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1 Einleitung

1.1  Gliederung und Bestandteile des Immunsystems

Edward Jenner entwickelte 1796 die Methode der Wakibn. In seinem gewagten und
umstrittenen Experiment gelang es ihm, einem aatig@@n Jungen durch Impfung mit dem
Kuhpockenvirus Immunitat gegen das menschliche &wogkus zu vermitteln. Jenners
Arbeiten stehen am Anfang der Entwicklung der refjaihgen Wissenschaft der Immunologie,
der Lehre Uber Struktur und Funktion des Immunsgstglaneway et al. 2002, Eckart 1998]
Um seine Integritat zu bewahren, muss sich der@sgaus kontinuierlich mit exogenen Noxen
wie Viren, Bakterien, Pilzen und Protozoen sowie ogrgthen Noxen wie Tumorzellen
auseinandersetzen und diese abwehren. Diese Aufdgibtet das Immunsystem. Es gliedert
sich in eine angeborene und eine evolutionsgedticithingere erworbene bzw. adaptive
Immunabwehr. Beide sind jedoch sehr eng miteinanelevoben und bauen aufeinander auf.
Alle zellularen Bestandteile des Immunsystems erkglc sich im Knochenmark aus den
pluripotenten hamatologischen Stammzellen. Dieentsich in zwei Typen, die lymphoiden
und die myeloiden Stammzellen. Die Zellen der ebgaen Immunitat, die Lymphozyten,
stammen von der gemeinsamen lymphatischen Vorlzlferab. Wahrend die sich hieraus
differenzierenden B-Zellerbéne marrow urspringlich von latbursa fabricii der Végel) zur
weiteren Reifung im Knochenmark verbleiben, wand#ienT-Zellen thymug zur weiteren
Ausdifferenzierung in den Thymus ein. Knochenmanki Thymus stellen die sogenannten
primaren oder zentralen lymphatischen Organe dar.dén sekundaren oder peripheren
lymphatischen Organen zahlen die Lymphknoten, di& [gowie die mucosaassoziierten
lymphatischen Gewebe (MALT).

Die zellularen Trager der angeborenen Immunit&hstan vorwiegend von der gemeinsamen
myeloiden Vorlauferzelle ab. Aus dieser differengresich einerseits die Megakaryozyten-
Erythrozytenvorlauferzellen, Ausgangspunkt der Thvozyten- und
Erythrozytenentwicklung, sowie andererseits dien@lazyten-Makrophagenvorlauferzellen.
Aus diesen gehen die sich im Farbeverhalten ihrgtoplasmatischen Granula
unterscheidenden polymorphkernigen Leukozyten, deutrophilen, eosinophilen und
basophilen Granulozyten, sowie die Monozyten, dgeirh Blut zirkulierenden Vorlaufer der



Gewebsmakrophagen darstellen, hervor. Ebenso keaisia dieser Reihe die dendritischen
Zellen sowie die noch unbekannten Vorlaufer dertkiken.

Die humoralen Bestandteile des Immunsystems stéflsrKomplementsystem (vor allem) auf
Seiten der angeborenen Immunitat und die AntikogdrSeiten der erworbenen Immunitat
dar. Diese Einteilung ist jedoch sehr vereinfach&uwl zeigte die Arbeitsgruppe von Claudia
Kemper, dass Komplementfaktoren entscheidende Ralkenbei der Erhaltung der T-Zell-

Homoostase und bei T-Zell-Effektormechanismen spi@liszewski et al. 2013, Ghannam et
al. 2014].

1.1.1 Die angeborene Immunantwort

Makrophagen und neutrophile Granulozyten stellee #iauptzellen der angeborenen
Immunitat dar. Sie bilden die ,erste Verteidigumgs!’ gegen zahlreiche in den Korper
eindringende Mikroorganismen, insbesondere Baktefidrer keimbahnkodierte Rezeptoren
fur haufig vorkommende Oberflachenmerkmale von &gthen (Mustererkennung) werden
diese von den phagozytischen Zellen sehr rascmerked in das Zellinnere aufgenommen.
Durch Bildung und Freisetzung von Chemokinen und Kyen entwickelt sich eine lokale
Entzindungsreaktion. Hierbei spielt auch die hutheordomponente der angeborenen
Immunitat, das Komplementsystem, eine wichtige Rdliese Gruppe von Plasmaproteinen
verstarkt mit Hilfe von Antikorpern der erworbenemmunantwort, aber auch ohne diese, die
bakterizide Aktivitat der Phagozyten. Um eine Irifek abzuwehren oder sie bis zum Einsetzen
der adaptiven Immunantwort, die eine Latenz vorr \n&s sieben Tagen beansprucht,
einzudammen, |0st die angeborene Immunantwort@iniduzierte Effektormechanismen aus.
Diese bestehen in der durch Zytokine und Chemokirsgeldsten Entziindungsreaktion. So
werden weitere Phagozyten wie vor allem neutrop@l@anulozyten zum Infektionsherd
gelockt. Uber Zytokine kann eine Fieberreaktiorpalisst werden sowie die Bildung von Akut-
Phase-Proteinen wie das C-reaktive-Protein (CRP) madnanbindendes Protein, die an
Pathogene binden kénnen. Virale Infektionen konileer die Produktion von Interferonen
sowie die Aktivierung von Naturlichen Killerzell§NK-Zellen) bekampft werden.

Die Briicke zur erworbenen Immunitat bilden zwei deisammen mit den B-Zellen insgesamt
drei Arten ,professioneller* antigenprasentierendetlen (APC), die Makrophagen und die

dendritischen Zellen.



1.1.2 Die erworbene Immunitat

Im Vergleich zu der angeborenen Immunantwort sth#t erworbene Immunitéat eine hoch
antigenspezifische Abwehr dar, die flexibler istdueine ausgepragte Gedachtnisfunktion
besitzt. Diese ermdglicht dem Organismus bei wiedlezr Infektion eine rasche und effiziente
Abwehr, die den erneuten Krankheitsausbruch vednmdkann. Voraussetzung der
Aktivierung der adaptiven Immunantwort ist die Aygmnprasentation durch ,professionelle®
antigenprasentierende Zellen (APC), die Makrophadendendritischen Zellen und die B-
Lymphozyten, an T-Lymphozyten mit dem passendergamspezifischen T-Zell-Rezeptor
(TCR). Hierbei unterscheidet man die das Oberflaclodekiil CD8 tragenden zytotoxischen
T-Zellen von den CD4 positiven T-Helferzellen. Nabhen verschiedenartigen Funktionen,
die u.a. aus ihrem unterschiedlichen Interleukirterugesultieren, wurden neben inzwischen
weiteren (s. 1.1.3.3) ursprlinglich digIF und die T.2-Zellen definiert [Mosmann, Coffman
1989].

Evolutionsgeschichtlich baut die adaptive Immunamtvauf der angeborenen auf und nutzt
deren Effektormechanismen. Grundlage der Einteilurgadaptiven Immunitat ist die Theorie
der klonalen Selektion von Lymphozyten mit antigemfischen Rezeptoren. Durch
somatische Rekombination der einzelnen Gensegnesteht eine ausgepragte Diversitat
antigenspezifischer immunrezeptortragender Lympteozy Durch Elimination von
autoreaktiven Lymphozyten und uber Uberlebenssignah antigenrezeptortragende
Lymphozyten erfolgen die Bereitstellung und Reguherueines Lymphozytenreservoirs.
Zudem unterliegen der B-Zell- (BCR) und T-Zell-Rezep{d€R) einer Affinitatsreifung,
wodurch sie hochaffin fiir das jeweilige Antigen dem, was die hohe Antigenspezifitat der
erworbenen Immunantwort bewirkt. Zu Beginn der ehemen Immunantwort steht das
Aufeinandertreffen eines Lymphozyten auf sein dpgties, durch die antigenprasentierende
Zelle prasentiertes Antigen. Neben der Bindung dagg&ns an den spezifischen Rezeptor ist
zur Aktivierung des T-Lymphozyten ein weiteres Sigseitens der APC erforderlich. Dies
wird als Kostimulation bezeichnet. Im Rahmen sehldivierung wird er zur Proliferation i.S.
einer klonalen Expansion sowie zur Differenzierung Effektor- und Gedachtniszellen

angeregt[Janeway et al. 2002]



1.1.3 Die Differenzierung der T-Helferzellen

Wird der Organismus von einem intrazellularen ogieem extrazellular sich vermehrenden
Erreger befallen, erfordert dies jeweils untersdlvbe Reaktionen des Immunsystems, um
eine effiziente Abwehr zu ermdglichen. So stehtRalle von intrazellularen Erregern wie
Leishmanien oder Toxoplasma gondii die zytotoxisthenunantwort im Vordergrund, im
Falle extrazellularer Erreger wie Helminthen diemlomale Reaktion. Dies wird Uber die
verschiedenen Klassen von CD4 positiven T-Helfeerellgesteuert. Wahrend einer
Immunantwort konnen naive T-Helferzellen in mehrefenktionelle Klassen von
Effektorzellen differenzieren, wobei an dieser Btatwas vereinfachend folgende zwei T-
Helferzellsubtypen naher betrachtet werden solleterferony (IFN-y) sezernierende HIL
Zellen und Interleukin 4 (IL-4) bildende+Z Zellen[Murphy, Reiner 2002]. Sie unterscheiden
sich in ihrem Zytokinmuster und ihrer FunktionyITZellen sezernieren IFN-Interleukin 2
(IL-2), TNF-o. (Tumornekrosefaktos) und Lymphotoxin (TNR3) [Wan, Flavell 2009]. Sie
dienen der Abwehr intrazellularer Pathogene, indenu.a. Makrophagen aktivieren sowie die
Bildung opsonisierender Antikdrper vermitteln. Imrpathologisch sind sie an
organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie Diabetellitus Typ 1 oder entziindlichen
Darmerkrankungen beteiligt. Die Vermittlung einenforalen Immunantwort mit vorwiegend
IgE-Bildung zur Abwehr grof3er extrazellularer Patrg wie Helminthen ist Resultat einer
vorherrschendensR Antwort. Das 2 Zytokinmuster umfasst neben IL-4 die Interleukine
10 und 13 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13]Wan, Flavell 2009]. Eine fehlregulierte Uberschrafie
Th2 Antwort ist Grundlage von Allergien und Asthmaibchiale. Entscheidend fir Erfolg oder
Misserfolg einer Immunabwehr, einer Entziindungdrealoder von autoimmunen Prozessen
scheint die endgultige Zusammensetzung der T-Heli@antwort zu sein. Die Differenzierung
einer naiven #0 Zelle in Tyl und T2 Zellen stellt einen plastischen Prozess dargeam sehr
viele verschiedene Faktoren beteiligt sind. Einkli&selfunktion besitzen die induzierenden
Interleukine 1L-12 und IL-4, wobei jedoch auch dExpression der verschiedenen
kostimulatorischen Molekile, die Antigendosis sovepigenetische Modifikationen und

weitere nichtzytokine Elemente wichtige Rollen zielm scheinerifMurphy, Reiner 2002]



1.1.3.1 Entwicklung der Ty1-Zellen

Eine zentrale Rolle bei der Differenzierung zil Zellen spielt der Transkriptionsfaktor T-bet
(kodiert durchTbx21), der von Szabo 2000 charakterisiert und klomentde[Murphy, Reiner
2002, Szabo, Kim et al. 2000]. Er gehort der Fandkr T-box Transkriptionsfaktoren an und
wird durch STAT1 (,signal transducer and activaibi cells 1) Uber die IFN- Signalkette
und synergistisch dazu Uber Stimulation des TCR iiediuiAfkarian et al. 2002, Lighvani et
al. 2001, Schulz et al. 2009]. Es werden jedochtha®€AT-unabhangige Induktionswege
diskutiert[Murphy, Reiner 2002]. T-bet fordert die ExpressiamuFN-y, offnet denlfng-
Locus durch Chromatinmodifikationen fur die Tranpkion, induziert die Bildung defg2-
Untereinheit des Interleukin-12-Rezeptors (IL-B2Rund stabilisiert seine eigene Expression
[Mullen et al. 2001, Afkarian et al. 2002]. Des Vée&n hemmt T-bet den digZ-Entwicklung
fordernden Transkriptionsfaktor GATA3 [Hwang et 2005]. Bei der Induktion von IFN-
interagiert es synergistisch mit den Transkriptiaktoren ,H2.0-like homebox 1(HIx) und
Runx3[Mullen et al. 2002, Djuretic et al. 2007, Schulak®009]. Zheng et al. bestétigten den
Synergismus von T-bet und HIx auchvivound zeigten, dass IFiNdurch HIx positiv reguliert
wird. Insbesondere in einem frihen Zeitfenster der-Entwicklung kann Hix alleine 1FN-
induzieren, was ein Hinweis auf einen epigenetisciatus sein konnte, der HIx den Zugang
zum Promotor erlaubt. Zu einem spéateren Zeitpurtkt gich entwickelnden yR-Zellen
bendtigt HIx T-bet, das chromatinmodifizierend verkkann, um mit diesem gemeinsam die
Zahl IFN+y produzierender Zellen weiter zu steigg#heng et al. 2004] Sowohl T-bet als auch
Hix korrelieren mit hohen Raten von Dimethylierungem Histon H3 K4 (H3K4me2) am
Ifng-Gen, was einem Aktivierungsstatus des Gens enklgpHamalainen-Laanaya et al. 2007].
Diese Untersuchungen der Kinetik der Histondime#nyhgen verdeutlichen die wichtige
Rolle epigenetischer Effekte bei der Zytokinregalatund der i Differenzierung.

IFN-y kann tGber verschiedene Wege induziert werden. &aen tber den TCR, zum anderen
uber die Zytokinrezeptoren fur IL-12 und IL-1'8ang et al. 1999]. IL-12 und IL-18 scheinen
synergistisch die IFN-Produktion zu forderfiTakeda et al. 1998, Neighbors et al. 2001]. IFN-
vy kann als Leitzytokin der Hll-Zellen bezeichnet werden, doch ist das Ausmafesei
Bedeutung fir die J1-Differenzierung umstritten, da dies auch sehr dem jeweiligen

untersuchten Mauslinie abhangig[fan, Flavell 2009]. Obgleich IFN-ein starker Aktivator
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von T-bet ist, kann es ohne IL-12 digIFDifferenzierung nicht initiieren [Schulz et aD@o,
Macatonia et al. 1993, Seder et al. 1993]. Inde&s@iert IL-12 die T,1-Differenzierung stark
[Manetti et al. 1993], was in vielen sowahlvitro- als auchn vivo- Untersuchungen gezeigt
werden konntdWan, Flavell 2009]. Das aus zwei Untereinheiterf p8d p40, bestehende
Zytokin wird von Zellen der angeborenen Immunitatim Aktivierung und Stimulation mit
IFN-y produziert [Wan, Flavell 2009]. Nach Bindung an seinen Rezeptolgtf
Signalweiterleitung Uber Januskinase 2 (Jak2) ddeosinkinase 2 (Tyk2), STAT1 und
STAT4 [Gately et al 1998], woraufhin unter anderem eirduktion des IL-18 Rezeptors IL-
18Ro ausgeldst wird. 1L-18 wiederum fordert als Cofakton IL-12 die IFNy Produktion
[Robinson et al. 1997]. Der IL-12- und IL-18-Signatyveer IFNy-Induktion korreliert mit
Expression der GADD-Familienmitglieder (,growth est and DNA-damage-inducible®)
GADDA453 und GADD4% [Yang et al. 2001, Lu et al 2001], die an den MARKR&lwegen
(mitogenaktivierte Proteinkinase) beteiligt sinddust stark abhangig von STATAfkarian

et al. 2002]. STAT4 stellt insbesondere durch sBioke im IL-12-Signalweg neben T-bet, HIx
und Runx3 einen fir die HL-Entwicklung sehr wichtigen TranskriptionsfaktoardWan,
Flavell 2009, Schulz et al. 2009]. Die Arbeitsgrappn Thomas Hofer beschéatftigte sich naher
mit den Expressionskinetiken von T-bet, IFNmd der IL-12-Rezeptd2-Kette (IL-12R32).
Schulz et al. konnten zeigen, dass T-bet biphlasistMaxima 24 Stunden und 120 Stunden
nach TCR-Stimulation exprimiert wird. Wahrend disterPhase IFN-Signale bendtigt, ist
die zweite Expressionswelle direkt abhangig vonlB.und STAT4. Die zeitliche Abfolge
scheint durch die TCR-Aktivierung gegeben zu seanditse die Expression von IL-12R
hemmt. Nach Wegfall dieser Hemmung mit dem EndeAstigenstimulation bewirkt 1L-12
den Wiederanstieg von T-bet. Es konnte gezeigt everdlass diese spate durch IL-12
vermittelte Expressionswelle von T-bet verantwoltlist fir dasPriming der Tu1-Zellen fur

die rasche IFN~Produktion nach Reexposition mit dem Antigen. [8zlet al. 2009]

Das etwas spater entdeckte Interleukin 27 (IL-2Rgest in der frihen Differenzierungsphase
eine wichtige Rolle zu spieldiYoshida et al. 2001]. Das mit IL-12, IL-23 und I5-2ur IL-
12-Zytokinfamilie gehdrende heterodimere Proteirstélet aus den Untereinheiten EBI 3
(,Ebstein Barr virus-induced gene 3“) und p28, a@wee¢ils mit der p40 bzw. p35 Untereinheit
von IL-12 verwandt sinfPflanz et al. 2002]. Von antigenpréasentierendefedeéh deren friher
Aktivierungsphase synthetisiert, wirkt es als Ligates IL-27-Rezeptors, der aus WSX-1 (IL-
27Ru-Kette oder T Zell Zytokinrezeptor) und dem Glykomin 130 (gpl30), der
signaltransduzierenden Untereinheit des IL-6 Rezeplh-6R), besteht. So werden weiter
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STAT1 und STATS3 aktivert, was schlie3lich u.a. Higpression von IL12B2 férdert und so
die IFN-y-Produktion Uber den IL-12-Signalweg. [YoshidaleR@09, Pflanz et al. 2004] Auch
wurde eine mogliche Suppression von GATA3 durcl2TLdiskutiert [Yoshida et al. 2009].
Des Weiteren besitzt IL-27 auch immunsuppressivekivig durch Unterdrtickung von IL-2,

Hemmung der Entwicklung voryI7-Zellen und Induktion von IL-10 [Yoshida et aQ(®].

1.1.3.2 Differenzierung der H2-Zellen

Wahrend die Entwicklung dernI-Zellen sehr von Signalen ausgehend von Zellen des
angeborenen Immunsystems abhangig ist, scheint Td Differenzierung durch das
Wegfallen hemmender Signale der angeborenen ImétuniterfolgefiMurphy, Reiner 2002].
Da die Ziele der #2-Antwort im Vergleich zur F1-Reaktion phylogenetisch jungere
Organismen sind, kdnnte man vermuten, dass si®&feitebraten die H2-Antwort nach der
Tul-Immunitat entwickelt hafwan, Flavell 2002]. Die Entwicklung demZ Zellen ist ein
Prozess, der fast ausschlief3lich von einem Zytaem Interleukin 4 (IL-4), abhangig idte
Gros et al. 1990, Swain et al. 1990]. Rezeptorhigdan 1I-4Rx (IL-4-Rezeptora) fuhrt zu
Aktivierung von STAT6, dasin vitro den Hauptsignaltransduktor von IL-4 darstellt,
wohingegen siclin vivo auch STAT6-unabhangige Signalwege zy2-Entwicklung finden
[Wan, Flavell 2009]. Aktivierung von STAT6 hat insibedere Hochregulation des
Transkriptionsfaktors GATA3 zur Folge. Dieser bdwifranskription der §2-Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13,[Zheng, Flavell 1997] wobei er direkt an die Prometovonll5 und I113
bindet[Zhu et al. 2004], hingegen den Promotor Wdntber Chromatinmodifikationen im

Cluster fur die Transkription 6ffn@Ouyang et al. 2000, Takemoto et al. 2000].

Ouyang et al. zeigten, dass sich in IL-4 produnidem STAT8 defizienten T-Zellen GATA3
und ein H2-Phanotyp findet, was fur eine STAT6-unabhangigel &3-Induktion spricht.
Doch gelang es erst durch Einfiihrung von GATA3 iesd STAT6 defizienten Zellen, die
Tu2-Entwicklung komplett wiederherzustellen. So zeigtich eine Induktion desnZ-
spezifischen Transkriptionsfaktors c-MAF und eswackelten sich die typischen DNase |
hypersensitiven Stellen ilil-Locus, was zu einer vollstandigen Expression d@-4ytokine
fuhrte.

Des Weiteren scheint GATAS3 Uber eine STAT6-unablgid\utoaktivierungsschleife zur

Stabilisierung des eingeschlagenei2-Weges zu verfiigefiOuyang et al. 2000] Takemoto et
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al. konnten zeigen, dass STAT6 und GATAS3 nicht murden die Gendl4 und II13
flankierenden Regionen Veranderungen der Chromatfidegation bewirken, sondern auch
in der zwischen den beiden Genen liegenden regideb@n Region, die fur die Expression der
gesamten Gruppe demd-Zytokine verantwortlich zu sein scheififlakemoto et al. 2000]
Auch dies weist neben zahlreichen weiteren ErgsknifMurphy, Reiner 2002] auf die
zentrale Rolle von GATAS3 bei der Differenzierung Eu2-Zellen hin. Die Expression von
GATAS scheint wie die von STAT6 durch MEL18, eirokin der Polycomb-Gruppe, positiv
reguliert zu sein, wobei u.a. die ZinkfingerproeeiROG1 (,friend of GATAL1") und ROG
(,repressor of GATA") Regulatoren auf posttranskopeller Ebene darstellefiviurphy,
Reiner 2002].

C-Maf, ein Transkriptionsfaktor der AP-1-Familie,rdiispezifisch in #2-Zellen exprimiert.
Er ist der erste identifizierte Faktor, der anRegulierung der IL-4-Bildung direkt beteiligt ist
[Murphy, Reiner 2002]. Weitere fir die IL-4-Expressiaind die TF2-Differenzierung
bedeutsame Transkriptionsfaktoren sind IRF-4 (,beten regulatory factor 4*) und Gfi-1
(,growth-factor independent 1‘)Wan, Flavell 2009]. IRF-4, der auch bei derl7Antwort
eine wichtige Rolle spielt, scheint GATA3 hochzuregnen [Lohoff et al. 2002]. Gfi-1, der
selektiv durch STAT6 induziert wird, scheint in 8ygie mit GATA3 die klonale Expansion
von Tu2-Zellen zu fordern, indem er Proliferation zu gégh und Apoptose zu verhindern
vermag[Zhu et al. 2002]. Auch die nichy2-spezifischen Transkriptionsfaktoren der NFAT-
Familie (,nuclear factor of activated T cells”) dibbei der Differenzierung dieser Zellen von
Bedeutung, wobei sie sowohl positive als auch negatEffekte bei komplexen
Interaktionsmustern zeigen [Murphy, Reiner 2002].hvéad NFATcl-defiziente T-Zellen
weniger IL-4 exprimieren [Ranger st al. 1998, Ydshet al. 1998, Serfling et al. 2000], fuhrt
der Verlust von NFATc2 und dies besonders beinthlagitigen Verlust von NFATc3 zu einer
verstarkten und lang anhaltenden Ausschuttung ke IL-5 und IL-13. Allerdings zeigte
sich dies nicht unter starkemyI-induzierenden Bedingungen, wonach eine Repolasisier
durch Inhibition von NFATc2 und NFATc3 allein niahtreicht werden kann [Kiani et al. 1997,
Rengarajan et al. 2002].

Berberich-Siebelt et al. zeigten, dass der Trans@npfaktor C/EBB, auf den in den
folgenden Kapiteln n&her eingegangen werden sellEgpression von IL-4 fordert, hingegen
die Bildung von IFNy und IL-2 vermindert. So scheint dieser ebenfadisder Differenzierung

von Tu2-Zellen eine wichtige Rolle zu spieldBerberich-Siebelt et al. 2000]



1.1.3.3 Weitere CD24 Effektor T-Zellen

Grundlage des sogenanntepliTn2-Paradigmas der 90er Jahre stellten die Arbeitan u
Mosmann, Coffman und Carty 1986 dar. Ihnen gelangvesi, Arten CD4 positiver T-Zellen,
Thl- und T2-Zellen, anhand ihres Zytokinmusters und ihreersghiedlichen Auswirkungen
auf antikbrperproduzierende B-Zellen zu untersatrgjiilosmann et al. 1986, Coffman, Carty
1986]. Intensive Forschung auf diesem Gebiet flukwteldentifizierung zahlreicher weiterer
CD4* T-Zellarten mit unterschiedlichen funktionellergBnschaften. So sind neben de/i-T
und Tu2-Zellen noch H17, Tw9 und die follikularen Helfer-T-Zellen €R) an
Entztindungsreaktionen beteiligt, wohingegen dieleggrischen T-Zellen (Treg), darunter die
sog. naturlich vorkommenden nTreg, die induzieffeag und die Klasse 1 — Treg Zellen (Trl)
an immunsupprimierenden Vorgangen bzw. der Tolenatwacklung mitwirken[Wan, Flavell
2009]

IFN-y

T

IL-4

Abbildung 1.1: Uberblick tber die fiir die Differenzierung der T-Helferzellen wichtigen
Zytokine [aus Wan, Flavell 2009]. Zwecks Erhaltung einer Immun-Homdoostase balancisieim die
Zellarten gegeneinander durch die jeweiligen Zytalikungen aus. Die gepunkteten griinen Linien Zeie,
dass unter bestimmten Erfordernissen der ImmunabaiehUbergang von einer Zellart in die jeweils ered
mdglich ist. [Wan, Flavell 2009]



1.2 Die Familie der C/EBP — Transkriptionsfaktoren

Den Mittelpunkt dieser Arbeit bildet der Transkigptsfaktor C/EBB, der ein Mitglied der

Familie der ,CCAAT-Enhancer binding proteins* (C/EBR) Daher soll nach einem kurzen
Uberblick tber die einzelnen Mitglieder dieser Haanion Transkriptionsfaktoren, tiber ihre
Struktur und einige funktionellen Aspekte néher &IEBM im Speziellen eingegangen

werden.

