren in horizontalen Blotkanern (Peglab, Erlangen). Zu
diesem Zweck wurden 4 Lagen Whatman-Filterpapiewiesoein Stick PVDF-

Membran, welches kurz mit Methanol geblockt wuraleder GrofRe des Trenngels
zugeschnitten und in Blot-Puffer getrankt. Das Sahgel wurde vom Trenngel
abgetrennt und verworfen. Fur den Aufbau der Edddtatvorrichtung (vom Plus- zum
Minuspol) wurden nun 2 Lagen Whatman-Filterpapidie PVDF-Membran, das
Trenngel und erneut 2 Lagen Whatman-Filterpapier gliciist luftblasenfrei
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Ubereinander gelegt. Nach AnschlielRen der Blotaparan eine Spannungsquelle
wurden die negativ geladenen Proteine bei einesn®tidrke von 1,5 mA pro ém
Membranflache in Richtung Pluspol auf die PVDF-Mearblibertragen. Die Blotdauer
betrug je nach Grol3e der Proteine 80-100 Minuten.

3.6.5Immunodetektion

Nach der Ubertragung der Proteine auf die PVDF-Mamb wurde diese zur
Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen filh auf einem Schttler in einer 3
%igen Milchlésung (3 % Milchpulver in PBS-T) bei &atemperatur inkubiert.
Daraufhin wurde die Membran gewaschen (drei maf fdmuten in PBS-T) und
anschlielend mit dem gewlnschten Priméar-Antikofpati-ikBa oder anti-Vinculin)
Uber Nacht bei 4 °C oder fuir 2 h bei Raumtemperanter stdndigem Schitteln
inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde der PriamfikGrper entfernt und die
Membran nach dem Waschen (drei Mal funf MinutePBS-T) mit einem Peroxidase-
markierten Sekundar-Antikérper (1:10000 in PBS-Ty #5 Minuten auf einem
Schuttler inkubiert. Die PVDF-Membran wurde danrcmalrei Mal 15 Minuten in
PBS-T gewaschen und darauf fir 1 Minute mit Lueie-Losung beschichtet. Nun
konnten Filme bis zum Erhalt der gewtinschten Sigteadsitat belichtet und entwickelt

werden.

3.7 NFkB-ELISA

3.7.1Herstellung der Zellkernextrakte

KB-Zellen wurden in Petrischalen (@ 10 cm) ausgedgéer Nacht kultiviert und am
nachsten Tag mit den fur den Versuch bendtigteng&eaen stimuliert oder ohne
Stimulation weiter inkubiert. Nach Beendigung ddmslation wurden alle Zellen
zunachst mit 10 mL eiskaltem PBS, das mit einem pinadase-Inhibitor-Cocktail (PI,
Sigma, Deisenhofen) versetzt war, gewaschen. Arfgnd wurden die Zellen in 10
mL eiskaltem PBS + Pl mit einem Gummispatel geénme mit 300 x g funf Minuten
bei 4 °C zentrifugiert. Nun wurden die Pellets imlL eiskaltem hypotonem Puffer
resuspendiert und in 1,5 mL Polypropylenréhrchererfiihrt. Nach 15 Minuten
Inkubationszeit auf Eis wurden 50 pL 10 % Nonidet@Pzugegeben und das Gemisch
30 sek mit der Tischzentrifuge zentrifugiert. Dasllé&® wurde daraufhin mit 50 pL

25



Methoden

~complete Lysis Buffer* resuspendiert und 30 Mirutauf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurde das Gemisch 10 Minuten bei 4 °C und 14000zergrifugiert und danach der
Uberstand bei -80 °C aufbewahrt. Die Proteinbestimgn zum Abgleich der

Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit demdByrd-Assay.

3.7.2Detektion

In die mit einem spezifisch NdB bindenden Oligonucleotid (5" -GGGACTTTCC- 3")
versehenen Mikrotiterplatten wurden zunachst 30mell/ ,Complete Binding Buffer*
und 20 pL/well der Proben gegeben. Die Mikrotitatid wurde darauf versiegelt und
bei Raumtemperatur 1 h auf dem Schutter inkubi2an wurde die Mikrotiterplatte
drei Mal mit ,Washing Buffer gewaschen und getroek Als nachstes wurden die
benutzten wells mit 100 pL/well MB-Antikérper (1:1000 in ,Antibody Binding
Buffer) versehen, wiederum 1 h bei Raumtemperatlubiert und danach drei Mal
gewaschen und getrocknet. Nun wurden 100 pL/wellPHRtikorper (1:1000 in
»LAntibody Binding Buffer) in die wells gegeben. Bla 1 h Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Wells vier Mal mit 200/well ,Washing Buffer*
gewaschen. Zur Entwicklung wurden 100 pL/well detvickler-Losung zugegeben.
Nach 4 Minuten Entwicklungszeit wurde die Reaktdurch Zugabe von 100 pL/well
~Stop Solution” gestoppt. Nun konnte die Absorptianittels Spektrophotemeter bei
450 nm bestimmt werden. Alle fur die NB-Detektion verwendeten Antikdrper und
Pufferldsungen (auBer hypotoner Puffer, PBS) stamaws dem TransAM' NF«B
Transcription Factor Assay Kit der Firma ActivenfiotiCarlsbad, USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Apoptotische und nicht-apoptotische Fas-Signaltrardguktion

Die Todesrezeptoren der TNFR-Familie Fas, TRAILRR4) und TRAILR2 (DR5)
wurden bisher vornehmlich hinsichtlich ihrer dommten Funktion als Ausloser des
apoptotischen Programms untersucht. Mittlerweile nkenaber in einer Reihe von
Untersuchungen gezeigt werden, dass sowohl| desigtd®e Todesrezeptor Fas als auch
die TRAIL-Todesrezeptoren nicht nur bei der Indaktvon Apoptose sondern auch bei
der Vermittlung nicht-apoptotischer Signalwege wi&oliferation oder NkB-
Aktivierung eine Rolle spielen kdnnen. In Studierur znicht-apoptotischen
Signaltransduktion durch Fas/FasL (Kreuz et al.,420bnnte gezeigt werden, dass
FasL unter bestimmten Bedingungen in KB-Zellen niohr apoptotischen Zelltod
auslosen kann, sondern auch eine deutlich Hoclaggual des bekannten NB-
Zielgens IL8 induziert. Die Aktivierung des Trangkionsfaktors NkB ist in diesem
Zusammenhang von besonderer Bedeutung, da diesesh dinduktion anti-
apoptotischer Gene zu einer Inhibition der apoptben Signaltransduktion fuhren
kann und aul3erdem eine zentrale Rolle bei der &tegeson Entziindungsreaktionen
durch Aktivierung pro-inflammatorischer Gene undsehiedener Chemokine, wie z. B.

IL8, einnimmt.

4.1.11FNy verstarkt die FasL-induzierte Apoptose in KB-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass fur die FasL-indigzidpoptose in KB-Zellen eine
Sensibilisierung durch den Proteinsynthese-Inhib@gcloheximid (CHX) notwendig
ist (Kreuz et al., 2004). Aus der in Abb. 4 gezeigZytotoxizitatsanalyse ist ersichtlich,
dass wie in der Literatur beschrieben, eine Vorbdhag der KB-Zellen mit CHX,
aber auch mit IFN ausreichend ist, um diese fir FasL-vermittelte Apsg zu
sensibilisieren. Die verwendete Konzentration vatxX(Q2,5 pg/mL) fihrte dabei nur
zu einer partiellen Blockade der Proteinsynthese sgwdohl die alleinige Behandlung
der Zellen mit CHX, als auch mit IRNresultierte in nur gering verstarktem
Zelluntergang. Die Totung der Zellen erfolgte indes Fallen Gber die Aktivierung von
Caspasen, da der Zelltod durch den Caspase-InhibitdD-fmk inhibiert werden

konnte. Die Vorbehandlung der KB-Zellen mit H-Nhatte keinen Einfluss auf die
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zytotoxische Wirkung von TNF. Die FasL- und TNF4izéerte Apoptose missen also
zumindest teilweise unterschiedlich reguliert sein.
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Abb. 4: KB-Zellen werden durch IFNy und CHX fir FasL-induzierte Apoptose
sensibilisiert.

2 x 10" KB-Zellen/well wurden in 96-well Mikrotiterplatteausgesat und ib&tacht
im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde eine Quapfir 24 h mit IFN (20
ng/mL) inkubiert und anschlie3end fur 16 h mit F&dag (200 ng/mL) + anti-Flag-
Ak (M2, 0,5 pg/mL) oder TNF (10 ng/mL) in Gegenwadn IFNy stimuliert. Die
andere Gruppe wde 16 h in Gegenwart von CHX mit FasL oder TNFnstiert.
CHX (2,5 pg/mL) und zVADimk (20 uM) wurden dabei 1,5 h vor Beginn |
Stimulation zugegeben. Die Zytotoxizitatsanalyse folgte mittels
Kristallviolettfarbung. Abkirzungen: C: CHX, I: IRNZ: zVAD-fmk.

