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1.1 Bedeutung der Apoptose

1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Apoptose

Der Begriff Apoptose bezeichnet den sog. programteme Zelltod, der auch unter
physiologischen Bedingungen auftritt. Diese Formm v@lltod ist ein unverzichtbarer
Prozess fur mehrzellige Organismen zur Herstellamgs Gleichgewichts zwischen
Zellproliferation und -elimination. So gehen bemein gesunden Erwachsenen taglich
ca. 10 Millionen Zellen durch Apoptose zugrunde rfidu& Cotter, 2003). Neben der
Aufrechterhaltung der Zellhombostase spielt die ptpee eine wichtige Rolle bei der
Regulation des Immunsystems sowie der Immunsuaved von Tumorzellen und
virusinfizierter Zellen. Aus einer Stérung apopgotier Signalwege kénnen demnach
Autoimmunerkrankungen, Immundefizienz und Krebaultesen. Von der Apoptose
abzugrenzen ist die Nekrose, welche die pathoploggsthe Form von Zelltod

darstellt.

Trotz der fundamentalen Bedeutung der Apoptoset ziEg historische Ruckblick auf
die Entwicklung der Apoptoseforschung einen tragexginn. Erste Hypothesen uber
eine Form von natirlichem Zelltod gehen bereitsiekiauf Studien von Carl Vogt im
Jahre 1842. Uber die Dauer eines ganzen Jahrhangktilieb diese Erkenntnis aber
auf der Ebene morphologischer Beschreibungen wBe durch Rudolph Virchow
(1858) oder Walther Flemming (1885). Einen Meilemstflr die Erkenntnis der
bedeutenden Funktion von Apoptose setzte schlleBtiicksmann 1951, der den
Zusammenhang der Apoptose mit der Embryogenes&mntvadcklung von Vertebraten
erkannte (Lockshin & Zakeri, 2001; Glucksmann, 195Hieraus erwuchs neues

Interesse fur das Forschungsgebiet der Apoptose.

Der Begriff Apoptose (gr. = ,Herabfallen®) wurde 2® zum ersten Mal benutzt zur
Beschreibung einer Art von Zelltod, die sich morplgisch von der Nekrose

differenzieren lasst. Zu den charakteristischen pmologischen Veranderungen
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apoptotischer Zellen gehdren Schrumpfung der Zelkdéuolenbildung im Zytoplasma,
Kondensierung des Chromatins, Fragmentierung ddkkeries und schlie3lich die
Entstehung sog. Apoptosekorperchen. Spater wurtudgefunden, dass im Rahmen
der Apoptose das Lipid Phosphatidylserin auf d&e@en Zellmembran exponiert wird.
Dies fuhrt letztlich dazu, dass die apoptotischéleZgon Phagozyten erkannt und
eliminiert wird, ohne im umgebenden Gewebe, im Ggs.Nekrose, eine Entziindung
zu induzieren (Fadok et al., 2000). Die Identifiaat spezifischer morphologischer,
biochemischer und auch genetischer Vorgange wahtend\poptose fuhrte nach den
anfanglich stagnierenden Studien schlie3lich zaeregxplosionsartigen Ausweitung des
Forschungsfeldes.

1.2 Mechanismen der Apoptoseinduktion

Die Apoptose kann durch eine Vielzahl von Mechamisnausgelost werden. Eine
anschauliche Einteilung bietet die Differenzieruagvischen dem extrinsischen
(Ashkenazi & Dixit, 1998) und dem intrinsischen €én & Reed, 1998) Signalweg. So
beruht der extrinsische Signalweg auf der Induktien Apoptose durch Stimulation
von Membranrezeptoren. Binden Zytokine der TNF @umecrosis factor)-Liganden-
Familie, zu denen z.B. TRAIL, FasL oder Ttllgehdren, an ihre korrespondierenden
Rezeptoren, erfolgt eine intrazellulare Signalkdskabis zur Auslésung des
apoptotischen Zelltods. In vivo werden diese Ligandon Immunzellen wie T- und B-
Lymphozyten oder NK-Zellen exprimiert. So spieltr d&trinsische Signalweg eine
wichtige Rolle fur die Ausfiihrung immunregulatohse Funktionen. Der intrinsische
Signalweg hingegen wird durch diverse Formen volls&eédigung eingeleitet. Durch
Stimuli wie Hypoxie, Radikale, Toxine, Chemothenaiilea oder Bestrahlung wird
beim intinsischen Signalweg (iber strukturelle Andegen an den Mitochondrien und
Freisetzung mitochondrialer Molekule ins Zytosot dpopototische Zelltod induziert.
AulRerdem wird der intrinsische Signalweg beim Fehlen Wachstumsfaktoren und

bei inadaquater Wachstumsstimulation induziert.
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Unabhé&ngig vom apoptoseauslésenden Stimulus korerabwohl beim extrinsischen
als auch beim intrinsischen Signalweg schlieBlialr Aktivierung spezifischer
Proteasen, den sog. Caspasen (cysteinyl aspapetdis proteases). Die zunachst
aktivierten Initiatorcaspasen aktivieren sog. Eifegaspasen, welche fur die Spaltung
verschiedener zellularer Proteine und der DNA Jsvartlich sind. Daraus resultiert
letztlich das biochemisch organisierte Zugrundegetier Zelle. Auf Einzelheiten des
extrinsischen und des intrinsischen Signalwegesiesaler Caspase-Kaskade soll im

Folgenden naher eingegangen werden.

1.2.1 Todesrezeptoren und der extrinsische Signalge

Die Induktion des extrinsischen Signalweges erfdrdie Formation eines Komplexes

aus Todesrezeptor und Todesligand.

Die Todesrezeptoren TRAIL-R1, TRAIL-R2, Fas/Apo-D®5, TNF-R1, DR3, DRE6,
p75-NGFR und EDAR bilden eine Untergruppe der TN#zéptor (TNF-R)-
Superfamilie (Zhou et al.,, 2002). Als gemeinsamédsar@kteristikum besitzen die
Mitglieder der TNF-R-Superfamilie in ihrem extrae#hren Rezeptorteil bis zu 6
Kopien einer Cystein-reichen Domane (CRD) (Aggan#8l03). Die Todesrezeptoren
sind wie die anderen TNF-Rezeptoren Typ-I-Membratgine. Das besondere
Kennzeichen der Todesrezeptoren ist eine konsevieytoplasmatische Protein-
Protein-Interaktionsdoméne, die sog. Todesdomareatiid domain, DD). Dieser
intrazellulare Rezeptorteil ist bei der Transduktaes apoptotischen Signals involviert
(Sartorius et al.,, 2001). Die TNF-Rezeptoren werdemn Mitgliedern einer
komplementaren Familie, der TNF-Liganden-Familtensliert (Bodmer et al., 2002).
Die Zytokine der TNF-Liganden-Familie sind Homotera und werden meist als Typ-
[I-Membranproteine exprimiert. Allerdings sind siech in l6slicher Form vorzufinden,
beispielsweise nach proteolytischer Prozessierergntembrangebundenen Liganden

oder aufgrund von alternativem Spleissen.

Bei der Interaktion zwischen Todesrezeptor undpeathendem Liganden bindet das
Ligandentrimer drei Molekile des Rezeptors und melt die Reorganisation der
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bereits vorgeformten Rezeptorkomplexe. Diese vorgeen Rezeptorkomplexe bilden
sich in Abwesenheit des zugehérigen Liganden duxghgregation aus monomeren
Rezeptoruntereinheiten Uber eine N-terminale DontmeRezeptoren, der sog. PLAD
(pre-ligand-binding assembly domain) (Chan et 2000). In diesem praaggregierten
Zustand sind die Rezeptorkomplexe inaktiv. Durche dLiganden-induzierte
Reorganisation der Rezeptorkomplexe werden die Sredeptoren aktiviert und die
intrazellulare Signaltransduktion wird initiiert. afiche Rezeptoren der TNF-Rezeptor-
Superfamilie, wie z.B. TRAIL-R1, kdnnen sowohl durdie I6sliche als auch durch die
membrangebundene Form ihres korrespondierendenndega aktiviert werden,
wéahrend bei anderen Rezeptoren wie z.B. bei TRA2LHRd Fas/CD95 eine effiziente
Aktivierung vorwiegend durch die membrangebundepenFerfolgt (Wajant et al.,
2001).

Fur die weitere Signaltransduktion der Todesrezeptospielt unter anderem die
zytoplasmatische Todesdomane (DD) eine essenRellie (Sartorius et al., 2001). Sie
dient als Andockstelle fur die Rekrutierung und idigrung von zytoplasmatischen
Adapterproteinen, welche ihrerseits eine Todesdemkasitzen. Uber homophile
Wechselwirkungen bindet die DD der Adaptermolekéte der DD des aktivierten
Todesrezeptors. Weiterhin  verfigen die Adaptergnete Uber eine sog.
Todeseffektordoméane (death effector domain, DEDg/che wie die DD Protein-
Protein-Interaktionen vermittelt. So werden DEDketitende Initiatorcaspasen an das
Adapterprotein rekrutiert und dadurch aktiviert. rD€omplex aus Todesrezeptor,
seinem korrespondierendem Liganden, dem Adapteipraind der Initiatorcaspasen
wird als death inducing signaling complex (DISC)zéehnet. Die im Komplex
aktivierten Initiatorcaspasen vermitteln durch 8paj verschiedener Effektorcaspasen
die Weiterleitung des apoptotischen Signals. Egl@eiuf hingewiesen, dass die DD der
Todesrezeptoren zwar in Zusammenhang mit der Ageptduktion identifiziert
wurde, dass sie jedoch auch nicht-apoptotischeaBigrge aktiviert (Wajant, 2003a).

Die verschiedenen Todesrezeptoren weisen diverseerddhiede bezlglich der
rekrutierten Adapterproteine auf. Dies beeinfluasth die final ausgelosten Effekte. So
konnen je nach rekrutiertem Adapterprotein die Apseinduktion dominieren oder

aber nicht-apoptotische Funktionen wie z.B. diei&tung desNFkB- oder des JNK-
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Signalweges uberwiegen. Trotz diverser Differenzen Signalweg zwischen den
einzelnen Todesrezeptoren haben alle eine essentiBedeutung bei der
Aufrechterhaltung eines funktionsfahigen Immunsysteund bei der Beseitigung

pathogener Zellen.

1.2.2 Das Mitochondrium und der intrinsische Signaleg

Der intrinsische Signalweg wird hauptséchlich duschadliche Umwelteinfliisse wie
z.B. Strahlung und Radikale oder durch Mangel arcWamsfaktoren induziert. In
manchen Zelltypen kann er aber auch durch Todgsi@®ea in Gang gesetzt werden,
um die Aktivierung von Effektorcaspasen zu versérkEine zentrale Rolle beim
intrinsischen Signalweg spielen die Mitochondridig eine strukturelle Veranderung
durchlaufen und dadurch eine erhohte Permeabittét aulieren Membran aufweisen.
Der kritische Schritt ist hierbei die Translokatioon Bax und/oder Bak zum
Mitochondrium (Almasan & Ashkenazi, 2003). Bax/Baknd pro-apoptotische

Mitglieder der Bcl-2-Familie. Die Rekrutierung voBax/Bak kann durch DNA-

schadigende Agenzien Uber das Tumorsupressorprgbi oder durch andere
zellschadigende Einflisse getriggert werden. Andeits kann die Bax/Bak-

Rekrutierung auch durch Todesrezeptoren induziertean.

Oligomerisiertes Bax/Bak fuhrt zur Porenbildung wamit erhdhter Permeabilitat der
auReren Mitochondrienmembran. Dies erlaubt den r&usverschiedener pro-
apoptotischer Proteine aus dem IntermembranraumMiieehondriums ins Zytosol
(Wang X, 2001). Zu den freigesetzten Mediatorendgetm Cytochrom c, second
mitochondria-derived activator of  caspases/directAP-binding protein
(SMAC/DIABLO) und die Serinprotease HtrA2/Omi.

Das freigesetzte Cytochrom c beispielsweise fotmieit APAF-1, ATP und Pro-
Caspase-9 einen als Apoptosom bezeichneten Komipledem die Initiatorcaspase-9
aktiviert wird (Salvesen & Renatus, 2002). Caspasektiviert dann analog zur
Initiatorcaspase-8 die Effektorcaspase-3 (Shi, 200zang X, 2001). Die vom
Mitochondrium freigesetzten Proteine SMAC/DIABLO cuidtrA2/Omi hemmen die
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Caspase-inhibitorische Funktion der IAP (inhibitdrapoptosis) Proteine und férdern
somit die Caspase-3-Aktivierung (van Loo et al.020 Zu beachten ist, dass die
aktivierte Caspase-3 selbst die Initiatorcaspasem& -9 zu prozessieren und zu
aktivieren vermag (Engels et al., 2000), wodurch n eipositiver
Ruckkopplungsmechanismus fur die Caspaseaktiviestadgjiert wird.

Um dem hohen pro-apoptotischen Potential der fseigéen mitochondrialen Faktoren
entgegen zu wirken, bedarf es einer strengen Rugula Eine wichtige

Steuerungsfunktion Gbernehmen hierbei die Mitgliedier Bcl-2-Familie. Diese sind
charakterisiert durch den Besitz von wenigstensreiler sog. Bcl-2-Homologie (BH)-
Doménen 1-4, welche urspringlich bei dem Prototgpat Familie, dem Bcl-2 Protein,
beschrieben wurden (Gross et al., 1999). Abhéngigikrer BH-Domanen-Architektur
haben die Mitglieder der Bcl-2-Familie pro- oderti@poptotisches Potential. So
besitzen pro-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Hamiwie z.B. Bax oder sein
Homolog Bak die Domanen BH 1-3. lhre anti-apoptdten Gegenspieler, wie z.B.
Bcl-2 und Bcl-XL, weisen dariiber hinaus eine BH-dnlline auf (Cory & Adams,

2002). Eine weitere Untergruppe der Bcl-2-Famitie,der Bid, Bik, Bim, NOXA und

PUMA gehdren, besitzen nur die BH-3-Doméane und eerdeshalb auch als BH3-
,only“-Proteine bezeichnet. BH3-,only“-Proteine amagieren mit pro-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie, um deren Wirkung verstarken bzw. inhibieren sie die
anti-apoptotischen Mitglieder Bcl-2 und Bcl-XL. Agriind von sowohl pro-apoptotisch
als auch anti-apoptotisch wirkenden Mitgliedern dier Bcl-2-Familie bestimmt

demnach das Verhaltnis zwischen den beiden funddliem Gruppen Uber die

Ausldsung des intrinsischen Signals der Apoptose.
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1.2.3 Caspasen: Effektormolekiile des apoptotischérogramms

Eine zentrale Rolle sowohl im extrinsischen als hauém intrinsischen
Apoptosesignalweg spielen die Caspasen. Der BeGa8pasen (cysteinyl aspartate-
specific proteases) wurde 1993 fir eine Gruppe a&edier Proteasen gepragt, die eine
essentielle Bedeutung sowohl in der Initiations- alich in der ExekutionspKaninchen
der Apoptose haben (Alnemri et al., 1996). Die Hander Caspasen von Saugetieren
besteht aus 14 Mitgliedern, von denen 11 im Mensagrimiert werden. Anhand
phylogenetischer Analysen konnte die Familie iniz8uhfamilien unterteilt werden, in
die sog. ICE-Subfamilie sowie die CED-3-Subfam{ldicholson, 1999). Obwohl die
Uberexpression samtlicher Caspasen zum Tod dee Hdlirt, zeichnet sich die ICE-
Subfamilie dadurch aus, hauptsachlich Zytokine zwozgssieren und bei
inflammatorischen Prozessen eine Rolle zu spidieoteine der CED-3-Subfamilie
dagegen sind priméar in apoptotische Signalwegelwer. Eine Eigenschaft, die alle
Caspasen teilen, ist ihre auRergewohnliche Subptaifitat. So besitzen sie eine starke
Praferenz fur die Spaltung nach bestimmten Asp&wsten. Unter allen bekannten
Saugerproteasen hat nur die Serinprotease GranzgimeEihnliche Substratspezifitat.

Bevor die Caspasen proteolytisch aktiv sind, miussienselbst zunachst aktiviert
werden. Caspasen werden konstitutiv exprimiergrdihgs als inaktive Vorstufen, sog.
Zymogene. Diese Pro-Caspasen besitzen verschi@@néanen: eine N-terminale Pro-
Domaéne, eine grol3e Untereinheit (17-21 kDa) und klaeine Untereinheit (10-13 kDa)
(Earnshaw, 1999). Durch verschiedenste apoptotiStineuli wird die Aktivierung der
Caspasen eingeleitet, bei der das Pro-Enzym anmeisigezifischen Aspartatrest
zwischen groRer und kleiner Untereinheit proteebtii prozessiert wird. In vielen
Fallen wird aulRerdem die Pro-Doméne proteolytisuifieent. Die enzymatisch aktive
Caspase setzt sich zusammen aus 2 Heterodimerehdéed aus jeweils einer grof3en

und einer kleinen Untereinheit (Zhivotovsky, 2003).

Anhand der GroRe der Pro-Doméne kdnnen die ProaSaspin 2 Gruppen unterteilt
werden, die sich auch funktionell voneinander sdieeiden. Caspasen mit kurzen Pro-
Doméanen (weniger als 30 AS) agieren als sog. Kifekspasen. Hierzu gehdren die
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Caspasen-3, -6 und -7. Die Ubrigen Caspasen wkisge Pro-Domé&nen (mehr als 100

AS) auf und erfiillen die Aufgabe von sog. Initi@@spasen (Zhivotovsky, 2003).

Die Aktivierung der Caspasen erfolgt sequentiellSmne einer sog. Caspase-Kaskade,
welche mit der autokatalytischen Aktivierung deitiftorcaspasen beginnt. Die langen
Pro-Doméanen der Initiatorcaspasen besitzen spezietiukturmotive, die fir die
Aktivierung der Enzyme von Bedeutung sind. Solistdie Pro-Caspasen-8 und -10 der
Besitz von Todeseffektordomanen (DED) charakteghti In den Pro-Caspasen-1, -2, -
4, -5 und -9 finden sich sog. CARDs (caspase-rguent domains) (Budihardjo et al.,
1999). Nicht nur in den Prodoméanen der Initiatopeaen sind DEDs und CARDs zu
finden, sondern auch in den zugehdrigen Adapterkiitda, wodurch eine Interaktion
uber homophile Wechselwirkungen ermdglicht wird.eddie DEDs bzw. die CARDs
erfolgt dann die fur die autokatalytische Aktiviegy der Caspasen notwendige
Oligomerisation. So interagieren Pro-Caspase-8 udds korrespondierende
Adapterprotein FADD beispielsweise uber ihre jeigeih DEDs. Dadurch wird die
Pro-Caspase-8 in ihre aktive Form Uberfihrt. Analdgd Pro-Caspase-9 aktiviert,
indem Uber CARDs die Bindung zwischen Pro-Caspase® dem Adapterprotein
APAF-1 vermittelt wird. Die aktivierten Initiatorspasen leiten das apoptotische Signal
schlie3lich weiter, indem sie die Effektorcaspagmateolytisch prozessieren und damit
aktivieren. Die aktivierten Effektorcaspasen sitiddie Spaltung essentieller zellularer
Proteine verantwortlich. Dadurch manifestieren sietztlich die charakteristischen
biochemischen und morphologischen Veranderungeptapgcher Zellen. So korreliert
beispielsweise die Spaltung von Integrinen mit déenlust von Zell-Zell-Interaktion
und die Prozessierung von Lamin mit dem PhanomerCtdeomatinkondensation und
nuklearen Schrumpfung (Hengartner, 2000). Die Ahzign Substrate von Caspasen
belauft sich derzeit auf tber 200 und die Listegststetig an (Fischer et al., 2003).
Unter diesen Substraten befinden sich struktuRltgeine, Signalproteine, Regulatoren
fur Transkription, Translation, Zellzyklus und DNReparatur, proinflammatorische

Zytokine, Regulatoren von Apoptose und viele andere

Essentielle Strukturproteine fur das Zytoskelet, a@urch Spaltung inaktiviert werden,
sind beispielsweise Lamin und Aktin. Auch PARP {@dDP-ribose polymerase) als

wichtiges Protein fur DNA-Reparatur und Zellzyklegulation wird durch Caspase-
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abhéngige Spaltung inaktiviert. Neben der protésdien Inaktivierung von Proteinen,
die fur die strukturelle Integritit und das Ubedebder Zelle unverzichtbar sind,
werden andererseits auch pro-apoptotische Proteirdh Caspase-vermittelte Spaltung
aktiviert. Hierzu gehort z.B. das Enzym CAD (caspastivated DNase). Dieses wird
indirekt durch Caspase-abhéngige Spaltung seirtelitiors ICAD (inhibitor of CAD)
aktiviert, um im Nukleus die DNA zu fragmentiereth{votovsky, 2003).

In der terminalen PKaninchen des Apoptoseprogranshsunter den Caspasen
insbesondere die Caspase-3 wichtig. Das Vorhanotemea aktivierter Caspase-3 im
Nukleus ist essentiell fur die Spaltung verschiedetuklearer Proteine, wie PARP oder
ICAD, fur DNA-Fragmentation und Chromatin-Kondensat

Trotz der essentiellen Bedeutung der Caspaseni¢iAdssfiihrung des apoptotischen
Programms, sei daraufhin gewiesen, dass diese iEavoih Proteasen durchaus auch
nicht-apoptotische Aufgaben erfillt. So dienen @asp Dbeispielsweise der
Prozessierung von Zytokinen wahrend einer Entzigdurd sind in die Proliferation
von T-Lymphozyten sowie die terminale Differenzigguvon Keratinozyten involviert
(Fadeel et al., 2000).

1.3 TRAIL und seine Rezeptoren

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-icidg ligand), auch bezeichnet als
Apo-2 Ligand, ist ein Mitglied der Tumor-Nekroseki@ (TNF)-Liganden-Familie

(Wiley et al., 1995). TRAIL hat in den letzten Jahrenorme Aufmerksamkeit als
potentielles tumorspezifisches Krebstherapeutikwh sich gezogen. Denn wie kein
anderes Zytokin vermag TRAIL in einer Reihe von Tumellen Apoptose zu

induzieren, wahrend nichttransformierte Zellen wubadet bleiben (Lawrence et al.,
2001; Pitti et al., 1996; Wiley et al., 1995). TRA$pielt aber nicht nur im Rahmen
einer potentiellen Tumortherapie fir das Abtoten Yamorzellen eine Rolle. Es gehort
auch zu den Zytokinen fir die kérpereigene Tumogtbwm Immunsystem (Takeda et

al.,, 2002). Als immunregulatorisches Effektormolekiird TRAIL in aktivierten
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Naturlichen Killerzellen, Monozyten, zytotoxisch&rZellen und dendritischen Zellen
exprimiert (Lu et al., 2002; Johnsen et al., 19G8ffith et al., 1999; Kayagaki et al.,
1999) und ist dadurch fir die Elimination von triamshierten sowie virusinfizierten

Zellen unverzichtbar.