1.2.1 Einteilung und Struktur

Die C/EBP Familie ist eine Gruppe von basische-Leatipper-Transkriptionsfaktoren (bZIP-
Faktoren). Im komplexen Regulationsnetzwerk der suteschen Genexpression stellen sie
wichtige Einflussfaktoren dar, die an der Regulagssentieller Organismusfunktionen wie
Zellzyklus, Hamatopoese, Skelettentwicklung, Steffivsel sowie Immunantworten beteiligt
sind.[Tsukada et al. 2011] Im Labor von Steve McKnightradeuEnde der 1980er Jahre das
erste Mitglied dieser Familie als hitzestabilest®iroaus Zellkernen von Rattenhepatozyten
isoliert. Es konnte mit dem CCAAT-Motiv verschiederiefromotoren sowie einecore
homology- Sequenz bestimmter viraler Enhancer interagi¢Ramiji, Foka 2002] Dessen Gen
wurde 1988 kloniert, was nach zahlreichen Untergsngbn zur Entdeckung der Gruppe der
basische-Leucinzipper (bZIP)-Transkriptionsfaktadii@mte. [Ramji, Foka 2002, Landschulz et
al. 1988] Bisher wurden funf weitere Mitglieder deérEBP-Familie entdeckt, die in der
Literatur unterschiedlich benannt wurden. Cao efidirten eine systematische Nomenklatur
ein, C/EBR bis{, gemal der chronologischen Abfolge ihrer jeweiligatdeckung. [Cao et
al. 1991] Folgende Tabelle (Tab. 1.1) soll diesiizhi einen Uberblick geben:

Name: Alternative Benennungen:
C/EBRu C/EBP, RcC/EBP-1, p42, p30
C/EBP NF-IL6, LAP*, LAP, LIP, CRP2, IL6-DBP, C/EBR1,

C/EBRB-2, NF-M, AGP/EBP, ApC/EBP
C/EBPy Ig/EBP, Ig/EBP-1
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C/EBR NF-1L6B, CRP3, CELF, RcC/EBP2
C/EBR: CRP1

C/EBR, CHOP, CHOP-10, GADD153, DDIT 3

Tabelle 1.1: Nomenklatur der C/EBP-Familie [Tsukada et al. 2011, Ramiji, Foka 2002]

Allen gemeinsam ist die insgesamt 55-65 Aminosawerfassende Region ,basische
Domane/Leucinzipper® am C-terminalen Ende. Diesstdig aus einem alphahelikalen
Abschnitt, der viele basische Aminosauren entldétdie DNA-Bindung vermitteln sowie aus
dem nachfolgenden sogenannten Leucinzipper, der Datserisierungsdoméane wirkt.
[Landschulz et al. 1989] Er setzt sich aus einglbesmfachen Wiederholung von vier bis funf
Leucinen zusammen, was eine alphahelikale Strudibt. Zwei solcher Strukturen kdnnen
sich vereinigen, indem sie sich ineinander verdrehidierbei bestimmen elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen den Aminoséauren die Sfgaier Dimerbildung. [Ramji, Foka
2002] Wegen der ausgepragten Homologie des basidahecinzippers konnen die C/EBPs
untereinander in verschiedenen Kombinationen dsre¥gn. Eine Dimerisierung ist auch mit
anderen Leucinzipper- und Nicht-Leucinzipperprateinwie beispielsweise Mitgliedern der
CREB/ATF-Familie [Vallejo et al. 1993], NkB [LeClair et al. 1992] und Fos und Jun [Hsu
et al. 1994] mdglich.

AulRer C/EBR, dessen basische Region eine andere Struktur atfjiRein, Habener 1992],
konnen diese Dimere mit der gleichen Erkennungssegauf der DNA interagieren [Ramiji,
Foka 2002. Mit Hilfe von PCR-Untersuchungen konnte das M&MRTTGCGYAAY -3" (R

= A oder G, Y = C oder T) als Konsensus-Bindesteite/EBRy, - und © gefunden werden
[Osada et al. 1996]. An dieser Stelle ist noch myémlzen, dass fur die bZIP-Faktoren die
Dimerisierung Voraussetzung fur die DNA-Bindung[igihson et al. 1989].

Die DNA-bindende Doméne (DBD), d.h. die basische &m®gienthdlt auch ein
Kernlokalisationssignal (NLSnuclear localisation signg) wobei Untersuchungen darauf
hinweisen, dass pro Dimer ein intaktes NLS flr deklearen Transport gentgt [Williams et
al. 1997]. Im aminoterminalen Bereich der Protdinéen sich - aul3er in C/EBR Aktivator-
(AD — Aktivierungsdomane) und Repressordomanen (RI2gative Regulationsdomane), die
ebenfalls unter den Mitgliedern &hnliche Struktueerfiweisen und jeweils Transaktivierung
oder Repression vermitteln [Tsukada et al. 2011, R&wia 2002]. Erst in spaterer Zeit wurde
11



in anderen Leucinzipperproteinen eine weitere Daentdeckt [Petosa et al. 2006], die sich
carboxyterminal an den Leucinzipper anschlie3ts®ieZIPTail — Sequenz ist in allen C/EBP
Proteinen prasent [Tsukada et al. 2011] und isteiligit an Protein—Protein—
Wechselwirkungen. [Tsukada et al. 2011, ListmaaleR005, Tahirov et al. 2002] Folgende
Abbildung aus dem Ubersichtsartikel von Ramiji unédgibt einen schematischen Uberblick
uber den Aufbau der C/EBPs.

A0 AD RO Al B |2
c/eePalphaps2 [ T B | 1
p30 'EETTT T
C/EBP beta LAP* O [T I e
LAP 0 O i
LIP B B
C/EBP gamma | 10
C/EBP delta B W | LIk
C/EBP epsilon p32 N m
p30 ] i
p27 | 1 I A 1111/
pis [ (111
C/EBP zeta [ » I

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Aufbauder C/EBPs [aus Ramji, Foka 2002].
Dargestellt C-terminal in gelb mit schwarzen veatiin Linien (die Leucinreste symbolisierend) istr de
Leucinzipper, davor in rot die basische Region bdie.DNA-bindende Region (DBD). Aminoterminal firde
sich Aktivierungsdoméanen (gelbe Késten) und Negafegulatorische Doménen (blaue Késten). Im Bibdhtni

gezeigt werden die kurzen, sich an den Leucinzippschlie3enden carboxyterminalen Abschnitte.

Die Gene fur C/EB&, C/EBR und C/EBB besitzen keine Introns. Das klrzeste Protein der
Gruppe, C/EBF, weist im Gen ein Intron im 5™ untranslatiertend@ehn (5 UTR) auf, wahrend
das Gen von C/EBFein Intron in der kodierenden Region besitzt. Ebdrefindet sich eines

der insgesamt drei Introns des Gens von C/HBRodierenden Bereich. [Tsukada et al. 2011].

Vergleicht man die Strukturen der einzelnen C/EBRsremander, so finden sich bei C/EBP
und C/EBR auRer dem basischen Leucinzipper keine Ahnliceketiu den jeweils anderen

Familienmitgliedern. Auch besitzt, wie oben bereitwahnt, C/EBPeine anders strukturierte
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basische Region, so dass eine Bindung an die gem@rSABP-Bindesequenz nicht méglich
ist. Eine Heterodimerbildung mit C/EBRder C/EBB LAP verhindert deren DNA-Bindung,
wodurch C/EBR vermutlich als negativer Regulator von Genexpressiokt [Ron, Habener
1992]. Jedoch kann es auch als Heterodbeezellularem Stress an eine andere DNA-Sequenz

bestimmter Gene binden und diese transaktivier&edd et al. 1996

Die weiteren Mitglieder der C/EBP Familie, C/E®Pp, -6 und -, weisen strukturell sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede auf. Durclersehiedliche translationale
Regulationsmechanismen existieren von C/&eBRd C/EBPB mehrere Isoformen, die weitere
Variationen hinsichtlich ihrer Funktionen ermdgkeh[Tsukada et al. 2011]. Ebenso gibt es
mehrere Isoformen von C/EBPdurch Verwendung unterschiedlicher Promotoren,
differentielles Splicing und durch unterschiedlicfranslationsstartpunkte [Bedi et al. 2009].

1.2.2 Funktionelle Aspekte

In Form eines kurzen Uberblickartigen Exkursesesokinige der biologischen Rollen der
einzelnen C/EBP Transkriptionsfaktoren beleuchtetde«er um die Vielgestaltigkeit und
Wichtigkeit dieser Proteine ansatzweise aufzuzeigi@rbei berufe ich mich insbesondere auf
die Ubersichtsarbeiten von Lekstrom-Himes und Xeptiulos sowie Ramiji und Foka. Die
funktionelle Vielgestaltigkeit dieser Transkriptafaktoren ist bedingt durch die gewebe- und
stadienspezifische Expression der einzelnen Isaorrdurch ungenaue ribosomale Lesarten,
unterschiedliche posttranslationale Modifikatiorsmmwie auch durch unterschiedliche DNA-
Bindespezifitdten der einzelnen Dimerkombinatiori@ie unterschiedlichen Mengen an den
einzelnen Isoformen beeinflusst die Art der Dimieidmg. [Lekstrom-Himes, Xanthopoulos
1998] VerschiedeneKnock-out Tiermodelle verweisen auf die jeweiligen biolodien
Funktionen der C/EBP Proteine.

C/EBPa findet sich vor allem in der Leber, im Fettgewebr, Darm, in der Lunge, der

Nebenniere sowie in den mononukledren Zellen dateBlund in der Plazenta. In Leber und
Fettgewebe zeigen sich die héchsten Mengen nunsdifferenziertem Gewebe. [Lekstrom-
Himes, Xanthopoulos 1998] Tiefgreifende hepatisstraktur- und Funktionsstdrungen sowie
eine erhohte hepatozellulare Proliferationsrat@/lEBRy — defizienten Mausen, die kurz nach
der Geburt an schwerer Hypoglyk&mie versterbenyeisen auf die funktionelle Rolle des

Proteins bei der Leberzelldifferenzierung und keff&echselvorgangen [Flodby et al. 1996,
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Wang et al. 1995]. So war es den neugeborenen Méauisiet moglich, Glykogen zu speichern

und Lipide zu akkumulieren. Aufgefallen waren eamminderter Gehalt an Glykogensynthase-
MRNA sowie eine verspatete Induktion von zwei Enzymer Glukoneogenese. [Wang et al.
1995]

Im Fettgewebe  verhindert  Unterdrickung von  C/eBP die terminale
Adipozytendifferenzierung [Lin et al. 1993]. Hinbkttich der Zellzyklusregulation vermag
C/EBRu. die Expression von pAWAF-1/CIP-1/SDI-1), einem Inhibitor der zyklinablgigen
Kinase, zu steigern, das Protein zu stabilisiemsh $0 einen Proliferationsstopp zu erwirken
[Timchenko et al. 1996]. Freytag und Geddes fande3ir3-L1 Adipoblasten eine reziproke
Regulation von C/EB& und c-Myc, jeweils entweder Wachstumsstopp undebahzierung
oder Proliferation vermittelnd [Freytag, Geddes 2]9Hierbei transaktiviert C/EBP das
gadd45-Gen (,growth arrest- and DNA damage-indecigene 45%), ein Zielgen von
Tumorsuppressor p53 in der G1 Phase des Zellzyys hingegen kann die Transaktivierung
von gadd45 durch C/EBPaufheben. [Constance et al. 1996]

Eine friihe Stérung der Granulozytenreifung bei C/&BEfizienten Mausen steht im Einklang
mit Untersuchungsergebnissen, dass dieser Tratiskisfaktor an der gewebespezifischen
Expression von G-CSF- (,granulocyte colony-stimugti factor) und GM-CSF-
(,granulocyte macrophage colony-stimulating facid®ezeptoren sowie Neutrophilenelastase
beteiligt ist [Smith et al. 1996, Zhang et al. 1986chprayoon et al. 1997]. Auch in zahlreichen
anderen Organsystemen, wie bei der Surfactant-Rtiodun den Typ 2 Pneumozyten und bei
der Ovulation spielt C/EBPeine wichtige Rolle [Lekstrom-Himes, Xanthopoul@94].

C/EBPy findet sich ubiquitér, insbesondere in undiffeierizn Progenitorzellen [Lekstrom-
Himes, Xanthopoulos 1998]. Heterodimerisation miEBPo. und C/EBIB schwacht deren
Transaktivierungsfahigkeit bei den Zielgenen. Veltioln wirkt C/EBPy so als dominant-
negativer Regulator der C/EBP-Transaktivierung irhhiaduzierten und undifferenzierten
Zellen [Cooper et al. 1995]. Hierbei ahnelt er ddeE€#3-Isoform LIP und C/EBE. So dient
C/EBPy vermutlich als allgemeiner Puffer der C/EBP Funk{iGooper et al. 1995]. Ein Maus
Knock-outModell weist auf eine wichtige Rolle von C/EBPei der Reifung und der Funktion

von Naturlichen Killerzellen hin [Kaisho et al. 199

C/EBP9 tritt im Fettgewebe, in der Lunge, im Darm, im Khen [Ramiji, Foka 2002] sowie
auch im Zentralen Nervensystem auf, insbesondetenrhippocampalen Neuronen [Sterneck
et al. 1998]. Es bildet meist Heterodimere mit C/eBPd $ und besitzt eine mit diesen
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vergleichbare Transaktivierungsaktivitat bei jedgeningerer DNA-Bindeaffinitat [Lekstrom-
Himes, Xanthopoulos 1998]. lfnock-outTiermodell zeigen sich hier weder hepatische noch
hamatologische Defekte, jedoch fallen eine defeki@speicherung im Braunen Fettgewebe
sowie auch neurologische Auffalligkeiten auf [Lekst-Himes 1998, Ramiji, Foka 2002]. In
einer frihen Phase der Adipozytendifferenzierungezesich auf Glucokortikoide und cAMP-
erhohende Substanzen hin hohe mRNA-Menge@/&BPs und—o [Cao et al. 1991]. Diese
scheinen da€/EBPu-Gen zu transaktivieren ebenso wie das Gen von RRARroxisome-
proliferator-activated receptaf), der in Form einer positiven Rickkopplungsscldedfie
C/EBRu-Expression beeinflusst [Lane et al. 1999, Darbinget al. 1998, Rosen et al. 2000].
Dies fuhrt zu weiterer Differenzierung der Adipcayt Interessant ist auch, dass C/EBP
defiziente Mause trotz unauffalliger basaler neag@cher Funktionen eine selektiv verstarkte
kontextuelle Angstreaktion zeigen. Dies kann einvirdiis auf die Beteiligung von C/EBPei

bestimmten Lernvorgdngen und Gedachtnisfunktioeén §Sterneck et al. 1998]

C/EBPs findet sich in myeloischen und lymphoiden Zell&AEBR:-defiziente Mause sterben
drei bis funf Monate nach Geburt aufgrund oppodtischer Infektionen, vor allem mit
Pseudomonas aeruginosa, und wegen myelodysplasti€dwebedestruktion [Yamanaka et
al. 1997]. Sie koénnen keine reifen, funktionellakien neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten produzieren. Untersuchungen weiseriaef essentielle Rolle von C/EBPei
der terminalen Differenzierung dieser Zellgownstreamvon C/EBFR: hin. [Yamanaka et al.
1997] Die neutrophilen Granulozyten dieser Mausesitben deutlich eingeschrankte
phagozytotische und bakteriozide Eigenschaftenh aerscheint ihre Migrationsfahigkeit
gestort. Auffallig sind auch Veranderungen der Kytexpression dieser Zellen auf
Entziindungsreize hin, wie beispielsweise vermimdExpression von Interleukin-1 Rezeptor-
Antagonist (IL-1Ra) und vermehrte Bildung von Tumdmosefaktoro (TNF-o). [Lekstrom-
Himes, Xanthopoulos 1999]

C/EBP¢ wird ubiquitar exprimiert. Wie oben bereits erwéilirkt es einerseits als negativer
Regulator der Transaktivierungsaktivitdt von C/EBéhd C/EBBB, jedoch besitzt es eine
eigene Funktion unter den Bedingungen von zellul&s¢mass [Ron, Habener 1992, Ubeda et
al. 1996]. Interessant sind die Untersuchungeremes Funktionen bei Wachstumsstopp und
Apoptose. So zeigen C/EBlefiziente Mause eine verminderte Apoptose auf3iRss hin
[Zinszner et al. 1998]. In diesem Zusammenhangist¥EBR, auch an der Zerstérung der
pankreatischen Betazellen bei der Entwicklung vombBies mellitus beteiligt zu sein.
[Oyadomari et al. 2002]. Die Studien von Qiao etidler die onkogenen Eigenschaften von
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Gallensauren, insbesondere Desoxycholsédure (DCgredass C/EBPan der durch DCA
induzierten Apoptose beteiligt ist. So stimuliel©€P in einer menschlichen Coloncarcinom-
Zellinie die Expression von C/EBPEktopes C/EBPkann Apoptose verstarken, wohingegen
ein Antisense-Trankript von C/EBRlies verhindern kann. Bei der durch DCA mediierten
Expression von C/EBP scheinen verschiedene Trankriptionsfaktoren, darumP-1
(Aktivatorprotein 1) und C/EBPs beteiligt zu seinid@et al. 2002]

1.2.3 C/EBM

C/EBP3 wird besonders in der Leber, im Darm, in der LyngeFettgewebe, in der Milz, der
Niere und in den myelomonozytaren Zellen exprim{@amji, Foka 2002]. Urspringlich
wurde das Protein als Faktor entdeckt, der anldidsresponsive element” (IRE) des IL6-Gens
bindet und dieses sequenzspezifisch aktiviert [@kit al. 1990]. Da NF-IL6 (,nuclear factor
of IL-6“ = C/EBPB) durch IL-1, IL-6 und LPS induzierbar ist und agulatorische Regionen
fur Akutphaseproteine sowie Zytokine wie TNF, IluB8d G-CSF bindet, vermutete man eine
wichtige Rolle dieses Proteins fir die Akutphasetieak flir Entziindungsreaktionen und far
die Hamatopoese. Dies konnte durch weitere Untatswgen bestatigt und vertieft werden
[Akira et al. 1990]. Akira beschrieb auch die scibair reziproke Expression von C/EBé&énd
C/EBB3 [Akira et al. 1990]. Descombes et al. gelang leeildhtersuchung von an die D-Region
des Albuminpromotors bindenden Faktoren die Ismtatind Klonierung von LAP (,liver-
enriched transcriptional activator protein“) austBatepatozyten [Descombes et al. 1990].
Chang et al. isolierten und klonierten AGP/EBP, dasuséhomolog von NF-IL6 bei der
Untersuchung des Alphaglykoproteingens, einem Akagpprotein [Chang et al.1990].

Von C/EBB existieren drei Isoformen, LAP (,liver-activatimgotein®) mit 35 kD, LAP* mit
38 kD und LIP (,liver-inactivating protein®), 20 kBsroRen fur murines C/EBP. Wie in Abb.

2 ersichtlich besteht C/EBRaus der C-terminalen basischen Region und dem ihappier, N-
terminalen Aktivierungsdomanen sowie dazwischen auser zweigeteilten negativen
regulatorischen Doméne, RD1 und RD2, die zellspenfiPNA-Bindung hemmen kann
[Williams et al. 1995]. LIP, dem die Aktivierungsaé@nen fehlen, wirkt als dominant-negativer
Repressor der C/EBP-Funktion, indem er mit anderé&&BEs$ Heterodimere bildet und so
deren Transaktivierungsaktivitat vermindert [Desbes) Schibler 1991]. Dass auch LAP
Transkription reprimieren kann, darauf weist eiarlsterhohtes IL-6 in C/EBRdefizienten

Zellen hin [Berberich-Siebelt et al. 2006, Screpaeti al. 1995]. Auf Grund ihrer
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unterschiedlichen Struktur besitzen die einzelrsmiormen, die von einer einzigen mRNA
translatiert werden [Descombes, Schibler 1991kat@edene Funktionen, inbesondere bei der
Kontrolle von Differenzierung und Proliferation sewder Genregulation im Allgemeinen. So
konnten Isoformenwechsel bei verschiedenen phygigsdben und pathophysiologischen
Vorgangen beobachtet werden, wie bei der Leberergéon, der Akutphasereaktion, der
Laktation und der Carcinogenese u.a. [Calkhoveal.€2000]. Calkhoven, Miller und Leutz
konnten zeigen, dass die regulierte, von verschieleStellen ausgehende Initiation der
Translation den Hauptmechanismus fur die Produldienverschiedenen Isoformen darstellt
[Calkhoven et al. 2000]. Hierbei spielt ein evolatio konserviertes stromaufwarts gelegenes
offenes Leseraster (UORRypstream open reading frameeine wichtige Rolle. Die
Isoformenexpression wird Uber PKR (,RNA-dependenttgmo kinase“)- und mTOR
(,mammalian target of rapamycin“)-Signalwege, diebefi die eukaryontischen
Translationsinitiationsfaktoren, elre2ind elF-4E, wirken, reguliert. Hohe Konzentratione
dieser Faktoren begunstigen eine Bildung der ké&rzésoformen, geringere Mengen eher die
der langen Isoformen. [Calkhoven et a. 2000] Anhamrd Beobachtungen an differenzierten
3T3-L1-Adipozyten konnten die Autoren sehr anscichul zeigen, dass das
Isoformenverhéltnis entscheidend ist fir das Sdab#tieser Zellen zwischen Wachstumsstopp
mit Differenzierung oder Mitose mit partieller Eiftdrenzierung und Verlust der Zell-Zell-
Kontakte. Letzteres zeigt sich bei Uberexpressienkiirzeren Isoformen. [Calkhoven et al.
2000]

Wie aus den verschiedenen, oben erwéhnten WegelBrndéeckung von C/EBPsowie der
Vielfalt der Orte seiner Expression erahnbar, spssl bei vielen Organismusfunktionen
wichtige Rollen. C/EBB-defiziente Mause zeigen keine hepatischen Audfigdiiten, obgleich
C/EBB3 bei der Leberregeneration und lebermetabolischengdhgen von Bedeutung ist. So
verandert sich das Expressionsmuster von CEBEY zu mehr C/EBRPund © nach partieller
Hepatektomie. [Lekstrom-Himes, Xanthopoulos 1998]ath finden sich in deKnock-out
Méausen Storungen im Zuckerstoffwechsel und derdsipeicherung. Weibliche C/EBP
defiziente Tiere bleiben steril wegen einer defelk®gnaltransduktion von Luteinisierendem

Hormon (LH). [Lekstrom-Himes, Xanthopoulos 1998]

Aufgrund defekter Phagosomen der Makrophagen siesedViduse anféllig fur Infektionen
mit Candida albicans, Listeria monocytogenes unan8aélla typhi [Tanaka et al. 1995,
Screpanti et al. 1995]. Des Weiteren zeigt sicle @hgeschwéachteqI-Immunantwort mit

niedrigem IL-12 und verminderter Spattyphyperseévisit [Screpanti et al. 1995]. Aul3erdem
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entwickeln die C/EBP-defizienten Mause Symptome der Castleman-KranklesiMenschen:
In Zusammenhang mit einem erhéhtem IL-6-Serumspidigelen sich Splenomegalie,
periphere Lymphadenopathie und gesteigerte Hamasepmit extramedullarer Blutbildung
auch in der Leber und in Lymphknoten [Screpantile1995].

Berberich-Siebelt et al. konnten zeigen, dass CfEBRCD4" T-Zellen exprimiert wird und
Ubereinstimmend mit einer Dominanz in Zellen dg2-Phanotyps das IL-4 Gen transaktiviert
[Berberich-Siebelt et al. 2000]. So kann retrovirdleerexpression von C/EBRn murinen
EL-4 T-Lymphomzellen das endogene IL-4 stark induem bei gleichzeitiger Reduktion der
Thl-Zytokine IL-2 und IFNy. Die Induktion von IL-4 konnte auch in primaren nnen T-
Zellen und eine Reduktion voli2-RNA in humanen Jurkat T-Zellen beobachtet werden
[Berberich-Siebelt et al. 2000]. C/EBRkann sowohl an die Pusi{Purin reiche Box B) als
auch an die Pugbdesll4-Promotors binden. An Pwhiberlappen sich NFAT- und C/EBP-
Bindemotive, wahrend diese an der Rubneinander getrennt sind. [Berberich-Siebelt et al.
2000] Untersuchungen zeigen, dass NFAT und CfE8Pdie Pu-p binden kdnnen, hingegen
um die Pu-b konkurrieren. Aber es scheint zwischen beiden Tkmptsonsfaktoren bei der
Transaktivierung de4-Promotors kein Synergismus zu bestehen. [Berbeliehbe et al.
2000] Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse GIB8$P bei der Differenzierung von
THO- zu Ty2-Zellen eine positive Rolle spielt, was jedoch zen doben beschriebenen
Veranderungen in C/EBRdefizienten Mausen mit abgeschwachteil-Tmmunantwort in
Kontrast zu stehen scheint [Berberich-Siebelt e2@00, Screpanti et al. 1995]. Allerdings
scheinen in denKnock-out Modell noch weitere Lymphokine und Mediatoren der
Zelldifferenzierung beeinflusst zu sein, wobei dwerringerte IL-12-Expression der
dendritischen Zellen in der konventionell@&bph- einen Defekt der J1-Differenzierung
erklaren kann [Berberich-Siebelt et al. 2000].