4.1.21FNvy verstarkt die FasL-induzierte NFkB-Aktivierung in KB-Zellen

In 4.1.1 konnte gezeigt werden, dass eine Sersdiling der KB-Zellen durch CHX
oder IFNy ausreichend ist, um FasL die Induktion von Apoptes ermdglichen. Um
die Auswirkung von IFN und CHX auf die nicht-apoptotische Fas-Signaltiakton
in KB-Zellen zu untersuchen, wurde die FasL-indueidL8-Produktion in An- und
Abwesenheit von IFN und CHX mittels IL8-ELISA untersucht. Da IL8 NMB-

abhéangig hochreguliert wird (Hoffmann et al., 2Q0Rann es als Indikator fir eine
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NFkB-Aktivierung dienen. IFM zeigte, neben der oben beschriebenen Funktion als
Sensibilisator fur FasL-induzierte Apoptose aucdheeverstarkende Wirkung auf die
IL8-Produktion und somit N&B-Aktivierung durch FasL in KB-Zellen (Abb. 5). Im
Gegensatz dazu war die TNF-induzierte IL8-Produktinicht durch IFN zu
beeinflussen. Lediglich unter apoptotischen Bediggmnnach CHX-Behandlung war
die TNF-induzierte IL8-Produktion vermindert. Wehe fiel auf, dass die FasL-
induzierte IL8-Produktion auch unter apoptotisch&edingungen nach IFN
Vorbehandlung verstarkt war. Dies lasst darauf isBeh, dass apoptotische und
geninduzierende Prozesse gleichzeitig ablaufen konk¥ie erwartet flhrte eine
Blockierung der Caspasen und somit des apoptotis&ignalwegs durch zVAD-fmk
zu einer Verstarkung der IL8-Produktion. Weiterhiar zu beobachten, dass durch die
alleinige Behandlung mit CHX, im Gegensatz zur Bethang mit IFN, bereits eine
deutliche IL8-Produktion in den KB-Zellen ausgelasirde.
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Abb. 5: IFNy und CHX sensibilisieren KB-Zellen fur Fas-vermittdte IL8-
Produktion

Es wurden 2 x 1DKB-Zellen/well in 96-well Mikrotiterplatterausgesat und iib
Nacht im Brutschrank inkubiert. Eine Gruppe wurdeadifhin fir 24 h mit IFM (20
ng/mL) inkubiert und anschlieBend mit FaBlag (200 ng/mL) + M2 (0,5 pg/ml
oder TNF (10 ng/mL) in Gegenwart von liFistimuliert. Die andere Gruppe wurde i
Gegenwart von CHX mit FasElag oder TNF stimuliert. CHX (2,5 pg/mL) u
zVAD-fmk (20 uM) wurden 1,5 h vor Beginn der Stimulatimgegeben. 6 h na
Zugabe von quervernetztem FaBlag bzw. TNF wurden 100 pL d
Kulturiiberstdnde zur Analyse entnommen und mit eHi#fines IL8ELISA Kits
untersucht. Abkirzungen: C: CHX, I: IFNZ: zVAD-fmk.
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4.2 Untersuchung der FasL-induzierten Signaltransduktia in Bcl2-

exprimierenden Zellen

Als zentrales Ereignis bei der malignen Transforomavon Zellen und der Entstehung
von Tumoren gilt die Inhibierung des apoptotiscReagramms (Hanahan & Weinberg,
2000). Ubereinstimmend mit Untersuchungen, die eimechselseitige negative
Regulation des apoptotischen undwBFaktivierenden Signalweges zeigen, konnte in
den unter 4.1.2 beschriebenen Versuchen eine Viaust der NkB-Aktivierung nach
Blockierung des apoptotischen Signalwegs durch plearmakologischen Caspase-
Inhibitor zZVAD-fmk beobachtet werden. Eine andemysiologische Moglichkeit zur
Blockierung des apoptotischen Programms stelltEdpression des anti-apoptotisch
wirkenden Bcl2-Proteins dar. Wie in 1.2.2.1 besdben kann die Auslésung des
apoptotische Programms durch Todesrezeptoren pgtiezifisch Uber zwel
verschiedene Signalwege erfolgen. In Typ | Zellshdine direkte Aktivierung von
Effektor-Caspasen moglich und ausreichend, um Agsepauszulésen. Typ Il Zellen
hingegen bendtigen eine Verstarkung des apoptetis&ignals Uber den intrinsischen
Weg der Apoptoseinduktion, um geniigend Effektorp@asn zur Ausfuhrung der
Apoptose zu aktivieren. Da Bcl2 den intrinsischegn8lweg inhibiert, eignet sich die
Uberexpression von Bcl2 zur Unterscheidung zwischgn| und Typ 1l Zellen. In den
folgenden Versuchen wurde nun die Bedeutung de2-Bgpression fir Apoptose und
NFkB-Aktivierung in KB-Zellen untersucht.

4.2.1Bcl2-Expression inhibiert die FasL-induzierte Apopbse

Die Expression von Bcl2-GFP in KB-Zellen bewirkhen effektiven Schutz vor FasL-
vermittelter Apoptose (Abb. 6). Dies gilt sowohl @HX- als auch in IFN-
sensibilisierten Zellen. Nach der in 1.2.2.1 bestfenen Vorstellung gehéren KB-
Zellen somit zur Gruppe der Typ Il Zellen, die eiMerstarkung des initialen
apoptotischen Signals Uber den intrinsischen Wagtigeen, um die apoptotischen
Effektorfunktionen robust zu stimulieren. Diesel&elsind somit in besonderer Weise

zur Untersuchung der nicht-apoptotischen Fas-Sigmaduktion geeignet.

30



Ergebnisse

140 Abb. 6: Bcl2 schiitzt KB-Zellen
vor FasL-induzierter Apoptose
2 x 10 KB- und KB-Bcl2-GFP-
Zellen  wurden in 96-well-
Mikrotiterplatten ausgesat undér
Nacht kultiviert. Die IFN-Gruppe
wurde 24 h mit IFN (20 ng/mL)
vorbehandeltDaraufhin wurden di
Zellen mit durch M2 (0,5 pg/mL
komplexiertem FasL-Fladei einet
Anfangskonzentration von 1 pg/n
in Anwesenheit von IFiNoder CHX
(2,5 pg/mL) stimuliert. CHX und
zVAD-fmk (20 uM) wurden 1,5
vor Stimulationsbeginn zugegeb:
Die Verdinnungsschritte erfolgte
im Verhaltnis 1:5 beginnend be
1000 ng/mL FasL-M2-KomplexDie
Stimulationsdauer betrug 16 h.
Fasl-M2-Komplex (ng/mL Abkirzungen: WT: KBwildtyp,
Bcl2: KB-Bcl2-GFP, C: CHX,I:
IFNy.
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4.2.2Die FasL-induzierte IL8-Produktion ist im Vergleich zu den parentalen KB-
Zellen in Bcl2-exprimierenden KB-Zellen verstarkt

Um zu Untersuchen, ob die Blockade der apoptotis@ignaltransduktion durch Bcl2
eine Verstarkung der nicht-apoptotischen Signaltrakison analog zur Behandlung
mit zVAD-fmk bewirkt, wurde die FasL-induzierte ItBroduktion der parentalen und
Bcl2-GFP exprimierenden KB-Zellen verglichen. Eggieesich, dass die Inhibition des
intrinsischen apoptotischen Signalwegs durch Beiéhain Abwesenheit von zVAD-
fmk zu einer verstarkten IL8-Produktion fuhrt (AblF). Auch unter verstarkt
apoptotischen Bedingungen, durch VorbehandlungdHiX oder IFN, konnte eine im
Vergleich zu den parentalen KB-Zellen deutliche-R&duktion in den KB-Bcl2-GFP-
Zellen durch quervernetzten FasL erreicht werdeie. Expression von Bcl2 fihrte
somit nicht nur zur Inhibition des intrinsischenopfotischen Signhalweges, sondern
verstarkte analog zu einer Behandlung mit zVAD-fmitie nicht-apoptotische

Signaltransduktion in KB-Zellen.
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Abb. 7: Die IL8-Induktion durch FasL ist in KB-Bcl2 Zellen verstarkt

2 x 10 KB- und KB-Bcl2-GFP-Zellen pro well wurden in Sgell Mikrotiterplatten
ausgesat und uUber Nacht kultiviert. Ein Teil detlefe wurde fur 24 h mit IFN (20
ng/mL) vorbehandelt. Am folgenden Tag wurden didlete mit M2-quervernetzter
FasL¥lag (200 ng/mL) in Anwesenheit von IiFNoder CHX stimuliert. Cycloheximi
(2,5 pg/mL) und zVAD-fmk (20 uM) wurden 1,5 h votirBulation mit FasL zugegebe
Die Kulturiberstande wurden nach 6 h Inkubatioriszei Analyse mittels IL&ELISA
entnommen und untersucht. Abkirzungen: WT: KB-wikdtBcl2: KB-Bcl2GFP C:
CHX, I: IFNy, Z: zZVAD-fmk.