TRAIL/Apo-2L konnte 1995 basierend auf einer Seqiremologie zu FasL/Apo-1L
und TNF identifiziert und geklont werden (Pitti &t, 1996; Wiley et al., 1995). Wie
andere Mitglieder der TNF-Liganden-Familie wird TRA primar als Typ-II-
Membranprotein von ca. 33-35 kDa exprimiert. Diese&t sich zusammen aus einer
extrazellularen TNF-ahnlichen Domane, einer tramsbranaren Helix sowie einer
kleinen zytoplasmatischen Domé&ne. Die extrazekuldNF-&hnliche Domane von
TRAIL kann von der Zelloberflache durch proteolghe Abspaltung freigesetzt werden
(Wiley et al. 1995). Dadurch existiert zumindestMenschen auch eine l6sliche Form
von TRAIL (Mariani et al., 1998). Bei den Zytokineler TNF-Liganden-Familie kann
die Bioaktivitat der membrangebundenen und derusaemtstehenden I6slichen Form
zum Teil stark variieren. Fur TRAIL wurde nachgesér, dass es in loslicher Form
Uber den TRAIL-R2 nur mit limitierter Effizienz Aptose auslést, wahrend es Uber
TRAIL-R1 effektiv apoptotische Signale induzierteMbranstandiges TRAIL dagegen
vermag beide Todesrezeptoren von TRAIL mit verdilearer Effizienz zu stimulieren
(Wajant et al., 2001; Muhlenbeck et al., 2000). TRAvie auch die anderen Mitglieder
der TNF-Liganden-Familie, besitzt eine typische di®vich Struktur und bildet
Homotrimere. Ein glockenférmiges Homotrimer wirdrclu die extrazellulare Doméane
von TRAIL gebildet (Hymowitz et al., 2000). So k@mdrei Rezeptormolekile jeweils
an den Grenzflachen zwischen zwei UntereinheitenHit@motrimers gebunden werden
(Hymowitz et al., 1999). Beim l6slichen TRAIL findsich auRerdem ein Insertions-
Loop von 12-16 AS in der Nahe des N-Terminus (Ghal.e 1999). Eine Besonderheit
von TRAIL ist der Besitz eines Zink-lons. Bishet TRAIL das einzige Mitglied der
TNF-Liganden-Familie, das ein Metallion enthalt.sDaink-lon wird durch einzelne
ungepaarte Cystein-Reste (Cys 230) der jeweiligeandvhere an der trimeren
Grenzflache gebunden. Es ist essentiell fir dimdre Stabilitdt und die Bioaktivitat
von TRAIL, was anhand von Punktmutationen von C$8 2u Alanin, Glycin oder
Serin nachgewiesen werden konnte. Denn diese Muogtifihren zu monomeren oder
dimeren, biologisch inaktiven Formen von TRAIL (Boer et al., 2000). Der
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einzigartige strukturelle Aufbau von TRAIL stehsalauch in Zusammenhang mit der

Zytotoxizitat dieses Zytokins.

TRAIL bindet an funf verschiedene Rezeptoren deFIRézeptor-Superfamilie. Davon
sind zwei pro-apoptotische Todesrezeptoren undatrigiapoptotische Rezeptoren. Die
Rezeptoren TRAIL-R1 (DR4) (Pan et al., 1997a) urRAIL-R2 (DR5, KILLER,
TRICK2) (Pan et al., 1997a; Sheridan et al., 19%alczak et al., 1997) sind
membranstandige Todesrezeptoren. Sie besitzen (dieTddesrezeptoren typische
zytoplasmatische Todesdoméne (DD) und koénnen naanul@tion mit TRAIL
apoptotische Signale weiterleiten. Wie alle Rezeptaler TNF-Rezeptor-Superfamilie
sind auch TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Typ-I-Membranpratei die eine extrazellulare
Cystein-reiche-Doméne (CRD) aufweisen. Die RezeptoFrRAIL-R3 (DcR1, TRID,
LIT) (MacFarlane et al., 1997; Sheridan et al., ZL9an et al., 1997b) und TRAIL-R4
(DcR2, TRUNND) (Degli-Esposti et al., 1997; Marsteat al., 1997) weisen in ihrer
extrazellularen CRD eine signifikante Homologie TRAIL-R1 und TRAIL-R2 auf.
Allerdings besitzt TRAIL-R4 nur eine verkirzte, kiionell inaktive Todesdoméne und
dem Rezeptor TRAIL-R3 fehlt der zytoplasmatischedptorteil vollig. TRAIL-R3 ist
stattdessen uber einen Glykophosphatidylinosit@tREPI) in der Zellmembran
verankert. Beide Rezeptoren, TRAIL-R3 und TRAIL-Rsind daher zwar befahigt,
TRAIL zu binden, sie kdnnen aber keine apoptotiacBgnale weiterleiten. Es scheint
viel eher, als ob diese Rezeptoren gegenuber THAIlund TRAIL-R2 antagonistisch
wirken und somit die Funktion von sog. ,Decoy-Rdpepn“ einnehmen. So konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression sowoh[TWAIL-R3 als auch von TRAIL-
R4 eine Resistenz gegeniber TRAIL-vermittelter Apsp zur Folge hat, wohingegen
die Entfernung dieser Rezeptoren von der Zelloben# zu einer Sensitivierung der
Zellen gegenuber der zytotoxischen Aktivitat von AIR fuhrt (Wu et al., 2000;
Sheridan et al.,, 1997). Die Mechansimen, die detagoptotischen Effekten von
TRAIL-R3 und TRAIL-R4 zugrunde liegen, sind derzeibch nicht genau geklart.
TRAIL-R3 und TRAIL-R4 koénnten die TRAIL-induzierteApoptose einerseits
inhibieren, indem sie mit den Todesrezeptoren ura &indung von TRAIL
konkurrieren. Eine andere Erklarung wéare, dass TRRA3 und TRAIL-R4 in einer
dominant-negativen Art und Weise die Bindung eiheteromeren Komplexes mit
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 eingehen. Es sei daraufhingesen, dass die Sensitivitat
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1.4 Apoptoseinduktion durch TRAIL

von Zellen fir TRAIL-vermittelte Apoptose nicht geell mit der Expression dieser
Decoy-Rezeptoren korreliert (Kim et al., 2000). @i ein Schutz vor TRAIL-
induzierter Apoptose durch Uberexpression von TRRB und TRAIL-R4
nachgewiesen werden konnte, hat sich das Ausmal3Egpression von Decoy-
Rezeptoren nicht als Hauptfaktor bei der Deternonatder TRAIL-Sensitivitat

erwiesen.

Der funfte Rezeptor, an den TRAIL bindet, ist désliche Rezeptor Osteoprotegerin
(OPG) (Emery et al, 1998). OPG wurde urspringliom Rahmen der
Osteoklastendifferenzierung als Bindungspartnerdis Mitglied der TNF-Liganden-
Familie RANKL (receptor activator of N\dB Ligand) (Simonet et al., 1997) entdeckt.
Erst spater wurde auch eine Interaktion zwischeAILRind OPG erkannt (Emery et
al., 1998), wobei die Affinitat von TRAIL zu dieseRezeptor in Relation zu den
ubrigen TRAIL-Rezeptoren gering ist. Uber die pbiajjische Bedeutung dieser relativ
schwachen Interaktion zwischen TRAIL und OPG istdato zumindest bekannt, dass
Uber OPG die TRAIL-induzierte Apoptose in Osteotdagnhibiert wird (Emery et al.,
1998).

Im Folgenden wird der Mechansimus der apoptotisdmme der nicht-apoptotischen
Siganltransduktion von TRAIL UUber seine korrespeneinden Todesrezeptoren
TRAIL-R1/DR4 und TRAIL-R2/DR5 naher erlautert.

1.4 Apoptoseinduktion durch TRAIL

Die TRAIL-vermittelte Apoptose erfolgt tUber die Biwng an die Todesrezeptoren
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (Pan et al., 1997a, b). DIRAIL-Todesrezeptoren und der
Fas/CD95-Todesrezeptor aktivieren die apoptotiddhschinerie auf gleiche Art und

Weise.

Der erste Schritt sowohl zur Aktivierung apoptdtisc als auch nicht-apoptotischer
Signalwege ist die bereits beschriebene Reorg@msates PLAD-abh&ngig-

praaggregierten Rezeptorkomplexes (Chan et al.0)20Die Bindung von TRAIL
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induziert durch diese Reorganisation eine Oligosieming trimerer Rezeptoreinheiten
zu gréReren Komplexen und bringt damit den Rezkpioplex in einen Zustand, der
die Formation des sog. DISC (death inducing siggatiomplex) erleichtert. Der DISC
besteht neben dem Liganden-Rezeptor-Komplex ausAttapterprotein FADD (Fas-

associated death domain) sowie der Pro-Caspaseséhiel et al., 2000).

FADD besitzt eine C-terminale Todesdomane (deathailo, DD), tber welche es an
der Todesdoméne von Todesrezeptoren wie TRAIL-RHAIL-R2 oder Fas binden

kann. Am N-Terminus verfugt FADD uber eine Todesktbrdomane (death effector
domain, DED) (Boldin et al., 1996; Chinnaiyan et 4/996). Wie die Todesdoméane
vermittelt auch die DED Protein-Protein-Interakgéon durch  homophile

Wechselwirkungen. So wird die Pro-Caspase-8 sdidief3n den DISC rekrutiert,

indem sie mittels zweier eigener N-terminaler DEIDsdie von FADD bindet (Kischkel

et al., 2000; Kischkel et al., 1995).

Infolge der Liganden-induzierten DISC-Bildung wendenehrere Pro-Caspase-8-
Molekile in enge Nachbarschaft gebracht. Dieserhaats ,induced-proximity-

activation“ bezeichnete Schritt fuhrt zur transkgitschen und autokatalytischen
Spaltung und damit Aktivierung der Pro-Caspasef@ge Dimerisierung der Molekile

im DISC (Boatright et al., 2003). Im Zuge dieser tidlerung kommt es zur

Uberfihrung der Caspase-8-Vorstufe in ein reifesp@ae-8-Heterotetramer durch
autoproteolytische Prozessierung in die p18- uedod0-Untereinheit (Donepudi et al.,
2003; Boatright et al., 2003). Der erste Spaltunggang erfolgt zwischen der p18- und
der p10-Untereinheit am Pro-Caspase-8-Molekul. Gébno am FADD-Adapterprotein
verbleibt ein p43/41-Intermediat, welches die DEBswie die pl8-Untereinheit
beinhaltet. Die pl0-Untereinheit verbleibt in ni¥ovalenter Verbindung mit dem
p43/41-Molekil. Der zweite Spaltungsvorgang erfalghn zwischen den DEDs und
der p18-Untereinheit (Wajant, 2003a). Dadurch wgretlie3lich das enzymatisch aktive
p18/p10-Heterotetramer vom DISC freigesetzt undnkals aktivierte Initiatorcaspase

proteolytisch agieren.

Neben der Caspase-8 wird auch Caspase-10 in detLTRSC rekrutiert (Kischkel et
al., 2001), doch wie ausgepragt die Bedeutung die€aspase bei der
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Apoptoseinduktion ist, erfordert noch ndhere Untehsingen (Sprick et al., 2002;
Kischkel et al., 2001).

Zu nennen sei des Weiteren das in ZusammenhandemitlIFNy-induzierten Zelltod

identifizierte Adapterprotein DAP3 (death assodaterotein 3). Auch dieses ist
befahigt, an die Todesdomane von TodesrezeptorenTRIAIL-R1 und TRAIL-R2

sowie an die von FADD zu binden und dadurch CaspBase aktivieren (Miyazaki,

2001).

Nach der Caspase-8-Aktivierung ist der weitere Ablader apoptotischen
Signaltransduktion zelltypabhangig (Ozoren & ElipeP002) (siehe hierzu Bild 1). In
manchen Zelltypen, bezeichnet als Typ-I-Zellenmerg die aktivierte Caspase-8 in der
Folge Effektorcaspasen wie vor allem Caspase-&tdire aktivieren. Diese Aktivierung
erfolgt mit einer Effizienz, die fur die Auslésunlgs apoptotischen Zelltods ausreicht
(Wajant, 2003a). In anderen Zelltypen dagegen, Jogp-ll-Zellen, erfordert die
Aktivierung von Effektorcaspasen zunachst eine Afpmrung des DISC-Signals
(Wajant, 2003a). Dieser Verstarkungsvorgang bedisith des intrinsischen
Signalweges Uber das Mitochondrium. So triggeyp-II-Zellen die Initiatorcaspase-
8 die apoptotische Aktivierung des Mitochondriumarath Spaltung des Bcl-2-
Familienmitgliedes Bid (Li et al., 1998; Luo et,al998). Das entstandene Spaltprodukt
tBid (truncated Bid) vermag dann Bax/Bak in dere&refd Mitochondrienmembran zu
oligomerisieren (Korsmeyer et al.,, 2000), wodurcberi Porenbildung in der
mitochondrialen Membran der Austritt der pro-apetigtthen Mediatoren Cytochrom c,
SMAC/DIABLO und HtrA2/Omi ermdglicht wird (Wang X2001). Der Effekt der
initialen DISC-vermittelten Caspase-8-Aktivierungravin den Typ-lI-Zellen demnach
amplifiziert, indem Uber Molekile des Mitochondrisirdie Caspase-3-Aktivierung in

dem Mal3e verstarkt wird, dass der apoptotischeadetesultiert (siehe hierzu Bild 1).

Experimentell kann eine Unterscheidung zwischen -Fypund Typ-IlI-Zellen

nachgewiesen werden, indem Bcl-2 oder Bcl-XL in dbatreffenden Zellen
uberexprimiert wird (Scaffidi et al., 1998). In T¥4Zellen hat die Uberexpression von
Bcl-2 oder Bcl-XL keinen protektiven Effekt auf digpoptoseinduktion. Typ-1l-Zellen
dagegen werden durch diese Proteine aufgrund dmekibtten Freisetzung pro-

apoptotischer mitochondrialer Faktoren vor Apoptgsschiitzt.
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Im Rahmen des beschriebenen TRAIL-vermittelten agggehen Signalweges werden
auf mehreren Ebenen negative Ruckkopplungsmechanismit anti-apoptotischer
Wirkung induziert. So wird der pro-apoptotische rigilgveg unter Kontrolle gehalten,

was fur die Aufrechterhaltung der Zellhomoostaseesell ist.

Cell-extrinsic ”"‘“z“*"“'L damame  Cell-intrinsic

DR4, DRS —_— »
! P53 Other

Bid v
F"'DD /" T Baxfﬂaltl— Bel-2/Bel-XL
Caspase-ﬂ 10 Mutuchandna

Cytochrnm C\.
‘"P“"‘ Smaci/Diablo

Canpime- « /

Caspaua—a 6, 7H— IAP
Aqmptusls

Bild 1: Aktivierung des extrinsischen und intrinsthen Apoptosesignalweges durch
TRAIL (Almasan & Ashkenazi, 2003)In sog. Typ-I-Zellen ist die Induktion des
extrinsischen Signalweges ausreichend fur die Ausig von Apoptose. In sog. Typ-II-
Zellen ist eine Amplifikation des DISC-Signals ulmeEm intrinsischen Signalweg

notwendig, um Apoptose zu induzieren. Uber die &ses{8-vermittelte Spaltung von
Bid sind der extrinsische und der intrinsische &lgreg miteinander verknipft. Bcl-XL
kann die TRAIL-induzierte Apoptose in Typ-lI-Zeltemch Inhibition des intrinsischen

Signalweges hemmen.

1.5 Nicht-apoptotische Signaltransduktion durch TRAL

Neben der fundamentalen Bedeutung von TRAIL als|@ses des apoptotischen
Zelltods konnten in mehreren Studien auch nichpagische Funktionen dieses
Zytokins nachgewiesen werden, welche interessaateewnicht nur Uber die anti-
apoptotischen Rezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4, ¢em auch Uber die
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Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 vermittelt den. Diese Todesrezeptor-
induzierten nicht-apoptotischen Effekte sind zummeai fUr immunregulatorische
Prozesse sowie fir die Regulation und Kontrolle aesptotischen Prozesses in vivo
von Relevanz. Andererseits spielen die beteilighati-apoptotischen Proteine eine
bedeutende Rolle bei der Resistenz verschiedeneroizellen gegentber TRAIL,
womit sie zu attraktiven therapeutischen Angrifiskien flr die Modulation der

TRAIL-Sensitivitat in der Tumortherapie werden.

Zu den bedeutenden nicht-apoptotischen Signalwestgn TRAIL-Todesrezeptoren
gehdren insbesondere die Aktivierung vonkBFund der MAP (mitogen-activating-
protein)-Kinasen JNK, ERK und p38.

1.5.1 TRAIL und die Aktivierung von NFKB

Die Familie der NKB (nuclear factor kappa B)/Rel Proteine setzt giagkammen aus
einer Gruppe dimerer Transkriptionsfaktoren. Zu déelgenen dieser Faktoren
gehoéren insbesondere anti-apoptotische und proanfi@orische Proteine, womit ihnen
eine unverzichtbare Bedeutung bei der Kontrolle apoptose, bei der Induktion von
Zellproliferation und -differenzierung sowie beirdgegulation inflammatorischer und

immunologischer Prozesse zukommt (Wajant, 2004).

Die phylogenetisch konservierte Familie derdBFTranskriptionsfaktoren entfaltet ihre
Wirkung als Homo- oder Heterodimere (Gosh et &98), zusammengesetzt aus den
Proteinen cRel, RelA (p65), RelB, p50 (RBL1) und p52 (NKB2). Als gemeinsames
strukturelles Kennzeichen besitzen die KBFTranskriptionsfaktoren die sog. ,Rel
homology region® (RHR). Funktionell ist die RHR waatwortlich fiur die
Dimerisierung, DNA-Bindung und Translokation der ®#Rel Proteine in den
Nukleus. AulRerdem vermittelt die RHR die Interaktioit einer Gruppe inhibitorischer
Proteine, den Mitgliedern dekB (inhibitor of NFkB)-Familie (Karin & Lin, 2002).
Diese IkB-Proteine erflllen ihre inhibitorische Funktion dar Maskierung der

nuklearen Translokationsdomane (nuclear localinasiequence, NLS) von B und
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bewirken dadurch die Sequestierung dekBbimere im Zytoplasma. Vorraussetzung

fur die Aktivierung von NKB ist somit dessen Freisetzung von seinem InhilbiBr

Zu den Stimuli, welche die Aktivierung von KB induzieren, gehodren unter anderem
Zytokine, bakterielle und virale Bestandteile sowié-Strahlung. Nach Eingang eines
solchen Signals erfolgt zunachst die Aktivierungesi Multiproteinkomplexes, des sog.
IKK (IkB Kinase)-Komplexes. Dieser beinhaltet zwei verwan8gginkinasen, IKK1
und IKK2 sowie die regulatorische Untereinheit NEMDie Aktivierung des IKK-
Komplexes wird durch dessen Phosphorylierung drteian der verschiedene IKK-
Kinasen, wie z.B. MAPK3/MEKKS3, NIK oder TAK1 betat sind. Daneben vermag
auch die Serin-Threonin-Kinase RIP den IKK-Kompkexaktivieren (Lin et al., 2000).
Der phosphorylierte, aktivierte IKK-Komplex agiertseinerseits mittels
Phosphorylierung. So sind die IKKs verantwortli¢li lie Phosphorylierung déxB-
Proteine (Karin & DelKaninchen, 2000; Rothwarf & rfg 1999), welche
infolgedessen ubiquitiniert und durch das 26S Rsmim degradiert werden (Baldi et
al., 1996; Scherer et al., 1995). Dadurch wird N&&B-Dimer von seinem Inhibitor

freigesetzt.

Nach der Signal-induzierten Translokation vonkBFHn den Nukleus, vermag dieser
Transkriptionsfaktor an die Promotoren einer Viblzzgon Genen zu binden, um deren
Expression zu induzieren. Das Spektrum der kBHielgene reicht von
proinflammatorischen Zytokinen tber Zellzyklusresgaten bis hin zu sowohl pro- als
auch anti-apoptotisch wirkenden Proteinen. Als hestede Beispiele seien die
Induktion von IL-8, FLIP, Bcl-XL, Mitgliedern derAP-Familie sowie von TRAIL und
einigen TRAIL-Rezeptoren zu nennen (Pahl, 1999).

Eine Verbindung zwischen TRAIL und XB besteht auf drei Ebenen. Erstens kann
NFkB Uber die Induktion anti-apoptotischer RB-Zielgene die Sensitivitat fur TRAIL-
vermittelte Apoptose determinieren. Zweitens vermdEgkB die Expression von
TRAIL sowie den Rezeptoren TRAIL-R1, -R2 und -R3 imduzieren. Drittens kann
aber auch umgekehrt TRAIL tGber TRAIL-R1, -R2 undl-RFB induzieren (Wajant,
2004).
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1.5.1.1 NKB reguliert die TRAIL-vermittelte Apoptose

NFkB ist befahigt, die zellulare Sensitivitat fur TRAVermittelte Apoptose zu
regulieren, indem es eine Vielzahl anti-apoptogscRroteine Uber N&B-Zielgene
induziert. Hierzu gehdrt insbesondere die kBFRnduzierte Expression von cFLIP
(Kreuz et al., 2001), Bcl-XL (Chen et al., 2000)PI Proteinen (Wang CY et al., 1998;
Stehlik et al., 1998) sowie dem TRAIL-R3 (Bernatdle, 2001).

Interessanterweise besteht eine wechselseitigditiom zwischen apoptotischen und
NFkB-aktivierenden  Signalwegen. Wahrend die kBFAktivierung den
Apoptosesignalweg durch Induktion anti-apoptotisdhmteine hemmt, blockieren im
Apoptosesignalweg aktivierte Caspasen diekBHAktivierung durch Spaltung von
Proteinen, die fur die NéB-Aktivierung wichtig sind, wie dem AdapterproteRIP
(Lin et al., 1999; Martinon et al., 2000) oder K2 (Tang et al., 2001).

Unter den anti-apoptotischen KkB-Zielgenen ist cFLIP (cellular FLICE-inhibitory
protein) von ganz besonderer Bedeutung fur die blhbh von Todesrezeptor-
induzierter Apoptose. Ursprunglich wurde cFLIP alkslulares Homolog zu einer
Familie viraler anti-apoptotischer Proteine mit €edffektordomane (DED)
identifiziert (Krueger et al.,, 2001a; Thome & Tsppo 2001). Heute ist klar, dass
cFLIP zu den Hauptregulatoren der Apoptose geldslem es die Prozessierung der
Caspase-8 im DISC kontrolliert. Mehr als 10 Splasmnten von FLIP konnten
definiert werden (Djerbi et al., 2001). Von diesand FLIP-short (FLIP-S) und FLIP-
long (FLIP-L) die am haufigsten exprimierten und besten charakterisierten (Krueger
et al., 2001a; Thome & Tschopp, 2001). Die GeneckllP, Caspase-8 und Caspase-
10 bilden eine Multigen-Familie. So findet sich befLIP-L neben zwei DED-
Strukturmotiven auch eine Caspase-Homologie-DomBeecFLIP-S ist die Caspase-
Homologie-Domaéne fast vollstandig deletiert, sosdas im Wesentlichen aus zwei
DEDs besteht. Trotz der hohen SequenzhomologieckutP zu Caspase-8 und -10
konnte fur cFLIP keine Caspaseaktivitdt nachgewieserden. Beide cFLIP-Isoformen
- CFLIP-L und cFLIP-S - werden in den DISC von TRAR1 und TRAIL-R2 aufgrund
ihrer DED rekrutiert. Hier kdnnen sie dann mit ékozessierung und Aktivierung von

Caspase-8 interferieren und damit die Apoptose hem(idrueger et al., 2001b).
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Neben der NkB-induzierten Expression von cFLIP, leitet RB-auch die Expression
anti-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie ewe z.B. Bcl-XL und Bfl1/A1 (Chen

et al., 2000; Lee et al., 1999; Wang CY et al.,29%ong et al., 1999). Bcl-XL und
Bfl1/Al fuhren ihre anti-apoptotischen Funktionemrch Hemmung des intrinsischen
Apoptosesignalweges aus. Beide Proteine inhibiehérbei die Formation der
Bax/Bak-induzierten Poren in der auf3eren Mitoch@minembran (Werner et al., 2002;
Gross et al, 1999) und verhindern damit die Fteisgy pro-apoptotischer

mitochondrialer Faktoren.