Die Erkenntnis, dass C/EBR-Myc reprimiert und so Zellen in der G1-Phase delzyklus
arretiert [Berberich-Siebelt et al. 2006], verwelatauf, dass C/EB¥fur die Differenzierung
von Ty 2-Zellen endogen von Bedeutung ist. Fur den repress Effekt ist hierbei eine intakte
N-terminale Transaktivierungsdomane notwendig, w&trauf die zentrale regulatorische
Domaéane verzichtet werden karBerberich-Siebelt et al. 2006]. Berberich-Siebeltagt
konnten nachweisen, dass letztere jedotlvivo sumoyliert werden kann. Dies ist eine
Proteinmodifikation, bei der SUMO (,small ubiquirelated modifier®), von dem vier
Varianten (SUMO-1 bis SUMO-4) bei Saugern bekaimd,san Lysinreste eines — haufig —
bestimmten Konsensusmotivs gebunden ist. Bindung &WMO-1 beeinflusst die
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Aktivierungseigenschaften von C/EBPSo zeigt es zwar keinen Einfluss auf seine oben
beschriebene Wirkung auf dd4-Gen, jedoch vermindert es seinen negativen Etiekidie
Expression von c-Myc und damit verbunden steigext dée Zellproliferation. Mittels
immunofluoreszierender Konfokalmikroskopie konnézegjgt werden, dass Sumoylierung das
nukleare C/EBP in das perizentrische Heterochromatin leitet. [Bedih-Siebelt et al. 2006]
Moglicherweise agiert C/EBP auf diese Weise als feinregulierter Tumorsuppresso
[Berberich-Siebelt et al. 2006].

Berberich-Siebelt et al. fihrten diese Untersuchongeeiter, indem sie Mausmodelle
analysierten, bei denen C/EBPgezielt in allen T-Zellen, in Foxp3 exprimierenden
regulatorischen T-Zellen oder in der frihen Hamaése ausgeschaltet wurde. In all diesen
Modellen produzierten die C/EBRIefizienten Zellen viel IFNs regulierten aber auch in
bestimmten CD#% T-Zell Untergruppen IL-2, IL-10 und IL-17 hoch. [Berich-Siebelt,
personliche Mitteilung] C/EBPbindet erstaunlicherweise nicht nur an regulatbiesElemente
von Lymphokinpromotoren, sondern fordert auch diprEssion einiger subtypenspezifischer
Transkriptionsfaktoren. Mit diesen kann es wiederinteragieren, um die Transkription
bestimmter Zielgene zu fordern oder zu reprimier&wo spielt dereguliertes C/EBP
moglicherweise auch bei der Pathogenese von Autamenkrankungen eine Rolle [Berberich-
Siebelt, personliche Mitteilung]. Posttranslatienilodifikationen wie z. B. die Sumoylierung
spielen eine wichtige Rolle bei der Interaktion amtleren Faktoren. So konnte C/BBEAP,
nicht aber LIP oder C/EBFASUMO mit Smad3 koprazipitiert werden [Berberich-&igb

unveroffentlichte Daten].

Am deutlichsten war in Analysen der konditionell€ebpti x Cd4cre Maus die IFNy-
Induktion in Th1l7 und iTregs [Berberich-Siebelt, emffentlichte Daten]. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass die Isoformen LAP und LAP*BN-y-Expression hemmen kdnnen. Im
Gegensatz zu ihrer direkten Wirkung 8axPromotor scheint der negative Effekt auf tHag-
Gen Uber Mediatoren wie Blimp-1 vermittelt zu seBefberich-Siebelt, unverdffentlichte
Daten]. So fand sich, dass C/HBBAP dasPrdml (,PR domain containing 1)-Gen, das
Blimp-1 kodiert, substantiell transaktiviert [Berl#riSiebelt, unveroffentlichte Daten).
Blimp-1, zunachst bekannt als transkriptioneller Repor in terminal differenzierenden B-
Zellen, supprimiert IFNr und verstarkt Expresssion von IL-10 in T-Zellera[kes et al. 2006,
Martins et al. 2006]. Smad3 konnte als positivédfANIc1 als negativer Kofaktor von C/EBP
bei der Regulation von Blimp-1 identifiziert werd¢Berberich-Siebelt, unveroffentlichte
Daten]. Uberraschenderweise war bei Defizienz voEBE$ dennoch IL-10 in T-Zellen,
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insbesondere unteU- und iTreg-Wachstumsbedingungen, hochregulienti&gch-Siebelt,

unveroffentlichte Daten].

Untersuchungen anhand zweier Krankheitsmodellegreautoimmunen Colitis und der
Experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EA&hes Tiermodells der Multiplen
Sklerose des Menschen, konnten die Rolle von CfEBEI Autoimmunerkrankungen
beleuchten. Berberich-Siebelt et al. fanden hemdass die Colitis bei Transfer von C/HBP
defizienten CD#4Zellen in lymphopenen Rezipienten schwerer vedied sich mehr IFN-
und IL-17-Produzenten in Milz und mesenterialen pyknoten fanden [Berberich-Siebelt,
unveroffentlichte Daten]. Hingegen konnten C/BBffiziente Tregs den Ausbruch der EAE
dampfen. So scheint intrinsische Abwesenheit von BEfE in den Tregs ihre
immunsuppressive Kapazitat oder die Anzahl Foxp3L0 produzierender Tregs zu steigern.
[Berberich-Siebelt, unverdtffentlichte Daten]

1.3  Zellzyklus und Apoptose

1.3.1 Zellzyklusregulation

Der Teilungszyklus der meisten Korperzellen umfagsr Phasen: Die Gl1-Phase des
Zellwachstums, darauffolgend die S-Phase der DNAlik&mn. In der anschlieRenden G2-
Phase erfolgt die Vorbereitung der Zelle auf digeetliche Mitose, die M-Phase. Mittels
verschiedener Kontrollpunkte, dem G1/S-, dem Gaikd dem Spindel-Kontrollpunkt, wird
der geordnete und korrekte Ablauf des Teilungszy/kjawahrleistet. So kann die folgende
Phase nur bei fehlerlosem Abschliel3en des vorherjeschnitts begonnen werden. Bei
Auftreten von Fehlern kommt es an diesen Punkterimar Verzogerung des Zellzyklus,
wahrend dieser entweder eine Behebung des Fehtgjischnist oder die Zelle in die Apoptose
eintritt. Nach Abschluss des Teilungszyklus istlar G1-Phase ein Ubergang der Zelle in die
Ruhephase, GO, mdglich. Aus dieser kann die Zelle bhin zu einem gewissen
Differenzierungsgrad wieder zuriick in den G1-Absithgehen. Der Ablauf des Zellzyklus
wird durch Cyclin-abhangige Kinasen (CDKSs) regulian besonderen CDK1, 2, 4, 5 und 6.
[Wagener 1999, Morgan 1997] Die Kinaseaktivitatnsir aktiv, wenn die CDK mit einer
regulatorischen Untereinheit, einem Cyclin, verlemdst. Hierbei sind vor allem die Cycline
A, B1, B2, D1 bis D3 und E relevant, die aul3er de@yatinen nur in bestimmten Phasen des
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Zellzyklus vorkommen. Daraufhin werden sie mittelsquitinvermittelter Proteolyse schnell
abgebaut. [Wagener 1999] In der G1-Phase sind Di@ym Verbindung mit CDK4 und 6
relevant, am Ubergang von spater G1- zur S-Phaskataplex aus E-Cyclin mit CDK2. Im
weiteren Verlauf wird E-Cyclin gegen A-Cyclin ausgescht, wonach in der G2- und M-Phase
vor allem CDK1 mit A- oder B-Cyclin von Bedeutung. iBie Aktivitat der CDKs im Laufe
des Zellzyklus spiegelt sich in der zunehmenderspiarylierung des Retinoblastomproteins
(RB) wider. [Wagener 1999] Die Aktivierung der merst€DK-Komplexe erfolgt durch
Phosphorylierung an einem definierten Threoninr@uirch Phosphorylierung an einem
zweiten Threonin- und einem Tyrosinrest, durch qubttischen Abbau des assoziierten
Cyclins oder durch Bindung mit CDK-Inhibitoren (CK]syclin dependent kinase inhibitors*)
konnen die CDKs inaktiviert werden. Bei Saugern wtfeeiden sich zwei Klassen CKis, die
der CIP-Familie (,CDK interacting protein“) (auch: Kbder WAF genannt) und die der INK-
4-Familie (,polypeptide inhibitors of CDK4 and CDK6'Zusammenfassend bewirken CDKs,
Cycline und CKils eine Integration verschiedener amdlularer Signale zu dem
Phosphorylierungsstatus des RB-Proteins, der wiedefur das Schicksal der Zelle,
Proliferation, Differenzierung oder Apoptose entsdiend ist. [Wagener 1999] Im Laufe der
G1-Phase wird das RB-Protein zunehmend an Serin-Timeoninresten durch CDKs im
Komplex mit Cyclinen, insbesondere E- und D-Cyatinghosphoryliert. Wahrend der Mitose
erfolgt wiederum eine Dephosphorylierung durch Phagasen. Nur im hypophosphorylierten
Zustand kann das RB-Protein mit seinen Bindungsparti@eragieren. [Wagener 1999,
Weinberg 1995] Zu diesen gehdren zahlreiche Trgmsimsfaktoren, unter anderem C/EBP
und MyoD1, die an Differenzierungsvorgangen beajegind sowie die Transkriptionsfaktoren
E2F1-3. Freies, nicht an das RB-Protein gebunde2€4 Eransaktiviert Gene, die fir den
Beginn der S-Phase und die DNA-Replikation notwensiigd, wie zum BeispieMyc,
Thymidinkinase, Dihydrofolatreduktase und DNA-Pobmasen. [Wagener 1999] Zahlreiche
Untersuchungen belegen die zentrale Rolle des Twpprsssors RB-Protein bei der
Regulation von Zellzyklus, Differenzierung und Apoge. So finden sich in den meisten
menschlichen Tumoren Verédnderungen in afferentegnaBivegen, die letztendlich zu
Phosphorylierung und somit Inaktivierung des RB-€ira fihren. Mutationen im RB-Protein
selbst finden sich in einer geringeren Zahl von ®ten wie dem Retinoblastom, in

Osteosarkomen und kleinzelligen Lungenkarzinoméfadener 1999]
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1.3.2 Exkurs: Die Rolle von C/EBBB bei Uberexpression von Cyclin D1

Die Arbeitsgruppe um Lamb befasste sich mit derkWfig einer Uberexpression von Cyclin
D1 auf die Genexpression in Tumoren [Lamb et &d320Uberexpression von Cyclin D1 findet
sich in zahlreichen Tumorarten. Die physiologiscti@emktionen von Cyclin D1 umfassen
einerseits die Aktivierung von CDK4 und CDK®6, die dietiale Phosphorylierung und
Inaktivierung von RB-Protein katalysieren. Dies filhwie oben beschrieben zu einer
Derepression von E2F-Zielgenen, die Proliferationdglichen. [Weinberg 1995, Lamb et al.
2003] Andererseits besitzt Cyclin D1 eine nichtkaische Funktion, indem es die CDK-
Inhibitoren p21 und p27 abfangt, so dass der KonBleelin E-CDK2 aktiv werden kann. Dies
fuhrt zu weiterer Inaktivierung des RB-Proteins. rfilaet al. 2003] Auch kann Cyclin D1
verschiedene Transkriptionsfaktoren ohne Beteiligumy CDKs aktivieren, wie in mehreren
Transfektionsanalysen gezeigt werden konnte [Latrdd. 2003]. In Zellkulturexperimenten
fanden Lamb et al. 21 Gene, die bei UberexpressionCyclin D1 aktiviert werden. Mittels
einer statistischen Kolmogorov-Smirnov-Analyse vofenexpressionsprofilen 190
menschlicher Tumore aus der ,Global Cancer M&CM) konnte gezeigt werden, dass die
D1-Expression mit der Expression der 21 zuvor deibdn Gene signifikant korreliert.
Auffallig ist, dass sich unter diesen Genen keigeé-Zielgene befinden. [Lamb et al. 2003] In
mehr als 500 Tumorarten und Zelllinien verschiede®atenbanken fand sich eine
Coexpression von C/EBRund Cyclin D1. Promotor- und Immunoblotanalyseigies, dass
C/EBP3 die Promotoren der Cyclin D1-Zielgene konstitutigprimiert. Durch direkte
Interaktion mit C/EBB kann Cyclin D1 dies antagonisieren. Aus Untersagen
verschiedener Tumoren geht hervor, dass die tueweigWirkung der Cyclin D1-
Uberexpression eher nicht ber E2F-Transkriptidisfan oder CDK-Wirkung vermittelt
wird, sondern vermutlich in einer Modulation demktion von C/EBPB besteht. [Lamb et al.
2003]

1.3.3 Myc/Mad/Max Transkriptionsfaktoren

An dieser Stelle soll kurz auf die Transkriptiongtaen Max (,Myc interacting factor X*),

Mad (beziehungsweise ,Max-dimerizing“, Mxd, naclueeNomenklatur) und besonders Myc

eingegangen werden [Diolaiti et al. 2014]. Sie sidee Mitglieder einer Familie von

basischerHelix-Loop-HelixLeucinzipper (bHLHLZ) Transkriptionsfaktoren, ditomo- und
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Heterodimere bilden kénnen und je nach spezifisttlechselwirkung Gene aktivieren oder
reprimieren kénnen, indem sie sog. E-Boxen in reégtilchen Sequenzen binden. Es handelt
sich um ein umfassendes Netzwerk von Transkripfaitsren, auch als Max/MIx (nach dem
1999 entdeckten ,Max-like protein x*) Netzwerk betmet [Diolaiti et al. 2014, Billin et al.
1999]. Sie stellen auf diese Weise eine Art funieites Modul dar, das Informationen tber
verschiedene Signalwege in genregulatorische Pmogewumsetzt. Sie sind an der Regulation
zahlreicher biologischer Prozesse wie Proliferatiomd Regeneration, Wachstumsstop,
Differenzierung und Zelltod sowie auch an der Steng metabolischer Vorgange
(insbesondere auf Seiten des MIx-Netzwerkes) hgttejlGrandori et al. 2000, Diolaiti et al.
2014] Zu Beginn der Entdeckung des Netzwerkes starieitenntnisse tber die Myc-
Onkogen-Familie. Die in den spaten 1970er Jahrtdeekten Myc-Proteine befinden sich vor
allem im Zellkern und ihre Expression korreliert iroliferation, Zellwachstum, Verlust von
Differenzierung und auch Apoptose je nach Zellad Kontext. [Pelengaris et al. 2002, Diolaiti
et al. 2014] Eine Deregulation von Myc-Proteinert biberexpression ist an der Entstehung
zahlreicher Tumore wie beispielsweise dem Burkittapjhom, dem Neuroblastom und dem
kleinzelligen Lungenkarzinom beteiligt [Diolaiti ef. 2014]. Myc gehdort zu dem Teil des
Netzwerkes, in dessen Zentrum Max liegt. Pardliefzu exisitiert das Netzwerk um MIXx,
einem Gegenspieler von Max, das ebenfalls mit Msatdhen (Mxd1l und Mxd4) sowie mit
MondoA- und MondoB-Proteinen interagiert [Dioladt al. 2014, Billin et al. 1999]. Die
Mitglieder des Max-Netzwerkes kénnen Uber ihre sdsrHelix-Loop-HelixMotive mit Max
dimerisieren, wobei sie spezifische DNA-Bindefahigkand transkriptionelle Aktivitat
erhalten. Max-Homodimere scheinen dies hingegent ¢ besitzen. [Grandori et al. 2000]
Genregulation durch das c-Myc-Max-Heterodimer witser Chromatinmodifikationen wie
Histonacetylierungen vermittelt. Beispiele fur danlzeichen Zielgene von c-Myc, die aktiviert
werden, sind Cyclin D2 und CDK2 sowie die Transkadiaitiationsfaktoren elF4 und elF2.
[Pelengaris et al. 2002] Allerdings wird heute dieeorie vertreten, dass c-Myc eher ein
Amplifizierer statt eines Spezifiziers fir Genexgsien ist [Littlewood et al. 2012, Lin et al.
2012, Nie et al. 2012]. Bei dereguiertdfgc, wie es in Tumorzellen typisch ist, sind allerding
durchaus differentielle Genexpressionsprofile enkam [Walz et al. 2014]. Dies wird tber
Affinitatsunterschiede der verschiedenen Erkennsegsenzen erklart. Mad-Max-Dimere
wirken gegensatzlich zu Myc, indem sie die durchcMtivierbaren Gene Uber Assoziation
mit Corepressoren wie SIN3 und Histondeacetylasemten. Ihre Expression korreliert mit
terminaler Differenzierung[Grandori et al. 2000] Interessanterweise kann «Myer
Regulation der Bcl-2-Familie und Cytochrom c-Freigatzmit nachfolgender Formierung des
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Apoptosoms aus Apaf-1 und Procaspase-9 Zellen dhiraiche apoptoische Stimuli wie
Mangel an Uberlebensfaktoren, Hypoxie, DNA-Schadiguder auch Aktivierung der
Apoptoserezeptoren wie CD95 sensitivieren [Partaateal. 2009, Pelengaris et al. 2002]. C-
Myc vermittelter Apoptose wird zumindest in T-Lymgayten und Lymphomen vor allem
durch das spater charakterisierte Protein Mnt gretggewirkt [Link, Hurlin 2014]. Auch Mnt
ist ein Max-Interaktionspartner, wird ubiquitdr expiert, zusatzlich in aktivierten
Lmphozyten hochreguliert und ist essentiell fur gre-proliferative Funktion von c-Myc
[Link, Hurlin 2014].

Innerhalb des p53-Signalweges nach DNA-Schadiguing) evMyc Uber das DNA-bindende
Protein Miz-1 an den Promotor des CDK-Inhibitors @@lrekrutiert. Hierdurch wird der
Promotor fiir Aktivatoren wie p53 geblockt. Uber sieHemmung der zytostatischen p53-
Antwort auf DNA-Schadigung kommt es zu einer Alegiting der Apoptosereaktion. So kann
c-Myc das Resultat der p53-Reaktion beeinflusserode et al. 2002] Eine weitere grolde
Anzahl an Genen wird entweder Uber Miz- oder c-NDMA-Erkennung durch den c-Myc-

(Max)-Miz-1-Komplex reprimiert [Walz et al. 2014].

1.3.4 Apoptose: Morphologie und Abgrenzung

In ihrer nun als klassisch geltenden Veré6ffentliopbbeschrieben Kerr, Wyllie und Currie 1972
erstmals auf elektronenmikroskopischer Ebene diephwmogischen Charakteristika einer
bestimmten Art von Zelluntergang, die sie als Apspt bezeichneten [Kerr et al. 1972].
Apoptose (von griechisaliro, weg, ab, herunter underv, fallen, wie z.B. das Herabfallen des
Laubs im Herbst) bedeutet einen streng geregatergieabhéangigen aktiven Vorgang, der in
einer Elimination der betroffenen Zelle muindet. Dieerfolgt ohne begleitende
Entzindungsreaktion; die Integritat des Gesamtasgars wird nicht beeintrachtigt. Dieser
Prozess dient der Aufrechterhaltung einer Zellhostase in vielen Geweben, spielt eine sehr
wichtige Rolle bei der Entwicklung und Differenziagivon Organen und ist beteiligt an der
Abwehr schadigender Einflisse. Nach Ellis et asém sich die von Apoptose betroffenen
Zellen wie folgt einteilen: Zellen ohne Funktionjedbeispielsweise im Rahmen der
Embryonalentwicklung entstehen, im Uberschuss redie Zellen, wie Blutzellen oder
Spermien, fehlentwickelte Zellen, Zellen, die ihrAufgabe erfillt haben, wie
Endometriumzellen und Zellen mit schadigender Wakuwie z.B. autoreaktive T-

Lymphozyten und Tumorzellen [Ellis et al. 1991, Wagr 1999]. Viele Erkenntnisse Uber
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Apoptose wurden anhand von Untersuchungen des wades Caenorhabditis elegans
gewonnen, bei dem das Schicksal der einzelnenrZgidmau beobachtet werden kann. So
gehen von seinen insgesamt 1090 somatischen Zdlean genau definierten Zeitpunkten im
Laufe seiner Entwicklung durch programmierten Dellzugrunde. Dieser Prozess ist zwischen
Wirmern weitgehend identisch und die Parallelen Albtauf der Apoptose in Saugern zeigen,
dass es sich hierbei um einen in der Evolutiondgelste hochkonservierten und streng
regulierten Vorgang handelt. [ElImore 2007]

Morphologisch kommt es in der frihen Apoptose ztstzu einer Zellschrumpfung und
Pyknose, der eine Kondensation und Fragmentierueg @hromatins mit peripherer
Ablagerung unter der Kernmembran zugrunde liege. Zslle 16st sich aus ihrem Zellverband
heraus. Des Weiteren zeigen sich blasige Veranderumer Plasma- und Kernmembran
(blebbing. Schliellich fuhrt der Prozess zur Fragmentierdag Zelle in sog. Apoptotische
Korper, die von umgebenden Makrophagen und and2edlen aufgenommen werden.
Wahrend des apoptotischen Vorgangs bleiben dieo@ahellen weitgehend morphologisch
intakt und insbesondere kommt es zu keinem Austoitt Zellflissigkeit in das umliegende
Gewebe, was eine Entzindungsreaktion zur Folges.hfit¥agener 1999, Elmore 2007]
Aktivierung von Proteinasen, den sogenannten Caspsgwie endogenen, kalzium- und
magnesiumabhangigen Nucleasen fuhrt zu einer Datioad der Zell-DNA zu
charakteristischen Fragmenten von 50-300 kb, die eiektrophoretisch als apoptosetypische
DNA-Leitern nachweisen lassen. Aktivierung von TBglntaminase fuhrt zu
Proteinquervernetzungen. Um eine frihzeitige Phggse der betroffenen Zellen zu
ermdoglichen, finden sich auRen an der Plasmamemapaptosetypische Marker. Diese
umfassen vor allem die Verlagerung des normalemieisenliegenden Phosphatidylserins an
die Membranaul3enseite oder die Exposition bestimrRi®teine wie Annexin V und
Calreticulin [ElImore 2007, Wagener 1999]. An dieS&zlle muss noch erwéhnt werden, dass
neben der ,klassischen® Apoptose noch andere Forohe programmierten Zelltodes

existieren [Elmore 2007].

Deutlich unterscheidet sich Apoptose von der Nekretnem relativ ungeregelten, passiven
und energieunabhangigen Prozess des Zelluntergdvi@stend im Zellverband meist nur
einzelne oder kleine Gruppen von Zellen von Apoptostroffen sind, kdnnen auch gréRRere
Zellmengen nekrotisch werden. Die Zellen schwedlendie Organellen, der Zellkern und die
Zellmembran werden zerstért, wobei der Zellinhateigesetzt wird. Dies hat eine
Entztindungsreaktion zur Folge. [EImore 2007] Zwad slie beiden Vorgange, Apoptose und
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Nekrose sehr verschieden, doch scheinen sie behiigler Mechanismen Gemeinsamkeiten
und Uberlappungen aufzuweisen, was Zeiss als ,App@pNekrose-Kontinuum* beschreibt

[Zeiss 2003]. So wurde beispielsweise beobachass dpoptotische Zellen bei intrazellularem
ATP-Mangel oder bei abnehmender Verflgbarkeit vosp@aen nekrotisch werden [Zeiss
2003, Elmore 2007]. Die Ursachen von Nekrose wirketweder tber einen Zusammenbruch
des zellularen Energiehaushalts oder Uber diregtédgungen der Zellmembranen [Elmore
2007].

1.3.5 Caspasen

Die Proteinfamilie der Caspasen ist fur den Ablaaif Apoptose von zentraler Bedeutung. Es
handelt sich um Cysteinproteasen, die spezifisdbsttate nach einem Aspartatrest spalten,
daher die Bezeichnung ,Caspase&lygtein-dependeraspartate specific protese*)[Stennicke,
Salvesen 2000, Alnemri et al. 1996]. Die zuershidizierte Caspase war das ,Interleukifi-1
converting Encyme® (ICE), das fur die Il31Reifung verantwortlich ist und somit einen
wichtigen Entziindungsmediator darstellt [Black etl8B9, Kostura et al. 1989, Cohen 1997].
Die strukturelle Ahnlichkeit mit dem Produkt desd-3Gens von C. elegans sowie die
Beobachtung einer erhdhten, durch Bcl-2 oder CrmA rhiearen Apoptoserate bei ICE-
Uberexpression wiesen auf dessen wichtige Bedetftimden programmierten Zelltod hin
[Cohen 1997, Miura et al. 1993]. Es folgten zahheitdentifikationen neuer Mitglieder dieser
Proteinfamilie, die in einer einheitlichen Nomeriklain der Reihenfolge ihrer Entdeckung
zusammengefasst wurden [Alnemri et al. 1996]. Heind insgesamt 15 Caspasen in Saugern
bekannt [Chowdhury et al. 2008]. Diese kénnen in@rappen eingeteilt werden: Die Gruppe-

| Caspasen bezeichnen die inflammatorischen Caspakenan Entzindungsreaktionen
beteiligt sind. Sie umfassen Caspase-1, -4, -5,-112,,-13 und Caspase-14, die jeweils eine
grol3e Prodoméane besitzen. Gruppe-Il beeinhalterApaptose-Initiator-Caspasen, namlich
Caspase-8 und -10, die DEMe@ath effector domainDomanen besitzen und die CARD
(caspase-recruitment domaibomanen tragenden Caspase-2 und -9. lhre Prodoméisen
eine Groél3e von mehr als 90 Aminosauren auf. Diepfgse-Effektorcaspasen, Caspase-3, -6,
und -7 gehoren zu der Gruppe-lll. Sie besitzen &irmdoméanen. [Chowdhury et al. 2008]
Die proapoptotische Caspase-15 enthéalt DED- und CARMiche Doménen, existiert jedoch
nicht im murinen oder humanen Genom [Eckhart e2@D5, Chowdhury et al. 2008]. Diese

Einteilung der Caspasen stellt jedoch nur eine Viéaehung bzw. lediglich ein orientierendes
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Schema dar. So finden sich zahlreiche funktionelllberschneidungen zwischen
inflammatorischen und proapoptotischen CaspasenCagpase-11) sowie auch verschiedene

Funktionen der einzelnen Proteine in unterschibdlicZellarten [Chowdhury et al. 2008].