4.3KB-Zellen exprimieren TRAILR1, TRAILR2 und TRAILR4

Nachdem in den in 4.1 und 4.2 beschriebenen Veesugezeigt wurde, dass FasL in
KB-Zellen unter bestimmten Bedingungen sowohl apigthe als auch nicht-
apoptotisches Signaltransduktion induzieren kanndass$ beides durch IFNerstarkt
wird, sollte nun untersucht werden, ob dies auchafidere Todesrezeptoren der TNF-
Rezeptorfamilie, namlich TRAILR1 und TRAILRZ2, gilfRAIL und IFNy werden von
aktivierten T-Zellen und naturlichen Killerzellenogiuziert und wirken synergistisch

auf ihre Zielzellen (s. 1.3.5). Des Weiteren umgtl die Expression der TRAIL-
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Rezeptoren und TRAIL selbst dem Einfluss von yKSedger et al., 1999). Um sicher
zu stellen, dass KB-Zellen zur Untersuchung der RAduzierten apoptotischen und
nicht-apoptotischen Signaltransduktion geeignet,smarden die KB-Zellen zunachst
mittels FACS-Analyse hinsichtlich Expression derAlRRezeptoren charakterisiert.
Dabei wurden flur die vier TRAIL-Rezeptoren spetifis, Phycoerythrin (PE)- oder
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-markierte Antikérpverwendet. In Abb. 8 ist

gezeigt, dass KB-Zellen TRAILR1, TRAILR2 und TRAIdRxprimieren, jedoch keine
wesentlichen Mengen TRAILR3.

TRAILR1 TRAILR2
e e
S S
= =
N N
[ o
W
Fluoreszenz-Intensitéat (log) Fluoreszenz-Intensitat (log)
TRAILR3 TRAILR4
< <
S g
F) —_
N N
[ [
Fluoreszenz-Intensitat (log) Fluoreszenz-Intensitat (log)

Abb. 8: FACS-Analyse der Expression von TRAIL-R1, R2, -R3 und -R4 in KB-WT-
Zellen

Die blau dargestellten Verteilungskurven représeeii die minTRAILR1, -R2, -R3, R4 und
Sekundarantikdrper behandelten KB-Zellen. Die grkineve stellt die mita TRAIL-R1, -R2,
-R3, -R4 behandelten Zellen dar, die zuvor fur 2dhihIFNy (20 ng/mL) behandelt wurde
Die mit Kontroll-lgG1 behandelten Zellen sind durdie rote- (ohne IFN Vorstimulation)
und die hellblaue Kurve (mit IFNVorstimulation) dargestellt.
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4.3.11FNvy bewirkt eine Reduktion der TRAILR4-Expression in KB-Zellen

Um einen moglichen Einfluss von IfNauf die TRAIL-Rezeptor-Expression zu
untersuchen, wurden die KB-Zellen fur 24 h mit #Fdbrbehandelt und anschlieRend
wiederum mittels FACS-Analyse untersucht. Es fidl dass nach 24 h Stimulation mit
IFNy, eine Abnahme der TRAILR2-Expression, sowie eiridlige Reduktion der
TRAILR4-Expression auf der Zelloberfliche nachwarsbwar (Abb. 8). Die
Herunterregulierung des ,Decoy“-Rezeptors TRAILR4rath IFNy kdnnte zumindest
zum Tell die verstarkte TRAIL-induzierte Apoptosie in diesen Zellen beobachtet

wird erklaren.

4.4 Einfluss von IFNy auf die TRAIL-induzierte Apoptose und nicht-apoptaische
Signaltransduktion

In den in 4.1 und 4.2 beschriebenen Versuchen kogeteigt werden, dass KB-Zellen
durch Cycloheximid und durch IENfur die FasL-induzierte nicht-apoptotische
Signaltransduktion sensibilisiert werden kdnnen. wolid die Inhibition der
Proteinsynthese durch das Chemotherapeutikum Cydfolte die Situation viral
infizierter Zellen zum Teil simuliert, muss dieseetlode jedoch als unphysiologisch
betrachtet werden. Es ist bekannt, dass Krebszdlech Behandlung mit IFN das
wie TRAIL in vivo von aktivierten T-Zellen und natiohen Killerzellen exprimiert
wird, fir TRAIL-Rezeptor-vermittelte Apoptose sdilisiert werden kénnen (Park et
al., 2004; Merchant et al., 2004). Das Zusammenwitan IFNy und TRAIL ist daher
vermutlich von physiologischer Relevanz. Da in tetzZeit klar geworden ist, dass
auch TRAIL die Fahigkeit besitzt NB zu aktivieren, sollte nun untersucht werden, ob
sich der Einfluss von IFN nicht nur auf die apoptotischen-, sondern auch daef
geninduzierenden Eigenschaften von TRAIL auswiZkt.diesem Zwecke wurden KB-
Zellen mit aTRAILR1-Serum undoTRAILR2-Serum in An- und Abwesenheit von
IFNy stimuliert.
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4.4 1IFNy sensibilisiert KB-Zellen fur TRAILR1- und TRAILR2- vermittelte
Apoptose

Wie Fas besitzen TRAILR1 und TRAILR2 eine Todesdoedm folgenden Versuch
sollte geklart werden, ob auch fur diese Todestezep eine Sensibilisierung der KB-
Zellen notig ist, um effektiv Apoptose induzierem kbnnen. Es zeigte sich, dass eine
Vorbehandlung der KB-Zellen mit IFNoder CHX suffizient ist, um diese fur
TRAILR1- und TRAILR2-vermittelte Apoptose zu sensigieren (Abb. 9). Es fiel
jedoch auf, dass die TRAILR1- und TRAILR2-vermitéelApoptose in den IFN
sensitivierten Zellen weniger effizient induzierinde als in den mit CHX behandelten
Zellen. Die Totung der Zellen erfolgte analog zwasfvermittelten Apoptose Uber
Caspasen. Dies ist daraus ersichtlich, dass diearififlng der Zellen mit einem
Caspase-Inhibitor diese vollstandig vor TRAILR1- dunTRAILR2-vermittelter
Apoptose zu schitzen vermochte (Abb. 9).
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aTRAILR1-PA-Komplex (Verd.) aTRAILR2-PA-Komplex (Verd.)

Abb. 9: IFNy sensibilisiert KB-Zellen fir TRAILR1- und TRAILR2- induzierte
Apoptose

2 x 10" KB-Zellen/well wurden in 96-welMikrotiterplatten ausgesat und tber Na
kultiviert. Am nachsten Tag wurde zu einer Grupplhi (20 ng/mL) zugegeben und die
fur weitere 24 h kultiviert. CHX (2,5 pg/mL) und 2D-fmk (20uM) wurden 1,5 h vc
Stimulation zugegeben. AnschlieBend wurden dieefethit einer bei 1/50 beginnend
Verdinnung von durch Protein A (2,5 pg/mL)-queredztem oTRAILR1- oder
aTRAILR2-Serum versehen. Die Inkubationsdauer betrug 16ié.M@rdiinnungsschritt
erfolgten im Verhdltnis 1:4. Die Vitalitatsbestimnguerfolgte durch Zytotoxizitatsanaly
mittels Kristallviolettfarbung. Abkiirzungen: C: Qgbeximid, I: IFNy, Z: zVAD-fmk.
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4.4 2IFNy verstarkt die TRAILR1-vermittelte IL8-Produktion i n KB-Zellen
Nachdem eine Verstarkung der TRAIL-induzierten Agoge durch IFM in 4.4.1

gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden der |&ssf von IFN auf die nicht-

apoptotische Signaltransduktion untersucht werden.
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Abb. 10: TRAILR1 und TRAILR2 vermitteln IL8-Produkt ion