Weiterhin gehdren auch Mitglieder der IAP (inhilogaf apoptosis protein)-Familie zu
den NKB-Zielgenen. Die ersten Mitglieder der phylogengtikonservierten Familie
der IAPs wurden im Genom von Baculoviren als Fakiozum Schutz vor Apoptose
infizierter Wirtszellen entdeckt (Salvesen & Dudke002). Erst spater wurden
Homologe der viralen IAPs auch in Vertebraten gdém IAPs sind charakterisiert
durch den Besitz einer Zink-bindenden Domane, dgr BIR (baculoviral 1AP repeat)
Doméne (Salvesen & Duckett, 2002), welche fur dighition der Apoptose essentiell
ist. Neben der N-terminalen BIR Domane besitzemukésten IAPs eine weitere fiir die
anti-apoptotische Wirkung bedeutende Domane, n&ndie C-terminale RING (really
interesting new gene) Domane (Salvesen & Ducké@2p Die NkB-regulierten 1AP
Proteine clAP1, clAP2 und xIAP bewirken ihre amibatotische Funktion durch
Inhibition von Caspasen. xIAP bindet und blockié prozessierten Caspasen-3, -7
und -9 (Roy et al., 1997). clAP1 und clAP2 sind @Gegensatz zu xIAP durch eine
zusatzliche CARD (caspase recruitment domain) geteinhnet (Rothe et al., 1995),
vermogen aber trotzdem nur mit relativ geringeririfiit die Caspasen-3 und -7 zu
binden und zu inhibieren. AuRer der gut charaktstesn Caspase-hemmenden
Funktion der IAPs sind diese Proteine auch befaldigt proteasomale Degradation zu
beeinflussen. So hat die RING-Domane Ubiquitin-sgdE3)-Aktivitat und kann die
Ubiquitinierung und Degradation von Caspase-3 unds dpro-apoptotischen
mitochondrialen Mediators SMAC/DIABLO einleiten (Kl&arlane et al., 2002; Suzuki
et al., 2001). Diese IAP-vermittelte Degradatiom®MAC/DIABLO und Caspasen
erklart auch die Beobachtung, dass die VerwendwmyRroteasominhibitoren Zellen
fur TRAIL-vermittelte Apoptose sensitiviert. Die Guression der SMAC/DIABLO-

und Caspasen-Degradation durch Proteasominhibitok&mnte auch in der
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1.5 Nicht-apoptotische Signaltransduktion durch TIRA

Tumortherapie in Kombination mit TRAIL Bedeutungnden, um Krebszellen durch

Apoptose zu eliminieren.

Neben der NkB-induzierten Bildung von cFLIP, anti-apoptotischigtitgliedern der
Bcl-2-Familie und der Familie der IAP Proteine kénnZellen auch durch NB-

induzierte Expression des Decoyrezeptors TRAIL-BBApoptose geschitzt werden.

Schlie8lich sei an dieser Stelle darauf hingewiesggss NKB nicht nur anti-
apoptotisch wirkende Proteine induziert, sonderohadie Expression von TRAIL
sowie den Todesrezeptoren TRAIL-R1 und -R2 einfekann. Die NkB-abhangige
Hochregulation pro-apoptotischer Proteine schdiet aicht zum apoptotischen Zelltod
zu fuhren, solange die anti-apoptotischen Protebenfalls induziert werden. Dadurch
Uberwiegt letztlich der anti-apoptotische EffeknMdFB. Durch die NkB-vermittelte
Induktion von TRAIL, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 kann aeffdem ein positiver
Feedbackmechanismus fur die Aktivierung vonkBFetabliert werden. Denn Uber

TRAIL-R1 und TRAIL-R2 kann TRAIL den NkB-Signalweg aktivieren.
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1.5 Nicht-apoptotische Signaltransduktion durch TIRA

1.5.1.2 TRAIL aktiviert NF kB

Die molekularen Mechanismen der TRAIL-R1/R2-veralitn NKB-Aktivierung sind
derzeit noch relativ ungeklart. In vergangenen ®tukonnte zumindest das fiur die
TRAIL-induzierte Apoptose essentielle AdapterpmtBADD auch in Zusammenhang
mit der TRAIL-vermittelten NEKB-Aktivierung gebracht werden. So wurde
nachgewiesen, dass die Uberexpression von FADeifig Stimulation von N#&B-
Zielgenen ausreichend ist (Wajant et al., 2000;etal., 2000; Hsu et al., 1996). Des
Weiteren konnte in FADD defizienten Jurkat-Zelleneereduzierte NkB-Aktivierung
nach TRAIL-Stimulation beobachtet werden (Wajardalet2000). Neben FADD konnte
auch dem Adapterprotein TRAF2 (TNF-receptor assedidactor 2) (Wajant et al,
2000) sowie der Serin-Threonin-Kinase RIP (recepttgracting protein) (Lin et al.,
2000) eine Rolle bei der TRAIL-induzierten KB-Aktivierung zugeordnet werden.
RIP vermag Uber eine eigene Todesdomane (DD) mivoe FADD zu interagieren
(Varfolomeev et al., 1996). Zudem wurde RIP im TRAdduzierten DISC detektiert
(Harper et al. 2001) und auch eine RIP-vermittélktivierung des IKK-Komplexes
konnte nachgewiesen werden (Lin et al., 2000). \Deewendung dominant-negativer
RIP-Mutanten konnte die IKK-Aktivierung sogar fdsimplett blockieren (Lin et al.,
2000). Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwisclhRAIL-vermittelter
Zellproliferation und RIP-vermittelter NdB-Aktivierung nachgewiesen werden
(Ehrhardt et al., 2003). Bei der TRAIL-vermittelt&mpoptoseinduktion dagegen spielt
RIP keine Rolle. Interessanterweise gehdrt RIPezuwlenigen Substraten der Caspase-
8 (Lin et al., 1999; Martinon et al., 2000). Diedpase-8-vermittelte Spaltung von RIP
erzeugt ein inaktives Fragment, das auf dominagative Art und Weise den IB-
Signalweg inhibiert. Somit existiert auf dieser Bbeein Mechanismus, bei dem durch
TRAIL-vermittelte Apoptoseinduktion und konsekutiv€aspase-8-Aktivierung der

nicht-apoptotische TRAIL-induzierte MB-Signalweg gehemmt wird.

Die TRAIL-vermittelte NKB-Aktivierung kann demnach unter anderem uber einen
RIP-abhéngigen Caspase-sensitiven Signalweg verlauh Einklang hiermit zeigen

mehrere Studien, dass eine Inhibition der Apoptad®, durch Caspaseinhibitoren, die
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1.5 Nicht-apoptotische Signaltransduktion durch TIRA

TRAIL-induzierte Stimulation des NdB-Signalweges verstarkt (Kumar-Sinha et al.,
2002; Harper et al., 2001; Trauzold et al., 200hjant et al., 2000).

Andererseits ergeben sich zunehmend Anhaltspundéss auch ein alternativer
Caspase-abhangiger Signalweg flur die TRAIL-verét&lF<B-Aktivierung existiert
(Secchiero et al., 2003a). So konnte beispielswaisélL 60 Monozyten gezeigt
werden, dass die TRAIL-R1-vermittelte KBB-Aktivierung und dadurch induzierte
Monozytenreifung mittels Caspaseinhibitoren blodkigird (Secchiero et al., 2003a).
Diese TRAIL-R1-induzierte Caspase-abhangige kBHAktivierung konnte durch
FADD, Caspase-8 und/oder FLIP vermittelt werdennDalle diese Molekile sind in
die Caspaseregulation der TRAIL-Rezeptoren invalviend induzieren NEB bei
Uberexpression (Chaudhary et al., 2000; Hu e2a0p).

1.5.2 TRAIL und die Aktivierung von MAP Kinasen

Die mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskalleruht auf der sequentiellen
Phosphorylierung von Kinasen. In Séugetierzellew slerzeit drei MAPK-Kaskaden
bekannt: der JNK (cJun N-terminale kinase)-Signglvaeer ERK (extracellular signal-
regulated kinase)-Signalweg sowie der p38-Kinagmé@weg (Chen et al., 2001). Die
Namen dieser Signalwege beziehen sich auf die MARden, die am Ende der
jeweiligen Kaskade die Phosphorylierung und Aktiwiey von Transkriptionsfaktoren
durchfuhren. Die MAP-Kinasen werden durch MAPK-Ksea (MAPKK) aktiviert,
welche ihrerseits von MAPKK-Kinasen (MAPKKK) phospliliert und damit aktiviert
werden. Die Induktion dieser Kaskade mit der Aldiung von MAP3Ks Uber MAP2Ks
zu MAPKs kann durch eine Vielzahl von Stimuli egeh, wie z.B. durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren, verschiedene Arten von Stress OW-Bestrahlung (Pearson et
al., 2001). Auch TRAIL ist befahigt, Gber seine €stkzeptoren die Aktivierung der
drei genannten MAPK-Kaskaden einzuleiten. Die dukkhvierung der MAP-Kinasen
ausgelosten Effekte sind dul3erst variabel, zum Saghr antagonistisch. So umfassen
sie sowohl Zellwachstum und -differenzierung alshaden programmierten Zelltod.

Wie der Transkriptionsfaktor NdB spielen die MAP-Kinasen aul3erdem eine wichtige
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1.5 Nicht-apoptotische Signaltransduktion durch TIRA

Rolle fur die Immunregulation und Inflammation durcinduktion diverser
proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-8 (Roux Rlenis, 2004). Im Folgenden

werden die einzelnen Kaskaden in ZusammenhangRAII n&her erlautert.

Die cJun N-terminale Kinase (JNK) scheint von demapnten MAP-Kinasen am
komplexesten zu wirken. So gehort zu den FunktiatenJNK-Signalweges zum einen
die Apoptoseinduktion, andererseits aber auch dévdntion von Apoptose sowie
Zellproliferation und -differenzierung. JNK exigtign drei Isoformen (JNK1, JNK2,
JNK3) mit Uber zehn verschiedenen Spleissvariat@avis, 2000), von denen JNK1
und JNK2 ubiquitdr und JNK3 nur in neuronalem umddialem Gewebe exprimiert
werden (Lin, 2003; Davis, 2000). JNKs werden stakkiviert durch Zytokine, UV-
Bestrahlung, Mangel an Wachstumsfaktoren oder Dblégdigende Agenzien
(Kyriakis & Avruch, 2001a; Kyriakis, 2001b). Wie iden MAP-Kinasen ERK und p38
erfordert auch die JNK-Aktivierung eine doppelteoBphorylierung an Tyrosin- und
Threoninresten innerhalb eines konservierten ThreBrolin-Tyrosin (TPY) -
Strukturmotivs. Zwei MAPKKSs sind in die Phosphoeyling und Aktivierung der JNK-
Isoformen involviert: MKK-4 und MKK-7. Zu den betigiten MAPKKKs gehéren
MEKK 1-4, ASK1, TAK1 und Tpl2 (Kyriakis, 2001b). teressanterweise konnen
einige dieser MAP3Ks nicht nur den JNK-Signalwegndern auch den NB-
Signalweg aktivieren. Die aktivierte JNK agiert keRlich durch Phosphorylierung und
Aktivierung von einigen Mitgliedern der AP-1-Tramgkionsfaktor-Familie, wie z.B.
cJun, JunB, JunD und ATF-2. Uber die AP-1-Trangkripsfaktoren erfullt JNK
sowohl pro- als auch anti-apoptotische Funktiomga.apoptotischen Effekte von JNK
sind hauptsachlich zurickzufuhren auf die Fahigkeim JNK, AP-l-vermittelt die
Todesliganden TRAIL, FasL und TNF hochzuregulierdig Transkriptionsfaktoren
p53 und c-Myc zu aktivieren (Davis, 2000; Lin, 2D0wie die Expression pro-
apoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Biaa erhohen. Die Phosphorylierung
auch anderer Mitglieder der Bcl-2-Familie durch JiNke Bcl-2, Bel-XL und BAD (Yu
et al., 2004) stellt einen Mechanismus der antpépschen Wirkung von JNK dar.

Die Induktion des JNK-Signalweges Uber TRAIL unéheeTodesrezeptoren TRAIL-
R1 und TRAIL-R2 erfordert die Rekrutierung von Atgproteinen an den Rezeptor-
Ligand-Komplex. Als essentielle Adapterproteine fiie TRAIL-vermittelte JNK-
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Aktivierung haben sich RIP (receptor interactingtpm) und TRAF2 (TNF-receptor
associated factor 2) erwiesen (Lin et al., 200@.w&irde in Gegenwart dominant-
negativer Mutanten von RIP bzw. TRAF2 die TRAIL-uzierte JNK-AKktivierung
vollstandig blockiert (Lin et al., 2000). Fir diepéptoseinduktion durch TRAIL
scheinen allerdings weder RIP noch TRAF2 essersiiebein (Lin et al., 2000). Trotz
getrennter Signalwege fur die TRAIL-vermittelte Agpose und JNK-Aktivierung
konnte fir TRAIL zelltypabhéngig sowohl ein Caspab@angiger als auch ein
Caspase-unabhangiger JNK-Signalweg nachgewiesalew@uhlenbeck et al. 1998).
So wurde in HelLa-Zellen die TRAIL-vermittelte JNKk#vierung in Anwesenheit von
Caspaseinhibitoren gehemmt, in Kym-1-Zellen hingeg&ht beeinflusst oder sogar
verstarkt. Obwohl die JNK-Aktivierung in HelLa-Zelleabhdngig von Caspasen ist,
erwies sie sich unabhangig von dem fur die TRAIkrvitelte Apoptose notwendigen
Adapterprotein FADD und damit unabhéangig vom aptgtben Zelltod (Muhlenbeck
et al. 1998). Somit impliziert auch der JNK-Signatyv eine nicht-apoptotische
Bedeutung von TRAIL.

Die MAP-Kinase ERK (extracellular signal-regulateidase) wird von den MAPKKs
MKK-1 und MKK-2 aktiviert, welche wiederum von d&hAPKKKs A-Raf, B-Raf und
Raf-1 aktiviert werden. Aktivierte ERK vermag ein&elzahl von Substraten zu
phosphorylieren, darunter Membranproteine, nuklé&irbstrate wie c-Fos und c-Myc
sowie Proteine des Zytoskeletts. Aktiviert wird di#RK-Kaskade vor allem durch
Wachstumsfaktoren (Lewis et al., 1998). Aber augfiokine der TNF-Liganden-
Familie wie TRAIL, FasL und TNF kénnen diesen Sigreg auslosen und damit anti-
apoptotisch wirken. Die Aktivierung des ERK-Signalyes scheint einer der vielen
Moglichkeiten von Zellen zu sein, sich vor Todesgpr-vermittelter Apoptose zu
schitzen. So konnte fir TRAIL gezeigt werden, déissinhibition von ERK Hela-
Zellen fur Apoptose sensitiviert (Tran et al., 2))Gdass aktivierte T-Zellen vor TRAIL-
induzierter Apoptose durch ERK geschitzt werderd€gsirom et al., 2002) und dass
TRAIL das Uberleben und die Proliferation von Erdgzellen Gber die Aktivierung
von ERK vermittelt (Secchiero et al., 2003b). Dieetdiligten intrinsischen
Komponenten des TRAIL-vermittelten ERK-Signalwegesnd hierbei noch

weitestgehend ungeklart.
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Die MAP-Kinase p38 ist besonders bedeutsam fuitrdraunantwort und entztndliche
Prozesse. So wird p38 in Makrophagen, Neutrophitesh T-Zellen durch eine Vielzahl
extrazellularer Mediatoren wie z.B. Zytokine, Ché&ine oder bakterielle Bestandteile
aktiviert. Uber die Regulation von IF-ist p38 involviert in Chemotaxis, T-
Zelldifferenzierung und Apoptose (Ono & Han, 200D)e meisten Stimuli, die JNK
aktivieren, z.B. Stressfaktoren oder Zytokine,\akten auch p38. Zu den aktivierenden
MAPKKKs gehdren die MEKKs 1-4 und ASK1. Die MAPKKEKK-3 und MKK-6
phosphorylieren dann die p38 Isoformen. Als Zieldinren gelten flir p38 unter
anderem die Transkriptionsfaktoren ®B; p53, ATF-1 und -2. Die Beteiligung von
p38 an der Aktivierung von NdB deutet auf eine potentielle Rolle dieser MAPK fur
das Uberleben von Zellen und der Resistenz gegenfibeptosestimuli. So konnte
gezeigt werden, dass TRAIL eine gesteigerte T-Zaliigration und IFNy-Sekretion
Uber den p38-Signalweg einleitet (Chou et al., 20Dfe genauen Zusammenhange des

TRAIL-induzierten p38-Signalweges bedurfen aberna&herer Untersuchungen.

1.6 TRAIL als potentielles Tumortherapeutikum

Die Elimination von Tumorzellen durch Chemotherapey Bestrahlung oder
Agonisten von Todesrezeptoren wird vornehmlich duktislésung des apoptotischen
Zelltods in den Zielzellen vermittelt. TRAIL erwdekin den vergangenen Jahren
besonderes Interesse fur die Tumortherapie (Wajaait, 2002), da es in einer Vielzahl
von Tumorzellen Apoptose induziert, wahrend normaddlen kaum bzw. gar keine
Zytotoxizitat zeigen (Ashkenazi et al., 1999; Wak=zt al., 1999; Griffith et al., 1998).
Zwar sind auch andere Mitglieder der TNF-LigandemHie wie TNF oder FasL in der
Lage, in Tumorzellen Apoptose zu induzieren, dadirtfdie systemische Anwendung
von TNF zu einer letalen Entziindungsreaktion (Thida& Goeddel, 1992; Havell et
al., 1988) und die Infusion von agonistischem &ai$- AntikGrper verursacht eine letale
Hepatotoxizitat in Versuchstieren (Nagata, 1997¢rifén bestimmte Praparationen von

rekombinantem I6slichem TRAIL verwendet, ist dage$eine systemische Toxizitat
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nachweisbar, weder in Mausen (Walczak et al., 19@@ in Affen (Ashkenazi et al.
1999).

Es ist zu beachten, dass die Herstellungsmethoden rekombinantem I6slichem
TRAIL fur die selektive Toxizitat gegenuber transfoerten Zellen relevant sind. Ein
nennenswertes Beispiel ist ein Bericht Uber dieotopizitat von TRAIL auf humane
nichttransformierte Hepatozyten. Hierbei vermoclkiee rekombinante Form von
TRAIL mit einem amino-terminalen Polyhistidin-Tagog. TRAIL-His, Apoptose in
nichttransformierten Hepatozyten zu induzierenglal., 2000), wahrend TRAIL ohne
exogene Sequenz-Tags nicht dazu befahigt war (leoeret al., 2001). Der getaggten
Liganden-Praparation mangelte es zwar im Gegemsatzingetaggten Form an Zink,
weshalb das TRAIL-His zum Teil nur aus Dimeren aedt wahrend das ungetaggte
TRAIL ein homogenes Trimer darstellte. Allerdingsigte sich beim TRAIL-His eine
reduzierte Lo6slichkeit und die Tendenz zur Aggriegat Die Multimerisation von
TRAIL-His ware eine mogliche Erklarung fur die ehté Toxizitat, da ein sog. higher-
order-clustering bei den korrespondierenden Todepteren eine Folge sein kdnnte
(Almasan & Ashkenazi, 2003). Die zur Aggregationgeaeden Formen von l6slichem
rekombinantem TRAIL scheinen wie membrangebund@fRSIL zu wirken und damit
iIm Gegensatz zu trimerem loslichem TRAIL sowohl TTRAR1 als auch TRAIL-R2
effizient zu aktivieren (Wajant et al., 2001). Halg sind manche nichttransformierte
Zellen zwar resistent gegenuber trimerem Ligandabger sensitiv gegenuber

oligomerisierten Formen wie dem genannten TRAIL:-His

Der zugrunde liegende Mechanismus flr die unteesitiche Sensitivitat von malignen
versus nicht-malignen Zellen fir TRAIL konnte biatal noch nicht exakt aufgeklart
werden. Eine Hypothese begrindete den Schutz raokformierter Zellen durch
Expression von TRAIL-Decoyrezeptoren, welche diefelge der TRAIL-

Todesrezeptoren antagonisieren (Ozoren & EI-D@@@3). Allerdings konnte anhand
von Screenings verschiedener Tumorzellen und méstdtormierten Zellen keine
Assoziation zwischen der TRAIL-Sensitivitait und dERAIL-Rezeptorexpression
nachgewiesen werden. Somit scheint das AnspreafemRAIL-induzierte Apoptose
eher durch intrazellulare Vorgange reguliert zudeer Vor allem in Tumorzellen zeigt

sich haufig die Hochregulation anti-apoptotischeot&ine, was dann in TRAIL-
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Resistenz resultiert. So sind mdgliche vor Apoptss@itzende Mechanismen in
Tumorzellen die Uberexpression von cFLIP, Bcl-2)-Bc oder der IAP Proteine
(Fulda et al., 2002; Kim et al., 2000, Chai et 2000). Auch die konstitutive Aktivitét
von NRB ist in verschiedenen TRAIL-resistenten Tumorzeliel finden (Ravi et al.,
2001). Um Zellen fur die TRAIL-vermittelte Apoptoseu sensitivieren, kénnen
Inhibitoren eingesetzt werden, welche die FunksBolther anti-apoptotischer Proteine
hemmen. Als Beispiel sei der Proteinsynthesehen@yetoheximid (CHX) genannt,
der insbesondere Proteine mit kurzer Halbwertsegdt z.B. cFLIP, inhibiert (Wajant et
al., 2000). Der Einsatz von Proteasominhibitoremnkaauf zwei Ebenen die
Empfindlichkeit von Zellen fur TRAIL-vermittelte Agptose verstarken. Einerseits wird
die Aktivierung von NkkB vermindert, indem die proteasomale Degradatiom I«@®
gehemmt wird. Andererseits wird der durch IAP Praeinduzierte Abbau von
SMAC/DIABLO und von Caspasen im Proteasom supprinflesverkus et al., 2003).
Demzufolge kdnnte TRAIL bei einer potentiellen Tutherapie in Kombination mit
entsprechenden Inhibitoren eingesetzt werden, enttfizienz der Apoptoseinduktion

zu steigern und eine mogliche ApoptoseresistenZlvonorzellen zu Gberwinden.

1.7 Zielsetzung

Verglichen mit den gut untersuchten Mechanismen dapoptotischen
Signaltransduktion von Todesrezeptoren stellt diktivierung nicht-apoptotischer
Signalwege durch diese Rezeptoren ein bisher ebeigverforschtes Gebiet dar. In der
vorliegenden Arbeit sollte daher die nicht-apopsttiie Signaltransduktion von TRAIL
und seinen Todesrezeptoren TRAIL-R1 (DR4) und TRRR. (DR5) n&her untersucht

werden.

Die nicht-apoptotischen Signalwege von TRAIL sindr\allem fir die potentielle
Tumortherapie mit TRAIL von Relevanz. Zum einen mag TRAIL statt des
gewlnschten apoptotischen Effektes auch antagschsti Wirkungen wie
Zellproliferation oder Inflammation hervorzurufefum anderen ist die Uberexpression
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anti-apoptotischer Proteine bzw. die konstitutivktitierung nicht-apoptotischer
Signalwege eine Ursache fur die in einigen Tumderelauftretende Resistenz

gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose.

Insbesondere die TRAIL-vermittelte Induktion der MIK-Signalwege undles NKkB-
Signalweges kann bei einer Tumortherapie mit TRAltsache nicht-apoptotischer
Effekte sein, welche statt der erwinschten Abtotuog Tumorzellen zur vermehrten
Proliferation derselben fihren kdnnen oder weldeeintzindliche Nebenwirkungen
verantwortlich sein kénnen. Daher konzentriertech slie im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Untersuchungen in erster Linie asf TRRAIL-vermittelte Aktivierung der
MAP-Kinasen JNK, ERK und p38 sowie des TranskripiaktorsNFkB in humanen

Pankreaskarzinomzellen.