Caspasen werden zunachst als inaktive Zymogene etigidint. Strukturell bestehen sie in
diesem Zustand als einzelne Polypeptidketten veBS3RD aus insgesamt drei Anteilen: Die
17-21 kD schwere zentrale Domane (p20) enthéltgdafle katalytische Untereinheit. C-
terminal befindet sich die 10-13 kD schwere sogirid katalytische Untereinheit (p10). An der
N-terminalen Seite liegt eine 3-24 kD schwere Prodloe, die als Todesdoméangeéth
domain DD) bezeichnet wird. Sie kann aus 22 bis Uber&®hosauren bestehen und enthalt
je nach Caspase die DED und die CARD Domanen. Hidibeen die nur in Caspase-8 und -
10 enthaltenen DED Domanen dazu, die Caspasen (dagtdrmolekile wie FADD (,Fas-
associated death domain“) an intrazellulare Rezapterle zu rekrutieren und so ihre
Aktivierung zu ermdglichen [Eberstadt et al. 1998lich die CARD Doméanen vermitteln
Protein-Protein Interaktionen, hier insbesonderesawen Caspase-9 und Apaf-1 [Qin et al.
1999]. Bei einigen Caspasen befindet sich zwischerpd@- und der p10-Untereinheit ein
kleines Verbindungsstiick [Chowdhury et al. 2008¢ Daspasen werden normalerweise durch
Spaltung im Bereich dieser Verbindungsregion aktiyvigobei in manchen Fallen ein kleines
Verbindungssegment freigesetzt wird [Stennicke v&an 2000]. Hierdurch entsteht ein
heterodimeres Enzym, das mit einem weiteren Hetexeddie aktive tetramere Formation
bildet [Stennicke, Salvesen 2000]. Die Mechanism@nCaspaseaktivierung, die Homo- und
die Heteroaktivierung, sowie die verschiedenen &igege und Aktivierungskaskaden mit

einigen Inhibitoren sollen im Gbernachsten Untettiehpéaher betrachtet werden.

1.3.6 Bcl-2-Proteine

Die Mitglieder der Bcl-2-Familie stellen wichtige gdatoren der Apoptose dar. Besonders
sind sie im sog. intrinsischen Signalweg beteiligisitzen jedoch auch im extrinsischen Weg
wichtige Funktionen. Namensgeber der Gruppe ist &% 2Gen (BCL, ,B-Cell-
Lymphoma“), das als Onkogen der t(14; 18)-Trandiokain follikularen Non-Hodgkin-
Lymphomen entdeckt wurde. Durch die Translokatieragdas Gen von Chromosom 18 unter
die Kontrolle eines Enhancers im Immunglobulin-Serekettenlokus auf Chromosom 14,
wodurch seine Transkription aktiviert wird. [Wagei899]
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Die Proteinfamilie besteht aus mindestens 20 Mitigrn, die sich strukturell und auch
funktionell in insgesamt drei Klassen einteilerskas [Cory, Adams 2002]. Allen gemeinsam
ist, dass sie mindestens eine der vier konsemidBid-2-Homologiedoméanen (BH1-BH4)
enthalten. Die Bcl-2-Proteine wirken entweder apsgfiordernd oder -hemmend. Die
antiapoptotischen Mitglieder, unter ihnen Bcl-2, Bcl-Bcl-w, Bfl-1/A1 und Mcll enthalten
alle — obwohl mit unterschiedlich guter Auspragunygier Bcl-2-Homologiedomanen sowie
eine Transmembrandomane. Die proapoptotischen iReotemfassen die beiden anderen
Gruppen: die Bax-Familie, die BH1, BH2 und BH3 en#ralind die BH3-Gruppe, deren
Mitglieder nur die BH3-Doméne besitzen. AulR3er denBBHotein Bid weisen all diese auch
einen Membrananker auf. Die Bax-Familie umfasstMiiglieder Bax, Bad und Bok. Unter
den BH3-Proteinen befinden sich Bid, Bim, Bik, Bad, Bidfk, Noxa und Puma. [Cory,
Adams 2002] Grob orientierend kann man sagen, daes8H3-Proteine als intrazellulare
Apoptoseliganden proximal der Bcl-2-Multidoménertpnoe agieren und mit proximalen
Signaltransduktionswegen in Verbindung treten kanRanger et al. 2001]. Sie scheinen als
Stérungssensoren zu dienen und (mit moglicher Auseavon Bid) die antiapoptotischen

Proteine direkt antagonisieren zu kénnen [Cory, Asl2602].

Die Aufgabe der meisten Multidomanenproteine himgegcheint in der Aufrechterhaltung
oder Zerstérung der mitochondrialen Integritat eatbhen [Ranger et al. 2001]. Bcl-2 befindet
sich auch in gesunden Zellen auf der zytoplasnaisc Seite der &ulReren
Mitochondrienmembran, des endoplasmatischen Retikailund der Kernmembran, wahrend
die anderen antiapoptotischen Proteine nur benemgotoxischen Signal mit den Membranen
verbunden sind [Cory, Adams 2002]. Sie erhaltenM@mbranintegritat und verhindern so
direkt oder indirekt die Freisetzung von Cytochromaus den Mitochondrien, das zu einer
Aktivierung der Caspasekaskade fuhren wirde [Wagé&d@9]. Deletionsstudien zeigen die
essentielle Rolle von Bcl-2 bei der Nierenentwicklungd der Aufrechterhaltung der
Lymphozytenhomdostase, wo es insbesondere fiir daddben reifer T- und B-Lymphozyten
notwendig ist [Ranger et al. 2001]. Vermindertes lléhen von CDACD8" Thymozyten in
Abwesenheit von Bclixbei unbeeinflussten reifen T-Zellen stimmt mitezithnohen Bcl-x-
Expression und niedrigem Bcl-2 in diesen Thymozyted umgekehrtem Verhaltnis in reifen
Lymphozyten Uberein [Ranger et al. 2001]. Das fr@iet CD8-Stadium der Thymozyten
wiederum ist Bcl-2-abhangig. Generell ist die BdE@pression in der T-Zelllinie essentiell fur
die Homoostase und wird Uber IL-7Rezeptor-vermét8ignale reguliert, wahrend Bcl-xL und
Bcl2A1 TCR-, also aktivierungsabhangig sind. [Patral€2013, Koenen et al. 2013].

28



Da die BH3 Proteine ohne Bax und Bad keinen Zelltodltsen k&nnen, missen sie
stromaufwarts von diesen agieren. Die Anwesenlmitentweder Bax oder Bad scheint fir
den Zelltod der meisten Zellen notwendig zu seibetUPorenbildung scheinen sie fir die
Membranpermeabilitdt der Mitochondrien fur Cytoaghr@ verantwortlich zu sein [Cory,
Adams 2002]. Bad sei auch in der Lage, Uber Heterexdsation mit Bcl-2 und Bclixderen
antiapoptotische Wirkung aufzuheben [Elmore 2008 1995].

Das BH3-Protein Bid stellt eine Briicke zwischen derepéorvermittelten extrinsischen und
dem intrinsischen mitochondrialen Signalweg zur ptpse dar. Durch Spaltung durch
Caspase-8 kann es aktiviert werden und fihrt zu d@ytom c-Freisetzung aus den
Mitochondrien mit nachfolgender Aktivierung der Caspkaskade [Ranger et al. 2001].
Sowohl intaktes als auch gespaltenes Bid konnen Bii/Al Uber die BH3-Domane

gebunden werden. Bfl-1/A1 kann damit eine Interakton Bid mit Bak oder Bax an der
auf3eren Mitochondrienmembran verhindern. So veresadie Zelle vor rezeptorvermittelter

Apoptose zu schitzen. [Werner et al. 2002]

Die BH3-Proteine Puma und Noxa, die beide durch ip8Bziert werden, stellen wichtige
Vermittler der durch p53 vermittelten Apoptose emore 2007]. P53 wird nach David Lane
als ,Wachter des Genoms" bezeichnet, da es insdeseurch DNA-Schadigungen induziert
bzw. aktiviert wird [Lane 1992]. Dies geht mit emeStopp der Zelle in der spaten G1-Phase
des Zellzyklus oder mit Apoptose einher [Wagen&9]9Hierbei scheint Puma tber verstarkte
Expression von Bax zu wirken und Noxa an den Mitochi@n mit antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinen zu interagieren [Elmore 2007].

1.3.7 Signalwege zur Apoptose

Die wichtigsten Signalwege zur Apoptose sind deepéorvermittelte oder extrinsische Weg,
der mitochondriale oder intrinsiche Signalweg undr dPerforin/Granzym Signalweg.
Ausgenommen des Granzym A-Weges minden alle diegg\id derExecution Pathwayin
die gemeinsame Endstrecke mit Aktivierung der Htfmtaspasen und Auslosen der

zytomorphologischen Veranderungen in der apoptugis@elle. [EImore 2007]

Der extrinsische Signalweg wird Uber Ligandenbirglian Transmembranrezeptoren der
Familie der TNF-Rezeptorfamilie (TNF: Tumornekros@da) initiiert. Diese besitzen

strukturell ahnliche cysteinreiche extrazellulareniinen und homologe zytoplasmatische
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Domanen, die auch als D-Domdanededth domains bezeichnet werden. Am besten
charakterisiert sind CD95 (auch Fas oder Apol gdhamd der TNF-Rezeptor 1 (TNFR1).
[Ashkenazi, Dixit 1998] Man unterscheidet zwei wigdene Mechanismen der Aktivierung
der Caspasen, die Homoaktivierung und die Hetendekting [Stennicke, Salvesen 2000].
Homoaktivierung, d.h. die Fahigkeit, sich selbsprozessieren, scheint ein Mechanismus der
Aktivierung der Initiatorcaspasen zu sein. Insbesoe Caspase-8 scheint eine hohe
autokatalytische Aktivitdt zu besitzen [Stennickgalvesen 2000]. Beispielhaft fur den
extrinsischen Weg soll die Aktivierung tber CD95x&dargestellt werden. Der trimere Ligand
CD95L (CDXXX) bindet drei CD95-Monomere, wodurch sidhren zytoplasmatische D-
Domanen aneinander lagern. An die D-Doménen bitaetufhin das Adaptormolekil FADD
(,FAS-associated death domain®), das eine DED-Danéagt, die mit einer DED-Doméne
der Procaspase-8 assoziiert. Durch die raumlichhee@r Procaspase-8-Molekiile wird deren
Autokatalysierung im Sinne einer Homoaktivierunghéglicht, was in einer Aktivierung der
Caspase-8 mit nachfolgender Aktivierung der Effetdgpasekaskade resultiert. [Wagener
1999, Stennicke, Salvesen 2000] Auf ahnliche Weigdgt Aktivierung von Caspase-10. Das
Protein c-FLIP, das ebenfalls eine DED-Domane trégiteint als kompetitiver Inhibitor von
Caspase-8 und -10 zu wirken, indem es mit FADD aissbaind so die Bindung der
Procaspasen an FADD verhinde[Stennicke, Salvesen 2000] Ein weiterer negativer
Regulator, der die Prozessierung von Caspase-8 hindern scheint, ist das Protein Toso
[EImore 2007]. Der extrinsische Signalweg Uber C3®%ir die Deletion aktivierter T-Zellen
am Ende einer Immunantwort, fur die Beseitigungsimfizierter oder maligner Zellen durch
zytotoxische T-Zellen oder Naturliche Killerzellemnd fur die Elimination von
Entztindungszellen in bestimmten Geweben wie deneAog grol3er Wichtigkeit [Ashkenazi,
Dixit 1998].

Ein ahnlicher Mechanismus der Homoaktivierung liegt Zentrum des intrinsischen
Signalweges. Wéahrend die apoptotischen Signalegeheextrinsischen Weg aktivieren, von
aullerhalb der Zelle Uber Rezeptoren vermittelt werderd der intrinsische Weg Uber
intrazellulare Signale vermittelt. Diese kdnnen sbixauf eine negative Art und Weise als auch
positiv wirken. Die negativ wirkenden Signale stallein Wegfallen von Apoptosehemmung
dar, wie es beispielsweise durch die Abwesenhert kestimmten Wachstumsfaktoren,
Hormonen oder Zytokinen vermittelt werden kann.ifRowirkende Ursachen des intrinsischen
Apoptoseweges sind unter anderem ChemotherapeBgk#&rahlung, freie Radikale oder auch
virale Infektionen. [Elmore 2007] Hierbei spielere dMitochondrien sowie die im vorigen

Kapitel beschriebenen Mitglieder der Bcl-2-Fam#ime essentielle Rolle. Freisetzung von
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Cytochrom c¢ aus dem Intermembranraum der Mitochiendfuhrt zu Aktivierung und
Oligomerisierung des Adaptormolekils Apaf-1 (,Apogs activating factor 1), wodurch
CARD-Doméanen freigelegt werden, mit der Procaspaséb@r ihre CARD-Doméne
interagieren kann. [Wagener 1999] Die Formation aligomerisierten Apaf-1-Proteinen,
Cytochrom c und Caspase-9 wird auch als Apoptosamitienet [Zou et al. 1999]. In dieser
Formation kommt es zur Homoaktivierung von Caspaset$hachfolgender Aktivierung der
Effektorcaspasen. Neben Cytochrom ¢ werden auchc/nadlo und die Serinprotease
HtrA2/Omi aus den Mitochondrien freigesetzt, die ekib eine Hemmung der
Apoptoseinhibitoren 1APs (,inhibitors of apoptosigiroapoptotisch wirken [Elmore 2007].
Bcl-2 wirkt als Inhibitor dieses Apoptoseweges, imdes die aul3ere Mitochondrienmembran
stabilisiert und so die Freisetzung von Cytochrorerhindert. Spatere Untersuchungen fanden
heraus, dass jedoch die Bildung des Apoptosoms patJA Cytochrom ¢ und Caspase-9 flr
die Durchfuhrung der Apoptose auf dem intrinsisgrdeirch Bcl-2 kontrollierten Weg nicht
essentiell notwendig ist. Es scheint sich vielmelnn eine Amplifizierungsschleife der
apoptotischen Signale zu handeln als um einerataitider Caspasekaskade selbst. [Marsden
et al. 2002] Dies verweist darauf, dass Bcl-2 nebeimer Rolle an der mitochondrialen
Membran weitere Funktionen besitzt. So scheintieb &aspaseaktivitdten zu regulieren, denn
Apoptose unabhangig von der Bildung des Apoptosoomeist auf Caspaseaktivitdt zu
beruhen, wobei moglicherweise Caspase-7 eine wehidfektorrolle spielen kdnnte.
[Marsden et al. 20Q2

Untersuchungen verweisen in diesem Zusammenhangireiizentrale Rolle der Caspase-2,
die aufgrund des unscheinbaren Phénotyps der entsprdenKnockoutTiere auch als
»Cinderella-Caspase” bezeichnet wird [Kumar, Vaux ZJ0Go scheint sie flr durch DNA-
Schadigung induzierten Zelltod in zahlreichen Zellessentiell. Sie zeigte sich fur die
Translokation von Bax zu den Mitochondrien sowie Breisetzung von Cytochrom ¢ und
Smac/Diablo verantwortlich [Lassus et al. 2002]hlZeiche weitere Untersuchungen stitzen
die These, Caspase-2 stelle mehr als Caspase-9 mkaeaCaspase dar, aber fir beide
Caspasen gilt, dass sie als Amplifikationsschleié@eh konnen. [Kumar 2009, Kumar, Vaux
2002]

Eine Variante der T-Zell-Zytotoxizitat stellt deeforin/Granzym-Signalweg zur Apoptose dar
[EImore 2007]. Hierbei kénnen Tumorzellen oder sindizierte Zellen zundchst durch
Freisetzung porenbildender Molekiile wie Perfortackiert werden. Durch diese Poren erfolgt

dann eine Freisetzung zytoplasmatischer Granuédei Serinproteasen Granzym A oder
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Granzym B enthalten, in die Zielzelle. Granzym B kairerseits direkt Molekile spalten und
aktivieren, wie beispielsweise Procaspase-10 o@&DI (,Inhibitor of Caspase-Activated
DNase"), durch Spaltung von Bid den mitochondrial#leg mit Cytochrom c-Freisetzung
aktivieren oder auch direkt die Effektorcaspaséd®igren. [ElImore 2007] Granzym A wirkt
Uber Aktivierung caspaseunabhangiger Signalwegeingigesondere tber Desinhibition der
DNase NM23-H1, was zu apoptotischer DNA-Degradatiidmt [Elmore 2007].

Die Effektorcaspasen dienen dazu, durch die Kaskaee Aktivierung die Apoptosesignale
zu amplifizieren und Uber Aktivierung von weiteréiroteasen und Endonucleasen die
morphologischen Veranderungen der Apoptose ausauldisr Aktivierungsmodus ist der der
sogenannten Heteroaktivierung. Sie sind somit ven thitiatorcaspasen oder anderen
Proteasen abhangig. So konnte am besten gezeidemyeldass Caspase-8, Caspase-10 und
Granzym B die Caspasen-3 und -7 durch Spaltung ekginikonnen. [Stennicke, Salvesen
2000] Neben diesen beiden wird auch Caspase-6 zuEdffektorcaspasen gezahlt. Die
Substrate der Effektorcaspasen umfassen u.a.&ell8trukturproteine wie Actin und Lamine,
das DNA-Reparaturenzym PARP (Poly-ADP-ribose-Polyserand ICAD, den Inhibitor der
Endonuclease CAD. Dieser wird insbesondere durch &asp gespalten, wodurch CAD
aktiviert wird, was zu apoptotischer DNA-Degradationd Chromatinkondensation fihrt.
[Elmore 2007]
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Abbildung 1.3: Schema der Caspasekaskade [aus Chowdry et al. 2008]. Uberblickartig
dargestellt sind der intrinsische und der extritgésSignalweg sowie der im Text nicht erwéhnte \Wegr das
endoplasmatische Retikulum mit Ca-Freisetzung utdivi®rung der Protease Calpain. IAP (,inhibitor of
apoptosis proteins®) sind eine Familie zellulareotBine mit apoptoseinhibitorischer Wirkung. CrmgX ein
Serpin des Vacciniavirus, ein starker Inhibitor v@aspase-1 und Caspase-8. GranB (Granzym B). Dt&@ath
inducing signaling complex) meint den Komplex auisnerisiertem aktivierten Rezeptor, z.B. CD95, dem
Adapterprotein FADD und Caspase-8. Nicht dargdsistl die im Text erwédhnte Verbindung zwischen
rezeptorvermitteltem und intrinsischem Weg tberRBld8-Protein Bid. [Chowdhury et al. 2008]

1.3.8 Zelltod in T-Zellen

Taglich werden aus dem Thymus der Maus ungefahZdlen in einen T-Zell-Pool von 8-
10x10 Zellen freigesetzt [Khaled, Durum 2002]. Dies h#éé dass pro Tag 4d-Zellen
differenzieren oder sterben missen, damit die Gesdlmahl stabil bleibt. Die Regulation
dieser Zahl geschieht nicht Gber die Vorlauferzellsondern Uber das Gleichgewicht von
Proliferation und Zelltod in der Peripherie. [Khdy®urum 2002] Apoptose der T-Zellen dient
somit dem Erhalt einer Homdostase und der Selles#iot. Wahrend der positiven Selektion
werden Zellen, die keinen funktionellen T-Zell-Reteg TCR) ausgebildet haben, aufgrund
eines Mangels an Uberlebenssignalen bzw. an Apeipiuibition einen sogenannten Tod
durch Vernachlassigungdath by negleterleiden. Im Rahmen der negativen Selektion dient
Apoptose der Beseitigung selbstreaktiver ThymozyRathologische Apoptose, d.h. ein zu viel
oder ein zu wenig, resultiert in Immundefizienz, téimmunitat und Krebserkrankungen.
[Opferman, Korsmeyer 2003] Eine Immunantwort vetléuverschiedenen Phasen: Zunachst
kommt es zu einer Expansion, einer starken Vernmghantigenspezifischer Lymphozyten.
Dies ist stark von kostimulatorischen Molekilen W2iB28 auf T-Zellen abhangig, mit deren
Hilfe Zytokine und antiapoptotische Molekile inderz werden. [Opferman, Korsmeyer 2003]
So scheint Kostimulation mit CD28 den Caspase-8-Itdrili-LIP und Bcl-x zu induzieren
und die Expression von CD95L (Fas-Ligand) zu verbindKirchhoff et al. 2000]. In der am
Ende der Immunantwort stattfindenden Phase derrikindn fihren Signaltransduktion tber
CD95 (Fas) und abnehmende Aktivierung tber den TQ@Rliskostimulatorischen Molekiile,
was Uber eine Verschiebung des Gleichgewichts heispro- und antiapoptotischen Proteinen
wirkt, zur Apoptose des Grol3teils der aktiviertatigenspezifischen Lymphozyten. Die dritte

Phase der Immunantwort betrifft die Ausbildung ‘anglebenden Gedachtniszellen, wobei
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insbesondere IL-7 und IL-15 wichtige Rollen spielgdpferman, Korsmeyer 2003] Bei der
Apoptose von T-Zellen sind sowohl der extrinsis@ie auch der intrinsische Signalweg
beteiligt. Wahrend eine verzdgerte Form des Ze#isodber intrinsische Signalwege inl¥
und Tu2-Zellen gleich verlauft, scheinemd-Effektorzellen gegentber einer schnellen CD95-
mediierten Apoptose unempfindlicher zu sein al§-Zellen. Grund hierfur mag eine erhéhte
Produktion von FAP-1, einer Fas-assoziierten Phatsigle in F2-Zellen sein, die den
rezeptorvermittelten Weg zu hemmen vermag. [Zhdra). 4997] Insgesamt ist die Apotose
aber ein wichtiger Bestandteil der T-Zellregulatwéhrend Entwicklung, Homoostase und

Aktivierung, so dass ihr detailliertes Verstandfisl immunologischer Forschung ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reaktionssysteme

- Acrylamid

- AEBSF (Pefabloc SC)

- Agar-Agar

- Agarose

- Ampicillin

- Annexin V-PE

- APS (Ammoniumpersulfat)
- B-Glycerophosphat

- B-Mercaptoethanol

- Bacto-TryptonM

- BioRad Protein Assay (5 x Bradford Reagenz)

- Borsaure

- Bromphenol Blau
- BSA Fraktion V (Rinderserumalbumin)

- Chloroform

- DEPC (Diethylpyrokarbonat)
- Dinatriumhydrogenphosphat

- D-Luziferin

- DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle-Medium)
- DMSO (Dimethylsulfoxid)

- dNTPs (desoxy-Nukleosid-Triphosphate)

- DTT (1,4-Dithiothreitol)

- ECL Western blotting analysis system

- EDTA

- EGTA

- Essigsaure
- Ethanol
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- Ethidiumbromid (EtBr) Sigma-Aldrich

- FCS (Fetales Kalberserum) Gibco BRL

- Ficoll Amersham Pharmacia
- Gelextraktionskit jetsorb Genomed

- Glycin Merck Eurolab

- Glyzerin (87%) Carl Roth

- G418 Hoechst

- Harnstoff Carl Roth

- Hefeextrakt

- Hepes (N-(2-Hydroxyethyl) Piperazin-N"-

(3-Propansulfonsaure)) Carl Roth

- lonomycin Sigma-Aldrich

- Isoamylalkohol Carl Roth

- Isopropanol (2-Propanol) Carl Roth

- Kaliumazetat Carl Roth

- Kaliumchlorid Sigma-Aldrich

- Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich
- Kaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich
- Kaliumhydroxid Carl Roth

- Kalziumchlorid Carl Roth

- L-Glutamin Gibco BRL

- Leupeptin Hydrochlorid Roche Applied Science
- Magermilchpulver diverse Hersteller
- Magnesiumazetat Sigma-Aldrich
- Magnesiumchlorid Carl Roth

- Magnesiumsulfat Carl Roth

- Manganchlorid Fluka

- MES (2-N-Morpholinoethansulfonsaure) Sigma-Adtr

- MOPS (4-Morpholinpropansulfonséaure) Carl Roth

- Natriumazetat Merck Eurolab
- Natriumazid (Nal) Merck Eurolab

- Natriumchlorid Carl Roth

- Natriumfluorid Sigma-Aldrich

- Natriumhydrogenphosphat Merck Eurolab
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- Natriumhydroxid

- Natriumpyruvat

- NucleobondM-kit zur Plasmidisolation
- PEG (Polyethylenglykol) 4000

- Penicillin

- Phenol (mit TE aquilibriert)

- Plasmid-DNA Isolationskit (Maxi)

- Plasmid-DNA Isolationskit (Mini)

- PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

- Ponceaurot

- Polybren (Hexadimethrinbromid)

- poly di/dC
- PolyfectM

- Protease-Inhibitor-Tabletten (“complete Mini”)
- radioaktive Nukleotideyf? —P-ATP,

a32-P-dCTP,a%%-P-UTP)

- RNAse — Protektions-Analyse-Kit (RiboQuant

- RPMI 1640
- Rubidiumchlorid

- Salzsaure

- SDS (Natriumdodecylsulfat)

- Sephadex G50

- 7-AAD (7-Amino-actinomycin D) (6&Hs/N13016)

- Streptomycinsulfat

- Sulfosalicylsaure

- TEMED (N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin)
- TPA (12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat)

- Transfektionsreagenzien (Superféeyt

- Trichloressigsaure

- Tris(2-Amino-2-(Hydroxymethyl)-1,3-Propandiol)

- Triton X-100 (Alkylphenylolyethylenglykol)

- Trizol-Reagenz
- Trypanblau 0,1%

- Tween 20
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- 4-Hydroxytamoxifen (@H29NO>) Sigma-Aldrich

- Wasserstoffperoxid (#D.) Carl Roth
- Xylencyanol Serva
- Zeocin InvitroGen

2.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterial

- Autoklav Stiefenhofer

- Brutschrénke Nunc, Heraeus

- Eismaschine Genheimer

- FACScan (Durchflusszytometer) Becton Dickinson

- Gefrierschranke (-20°C; -70°C) Privileg, Bosch

- Gelkammern Stratagene, Hoefer

- Geltrockner BioRad, Hartenstein

- Heizblocke Hartenstein

- Kiihlzentrifugen Heraeus

- Lichtmikroskope Olympus, Leica

- Mikroliter Pipetten Eppendorf, Brand

- Mikrozentrifugen Eppendorf

- pH-Meter Hartenstein

- Phospho-Imager Molecular Dynamics

- Rotoren (JA-10, JA-14) Beckman

- Schittelinkubator Hartenstein

- Szintillations-Mel3geréat Canberra Packard

- Spannungsquelle Amersham Pharmacia
Biotech

- Spektralphotometer Amersham
Biotech

- Sterilbank Heraeus, Gelaire

- Stickstoff-Tanks tec-lab

- Ultrazentrifuge Beckman

- UV-Stimulationsgerat UVT-20M Herolab

- Vortexer Hartenstein

- Waage Precisa 300 MC Sartorius, Hartenstein
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- Wasserbader Hartenstein

- Wasser-Entsalzungsanlage (MilliQ-Plus) Millipore

- Zdhlkammer (Neubauer improved) Brand

- Reagiergefal3e (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf

- Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner bizepNunc
- 2 ml Kryotubes Greiner bio-one

- Einmalkanulen (266&%; 0,45x10 mm) Hartenstein

- Einmalkuvetten Hartenstein

- Einmalspritzen (1 ml, 20 ml, 20 ml) Hartenstein

- Gewebekulturflaschen (50 ml, 250 ml) Greiner bre

- Gewebekulturschalen (60 mm, 90 mm) Falcon, Gredieeone
- Glaswaren Schott

- Parafilm Hartenstein

- Pipettenspitzen Eppendorf

- Rontgenfilme (13x18 cm) Kodak

- Sterilfilter (0,2uM, 0,45uM) Schleicher & Schuell
- Whatman Papier Hartenstein

2.1.3 Gewebekulturzellen und Bakterien

EL-4 T-Zellen entstammen einem murinen, mittels 9,10-dimethyldeAzanthrazen indu-
zierten T-Zell-Lymphom. Nach einer Stimulation rRihorbolester sezerniert diese Zelllinie
Zytokine wie IL-2, IL-3, IL-4 und IL-10 sowie den r@nulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF). Sie wurden bezogen der American Type Culture
Collection (ATCC), ATCC Nr. TIB-39.