Es wurden 2 x 1DKB-Zellen pro well in 96-welMikrotiterplatten ausgesat. Nach Erreict
subkonfluenter Zelldichten wurde ein Teil der Zelfér 24 h mit IFN (20 ng/mL) vorbehandel
Darauf wurden die IFfvorbehandelten Zellen in Anwesenheit und die migrbehandelte
Zellen in Abwesenheit von IFNmit durch PA (0,5 pg/mL)-quervernetztam RAILR1-Serum,
aTRAILR2-Serum (Anfagskonzentration jeweils 1/50, Verdinnungsschritty, lquervernetzter
FasLFlag (Anfangskonzentration 1 pg/mL, Verdinnungsgehr 1:5) und  TNF
(Anfangskonzentration 100 ng/mL, Verdinnungssahriti6) stimuliert. Die Zellen wurden 1
vor Stimulation mit zVADfmk (20 pM) behandelt, um diese vor Apoptose zuitdn. Nach 6
Inkubationszeit wurden 100 pL des Uberstandes malyse mittels ILSELISA abgenommer
Abkurzungen: I: IFN, Z: zVAD-fmk.
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Um die Auswirkungen von IFN auf die TRAIL-induzierte N&B-Aktivierung zu
studieren, wurden die mitTRAILR1-Serum undaTRAILR2-Serum stimulierten
Zellen auf ihre IL8-Produktion hin untersucht. ZWergleich wurde zuséatzlich die
FasL- und TNF-vermittelte IL8-Produktion bestimnilie in Abb. 10 dargestellten
Versuchsergebnisse zeigen, dass durch VorbehandtitgIFNy eine deutlich
verstarkte IL8-Produktion in den m#TRAILR1-Serum stimulierten Zellen erreicht
werden konnte. Die IL8-Produktion unter verstargbptotischen Bedingungen nach
IFNy-Vorbehandlung ist héher als die der mit zZVAD-fmésghutzten KB-Zellen, was
auch hier, analog zur FasL-vermittelten Geninduktauf gleichzeitig ablaufende
apoptotische und nicht-apoptotische Signalwegeiefdh lasst. Durch Schutz der
IFNy-vorbehandelten Zellen vor Apoptose mittels zVADkfrarhdhte sich die IL8-
Konzentration im Uberstand noch einmal. Es fiel alass die durchTRAILR2-Serum
induzierte IL8-Produktion im Vergleich mit der daraTRAILR1-Serum induzierten
IL8-Produktion schwéacher ausfiel und durch {Fé¢heinbar nicht verstarkt wurde. Die
IL8-Konzentration in den Uberstanden der mifRAILR1, zVAD-fmk und IFNy
behandelten Zellen erreichte hingegen Werte im iBerder durch TNF-induzierten
IL8-Produktion. TRAILR1 verhielt sich hinsichtlicller IL8-Produktion sowie im
Hinblick auf die Auswirkungen der Vorbehandlung nf#Ny wie Fas, wogegen flr
TNF keine Verstarkung des IL8-Signals durch yANichgewiesen werden konnte.

4.5Bcl2 schitzt KB-Zellen vor TRAILR1- und TRAILR2-ver mittelter Apoptose

In 4.2.1 konnte gezeigt werden, dass das anti-apieph wirkende Bcl2-Protein in KB-
Zellen einen guten Schutz vor FasL-induzierter Apse bewirkt. Im folgenden
Versuch wurde nun gefunden, dass die ExpressionBadd in KB-Zellen auch vor
TRAILR1- und TRAILR2- induzierter Apoptose schitgdbb. 11). Wie fur Fas
beschrieben, zeigte sich auch fur TRAILR1 und TRRZ, dass die Effizienz der
Apoptoseinduktion in den IFNvorbehandelten Zellen gegeniber den mit CHX

behandelten Zellen etwas geringer ist.
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Abb. 11: KB-Zellen werden durch Expression von Bclgyegen TRAILR1- und TRAILR2-
vermittelte Apoptose geschiitzt.

2 x 10" KB- und KB-Bcl2-GFP-Zellen wurden in 96-well-Mikiiterplatten ausgesat undber
Nacht kultiviert. Eine Gruppe wurde zunéchst 24 it Ny (20 ng/mL) vorbehandelCHX
(2,5 pg/mL) und zVAD-fmk wurden 1,5 h vor Stimutati zugegeben. Die Zellen wurden dann
mit einer bei 1/50 beginnenden Verdinnung von diRoftein A (2,5ug/mL) gervernetzter
aTRAILR1- oderaTRAILR2-Serum versehen. Die Verdunnungsschrittelgtén imVerhaltnis
1:4 und die Inkubationsdauer betrug 16 Die Vitalitatsbestimmung erfolgte dur
Zytotoxizitatsanalyse mittels KristallviolettfarbginAbkirzungen: WT: KB-wildtyp, Bcl2: KB-
Bcl2-GFP, C: Cycloheximid, I: IFNPA: Protein A.

4.6 Bcl2-Expression verstarkt die TRAIL-induzierte 1L8- Produktion

Die Expression von Bcl2 in KB-Zellen schitzt diesw FasL-vermittelter Apoptose
und bewirkt auRerdem wie zVAD-fmk eine verstarkesIEinduzierte IL8-Produktion
(4.2.2). Da in 4.4.3 gezeigt werden konnte, dasstpression von Bcl2 in KB-Zellen
auch vor TRAILR1- und TRAILR2- vermittelter Apopt@®sschutzt, sollte nun
untersucht werden, ob sich analog zur UntersuciibgasL auch eine verstarkte 1L8-
Produktion nach Stimulation midTRAIL-Rezeptor-Seren nachweisen lasst. Da sich
herausgestellt hatte, daa$RAILR1-Serum in Verbindung mit IFNdie effektivste
IL8-Produktion bewirkt, wurde fir die folgenden ¥ache aTRAILR1-Serum in
Kombination mit einer IFM-Vorbehandlung verwendet. Es zeigte sich
erwartungsgemal, dass in den durch Bcl2-GFP-Expressr Apoptose geschitzten
KB-Zellen eine starkere IL8-Produktion duralifRAILR1-Serum erreicht werden
konnte als in den parentalen KB-Zellen (Abb. 12).
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Abb. 12: Analyse deraTRAILR1-Serum-vermittelten IL8-Induktion in KB-

und KB-Bcl2-GFP-Zellen

KB-Zellen und KB-Bcl2-GFP -Zellen wurden in 96-wlikrotiterplatten (2 x 16

Zellen pro well) ausgesat und kultivie&in Teil der Zellen wurde fir 24 h n
IFNy vorbehandelt. Daraufhin wurde der Uberstand emitfend die Zellen in An-
oder Abwesenheit von IFN (20 ng/mL) mit durch PA (0,5 pg/mi
guervernetztemaTRAILR1-Serum (Verdinnung: 1/50) stimuliert. Nach €
Inkubationszeit wurden 100 pL des Uberstandes malyse mittels IL&ELISA

entnommen. Abkurzungen: WT: KB-wildtyp, Bcl2: KB-BeGFP, I: IFNy, PA:

Protein A.

4.7 TRAILR1 aktiviert NF B

In Abb. 10 ist dargestellt, dass duremMRAILR1-Serum-Stimulation in Kombination
mit Vorbehandlung durch IFNund zVAD-fmk in KB-Zellen IL8-Konzentrationen
erreicht werden konnten, die denen der durch TNEzedten IL8-Produktion
vergleichbar sind. IL8 diente hierbei als Indikafiar die Aktivierung von NkB, da IL8
NF«B-abhangig reguliert wird (Hoffmann et al., 200Ra neben dem N&B-Signalweg

auch andere Signalwege, wie z. B. der JNK-Signalargler IL8-Induktion beteiligt

sein konnen, sollte nun in den folgenden Versuah#arsucht werden, ob es durch die

Stimulation der KB-Zellen mitaTRAILR1-Serum tatséchlich zur Aktivierung von
NF«xB kommt.
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4.7.1TRAILR1 vermittelt die Degradation von | kBa in KB-Zellen

In Untersuchungen zur TNF-induzierten AktivieruranWNFB konnte gezeigt werden,
dass eine Phosphorylierung deB$ und die daran anschlieRende Degradation dieser
durch das Proteasom notwendig sind, unmxBIzu aktivieren. Da sich in den oben
gezeigten Versuchen herausgestellt hatte, dagsRiML_-induzierte NB-Aktivierung

in KB-Zellen unter nicht-apoptotischen Bedingungerd nach Sensibilisierung durch
CHX oder IFN am effektivsten ist, wurden die mifTRAILR1-Serum stimulierten
Zellen mit CHX oder IFN und zVAD-fmk vorbehandelt. Die darauf folgende
Stimulation mitaTRAILR1-Serum bewirkte ebenso wie eine Stimulatom TNF eine
deutliche transiente Abnahme de®d-Signals im Westernblot (Abb. 13). Es zeigte
sich jedoch, dass die TNF-induzierteBb-Degradation mit einer anderen Kinetik
verlauft als die TRAILR1-vermittelten xBa-Degradation. Die durch TRAILR1-
vermittelte Degradation vorxBa begann nach einer Stunde mit einem Maximum nach
zwei Stunden, wahrend bei der TNF-vermittelteBd-Degradation eine Abnahme des

IkBa-Signals schon nach zehn Minuten zu beobachten war.

aTRAILR1-PA-Komplex
- 0 1530° 1h 2h 4h6h IFNy

]
IkBo |l - e
TNF
Tubulin M o 5 10 20° 1h 2t
oTRAILR1-PA-Komplex IkBo | W “"‘§|
- 0 15°30° 1h 2h 4h 6h CHX —
—_—
IxBa b.-- -

Ll ————————

Abb. 13: IkBa-Degradation nach Stimulation mita TRAILR1-Serum

KB-Zellen wurden in 6 cm Petrischalen ausgesét univiart. Am folgenden Tag wurde ein Teil ¢
Zellen fur 24 h mit IFN (20 ng/mL) behandelt. Anschlieend wurden die efelnit Protein A-
quervernetztenuTRAILR1-Serum(Verd.: 1/50) fur die angegebenen Zeiten stimuliggerntet uni
lysiert. Fir die CHXGruppe wurde CHX (2,5 ug/mL) 2,5 h vor Stimulatmmgegeben. Zur Kontroll
wurden die letzte Gruppe allein mit IfNir 28 h oder CHX fir 8,5 h stimuliert. In beid&@wuppen
wurden die Zellen durch Zugabe von zVAD-fmk (20 uMjr Apoptose geschiitzt. Fir die TNF-
Gruppe wurden die Zellen mit TNF (10 ng/mL) stineuiund nach den angegebenen Zeiten gee
und lysiert.
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Die nur transiente Abnahme desBb-Signals ist auf die unter nicht-apoptotischen
Bedingungen mdgliche Resynthese veBd durch verstarkte Transkription des Gens
zuruckzufihren, die unter apoptotischen Bedingungerdenen die Proteinsynthese

blockiert ist, nicht méglich ist.