Verwendet wurde primar die humane Pankreaskarziathinze Colo 357, welche
abschlieend mit der Fibroblasten-Zelllinie SV 8@rglichen wurde. Durch
Verwendung Bcl-XL- sowie FLIP-Long-lUberexprimierend Zellen wurden
Modellsysteme gewahlt, die einen bekannten Apoptssgenzmechanismus von

Tumorzellen reprasentieren.
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2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien

2 Materialien

2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien

ABTS

Boehringer, Mannheim

Acrylamidlésung (Rotiphorese Gel 30) Roth, Karlsuh

APS

Bio-Rad-Protein-Assay
Cycloheximid

DMSO

ECL

FBS

Glycin

Glycerin

Isopropanol

JNK-II-Inhibitor
Magermilchpulver

Methanol

MG-132 (Proteasom-Inhibitor)
Nitrocellulosemembranen
Phosphatase-Inhibitor
Protease-Inhibitor-Tabletten

RPMI 1640

Sigma, Deisenhofen
Bio-Rad, Mlinchen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg
PAA Lab. GmbH, Linz, Osterreich
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Calbiochem, Darmstadt
BioTrace NT, Pall Corpanati
Sigma, Deisenhofen
Roche Diagnostics GmbH

PAA Lab. GmbH, Linz, Osterreich
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2.2 Puffer und Lésungen

SDS Roth, Karlsruhe

TEMED Sigma, Deisenhofen

TRAIL (I6slich, human, rekombinant):
superKiller TRAIL Apotech Corporation
FLAG-Zink-TRAIL TRAIL 5459 der AG Wajant, Wirzburg
TRAIL-His (Polyhistidin-TRAIL) R&D Systems

TRIS Roth, Karlsruhe
Trypsin-EDTA-LOsung PAA Lab. GmbH, Linz, Osterreich
Tween Roth, Karlsruhe

zVAD-fmk Bachem, Heidelberg

2.2 Puffer und L6sungen

10 fach Lauf/Blot-Stock-Pufferlésung 144 g Glycir38,3 g TRIS auf 1 | Wasser

Blot-Puffer 100 ml 10 fach Stock-Pufferlésung
+ 700 ml Wasser
+ 200 ml Methanol

+ 1,5 ml 20 %iges SDS

Coating-Puffer 8,4 g/ NaHCO3 + 3,6 g/l Na2CO3;

pH=9,5
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Kristallviolettiésung

Ladepuffer (4x)

Laufpuffer (SDS-PAGE)

Lysispuffer

PBS (10x)

PBS-F (Assay Diluent)

PBS-Tween

Sammelgelpuffer (SDS-PAGE)

0,5 % Kiristallviolett, 20 % &thanol
0,5 ml 20 %iges SDS
+ 0,5 ml Glycerin
+ 0,3 ml TRIS (pH 6,8)
+ Bromphenolblau

+ DTT (1:10) mit Wasser auf 5ml aufftllen

100 ml 10fach Stock-Puffedig
+ 900 ml Wasser

+ 5 ml 20 %iges SDS

NP40 1 %ig, TRIS 50 mM (pH 7,4)
+ NaCl 150 mM, EDTA 5mM (pH 7,4)
+ Protease-Inhibitor (1 Mastermix-

Tablette auf 25 ml Stocklésung)

26,65 g Na2HPO4

+ 3,12 g NaH2PO4

+ 81,9 g NaCl auf 1 | Wasser

1x PBS, 10 % FBS

1x PBS, 0,05 % Tween-20

0,5 M TRIS + 0,015 M SPS 6,8 (fiir 500 ml)
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2.3 Antikérper

TE-PBS

TBS (10x)

TBS-Tween

Trenngelpuffer (SDS-PAGE)

2.3 Antikorper

anti-Bid

anti-Caspase-8

anti-FLAG M2

anti-Kaninchen

anti-PARP

anti-RIP

anti-Vinculin

1x Trypsin-EDTA-LOsung (10 %) in 1x PBS

24,2 g TRIS + 80 g NaCl auf 1 | Wasser

1x TBS, 0,05 % Tween-20

1,5M TRIS + 0,015 M S8 8,8 (fiir 500 ml)

Kaninchen pAK, Pharmingen

Maus mAK, Aliquot

mMAK, Sigma, Missouri (USA)

HRP-gekoppeltes IgG (Sekundar-Ampko

fur Phospho-JNK, -ERK, -p38), Cell Signaling

Maus mAK, BD Biosciences

Maus mAK, BD Biosciences

Maus mAK, Santa Cruz Biotechnology¢l
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anti-Phospho-JNK/SAPK- und Kaninchen, Cell Signalin

anti-JNK-Antikorper

anti-Phospho-p38-(MAPK)- und Kaninchen, Cell Sigmgl

anti-p38-Antikorper

anti-Phospho-ERK- und Kaninchen, Cell Signaling

anti-ERK-Antikorper

Polyklonaler Schaf-anti-Kaninchen-AK HRP-gekoppelig (Sekundar-Antikorper

fur Bid); Dako Cytomation

Polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-AK HRP-gekoppelg$Sekundar-Antikorper

fur C8, PARP und RIP); Dako Cytomation
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2.4 Zelllinien

Colo 357 VK

Colo 357 Bcl-XL

SV 80 wt

SV 80 FLIP-long

Colo 357 Zellen mit transfiziertem leer

viralen Vektor

Colo 357 Zellen mit transfiziertem

Bcl-XL-exprimierendem viralen Vektor

parentale SV 80 Zellen (Wildtyp)

FLIP-Long-GFP-exprimierende SV Z6llen
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3 Experimentalmethoden

3.1 Kultivierung und Konservierung humaner Zelllinien

Zur Kultivierung der in der Arbeit verwendeten Ziellen wurde als Nahrmedium
RPMI 1640 versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertem FBSnutzt. Die Zellen wurden
bedeckt von N&ahrmedium in Zellkulturflaschen inlarhi Die Inkubation erfolgte in
Brutschranken bei einer Temperatur von 37 °C, elindtfeuchtigkeit von 96 % sowie

konstanter CO2-Begasung von 5 %.

Die Zellen pflegten bei Kultivierung am Boden degllRulturflaschen zu adhérieren.
Die Verwendung der kultivierten Zelllinien fir expaentelle Zwecke erforderte somit
zundchst die Ablosung der adhéarierten Zellen. Hrenvurden die Zellen nach
Absaugen des Nahrmediums mit einem geeigneten \@iuhit-PBS (PBS mit 10 %
Trypsin-EDTA) versetzt und bis zur Ablésung der |Zel vom GefalRboden im
Brutschrank inkubiert. Infolge wurde erneut Nahrmed zu den Zellen gegeben und
die Zellsuspension bei RT mit 1200 U/min zentrikrgi Schliel3lich wurden die
abzentrifugierten Zellen mit neuem N&ahrmedium rpsodiert, um letztlich in der

bendtigten Verdiinnung ausgeséat zu werden.

Die Langzeitlagerung der Zelllinien erfolgte migédryokonservierung. Hierfur wurden
die Zellen wie oben beschrieben geerntet, daraufhimtzeinaktiviertem FBS mit 10 %
DMSO resuspendiert und in Kryorohrchen UberfUhmifghund der Zytotoxizitat des
DMSO mussten die Rohrchen unverziglich in den ~@0Gefrierschrank gebracht

werden, in dem sie dann zur Langzeitlagerung audbetwurden.
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3.2 Zytotoxizitatsnachweis

Zur Messung der Zytotoxizitdt von TRAIL diente di@uantifizierung der mit
Kristallviolett angefarbten Zellen. Hierbei koretie die Starke der Anfarbung mit der
Anzahl lebender Zellen, wobei die lebenden adhasachsenden Zellen im Gegensatz

zu den toten abgeldsten Zellen angefarbt wurden.

Zur Versuchsdurchfihrung wurden zunachst 10.000€#0.Colo 357 bzw. SV 80
Zellen pro well in 96-well-Mikrotiterplatten (Flablbden) ausgesat. Nach 24 h
Inkubation erfolgte die Stimulation der Zellen rdér gewinschten Konzentration von
TRAIL und weiteren verschiedenen Reagenzien. Nacér eveiteren Inkubation von
15-20 h im Brutschrank wurde das Medium entferntd udie Zellen mit
Kristallviolettlosung (50 pl/well) versehen. Diedischissige Farbeldsung wurde dann
nach 15 min. durch mehrmaliges Waschen mit Wass#erat. Die Mikrotiterplatten

wurden im Anschluss Uber Nacht zum Trocknen gelegt.

Um daraufhin das Ausmal} des zytotoxischen Effektsquantifizieren, wurde am
folgenden Tag die Absorption mittels ELISA-Reader éiner Wellenlange von 509 nm
gemessen. Dadurch konnte die Vitalitat der Zellehaad der optischen Dichte (OD)
angegeben werden. Die Messung erfolgte einmal emtgitrockneten Mikrotiterplatten
und einmal nach Lésung des gebundenen Kristal¢golaittels Zugabe von 100 pl
Methanol pro well.
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3.3 IL-8-ELISA

3.3.1 Zellaussaat und Stimulation

In Analogie zum Zytotoxizitdtsnachweis wurden aumlr Untersuchung der IL-8-
Produktion mittels ELISA die verwendeten ZellerOBrwell-Mikrotiterplatten (20.000
Zellen/well) ausgesat und fur 24 h inkubiert. Ver &timulation der Zellen mit TRAIL
und weiteren Reagenzien am folgenden Tag wurde @&t Nahrmedium ausgetauscht,

um konstitutiv gebildetes IL-8 als Storfaktor ber detektion zu beseitigen.

Nach 6-stindiger Inkubation der Zellen mit den prashenden Reagenzien wurde das
Medium vollstandig in eine neue 96-well-Mikrotitéatie (U-Form-Boden) Uberfihrt.
Der so gewonnene Zelliberstand wurde daraufhin i@ -=C Gefrierschrank bis zur

Durchfiihrung der Detektion gelagert.

3.3.2 Detektion

Zum Nachweis von IL-8 in Zelliberstanden wurdenzsge beschichtete ELISA-96-
well-Mikrotiterplatten verwendet. Diese mussten &chmst mit IL-8-Antikdrperhaltigem
Coating Puffer (50 ul pro well) beschichtet und #€iC Gber Nacht gelagert werden.
Der dem Coating Puffer zugesetzte Capture-Antikorfleonzentrationsverhaltnis
1:.250) konnte dadurch am Boden der ELISA-Plattensbeh binden und damit

immobilisiert werden.

Am folgenden Tag wurde der Coating Puffer durch sehsitten und dreimaliges
Waschen mit PBS-Tween von den vorbereiteten ELISA¢h entfernt. Anschliel3end
wurde 200 pl Assay Diluent (PBS mit 10 % FBS) pehauf die Platten pipettiert und

fur 1h bei RT inkubiert. Hierdurch wurden unspesifie Bindungsstellen fir den
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3.3 IL-8-ELISA

zweiten Antikorper am Boden der ELISA-Platten bieck Nach Ausschitten und
erneutem dreimaligem Waschen der Platten mit PB8efwwurden die unter 3.3.1
beschriebenen Zelluberstande (100 pl pro well) etuhgen. Als Positivkontrolle und
fur den quantitativen Vergleich diente die zusat®i Auftragung von rekombinantem
IL-8 in drei definierten Konzentrationen (0,5 ng/rhing/ml; 2 ng/ml).

Nach zweistiindiger Inkubation bei RT wurden dieleroentfernt und die Platten flnf

malig mit PBS-Tween gewaschen.

Um die antikorpergebundenen IL-8-Molekiile sichtbam machen, wurde ein
enzymgebundener Anti-Human-IL-8-Antikdrper verwenddierfir wurden die Platten
mit 50 pl/well einer LOsung aus biotinyliertem ILAhtikdrper und Streptavidin-HRP
(IL-8-AK und Strp-HRP jeweils in 1:250 Assay Dilug¢versehen und fur 1 h bei RT

inkubiert. Im Anschluss wurden die Platten siebexh mit PBS-Tween gewaschen.

Durch Zugabe eines Substrates des am AntikOrpeungkmen Enzyms entstand ein
farbliches Produkt, wodurch das Vorhandensein vbf8 lletztlich sichtbar und
quantifizierbar wurde. Hierflir wurden die Platteach dem letzten Waschschritt mit
100 pl/well einer ABTS-L6sung (1 mg/ml ABTS mit I6mg/ml ABTS-Puffer)
versetzt und die Absorption im ELISA-Reader beieeiWellenlange von 405 nm

gemessen.

Samtliche Antikérper sowie Streptavidin-HRP und ambinantes IL-8 wurden dem
OptEIA-tm IL8-ELISA-Kit der Firma Pharmingen (Sandgo, USA) entnommen.
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3.4 Westernblotanalysen

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten

In Abhangigkeit vom nachzuweisenden Protein wurdbe Zelllysate auf zwei
verschiedene Art und Weisen beziglich der Zelllysegestellt: Entweder mittels
Lysispuffer beim Nachweis von Caspase-8, PARP, Bl RIP oder mittels
Sonifizierung beim Nachweis von JNK, ERK (p44/42§yp38.

In jedem Fall wurden zunéachst 1,5 Millionen Colo73&zw. SV 80 Zellen in 6 cm-
Petrischalen ausgeséat und 24 h inkubiert. Darawdtfoigte die Stimulation der Zellen
mit TRAIL und anderen Reagenzien in den gewulnscKtamzentrationen, bis sie dann
nach einem definierten Zeitwert geerntet wurders Banten der Zellen erfolgte auf Eis
mittels Zellschaber. Infolge wurden die abgeschabfellen in Falkon-Réhrchen
Uberfuhrt und bei 4 °C mit 1200 U/min. abzentriryi Der Zelliberstand wurde

abgesaugt.

Fir die Zelllyse mittels Lysispuffer wurde das afiziéugierte Zellpellet mit Protease-
Inhibitor-versetztem Lysispuffer (ca. 100-150 d¥uspendiert, in Eppendorf-Réhrchen
Uberfuhrt und fir 20 min. auf Eis gestellt. AnseRkend wurde die Suspension fir 10
min. bei 13000 U/min. zentrifugiert und der Ubenstan neue Eppendorf-Réhrchen
dberfuhrt. Vor Verwendung dieser Art hergestellteysate musste noch eine
Bestimmung der Proteinkonzentration durchgefihntder. Hierfir wurde je 1 ul der
hergestellten Proben mit 1 ml 1:5 verdiinnter BiaHRaotein-Assay-Losung in
PlastikkUvetten inkubiert und im Folgenden die Alpsion bei einer Wellenlange von

595 nm im Photometer gemessen.

Bei der Zelllyse mittels Sonifizierung wurde dadlzellet anstelle von Lysispuffer mit
Phosphatase-Inhibitor-versetztem 4x-Ladepuffer (420 pl) resuspendiert. Im

Anschluss erfolgte dann die eigentliche ZelllysectuUltraschall-Behandlung am
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3.4 Westernblotanalysen

Sonificator. Zuletzt wurden die Proben fir 3 miri B6 °C auf dem Heizblock erhitzt.

Gelagert wurden beide Arten von Zelllysaten bed “@.

3.4.2 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekudavgcht erfolgte in
diskontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylareldg bestehend aus einer Trenngel-

und einer SammelgelpKaninchen.

Zur Herstellung von einem 10 %igen Trenngel wurdn ml Acrylamid, 2,7 ml
Trenngelpuffer, 4,6 ml H20, 187 pl APS-L6sung soise4 pl TEMED zum Start der
Polymerisierungsreaktion vermischt. Die Trenngelfiis wurde nun in den
Zwischenraum zweier zusammengeklemmter Glasplagegossen und unmittelbar
danach zur Erzeugung einer moglichst glatten Ot mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach der vollstandigen Auspolymerisig des Trenngels wurde das
Isopropanol wieder abgegossen und die Reste netrpapier abgesaugt.

Anschlie3end konnte eine vorbereitete Sammelgeilpswf das Trenngel aufgetragen
werden. Ein 6 %iges Sammelgel setzte sich hierbsi B4 ml Acrylamid, 1,7 ml
Sammelgelpuffer, 3,8 ml H20, 84 pl APS-Losung undl TEMED zusammen. Vor
der Auspolymerisierung wurde in das Sammelgel eamK zur Herstellung von

Geltaschen eingeschoben.

Die hergestellten Gele konnten daraufhin zur gktedehoretischen Auftrennung der
Proteine in den hergestellten Lysaten verwendetleverVor Auftragen der Proben auf
das Gel mussten diese zunachst 10 min. bei 13060nUZentrifugiert werden. Die
Lysispuffer-Lysate mussten zudem noch mit 4x-Ladlepuvermischt werden.

Schlief3lich wurden je 10-15 pl der Lysate in je@dsdhe des Sammelgels pipettiert.

Die Elektrophorese wurde in vertikalen Elektropls@teammern bei zunéchst 90 V und

nach Ansammlung der Proben im Sammelgel bei 14Qrehgjefuhrt.
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3.4.3 Westernblot

Der Transfer der im  Polyacrylamidgel aufgetrennteriProteine  auf

Nitrocellulosemembranen erfolgte durch das sogeteaBtektroblotverfahren. Hierfur
wurden  zunachst vier Lagen Whatman-Filterpapier isowein  Stick

Nitrocellulosemembran auf die Grol3e des Trenngetgezchnitten und in Blot-Puffer
getrankt. Nach dem Abbau der Elektrophoreseappanattde das Sammelgel mit Hilfe
eines Skalpells vom Trenngel abgetrennt und veewmrDas verbleibende Trenngel
wurde dann mit Blot-Puffer benetzt. Fir den Auflolen Elektroblotvorrichtung wurden
nun in Richtung vom Plus- zum Minuspol zwei Lagerhatnan-Filterpapier, die
Nitrocellulosemembran, das Trenngel und schlie3ialei weitere Lagen Whatman-

Filterpapier frei von Luftblasen Ubereinander geduet.

Nach dem Anschluss der Blotapparatur an die Spaysguelle wanderten die negativ
geladenen Proteine bei einer Stromstarke von 70pnoAViembrangesamtflache in der

Blotkammer vom Minus- zum Pluspol. Die Blotdauetrbg 105 min.

3.4.4 Immundetektion immobilisierter Proteine

Die auf die Nitrocellulosemembran transferiertent®ine konnten schlie3lich mittels
Antikorperbindungsreaktionen sichtbar gemacht werdde nach verwendetem
Antikorper wurden diese in PBS- oder TBS-Tween geld@ei Verwendung von
Antikdrpern gegen JNK, ERK und p38 diente TBS-Tweds Losungsmittel, fir die

Ubrigen Antikérper wurde PBS-Tween eingesetzt.

Direkt im Anschluss an das Blotten wurde die Niglbdosemembran fir 1 h in
PBS/TBS-Tween mit 5 % Magermilchpulver eingelegtm uunspezifische
Bindungsstellen fir die im Folgenden verwendetertikdnper zu blockieren. Als
Primar-Antikbrper wurde ein spezifisch an das zuekkerende Protein bindender
Antikorper (in PBS- bzw. TBS-Tween verdinnt) vengden Hiermit wurde die
Membran Uber Nacht bei 4 °C unter standigem Sdhuitieubiert. Am folgenden Tag
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3.4 Westernblotanalysen

wurde die Antikdrperlésung entfernt und die Membdaai mal 5 min. mit PBS- bzw.
TBS-Tween gewaschen. Daraufhin wurde als Sekundéik@per ein Peroxidase-
markierter  Antikrper (HRP-gekoppelter Antikérper),der spezifisch das
Immunglobulin des erstverwendeten Antikorpers bingengesetzt. Mit dem zweiten
Antikorper (in PBS-Tween oder in TBS-Tween mit 5Magermilch verdinnt) wurde
die Membran fur 1 h bei RT auf einem Schttler inkut und danach wiederum drei

mal 5 min. mit PBS- bzw. TBS-Tween gewaschen.

Zuletzt wurde die Membran nun fir 1 min. mit derdxé&dase-Substratlésung (ECL)
benetzt und unmittelbar danach in eine Belichtuagsétte gelegt. In der
Dunkelkammer konnten dann nach Auflegen eines Filmg die Membran
(Belichtungszeit abhangig vom Signal) die Westastsbim Fotoentwickler entwickelt

werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberexpression von Bcl-XL schiitzt Colo 357 Zeh vor TRAIL-
vermittelter Apoptose

Fur die vorliegende Studie zur nicht-apoptotisct&gnaltransduktion von TRAIL
wurden primér humane Pankreaskarzinomzellen delirdelColo 357 verwendet. Die
Zellen sollten durch einen fir Tumorzellen typisth&poptoseresistenzmechanismus
vor Apoptose geschuitzt werden, um fir die Untersagken pathophysiologische nicht-
apoptotische Bedingungen zu gewahrleisten. Da dlmeréxpression des anti-
apoptotisch wirksamen Proteins Bcl-XL haufig fure diApoptoseresistenz von
Tumorzellen verantwortlich ist, wurden Colo 357 I2elmit einem transfizierten Bcl-
XL-exprimierenden Vektor (Colo 357 Bcl-XL) verwerndéls Kontrolle dienten Colo
357 Zellen mit leerem transfiziertem Vektor (Col®73 VK). In einem ersten
Arbeitsschritt wurden die beiden Zelltransfektandatiels Zytotoxizitatsassay auf ihre
Sensitivitat gegenuber TRAIL-vermittelter Apoptddeerpruft. Wie erwartet, erwiesen
sich die Bcl-XL-Uberexprimierenden Colo 357 Zellais resistent gegentber TRAIL-
vermittelter Apoptose (Bild 2b, d, f). Hingegen warfir die Colo 357 VK Zellen alle
drei verwendeten TRAIL-Reagenzien toxisch (Bild 2@, e), insbesondere in
Anwesenheit des Proteinsyntheseinhibitors CHX. HwsasuperKiller TRAIL und
humanes TRAIL-His waren bei einer Konzentration vbd0 ng/ml in gleichem
Ausmald toxisch. Erst bei geringen Konzentrationem L ng/ml zeigte humanes
superKiller TRAIL eine etwas verstarkte Toxizit&ggnuber TRAIL-His (Bild 2c, e).
Bei Verwendung von FLAG-Zink-TRAIL war eine vorhge Quervernetzung mit dem
monoklonalen anti-FLAG Antikérper M2 sowie eine lkdd Konzentration bei der
Zellstimulation erforderlich, um die gleiche Apopé&rate zu erreichen (Bild 2a). Da
sich die drei verwendeten TRAIL-Reagenzien in i#&rkung auf Colo 357 VK Zellen
nur bezlglich der benétigten Konzentration fiur \@dpbar starke Apoptoseraten
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4.1 Uberexpression von Bcl-XL schiitzt Colo 357 &elvor TRAIL-vermittelter Apoptose

unterschieden und keines der drei TRAIL-Varianten Golo 357 Bcl-XL Zellen

Apoptose induzierte, wurden sie im Verlauf der Arb@alog eingesetzt.

Durch Uberpriifen der Apoptosesensitivitat der BeHxberexprimierenden Colo 357
Zellen wurde gleichzeitig getestet, ob bei der \@rdeten Zelllinie die Mitochondrien
in die Transduktion des apoptotischen Signals wied sind. Anhand der in Bild 2
dargestellten Apoptoseresistenz der Bcl-XL-Ubernexigrenden Zellen konnten die
verwendeten Colo 357 Zellen als sog. Typ-lI-Zeltkfiniert werden. In diesen Zellen
wird die Apoptose durch Uberexpression von Bcl-Xbdiert, da zur Auslésung des
apoptotischen Zelltods eine Amplifikation des DIS@nals tber die Mitochondrien im

Sinne des intrinsischen Apoptosesignalweges notigesid(siehe Kap. 1.4).