293-Zellen sind durch einen Adenovirus des Typs 5 (Ad 5)dfammierte primare humane
embryonale Nierenzellen [Graham et al., 1977]. ®igslllinie wachst sowohl adharent als
auch in Suspensionskulturen. Sie ist auch unter Biereichnungen HEK 293 oder nach
Einflgung des SV40-T-Antigens als 293T bekannt.v8ieden bezogen von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMIZSMZ Nr. ACC 305.

Die Bakterien zur Vermehrung der Plasmid-DNA wurden von Stratageezogen. Bei dem

verwendeteriEscherichia coli (E.coli) StammDH5e wird durch eine Mutation im recA-Gen
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die genetische Rekombination unterdrickt. Zur Vemwmetp der retroviralen
Expressionsvektoren und von Plasmiden mit einef3&ub 9 Kilobasenpaare (kB) und grol3er
wurde der hochkompetente Starxin10-Gold™ verwendet.

2.1.4 Nahrmedien

Suspensionszellmedium fur EL-4 Zellen

RPMI 1640 Fertigmedium 11

FCS 5%

FCS (fur U-937, WEHI-231) 10 %

L-Glutamin (200 mM) 5mi

Penicillin (10.000 IU/ ml), Streptomycinsulfat (b@g/ ml) 6 ml
B-Mercaptoethanol (50 mM) 1ml

Einfriermedium
DMSO 10 %
in RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin und 10 % FCS

Medium fir adharente 293T Zellen

DMEM Fertigmedium (Dulbecco’s modifiziertes Eaglediilum) 500 ml

FCS 10 %
L-Glutamin (200 mM) 5ml
Penicillin (10.000 IU/ ml), Streptomycinsulfat (b@g/ ml) 3 ml
B-Mercaptoethanol (50 mM) 5Q0
Natrium-Pyruvat (100 mM) 5 mi
Hepes (1 M) 5ml

LB-Medium fur Bakterienkultur

Bacto-Trypton 10g
Hefe-Extrakt 59
NacCl 10g
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pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 200l) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit dg®i auffillen,

nach dem Autoklavieren sowie Abkthlen auf ca. 607énéuelle Zugabe von Antibiotika.

LB-Agarplatten

Bacto-Trypton 10g
Hefe-Extrakt 59

NacCl 10g
Agar-Agar 12 g

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 20Ql) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit dg®i auffillen,

nach dem Autoklavieren sowie Abkuhlen auf ca. 607éneuelle Zugabe von Antibiotika.

SOB-Medium fiir Bakterienkultur

Bacto-Trypton 209
Hefe-Extrakt 59
NaCl 0,59

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 10Ql) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit dg®i auffillen,
nach dem Autoklavieren und vor Verwendung Zugabre vo

MgCl, (1 M) 10 ml

MgSO,« 7H,0 (1 M) 10 ml

SOB-Agarplatten

Bacto-Trypton 209
Hefe-Extrakt 59

NacCl 0,59
Agar-Agar 12 g

pH-Wert mit 10 M NaOH (~ 10@l) auf 7,0 einstellen, auf 1000 ml mit dg®i auffdllen,
nach dem Autoklavieren und vor Verwendung Zugalre vo

MgCl, (1 M) 10 ml

MgSQy « 7H0 (1 M) 10 ml
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2.1.5 Losungen und Puffer

Alle Lésungen wurden mit durch Millipore-Filter g@nigtem Wasser angesetzt und

anschlieRend entweder autoklaviert oder steritisier

Tris/ HCI (1,5 M)
Tris 181,7 g/ |
pH-Wert mit 1 N HCI auf 6,8/ 7,5/ 7,8/ 8,0/ 8,8 sliellen

Tris — NaCl
NacCl 8,19/
Tris 0,6 g/l

pH-Wert mit 1 N HCI auf 7,4 einstellen

20 x Tween
Tween 20 10 g/l

TBS (20x)

Tris 121,09/
NacCl 175,2 g/ |
KCI 7509/l

pH-Wert mit 1M HCI (~ 10,2 ml) auf 7,6 einstellen

TBS/Tween (TBST)

TBS (20x) 50 ml/ |
Tween 20 1ml/l

Reagenzien fiir Western Blot

4 x Lower Buffer

Tris 15M
SDS 0,4 %
pH 8,8
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8 x Upper Buffer

Tris 15M
SDS 0,4 %
pH 6,8

10 x Laufpuffer (nach Laemmli)

SDS 10%
Glycin 114,13 g/l
Tris 30,3 g/l

2 x Ladepuffer (nach Laemmli)
TrispH 6,8 100 mM

SDS 4 %
Bromphenolblau 0,2 %
Glycerin 20 %

DTT 0,5%

10 x Transfer-Puffer fir Proteine unter 80 kD
Tris 25 mM

Glycin 190 mM

Methanol 20 %

10 x Transfer-Puffer fir Proteine zwischen 20 un@ KD
Tris 50 mM

Glycin 380 mM

SDS 0,1 %

Methanol 20 %

Stripping Buffer

1,5M Tris/HCI (pH6,8) 41,7 ml/
10 % SDS 200 ml/|

Vor Gebrauch Zugabe von 7Q03-Mercaptoethanol je 100 ml Puffer

43



KLBM-Puffer (Kyriakis Lysis Buffer Modified) fir &Gamtzellproteinextrakte
1 M Hepes/KOH (pH 7,4) 20 ml/I
0,25 M EGTA (pH 8,0) 8 ml/l

Natriumfluorid 2,1 g/l
B-Glycerophosphat 10,8 g/l
Glycerin (87 %) 115 ml/l
Triton X-100 10 ml/l

Natriumazid-Stammldsung (10 %)4 ml/|
Lagerung bei 4 °C, vor Verwendung Zugabe pro 10 uffid? von 10ul DTT-Stammldsung (1

M) und Protease-Inhibitoren, wie z.B. 1 Tablettemgbete mini“ von Roche.

Ponceau-Farbel6sung

Ponceau-Rot 2 g/ 100 ml
Trichloressigsaure 30 g/ 100 ml
Sulfosalicylsaure 30 g/ 100 ml

PAA-Gellosungen fur Western Blot

Sammelgel (ein Ansatz)

H>0 3400l

Acrylamid-Losung  85Ql

Upper 8 x 70Qul

Zum Starten der Polymerisierung Zugabe von:
APS 10 % 5@l

TEMED 5ul

12 % Trenngel (ein Ansatz)

H-0 20500l

Acrylamid-Losung  250Qul

Lower 4 x 160Qul

Zum Starten der Polymerisierung Zugabe von:
APS 10 % 6Qul

TEMED 2,5ul
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8 % Trenngel

H-0 22500l

Acrylamid-Losung 2007l

Lower 4 x 2475

Zum Starten der Polymerisierung Zugabe von:
APS 10 % 56,25l

TEMED 7,5l

Puffer zur Herstellung kompetenter Bakterien
RF1-Puffer
Kaliumazetat (GH,KO,) 2949/l

RbCI 12,1 g/ |
MnCl, 6,39/l

1 M CaCl, 10 ml/ |
Glyzerin (87 %) 150 mi/ |

pH-Wert mit 0,2 N Essigsaure auf 5,8 einstelleerikiitrieren

RF2-Puffer

RbCI 1,2 g/
MOPS 2,19/

1 M CaCl, 75 mi/ |
Glyzerin (87 %) 150 ml/ |

pH-Wert mit 0,2 M NaOH auf 6,8 einstellen, steliitieren

DNA-Extraktionslésung

Phenol 25 Teile
Chloroform 24 Teile
Isoamylalkohol 1 Teil

kurz vor Verwendung frisch hergestellt

TE-Puffer (Tris/EDTA; Aufnehmen, Losen von DNA) gH 8

1,5 M Tris/HCI (pH 8,0) 6,7 ml/ |
0,5 M EDTA (pH 8,0) 0,2mil/ 1
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EB-Puffer (Aufnehmen, Lésen von DNA) pH 8,5

1,5 M Tris/HCI (pH 8,5) 6,7 ml/ |

6x ,Gel loading” - Probenpuffer (Bluejuice) von MBlermentas

Glyzerin 60 %
EDTA 60 mM
Bromphenolblau 0,09 %
Xylenzyanol FF 0,09 %

TAE-Puffer (Tris/Azetat/EDTA; 50x)

Tris 242 g/ |
0,5 M NaEDTA « 2 HO (pH 8,0) 100 ml/ |
konzentrierte Essigsaure 57,1 ml/ |

TAE-Puffer (1x, DNA-Elektrophorese-Laufpuffer)
TAE-Puffer (50x) 20 ml/ |
Zugabe von 0,1 ml EtBr-Stammldsung pro Liter furkilephorese

TAE-Agarosegele (DNA-Elektrophorese)
TAE (50x) 20 ml/ | Gel [%] Agarose [g/l] Auftremmg [bp]

05 5 1.000 - 30.000
1,0 10 500 - 10.000
14 14 200 - 4.000

Zugabe von 0,25 ml EtBr-Stammlésung pro Liter Gellis Zum L6sen der Agarose
aufkochen (Vorsicht, Siedeverzug).

DEPC-behandeltes dd@
(RNase-frei, Handschuhe tragen!)
DEPC 2ml/ |

gut vermischen und tber Nacht (~ 16 h) unterm Almkgbieren, autoklavieren und bei RT

lagern; alle Losungen und Puffer beim Arbeiten RMA in DEPC-ddHO ansetzen.
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TBE-Puffer (10x, Tris/Borat/EDTA)

Tris 108 g/ |

Borsaure 55 g/ |

0,5M NaEDTA « 2 HO (pH 8,0) 40 ml/|

Denaturierendes PAA-Gel fur RNase-Protektionsanaly$#-ige Gellésung)

Harnstoff 35,82 ¢
30 %-ige Acryl-Bisacrylamidlésung 12,42 ml
10x TBE-Puffer 7,45 mi

mit ddHO auf 74,5 ml auffillen;

zum Starten der Polymerisierung (Polymerisationi€%,8+1 h) Zugabe von:
APS 10% 45@

TEMED 60ul

Protease Inhibitoren (Stammldsungen, eingesetati&dfizentrationen)
Aprotinin (Stammldsung (0,3 M): 2 mg/ ml ddH20) 3QM
Leupeptin (Stammlosung (2 mM): 1 mg/ ml ddH20) uN2

AEBSF (Stammldsung (0,2 M): 50 mg/ ml ddH20) 1 mM

Annexin V-Bindepuffer (pH 7,4)

1 M Hepes (pH 7,4) 10 mi/ |
5 M NacCl 28 ml/ |
1 M KCI 5ml/l

1 M MgCh 1ml/l

1 M CaCp 2,5ml/ |
PBS (10x)

NacCl 80 ¢/l
KCI 29/l
CaCb 19/l
MgCly 1g/l
NaHPQy » 7TH.O 26,8 g/ |
KH2 POy 2,49/

pH-Wert auf 7,4 mit 1 N HCI einstellen
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PBS —Ca'/-Mg?* (10x)

NacCl 80 ¢/l
KCI 29/l
Nae HPOy » 7H0 26,8 g/ |
KH2POy 2,49/

pH-Wert auf 7,4 mit 1 N HCI einstellen

FACS-Waschpuffer (pH 7,4)

PBS (1x, pH 7,4) 500 ml
BSA Fraktion V 0,59
FCS 25 ml
NaNs (10 %) 1ml
2.1.6 Enzyme

Alle Enzyme wurden mit den entsprechenden, meigadb konzentrierten Reaktionspuffern
bei den angegebenen Herstellern bezogen und wesit anders angegeben, nach den

Hersteller-Protokollen verwendet.

- Restriktionsendonukleasen MBI-Fermentas, NEB
- T7 RNA-Polymerase BD PharMingen*

- RNasid™ (RNAse-Inhibitor) BD PharMingen*

- RNase-freie DNase BD PharMingen*

- Proteinase K BD PharMingen*

* enthalten im ,Transcription Kit“ bzw. im ,RPA Kit¥on RiboQuari! von BD PharMingen
2.1.7 Peptide und Antikoérper
FACS-Farbungen mittels Annexin V-PE (an Phycoergt(fAE) gekoppelt) zum Nachweis der

Translokation von Phosphatidylserin und 7-AAD (#nidoactinomycin) als Avitalfarbstoff,
beide von BD PharMingen.
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Verwendung des Pancaspaseinhibitors Z-VAD fnmikbénzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-
fluoromethylketon) 10@M in DMSO von Sigma-Aldrich.

Antigen Spezies Hersteller Klonalitat
HA (HA.11) Maus BAbCO monoklonal
ER (Ostrogenrezeptor) Kaninchen Santa Cruz polyklonal
FLAG (M2) Maus Sigma-Aldrich monoklonal
B-Aktin (AC-15) Maus Sigma-Aldrich monoklonal
New England Biolabs polyklonal
Caspase-7 Kaninchen
(NEB)
Caspase-3 Kaninchen NEB polyklonal
PARP Maus Oncogene monoklonal
Maus 1gG Schaf Amersham Pharmacia  Gekoppelt an HRP*
Kaninchen 1gG Esel Amersham Pharmacia GekoppéetRin*

* HRP “horse radish peroxidase”: Meerrettichperozela

2.1.8 GroRenmarker

Verwendet wurden die DNA-GroRenmarker GeneRUldi00 bp sowie 1 kb der Firma MBI-
Fermentas und der Protein-GrolRenmarker BenchMarkn Gibco BRL.

BenchMarkM: BandengrofRen in Kilodalton (kDa) (zwischen einealnChargen z.T.

variierend): 173, 111, 80, 61*, 49, 36, 25, 19, sivie 9. Die mit * gekennzeichnete,
pinkfarbene Bande dient zur Orientierung auf dem -$B3-Gel bzw. dem Immunobilot,

wéhrend alle anderen Banden blau sind.

2.1.9 Plasmide und Vektoren

Die hier verwendeten retroviralen Verpackungs- Gahexpressions-VektorgrHIT 60 und

PHIT 456 sowiepEGZ/MCS undpEGZ-cEBPB-ER™ wurden freundlicherweise von Priv.-
Doz. Dr. Ingolf Berberich (Institut fir Virologie enmmunbiologie der Universitat Wirzburg)
zur Verfugung gestellt. Sie sind Derivate des Memil.eukamie Virus (MLV) [Soneoka et al.
1995] und so konstruiert, dass die cDNA’s unterKiamtrolle des Zytomegalievirus-(CMV)
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Promotors transkribiert werden. Aul3erdem enthatten Plasmide einen SV40-“Origin of
Replication”, eine PolyA-Anfligestelle und ein Amlio-Resistenzgen.

Das retrovirale Verpackungsplasnp#ilT 60 kodiert fur interne retrovirale Strukturproteine
(gag) sowie fur die reverse Transkriptase und hateg (pol). Urspringlich wurde es von
Kingsman Labor (Oxford) bezogen.

Das retrovirale VerpackungsplasnpHIT 456 kodiert fir das amphotrophe Hullprotein (env)
und erlaubt die Transduktion von Zellen verschiededpezies (Maus, Hund, Katze, Huhn,
Mensch). Urspringlich wurde es von Kingsman Lakbf¢rd) bezogen.

Das retrovirale ExpressionsplasnpGZ/MCS wurde von Priv.-Doz. Dr. Dirk Lindemann
(Institut far Virologie und Immunbiologie der Unikstat Wirzburg) konstruiert. Es ist ein
Derivat des bicistronischen Vektors pczCFG2 hCD8 HGididemann et al. 1997]. Es
ermoglicht Gber eine interne ribosomale Bindest¢RES) aus dem Enzephalo-Myokarditis-
Virus die koordinierte Expression einer gewunsclefeNA mit einem Grunfluoreszenzprotein
(EGFP: enhanced green fluorescent protein). DidiphellKlonierungsstelle (MCS) setzt sich
aus folgenden Restriktionsschnittstellen zusammeoRE Smil und BamHI. Der Vektor
enthalt aulRerdem ein Zeocin-Resistenzgen sowie edievirale Verpackungssequengz-
[Knodel et al. 1999].

PEGZ/MCS-HA (hier als EGZ-HA bezeichneigt ein Derivat von pEGZ/MCS, bei dem Dr.
Schulze-Luhrmann (dieses Labor) ein Oligonucleatid einer Erkennungssequenz aus
Haemophilus aureus (HA-tag) in die EcoRI-Schittst&lbniert hatte. So kann nach Einsetzen
einer cDNA im korrekten Leseraster ein HA-tag-Fuasjrotein und das EGF-Protein unter der
Kontrolle des CMV-Promotors transkribiert werden.

PEYZ/MCS-HA enthalt stattdessen das gelbe Fluoreszenzprot&iRREenhanced yellow
fluorescent protein).

Flr pEGZ-ceEBPB-ER™ (hier C/EBB-ER genannt) wurde die C/EBRDNA mittels PCR
aus dem Konstrukt pMEXCRP2 [Williams et al. 1991] gewen und mit dem modifizierten
Ostrogenrezeptor fusioniert wie fir die Generieraieg chimeren c-MycEM-Konstruktes
beschrieben [Littlewood et al. 1995, Berberich-Siebe al. 2000].pEGZ-LIP-ER ™ (hier
C/EBR3dn-ER genannt) mit LIP $3152n wurde ebenso kloniert. C/E®Rentstammt
PMEXCRP3 [Williams et al. 1991], wurde mit ERverbunden und ipEYZ/MZS (hier als
EYZ-HA bezeichnet) alpEYZ-cEBPS-ER™ (hier als C/EBB-ER bezeichnet) kloniert
[Berberich-Siebelt et al. 2006].

Fusionsproteine aus hormonbindenden Rezeptoren wmusKriptionsfaktoren ermoglichen
das gezielte An- und Ausschalten der jeweiligerragsierenden Transkriptionsfaktoren. So
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sind sie bei Abwesenheit des spezifischen LigantenZytoplasma an verschiedene
intrazellulare Polypeptide wie Hitzeschockproteidarunter Hsp90 gebunden. Ist der Ligand
jedoch anwesend, verdrangt er die inhibitorischeotdihe, bindet an den Rezeptor und
ermoglicht so die nukledre Translokation und Aldiung des jeweiligen
Transkriptionsfaktors. [Littlewood et al. 1995] Veil des modifizierten Ostrogenrezeptors
ER™ ist seine Spezifitat fir das synthetische 4-Hysgltamoxifen, so dass keine Interaktionen
mit natirlich vorkommenden Ostrogenen auftretemkdinLittlewood et al. 1995].

Die anstelle des HA-tags das Flag-Markerproteiganalen Vektoren fir die Caspasemutanten
PEGN/mCasp3MutF und peYZ/mCasp9MutF sowie die KontrollvektorepEYZ/MCS-F
undpEGN/MCS-F (hier als Vektorbezeichnung kurz als Caspase3F, GaS8paund EYZ bzw.
EGN bezeichnet) wurden ebenfalls freundlicherweise Priv.-Doz. Dr. Ingolf Berberich
(Institut fur Virologie und Immunbiologie der Unikgatat Wirzburg) zur Verfligung gestellt.
Bei der Caspase-3-Mutante wurde das Cystein im ak@ientrum zu Serin mutiert, bei der
Caspase-9-Mutante das Cystein zu Phenylalanin. DgpdSa-3-Mutante tragt anstelle der

Zeocin-Resistenz eine Neomycinresistenz.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Lagerung und Kultivierung der Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Steriltaausgefuhrt. Die in 2 ml-Kryotubes in
flissigem Stickstoff aufbewahrten Zellen (6,0 x X861 Einfriermedium) wurden in 37 °C
warmen Wasser aufgetaut. Die Zellsuspension wundein mit 10 ml Komplettmedium
gefulltes 15 ml-Polypropylenréhrchen pipettiert.ddaler Zentrifugation (200 g, 8 min, RT)
wurden die Zellen in Komplettmedium resuspendigdzahlt und in Gewebekulturgefalie
Uberfuhrt. Die Zellen wurden mit der Neubauer-Zanlikner nach der Trypanblau-
Ausschlussmethode mit Hilfe eines Lichtmikroskopezdhlt. Hierbei wurden 2@l der
auszuzéahlenden Zellsuspension im Verhaltnis 1:1Tnypanblau gemischt und 16 Felder der
Zahlkammer ausgezahlt. Die Zellzahl wurde gemagitéhiert gezahlter Zellen/Quadrant) x
Verdunnungsfaktor x 104= Zellzahl/ml berechnet.
Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C, in 5 % CO2-Atnpdsire und bei 95 % Luftfeuchtigkeit in
einem Brutschrank. Das komplette Zellkulturmediunrdeuwachstumsabhéngig alle 2 bis 4
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Tage erneuert. Die adhérenten 293T-Zellen wurdeh Wéaschen mit PBS durch Zugabe von
2 ml Trypsin-EDTA pro 90 mm Gewebekulturschale n&emminutiger Einwirkzeit von den
KulturgefalRen geldést und nach einmaligem WascherKormplettmedium (200 g, 8 min, 10

°C) in einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:5 neu ausgesat

2.2.1.2 Induktion der EL-4 Zellen

TPA 20 ng/ ml
lonomycin 1 mM/ ml
4-Hydroxy-Tamoxifen 200 ng/ml

Die Zellen wurden zwischen 2-24 Stunden mit deregebenen Induktoren inkubiert.

2.2.1.3 Herstellung rekombinanter Retroviren

Alle Schritte zur Herstellung rekombinanter Retrewirund Infektion von Zielzellen [Kuss et

al., 1999] erfolgten unter sterilen Bedingungen.