4.7.2NFkB Kernlokalisation

Neben derkBa-Degradation durch das Proteasom kann auch die [dkatisation von
aktiviertem NKB in den Kern als Indikator fiir eine AktivierungsdF<B-Signalwegs
dienen. Um dies zu untersuchen, wurden KB-Zellen &TiRAILR1-Serum nach
Vorbehandlung mit IFM und zVAD-fmk stimuliert. Die Kernlysate wurden
anschlie3end mittels MB-ELISA (Active Motif, TransAM-NKB-Kit) untersucht. Im
Vergleich zur Kontrolle zeigte sich eine deutlicdanahme des N&B-Signals im
Zellkern nach Stimulation der Zellen miTRAILR1-Serum. Dieses erreichte, wie
schon im IL8-ELISA zu sehen war, annahernd das &Nivder TNF-induzierten NdB-
Antwort (Abb. 14).
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Abb. 14: ¢ TRAILR1-Serum induziert die Translokalisation von

NFkB in den Zellkern

KB-Zellen wurden 24 h mit IFN (20 ng/mL) vorbehandelt ur
anschlieBend mit Protein A (0,5 pg/mL)-vernetzteRAILR1-

Serum (Konz.: 1/50) in Anwesenheit von zVADkK (20 uM)
stimuliert. Die Zellenwurden nach 2 h geerntet und es wur
Zellkernlysate zur Analyse im NB-ELISA angefertigt. Zun
Vergleich ist die TNF (10 ng/mL)-induzierte NB-Kerntransloka-
lisation gezeigt. Abkiirzungen: I: IRINZ: zZVAD-fmk, PA: Proteir
A.
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4.8 Modulation der TRAIL-Rezeptor-vermittelten Geninduk tion durch FLIP

Wie in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt wurdmoligt die TRAIL-induzierte
apoptotische als auch die nicht-apoptotische Sigmeduktion in KB-Zellen eine
Sensibilisierung durch IFN oder CHX. Die Existenz eines Inhibitors mit hohem
Umsatz, der durch Hemmung der Proteinsynthese Ism@elX oder durch Steigerung
der proteasomalen Proteindegradation durchylB#pletiert wird, stellt eine mdgliche
Erklarung fur dieses Phanomen dar. Fir das Caspaseaologe FLIP konnte sowohl
eine stark ausgepragte Sensitivitdit gegeniber CHehgeaviesen, als auch ein
inhibitorischer Effekt auf die FasL- und TRAIL-inderte NFB-Aktivierung gezeigt
werden (Wajant et al, 2000). Um weitere Einblickedie TRAIL-induzierte NkB-
Aktivierung zu erhalten, sollte daher der mogli¢gkiafluss von FLIP auf die TRAIL-

induzierte IL8-Produktion untersucht werden.

4.8.1Die TRAIL-induzierte IL8-Produktion wird in KB-Zell en sowohl durch
FLIP . als auch durch FLIPsinhibiert

Zur Untersuchung der TRAIL-induzierten IL8-Prodwkti wurden FLIP-Long-GFP
(FLIP.) und FLIP-Short-GFP (FLK} exprimierende KB-Zellen verwendet. Zunachst
konnte in Zytotoxizitatsanalysen gezeigt werden,ssdakB-Zellen durch die
Uberexpression von FL|Pund FLIR vollstandig vor TRAIL-induzierter Apoptose
geschutzt sind (Daten nicht gezeigt). Als nachstdige untersucht werden, wie sich die
Uberexpression der beiden Spliceformen von FLIP dief TRAIL-induzierte IL8-
Produktion in KB-Zellen auswirkt. Da die TRAILR14mittelte IL8-Produktion durch
IFNy gesteigert werden kann, wurden die parentalen waieh die FLIPs
exprimierenden Zellen fur 24h mit IfFN/orbehandelt. Die parentalen KB-WT-Zellen
wurden zusétzlich mit zZVAD-fmk behandelt, um audbsé vor Apoptoseinduktion
durch TRAIL zu schitzen. Das in Abb. 15 dargestelfersuchsergebnis zeigt, dass
sowohl in FLIR- als auch in FLIP-exprimierenden KB-Zellen die TRAILR1- und
TRAILR2-vermittelte IL8-Produktion deutlich vermied ist, wahrend in den

parentalen KB-Zellen eine deutliche IL8-Produkti@achweisbar war.
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Abb. 15: FLIP, und FLIPginhibieren die TRAIL-R1- und TRAIL-R2-vermittelte 1L8-

Produktion

Es wurden 2 x 10KB-WT, -FLIPs oder -FLIR Zellen pro well in 96-welMikrotiterplatten
ausgesat und uUber Nadhiltiviert. Nach Erreichen subkonfluenter Zelldieh wurden di
Zellen mit IFNy (20 ng/mL) fur 24 h vorbehandelt. Dann wurdea dellen in Anwesenhe
von IFNy mit durch Protein A (0,5 pg/mL)-quervernetztemRAILR1 (Verd.: 1/100)- oder
aTRAILR2 (Verd.: 1/50)Serum stimuliert. Die Verdunnungsschritte erfolgtém
Verhéltnis 1:4. Die KB-WT-Zellen wurden 1 h vor i&tilation mit zVADfmk behandelt
Nach 6 h Inkubationszeit wurde der Uberstand zualyse mittels IL8-ELISA entnommen.

43



Ergebnisse

4.8.2Inhibition der TRAIL-Rezeptor-vermittelten IL8-Prod uktion durch endogen
exprimiertes FLIP

Wie zuvor gezeigt, benotigt die TRAIL-induzierte égiose sowie die TRAIL-
induzierte NkB-Aktivierung in KB-Zellen eine Sensibilisierung B. durch IFN und
kann durch FLIP- als auch durch FLEExpression inhibiert werden. Die Blockierung
der TRAIL-vermittelten Signaltransduktion durch egdoes FLIP scheint somit

wahrscheinlich.
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Abb. 16: Endogen exprimiertes FLIP beeinflusst di@fRAILR1- und TRAILR2-
vermittelte IL8-Produktion

KB-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (BCL10), F1-,780- und F149GiRNA, sowie
in Abwesenheit von siRA (Mock) elektroporiert. Die siRNAs wurden mit eir
Konzentration von 300 nM, bezogen auf das Volumes dransfektionsansatz
eingesetzt. Die elektroporierten Zellen wurden 6w&ll Mikrotiterplatten ausges
und Uber Nacht kultiviert. Am darauf folgenden Tagrden die Zellen in Aneder
Abwesenheit von zVAD-fmk (20 uM) mit Protein A-quernetztemaTRAILR1-
Serum (Verd.: 1/50uTRAILR2-Serum (Verd.: 1/100) oder TNRO ng/mL) stimulier
und fur 6 h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubatioagzwurden @& Uberstand
abgenommen und mittels IL8-ELISA untersucht. Abkingen:aTR1: aTRAILR1-PA-
Komplex,aTR2: a TRAILR2-PA-Komplex, Z: zVAL-fmk.
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Um zu prifen, ob endogenes FLIP die TRAIL-induge&ignaltransduktion in KB-
Zellen blockiert, wurde die Wirkung FLIP-spezifigghsiRNA untersucht. Durch die
Reduktion von endogenem FLIRNd FLIR durch F1-siRNA oder spezifisch FLIP
durch die siRNAs F1490 sowie F740, wurde eine \Vaeksing der TRAILR1- und
TRAILR2- vermittelten Apoptose (Daten nicht gezgighd IL8-Produktion bewirkt.
Der inhibierende Effekt war dabei fir TRAILR2 beserslausgepragt (Abb. 16). Des
Weiteren konnte eine erhohte basale IL8-Produktionden mit FLIP-SiRNA
behandelten Zellen beobachtet werden. Die TNF-iidigz IL8-Produktion wurde
durch die Reduktion von endogenem FLIP nicht béessf. Die oben gezeigte
inhibitorische Funktion von ektopisch exprimiertdfhlP flr die TRAIL-vermittelte
Signaltransduktion in KB-Zellen konnte somit audlr fendogenes FLIP bestatigt