Colo 357 VK Zellen Colo 357 Bel-XL

—&— ohne CHX —&— mit CHX —&— ohne CHX —&— mit CHX

140 140

120 120 E/;\

100 P £ 100 1 M E
o W g ] =

60 1 £ 60

40 40

20~r<£:t/'_'/j 20 -

0 T T T T T T T — 0 ; ; ; ; : : . —
200 66,7 222 741 247 082 027 009 003 O 200 66,7 222 741 247 082 027 009 003 O

Vitalitat [%0]
Vitalitat [%6]

FLAG-Zn-TRAIL + M2 [ng/ml] FLAG-Zn-TRAIL [ng/ml]

Bild 2a-b: Uberexpression von Bcl-XL schiitzt Colo53 Zellen vor TRAIL-
vermittelter ApoptoseColo 357 VK Zellen und Colo 357 Bcl-XL Zellen wurde 96-
well-Mikrotiterplatten (10.000 Zellen/well) kulteft und nach Erhalt subkonfluenter
Zelldichten teilweise mit CHX (2,5 pg/ml) 1 h véubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit den angegebenen Konzentrationen an FEAG-TRAIL (FLAG-Zn-TRAIL)
+ anti-FLAG mAK M2 (1 pg/ml) versehen und 16 h biku. Die Vitalitatsbestimmung
erfolgte durch Kristallviolettfarbung und Messungy @ptischen Dichte.
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Bild 2¢-f: Uberexpression von Bcl-XL schiitzt Col®3 Zellen vor TRAIL-vermittelter
Apoptose.Colo 357 VK Zellen und Colo 357 Bcl-XL Zellen wurdi@ 96-well-
Mikrotiterplatten (10.000 Zellen/well) kultiviert nd nach Erhalt subkonfluenter
Zelldichten teilweise mit CHX (2,5 pg/ml) 1 h véubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen mit den angegebenen Konzentrationen an hemasuperKiller TRAIL (hsk-
TRAIL) oder TRAIL-His versehen und 16 h inkubieré Vitalitatsbestimmung erfolgte
durch Kristallviolettfarbung und Messung der ophiso Dichte.
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4.2 TRAIL aktiviert in Colo 357 Zellen die MAP-Kinasen JNK, ERK
und p38 unabhéngig vom apoptotischen Zelltod, abeabhangig von
der Caspaseaktivitat

Nach Darstellung der Apoptoseresistenz von Colo B8IFXL Zellen gegenuber der
Apoptosesensitivitdat von Colo 357 VK Zellen wurdettels Westernblotanalyse in
diesen Zellen die TRAIL-vermittelte Aktivierung defAP-Kinasen JNK, ERK und p38
untersucht. Da die Aktivierung der MAP-Kinase Kad#m insbesondere bei der
Ausldsung nicht-apoptotischer Effekte wie Zellpledation und -differenzierung sowie
bei der Induktion proinflammatorischer Zytokine wzeB. IL-8 eine zentrale Rolle
spielt, ist die Untersuchung dieser Signalwege lvesonderem Interesse fur die nicht-
apoptotische Signaltransduktion von TRAIL. Durchnd¥ergleich der Apoptose-
sensitiven Colo 357 VK Zellen mit den Apoptosestmmten Colo 357 Bcl-XL Zellen
sollte der Zusammenhang zwischen der TRAIL-vertigite MAPK-Aktivierung und
der Auslosung des apoptotischen Zelltods untersuerden. Die Zellen wurden hierfir
teilweise mit dem Proteinsyntheseinhibitor CHX wein Caspaseinhibitor zVAD-fmk
vorbehandelt und anschlieend mit TRAIL stimulidriteressanterweise aktivierte
TRAIL die drei MAP-Kinasen JNK, ERK und p38 sowahlden Apoptose-sensitiven
Colo 357 VK Zellen als auch in den Apoptose-resigie Colo 357 Bcl-XL Zellen
(Bild 3). Die Aktivitdit wurde hierbei durch Dete&h der enzymatisch aktiven
phosphorylierten Form der jeweiligen Kinase nachgeen (in Bild 3 bezeichnet als p-
JNK, p-ERK und p-p38). In Anwesenheit von CHX wurdee TRAIL-vermittelte
Aktivierung der MAP-Kinasen deutlich verstarkt, wofpegen dieses Signal durch
Inhibition von Caspasen mittels zVAD-fmk signifikaabgeschwacht wurde (Bild 3).
Somit konnten bei der TRAIL-induzierten Aktivierumgn JNK, ERK und p38 zwei
bedeutende Zusammenhénge beobachtet werden. Hmexse die Aktivierung der
drei MAP-Kinasen unabhangig vom apoptotischen @ellida die aktivierten Kinasen
sowohl in den apoptotischen Colo 357 VK Zellenalgh in den nicht-apoptotischen
Colo 357 Bcl-XL Zellen nach TRAIL-Stimulation nackigbar waren. Andererseits
erwies sich die TRAIL-induzierte MAPK-AktivierungsaCaspase-abhéngig, da nach
Inhibition der Caspasen mittels zVAD-fmk die TRAIihduzierte Aktivierung der drei

MAP-Kinasen fast vollstandig blockiert wurde.
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4.2 TRAIL aktiviert in Colo 357 Zellen die MAP-Kisan JNK, ERK und p38 unabhéngig vom
apoptotischen Zelltod, aber abhangig von der Cagpdisitat

Colo 357 VK Colo 357 Bcl-X
\
FLAG-Zn-TR -+ -+ -+ - + - -+ -+ -+ -+ -
M2 -+ -+ -+ -+ 4+ -+ -+ -+ -+ 4+
CHX - -+ + - -+ o+ - - -+ o+ - -+ o+ -
ZVAD - - - -+ 4+ o+ o+ - - - - -+ o+ o+ o+ -
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Bild 3: TRAIL aktiviert die MAP-Kinasen JNK, ERK ud p38 in Colo 357 Zellen
unabhangig vom apoptotischen Zelltod, aber abhangign der CapaseaktiviatColo
357 VK Zellen und Colo 357 Bcl-XL Zellen wurderé iom-Petrischalen kultiviert und
nach Erhalt subkonfluenter Zelldichten teilweise¢ @HX (2,5 pg/ml) und/oder zVAD-
fmk (20 uM) 1 h vorinkubiert. Anschliel3end wurden £ellen fir weitere 6 h in An-
oder Abwesenheit von FLAG-Zink-TRAIL [FLAG-Zn-TRO(zhg/ml)] + anti-FLAG
MAK M2 (1 pg/ml) inkubiert. Nach Ablauf der Stimida wurden die Zellen wie in
Kap. 3.4.1 beschrieben mittels Sonifizierung lysiée 15 pl der Zelllysate wurden auf
ein 10 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Die atrfgnnten Proteine wurden nach
Ubertragung auf eine Nitrocellulosemembran mit ainanti-Phospho-JNK-AK (p-
JNK), einem anti-Phospho-ERK/p44/42-AK (p-ERK) bawem anti-Phospho-p38-AK
(p-p38) detektiert. Zum Vergleich der eingesetResteinmengen wurden zusatzlich
die exprimierten nicht-phosphorylierten Proteind ginem anti-JNK-AK (JNK), einem
anti-ERK-AK (ERK) bzw. einem anti-p38-AK (p38) dtest. Als Sekundar-AK wurde
jeweils ein HRP-gekoppelter Kaninchen-AK verwendet.

-47 -



4.3 In SV 80 Zellen erfolgt die TRAIL-vermitteltd&-Aktivierung Caspase-unabhangig

4.3 In SV 80 Zellen erfolgt die TRAIL-vermittelte INK-Aktivierung
Caspase-unabhangig

Aufgrund friherer Studien dber zelltypabhangige eBsrhaften der TRAIL-
vermittelten JNK-Aktivierung, wurde neben den CA67 Zellen die Fibroblasten-
Zelllinie SV 80 verwendet und bezuglich der TRAhduzierten JNK-Aktivierung

untersucht.

Wie bei dem bisher vorgestellten Modellsystem noldC357 Zellen wurde auch bei
den SV 80 Zellen der Vergleich von Apoptose-sevesiti mit Apoptose-resistenten
Zellgruppen angestrebt. Neben der Disregulation \Bol-XL stellt auch eine
gesteigerte Expression von cFLIP einen typischeopfgseresistenzmechanismus von
Tumorzellen dar. Aus diesem Grund wurden fir digeoden Experimente FLIP-
Long-GFP-exprimierende SV 80 Zellen (SV 80 FLIPAgrwendet. Als Apoptose-
sensitive Kontrollgruppe dienten parentale SV 80d@Wp Zellen (SV 80 wt). Um die
unterschiedlichen  Apoptoseempfindlichkeiten der aergleichenden SV 80
Zelltransfektanden vorab sicherzustellen, wurde &ptotoxizitdtsassay durchgefuhrt.
Hierbei wurden SV 80 wt sowie SV 80 FLIP-L Zellam An- und Abwesenheit von
CHX mit unterschiedlichen Konzentrationen von TRAdis stimuliert. Ohne die
Vorbehandlung mit CHX fiihrte TRAIL-His weder in SB0 wt Zellen noch in SV 80
FLIP-L Zellen zur Induktion von Apoptose (Bild 4&agegen zeigte sich in Gegenwart
von CHX ein deutlicher Unterschied der Apoptosegeitat zwischen SV 80 wt und
SV 80 FLIP-L Zellen. Auf die parentalen SV 80 Zallavirkte TRAIL-His in
Anwesenheit von CHX stark toxisch, nicht aber aigf ELIP-L-GFP-exprimierenden
Zellen (Bild 4b). Nach dem Nachweis der ApoptossiBfitat der SV 80 wt Zellen und
der Apoptoseresistenz der SV 80 FLIP-L Zellen, wurisn Folgenden mittels
Westernblotanalyse die TRAIL-vermittelte Induktipmosphorylierter JNK in diesen
Zellen Uberpruft. Hierbei wurden SV 80 wt Zellennasiseits mit den ebenfalls
Apoptose-sensitiven Colo 357 VK Zellen, anderessaiit den Apoptose-resistenten SV
80 FLIP-L Zellen verglichen. Im Gegensatz zu Cobk@ 3/K Zellen zeigte sich fir SV
80 wt Zellen, dass in Anwesenheit von zVAD-fmk dI&®RAIL-induzierte JNK-
Aktivierung nicht supprimiert, sondern eher verstawurde (Bild 4c). Damit erwies
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sich die Aktivierung von JNK in diesen Zellen alagpase-unabhéngig. Da die beiden
verglichenen Zelllinien die gleichen Eigenschafbeztglich der Sensitivitat gegentber
TRAIL-vermittelter Apoptose aufwiesen, konnten dergestellten Differenzen auf die
Verwendung verschiedener Zellarten zuriickgefuhrdese. Ob durch TRAIL folglich
ein Caspase-abhangiger oder ein Caspase-unabhasgigalweg zur Aktivierung von
JNK induziert wird, hangt von der stimulierten Zetl ab. Diese Beobachtung wurde
schlie3lich dadurch bekraftigt, dass in den Apoptesistenten SV 80 FLIP-L Zellen
die gleichen Bedingungen fir die TRAIL-vermittellBIK-Aktivierung wie fir SV 80
wt Zellen nachgewiesen werden konnten (Bild 4d). albkhi@ngig von der
unterschiedlichen Apoptosesensitividt gegenuber [CR2&igte sich in beiden SV 80
Zelltransfektanden eine TRAIL-induzierte Phosphierying von JNK, die nicht durch
zVAD-fmk supprimiert wurde. Anhand dieser Daten kten fir SV 80 Zellen eine

zelltypspezifische Caspase-unabhangige JNK-Aktmigmachgewiesen werden.

Zelltypunspezifisch gilt dagegen fur Colo 357 wiecl fur SV 80 Zellen, dass TRAIL
unabhangig von der Induktion des apoptotischentatidl die Aktivierung der MAP-
Kinase JNK induziert. Denn aktivierte JNK konntevebl in Apoptose-sensitiven SV
80 wt bzw. Colo 357 VK Zellen als auch in Apoptassistenten SV 80 FLIP-L bzw.
Colo 357 Bcl-XL Zellen detektiert werden.
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Bild 4a-b: Die Uberexpression von FLIP-Long schiit8V 80 Zellen vor TRAIL-
vermittelter ApoptoseSV 80 wt Zellen und SV 80 FLIP-L Zellen wurden 6rnell-
Mikrotiterplatten (15.000 Zellen/well) kultiviertnd in Ab- bzw. Anwesenheit von CHX
(2,5 pg/ml) 1 h vorinkubiert. Im Anschluss wurdee dellen mit den angegebenen
Konzentrationen an TRAIL-His versehen und 16 hbigt Die Vitalitdtsbestimmung
erfolgte durch Kristallviolettfarbung und Messungy @ptischen Dichte.
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Bild 4c-d: In SV 80 Zellen erfolgt die TRAIL-vermi¢lte JNK-Aktivierung caspase-
unabhangig.Colo 357 VK Zellen, SV 80 wt Zellen und SV 80 HLI®ellen wurden in
6 cm-Petrischalen kultiviert und nach Erhalt sublkeenter Zelldichten teilweise mit
CHX (2,5 pg/ml) und/oder zVAD-fmk (20 uM) 1 h vkwuiniert. Anschlie3end wurden
die Zellen fur weitere 6 h in An- oder Abwesentieit FLAG-Zink-TRAIL [FLAG-Zn-
TR (200 ng/ml)] + anti-FLAG mAKk M2 (1 pg/ml) bzvirAIL-His (50 ng/ml) inkubiert.
Nach Ablauf der Stimulation wurden die Zellen wiekiap. 3.4.1 beschrieben mittels
Sonifizierung lysiert. Je 15 ul der Zelllysate wemdauf 10 %iges Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die aufgetrennten Proteine wurden nadhansfer auf eine
Nitrocellulosemembran mit einem anti-Phospho-JNK-fJNK) detektiert. Zum
Vergleich der eingesetzten Proteinmengen wurde tZiugé@ die exprimierte nicht-
phosporylierte JNK mit einem anti-JNK-AK (JNK) ngetviesen. Als Sekundar-AK
wurde ein HRP-gekoppelter Kaninchen-AK verwendet.
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4.4 Sowohl in Apoptose-sensitiven Colo 357 VK Zetleals auch in
Apoptose-resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen wird Cspase-8 nach
TRAIL-Stimulation aktiviert

Nachdem sowohl in Colo 357 VK als auch in Colo EI-XL Zellen eine Caspase-
abhangige Aktivierung der MAP-Kinasen nachgewiesenden konnte (siehe Bild 3),
sollte die Aktivierung der Caspasen in den vergn Zelltransfektanden naher
analysiert werden. Hierfir wurden im Westernblo¢ éirozessierung der Caspase-8
sowie die Spaltung verschiedener Caspasesubsteaie &timulation mit |6slichem
TRAIL dberpruft. In Analogie zum Nachweis der MARK«tivierung (siehe Kap. 4.2)
wurden auch in diesem Versuch die Auswirkungen VBAIL variabel mit und ohne
Vorbehandlung der Zellen mit CHX bzw. zVAD-fmk urgacht. In Colo 357 VK
Zellen konnte eine deutliche Spaltung der Pro-Csssi8a(p55/53) nach Stimulation mit
CHX und TRAIL beobachtet werden (Bild 5). Dagegeigie die Behandlung mit CHX
alleine keine Verdnderung der inaktiven Caspasesfdte (Bild 5). Die TRAIL-
induzierte Prozessierung und konsekutive Aktivigruon Caspase-8 korreliert gut mit
der TRAIL-induzierten Apoptoseauslésung in Colo 38¢ Zellen (siehe Bild 2a, c, e).
Interessanterweise konnte aber auch in den Apopéssstenten Colo 357 Bcl-XL
Zellen eine vergleichsweise ausgepragte TRAIL-vtaité Prozessierung der Caspase-
8 nach Vorbehandlung mit CHX nachgewiesen werdeiid (B). Die zusatzliche
Verwendung des Caspaseinhibitors zVAD-fmk zeigt&vagtungsgemal eine fast
vollstandige Blockierung der Caspase-Spaltung. [@a der dargestellten TRAIL-
induzierten Caspase-8-Spaltung nur die ProzesgiatanCaspase-Vorstufe (p55/53) in
die p43/41-Untereinheit darstellbar war, die ak{i@-Untereinheit von Caspase-8 aber
nicht deutlich detektiert werden konnte, sollte hsigestellt werden, dass die
nachgewiesene TRAIL-vermittelte Caspase-8-Prozessiewirklich der Aktivierung
des Enzyms entsprach. Hierfir wurde im Folgenden @aspase-8-Substrat Bid im
Westernblot detektiert. Wie aus Bild 5 ersichtlichird, induziert TRAIL in
Anwesenheit von CHX in beiden verwendeten Colo ZEélltransfektanden die
Spaltung von Bid, womit die Aktivitat der prozestsam Caspase-8 nachgewiesen
werden konnte. In Einklang mit der zVAD-fmk-verngiten Inhibition der Caspase-8-
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Aktivierung wurde auch die Spaltung des Caspasek&itates Bid in Anwesenheit von

zVAD-fmk blockiert (Bild 5). Zusammenfassend isind@aten zu entnehmen, dass die
TRAIL-induzierte Caspase-8-Prozessierung in ihryeretisch aktives Heterotetramer
nicht zwangslaufig zum apoptotischen Zelltod in&C857 Zellen fuhrt, da sie sowohl

in Apoptose-sensitiven Colo 357 VK als auch in Ajase-resistenten Colo 357 Bcl-XL

Zellen nachweisbar war. Dieses Ergebnis passtuyuien Beobachtungen in Bild 3, in

denen sich die Aktivierung von Caspasen als Notvghed fir die Aktivierung der

nicht-apoptotisch wirksamen MAP-Kinasen erwiesetteha

Neben der Spaltung von Bid wurde des Weiteren dhed3sierung der Serin-Threonin-
Kinase RIP untersucht, welche ebenfalls ein Substoa Caspase-8 darstellt. Die
Spaltung von RIP konnte in beiden Colo 357 Zelkfaktanden nachgewiesen werden,
nachdem die Zellen mit TRAIL und CHX behandelt wardvaren (Bild 5). Dies war
ein weiterer Nachweis fiir das Vorhandensein eikBven Caspase-8m Vergleich zu
der Prozessierung von Bid fallt allerdings auf,sdd&e Spaltung von RIP nicht vollig
durch die Vorbehandlung mit zVAD-fmk zu inhibierevar. Dies kdnnte auf eine
zusatzliche Caspase-unabhéangige Spaltung von RiennColo 357 Bcl-XL Zellen

zuruckgefuhrt werden.

4.4.1 Caspase-3 wird nur in Apoptose-sensitiven GpB57 VK Zellen nach TRAIL-
Stimulation aktiviert

Nachdem das Vorhandensein der aktiven Initiatose® nach TRAIL-Stimulation in
Apoptose-sensitiven und Apoptose-resistenten Zelbahweisbar war, sollte in einem
nachsten Arbeitsschritt die Aktivitat der Effektaspase-3 in Colo 357 VK und Colo
357 Bcl-XL Zellen verglichen werden. Als Indikattir aktive Caspase-3 diente der
Nachweis der Spaltung des Caspase-3-Substrates MARRFesternblot. Caspase-3
spaltet und inaktiviert das fir DNA-Reparatur unellZyklusregulation wichtige
Protein PARP. Die Detektion von gespaltenem PARFa 357 VK Zellen nach
Behandlung mit TRAIL und CHX (Bild 5) demonstrierseamit das Vorhandensein
einer aktiven Caspase-3. In Colo 357 Bcl-XL Zelear dagegen keine Spaltung von
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PARP nachweisbar (Bild 5). Demnach fuhrte in dieg@nApoptose geschitzten Zellen
die Stimulation mit TRAIL und CHX nicht zu einer Akierung der Effektorcaspase-3.

Nach TRAIL-Stimulation wurde somit zwar sowohl irpéptose-resistenten Colo 357
Bcl-XL Zellen als auch in Apoptose-sensitiven Cds7 VK Zellen Caspase-8
aktiviert, die Aktivierung von Caspase-3 hingegefolgte nur in den Apoptose-

sensitiven Colo 357 VK Zellen.

Colo 357 VK Colo 357 Bcl-XL

| | |
TRAIL-His - - + -+ -+ -+ - F
CHX - +  + - - + + - - + o+

ZVAD - - - -+ o+ o+

Caspase 8 .. B < Poois3

-— = < p43/41

Bid 4 s < 24kDa

RIP (8B 8  |< 74kpa

< 116 kDa
re MR < *1215:
Vinculin m < 117 kDa @ — e — -“'"Q_ i

Bild 5. Sowohl in Apoptose-sensitiven Colo 357 VKIEn als auch in Apoptose-
resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen wird Caspase-&@ch TRAIL-Stimulation
aktiviert. Colo 357 VK Zellen und Colo 357 Bcl-XL Zellen wurde 6 cm-Petrischalen
kultiviert und nach Erhalt subkonfluenter Zelldiehtteilweise mit CHX (2,5 pg/ml)
und/oder zVAD-fmk (20 uM) 1 h vorinkubiert. AnselRénd wurden die Zellen fir
weitere 6 h in An- oder Abwesenheit von TRAIL-BG& rfg/ml) inkubiert. Nach Ablauf
der Stimulation wurden die Zellen wie in Kap. 3.#dschrieben mittels Lysispuffer
lysiert. Je nach errechneter Proteinkonzentratian delllysate wurden jeweils 10-15
ul auf 10 %iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Digfgetrennten Proteine wurden
nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mitem anti-Caspase-8-AK, einem
anti-Bid-AK, einem anti-RIP-AK bzw. einem anti-PARIR detektiert. Zum Vergleich
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der eingesetzten Proteinmengen wurde zusatzlichkdastitutiv exprimierte Protein

Vinculin mittels anti-Vinculin-AK detektiert. All&indar-AK wurde fiir die Detektion
von Caspase-8, PARP und RIP ein HRP-gekoppelterkioolaler Kaninchen Anti-

Maus-AK verwendet, fur die Bid-Detektion ein HRReappeltes polyklonales Schaf
Anti-Kaninchen-Serum.

4.5 TRAIL induziert IL-8 in Colo 357 Zellen

In Zusammenhang mit der nicht-apoptotischen Sigmadduktion der TRAIL-
Todesrezeptoren ist neben der Aktivierung der MARakKe Kaskaden auch die
TRAIL-vermittelte Induktion dedNFkB-Signalweges von besonderem Interesse. Denn
die NFkB-Aktivierung kann einerseits durch die Induktiomtizapoptotischer Zielgene
zu einer Inhibition des apoptotischen Signalwegésren. Andererseits spielt der
Transkriptionsfaktor NFkB eine zentrale Rolle bei der Steuerung von
Entzindungsreaktionen durch Aktivierung verschiedenproinflammatorischer
Zielgene (Wajant, 2004). So induzieNFkB analog zu den MAP-Kinasen die
Expression des Chemokins IL-8 (Hoffmann et al.,200

Die Detektion der IL-8-Expression in Colo 357 Zalldiente in der vorliegenden Arbeit
als Methode, um die TRAIL-vermittelte Aktivierungeid MAP-Kinase-Signalwege
sowie dedNFkB-Signalweges in Colo 357 Zellen zu analysiereno@7 VK Zellen
und Colo 357 Bcl-XL Zellen wurden hierbei zun&cimst zZVAD-fmk vorbehandelt und
mit I6slichem TRAIL stimuliert. Daraufhin wurde rtets ELISA das Chemokin IL-8
als potentielles NFkB- und MAPK-Zielgen detektiert. In beiden Colo 357
Zelltransfektanden war nach Stimulation mit queme¢rtem FLAG-Zink-TRAIL eine
deutliche Induktion von IL-8 nachweisbar (Bild 6Bje maximale Signalstéarke der IL-
8-Produktion war hierbei nach sechs Stunden mes8asnerkenswerterweise waren
auch beim Nachweis der aktivierten MAP-Kinasen djef3ten Signale nach
sechsstundiger TRAIL-Stimulation detektierbar (B3)d Bei den verwendeten Colo 357
Bcl-XL  Zellen wurde zusatzlich die IL-8-Produktiomach Stimulation mit

verschiedenen Konzentrationen von FLAG-Zink-TRAIumanem superKiller TRAIL
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und TRAIL-His verglichen (Bild 6b). Bei der Menga #.-8 im ELISA zeigten sich fur
die verschiedenen TRAIL-Arten die gleichen Relationwie beim Ausmal der
Apoptoserate im Zytotoxizitatsnachweis (vgl. Bil@,2c, e). So wurde bei hohen
Konzentrationen (100 ng/ml) von humanem superKillERAIL und TRAIL-His
quantitativ die gleiche Menge an IL-8 von den Zellgoroduziert. Erst bei
Konzentrationen von 1 ng/ml erwies sich das hunsaiperKiller TRAIL in Relation zu
TRAIL-His als starkerer Induktor von IL-8. Bei d&ferwendung von FLAG-Zink-
TRAIL waren wie auch beim ZytotoxizitatsnachweisIgB2) die Quervernetzung mit
M2 sowie hohere Konzentrationen notwendig. Die rgeten Arten von loslichem
rekombinantem TRAIL unterschieden sich demnach abeztglich der IL-8-

Produktion nur in der Starke des ausgelosten Signal
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Bild 6a: TRAIL induziert IL-8 in Colo 357 ZellenColo 357 VK Zellen und Colo 357
Bcl-XL Zellen wurden in 96-well-Mikrotiterplattei2@.000 Zellen/well) kultiviert und
mit zZVAD-fmk (20 uM) 1 h vorinkubiert. Die Zellemrden anschlieRend in An- und
Abwesenheit von FLAG-Zink-TRAIL [FLAG-Zn-TR (200miy + anti-FLAG mAk M2
(1 pg/ml) inkubiert. Die Kulturiberstdnde wurderh24 h und 6 h nach Zugabe von
TRAIL abgenommen. Im Anschluss wurden die gewonrienkuriiberstande jeweils
mit Hilfe eines IL-8-spezifischen ELISA-Kits untefst und die gebildete Menge an IL-
8 in OD (optischer Dichte) gemessen.
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Bild 6b: TRAIL induziert IL-8 in Colo 357 ZellenColo 357 Bcl-XL Zellen wurden in
96-well-Mikrotiterplatten (20.000 Zellen/well) kwiert und mit zZVAD-fmk (20 uM) 1 h
vorinkubiert. Die Zellen wurden anschlie3end in dagegebenen Konzentrationen mit
FLAG-Zink-TRAIL (FLAG-Zn-TR) + anti-FLAG mAk M2 (ig/ml), TRAIL-His (TR-
His) bzw. humanem superKiller TRAIL (hsk-TR) inkubi Die Kulturtiberstande
wurden 6 h nach Zugabe von TRAIL abgenommen. InchAiss wurden die
gewonnenen Kulturiberstande jeweils mit Hilfe eihles3-spezifischen ELISA-Kits
untersucht und die gebildete Menge an IL-8 in Optiéezher Dichte) gemessen.