Kotransfektion in 293T-Zellen
Am Vortag gesplittete (12-18 h) und zu 50-60 % kasfite 293T-Zellen wurden in 90 mm

Gewebekulturschalen mit SuperPétbder PolyFedt! nach einem leicht modifiziertem Her-

stellerprotokoll transfiziert. Dazu wurden pro Sehan ein 15 ml-Polypropylenréhrchen
folgende Volumina pippettiert:

9ug pHIT 60 (retrovirales Verpackungsplasmid; kodfértgag, pol)

9ug pHIT 456 (retrovirales Verpackungsplasmid; kodiér env)

15ug retroviraler Expressionsvektor (z.B. pEGZ-c/BEER™)

Dies wurde mit RPMI 1640 (ohne FKS!) auf 7QiDaufgefillt und resuspendiert. Danach
erfolgte die Zugabe von 58 SuperFectV- oder PolyFeét'-Reagenz mit anschlieRendem
kurzen Vortexen, Zur Komplexbildung wurde allesMilhuten bei RT inkubiert, dann 4 mi
komplettes DMEM hinzugefligt. Anschlie3end wurdeki@splette DMEM vorsichtig aus den
293T-Gewebekulturschalen entfernt und die Zelleidem Transfektionsansatz tiberschichtet.
Nach einer Inkubation von 6 bis 12 Stunden im Bitutck (37 °C, 5 % CO2-Atmosphéare und
95 % Luftfeuchtigkeit) wurde der Transfektionsamsatrworfen und 6 ml komplettes

Zellkulturmedium zu den Zellen gegeben.
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Ernte und Lagerung der retroviralen Uberstande

Jeweils 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektibrem zwei retroviralen Verpackungs- und
dem retroviralen Expressionsplasmid konnten dierdReen enthaltenden Zellkultur-
Uberstande abgenommen werden. Der Zellkulturtbetstaurde hierbei mit einer 10 ml Ein-
malspritze entfernt und in 15 ml-Polypropylenrétech sterilfiltriert (0,45 pM), um
Kontaminationen mit 293T-Zellen zu vermeiden. lesdir Arbeit wurden die Zielzellen mit
den frisch gewonnenen Uberstanden der 293T-Zellektdnfiziert. Alternativ kann man die
Uberstande nach Zugabe von Polybren in einer Ermkdration von 10ug/ml und
vorsichtigem Mischen in 2 ml-Reagiergefal3en aliggreth und bei —70 °C fir eine spatere
Infektion lagern. Vor der weiteren Inkubation wur@lenl neues, komplettes DMEM auf die
Zellen gegeben. Die Transfektionseffizienz konn8ehnach der Transfektion unter dem
Fluoreszenzmikroskop durch die Expression des E@eRoruft werden. Sie sollte mindestens
60 % der 293T-Zellen betragen.

2.2.1.4 Infektion von Zielzellen

Die Zielzellen (EL-4 Zellen) wurden mit den frisgewonnenen Uberstanden infiziert. Dazu
wurden 1 x 10 EL-4 Zellen in einem Volumen von 1 ml Medium inedil5 ml-
Polypropylenréhrchen mit den frischen sterilfiltten retroviralen Uberstanden gegeben.
Danach erfolgte die Zugabe von Polybren ca. 1. 120 etwas mehr (z.B. auf 5 ml Volumen
7yl Polybren oder auf 10 ml 1@ Polybren). Anschlie3end wurde gemischt und ailesr 3-4
Stunden zentrifugiert (2200 rpm, 32°C). Danach wutde Zellsediment in 2 ml komplettem
Kulturmedium resuspendiert, in eine 12-well-Gewelekplatte gegeben und im Brutschrank
inkubiert. Einen Tag spéater erfolgte eine erneuatekition der Zielzellen, bei den mit zwei
Plasmiden zu infizierenden Zellen nach jeweiligeroheé8na mit den entsprechenden
retroviralen Uberstanden. Hierzu wurden zunaclesEdi-4 Zellen abgezogen und in ein neues
15 ml-Polypropylenréhrchen gegeben. Nach Zentriiogg1200 rpm, 3 Minuten) wurden die
Uberstande abgekippt und das Zellpellet aufgesehiiiuf diese Zellen wurden erneut die
Retroviren enthaltenden Uberstande der 293T-Zellenilfdtriert. Die weiteren Schritte
erfolgten wie am Vortag. Eine nach 36 h folgend€CiSAAnalyse der EGFP-Expression (FL1-
Height) gab Aufschluss Uber die Anzahl infizieiZaglzellen.
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2.2.1.5 Selektion transduzierter Zelllinien

Die Expression des Zeocin- und des Neomycin-Resigs durch die retroviralen
Expressionsplasmide vermittelt den doppelt infigiriZellen Resistenz gegeniber Zeocin und
Neomycin, wahrend nicht-infizierte oder nur mitesim der beiden Plasmide infizierte Zellen
durch diese Antibiotika abgetotet werden. Es véobleine transduzierte Zelllinie, die beide
rekombinante Proteine exprimiert. Zwei Tage naahnfektion wurden 2 x 10Zellen in 2 mi
komplettem Zellkulturmedium suspendiert, dem Zed2®0 pug/ml) und G418 (1 mg/ml bei
Neomycinresistenz) zugesetzt war. Jeden zweitenviade ca. 75 % des G418 und Zeocin-
enthaltenden Mediums erneuert. Aliquote der Zelewrden eingefroren (Lagerung in
flissigem Stickstoff), die Zellen ohne Antibiotilaeeiter kultiviert. Bei den Caspase-9F Zellen
erfolgte alleinige Selektion mit Zeocin. Die Sortieg der doppelt infizierten Zellen erfolgte
in diesem Fall mittels Durchflul3zytometrie, basmet@uf der Fluoreszenz des transduzierten
Markerproteins. Die beide Fluoreszenzproteine (gelthgriin) exprimierenden Zellen wurden

aussortiert und in Selektionsmedium weiterkultizier

2.2.1.6 BSA-Gradientenzentrifugation

Nach Selektion der gesorteten Zellen mit Zeocin wiae BSA-Gradientenzentrifugation
notwendig, um totes Zellmaterial aus den Ansatzeergfernen. Hierfir wurde BSA 1:5 mit
Medium (ohne FCS) gemischt. Die Zellen wurden in @&8-Polypropylenréhrchen

aufgenommen, die Kulturplatten mit je 1 ml Mediuchgespult, das ebenfalls mit in das
Rohrchen gegeben wurde. Nach Zentrifugation (1200, p Minuten) und Entfernen der
Uberstande wurden die Zellpellets in 1 ml BSA 1:&cties 1,08) aufgenommen und in 2 mil-
Eppendorfcaps tberfiihrt. Nach vorsichtiger Uberdthing mit 1 ml Medium wurden die

Ansatze 30 Minuten bei maximaler Drehzahl und Rampgratur zentrifugiert. Bei sichtbarer
weilder Interphase (lebende Zellen) wurde dieseiclirg aufgenommen. War diese nicht
sichtbar, wurde von der Interphase ausgehend Medinch BSA Uber dem Pellet (totes
Zellmaterial) abgezogen und in 10 ml Medium gewasdZentrifuge 1200 rpm, 5 Minuten).

Nach Absaugen der Uberstande wurden die PelldtsrinMedium geldst und in eine 48-well-
Kulturplatte gegeben. Unter dem Lichtmikroskop kiemndie enthaltenen Zellen Uberprift

werden.
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2.2.1.7 Annexin V-PE- und 7-AAD-Farbung

Annexin V ist ein vaskularer Gerinnungshemmer uimdiét C&*-abhéangig an Phospholipide
mit hdchster Affinitat fir Phosphatidylserin [Andret al. 1990]. Wahrend des apoptotischen
Zelltodes wird dieses aktiv von der Innen- zur Aufsate der Zellmembran transloziert und
kann so durch das mit einer PE-Fluoreszenz gektppeinexin V nachgewiesen werden.
[Fadok et al. 1992, Koopman et al. 1994] 7-Aminoeamhycin ist eine fluoreszierende DNA-
Farbung. Es bindet an GC-Regionen der DNA und kaaiogh nur Gber permeable Membranen
dorthin gelangen. [Lecoeur et al. 2002] Die sirm#dtdarbung der Zellen mit 7-AAD dient
somit dem Nachweis einer Stérung der Membranperiitéabund markiert daher
spatapoptotische und nekrotische Zellen.

Die Zellen (ca. 2-5 x T) wurden je einmal mit PBS und Annexin V-Bindepuffewaschen
(200 g, 8 min, 4 °C). Die Pellets wurden in 10nnexin V-Bindepuffer aufgenommen und
in ein FACS-Ro6hrchen Uberfihrt. Danach wurden dig@&namit 3ul Annexin V-PE und 3u
7-AAD inkubiert (20 min, RT, im Dunkeln). Nach Zugalon 200ul Bindepuffer wurde im
FACScan gemessen. Von 5.000 Zellen wurden logarstimidie Grin- und Orange-
fluoreszenz (FL1-Height, FL2-Height, kompensiertjggnommen und im Dot Plot der Antell
apoptotischer Zellen bestimmit.

2.2.1.8 Auswertung am FACScan

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) konnen égzlde Zellen nach Grol3e, Struktur,
Oberflacheneigenschaften, aber auch nach ihrezeltularen Zusammensetzung differenziert
werden. Viele dieser Anwendungen setzen hierbee eitarkierung der Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten  Antikérpern  voraudPie Messung in  einem
Durchflusszytometer beruht auf dem optischen Véehatiner so markierten Zelle. Wenn die
Zellen das Gerat passieren, werden sie mit eineserstrahl angeregt. Daraufhin lassen sich
anhand von Fluoreszenzemmission und Streuung bregtizellulare Parameter bestimmen.
Die Proben wurden in einem FACSéEdn(Becton Dickinson) gemessen und mit Hilfe der
Software Cellgue$¥ ausgewertet. Das verwendete Gerat kann bis zu vdmsichiedene
Farbstoffe gleichzeitig detektieren. Zum Beispiebnken die Farbstoffe Fluorescin-
Isothiocyanat, Phycoerythrin und Red 670 zusamnastiramt werden. Zusétzlich zu den drei

Fluoreszenzen gibt das Laserlicht, welches direldia Zellen gestreut wird, Aufschluss tber
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deren GroRe (,forward scatter) und Granularitéide scatter). Diese Parameter kénnen

Anhaltspunkte zum Uberlebenszustand der Zellenmgebe

2.2.1.9 FACS-basierte Sortierung von Zellen

Die Funktionsweise eines FACS-Zellsorters entsprichiVesentlichen der eines normalen
Durchflusszytometers. Hierbei werden die Zellenopd in kleine Flussigkeitstrépfchen
vereinzelt, die, elektrisch aufgeladen, in einemgh&feld voneinander separiert werden
konnen. Die Software-gesteuerte Sortierung vonnaeten Zellfraktionen wird durch sog.
gates gesteuert, welche die Zellpopulationen in  dekorrespondierenden
Punktwolkendiagrammen vollautomatisch voneinander verschiedene Auffangbehéalter
trennt. Da diese Methode einige Spezialkenntniss® Erfahrung voraussetzt, sollte eine
FACS-basierte Sortierung von Zellen nur mit fachméetmer Unterstlitzung durchgefihrt
werden. Die Zellsortierungen in dieser Arbeit wurdigeundlicherweise von Herrn Dr.
Christian Linden am Institut flr Virologie und Immhinlogie der Universitat Wirzburg

durchgefuhrt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Bakterienkulturen

Ubernachtkulturen

Bei den Ubernachtkulturen wurden Bakterien in Flissidien vermehrt. Sie dienten als
Vorkultur zur Plasmid-Maxipraparation. In einem Reazglas wurden 3 ml Flissigmedium
(LB oder SOB) mit einem geeigneten Antibiotikum (&éten transformierter Klone) versehen
und entweder mit einer Einzelkolonie oder mit 5gl@iner Erhaltungskultur (s.u.) angeimpft.
Danach wurde die Kultur 8-16 Stunden bei 37 °C u2@ @/min in einem Schuttler inkubiert.

Erhaltungskulturen

Die Erhaltungskultur diente zur dauerhaften Aufblemag von Bakterienstdmmen bzw.
- klonen. Dafur wurden in einem 2 ml Kryotube 8Q0 einer dichtgewachsenen
Ubernachtkultur (s.0.) mit 20@ steriler 75 %-iger Glyzerinldsung gut vermisakipgefroren

und bei -70 °C gelagert.
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2.2.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Auf einer SOB-Agarplatte (ohne Antibiotika) wurd@akterien (E.coli XL10-Gol&" oder
DH5a) ausgestrichen und Gber Nacht bei 37 °C inkubiditteiner Impfése wurde ein Teil der
gewachsenen Bakterien in 500 ml SOB-Medium Uberfiibigse Flussigkultur wurde bis zu
einer OBsovon 0,5 bis 0,55 bei 37 °C in einem Schuttler inkubAnschliel3end wurde sie 30
Minuten auf Eis abgekuhlt. Die Bakterien wurden switiert (250 g, 10 min, 4 °C), vorsichtig
in 40 ml RF1-Puffer resuspendiert, 15 Minuten auf iBkubiert und erneut sedimentiert (250
g, 10 min, 4 °C). Die Zellen wurden danach vorsglmi 7 ml RF2-Puffer resuspendiert und
fur weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschigf®l wurden 22Qul Aliquote in 1,5 ml
Reagiergefal3en in einem Trockeneis/Ethanol-Bad eioigef. Die Aufbewahrung der nun

kompetenten Zellen erfolgte bei -70 °C.

2.2.2.3 Transformation kompetenter Bakterien

Zur DNA-Klonierung und Vermehrung von Plasmid-DNAIrden kompetente Bakterien mit
Vektoren transformiert. Dazu wurden 1p0kompetente Bakterien in einem 1,5 ml Reagier-
gefald auf Eis mit der einzubringenden DNA (vorhaedePlasmid) vermischt und 30-45 min
inkubiert. Durch Hitzeschock (90 s bei 42 °C im Wabad) und nachfolgender Inkubation auf
Eis (2 min) wurde die DNA in die kompetenten Zellrigenommen. AnschlieRend wurde der
Transformationsansatz mit 9Q0LB-Medium auf einem Schiittler 45 min bei 37 °Cublert.
Die Bakterienkultur wurde dann entweder auf Agatptaiausplattiert oder als Flissigkultur
angesetzt. In beiden Fallen wurde ein geeignetébiatikum (z.B. Ampicillin) zur Selektion

der mit dem Plasmid transformierten Bakterien veetn

2.2.2.4 Plasmidisolierung in praparativen Mengen

Bei der Maxipraparation von bekannter Plasmid-DNAQ(jig bis 1 mg) wurde die Methode
der alkalischen Lyse angewandt. Hierzu wurden @00bernacht- oder Erhaltungskultur in
100-500 ml antibiotikahaltigem Medium (LB) 12-16 8den bei 37 °C und 220 U/ min in
einem Schittler inkubiert. Es wurde das Protokalll IReaktionssystem NucleobdNdder

Firma Quiagen verwendet. Nach Sedimentation (23@gnin, 4 °C) wurden die Bakterien in
11 ml einer RNase-enthaltenden L6sung (S1) resuggénBurch Zugabe von 11 ml einer
stark alkalischen Lésung (S2), vorsichtigem Mischew 5-mindtiger Inkubation bei RT
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wurden die Bakterien lysiert, wobei die DNA-Molekidenaturiert wurden. Anschliel3end

erfolgte durch die Zugabe von 11 ml saurer LosiBR) (lie Neutralisation mit Renaturierung
der DNA. Dabei fiel die bakterielle DNA aus und warvon der in Losung befindlichen

Plasmid-DNA durch Zentrifugation (1200 g, 45 min5@) abgetrennt. Der die Plasmid-DNA

enthaltende Uberstand wurde auf eine aquilibriSédele gegeben (DEAE-Kiigelchen). An
diese bindet die Plasmid-DNA unter Hochsalz-Bedimgum Verunreinigungen wurden mit 2

x 16 ml Waschpuffer entfernt. Die DNA wurde schlieft unter Niedrigsalz-Bedingungen (16

ml M2) aus der Saule eluiert. Die Plasmid-DNA wuddech die Zugabe von 11 ml Isopropanol
ausgefallt (1200 g, 45 min, 18 °C), das Pellet in# 70 %-igem Ethanol gewaschen (1200
g, 20 min, 18 °C) und anschliel3end fur 10 min beéi@getrocknet. Die aufgereinigte Plasmid-
DNA wurde in 20Qul bis 1 ml EB-Puffer (oder TE-Puffer) geldst und 20 °C aufbewabhrt.

2.2.2.5 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonuklesen

In dieser Arbeit wurde die Spaltung von DNA durcheqeenzspezifische
Restriktionsendonukleasen bei der Charakterisieramgder mit Hilfe der Maxi-Préaparation
isolierten Plasmid-DNA angewandt. Die Reaktionsbegditgen, wie Temperatur und Art des
Restriktionspuffers (Salzkonzentration) sowie Zailader Reaktion, variierten dabei fur das
jeweilige Restriktionsenzym und bezlglich dessendadb Plasmid teilweise oder vollstandig
mit diesem Enzym geschnitten werden sollte. Die Reagbedingungen wurden den
Empfehlungen des Herstellers unter Verwendung digeireferten Reaktionspuffer angepasst,
wobei ein typischer Reaktionsansatz mit kleinem Yfadn (15ul) folgendermal3en aussah:
1,5ul 10-fach Reaktionspuffer

1-7 ul in EB gel6ste Plasmid-DNA (300 ng bis 11§)

1 pl Restriktionsenzym (5-10 Uf)

mit ddHO auf 15ul auffillen.

Dieser Ansatz wurde 1 bis 2 Stunden bei 37 °C bder. vom Hersteller empfohlenen
Reaktionstemperatur inkubiert. Nach der Spaltungde/wtem Ansatz 6-fach ,Gel loading*“-

Probenpuffer zugegeben und die DNA-Fragmente agiheiAgarosegel getrennt.
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2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente koénnen je nach ihrer GroRe in 0,242 en Agarose-Gelen
elektrophoretisch aufgetrennt werden. So ist esliosfgkonstruierte Vektoren und ampli-
fizierte Plasmid-DNA nach der Spaltung mit spetzifisn Restriktionsendonukleasen sowie
PCR-Produkte zu Uberprifen. Dazu wurde die Aganodeaufpuffer (1 x TAE mit Jug/ ml
Ethidiumbromid) durch kurzes Aufkochen geldst, widh&5%-ige Gele zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten mit einer Lange von 0,5 bis 12 kB Wwfb-ige Agarose-Gele zur
Auftrennung von kleineren Fragmenten (50 bp bisB2 kerwendet wurden. Nach dem Er-
harten in einer entsprechenden Form bzw. auf Gfesplatte wurde der Probenkamm entfernt
und das Gel in einer Elektrophorese-Kammer mit pafiér tiberschichtet. Die DNA wurde
mit 1/6 Vol. ,Gel loading” - Probenpuffer gemischhd in die Geltaschen pipettiert. Die
Auftrennung erfolgte bei 50-100 V (20-80 mA) paghltu DNA-Markern bekannter GroR3e.
Unter UV-Bestrahlung kann die mit Ethidiumbromid &dfte DNA anschlieRend dargestellt

und fotografiert werden.

2.2.2.7 RNA-Isolation

Dieses Protokoll beruht auf der Guanidinium-Thiomta / sauren Phenol-Methode
[Chomczynski, Sacchi 1987]. Zur Isolation von RNA alen Gewebekulturzellen (5 x 90
wurden diese mit eiskaltem PBS -2@aVg?* gewaschen (250 g, 5 min, 4 °C), dann in 1 ml
Trizol-Reagenz durch mehrfaches Pipettieren lysiad in 1,5 ml Reagiergefal3e Uberflhrt.
Nach einer 5-mindtigen Inkubation bei RT wurden 200Chloroform zugegeben, kurz
gevortext und der Ansatz fur weitere 5 bis 10 Mamuinkubiert. Nach der Zentrifugation
(16.000 g, 5 min, 4°C) wurde alleine die wassrigeepbase vorsichtig in ein neues 1,5 ml
Reagiergefal3 tberfihrt. Die RNA wurde durch Zugabe %60 ul Isopropanol und 10-
minutiger Inkubation bei RT ausgefallt. Nach Abz#agration (16.000 g, 10 min, 4°C) und
Waschen des Pellets in 1ml 80% Ethanol (16.000 gnib, RT) wurde der Alkohol vorsichtig
abgesaugt und das Pellet ca. 10 Minuten luftgetreickder eine Minute im Heizblock bei
60°C. Daraufhin wurde die gewonnene RNA in2Z2DEPC-behandeltem Wasser (dd))
(Vortex) fur 5 Minuten bei 60 °C gelost. Die Messudgr RNA-Konzentration erfolgte
photometrisch bei 260 nm. Die Reinheit wurde durahe eAgarose-Gelelektrophorese
Uberpruft und die RNA bei -70 °C gelagert.
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2.2.2.8 Ribonuklease-Protektionsanalyse

Diese Methode ermdglicht die quantitative Analypezifischer RNA-Transkripte. Dabei ist
doppelstrangige RNA, die aus der Hybridisierungis@lierten Gesamt-RNA mit spezifischer
radioaktiv markierter, komplementarer mRNA hervotgelor einem Abbau durch Einzel-
strang-spezifische RNasen geschitzt. Nach Auftregpnder Ansatze auf einem 5%-igen
denaturierendem PAA-Gel kann die geschiitzte, ptiedk RNA mit Hilfe des
Phosphoimagers oder mittels Schwérzegradbestimmdesg belichteten Rdntgenfilms
quantifiziert werden. FUr die RNase-Protektions-Amal wurden das Reaktionssystem
RiboQuantV sowie das Protokoll der Firma BD PharMingen verwéndabei befanden sich
in sogenannten ,Multi-probe template sets* mehneméerschiedlich lange und spezifische
cDNA-Fragmente, die als Matrizen fir eine in vitfeanskription von komplementaren
mMRNA’"s mit radioaktivemd-3?P]JUTP dienten. Verwendet wurden die Sets mCK-1 fiirine
Zytokine, mMyc fur Mitlieder der Myc/Mad/Max-Farrel, mAPO1 fur murine Caspasen sowie
mAPO2 fur Mitglieder der Bcl-2-Familie. Im ersten Hitt erfolgte eine Synthese der
radioaktiven Proben. In ein 1,5 ml Reagiergefassdevweunachst 1l des Template sets
gegeben, dann @l RNasin, 1ul GACU-Pool, 2ul DTT, 4 ul 5x Transkriptionspuffer an den
Rand pipettiert und mit 10l [a-3P]JUTP in das GefaR hinuntergenommen. Nach Zugabe vo
1 ul T7 RNA-Polymerase wurde die Mischung kurz anzéngrert und fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Durch Hinzufiigen von @ DNase und weitere Inkubation Gber 30 Minuten veurd
die Reaktion gestoppt. AnschlieBend wurde der Misghumit den synthetisierten
komplementaren radioaktiven Proben @620 mM EDTA, 50 ul H2O dest., 50ul Tris-
gesattigtes Phenol, 50 Chloroform:Isoamylalkohol (50:1) sowiei2 Yeast tRNA zugegeben
und alles nach Vortexen 5 Minuten bei RT zentriftgi®ie wassrige Oberphase wurde
vorsichtig in ein neues Reagiergefal3 dberfuhrt. NZdgabe von 10Qul Chloroform-
Isoamylalkohol (50:1) wurde erneut 2 Minuten bei Rantrifugiert. Die Oberphase wurde
danach in ein Reagiergefal? mit 50@Ethanol tberfihrt und mit 100 4M Ammoniumacetat
versetzt, das im Gegensatz zu Natriumacetat keirndetide ausfallt. Das Gefal3 inkubierte 2
Minuten auf Trockeneis und wurde 30 Minuten bei RQtafugiert. Nach vorsichtiger und
vollstandiger Abnahme des Uberstandes trocknetePed#ist 5 bis 10 Minuten an der Luft.
Anschlieend wurden 10Qul Hybridisationspuffer zugegeben, leicht gevortexnhd
anzentrifugiert. Die Radioaktivitdt von {il der gereinigten Probe wurde anschlieRend
gemessen. Sie sollte zwischen 3 X 4Ad 3 x 106 Cherenkov countgl liegen. Die Proben
wurden bei — 20°C bis zum Gebrauch aufbewabhrt.
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Fur die Hybridisierungsreaktion wurden 541 der zu untersuchenden Gesamt-RNA mit der
entsprechend verdinnten radioaktiven Probe nachteerung (5 min, 95 °C) tber Nacht bei
56 °C in jeweils 8ul Hybridisationspuffer inkubiert. Die nicht hybrgierte RNA wurde
anschlieRend durch RNase-Behandlung, d.h. RNase AmiX in RNase-Puffer (45 min, 30
°C) verdaut. Mit Proteinase K (in Proteinase K-Puffét Yeast tRNA) (20 min, 37 °C) wurde
daraufhin die RNase abgebaut. Die verbleibende RNAlevdurch eine Phenol/Chloroform-
Extraktion gereinigt und mit Ammoniumazetat gefalllach der Denaturierung im
Probenpuffer (5 min, 95 °C) erfolgte die elektropimche Auftrennung in einem 5 %-igen
harnstoffhaltigen PAA-Gel bei ca. 30 W. Dieses @elrde zwischen zwei 30 cm langen
Glasplatten in einem Abstand von 0,5 mm gegossachNer Auftrennung wurde das Gel
unter Vakuum getrocknet, auf einem Rdntgenfilm exgrbiiBelichtung bei -70°C tber Nacht)
und die Transkription der RNA mit Hilfe des Phosphagers oder einer Bestimmung des

Schwarzegrades quantifiziert.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Praparation von Gesamtzellproteinextrakten

Zur Isolation von Gesamtproteinextrakten aus Gewdhazellen wurden die Zellen mit
eiskaltem PBS —Ca/-Mg?* gewaschen (250 g, 5 min, 4 °C). Das Pellet wurderini PBS —
C&* /I-Mg?* in 1,5 ml Reagiergefae uberfuhrt und erneut Zegtert (1.600 g, 1 min, RT).
Das Sediment wurde in einem geeigneten Volumen (1Q®o 1 x 1G Zellen) eiskalten
KLBM-Puffers mit Protease- sowie eventuell Phosptedahibitoren (KLBM+)
resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte durch 30-migpgitinkubation auf Eis in diesem Puffer.
Anschlie3end wurden die Lysate durch eine 30-nmgelifentrifugation (16.000 g, 4 °C) ge-
klart, der Uberstand in ein neues ReagiergefaR iifntrfind bei -70 °C gelagert.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-#)
Die Immunoblot- odeiVestern Blot-Analyse dient dem Nachweis und der Quantifizierung
von Proteinen. Sie umfasst den Westernblot, deAditrennung der Proteine in einer SDS-

Gelelektrophorese und den Transfer auf eine Nithdosemembran bezeichnet und den

eigentlichen Nachweis der Proteine durch die Imnetektion.
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Mittels denaturierender Polyacrylamidgele kénnentéine oder Polypeptide entsprechend
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Zunachsirden hierfir die Gelkammern
vorbereitet, montiert und auf Dichtigkeit gepri#filerst wurde das Trenngel gegossen und
gleich mit wassergesattigtem Isobutanol Uberschichim eine homogene Polymerisation
sowie eine gerade Trennflache zu erreichen. Naltst&odiger Polymerisierung (ca. 1 Stunde)
wurde das Butanol verworfen und das Sammelgel dagégossen. In dieses wurde sofort ein
fur die zu ladenden Proben geeigneter Kamm eingefiNach ca. 15 Minuten war die
Polymerisation abgeschlossen. Die jeweiligen Pratgnaen mit 4 x Lammli-Puffer gemischt,
denaturiert (100 °C fur 5 min) und in die vorher tetufpuffer ausgewaschenen Taschen des
Gels pipettiert, wobei ein nicht denaturierter Gndfandard bekannter Proteine mit geladen
wurde. Der Gellauf erfolgte bei 25 mA/ Gel in einat Laufpuffer geflullten SDS-Gelapparatur

fur ca. 2-4 Stunden.