werden.
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5 Diskussion

5.1FasL induziert das NRB-Zielgen IL8 in KB-Zellen

In dieser Arbeit wurden Mechanismen der nicht-aptigthen Signaltransduktion am
Beispiel der Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAILR2arsucht. Den zentralen Punkt
der Untersuchungen stellte hierbei die Untersuchdeg Modulation der TRAIL-
induzierten NIkB-Aktivierung durch FLIP und IFN dar. Da Fas und die TRAIL-
Todesrezeptoren Apoptose Uber sehr ahnliche Mesimani vermitteln und beide NB
aktivieren koénnen (Wachter et al.,, 2004; Wajantakt 2000), wurde zum spéteren
Vergleich zunachst das am besten untersuchte kltgtler Todesrezeptoren, Fas,
hinsichtlich apoptotischer und nicht-apoptotiscisggnaltransduktion untersucht. Die
Analyse der Expression bekannter d®FZielgene in mit Todesliganden behandelten
Zellen stellt eine gute Mdoglichkeit zur Untersucuder Todesrezeptor-vermittelten
NFkB-Aktivierung dar. Zunachst wurde die NB-Aktivierung durch den klassischen
Todesrezeptor Fas in einer humanen Zelllinie (KBeftg anhand der Expression des
NF«B-Zielgens IL8 untersucht. Dabei konnte eine Hoghbtation der Expression von
IL8 in mit FasL stimulierten KB-Zellen nachgewiesarerden (Abb. 5). Die Fas-
vermittelte IL8-Produktion war dabei, wie bereitsdiner anderen Studie beschrieben
(Sekine et al., 1996), nicht von der Auslésung a@sptotischen Programms abhangig.
Die Inhibition der Apoptose mittels des Caspasabidrs zVAD-fmk fihrte vielmehr
Zu einer verstarkten Fas-vermittelten IL8-Produktiomter diesen anti-apoptotischen
Bedingungen konnte die IL8-Produktion durch denskim des Proteinsynthese-
Inhibitors CHX noch einmal verstarkt werden (Abh. ®a Zellen auch durch die
Vorbehandlung mit IFN fir Todesrezeptor-vermittelte Apoptose sensilgitisiverden
konnen (Chawla-Sarkar et al., 2003) und dies ime@sgtz zur Behandlung mit CHX
eine ,physiologische” Situation widerspiegelt, soluntersucht werden, ob hierdurch
ein vergleichbarer Effekt erreicht werden kann. Htlicunerwartet, bewirkte die
Behandlung der KB-Zellen mit IFNauch eine Sensibilisierung der Zellen hinsichtlich
Fas-vermittelter Apoptose (Abb. 4). Im Einklang mainderen Untersuchungen
(Siegmund et al., 2005) zeigte sich neben den Auswgen auf die apoptotische
Signaltransduktion auch eine deutliche Verstarkutgr FasL-induzierten IL8-
Produktion nach IFVorbehandlung (Abb. 5). Die Mechanismen der {FN

vermittelten Sensibilisierung von Zellen fir Fasragtelte Apoptose wie auch MB-
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Aktivierung konnten noch nicht vollstandig geklaverden. In verschiedenen Studien
wurde die Induktion oder Repression von mit der p{peesteuerung in Zusammenhang
stehenden Genen wie z. B. Fas und FasL (Bernasiok., 1999), TRAIL und
TRAILRs (Sedger et al., 1999), Bcl2 und Bcli&panaus et al., 1998) und Caspase-8
(Ruiz-Ruiz et al., 2000) durch IFNachgewiesen. Weiterhin konnte auch fur das spater
naher erlauterte anti-apoptotisch wirkende Prot&hlP eine IFN-vermitttelte

Reduktion auf Protein-Ebene nachgewiesen werdegii8ind et al., 2005).

5.2 FasL-induzierte Signaltransduktion in Bcl2-exprimierenden Zellen

Durch die Blockierung der Apoptose mittels Caspasdbition durch zVAD-fmk
konnte Ubereinstimmend mit der in 1.3.4.2 beschrniebenvechselseitigen Repression
apoptotischer und N#B-aktivierender Signaltransduktion eine verstarkkas-
vermittelte NkB-Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 4). Die Wendung von
zVAD-fmk zur Inhibition apoptotischer Signaltrangtion stellt nun aber einen
~unphysiologischen* Mechanismus dar. Eine naturdgéené Moglichkeit, zumindest
manche Zellen vor Apoptose zu schitzen, ist dieré&sgion des Bcl2-Molekils. So
fuhrt die physiologische Expression von Bcl2 in BSeellen zu einem Schutz vor
Apoptose und Resistenz gegentber Chemotherapeutikaanderen Apoptose-
insensitiven Zellen konnten virale Bcl2-Homologes&t®@ieben werden (Cheng et al.,
1997; Marshall et al., 1999). Weiterhin kann eim@lvnduzierte Hochregulation von
zellularem Bcl2 in infizierten Zellen zum Schutzr\Apoptose beitragen, wie dies z. B.
fur das Epstein-Barr Virus gezeigt werden konnter{¢terson et al., 1991). Um sicher
zu stellen, dass die Bcl2-exprimierenden KB-Zelieeignet sind, um FasL-vermittelte
NFkB-Aktivierung zu untersuchen, wurden diese zunabhstichtlich der Effektivitat
des Schutzes gegeniiber Fas-vermittelter Apoptasesuicht. In Ubereinstimmung mit
anderen Untersuchungen (Kreuz et al., 2004) zeigte eine deutliche Inhibition der
FasL-induzierte Apoptose in den KB-Bcl2-Zellen. Sokdnnen diese den Typ Il
Zellen (s. 1.2.2.1) zugeordnet werden, die zur @aishg des apoptotischen Programms
einer Verstarkung des extrinsischen Signals Ubemgéchondrialen Weg bedirfen.
Nun konnte die FasL-induzierte NB-Aktivierung an den vor Apoptose geschltzten
KB-Bcl2-GFP-Zellen untersucht werden. In den BclBFGexprimierenden Zellen

konnte hierbei gegenlber den parentalen KB-Zellawe aleutlich verstarkte Fas-
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vermittelte IL8-Produktion beobachtet werden (AGH. Auch liel3 sich in den mit
zVAD-fmk behandelten Bcl2-exprimierenden Zellen ewerstarkte IL8-Produktion
gegenuber den parentalen mit zVAD-fmk behandeltdiZ€llen beobachten. Die
Expression von Bcl2 in KB-Zellen fihrt somit nichtir zu einer Blockierung der
apoptotischen Signaltransduktion, sondern vermath adie Fas-vermittelte NiB-
Aktivierung analog zu zVAD-fmk signifikant zu ve#ésken. Hierzu passt auch, dass
durch die Inhibition der Caspasen-Aktivierung duBxti2-Expression in Typ II-Zellen
die Inaktivierung von Komponenten des#f-Signaltransduktionsweges wie RIP (Lin
et al., 1999) odexBa (Barkett et al., 1997) verhindert wird.

5.3 Modulation der TRAIL-Rezeptor Expression durch IFNy

Um die Eignung der KB-Zellen zur Untersuchung TRAdKuzierter apoptotischer und
nicht-apoptotischer Signaltransduktion sicher zellest, wurden diese zun&chst
hinsischtlich der TRAIL-Rezeptor Expression untergu Dabei zeigte sich, dass
TRAILR1, TRAILR2 und TRAILR4 durch KB-Zellen exprirart werden (Abb. 8) und
diese somit zur Untersuchung TRAIL-induzierter Sigransduktion geeignet sind.
Wahrend in einigen Untersuchungen die Resistenzergdger TRAIL-induzierter
Apoptose auf die Expression von ,Decoy“-Rezeptorenickgefihrt werden konnte
(Gura, 1997), korrelierte die TRAIL-,Decoy“-Rezeptdexpression in anderen
Untersuchungen nicht mit der Sensibilitat gegenUbBAIL-induzierter Apoptose
(Griffith et al., 1998; Griffith et al., 1999b). Dadie TRAIL-induzierte
Signaltransduktion insbesondere hinsichtlich desflisses von IFNM untersucht
werden sollte und in anderen Untersuchungen eirfluss) auf die Expression der
TRAIL-Rezeptoren durch IFNbeobachtet werden konnte (z. B. Sedger et al.9)199
wurde das Expressionsniveau der TRAIL-Rezeptoref @en KB-Zellen nach
Vorbehandlung mit IFK untersucht. Neben geringen Veranderungen im
Expressionsniveau von TRAILR1 und TRAILR2 zeigtehseine beinahe vollstandige
Reduktion von TRAILR4 auf der Zelloberflache nach<2iindiger Behandlung der
Zellen mit IFNy (Abb. 8). Dies steht im Einklang mit Untersuchumg@ denen gezeigt
werden konnte, dass IFNlie Zelloberflachen-Expression von TRAILR4 inhibiand
dessen proteolytische Degradation induziert (Wikpwst al., 2005). Der Abbau von

TRAILR4 nach IFN-Stimulation Uber das Proteasom ware ein mdglicher
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Reduktionsweg, da die Stimulation mit f=ldu einer Verstarkung der proteolytischen
Aktivitdt des Proteasoms fuhrt (Groettrupp et &@001). Die unterschiedliche
Sensibilitat verschiedener Zellen gegeniber TRAIWRZrmittelter Apoptose und
Selektivitat fur TRAIL-induzierte Apoptose in matign Zellen wird unter anderem
auch auf den protektiven Effekt der Decoy-Rezeptofd&RAILR3 und TRAILR4
zurtckgefuhrt (Sheridan et al., 1997; Pan et 81981 Ashkenazi & Dixit, 1998). Der
IFNy-induzierte Abbau von TRAILR4 kdnnte somit Ursadheer Sensibilisierung von
Zellen fir TRAIL-vermittelte Apoptose sein. Da ierdfolgenden Untersuchungen aber
spezifische TRAILR1- und TRAILR2-Antiseren verwehdeurden, ist hier ein
protektiver Effekt von TRAILR4 durch Depletion dERAILR1/2-Antikdrper im Sinne
der klassischen Decoy-Rezeptor-Theorie ausgesemo$3b die Bildung gemischter
Rezeptorkomplexe oder die anderen in 1.3.2 bedwnen Theorien eine Rolle spielen

bedarf weiterer Klarung.