Die in Bild 6a-b dargestellte TRAIL-induzierte IL-Broduktion diente einem indirekten
Nachweis der TRAIL-vermittelten Einleitung der MAfnase-Signalwege sowie des
NFkB-Signalweges. Welcher der beiden Signalwege in\dwendeten Zellen nach
TRAIL-Stimulation fur die IL-8-Produktion verantwitich war, sollte im Folgenden
naher untersucht werden. Der Zusammenhang zwisgbe RAIL-induzierten IL-8-
Produktion und der JNK-Aktivierung sollte durch deimsatz eines spezifischen JNK-
Inhibitors geklart werden (siehe Kap.4.5.1). DiedBatung des NEB-Signalweges fur
die TRAIL-vermittelte  IL-8-Produktion sollte  durch Verwendung des
Proteasominhibitors MG-132 ermittelt werden (si&la@. 4.5.2).
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4.5.1 Die Inhibition von JNK hemmt die TRAIL-vermittelte IL-8-Produktion in
Colo 357 Zellen

Um die funktionelle Bedeutung der TRAIL-induzierté&ktivierung von JNK fir die
TRAIL-induzierte IL-8-Produktion in Colo 357 Zellemu untersuchen, wurde ein
spezifischer Inhibitor der JNK eingesetzt. Zunachstrden die Eigenschaften des
verwendeten sog. JNK-ll-Inhibitors naher bestimrmmidem im Westernblot die
Fahigkeit des Inhibitors zur Hemmung der JNK-Phosplrerung und damit zur
Hemmung der JNK-Aktivierung tberpruft wurde. Hidrbairden Colo 357 VK Zellen
und Colo 357 Bcl-XL Zellen mit I6slichem TRAIL allee sowie zusatzlich in
Anwesenheit des JNK-II-Inhibitiors stimuliert. D&rdverwendete Inhibitor in DMSO
geldst war, wurde aul3erdem als Kontrolle eine Satian mit TRAIL in Anwesenheit
von DMSO vorgenommen. Wie bereits zuvor nachgewi€Bdd 3) induzierte TRAIL
sowohl in den Apoptose-sensitiven Colo 357 VK Zelks auch in den Apoptose-
resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen die Phosphoryieg von JNK (Bild 7a). Diese
TRAIL-vermittelte JNK-Aktivierung wurde deutlich dch die gleichzeitige
Behandlung der Zellen mit dem JNK-IlI-Inhibitor sujppert (Bild 7a). Die
Verwendung von DMSO zeigte dagegen keinerlei Egsflauf die JNK-Aktivierung,
womit ein unspezifischer Effekt durch das Losungshides verwendeten Inhibitors

ausgeschlossen werden konnte.

Nachdem damit die Funktionsfahigkeit des JNK-llibitors als potentieller
Hemmestoff von JNK gesichert war, sollte des Weitadi Toxizitat des Inhibitors bzw.
der Zusammenhang des Inhibitors mit dem apoptaiscelltod geprift werden. Im
Zytotoxizitatsassay wurden die Zellen analog zumorwurchgefuhrten Westernblot-
Experiment stimuliert. Hierbei erwiesen sich dieldC857 Bcl-XL Zellen in jeglichen
Kombinationen von TRAIL-His, DMSO und JNK-II-Inhitor als resistent gegenuber
Apoptose (Bild 7b). Bei den Colo 357 VK Zellen wdagegen eine deutliche Toxizitat
von TRAIL-His zu beobachten, welche auch nicht dusldemmung der JNK-
Aktivierung mittels JNK-II-Inhibitor verhindert wden konnte. Damit erwies sich die
Aktivierung von JNK als nicht essentiell fur die AR-vermittelte Induktion von
Apoptose in Colo 357 Zellen. Diese Beobachtung étmnmt mit der in Bild 3
dargestellten Unabhéngigkeit von TRAIL-induziergroptose und JNK-Aktivierung.
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Um schlie3lich den Zusammenhang zwischen der JN#vigkung und der TRAIL-
vermittelten IL-8-Produktion in Colo 357 Zellen analysieren, wurde der Einfluss des
JNK-II-Inhibitors auf die TRAIL-induzierte IL-8-Pduktion mittels ELISA getestet.
Die alleinige Stimulation der Colo 357 Bcl-XL Zalle mit TRAIL flhrte
erwartungsgemald zu einer signifikanten Produktiom V-8, welche auch durch
zusatzliche Behandlung der Zellen mit DMSO oder Pv#nk unbeeinflusst blieb
(Bild 7c). Dagegen bewirkte die Verwendung des JNKhibitors eine drastische
Suppression der TRAIL-vermittelten IL-8-Produkti¢®ild 7c). Damit erwies sich die
Aktivierung von JNK als essentiell fur die TRAIL+weittelte Induktion von IL-8 in
Colo 357 Bcl-XL Zellen.

a)
Colo 357 VK | Colo 357 Bcl-XL
TRAIL-His -+ -+ -4 -+ -+ - |
DMSO - - + + - - - - + o+ - -
JNK-II-Inhibitor - - - - - - + 4+

- -+ o+
p-INK EgEe = < rmE=o
— — — . < P > == —

INK --‘.Q' < et ——

T——-e- < p46 - -
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Bild 7a: Inhibition der JNK-Aktivierung in Colo 357Zellen. Colo 357 VK Zellen und
Colo 357 Bcl-XL Zellen wurden in 6 cm-Petrischaleultiviert und nach Erhalt
subkonfluenter Zelldichten teilweise mit JNK-IlHlobor (40 puM/1:500) und/oder
DMSO (1:500) 1 h vorstimuliert. AnschlieBend wurdenZellen fur weitere 6 h in An-
oder Abwesenheit von TRAIL-His (50 ng/ml) inkubi&tach Ablauf der Stimulation
wurden die Zellen wie in Kap. 3.4.1 beschriebeneaisitSonifizierung lysiert. Je 15 ul
der Zelllysate wurden auf 10 %iges Polyacrylamidgedgetragen. Die aufgetrennten
Proteine wurden nach Transfer auf eine Nitrocel@membran mit einem anti-
Phospho-JNK-AK (p-JNK) detektiert. Zum Vergleich dimgesetzten Proteinmengen
wurde zuséatzlich nicht-phosporylierte  JNK  mit eineanti-JNK-AK  (JNK)
nachgewiesen. Als Sekundar-AK wurde jeweils ein -g&@ppelter Kaninchen-AK
verwendet.
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Bild 7b: Die Inhibition von JNK schitzt Colo 357 Zlen nicht vor TRAIL-
vermittelter ApoptoseColo 357 VK und Colo 357 Bcl-XL Zellen wurden &v@ell-
Mikrotiterplatten (20.000 Zellen/well) kultiviert nd nach Erhalt subkonfluenter
Zelldichten teilweise mit JNK-II-Inhibitor (40 pMBO0) oder DMSO (1:500) 1 h
vorstimuliert. Anschlieend wurden die Zellen nRATL-His (50 ng/ml) versehen und
16 h inkubiert.
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Bild 7c: Die Inhibition von JNK hemmt die TRAIL-vanittelte IL-8 Produktion in
Colo 357 ZellenColo 357 Bcl-XL Zellen wurden in 96-well-Mikrotigatten (20.000
Zellen/well) kultiviert und mit JNK-II-Inhibitor @ puM/1:500 bzw. 20 uM/1:1000),
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DMSO (1:500) oder zVAD-fmk (40 uM/1:500) 1 h vonstiiert. Anschlie3end wurden
die Zellen in An- und Abwesenheit von TRAIL-His @&§ml) inkubiert. Die
Kulturiberstédnde wurden 6 h nach Zugabe von TRAleaommen und mit Hilfe eines
IL-8-spezifischen ELISA-Kits untersucht. Die praduez Menge an IL-8 wurde durch
Messung der optischen Dichte (OD) bestimmt.

4.5.2 Die Inhibition des Proteasoms hemmt die TRAlvermittelte IL-8-
Produktion in Colo 357 Zellen und sensitiviert dieZellen fir Apoptose

Nach Verwendung eines JNK-Inhibitors zur Darsteajluier Zusammenhange zwischen
der Aktivierung von JNK und der TRAIL-vermitteltdnduktion von IL-8 sollte auch
der Einfluss vorNFkB auf die TRAIL-induzierte IL-8-Produktion in Col857 Zellen
untersucht werden. Fir déwFkB-Signalweg spielt das Vorhandensein eines intakten
Proteasoms eine wichtige Rolle, da die DegradadesNFkB-Inhibitors IkBa durch
das 26S Proteasom essentiell fur die Aktivierung M&kB ist (siehe Kap. 1.5.1).
Deshalb wurde der Zusammenhang zwischen TRAIL-imfter NFKB-Aktivierung
und der Expression von IL-8 durch Verwendung dexifischen Proteasominhibitors
MG-132 analysiert. Der Inhibitor wurde hierbei interschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt und seine Wirkung auf die TRAIL-indutgel_-8-Produktion in Colo 357
Bcl-XL Zellen mittels ELISA getestet. AuBerdem wearder Effekt von MG-132 in
Anwesenheit von zVAD-fmk betrachtet. Wie in Bild & erkennen, bewirkte der
Proteasominhibitor MG-132 eine starke Suppressien TRAIL-vermittelten IL-8-
Produktion. Bemerkenswerterweise wurde die durch-M& verursachte Hemmung
der TRAIL-induzierten IL-8-Produktion bei zusattier Verwendung von zVAD-fmk

wieder geringfiigig verstarkt.

Parallel zur Durchfihrung des ELISA-Experiments aeuim Zytotoxizitatsassay die
Apoptoserate der Zellen nach gleichartiger Stimoeigetestet. Hierbei zeigte sich,
dass die Verwendung des Proteasominhibitors MGABZiner Sensitivierung der
zuvor geschutzten Colo 357 Bcl-XL Zellen fur TRAWermittelte Apoptose fihrte
(Bild 8b). Die alleinige Behandlung der Zellen mdem Inhibitor oder seinem
Losungsmittel DMSO war dagegen nicht toxisch. Dakahnte eine unspezifische

-61 -



4.5 TRAIL induziert IL-8 in Colo 357 Zellen

Induktion des apoptotischen Zelltods durch MG-13®&.bdurch das Losungsmittel des
Inhibitors ausgeschlossen werden. Interessantegwkeinte der Caspaseinhibitor
zVAD-fmk die Apoptoseresistenz der Colo 357 Bcl-XEllen wiederherstellen. Denn
die Vitalitat der Zellen war deutlich erhoht, wesie neben der Stimulation mit TRAIL-
His und MG-132 zusatzlich mit zVAD-fmk behandelt nden (Bild 8b). Werden die

Ergebnisse aus Bild 8a und 8b nebeneinander b&ttasind insbesondere die Effekte
in Anwesenheit von zZVAD-fmk zu beachten. Denn espés konnte zVAD-fmk die

durch MG-132 sensitivierten Colo 357 Bcl-XL Zellewor Apoptose schuitzen.
Andererseits war zVAD-fmk nicht in der Lage, diercu MG-132 verursachte
Hemmung der TRAIL-vermittelten IL-8-Produktion wid vollstadndig aufzuheben,
wobei es bemerkenswerterweise eine geringfugigedhtng der IL-8-Bildung

bewirkte.

Zusammenfassend impliziert die Inhibition der IIR8duktion durch Hemmung des
Proteasoms, dass neben der JNK-Aktivierung (siedye K.5.1) auch die Aktivierung
von NFkB fur die TRAIL-vermittelte IL-8-Produktion in Col857 Zellen notwendig

ist.
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Bild 8: Die Inhibition des Proteasoms hemmt die TRAvermittelte IL-8-Produktion
in Colo 357 Zellen und sensitiviert die Zellen fil#spoptose.

Bild 8a: Colo 357 Bcl-XL Zellen wurden in 96-welikvbtiterplatten (10.000
Zellen/well) kultiviert und mit DMSO (1:250 bzw5@0), MG 132 (40 uM/1:250, 20
MM/1:500, 10uM/1:1000 bzw. 5 pM/1:2000) und/oderARMmK (20 puM) 1 h
vorinkubiert. Die Zellen wurden anschlieend in And Abwesenheit von TRAIL-His
(50 ng/ml) inkubiert. Die Kulturiberstdnde wurdenh6nach Zugabe von TRAIL
abgenommen und mit Hilfe eines IL-8-spezifischenSEiKits untersucht. Die
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Quantifizierung der gebildeten IL-8 Menge erfolgéerbei durch Messung der
optischen Dichte (OD).

Bild 8b: Colo 357 Bcl-XL Zellen wurden in 96-welilvbtiterplatten (10.000
Zellen/well)  kultiviert und wie in Bild 8a beschien stimuliert. Die
Vitalitdtsbestimmung erfolgte 6h nach Zugabe voAILRlurch Kristallviolettfarbung
und anschlielende Messung der optischen Dichte.(OD)
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5 Diskussion

5.1 Uberexpression von Bcl-XL schiitzt Colo 357 Zeh vor TRAIL-
vermittelter Apoptose

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismear dicht-apoptotischen
Signaltransduktion von TRAIL untersucht. Im Mittehkt stand dabei die Analyse der
TRAIL-vermittelten Aktivierung der MAPK-Kaskaden dndes Transkriptionsfaktors
NFkB. Die Untersuchungen wurden primar mit der humdpa@nkreaskarzinomzelllinie
Colo 357 durchgefiuihrt. Um die nicht-apoptotischgn@ltransduktion ohne stérenden
Einfluss von Apoptose untersuchen zu kénnen, wurdienColo 357 Zellen durch
Uberexpression von Bcl-XL vor Apoptose geschitzfriiheren Studien konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von Bcl-XL in Jgetenen Tumorzelllinien, so
auch in Pankreaskarzinomzellen, zur Blockierung TRAIL-vermittelten Apoptose
fuhrt (Fulda et al., 2002; Munshi et al., 2001; Hiet al., 2000). Die Blockierung des
apoptotischen Programms stellt neben zahlreicherderan Vorgédngen ein
Schlusselereignis bei der onkogenen Transformatr@mhder Etablierung von Tumoren
dar (Hanahan & Weinberg, 2000). Haufig tragt dadiiei Disregulation von Bcl-XL
oder anderen anti-apoptotisch wirkenden VertretisnBcl-2-Familie zur Ausbildung
der Apoptoseresistenz bei. Die Verwendung Bcl-Xpranierender
Pankreaskarzinomzellen (Colo 357 Bcl-XL Zellen)der vorliegenden Arbeit stellte
daher ein sehr gutes Modell fur die Untersuchung décht-apoptotischen
Signaltransduktion von TRAIL unter pathophysiolafiesn Bedingungen dar. Die Bcl-
XL-tberexprimierenden Colo 357 Zellen waren vor TRMduzierter Apoptose
geschutzt (Bild 2b, d, f), wohingegen Colo 357 &e]l die mit leerem Vektor
transfiziert worden waren (Colo 357 VK Zellen), allie drei verwendeten Arten von

l6slichem rekombinantem TRAIL toxisch reagiertenldRa, c, e).
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Alle drei eingesetzten TRAIL-Reagenzien waren ggmgaggte Formen von l6slichem
TRAIL: erstens TRAIL-His mit N-terminalem Polyhidin-Tag, zweitens mit Zink
versetztes TRAIL mit N-terminalem FLAG-Tag, welchesttels dem anti-FLAG
monoklonalen Antikbrper M2 quervernetzt wurde sodrdtens humanes superKiller
TRAIL ebenfalls mit His-Tag am N-Terminus. Der Gdurfur die Verwendung
verschiedener Arten von getaggtem l6slichem TRARI lbder Untersuchung der
TRAIL-Sensitiviat von Colo 357 Zellen beruhte aukedbachtungen in friiheren
Studien, in denen verschiedene Praparationen voAllTRine sehr unterschiedliche
Toxizitat aufwiesen (Lawrence et al., 2001; Haalet 2001; Jo et al., 2000; Nitsch et
al., 2000), welche auf eine differentielle Stimidat der beiden TRAIL-
Todesrezeptoren zuriickgefuhrt werden konnte (Wagtntal., 2001) (siehe auch
Kap.1.6). So sind die getaggten TRAIL-Formen dweitte verminderte Loslichkeit und
erhohte Tendenz zur Aggregation gekennzeichnet #8ém & Ashkenazi, 2003).
Dadurch erlangen diese Varianten von l6slichem TRAie Fahigkeit, analog zu
membrangebundenem TRAIL auf die TRAIL-Todesrezegtau wirken (Wajant et al.,
2001). Folglich wird nicht nur der TRAIL-R1 stimalit, sondern auch der TRAIL-R2,
welcher vorwiegend durch die membrangebundene Hgafiorm aktiviert wird
(Wajant et al., 2001). In den hier verwendeten Bicliiberexprimierenden Colo 357
Zellen induzierte keines der eingesetzten getaggeAIL-Reagenzien Apoptose. Bei
den Colo 357 VK Zellen unterschieden sich die diRAIL-Formen nur bezuglich der
bendtigten Konzentration zur Auslosung vergleicebaApoptosestarken. Demnach
konnten die drei TRAIL-Préparationen im Verlauf debeit analog eingesetzt werden.

Neben TRAIL wurden die verwendeten Zellen teilweisenit dem

Proteinsyntheseinhibitor CHX behandelt. Durch derwendung von CHX kann eine
verstarkte Apoptoseinduktion tber Todesrezeptoresioht werden. Der Haupteffekt
von CHX ist die Hemmung der Proteinsynthese (Setithl., 1997). Dieser Effekt wirkt
sich vorwiegend auf Proteine mit kurzer Lebensdawuir z.B. FLIP, aus (Wajant et al.,
2000). Fur FLIP wiederum ist bereits mehrfach eihibitorischer Effekt auf die
TRAIL-vermittelte Apoptose durch Inhibition der Qese-8-Aktivierung (Krueger et
al., 2001b; Scaffidi et al., 1999) beschrieben wordAuch in der vorliegenden Arbeit
konnte in Colo 357 VK Zellen die TRAIL-induziertepAptose durch CHX verstarkt

werden, wohingegen sich die Bcl-XL-UberexprimiemdColo 357 Zellen auch in
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Gegenwart von CHX als Apoptose-resistent erwie8gid ). Die hier nachgewiesene
Apopotoseresistenz der Bcl-XL-UberexprimierendenloC857 Zellen erlaubte die
Charakterisierung der verwendeten Zellen als sgp-ITFZellen. Dieser Typ von Zellen
ist dadurch gekennzeichnet, dass zur InduktionAgeptose eine Amplifikation des
DISC-Signals Uber den mitochondrialen Apoptosesweg notwendig ist, durch
welchen eine ausreichende Caspase-3-Aktivierungilggeistet wird (Wajant, 2003a).
Die Uberexpression von Bcl-XL fiihrt in Typ-II-Zellezur Blockierung der Apoptose,
indem die Oligomerisation von Bax/Bak inhibiert &jirwelche essentiell fur den
mitochondrialen Apoptosesignalweg ist (Wang X, 20@ine Wiederherstellung der
Apoptosesensitivitat mittels CHX ist hierbei nicuisreichend effektiv (Bild 2b, d, f),
da zwar eine FLIP-vermittelte Caspase-8-Inhibitimmch CHX gehemmt werden kann.
Die Uberexpression von Bcl-XL blockiert aber wdhiier den fiir den apoptotischen
Zelltod notigen mitochondrialen Signalweg und damsiite ausreichende Caspase-3-
Aktivierung.

5.2 TRAIL aktiviert in Colo 357 Zellen die MAP-Kinasen JNK, ERK
und p38 unabhangig vom apoptotischen Zelltod, abeabhéngig von
der Caspaseaktivitat

Die MAPK-Kaskaden stellen fur eine Zelle essergiedignalwege dar, Uber welche
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptoseguliert werden konnen. Die nicht-
apoptotischen Effekte dieser Signalwege kdnnealgengewicht zur Aktivierung des
apoptotischen Signalweges wirken. Fur die MAP-KéndlK sind sowohl pro- als auch
anti-apoptostische Funktionen bekannt. Der Effedt dNK-Aktivierung ist hierbei
unter anderem abhangig vom Zelltyp, vom aktivierRezeptor sowie von anderen
gleichzeitig aktivierten Signalwegen (Liu & Lin, @9). Die MAP-Kinase ERK ist
dagegen vornehmlich fur Zellwachstum zustandig ¢@iger et al., 1998) und der
MAP-Kinase p38 werden vor allem Funktionen fur dimunregulation und
Inflammation zugeschrieben (Ono & Han, 2000). Di&tiierung der MAPK-
Kaskaden kann Uuber sehr variable Stimuli wie Staéssren, UV-Bestrahlung,
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Wachstumsfaktoren oder Zytokine erfolgen. Obwold dytokine TRAIL und FasL
hauptsachlich durch ihre Fahigkeit, Apoptose zuurieren, gekennzeichnet sind,
konnte in vergangenen Studien fir diese Ligandenlimiuktion der nicht-apoptotisch

wirkenden MAPK-Kaskaden nachgewiesen werden (Lizl.e2000)

In der vorliegenden Arbeit konnte die Induktion d&&K-, ERK- und p38-Signalweges
durch TRAIL ebenfalls gezeigt werden. Der Nachweigde hierbei parallel bei den
Apoptose-sensitiven Colo 357 VK Zellen und bei dgroptose-resistenten Colo 357
Bcl-XL Zellen durchgefuhrt, um die Aktivierung dBtAP-Kinasen in Zusammenhang
mit der Auslésung von Apoptose zu Uberprifen. kgsanterweise konnten sowohl in
Colo 357 VK Zellen als auch in Colo 357 Bcl-XL Zsil nach TRAIL-Stimulation die
aktivierten phosphorylierten MAP-Kinasen detektigrerden (Bild 3). Demzufolge
verlauft in diesen Zellen die Induktion des JNK-RKe und p38-Signalweges
unabhangig von der Auslosung des apoptotischerodsll So kann TRAIL mehrere
unabhangig voneinander ablaufende Signhalwege iadkizi einerseits den Apoptose-
auslosenden Signalweg, andererseits MAPK-aktivaerbignalwege. Aus dieser
Erkenntnis ergab sich die Frage, ob die TRAIL-véieite Aktivierung der
verschiedenen MAP-Kinasen auch unabhangig von demi& Apoptose essentiellen
Caspasen verlauft. So wurde die TRAIL-vermitteltgtitierung der MAP-Kinasen
JNK, ERK und p38 in Anwesenheit des Caspaseinhgit/AD-fmk untersucht,
welcher die Induktion von Apoptose inhibiert. Hiertwar sowohl fur Colo 357 VK
Zellen als auch fur Colo 357 Bcl-XL Zellen eine diehhe Suppression der TRAIL-
vermittelten MAPK-Aktivierung nachweisbar (Bild 3piese Daten zeigen somit, dass
in Colo 357 Zellen die TRAIL-vermittelte Induktiodes JNK-, ERK- und p38-

Signalweges zwar Apoptose-unabhangig, aber denBaspase-abhangig ablauft.