2.2.3.3 Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (NC)

Nach Beendigung des Gellaufs wurde das Trenngelichtige entnommen und mit
Transferpuffer gewaschen. Fur den elektrophoretischransfer der Proteine auf eine NC-
Membran wurden in einer Transferkassette von Kamd@&node folgende in Transferpuffer
getrankte Komponenten Ubereinander geschichteagéh Whatman-Papier, das Gel, die NC-
Membran und wieder 3 Lagen Whatman-Papier. Dabeisarii Luftblasen vermieden bzw.
entfernt werden. Der Transfer erfolgte bei 450 mAd W4 °C lber 16 Stunden in einer
Transferkammer. Durch eine Inkubation der MembmarPonceaurot-Losung (5 min) und
teilweiser Entfarbung mit dcd® kann der Transfer und die gleichmé&Rige BeladusgSixs-

PAA-Gels Uberpruft werden, bevor die Membran mit TB&en vollstandig entfarbt wird.

2.2.3.4 Immundetektion

Der Proteinnachweis auf der Nitrocellulosemembraschieht mit Hilfe spezifischer
Antikorper, die eine hohe Affinitat fir das gewingecProtein besitzen. Der priméare Antikorper
wird in einem weiteren Schritt von einem sekundd@etkorper gebunden, der mit dem Enzym
Peroxidase gekoppelt ist. Bei SubstratumsetzundhdliecPeroxidase wird Licht emittiert, das
mittels Exposition eines Roéntgenfiims detektiert uddkumentiert werden kann. Die
Inkubationen erfolgten alle auf einem Schiittelirkiolb. Nach dem Transferieren der Proteine
auf die Membran wurde diese mit 5 % Magermilchl@gsun 1 x TBST 1 Stunde bei
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Raumtemperatur (RT) geblockt, um unspezifische Bagén zu vermeiden. Die Membran
wurde anschlieBend mit dem ersten (primaren) Anpigd der verdinnt in 5% Magermilch
1:1000 — 1:3000 in insgesamt 6ml Volumen vorla§tunde bei RT oder 16 Stunden bei 4°C
inkubiert. Nach dem Waschen mit TBST (2 x 5 min 8nd10 min) wurde die Membran mit
dem zweiten (sekundaren) Antikorper, der an Metchgteroxidase (HRP) gekoppelt und
1:2000 in TBST verdunnt war, tber 1 Stunde bei RTlonrt. Daraufhin wurde die Membran
wie zuvor beschrieben mit TBST gewaschen. Die Detekies HRP-gekoppelten Antikorpers
erfolgte mit Hilfe des ECL-Detektionskits nach Angabdes Herstellers. So wurde die
Membran fur eine Minute in der vorbereiteten Swudikisung (1 ml Lésung A und 1 ml Lésung
B, ECL-Detektionskit) geschwenkt, dann nach Abtropden Losung in einer transparenten
Kunststoffhille oder in Haushaltsfolie blasenfrerpackt, in einer Rontgenkassette fixiert und
mit Rontgenfilm belegt. Die Expositionsdauer richtetch nach der jeweiligen Signalstarke.
Nach erfolgter Belichtung wurde der Film in der Daldammer entnommen, in eine
Rahmenhalterung gespannt, dann fir 2 Minuten in EERterlésung getaucht, anschlie3end
kurz gewassert, fur 5-10 Minuten in Fixierlosung¢alseen und nach erneutem kurzen Wassern
zum Trocknen aufgehangt. Die Nitrocellulosemembkann anschlieend in Folie gewickelt

bei 4°C aufbewahrt werden.

2.2.3.5 Entfernung gebundener Antikdrper von NC-Memilbanen

Um eine NC-Membran fur eine weitere Immundetekaomeut verwenden zu kénnen, wurden
die gebundenen Antikérper von der Membran entfeBdzu wurde die Membran mit
»Stripping“-Puffer im Schittel-Wasserbad (30 Minoit€0 °C) inkubiert. Anschlie3end wurde
die Membran einmal mit ddi® und dreimal mit TBST fur je 5 Minuten gewascheanBch

konnte das obige Protokoll fir die Immundetektiomegit angewendet werden.
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3 Ergebnisse

Ausgangspunkt der Untersuchungen dieser Arbeitlast Ergebnis einer Zellzyklusanalyse
mittels Propidiumjodidfarbung von miCebpb retroviral transduzierten EL-4 Zellen
[Berberich-Siebelt et al. 2006]. Hierbei zeigte s den C/EBB lUberexprimierenden im
Vergleich zu mit Kontrollvektor infizierten EL-4 Zen im DNA-Histogramm ein sogenannter
~SUbG1l-Peak", eirPeak mit vermindertem DNA-Gehalt, welcher typischerveeigon einer

apoptotischen Zellpopulation gebildet wird.

Angesichts der vielféaltigen Funktionen von C/HB#ti der Regulation von Proliferations- und
Differenzierungsvorgéangen sowie seiner Auswirkungendie Interleukinexpression in EL-4
Zellen [Berberich-Siebelt et al. 2000] stellte sidle Frage, ob ein solcher vermutlich

apoptosefordernder Effekt spezifisch ist, und weldlpoptosewege dabei favorisiert werden.

3.1 C/EBR3 steigert die Apoptoserate in EL-4 Zellen.

Um die Auswirkung einer Uberexpression und Aktivieg von C/EBPB auf die Apoptoserate

von EL-4 Zellen zu quantifizieren, wurde eine AnimeX-PE-Farbung durchgefihrt.

Hierfir wurden mit dem Kontrollvektor EGZ-HA sowmit C/EBR3-ER transduzierte Zellen
verwendet. Nach Farbung der Zellen mit Annexin Vdelie mit 7-Amino-Actinomycin (7-
AAD) als Marker fur spatapoptotische oder nekrdtes@ellen wurden sie mittels FACScan
durchflusszytometrisch analysiert. Annexin V bindat Phosphatidylserin, welches wahrend
der Apoptose von der Innenseite der Zellmembram maf3en lokalisiert wird. [Fadok et al.
1992, Koopman et al. 1994] 7-AAD interkaliert Cyites und Guanine der DNA, wodurch
deren Fluoreszenzmuster verandert wird. Da es mahddurchlassige Zellmembranen in die
Zellen eindringen kann, dient es als Avitalfarbistafkrotischer oder spatapoptotischer Zellen.
[Lecoeur et al. 2002]

Nach Stimulation der Zellen mit 4-Hydroxy-Tamoxife@d-OH-Tm), das die nukleare
Translokation und Aktivierung von C/EBRrmaglicht, zeigte sich bei den C/EHBER-Zellen

eine Steigerung der Apoptoserate. So waren nacatst@idiger Stimulation mit 4-OH-Tm nur
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4.95 % der betrachteten Zellen Annexin V-PE-positi 10,03 % doppelt-positiv. Nach 24
Stunden stiegen diese Werte auf 15.6 % und 29,98 %.

Auf die Kontrollzellinie konnten hingegen keine Aviskungen der Stimulation beobachtet
werden. Der Anteil Annexin V-PE-positiver Zellenwegte sich hier zwischen 3,77 % und

4,61 %, der auch 7-AAD — positiver Zellen zwiscle®4 und 10,95 %.
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Abbildung 3.1: Uberexpression und Aktivierung von QEBPP erhéht die Apoptoserate in
EL-4 Zellen. Annexin V-PE- und 7-AAD-Farbung von EL-4 T-Zellentmetroviraler Expression von EGZ-
HA-Kontrollvektor sowie C/EBB-ER, unstimuliert (-) und stimuliert mit 4-OH-Tm @Gg/ml fur 10 und 24

Stunden.

3.2  Z-VAD fmk verringert Apoptose in C/EBP -ER-Zellen.

Um die Art des Zelltodes angesichts des relativehnotnteils 7-AAD-positiver, d.h.
spatapoptotischer, oder auch nekrotischer Zell¢ndreBestimmung der Apoptoserate unter
Uberexpression von C/EBPaher bestimmen zu konnen, erfolgte eine Behandienglen

Expressionsvektor C/ERPER tragenden Zellen mit dem PancaspaseinhibitoAD-¥mk.

Zwei der Ansatze inkubierten 24 Stunden lang in u®0 Z-VAD fmk (aus einer 4 mM

Stocklésung in DMSO), die anderen beiden als Kdletmnomit dem gleichen Volumenanteil
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DMSO ohne Z-VAD fmk. Aus beiden Gruppen wurde jda/ein Ansatz fur 22 Stunden mit
4-OH-Tm stimuliert. Die Untersuchung des Apoptoskatens erfolgte mittels Annexin V-
PE- und 7-AAD-Farbung mit nachfolgender durchflyssmetrischer FACScan-Analyse.
Schon die unstimulierten Kontrollzellen C/EBER mit DMSO zeigten einen Anteil Annexin
V-PE- und gleichzeitig 7-AAD-positiver Zellen vo®,61 % und doppelt-negativer Zellen von
19,3 %. Nur 6,03 % der Zellen waren alleine Ann&xRE-positiv, d.h. apoptotisch. Ahnliche
Verhéltnisse fanden sich in der mit Tamoxifen stierten Kontrolle. Hier jedoch betrug der
lediglich Annexin V-PE-positive Anteil 16,35 %, weil6,29 % doppelt-positiv und 24,34 %
fur beide Farbungen negativ gewertet wurden. lresgésduzierte demnach schon die Zugabe
von DMSO Apoptose, die aber durch Z-VAD hemmbar.\izame Reduktion der Apoptoserate
lie3 sich sowohl bei den unstimulierten, als auehden mit 4-OH-Tm behandelten Zellen, in
denen C/EBP aktiviert war, beobachten. Die Verteilung der aaif- und doppelt-positiven
Zellen war in beiden Ansatzen ahnlich, wobei detefArspatapoptotischer bzw. nekrotischer
Zellen unter Aktivierung von C/EB¥Petwas hoher war (12,05 % vs. 8,19 %). Trotz daken
DMSO-Effekts konnte im Vergleich zu dem Versuch dearherigen Abbildung eine
Hemmbarkeit der C/EBPvermittelten Apoptoseinduktion duch Z-VAD ausgettaverden,

was auf eine Beteiligung von Caspasen hinweist.
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Abbildung 3.2: Der Caspaseinhibitor Z-VAD fmk verringert die Apoptoserate in C/EBM-
Uberexprimierenden EL-4 T-Zellen. Annexin V-PE- und 7-AAD-Farbung von EL-4 Zellen mit
retroviralem C/EBB-ER-Vektor. Kontrollen DMSO 1:40 24 Stunden langstimuliert und stimuliert mit 4-OH-
Tm 200 ng/ml Gber 22 Stunden. Z-VAD fmk 1AM 24 Stunden lang, ebenfalls unstimuliert und stiemtimit
4-OH-Tm uber 22 Stunden.

3.3  C/EBR3 verstarkt die Spaltproduktbildung aus PARP.

Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP), ein im Zellkerkalsiertes Enzym, das an der
Regulation von DNA-Reparaturvorgangen und Transkniptieteiligt ist, stelltin der Endphase
der Apoptose neben anderen Proteinen ein Subsir&ifféktorcaspase-3 dar [Chaitanya et al.
2010]. Das intakte Enzym von 116 kD wird in 24 kBdu89 kD grol3e Fragmente gespalten,
die der N-terminalen DNA-Bindedomé&ne und der C-teal@n katalytischen Einheit

entsprechen [Chaitanya et al. 2010]. Ein qualitatieder quantitativer Nachweis der
Spaltprodukte eignet sich somit als ein Mal flreddngfene Apoptosevorgange bzw. als

Korrelat der aktivierten Effektorcaspasen.

Um den bei den Annexin V-PE-Farbungen beobacht@i@apoptotischen Effekt einer
Uberexpression und Aktivierung von C/EBRveiter zu spezifizieren, wurde versucht, in

Proteinextrakten von verschiedenen EL-4 Zelllinianittels Western Blot-Analyse

68



Spaltprodukte von PARP nachzuweisen. Verwendet wurde-4 Zellen, die folgende
Konstrukte retroviral Uberexprimierten: die Konivektoren EGZ-HA und EYZ-HA,
C/EBP- ER, C/EBBB-ER, das der LAP-Isoform entspricht, sowie die danitmnegative Form
C/EPB3dn-ER, LIP, welche im Gegensatz zu LAP keine Aktumgsdomane enthalt. Als

Positivkontrolle diente eine mit Etoposid aktiveeNlakrophagenzelllinie.

Pro Zellinie wurden zwei Ansatze mit 4-OH-Tm UbeadNt stimuliert. Zwei Stunden vor der
geplanten Zellernte wurde zur Apoptoseinduktion gisv einem der Ansétze
Wasserstoffperoxid (#D.) in einer Endkonzentration von 1mM hinzugefugt.

Nach Lyse der Zellen und Gewinnung eines Gesarptoédinextrakts wurde dieser mit Hilfe
eines Western Blots analysiert. Durch Verwendung<ispezifischen Antikdrpers gegen
PARP konnten diese und deren Spaltprodukte nachgewigerden. Als Ladekontrolle diente
eine Farbung des Blots mit einem Antikdrper gegas kbnstitutiv in den Zellen exprimierte
B-Aktin.

Als Mal3 der Apoptoserate diente die Betrachtung\Webaltnisses des 89 kD-Spaltprodukts
zur ungespalteten PARP (p89/p116). Der Blot zeigiedba C/EBPB Uberexprimierenden,
jedoch nicht mit HO. behandelten Zellen, ein im Vergleich zu den Kdizedllinien, den
C/EBR und LIP uberexprimierenden Zellen, ein deutlichér@s Verhaltnis von p89 zu p116
in Ubereinstimmung mit der Positivkontrolle apofgoher Zellen. Dies lieR? sich jedoch nicht
— oder wahrscheinlich nicht mehr, wenn man den igdiea Verlust von PARP in allen2B>-
behandelten Ansatzen zugrunde legt - bei den mi®.tbehandelten C/EBRZellen
beobachten. Bei einer reduzierten Wasserstoffpekorizentration von 0,7 mM waren die
Auswirkungen ahnlich.Vor allem aber war nach wie ei den nicht mit KO, stimulierten,
C/EBBP3 Uberexprimierenden EL-4 Zellen das Verhaltnis @89-Spaltproduktes zu der
ungespaltenen PARP (p116) am grofldten. Obwohl auwsh den C/EBB-Zellen das
Spaltprodukt nachzuweisen war, fand sich eine geRkenge ungespaltenen PARPS, so dass
das Verhéltnis p85/p116 niedriger eingestuft welktemte. Beide Versuche zeigten, dass eine
Uberexpression und Aktivierung von C/EBRM Gegensatz zu anderen Mitgliedern der
C/EBP-Familie, so auch der dominant negativen Form @EBR (LIP), die spezifische
Spaltproduktbildung aus PARP verstarkt. Im Westerot Bieigten sich noch weitere
prominente Banden, so bei der Positivkontrolle urleBEp eine Bande von ca. 55 kD, sowie
von ca. 70 kD und ca. 61 kD in den C/BREPellen, die auf zusatzliche Spaltprodukte
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hinwiesen. Zusammengefasst deutete alles staraiBeteiligung der EffektorCaspase-3 bei

der C/EBB induzierten Apoptose hin.
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Abbildung 3.3: Eine Uberexpression und Aktivierung von C/EBPB erhoht die
Spaltproduktbildung aus PARP. Western Blot von EL-4 T-Zellen, welche jeweils dientrollvektoren
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EGZ-HA, EYZ-HA, sowie C/EBB (LAP) C/EBH3dn (LIP) und C/EBB retroviral iberexprimieren. Alle Zellen
wurden 14 Stunden mit 4-OH-Tm 200 ng/ml stimuli&itn Ansatz pro Zellinie wurde zwei Stunden mit 1mM
H20. behandelt (+). Eingesetzt wurden jeweilgig3sesamtzellproteinextralfi-Aktin und PARP wurden mittels
spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Positivialgr war eine apoptotische Makrophagenzellinie. Die

Abbildung zeigt zwei unterschiedliche Belichtunglsselben Blots, oben 10 Minuten, unten ca. 2 $tund

3.4  Dominant-negative Caspase-3 beeinflusst das RN&pressionsmuster der EL-4
T-Zellen.

Da PARP ein Hauptsubstrat der aktivierten Caspasar&edlt [ElImore 2007] und sich in
C/EBR3 exprimierenden Zellen eine hohere Konzentratios &paltproduktes p89 im
Vergleich zur ungespaltenen Form fand, sollte irohsgen Schritt Gber eine Hemmung der
Caspase-3 ein solcher Zusammenhang naher untevseicten.

Um die Caspase-3 in der untersuchten Zelllinie zarhen, sollte mittels retroviraler Infektion
eine mutierte Form der Caspase-3, Caspase-3F, walfpeind eines Aminosaureaustausches
nicht durch Spaltung aktiviert werden kann, in dstien Gberexprimiert werden und so eine

kompetitive Inhibition der endogenen Caspase-3 lk@mir

In diesem Fall erfolgte eine simultane Infektion nvoEL-4 T-Zellen mit den
Expressionsvektoren C/EBFER, dem Leervektor EGZ-HA sowie pEGN/MCS-FlagC und
PEGN/Caspase3F.

Plasmide EGZ-HA C/EBPB-ER
PEGN/MCS-FlagC EGZ/EGN C/EBF3/EGN
pEGN/Caspase3F EGZ/Caspase3F C/EBR3/Caspase3F

Tabelle 3.1: InfektionsschemaAnsétze der doppelt infizierten Zellen abgekirzpdatellt.

Die Selektion der doppeltinfizierten Zellen erf@gtie im Methodenteil beschrieben tber die
Zugabe von G418 und Zeocin in das Medium mit ndgefoder Aufreinigung der beide
Resistenzen tragenden, also beide Plasmide expeimien Zellen Gber BSA-

Gradientenzentrifugation. Der Expressionsnachweis €/EBEB und Caspase-3F erfolgte
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durch Western Blotting der jeweiligen Gesamtzellprmextrakte mit Hilfe spezifischer
Antikorper gegen ER und Flag.

Die gewonnenen Zelllinien waren die Grundlage weit&ntersuchungen Uber den vermuteten
Zusammenhang einer Aktivierung von C/HBPmit verstarkter Apoptose sowie

Zelldifferenzierung und Proliferationshemmung.

Abbildung 3.4: Nachweis der Expression von C/EBP-ER und Caspase-3F in zweifach
infizierten EL-4 Zellen. Western Blot aus Gesamtzellproteinextrakten dedHl-Zellen, doppelt retroviral
infiziert mit den Expressionsplasmiden EGZ-HA, CHBBER, pEGN/MCS-FlagC und pEGN/Caspase3F.
Ansatze (abgekirzt) von li. n. r&. (EGZ/Caspase8F2 EGZ/Caspase3R EGZ/EGN;4 (C/EBR3/Caspase8F);

5 C/EBRB/Caspase3F6 C/EBRB/EGN. Auftrag von jeweils 2Qig Proteinextrakt auf ein 8%-PAA-Gel. Mittels
Anti-Flag-Antikdrper konnte in den Ansatzen EGZ/@Gase3F und C/EBIPCaspase3F die mutierte Form der
Caspase-3 als 30 kD schweres Protein nachgewieselemw (,C3F"), ebenso C/EBFER (,beta“) mit Hilfe des
Anti-ER-Antikdrpers in den Zellextrakten C/EBaspase3F und C/EBREGN.
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Abbildung 3.5: Die dominant-negative Caspase-3 wirdn den untersuchten EL4 Zellen im
Vergleich zu endogener Caspase-3 uUberexprimiertVestern Blot der Zellen C/EBFCaspase3F und
EGZ/Caspase3F in abgestufter Proteinkonzentratar2s-20-15-1(ig Gesamtzellproteinextrakt. Nachweis von
Caspase-3 und Caspase-3F mit anti-Casp3.

An dieser Stelle sollte die exprimierte Menge adogiener Caspase-3 mit der an Caspase-3F
verglichen werden. Dies geschah, um zu sehengdideinge an dominant-negativer Caspase- 3
die der endogenen Ubersteigt, so dass eine kompdtiemmung tberhaupt méglich erscheint.
Es erfolgte hierzu eine Western Blot Analyse mitestgften Proteinmengen von 10, 15, 20
und 25 pg Gesamtzellproteinextrakt der vier Zellreihen EBZN, C/EBB/EGN,
EGZ/Caspase3F und C/ERREaspase3F. Im Ergebnis zeigte sich eine deutliche
Uberexpression der dominant-negativen Caspasai.génaue elektronische Quantifizierung

war bei diesen Mengenuntschied nicht notig.

3.4.1 Dominant-negative Caspase-3 unterstitzt dienterdrickung von 112 und Ifng,
schwacht aber auch did|4-Induktion durch C/EBP .

Die Effektorcaspase-3 nimmt bei Apoptosevorgangaa eentrale Rolle ein. Dies liel3 sich
auch in diesem Falle bei den C/HBBberexprimierenden Zellen aufgrund der beobaahtete
verstarkten PARP-Spaltung vermuten. Dariiber hingalisessich die Frage, ob eine Inhibition
dieser Caspase auf Proteinebene Auswirkungen aubdi€/EB beeinflussten Signalwege
hat, schlie3lich werden Caspasen auch fir vieleeneitellulare Prozesse benétigt [Garrido,

Kroemer 2004]. Zunachst wurde die Regulation deskiymusters von C/EBP in An- und
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Abwesenheit von dominant-negativer Caspase-3 urdiersnd eine Analyse der Gesamt-RNA
der oben beschriebenen Zellinien mittels RNaseeRtioinsanalyse durchgefihrt

Die doppelt infizierten Zellen EGZ/EGN, EGZ/Caspdse3/EBRB/EGN, C/EBB/Caspase3F
wurden am Vortag der Zellernte mit 4-OH-Tm oder TBAd lonomycin (T/I), was eine
Aktivierung tber den TCR und Kostimulation simuliesbwie mit allen drei Substanzen tber

insgesamt 16 Stunden stimuliert. Ein unstimuliefesatz diente als Kontrolle.

Die Ribonuklease-Protektionsanalyse wurde mit deno@ilani] -System unter Verwendung
des Probensets mCK-1 fur murine Zytokine durchgefiibieses Set erfasst die Interleukine
IL-4, -5, -10, -13, -15, -9, sowie IL-2, IL-6 unBNy, auRerdem die ,Haushalts-Gene*“ L32 und

GAPDH, welche einen Vergleich der Proben und einswertung der Daten ermdglichen.

Die Analyse der auf dem PAA-Gel aufgetrennten pktiteten Proben erfolgte mittels
Autoradiographie tber Nacht bei —70°C und Phosplraging.

-4

-2

L32

- GAPDH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16



EGZ/EGN C/EBPB/EGN | EGZ/C3F C/EBPB/C3F

112|345 6| 7 8 9 1011|12|13|14|15|16
- X X X X
4-OH-Tm X X X X
T/l X X X X
4-OH-Tm X X X X
+T/1

Abbildung 3.6: Dominant-negative Caspase-3 unterstizt Reduktion von 112 und Ifng,
vermindert aber die Il4-Induktion durch C/EBP B. Ribonuklease-Protektionsanalyse mCK-1 der
doppelt infizierten Zellen EGZ/EGN, C/EBHEEGN, EGZ/Caspase3F, C/EBRaspase3Eingesetzt wurden 10
g RNA pro Ansatz der nach dem dargestellten Schidrea16 Stunden stimulierten Zellen. Nach Hybratisng
Uber Nacht und Aufreinigung der Proben wurde jeswdié Halfte des Volumens auf ein denaturierenéle®BA-

Gel aufgetragen und bei 60 W elektrophoretischetuégnt. Die Abbildung zeigt eine Autoradiograpimig einer
Belichtungszeit von drei Stunden.