5.4 IFNy verstarkt die TRAIL-induzierte Apoptose und NFkB-Aktivierung

Hinsichtlich der TRAIL-induzierten Apoptose zeigsich sowohl fir TRAILR1 als
auch fur TRAILR2 analog zur Fas-vermittelten Apgapdass eine Behandlung der
KB-Zellen mit IFNy oder CHX ausreichend ist, um diese fur TRAIL-ingue
Apoptose zu sensibilisieren (Abb. 9). Der in andeténtersuchungen beobachtete
synergistische Effekt von IRN und TRAIL hinsichtlich der Apoptoseinduktion
(Merchant et al., 2004), konnte somit bestatigt dear Ebenfalls analog zur Fas-
vermittelten Apoptose konnte durch Caspase-Inloibitmittels zVAD-fmk (Abb. 9)
oder stabiler Expression von Bcl2 (Abb. 11) die ukitbn von Apoptose uber
TRAILR1 oder TRAILRZ2 in den KB-Zellen verhindert vaen. Dies bestétigt erneut,
dass KB-Zellen den Typ Il Zellen zugeordnet werdeiasssen und dass Bcl2-GFP-
exprimierende KB-Zellen zur Untersuchung der nighoptotischen TRAIL-
vermittelten Signaltransduktion geeignet sind. lendparentalen sowie in den
transgenen KB-Zellen konnte eine vergleichbare PBiezexpression nachgewiesen
werden, so dass die beobachtete Resistenz der kBZden nicht auf eine veranderte
Rezeptorexpression zuriickgefuhrt werden kann (Datdr gezeigt).

Um herauszufinden, ob neben der synergistischerkuy von TRAIL und IFN

hinsichtlich der apoptotischen Signaltransduktiarcha ein maoglicher gegenseitiger
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Einfluss von TRAIL und IFN hinsichtlich der nicht-apoptotischen Signaltrangaurk
existiert, wurden die KB-Zellen nun auf TRAILR1-diTRAILR2-vermittelte NkB-
Aktivierung hin untersucht. Hier zeigte sich besensdflir TRAILR1 eine deutliche
Verstarkung der IL8-Produktion nach Vorbehandlunig IfNy (Abb. 12). Somit war
klar geworden, dass IRNnicht nur einen verstarkenden Effekt auf die TRAIL
induzierte Apoptose Dbesitzt, sondern wiederum analour FaslL-induzierten
Signaltransduktion auch deutlichen Einfluss auf@ht-apoptotische TRAILR1- und
TRAILR2-vermittelte Signaltransduktion nimmt. Die RAIL-induzierte NKB-
Aktivierung konnte durch den Schutz der Zellen #poptose mittels zVAD-fmk oder
durch Bcl2-Expression nochmals deutlich verstarktden (Abb. 10). Weiterhin konnte
beobachtet werden, dass die TNF-induzierteBdRktivierung weder durch IFiNnoch
durch zVAD-fmk zu verstarken war (Abb. 10). Somihseint die TRAIL-induzierte
NFkB-Aktivierung eher dem Mechanismus der Fas-, als dker TNF-induzierten
NF«B-Aktivierung zu entsprechen.

Wie oben beschrieben wird IFNwie auch TRAIL von aktivierten T-Zellen und
natirlichen Killerzellen exprimiert. Die Verstarkunder apoptotischen TRAIL-
Signaltransduktion durch IBNsteht in gutem Einklang mit der zytotoxischen Riork
dieser Zellen. Bcl2 und andere anti-apoptotisché&glMider der Bcl2-Familie spielen
bei der Entstehung hamopoetischer Krankheiten wee akuten Promyelozyten-
Leukdmie (Kogan et al., 2001) und auch nicht-haretipoher maligner Erkrankungen
wie dem Mamma-Carcinom eine Rolle (Jager et al.97)19 Unter diesen
pathophysiologischen Bedingungen, in denen die Agsspdurch Uberexpression von
Bcl2 inhibiert ist, fihrt das Zusammenwirken von AIR und IFNy jedoch zu einer
massiven Verstarkung der nicht-apoptotischen TRSildiraltransduktion. Das durch
NF«xB regulierte Zytokin IL8 besitzt neben seiner infl@atorischen Wirkung auch eine
Angiogenese-fordernde Wirkung (Koch et al.,, 1992)a Angiogenese und
Tumorwachstum eng miteinander verbunden sind (Ber§eBenjamin, 2003), besteht
die Moglichkeit, dass das Zusammenwirken von TRAIhd IFNy unter anti-
apoptotischen Bedingungen sogar eine Tumorprogmedsegunstigt. So konnte z. B.
gezeigt werden, dass TRAIL im Tiermodell die Metggtrung des humanen duktalen

Pankreas-Adenocarcinoms begunstigt (Trauzold ,c2@0D6).
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5.5 TRAIL-induzierte | kxBa-Degradation und Kerntranslokalisation von NF«B

In den vorherigen Versuchen wurde die TRAILR1- UrfdAILR2-vermittelte nicht-
apoptotische Signaltransduktion anhand deskBNEielgens IL8 untersucht. Die
Induktion von IL8 bendétigt eine Aktivierung von NB, unterliegt aber auch der
Steuerung durch andere induzierbare Signaltransohstege. So ist zu einer
signifikanten Induktion von IL8 die Aktivierung vaNFkB und mindestens einer oder
zweier MAP-Kinasen notig (Hoffmann et al., 2002)e®ntscheidenden Schritte bei
der Aktivierung von NKkB stellen die Degradation vorBs durch das Proteasom und
die anschlieBende Translokalisation vonkBFn den Kern dar (s. 1.3.4.1). Hier zeigte
sich, sowohl in den mit CHX als auch in den mit {Adehandelten Zellen, eine deutlich
Abnahme deskBa-Signals im Western-Blot. Die Kinetik der TRAIL-indierten kBa-
Degradation gleicht der in einer anderen Untersugh(@iegmund et al., 2005)
dargestellten Fas-vermitteltekBla-Degradation und unterscheidet sich von der durch
TNF-induzierten #Ba-Degradation (Abb. 13). Dies bestatigt erneut demlachtung,
dass der Mechanismus der TRAIL-induzierten nichtgagiischen Signaltransduktion
dem der Fas-vermittelten ahnlich ist, sich aber #em des Tumor Nekrose Faktors
unterscheidet. Weiterhin bestatigte sich die im HI8SA gemachte Beobachtung, dass
die TRAIL-induzierte NkB-Aktivierung unter nicht-apoptotischen Bedingungamd
nach Vorbehandlung der KB-Zellen mit IiFNbenso effektiv wie die TNF-induzierte
NFkB-Aktivierung sein kann (Abb. 14).

5.6 Modulation der TRAIL-Rezeptor-vermittelten NF kB-Aktivierung durch FLIP
Neben der inhibitorischen Wirkung von FLIP auf diedesrezeptor-vermittelte
Apoptose, deuten neuere Studien auch auf eine ieankei der Regulation der nicht-
apoptotischen Signaltransduktion hin. So konnte énhibition der FasL- und TRAIL-
induzierten NKB-Aktivierung durch die transiente Uberexpressioonv FLIP
nachgewiesen werden (Wajant et al., 2000). Weitetkonnte eine inhibierende
Funktion von FLIP bei der Fas-vermittelten ®B-Aktivierung in stabil-exprimierenden
KB-FLIPys-Zellen gezeigt werden (Kreuz et al., 2004). Andehadien zeigen dagegen
einen NkB-induzierenden Einfluss von FLIP (Kataoka et 2000). Dies deutet darauf
hin, dass FLIP eine zentrale Funktion bei der Matoh der Todesrezeptor

vermittelten Signaltransduktion besitzt. Um einennayeeren Einblick in die
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Wirkungsweise von FLIP bei der TRAIL-induzierten clmi-apoptotischen
Signaltransduktion zu erlangen, wurde die TRAIL-ingute NFRB-Aktivierung in
stabil FLIR s-exprimierenden KB-Zellen untersucht, die erwarsgemal gegenlber
TRAIL-vermittelter Apoptose resistent waren und garar Untersuchung der TRAIL-
induzierten NKkB-Aktivierung geeignet sind (Daten nicht gezeigt).