Die in dieser Arbeit demonstrierten ErgebnisseTRAIL-vermittelten Aktivierung der

MAP-Kinase JNK stehen in guter Ubereinstimmung deit Ergebnissen einer friiheren
Studie, bei der sowohl in Apoptose-sensitiven alshain Apoptose-resistenten Hela-
Zellen eine TRAIL-induzierte JNK-Aktivierung nachgesen wurde (Muhlenbeck et
al., 1998). Die Apoptoseresistenz wurde in diesaedi® allerdings nicht durch Bcl-XL-

Uberexpression, sondern durch Expression einer rmhmbinegativen Mutante von
FADD erreicht, wodurch in den HelLa-Zellen die Caspa8 und -3 inaktiv waren. Bei
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den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Apoptesestenten Colo 357 Bcl-XL
Zellen dagegen war Caspase-8 aktiv und nur Caspasektiv (Bild 5). Dennoch
konnte auch in den Hela-Zellen durch Verwendung eMAD-fmk die TRAIL-
vermittelte JNK-Aktivierung noch supprimiert werdend damit in Analogie zu den
hier vorgestellten Ergebnissen ein Apoptose-unaiggan aber Caspase-abhangiger
JNK-Signalweg beschrieben werden (Muhlenbeck e1888).

Die Notwendigkeit aktivierter Caspasen fur die Aldrung der MAP-Kinase JNK
konnte in anderen Arbeiten nicht nur fir das ZywokRAIL, sondern auch fir FasL
gezeigt werden. Zudem wurde fur FasL bereits emgp@se-abhéangige Aktivierung der
MAP-Kinase p38 demonstriert (Lenczowski et al., 2;9%uo0 et al., 1997; Cahill et al.,
1996). FUr TRAIL lagen dagegen bisher noch keingicBte fir eine Caspase-
abhangige Aktivierung der MAP-Kinase p38 vor, eleemgenig wie fir die MAP-
Kinase ERK. Die in der vorliegenden Arbeit vorgdtsta Ergebnisse zur Apoptose-
unabhangigen, aber Caspase-abhangigen TRAIL-veftaiit MAPK-Aktivierung

stellen somit eine Erweiterung zu diesen vorherigemien dar.

5.3 Die Caspaseabhéangigkeit der TRAIL-vermittelten JNK-
Aktivierung ist zelltypspezifisch

In der bereits erwahnten Studie von Muhlenbeck idlerCaspase-abhangige TRAIL-
vermittelte JNK-Aktivierung in Apoptose-sensitivemd Apoptose-resistenten Hela-
Zellen wurde fur Kym-1-Zellen ein Caspase-unabhgegiTRAIL-induzierter JNK-

Signalweg beschrieben (Muhlenbeck et el., 1998)w8ale in dieser Studie zwar in
den verwendeten HelLa-Zellen in Anwesenheit von zMATR die TRAIL-vermittelte

JNK-Aktivierung supprimiert. In Kym-1-Zellen dagegeéhatte der gleiche Inhibitor
keinen oder sogar einen stimulierenden Effekt aig TWRAIL-vermittelte JNK-

Aktivierung (Muhlenbeck et al., 1998). In Anlehnuag diese Studie wurde in der
vorliegenden Arbeit als Vergleich zu den Colo 3%fleh die Fibroblastenzelllinie SV
80 bezuglich der Aktivierung der MAP-Kinase JNK ensucht. In Analogie zu dem
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Modellsystem mit Apoptose-sensitiven und Apoptasgstenten Colo 357 Zellen
wurden neben parentalen Apoptose-sensitiven SVed@rZ (SV 80 wt) auch FLIP-L-
GFP-exprimierende Apoptose-resistente SV 80 Zd|&w 80 FLIP-L) verwendet. In
SV 80 wt Zellen hatte zZVAD-fmk im Gegensatz zu C@b67 VK Zellen keinen
hemmenden, sondern sogar einen verstarkenden E&fi€klie TRAIL-vermittelte JINK-
Aktivierung (Bild 4c), womit die TRAIL-vermittelteJNK-Aktivierung in diesem
Zelltyp nachweislich Caspase-unabhéangig verliefsbaohl die verwendeten Colo 357
VK Zellen als auch die SV 80 wt Zellen Apoptosesstiwmwaren (Bild 2a, c, e, Bild 4a-
b), konnte ausgeschlossen werden, dass der korfEféekt von zVAD-fmk durch
unterschiedliche TRAIL-Apoptosesensitivitaten veaght wurde. Stattdessen verlauft
die TRAIL-vermittelte JNK-Aktivierung je nach Ze}fp Caspase-abhangig oder
Caspase-unabhangig. Erwartungsgemal fihrte TRAL miur in Apoptose-sensitiven
SV 80 wt Zellen, sondern auch in Apoptose-resistei®V 80 FLIP-L Zellen zur JNK-
Aktivierung, welche durch zVAD-fmk nicht hemmbar m@ild 4d). Damit konnte fir
die Zelllinie SV 80 sowohl ein Apoptose- als auch €aspase-unbhangiger TRAIL-
vermittelter INK-Signalweg nachgewiesen werden. IN&-Aktivierung durch TRAIL
ist demnach unabhéangig vom Zelltyp nicht an dieldsisng von Apoptose gebunden,
aber abhangig vom Zelltyp erfolgt sie entweder @aspabhéngig oder Caspase-

unabhangig.

Mit diesen Daten kdnnen die Ergebnisse der bedmmen Studie Uber Hela- und
Kym-1-Zellen (Muhlenbeck et al., 1998) bestatigtraen. Auch fir das Zytokin FasL
wurden bereits analoge zelltypspezifische Eigerfsaha der JNK-Aktivierung
beschrieben (Lenczowski et al., 1997; Yang et E97; Cahill et al., 1996). Die
Ahnlichkeiten von FasL und TRAIL koénnen eine wigati Uberlegung klaren. So
konnte die Caspase-abhangige und Caspase-unabbamgglL-vermittelte JNK-
Aktivierung in Colo 357 und SV 80 Zellen auf dienBung unterschiedlicher TRAIL-
Rezeptoren zurtickgefuihrt werden. Dies ist aber elmegrahrscheinlich, da Fas, der
einzige bekannte Rezeptor fir FasL, ebenfallsypafiezifisch Caspase-abhangig und
Caspase-unabhéangig JNK zu aktivieren vermag. lasgekann TRAIL also mehrere
unabhangige Signalwege induzieren: erstens eineptdpe-auslidésenden Signalweg;
zweitens Caspase-abhangige MAPK-Signalwege; urteisi einen zumindest fur die

MAP-Kinase JNK nachgewiesenen Caspase-unabhaniig&i-Signalweg.
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5.4 Sowohl in Apoptose-sensitiven Colo 357 VK Zetleals auch in
Apoptose-resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen wird Cspase-8 nach
TRAIL-Stimulation aktiviert

Nachdem fir die Zelllinie Colo 357 die TRAIL-vert@lte JNK-, ERK- und p38-
Aktivierung als Caspase-abhangig nachgewiesen wetdente, war es von Interesse,
die Aktivierung von Caspasen in diesen Zellen n&aenntersuchen. In den Apoptose-
sensitiven Colo 357 VK Zellen konnte erwartungsgéndée Prozessierung der Pro-
Caspase-8 nach Stimulation mit TRAIL und CHX naatigesen werden (Bild 5). Da
die Prozessierung einer Caspase aber nicht zwafigslénit ihrer Aktivierung
gleichgesetzt werden kann, wurde flr den sicher@chiNeis von aktiver Caspase-8 die
Spaltung der Caspase-8-Substrate Bid und RIP imtaiddot untersucht. Hierbei
zeigte sich in Colo 357 VK Zellen sowohl eine TRARduzierte Spaltung von Bid als
auch von RIP, womit das Vorhandensein von aktivarsgase-8 nach TRAIL-
Stimulation in diesen Zellen sichergestellt warldBb). Da die Aktivierung von
Caspase-8 essentiell fur die Auslosung der TRAlimrgelten Apoptose ist, passte
dieses Ergebnis gut zu der nachgewiesenen Setitidieser Zellen gegeniber
TRAIL-induzierter Apoptose (Bild 2). Interessanteise war aber auch in den
Apoptose-resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen eineATlRinduzierte Prozessierung der
Caspase-8-Vorstufe sowie die Spaltung der Casp&éStrate Bid und RIP zu
beobachten (Bild 5). In den Apoptose-sensitivenoGa7 VK Zellen konnte aul3erdem
indirekt anhand der Spaltung des Caspase-3-SulstRRARP die Aktivierung von
Caspase-3 nach Stimulation mit TRAIL und CHX nacetigeen werden (Bild 5). In
den Bcl-XL-Uberexprimierenden Colo 357 Zellen kenAtRAIL hingegen nicht die
Spaltung von PARP induzieren, womit eine Aktivieguder Effektorcaspase-3 in diesen
Zellen ausgeschlossen werden konnte. Die Aktivigrder Caspase-3 ist gut vereinbar
mit dem apoptotischen Zugrundegehen der Colo 3572¢HKen. Die Blockierung der
Caspase-3-Aktivierung in Colo 357 Bcl-XL Zellen éggn scheint verantwortlich fur
deren Schutz vor TRAIL-vermittelter Apoptose zu nseiDie anti-apoptotische
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Wirkungsweise von Bcl-XL wurde in diesen Zellen aeoh durch eine Unterbindung
der Caspase-3-Aktivierung bei einer unverandertasp@se-8-Prozessierung vermittelt.
Die Aktivierung von Caspase-8 durch TRAIL muss atscht zwangslaufig mit der
Auslosung des apoptotischen Zelltods assoziiern. s&tattdessen scheint das
entscheidende Kriterium fur das apoptotische Zuggegehen der Zelle die Aktivierung
der Effektorcaspase-3 zu sein. Denn die Aufgabsedi€aspase ist die Spaltung und
Inaktivierung essentieller zellularer Proteine wid. PARP sowie die Aktivierung

DNA-spaltender Proteine, was nicht mehr mit demrgiben der Zelle vereinbar ist.

Bemerkenswert ist, dass die TRAIL-induzierte Casg®rozessierung ebenso wie die
Spaltung von Bid und RIP in beiden Zelltransfekemdn Gegenwart von CHX
verstarkt nachweisbar war (Bild 5). Werden dieséeDaun mit den Ergebnissen zur
Caspase-abhangigen TRAIL-vermittelten MAPK-Aktivieg (Bild 3) verglichen, fallt
auch hier auf, dass die MAP-Kinasen durch TRAILbesondere in Anwesenheit von
CHX aktiviert wurden. Damit kénnte eine mdglichedBatung von Caspase-8 fir die
Caspase-abhangige TRAIL-vermittelte MAPK-Aktiviegunin  Erwdgung gezogen
werden. CHX konnte hierbei den MAPK-Signalweg durdemmung der FLIP-
vermittelten Caspase-8-Inhibition verstarken. Iir dereits erwahnten Studie von
Muhlenbeck war zwar die TRAIL-vermittelte Caspabédngige JNK-Aktivierung in
HeLa-Zellen auch in Abwesenheit von aktivierter @zse-8 nachweisbar (Muhlenbeck
et al.,, 1998), es muss jedoch zwischen zytoplasotar und DISC-gebundener
Caspase-8 unterschieden werden. So war in den mdeten Hela-Zellen mit
dominant-negativer FADD-Mutante moglicherweise dig DISC-gebundene Caspase-
8 inaktiv, die zytoplasmatische Caspase-8 jedochevien aktiv. Anhand der hier
vorgestellten Daten kann jedoch keine endgliltigesége dartber getroffen werden,
welche Caspasen in Colo 357 Zellen fur die Casphbéngigen TRAIL-induzierten
MAPK-Signalwege notwendig sind.

Des Weiteren bleibt auch die Frage offen, welchapdermolekile in Colo 357 Zellen
nach TRAIL-Stimulation an die TRAIL-Todesrezeptoregkrutiert werden, um die
MAPK-Kaskaden zu induzieren. In einer vergangentewi® konnte bereits neben dem
Adapterprotein TRAF2 die Serin-Threonin-Kinase RIB essentieller Bestandteil flr

die TRAIL-vermittelte Aktivierung der JNK nachgewi&n werden (Lin et al., 2000). So
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wurde durch die Verwendung dominant-negativer Migianvon RIP oder TRAF2 in
HelLa-Zellen die TRAIL-vermittlete JNK-Aktivierungldckiert (Lin et al., 2000). In
den hier durchgefiihrten Untersuchungen mit ColoZA&en wurde das Adapterprotein
RIP nach sechstindiger Stimulation mit TRAIL und XCHollstandig gespalten und
damit inaktiviert. Trotzdem konnte in diesen Zelteath sechsstiindiger Stimulation mit
TRAIL und CHX auch die aktivierte JNK nachgewiesarerden. Anhand der
vorgestellten Daten kann postuliert werden, dash ahne eine aktive Serin-Threonin-
Kinase RIP die TRAIL-vermittelte JNK-Aktivierung rgtich ist und demnach auch ein
RIP-unabhangiger TRAIL-vermittelter JNK-Signalwegxistiert. Da RIP durch
Caspasen gespalten und inaktiviert wird, liegt ¥ermutung nahe, dass der RIP-
unabhangige Signalweg in den Zellen genutzt winddénen die TRAIL-vermittelte
MAPK-Aktivierung Caspase-abhangig verlauft, wie lesispielsweise in den hier
verwendeten Colo 357 Zellen der Fall ist. Andengssieonnte die Inaktivierung von
RIP durch Caspase-8 auch einen negativen Ruckkogghuechanismus im Rahmen

eines RIP-abhangigen JNK-Signalweges darstellen.

5.5 TRAIL induziert IL-8 in Colo 357 Zellen

Die Fahigkeit von TRAIL, den Transkriptionsfaktor FRB Uber seine

korrespondierenden Todesrezeptoren zu induzieremrdev bereits in mehreren
Veroffentlichungen beschrieben (Wajant et al, 2004;et al., 1999). Die Aktivierung
des NKkB-Signalweges fuhrt zur Induktion einer Vielzahlegflischer Zielgene, wie
z.B. IL-8. An der Regulation der IL-8-Expressiomagineben des NdB-Signalweges

auch der JNK- und der p38-Signalweg beteiligt (A@fhn et al., 2002). Demnach
stellte die Untersuchung der TRAIL-vermittelten 8tProduktion mittels ELISA eine
gute Methode dar, um die TRAIL-induzierte Aktiviaguder MAPK-Signalwege und

des NKB-Signalweges in Colo 357 Zellen naher zu analgsier

In den ELISA-Experimenten konnte sowohl bei dencC&b7 VK Zellen als auch bei
den Colo 357 Bcl-XL Zellen nach Stimulation mit TRAdie Bildung von IL-8
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detektiert werden (Bild 6a). Die Zellen waren hgrimit dem Caspaseinhibitor zZVAD-
fmk vorbehandelt worden, um in den Apoptose-sargitiColo 357 VK Zellen die
Apoptose zu unterdriicken. Denn die Apoptose wirkinimend auf den NdB-
Signalweg, indem Caspasen einige fur diesen Sigplwichtige Proteine spalten
(Wajant et al., 2003b). In Einklang mit diesem Ritdaen konnte in den Apoptose-
resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen auch ohne Vodretlung mit zZVAD-fmk die
Expression von IL-8 durch TRAIL-Stimulation indudiewerden (Bild 6b). Die
maximale Signalstarke von produziertem IL-8 wurde beiden Colo 357
Zelltransfektanden nach sechsstindiger TRAIL-Stanoh erreicht (Bild 6a).
Interessanterweise war auch das Signal der akewvidviAP-Kinasen JNK, ERK und
p38 nach sechs Stunden TRAIL-Behandlung am gr(®téoh 3).

Der Zusammenhang zwischen der TRAIL-induzierten84Broduktion und der
Aktivierung des JNK-Signalweges sowie des kBFSignalweges wurde durch

Verwendung von Inhibitoren der jeweiligen Signaleegiher untersucht.

5.5.1 Die Aktivierung von JNK ist nicht essentielfir den apoptotischen Zelltod,
aber fir die TRAIL-vermittelte IL-8-Produktion in C olo 357 Zellen

Um die Bedeutung der MAP-Kinase JNK fir die TRARduUzierte IL-8-Expression in
Colo 357 Zellen zu Uberprufen, wurde ein spezigscimhibitor der JNK eingesetzt.
Mittels Westernblot konnte vorab sichergestelltdesr, dass der verwendete sog. JNK-
[I-Inhibitor seinen Zweck bei der Hemmung der TRAJlermittelten JNK-Aktivierung
ausreichend erfullt (Bild 7a). Anhand eines Zytatg#tsassays wurde zudem eine
maogliche Toxizitat des Inhibitors bzw. seines Ldgemittels DMSO ausgeschlossen
(Bild 7b). Die Untersuchungen mittels Zytotoxizgdachweis konnten aufl3erdem die
bereits nachgewiesene Unabh&ngigkeit des apoptetistelltods vom JNK-Signalweg
(Bild 3) bestatigen. Denn die Apoptose-sensitivenioC357 VK Zellen konnten auch
durch Inhibition von JNK mittels JNK-II-Inhibitor ioht vor TRAIL-vermittelter
Apoptose geschitzt werden, womit sich die JINK-Aktivng als nicht essentiell fur die

Ausloésung von Apoptose erwies (Bild 7b).
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Nach Uberprufen der Eigenschaften des JNK-II-Irthilsi wurde dessen Auswirkung
auf die TRAIL-vermittelte IL-8-Produktion in Colo53 Bcl-XL Zellen mittels ELISA
untersucht. Hierbei zeigte sich in Anwesenheit dB¥-1I-Inhibitors eine deutliche
Suppression der TRAIL-induzierten IL-8-Bildung (@il 7c). Damit konnte
nachgewiesen werden, dass in Colo 357 Zellen dievidkung der JNK zur TRAIL-
induzierten IL-8-Produktion beitragt. Interessawise hatte der Caspaseinhibitor
zVAD-fmk keinerlei Einfluss auf die TRAIL-vermitted IL-8-Produktion in Colo 357
Bcl-XL Zellen (Bild 7c). Nachdem zuvor in diesenl|l@a eine Verminderung der
TRAIL-vermittelten JNK-Aktivierung in Anwesenheitom zVAD-fmk demonstriert
worden war (Bild 3), hatte auch eine Verminderureg dRAIL-induzierten IL-8-
Produktion in Anwesenheit von zZVAD-fmk erwartet wien kénnen. Denn wie anhand
des JNK-II-Inhibitors nachgewiesen wurde, fiihrteeeverminderte JNK-Aktivierung
auch zu einer verminderten IL-8-Produktion. Ein@ugible Erklarung fir diesen
scheinbaren Widerspruch ist, dass zZVAD-fmk gleidizeine sowohl positive als auch
negative Wirkung auf die TRAIL-induzierte IL-8-Pnaktion in Colo 357 Zellen hat. So
hemmt zVAD-fmk zwar einerseits die TRAIL-vermitteltJNK-Aktivierung und
supprimiert damit die IL-8-Produktion. Andererseitystarkt zZVAD-fmk aber tber die
Inhibition von Caspasen den KB-Signalweg, welcher sich im Folgenden neben der
JNK-Aktivierung ebenfalls als wichtig fur die TRANermittelte IL-8-Produktion in

Colo 357 Zellen erwies.

5.5.2 Die Aktivierung von NFB ist essentiell fir die TRAIL-vermittelte I1L-8-
Produktion in Colo 357 Zellen

Um eine Beteiligung von NéB an der TRAIL-induzierten IL-8-Expression in C@é7
Zellen zu prifen, wurde der Proteasominhibitor Mg&-1 eingesetzt. Ein
funktionierendes Proteasom ist fur die Aktivieruran NF<B unentbehrlich, da dieser
Transkriptionsfaktor erst nach Degradation seingsibitors kBa durch das 26S
Proteasom aktiv werden kann (Baldi et al., 1996ie8er et al., 1995). Der Einsatz des
Proteasominhibitors MG-132 und die damit erzielenthung des NEB-Signalweges

fuhrte in Colo 357 Bcl-XL Zellen wie erwartet zuner drastischen Suppression der
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TRAIL-vermittelten IL-8-Produktion (Bild 8a). Es isdarauf hingewiesen, dass der
eingesetzte Inhibitor MG-132 kein spezifischer itar des NKkB-Signalweges ist. Es
wird nur das Proteasom gehemmt, in welchem untéeram der NkB-Inhibitor IkBa
degradiert wird. Die vorgestellten Ergebnisse stmmnach kein Beweis, aber ein
deutlicher Hinweis dafur, dass neben der Aktivigrtmon JNK (Kap. 5.5.1) auch die
NFkB-Aktivierung fur die TRAIL-induzierte IL-8-Produldn in Colo 357 Bcl-XL
Zellen notwendig ist. Parallel zu diesem ELISA-EBExipent wurde die Vitalitat der
Zellen nach gleichartiger Stimulation im  Zytototétsassay untersucht.
Interessanterweise wurden die zuvor Apoptose-srgish Colo 357 Bcl-XL Zellen
durch den Einsatz des Proteasominhibitors MG-132TRAIL-vermittelte Apoptose
sensitiviert (Bild 8b). Die Méglichkeit einer detiggen Sensitivierung wurde bereits in
frheren Studien beschrieben und daraufzurickgefilass Proteasominhibitoren die
IAP-vermittelte Degradation von SMAC/DIABLO und egen Caspasen supprimieren
(Leverkus et al., 2003).

Interessant ist der Vergleich der Effekte des Rsmminhibitors MG-132 auf die
TRAIL-vermittelte IL-8-Produktion und auf die Apapgeauslosung in Anwesenheit
von zVAD-fmk. Hier zeigte sich einerseits, dass D/Ank die durch MG-132
sensitivierten Colo 357 Bcl-XL Zellen vor Apoptosehitzte. Andererseits konnte
zVAD-fmk die durch MG-132 verursachte Hemmung deB{Produktion nicht véllig
verhindern. Die verminderte IL-8-Produktion wareadlings in Gegenwart von zVAD-
fmk wieder geringflgig erhoht. Diesen Daten zufokgheint der NkB-Signalweg
durch MG-132 auf zwei Ebenen gehemmt worden zu: s@nerseits durch Inhibition
der kBa-Degradation, andererseits durch Verstarkung deptapischen Signalweges,
welcher durch die Aktivierung von Caspasen denkBHSignalweg unterdrickt.
Letzteres erklart auch die Verstarkung der zuvachkliiMG-132 supprimierten IL-8-
Produktion in Anwesenheit von zVAD-fmk. Durch Inkibn von Caspasen hemmt
zVAD-fmk die Apoptose und fordert damit die Aktivieng des NKB-Signalweges,
wodurch die NkB-abhangige TRAIL-induzierte IL-8-Produktion in ©@oB57 Zellen
verstarkt wird. Den vorgestellten Ergebnissen istndach zu entnehmen, dass die
TRAIL-induzierte NRKB-Aktivierung in Colo 357 Zellen Caspase-sensitst. iln

Einklang hiermit zeigen mehrere Studien, dass démmgbition der Apoptose durch
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Caspaseinhibitoren die TRAIL-induzierte Stimulatibes NkB-Signalweges verstarkt
(Kumar-Sinha et al., 2002; Harper et al., 2001;uzcdd et al.,, 2001; Wajant et al.,
2000).

In vorherigen Studien wurde bereits postuliert,sddge TRAIL-vermittelte NKB-
Aktivierung Uber einen RIP-abhangigen Caspase-HessiSignalweg verlauft. Neben
FADD und TRAF2 (TNF-receptor associated factor Bjajant et al.,, 2000) konnte
auch RIP (receptor interacting protein) (Lin et &000) eine Rolle bei der TRAIL-
induzierten NkB-Aktivierung zugeordnet werden. RIP wurde im TRAHduzierten
DISC detektiert (Harper et al. 2001) und auch driE-vermittelte Aktivierung des
IKK-Komplexes konnte nachgewiesen werden (Lin ef aD00). Die Verwendung
dominant-negativer RIP-Mutanten konnte die IKK-Adgrung sogar fast komplett
blockieren (Lin et al., 2000). Bei der TRAIL-vertalten Apoptoseinduktion dagegen
spielt RIP keine Rolle. Zudem konnte gezeigt weydtass RIP von Caspase-8 in ein
inaktives Fragment gespalten wird, das auf dominagative Art und Weise den
NFkB-Signalweg inhibiert (Lin et al., 1999; Martinohad., 2000). In der vorliegenden
Arbeit wurde in Colo 357 Bcl-XL Zellen die TRAIL-duzierte Aktivierung von
Caspase-8 sowie die Spaltung und Inaktivierung YR demonstriert (Bild 5).
Gleichzeitig wurde in diesen Zellen aber auch drRAIL-vermittelte Aktivierung des
NFkB-Signalweges gezeigt (Bild 8a). Diese Ergebniggechen fur die Existenz eines
RIP-unabhangigen TRAIL-induziertéiFkB-Signalweges in Colo 357 Bcl-XL Zellen.
Andererseits  konnte  die  dargestellte  RIP-Spaltunginere  negativen
Ruckkopplungsmechanismus darstellen, durch welatienTRAIL-vermittelte RIP-

abhangigeNFkB-Aktivierung kontrolliert wird.

Die Bilder 9 und 10 sollen die nicht-apoptotischgn@ltransduktion durch TRAIL mit
Aktivierung von JNK undNFkB und konsekutiver IL-8-Expression modellhaft

veranschaulichen.
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Bild 9: Modell der Caspase-abhangigen TRAIL-indurien JNK-Aktivierung
und IL-8-Expression in Colo 357 Bcl-XL ZellenDie Aktivierung von Casaps
ist notwendig fur die TRAIL-induzierte JNK-Aktiviag. Caspas&-spielt hierbe
womoglich eine wichtige Rolle. Die JNkktivierung wiederum ist essentiell -
die IL-8-Produktion in Colo 357 Bcl-XL Zellen.

-78 -



5.5 TRAIL induziert IL-8 in Colo 357 Zellen

TRAIL

4

TRAIL-R1/R2

W T~

Adapterprotein: z.B. TRAF-2
RIP ?

3

_{ Aktivierte Caspasen 4{

v

— |AP-Protaine <— MNFrB-Aktivierung

[~

———FLIP

hv4

|L-8-Expression —» proinflammatorische Effekie
keine Apoptose

Colo 357 Bcl-XL Zellen

Bild 10: Modell der Caspase-sensitiven TRAIL-inderien NFxB-Aktivierung
und IL-8-Expression in Colo 357 Bcl-XL ZellenDie Aktivierung von NKB ist
essentiell fur die IL-8-Produktion in Colo 357 Btl-Zellen. Caspasen hemm
die NF«B-Aktivierung. Der Einsatz von Caspaseinhibitorensténkt deshalb di
IL-8-Produktion.
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Die vorgestellten Ergebnisse liefern neue Einblickedie Regulation der nicht-
apoptotischen Signaltransduktion von TRAIL und &rhgleichzeitig zu interessanten
Fragestellungen flr zuklnftige Projekte. So stseitth beispielsweise die wichtige
Frage, welche Caspasen im Einzelnen fir die Casgjasingige TRAIL-vermittelte
MAPK-Aktivierung notwendig sind und vor allem ob c die fur die TRAIL-
vermittelte Apoptose essentielle Caspase-8 hieteteiligt ist. Fur den nahe
verwandten Todesrezeptor Fas wurde beispielswegsendgliche Existenz eines aus
FADD und Caspase-8 bestehenden Kern-Signalkompleesshrieben, welcher sowonhl
fur die apoptotische als auch fiir die nicht-apaptbie Signaltransduktion essentiell ist
(Kreuz et al., 2004). Des Weiteren ist auch dieagenre Abklarung der Bedeutung von
RIP fur den TRAIL-vermittelten JINK- unNFkB-Signalweg von Interesse. So wurden
in vergangenen Studien sowohl RIP als auch TRABZbableutende Adapterproteine
fur die TRAIL-vermittelte INK- undNFkB-Aktivierung nachgewiesen (Lin et al., 2000;
Wajant et al., 2000). Die hier vorgestellten Versergebnisse deuten dagegen
daraufhin, dass auch ein RIP-unabhéangiger Signalfiiegdie TRAIL-vermittelte

Induktion von JNK- undNFkB existiert.

Ein besseres Verstandnis dieser molekularen Essigriiat insbesondere Bedeutung fur
die zukinftige Entwicklung spezifischer Tumortheratika. Denn die untersuchten
nicht-apoptotischen TRAIL-induzierten Signalweg@uieren nicht nur die TRAIL-
vermittelte Apoptose und konnen bei Disregulatioar ZApoptoseresistenz von
Tumorzellen fuhren. Sie konnen bei einer Tumorthieramit TRAIL auch
verantwortlich daflr sein, dass statt der gewumschApoptose von Tumorzellen
antagonistische Effekte wie Tumorzellproliferatiogsintreten oder entzindliche
Nebenwirkungen ausgeltst werden. So hat die hiengewiesene JNK- unbFkB-
abhangige TRAIL-induzierte IL-8-Produktion in Cold857 Zellen Bedeutung fir
proinflammatorische Wirkungen sowie fur das Tumafsum z. B. durch Forderung
der Angiogenese (Koch et al.,, 1992). Besteht eiemage Kenntnis uber die
molekularen Grundlagen nicht-apoptotischer Signgeyevelche das Tumorwachstum
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beginstigen, kdnnen verbesserte Therapieoptionech dgezielten Eingriff in anti-

apoptotische Mechanismen erreicht werden. Erstéit&aszur Behandlung Apoptose-
resistenter Pankreaskarzinomzellen sind beispigdswdie kombinierte Anwendung
von TRAIL und Actinomycin D (Matsuzaki et al., 2001Die Sensitivierung von

Pankreaskarzinomzellen gegentiber TRAIL-vermittepoptose wird hierbei erreicht,
indem Actinomycin D anti-apoptotische Molekile vBel-XL reduziert (Hinz et al.,

2000; Mori et al., 1999). Des Weiteren wird die Konerte Anwendung von TRAIL

und Proteasominhibitoren zur Behandlung Apoptosestenter Tumorzellen in
Erwadgung gezogen (Leverkus et al., 2003). Auch hdex vorgestellten Ergebnisse
zeigen, dass Apoptose-resistente Pankreaskarzitiemzen Anwesenheit von

Proteasominhibitoren fur die TRAIL-vermittelte Agope sensitiviert werden und
zudem sogar die TRAIL-vermittelte Produktion desmawférdernden und

proinflammatorischen Chemokins IL-8 durch Proteasbibitoren supprimiert wird.

Eine Kombinationstherapie im Rahmen einer Tumospier mit TRAIL wéare demnach
sowohl zur Reduktion der Apoptoseresistenz von Tmelen als auch zur
Minimierung entzindlicher Nebenwirkungen sinnvdlie im Rahmen dieser Arbeit
etablierten Modellsysteme stellen eine gute Plattfozur Uberprifung und

Weiterfihrung bisheriger Erkenntnisse dar.
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TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-icidg ligand)/Apo-2 Ligand ist ein
Mitglied der TNF (tumor necrosis factor)-Superfamildas in den vergangenen Jahren
als potentielles Tumortherapeutikum breite Aufmarkkeit auf sich gezogen hat. Denn
Uber seine korrespondierenden Todesrezeptoren i@tlUZRAIL vornehmlich in
Tumorzellen den apoptotischen Zelltod, wahrend denZellen unbeschadet bleiben
(Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999; f@nifet al., 1998). Neuere Studien
belegen allerdings, dass die TRAIL-Todesrezeptoneten ihrer herausragenden
Funktion als Ausloser der Apoptose zusatzlich didigkeit zur Aktivierung nicht-
apoptotischer Signalwege besitzen. Im Gegensatz dem gut untersuchten
Mechanismen der apoptotischen Signaltransduktiandie Regulation der nicht-
apoptotischen Signalwege jedoch bis zum heutigemiputekt noch weitestgehend
ungeklart. Um das Verstdndnis auf diesem Gebietverbessern, wurde in der
vorliegenden Arbeit die TRAIL-induzierte Aktiviergnder MAPK-Signalwege sowie
des NKB-Signalweges analysiert. Hierfur wurde die humane
Pankreasadenokarzinomzellinie Colo 357 verwendetn th den verwendeten
Pankreaskarzinomzellen einen typischen Apoptosteegimechanismus von
Tumorzellen zu simulieren, wurden diese mit eineol-B_-exprimierenden Vektor
(Colo 357 Bcl-XL) transfiziert. Als Kontrolle dieabh Colo 357 Zellen mit
transfiziertem leeren Vektor (Colo 357 VK). Zundchsurden die genannten
Zelltransfektanden nach Stimulation mit verschiegenArten von |6slichem
rekombinantem TRAIL mittels Zytotoxizitdtsnachweisf ihre Sensitivitdt gegenuber
TRAIL-induzierter Apoptose Uberprift. Hierbei ers@n sich erwartungsgemald die
Colo 357 Bcl-XL Zellen im Gegensatz zu den Colo 38K Zellen als resistent

gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose.

Daraufhin wurde im Westernblot die TRAIL-vermitelaktivierung der MAP-Kinasen
JNK, ERK und p38 untersucht. Hierbei war kein Ustbied zwischen den Apoptose-
sensitiven Colo 357 VK Zellen und den Apoptosestesiten Colo 357 Bcl-XL Zellen
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festzustellen. In beiden Fallen zeigte sich einglade Aktivierung der MAP-Kinasen
durch TRAIL. Diese wurde in Anwesenheit des Pragnthesehemmers CHX noch
verstarkt, in Gegenwart des Caspaseinhibitors z\flahR-dagegen supprimiert. Anhand
dieser Daten konnte fur Colo 357 Zellen die TRARMwittelte Aktivierung der MAP
Kinasen JNK, ERK und p38 als Apoptose-unabhéngiger aCaspase-abhangig

nachgewiesen werden.

Um die Aktivierung von Caspasen in Colo 357 Zeltéiher zu analysieren, wurde im
Folgenden die Prozessierung von Caspase-8 und hienlsnen Caspasesubstraten
mittels Westernblotanalyse detektiert. Interessamise waren sowohl in Apoptose-
sensitiven Colo 357 VK Zellen als auch in Apoptossistenten Colo 357 Bcl-XL
Zellen die Prozessierung der Caspase-8 sowie dituBg der Caspase-8-Substrate Bid
und RIP nachweisbar. Dagegen konnte aktivierte &sf3, welche indirekt anhand des
gespaltenen Caspase-3-Subtrates PARP dargestetlewmur in den Apoptose-
sensitiven Colo 357 VK Zellen nachgewiesen werdéherdurch konnte die
Apoptoseresistenz der Bcl-XL-exprimierenden Zebe die Blockierung der Caspase-
3-Aktivierung zurtckgefuhrt werden. Die erhaltendRAIL-induzierte Caspase-8-
Aktivitat in den Apoptose-resistenten Colo 357 Btl-Zellen in Verbindung mit der
zuvor nachgewiesenen Caspase-abhangigen TRAIL-itefan MAPK-AKktivierung,
welche in Anwesenheit von CHX verstarkt worden vgaly Anlass zur Diskussion Uber
eine mogliche Bedeutung von Caspase-8 fir die TRAduzierten MAPK-Signalwege
in Colo 357 Zellen. Aufgrund der nachgewiesenen TRermittelten Spaltung und
Inaktivierung von RIP konnte auf3erdem die Existemes RIP-unabhangigen JNK-

undNFkB-Signalweges in Colo 357 Zellen postuliert werden.

Im Anschluss wurde in beiden Colo 357 Zelltransdekien das MAPK- un®lFkB-

Zielgen IL-8 nach TRAIL-Stimulation im ELISA dete&tt. Bei den Apoptose-
resistenten Colo 357 Bcl-XL Zellen wurde daraufleim spezifischer Inhibitor der
MAP-Kinase JNK sowie der Proteasominhibitor MG-1&nhgesetzt und deren
Auswirkungen auf die TRAIL-induzierte IL-8-Produdti Gberpruft. Hierbei bewirkten
beide Inhibitoren eine deutliche Reduktion der TRAlduzierten IL-8-Produktion.
Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass in CalB8BXL Zellen sowohl JNK als

auch NKB eine wichtige Rolle bei der TRAIL-induzierten 8-Expression spielen.
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AbschlieRend wurde die TRAIL-vermittelte JNK-Aktarung in einer weiteren
Zelllinie untersucht. Hierfur wurde die Fibroblast&elllinie SV 80 verwendet. In
Einklang mit friheren Studien Uber zelltypabhangiggenschaften der TRAIL-
vermittelten JINK-Aktivierung wurde in SV 80 Zellem Gegensatz zu Colo 357 Zellen
die TRAIL-induzierte JNK-Aktivierung nicht durch deCaspaseinhibitor zVAD-fmk
gehemmt, sondern eher verstarkt. Hiermit konnte Hidstenz eines Caspase-
abhangigen und eines Caspase-unabhangigen TRAHwelten JNK-Signalweges in

verschiedenen Zelllinien erneut bewiesen werden.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeit getreme Einblicke in die Regulation der
nicht-apoptotischen Signaltransduktion der TRAILd€srezeptoren und bekréftigen
des Weiteren bisherige Untersuchungen in diesemh neehr unerforschten

Themengebiet.
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TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-icidg ligand), also known as Apo-2
ligand, is one of several members of the TNF (tumexrosis factor) superfamily that
induce apoptosis through engagement of death resefWiley et al., 1995). TRAIL is
unusual as compared to any other cytokine as erants with a complex system of
receptors: two pro-apoptotic death receptors (TRRIL and TRAIL-R2) and three
anti-apoptotic decoys (TRAIL-R3, TRAIL-R4 and OPQ@his protein has generated
tremendous excitement as a potential tumor-specifiocer therapeutic because it
selectively induces apoptosis in many transformetls cbut not in normal cells
(Ashkenazi et al., 1999; Walczak et al., 1999; fiznifet al., 1998). Since its discovery
in 1995, TRAIL has been predominantly described pstent inducer of apoptosis with
functions in tumor surveillance and immune privdeghrough binding of its
corresponding death receptors. More recent stumsever point to additional,
apoptosis-independent functions of the TRAIL-de&tteptors including survival and
proliferation in T-cells and endothelial cells, omekine production or erythroid
maturation (Secchiero et al., 2003a; Secchierd.,e2@03b; Soderstrom et al., 2002). In
contrast to the extensively studied pro-apoptoiimaing cascade, the mechanisms
underlying non-apoptotic TRAIL signaling still remapoorly understood. Therefore
the aim of this study was the investigation of ramoptotic signaling of TRAIL and its
corresponding death receptors in order to providde#ter understanding of its
regulation and effects. The experiments describedsed mainly on TRAIL-mediated
activation of the MAPK (mitogen-activated proteinn&se) cascades and the
transcriptional factor NiB in connection with the induction of apoptoticlaath as

well as the induction of the chemokine IL-8.

For the described project the human pancreatic ecacell line Colo 357 was
predominantely used. In order to analyze the effeét TRAIL under apoptotic and
under non-apoptotic conditions Colo 357 cells tfected with a Bcl-XL-

overexpressing vector (Colo 357 Bcl-XL) were congoiato those with an empty vector
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(Colo 357 VK). The first step of this study waspmof the different sensitivities of
these two cell transfectants towards TRAIL-induepdptosis. As exspected, Colo 357
VK cells were shown to be sensitive to TRAIL espégiin the presence of CHX, an
inhibitor of protein synthesis. In contrast, ovgyession of Bcl-XL was able to protect
Colo 357 cells from TRAIL-mediated apoptosis.

Although Colo 357 VK cells and Colo 357 Bcl-XL celshowed different sensitivities
towards TRAIL-induced apoptosis the activated MARakes JNK, ERK and p38 could
be detected in both cell transfectans after stititmrawith TRAIL indicating that
TRAIL-mediated activation of these MAP kinases asdudependently from apoptotic
cell death. Interestingly, the signal could be afgrantly suppressed by using the
caspase-inhibitor zVAD-fmk suggesting an apoptoidependent but caspase-
dependent TRAIL-mediated MAPK signaling in Colo 3&&lls. In order to further
investigate the activation of caspases in theds oeresponse to TRAIL the cleavage
of caspase-8, the caspase-8-substrates Bid and®RWrll as the caspase-3-substrate
PARP was analyzed. In both, Colo 357 VK and Bcl-&terexpressing Colo 357 cells,
TRAIL induced the processing and activation of ea&p8 which lead to the cleavage of
Bid and RIP whereas cleavage of PARP could onljobead in TRAIL-sensitive Colo
357 VK cells. Taken together these data suggesthieal RAIL-resistance of Bcl-XL-
overxpressing cells is mediated by blocking thevatibn of caspase-3. The TRAIL-
induced caspase-8 activation in Colo 357 Bcl-XLUscal connection with the caspase-
dependent TRAIL-induced MAPK activation, which Hagken enhanced in the presence
of CHX, lead to the discussion about a possible aifl caspase-8 in TRAIL-induced
MAPK signaling. Furthermore the TRAIL-induced clege and inactivation of RIP in
Colo 357 cells pointed to the existence of RIP-petelent TRAIL-induced JNK- and
NFkB-signaling in Colo 357 cells.

In addition, the induction of typical target gere#sMAPK- and NKB-signaling was

investigated in Colo 357 cells by detection of dmemokine IL-8. After pretreatment
with the caspase-inhibitor zZVAD-fmk in both Colo B%ell transfectants TRAIL-
induced IL-8-production could be observed. Apaotrirthat, in Colo 357 Bcl-XL cells
TRAIL-induced IL-8-production was analyzed in theegence of an inhibitor of JNK

and an inhibitor of the proteasome in order to stigate the importance of JNK- and
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NFkB-activation for TRAIL-induced IL-8-production. Blotinhibitors signaficantely
suppressed TRAIL-mediated IL-8-production. Thusvation of JNK as well as NéB

were shown to be essentiel to express the chemdku8ein Colo 357 cells after
stimulation with TRAIL.

In the last part of the study TRAIL-mediated JNKiation was analyzed in SV 80
fibroblasts. In accordance with earlier publicatoabout celltypespecific TRAIL-

mediated JNK activation, in SV 80 cells the usafjthe caspase-inhibitor zZVAD-fmk
had no or even a stimulatory effect on TRAIL-meekibINK activation whereas in Colo
357 cells TRAIL-mediated JNK activation had beerpmessed by zVAD-fmk.

Therefore the existence of a caspase-dependent arabpase-independent TRAIL-
mediated JNK signaling pathway in different celégpcould be confirmed. Taken
together the results of this study provide moragims into the regulation of non-
apoptotic TRAIL signaling and on the other handfecanearlier studies about this still

poorly discovered area of research.
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8 Abklirzungen

8 Abklrzungen

ABTS 2,2"-Azino-di-3-
Ethylenbenzthiaolinsulfonsaure

AK Antikorper

APAF-1 apoptotic-protease-activating factor 1

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ASK1 apoptosis signal-regulating kinase 1

ATF-1,-2 activating transcripting factor-2, -

ATP Adenosintriphosphat

Bcl-2 B-cell lymphoma (protein) 2

Bcl-XL=Bcl-2L1 Bcl-2-like 1

Bfl1/A1=BcL-2A1 Bcl-2-related protein Al

BH Bcl-2 Homologie (Doméne)

°C Grad Celsius

CAD caspase-activated DNase

CARD caspase recruitment domain

Caspase Cysteinyl-Aspartat-spezifische Protease

CD cluster of differentiation

cFLIP cellular FLIP

CHX Cycloheximid

ClAP-1,-2 cellular IAP

CRD cysteine-rich domain

DcR decoy receptor

DD death domain

DED death effector domain

DIABLO direct IAP-binding protein (=SMAC)
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DISC
DMSO
DNA
DR
DTT
EDAR
ELISA
ERK
FasL
FADD

FBS
FLICE
FLIP
FLIP-L
FLIP-S
GFP

HtrA2

IAP
ICAD
ICE
IKK
kB
IL-8
JNK

kDa

death-inducing signaling complex
Dimethylsulfoxid

desoxy-ribonucleotide acid

death receptor

Dithiothreitol

Ectodysplasin-A Rezeptor
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
extracellular signal-regulated kinase
Fas-Ligand

Fas-associated death domain (containing)
protein

fetal bovine serum (fetales Rinderserum)
FADD-like ICE

FLICE-inhibitory protein

FLIP-long

FLIP-short

Green Fluorescent Protein

Stunde

High temperature requirement protein A2
(=Omi)

Inhibitor of Apoptosis Protein

inhibitor of CAD

Interleukin-1beta-Converting Enzyme
IkB-Kinase-Komplex

inhibitor of NFkB

Interleukin-8

c-Jun N-terminal kinase (=SAPK, stress-
activated protein kinase)

Kilodalton (alte Atommasseheit: 1/12
der durchschnittichen Masse von
Kohlenstoff)

Molar (mol/Liter)
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mA
mAK
MAPK

MEKK=MAP3K1

MEK/MKK
min

mV

nm

NFkB

NIK
p75-NGFR
NK-Zellen
oD

OPG
PAGE
pAK
PARP
PBS

PLAD
RHR
RIP
RT
SDS
SMAC

TBS

TEMED
TNF

Milli-Ampere
monoklonaler Antikérper
mitogen-activated protein kinase

mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1

MAPK-Kinase
Minute
Milli-Volt
Nanometer

nuclear factor kappa B
NFkB-inducing kinase

p75-nerve growth daiceceptor

Naturliche Killerzellen
Optische Dichte
Osteoprotegerin
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
polyklonaler Antikdrper
polyADP-ribose polymerase

phosphate-buffered saline (Phosphat-
gepufferte Kochsalzlosung)

pre-ligand association domain
Rel homology region

receptor interacting protein
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

second mitochondria-derived activator of
caspase (=DIABLO)

TRIS-buffered saline (TRIS-gepufferte
Kochsalzlésung)

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

tumor necrosis factor

-90 -



8 Abklirzungen

TNF-R
TRAF
TRAIL
TRAIL-R
TRIS
U/min
VFLIP

wit

XIAP
zVAD-fmk

TNF-Rezeptor

TNF-receptor associated factor
TNF-sgkd apoptosis-inducing ligand
TRAIL-Reptor

Trishydroxymethylaminomethan

Umdrehungen/Minute
vifaLIP

Wildtyp

X-chromosome-linked IAP

N-Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-
Fluoromethylketon
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