Im Vergleich mit den parentalen, durch zVAD-fmk v@poptose geschutzten Zellen,
zeigte sich eine starke Suppression der TRAILRId GIRAILR2-vermittelten IL8-
Produktion sowohl in den FL|P als auch den FLKEexprimierenden KB-Zellen (Abb.
15). Die in einer friheren Studie mit transient réxerimiertem FLIP (Wajant et al.,
2000) aufgefallene inhibitorische Wirkung von Futikht nur auf die Todesrezeptor-
vermittelte apoptotische Signaltransduktion, sondeunch auf die nicht-apoptotische
Signaltransduktion, konnte somit bestatigt werdeie. Inhibition sowohl der TRAIL-
induzierten NkB-Aktivierung als auch Apoptose durch die Expression FLIRs in
den mit IFN-vorbehandelten KB-Zellen, deutet auf eine Regoiatibeider
Signaltransduktionsmechanismen auf der Ebene d&€ Bin.

In den weiter oben beschriebenen Untersuchungeneimar starke Abhangigkeit der
TRAIL-induzierten Signaltransduktion in KB-Zellenon einer CHX- oder IFi
Vorbehandlung festgestellt worden. In anderen Watghrungen konnte gezeigt werden,
dass sowohl CHX (Wajant et al., 2000), als auchylgSiegmund et al., 2005) die
Expression von FLIP reduzieren kdnnen. Hierzu patsts die FLIP-Expression auf
Protein Ebene durch proteasomalen Abbau regulied ((im et al., 2002) und IFN
die proteolytische Aktivitat des Proteasoms stiemagin kann (Groettrupp et al., 2001).
Somit ware es mdglich, dass die oben gezeigtebddingte Sensibilisierung von KB-
Zellen fur die TRAIL-induzierte N&B-Aktivierung zumindest teilweise auf einem
verstarkten proteasomalen Abbau von FLIP beruht.

Nachdem die inhibitorische Wirkung von sowohl staxiprimiertem FLIR als auch
FLIPs in KB-Zellen auf die TRAIL-induzierte nicht-apopische Signaltransduktion
gezeigt werden konnte, sollte zusatzlich der Es#luon endogen exprimiertem FLIP
auf die nicht-apoptotische Signaltransduktion d&ATL-Todesrezeptoren untersucht
werden. Wie vermutet fuhrte die Reduktion endogdfieiP-Molekile durch FLIP-
spezifische siRNA zu einer deutlich verstarkten THAL- und TRAILR2-vermittelten

IL8-Produktion, sowohl in den ungeschitzten alshaut den mit zVAD-fmk vor
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Apoptose geschitzten KB-Zellen (Abb. 16). Wie Wsréiir die Behandlung der KB-
Zellen mit IFNy beschrieben, zeigte auch die Reduktion von endgdfLIP keinerlei
Auswirkung auf die TNF-induzierte IL8-Produktione® Weiteren konnte eine erhdhte
basale NkB-Aktivitat in den sowohl mit FLIPs-reduzierender siRNA-behandelten
Zellen als auch in den mit nur FLH3pezifischer siRNA behandelten KB-Zellen
beobachtet werden, was die supprimierende Wirkung ¥LIP auf die NEkB-

Aktivierung in KB-Zellen zusatzlich bestatigt.
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6 Zusammenfassung

In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass TR&hlen der dominanten Funktion
als Ausloser des apoptotischen Programms unteibettn Bedingungen auch eine
starke Aktivierung nicht-apoptotischer Signalwege wibken kann. Um die
Mechanismen der TRAIL-induzierten nicht-apoptotistt&gnaltransduktion genauer
zu untersuchen, wurde in der hier vorliegenden tbesonderes Augenmerk auf die
TRAIL-vermittelte NFB-Aktivierung und deren Modulation durch IkFNund FLIP
gelegt.

Zunachst konnte gezeigt werden, dass eine Vorbéinamndon KB-Zellen mit CHX
oder IFNy ausreichend ist, um diese sowohl fir die TRAILtin@rte apoptotische
Signaltransduktion, als auch nicht-apoptotischen&8igansduktion zu sensibilisieren.
TRAIL und IFNy werden physiologisch von aktivierten T-Zellen undtirlichen
Killerzellen sezerniert und induzieren synergigtisie Auslésung des apoptotischen
Programms. Hier konnte nun gezeigt werden, dassy IBBsonders unter nicht-
apoptotischen Bedingungen, die durch Caspase-tidnbioder Bcl2-Expression
erreicht wurden, auch eine synergistische Wirkuafyche TRAIL-induzierte NkB-
Aktivierung entfaltet. Eine IFdVorbehandlung der KB-Zellen bewirkte weiterhin die
vollstandige Reduktion des ,Decoy“-Rezeptors TRAd, Rvas ebenfalls zur Regulation
der TRAIL-vermittelten Signaltransduktion in KB-Zeh beitragen konnte. Die
Moglichkeit der Sensibilisierung der KB-Zellen fiie TRAIL-induzierte Apoptose und
NFkB-Aktivierung durch CHX deutet auf einen kurzlelmgénhibitor der TRAIL-
vermittelten Signaltransduktion hin. Ein moglichBandidat hierfir ist das anti-
apoptotisch wirkende FLIP, fur das ein Einfluss ai# TRAIL-induzierte NIkB-
Aktivierung gezeigt werden konnte und dessen Exwasunter anderem durch 1N
reguliert wird. In Versuchen zur Rolle von FLIP der TRAIL-induzierten nicht-
apoptotischen Signaltransduktion zeigte sich zusanfiassend sowohl in Versuchen
mit FLIP.- und FLIR-exprimierenden Zellen, als auch durch Reduktion von
endogenem FLIP mittels siRNA eine inhibierende Whidggwvon FLIP auf die TRAIL-
induzierte NkB-Aktivierung. Die Inhibition sowohl der TRAIL-Repéor-vermittelten
Apoptose als auch der NB-Aktivierung durch FLIP-Uberexpression deutet airfe

gemeinsame Regulation beider Mechanismen auf deredes DISC hin.
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Abklrzungen

7 Abkilrzungen
Abb.
APAF-1
APS
ATP
Bcl

BH

°C
Caspase
Cdc
cDNA
CHX
CRD
dATP
DcR
DD
DED
DISC
DMSO
DNA
DR
DTT
EDAR
EDTA
ELISA
FACS
FasL
FCS
FADD
FLICE
FLIP
FLIP.

Abbildung
Apoptotic Protease Activating Factor 1
Ammonium-Persulfat
Adenosin-Triphosphat
B-Cell Lymphoma (Protein)
Bcl Homologie (Doméne)
Grad Celsius

Cysteinyl Aspartat-spezifische Protease
Cell division cycle (Protein)
komplementar DNA
Cycloheximid
Cysteine-Rich Domain
desoxy-Adenosin-Triphosphat
Decoy Receptor
Death Domain
Death Effector Domain
Death Inducing Signaling Complex
Dimethylsulfoxid
Desoxy-Ribonukleinsaure
Death Receptor
Dithiothreitol
Ectodysplasin A Receptor
Ethylendiamin-Tetra-Essigsaure
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Essay
Fluorescence Activated Cell Sorting
Fas-Ligand
Fetal Calf Serum
Fas-Associated Death Domain
FADD-Like ICE
FLICE-Inhibitory Protein
FLIP-Long
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Abklrzungen

FLIPs
GFP

h
HEPES
Hsp
HtrA2
IAP

ICE

IFN

IKK

IxB

IL

JNK

M

mA
MAP-Kinase
min
MRNS
NF«B
NGFR
nm

nM
OPG
PA
PAGE
PBS

P LAD
RANK-L
RHD
RIP

SDS

FLIP-Short

Green Fluorescent Protein

Stunde(n)
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-Ethankrsaure
Heat shock protein

High temperature requirement protein A2 ii#PD

Inhibitor of Apoptosis Protein
Interleukin-1beta-Converting Enzyme

Interferon

IxB Kinase Komplex

Inhibitor of NFB
Interleukin

c-Jun N-terminal Kinase
molar (Mol/Liter)

Milliampere

Mitogen-Activated Protein Kinase
Minute

messenger Ribonukleinsdure
Nuclear Factor kappaB

Nerve Growth Factor Receptor
Nanometer

Nano-Molar

Osteoprotegerin

Protein A
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline
Pre-Ligand Association Domain
Receptor Activator of NiEB Ligand
Rel Homology Domain
Receptor-Interacting Protein
siehe

Natriumdodecylsulfat
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Abklrzungen

SiRNA
SMAC
TACE
TEMED
TE-PBS
TNF
TNFR
TRAF
TRAIL
TRAILR
U/min

\Y

Verd.
WT
XIAP
zZVAD-fmk

small interfering RNA

Second Mitochondria-derived Activator of Gase (=DIABLO)
TNFa Converting Enzyme

N, N, N, N"-Tetramethylendiamin
Trypsin/EDTA-PBS

Tumor Nekrose Faktor

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor

TNF Receptor Associated Factor

TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
TRAIL-Rezeptor

Umdrehungen/Minute

Volt

Verdinnung

Wildtyp

X-Chromosome-Linked Inhibitor of Apoptosis
N-benzyloxycarbonyi-Val-Ala-Asp-Fluorontetiketon
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