Deutlich wurderl4-, 112- undifng-RNA detektiert. Das Ergebnis der Autoradiographie dje
bekannten Effekte einer Aktivierung von C/HBRieder [Berberich-Siebelt et al. 2000]. Unter
Stimulation der Zellen mit T/l kam es bei der Alktirung von C/EBB-ER durch die Zugabe
von 4-OH-Tm, welches dessen Translokation in ddik&® ermdglicht, zu einem deutlichen
Anstieg der Expression voltd im Vergleich zu den lediglich mit T/I stimuliertedellen.
Ebenso liel sich eine Minderung der RNA Vi@nundlfng nach Aktivierung von C/EBP(4-
OH-Tm) beobachten.

Unter Expression der dominant negativen Form dep&se-3 schienen auf dem ersten Blick
diese Effekte von C/EBP nur kaum beeinflusst. So fanden sich auch in den
C/EBPB/Caspase3F-Zellen unter 4-OH-Tm und T/l ein Expoessinstieg vonll4 im
Vergleich zu den EGZ/Caspase3F-Zellen sowie einenfelerung voril2 undlfng.
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IL-4

Abbildung 3.7: Dominant-negative Caspase-3 vermind¢ die I14-Induktion durch C/EBP B.
Phosphoimager-Analyse der Ribonuklease-Protektiaigse mCK-1, Interleukin-4.

Eine Analyse unter Bericksichtigung der untersdidedn RNA-Mengen pro Ansatz mit Hilfe
des Phosphoimagers ermdglichte eine genauere Beitngctier gewonnenen Ergebnisse. Die
gemessene Intensitéat einer RNA-Bande wurde hierlaitdiziert und schliel3lich rechnerisch
in Beziehung zu den jeweiligen Haushaltsgeln@hundGAPDH gesetzt. Dadurch lie3en sich
die unterschiedlichen RNA-Mengen extrapolieren, eiaen Vergleich der gemessenen RNA-

Banden untereinander erleichterte.

Zunachst soll die Expression v betrachtet werden. Die Filmaufnahme (Abb.3.6) teclgpi
den C/EBP/Caspase3F im Vergleich zu den alleine C/BBfprimierenden Zellen nach
Stimulation mit 4-OH-Tm und T/I eine starkere Bamdéiohe dedl4 bei jedoch auch leicht
starkeren Banden beB2 und GAPDH, welche ein Mal} fir die insgesamt eingesetzte RNA-
Menge in dieser Laufspur sind. Zwei unabhangig utareer durchgefuhrte Analysen zeigten
eine Umkehrung dieses Verhéltnisses. Unter der Bsiélttigung der unterschiedlichen RNA-
Mengen der Laufspuren ergab sich hier rechnerigeh\éerminderung det4-Expression bei
den C/EBPB/Caspase3F-Zellen im Vergleich zu C/HBEPGN. Das Verhéaltnis zwischen
beiden Wertenll4 (C/EBR3/Caspase3F) zli4 (C/EBRI/EGN), betrug im Mittel aus beiden
Analysen 0,59. Die Phosphoimager-Analyse zeigteitseime Reduktion delt4-RNA um ca.
40 % bei den C/EBPund die dominant negative Form der Caspase-3 eigyanden EL-4 T-

Zellen im Vergleich zu den alleine aktiviertes C/EB#hthaltenden Zellen.
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Abbildung 3.8: Dominant-negative Caspase-3 scheindie Unterdriickung von 112 und Ifng
zu verstarken. Phosphoimager-Analysen der Ribonuklease-Proteddinalyse mCK-1, IL-2 und IFN-

Ebenso zeigte sich in diesem Experiment die bebegshriebene Reduktion d&- und Ifng-
RNA-Expression unter der Aktivierung von C/EBMBerberich-Siebelt et al. 2000]. So fand
sich in der Autoradiographie eine Steigerung K2+Expression in den mit T/I aktivierten
Leervektor tragenden Zellen. Im Vergleich dazu bkisi eine Expression der dominant-
negativen Caspase-3 keine Anderung dieser Verh#&énEine Aktivierung von C/EBBRiber
Zugabe von 4-OH-Tm fuhrte in beiden Zellpopulationen den lediglich EGN tragenden
ebenso wie in den die dominant negative Form dep&as3 exprimierenden Zellen zu der

bekannten Reduktion der RNA sowohl vdi2 als auch vonlfng. Betrachtet man die
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prozentualen Verhdltnisse, so ergab sich als Middl zwischen beiden
Phosphoimageranalysen eine Reduktion idieg-RNA in den C/EBB/EGN-Zellen nach
Zugabe von 4-OH-Tm um insgesamt 83,2%, in den C[EB&spase3F-Zellen um 85,5%, was
vergleichbar war. Die Berechnung der Reduktion IlRNA ergab einen Mittelwert von
69,8% bei den C/EBRPEGN-Zellen. Bei den zusatzlich mit dominant-negati Caspase-3
infizierten Zellen bewirkte eine Aktivierung von BBEB Uber 4-OH-Tm eine Reduktion der

[12-RNA rechnerisch im Phosphoimager um 89,8%.

Die Ergebnisse der Ribonuklease-Protektionsanalysélitfe des Probensets mCK 1 lassen
sich wie folgt zusammenfassen: In der Autoradiogazeigten sich die bekannten Effekte
einer Uberexpression und Aktivierung von C/BBfh EL-4 T-Lymphomzellen, eine
Steigerung dell4-Expression mit Reduktion déi2- undIfng-RNA [Berberich-Siebelt et al.
2000]. Eine Expression der dominant-negativen Gaesfabeeinflul3te die Auswirkung von
C/EBB3 auf die T-Zelldifferenzierung qualitativ nicht. Auder Berechnung der Daten einer
Phosphoimager-Analyse allerdings konnten eine Al&chung der durch C/ERP
gesteigertefi4-Expression sowie eine verstarkte SuppressiofizieundIfng-Expression bei
zusatzlicher Expression der dominant-negativen FoemCaspase-3 angenommen werden.
Eine grundsatzlich hemmende Wirkung der dominagatheen Caspase-3 auf die analysierten
Interleukine erschien durch Betrachtung der einfaflzierten Zellen unwahrscheinlich.
Vielmehr férdert dominant-negative Caspase-3 dieré&sgion der Effektorlymphokine IL-4
und IFN«, wéhrend es die von II-2 abschwécht. Aus dieserck®inkel gesehen, wurde das
durch C/EBB verursachte Lymphokinmuster genau gegenteilignbesst, obwohl — wie
bereits ausgefiihrt — der grundsétzliche Phanotyghd@/EBPB dominiert war.

3.4.2 Dominant-negative Caspase-3 beeinflusst dietdrdriickung von Myc durch
C/EBPB nicht, fuhrt jedoch zu vermehrter Bildung von Mad4.

In der Einleitung wurde die Rolle der Myc-Mad-Maxriie von Transkriptionsfaktoren bei
der Regulation von Zellzyklus, Proliferation, Difégizierung und Zelltod beschrieben.
Aufgrund dieser zentralen Rolle sowie des bekanrgpressiven Einflusses von C/EBRuf
die Expression von c-Myc [Berberich-Siebelt et 80&] wurde im Folgenden untersucht, ob
die Expression der dominant-negativen Caspase-3 EBRF-ER tragenden Zellen die

Expression der Myc-Familie beeinflusst. Dies erelgnit Hilfe einer Ribonuklease-
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Protektionsanalyse unter Verwendung des Probemsbtgc der Firma RiboQuamt Es
wurden die RNA-Ansatze der doppelt infizierten Zelleles im vorherigen Kapitel

beschriebenen Versuches eingesetzt. Die Vorgeh&seswier RNase-Protektionsanalyse
entspricht ebenfalls dem des vorherigen Versuches.

C-myc

L32

GAPDH

1 2 3 4 5 6 7 8 @0 11 12 13 14 15 16
EGZ/EGN C/EBPB/EGN | EGZ/C3F C/EBPP/C3F
112 (3|4 |5|6| 7| 8| 9 10 11 12 13 14 15 (6

- X X X X
4-OH-Tm X X X

T/ X X X
4-OH-Tm+T/I X X

Abbildung 3.9: Dominant-negative Caspase-3 beeinflit die Suppression vonMyc durch
C/EBPB nicht, steigert jedoch die Mad4-Expression. Ribonuklease-Protektionsanalyse mMyc der
doppelt infizierten Zellen EGZ/EGN, C/EBHEGN, EGZ/Caspase3F, C/EBRaspase3Eingesetzt wurden 10
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Mg RNA pro Ansatz der nach dem dargestellten Schidren16 Stunden stimulierten Zellen. Nach Hybretishg
Uber Nacht und Aufreinigung der Proben wurde jeswié Halfte des Volumens auf ein denaturierenéle®BA-
Gel aufgetragen und bei 60 W elektrophoretischetufgnt. Die Abbildung zeigt eine Autoradiograptmi¢ einer
Belichtungszeit von ca. 16 Stunden.

Der beschriebene Effekt einer negativen Regulieramig Myc durch C/EBB [Berberich-
Siebelt et al. 2006] zeigte sich in diesem Expeninmgeutlich bei der dreifachen Stimulation
der Zellen mit T/l und 4-OH-Tm, welches zu einertidderung von C/EBB im Kontext einer
nachgeahmten T-Zellstimulation fuhrt. AktivierungrvC/EBHB durch 4-OH-Tm fiihrte zu der
gesteigerten Expression vitad4, welches durch c-Myc reprimiert wird [Kime, Wrigh®03],
und demnach ein indirekter Effekt sein konnte. BeiBH#ekte erschienen in der
Autoradiographie durch zusatzliche Expression aenidant-negativen Form der Caspase-3
verstarkt.

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Phosphoiraagl/se mit rechnerischer Einbeziehung

und Extrapolation der eingesetzten unterschiedtidRieA-Mengen betrachtet werden.
c-Myc
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Abbildung 3.10: Dominant-negative Caspase-3 beeinfbst die Unterdriickung von Myc
durch C/EBPB nicht. Phophoimager-Analyse der RNase-Protektionsanalydganc-Myc.

In der Phosphoimager-Analyse fand sich bei den CBBN-Zellen eine Verminderung der
Myc-RNA bei den mit T/l und 4-OH-Tm stimulierten ZelleDies zeigte sich ebenfalls bei
zusatzlicher Infektion mit dominant-negativer Casp8. Diese schien die Wirkung von
C/EBPB aufMyc nicht zu beeinflussen.

Betrachtet man die Expression vdvlad3 so fanden sich keine richtungsweisenden

Veréanderungen durch C/EBRder die dominant-negative Form der Caspase-3.
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Abbildung 3.11: C/EBPB und dominant-negative Caspase-3 beeinflussen didad3-
Expression nicht.Phophoimager-Analyse der RNase-ProtektionsanalydgcyMad3.

In der Analyse deMad4-RNA zeigte sich der bekannte Effekt einer gestéggeExpression
unter Aktivierung von C/EBP [Berberich-Siebelt et al. 2006]. Zusétzliche Stiatioin der
Zellansatze mit T/I neben 4-OH-Tm fuhrten noch mee Verstarkung dieser Tendenz. In
dieser Phophoimager-Analyse fand sich in den dienidant-negative Caspase-3

exprimierenden Zellen eine Intensivierung diesdekiés.
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Abbildung 3.12: Dominant-negative Caspase-3 verst&t Mad4-Induktion durch C/EBP B.
Phophoimager-Analyse der RNase-ProtektionsanalygganMad4.
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Zusammenfassend fand sich in der Ribonuklease Riatsknalyse der Myc-Familie eine nur
geringe Beeinflussung der C/EBRVirkungen durch die zuséatzliche Expression deridant-
negativen Caspase-3. Auffallig war die Verstarkdag positiven Effektes der Aktivierung von
C/EBR3 auf die Expression voklad4in den C/EBIB/Casp3F-Zellen.

3.4.3 Uberexpression von C/EBPsteigert die Expression der endogeneBaspase3 und
bei Blockade der Caspase-3 die déaspasell.

Im Folgenden sollten Auswirkungen einer Aktivierungpn C/EBEB und zusétzlicher
Expression der dominant-negativen Caspase-3 aufEdasessionsmuster der endogenen
Caspasen untersucht werden. Zu diesem Zweck erfailggeRibonuklease-Protektionsanalyse
der bereits in den vorherigen Versuchen eingeseRMA-Extrakte der doppelt infizierten EL-
4 Zellen EGZ/EGN, EGZ/Caspase3F, C/BAFGN, C/EBMB/Caspase3F mit Hilfe des
Probensets mApol fur die Familie der Caspasen.

Betrachtet man die Expression @aspasedRNA, so fand sich autoradiographisch bei den mit
C/EBPB/EGN infizierten Zellen nur durch Uberexpressioe witer Stimulation mit 4-OH-Tm
(Abb.3.13, Spalte 5 + 6) im Vergleich zu der Vektortrolle (Spalte 1 + 2) eine schwache
Induktion der Expression. Ebenso lie3 sich bei anT/lI sowie den dreifach stimulierten
Ansatzen bei den C/EBPtragenden Zellen unter Berucksichtigung der unkeesdichen
eingesetzten RNA-Mengen ein Expressionsanstie@dspasedRNA zeigen.

Die Werte der mit der dominant-negativen Form desp@ae-3 infizierten Zellen waren
aufgrund einer Detektion beider Formen nur bedsmgwertbar, doch zeigten sich auch hier
noch hohere Expressionswerte in Form starkerer Barde Caspase3in den C/EBB

exprimierenden Zellen.
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EGZ/EGN C/EBPB/EGN | EGZ/C3F C/EBPB/C3F
112 (3|4 |56 7| 8| 9 10 11 1 13 14 15 116

- X X X X
4-OH-Tm X X X X

T/ X X X X
4-OH-Tm+T/I X X X X

Abbildung 3.13: C/EBPp verstarkt die Caspase3-Expression und bei Hemmung von Caspase-
3 die Expression vonCaspasell. Ribonuklease-Protektionsanalyse mApol der doppéitierten Zellen
EGZ/EGN, C/EBB/EGN, EGZ/Caspase3F, C/EBIEaspase3F. Eingesetzt wurdenf@ORNA pro Ansatz der
nach dem dargestellten Schema tber 16 Stundenlistiten EL-4 T-Zellen. Nach Hybridisierung tber Naand
Aufreinigung der Proben wurde jeweils die Halfts 8®lumens auf ein denaturierendes 5% PAA-Gel dtdgen
und bei 60 W elektrophoretisch aufgetrennt. Die iflimg zeigt eine Autoradiographie mit einer Betiatgszeit
von ca. 16 Stunden. Detektiert wurden die RNA-Bander Caspasen-8, -3, -11, -2, -7 und -1. Die s&lrken

Banden in Hohe der Caspase-3 der mit Caspase-2keitén Zellen sind auf eine zusétzliche DetekBgngenen
RNA zurtickzufiihren.
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Abbildung 3.14: C/EBPp steigert die Expression der endogenerCaspase3. Phophoimager-
Analyse der RNase-Protektionsanalyse mApol, Caspadzie untere Graphik stellt einen vergroRRerten

Aussschnitt aus der oberen dar.

In der Phosphoimager-Analyse des Versuches bdstaiich dies. So fand sich schon ein im
Vergleich zu der Kontrolle erhohter Ausganswert @@EBHR3/EGN-Zellen, doch unter
Stimulation mit 4-OH-Tm sowie insbesondere der zighen Stimulation mit T/I konnte ein
weiterer Anstieg deCaspasedRNA im Vergleich zu den Kontrollansatzen nachgeesmes
werden. Ebenso zeigten sich in den rechnerischatysen in den zusatzlich mit C/EBRNnd
dominant-negative Caspase-3 infizierten im Verglesiahden alleine die dominant-negative
Caspase-3 tragenden Zellen ein weiterer AnstieglektiertenCaspasedRNA. In diesem
Experiment ergab sich somit eine Induktion der Bffecaspase-3 unter der Uberexpression
und Aktivierung von C/EBP.

In der autoradiographischen Darstellung wurden inugeauf die Expression d&aspasell

RNA nur wenige Veranderungen in den einzelnen Aesasichtbar. Jedoch konnte auch hier
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bei Berlcksichtigung der unterschiedlichen eingésetRNA-Mengen eine Induktion in den
C/EBH3/EGN-Zellen im Vergleich zu den Kontrollansatzemgamommen werden (Abbildung
3.13, Spalten 4 und 8). Auch in den mit der domimagativen Caspase-3 infizierten Zellen
fand sich mit C/EBP eine verstarkte Expression der endoge@aspasellSpalten 12 und
16).
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Abbildung 3.15: Mit dominant-negativer Caspase-3 stigert C/EBPB die Expression der
Caspasell. Phophoimager-Analyse der RNase-Protektionsanalygsoh Caspase-11.

In der Phosphoimager-Analyse zeigte sich unter \itiung von C/EBPB allenfalls eine
geringe Induktion de€Caspasel-RNA (Abbildung 3.15, Spalten 5 und 6), wobei ben dweit
dominant-negativer Caspase-3 infizierten Zellenuatgivierung von C/EBB ein deutlicher
Anstieg der Expression der endoge@aspaselhachzuweisen war (Spalten 14 und 16).
Zusammenfassend kann man sagen, dass sich untereAkig von C/EBB eine leichte
Expressionssteigerung der endogefaspasedRNA fand. Der Effekt einer Hemmung der
Caspase-3 auf die RNA-Expression der endogefaspase3 konnte aufgrund der
Doppeldetektion beider Formen nur eingeschrankttbégiwerden. Jedoch schien hier unter
C/EBB3 die Caspasedxpression im Vergleich zu den EGZ/Caspase3F-Zeillech mehr
gesteigert. Ahnlich schien eine funktionelle Hermgnder Caspase-3 die Transaktivierung der

Caspaseldurch C/EBB zu unterstitzen.
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3.5 Aktivierung von C/EBP und dominant-negative Caspase-3 wirken sich auf di

Konzentration der endogenen Caspase-3 in EL-4 Zellesws.

Nun sollten einige der auf RNA-Ebene bereits untdr®n Faktoren auf Proteinebene
betrachtet werden. Untersucht wurden Gesamtzedlprextrakte einiger der in den vorherigen
Ribonuklease-Protektionsanalysen eingesetzten Eeleihen.

3.5.1 Aktivierung von C/EBAB und dominant-negative Caspase-3 steigern endogene

Caspase-3.

Untersucht wurden Gesamitzellproteinextrakte auseded Zellen EGZ/EGN, C/EBBHEGN,
EGZ/Caspase3F und C/EBEaspase3F jeweils mit und ohne Stimulation mit Tafea (4-
OH-Tm) Uber 24 Stunden. Es erfolgte eine AnalysitesiWestern Blot. Zur Farbung wurde
ein Antikérper gegen Caspase-3 eingesetzt, weldbegrdlogene und die aufgrund der Flag-
Markierung groRere Caspase3F-Form detektiert. Inelidrig fand sich bei den mit 4-OH-Tm
stimulierten C/EBB/EGN-Zellen eine im Vergleich zu den unstimuliertellen und der
Leervektor-Kontrolle EGZ/EGN eine deutliche Zunahadee Caspase-3. In den die dominant-
negative Form der Caspase-3 tragenden Zellen kaluntd die hohe Intensitat der Bande der
dominant-negativen exogenen Form eine Variation @edogenen Caspase-3 nicht
befriedigend analysiert werden.

EGZ beta C3F beta/C3F
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Abbildung 3.16: Aktivierung von C/EBPB und Expression von dominant-negativer
Caspase- 3 steigern die Proteinexpression von endager Caspase-3Western Blot-Analyse der
EL-4 Zellreihen EGZ/EGN (,EGZ"), C/[EBREGN (,beta”), EGZ/Caspase3F(,C3F*) und C/HBBaspase3F
(,beta/C3F") jeweils mit und ohne Stimulation mHQH-Tm 200 ng/ml Uber 24 Stunden. Eingesetzt wurden
jeweils 35ug Gesamtzellproteinextrakt. Ladekontrolle mittebeio stehender Ponceaurotfarbung. Der Nachweis

von Caspase-3 und Caspase-3F erfolgte durch gieaifischen Antikorper.

3.5.2 Die Expression der Caspase-7 ist auf Proteinate unbeeinflusst von C/EBB und

Hemmung der Caspase-3.

Neben der Caspase-3 ist die Caspase-7 eine Effegpa®a welche insbesondere an der
Spaltung von PARP beteiligt ist [EImore 2007]. Alissem Grund wurde mittels Western Blot

untersucht, ob durch eine Aktivierung von C/EB&der auch durch ein Eingreifen in die

Funktion der Caspase-3 mittels Expression derenmmtinegativer Form die Expression der
Caspase-7 beeinflul3t wird. Dies war nicht der Fddinn in allen untersuchten Ansatzen,
EGZ/EGN, C/EBB/EGN, EGZ/Caspase3F und C/HBBaspase3F jeweils mit und ohne

Stimulation mit 4-OH-Tm Uber 24 Stunden, zeigtehsiine konstante Expression der

Caspase- 7.
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Abbildung 3.17: Weder eine Aktivierung von C/EBH3 noch dominant-negative Caspase-3
beeinflussen die Expression der endogenen CaspaseitV den untersuchten EL-4 Zellen.
Western Blot-Analyse der EL-4 Zellreihen EGZ/EGIRGZ"), C/EBH/EGN (,beta“), EGZ/Caspase3F (,C3F")
und C/EBB/Caspase3F (,beta/C3F") jeweils mit und ohne Statiah mit 4-OH-Tm 200 ng/ml Uber 24 Stunden.
Eingesetzt wurden jeweils 3fg Gesamtzellproteinextrakt. Der Nachweis von Casffa®rfolgte durch

spezifischen Antikérper. Ladekontrolle mittels Peagrotfarbung siehe Abbildung 3.16.
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3.6  Dominant-negative Caspase-3 vermag nicht, die llen vor einer durch C/EBP

verstarkten Apoptose zu retten.

Um die funktionelle Bedeutung einer Hemmung der e¢eden Caspase-3 durch
Uberexpression einer nicht aktivierbaren, dominsdativen Form dieser Caspase zu
untersuchen, wurden Experimente, die den am Andi@sgKapitels beschriebenen Versuchen
mit Annexin V- und 7-Amino-Actinomycin- (7-AAD) Faung der kultivierten Zellen analog
sind, mit den doppelt transduzierten EL-4 T-Zelthichgefihrt. Eingesetzt wurden 5810
Zellen pro Ansatz und zwei Ansatze von jeder Zd|linEGZ/EGN, C/EBB/EGN,
EGZ/Caspase3F und C/EBRaspase3F. Jeweils einer der beiden Anséatze wuree 2D
Stunden mit Tamoxifen (4-OH-Tm) stimuliert. Die Bem wurden mittels FACScan
durchflusszytometrisch analysiert. Der Effekt dédtidierung von C/EBB, die Apoptoserate
der Zellen zu verstarken, zeigte sich wiederum ladutSo waren in der unstimulierten
Kontrolle der C/EBB/EGN-Zellen 19,8 % der betrachteten Zellen AnnaxRE positiv und
5,22 % sowohl Annexin V-PE-, als auch 7-AAD-positBei letzteren handelt es sich um
spatapoptotische und nekrotische Zellen. Nach Betagdler Zellen mit 4-OH-Tm, was eine
Translokation von C/EBPin den Zellkern bewirkt, fanden sich 60,11 % aptipthe und
15,55 % spatapoptotische bzw. nekrotische Zelledeh Kontrollansatzen mit den EGZ/EGN
EL4-Zellen zeigte sich ein den C/EBEGN-Zellen vergleichbar hoher Anteil apoptotischer
Zellen von 24,4 % bzw. 21,58 % mit 2,09 % bzw. %2doppelt-positiver Zellen. In den
Caspase-3F exprimierenden Zellen hingegen fand esiad verminderte Rate apoptotischer
Zellen von nur 3,64% im unstimulierten und 8,85% stimulierten Ansatz. Die Anteile
doppelt-positiver Zellen betrugen 2,27% bzw. 5,21fbden sowohl Caspase-3F als auch
C/EBR3 tragenden Zellen fand sich unstimuliert eine Hemgnder Apoptose, also ein Antell
Annexin V-positiver Zellen von 9,76% und 5,02% delbpositive Zellen. Nach Stimulation
mit 4-OH-Tm aber stieg der Anteil apoptotischer I&el wieder auf 53,32% mit 18%
spatapoptotischen bzw. nekrotischen Zellen. Diessat&Vwaren mit denen der Ansétze
C/EBH3/EGN vergleichbar, allenfalls zeigte sich eine gge Tendenz zu weniger Apoptose.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Ratangellen vor Apoptose in den

Kontrollen durch Expression der dominant-negativerm der Caspase-3 bedingt mdglich war.
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Die durch Aktivierung von C/EBPinduzierte Apoptose konnte allein durch eine Hemgnu

von Caspase-3 nicht verhindert werden.
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Abbildung 3.18: Die durch Uberexpression und Aktiverung von C/EBPB verstarkte

Apoptose kann durch Hemmung der Caspase-3 nicht verindert werden. Annexin V-PE und 7-
AAD-Farbung von EL-4 Zellen mit retroviraler Expsésn der Vektoren EGZ/EGN, C/EBHEEGN,

EGZ/Caspase3F und C/EBaspase3F, 5 x 1@ellen pro Ansatz, unstimuliert und stimuliert MHOH-Tm
Uber 20 Stunden.

Auch bei Experimenten Uber einen langeren Zeitrbefnsich allenfalls ein transienter Schutz

der dominant-negativen Caspase-3 fir die durch CpEBFursachte Apoptose feststellen

(nicht gezeigt).
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3.7  Dominant-negative Caspase-9 beeinflusst das RN&pressionsmuster der EL-4

T-Zellen nur gering.

Die Procaspase-9 zahlt zu den Initiatorcaspasesn.stht im Zentrum des intrinsischen
mitochondrialen Signalwegs. Um einen moglichen [Es¥ einer Uberexprimierung des
Transkriptionsfaktors C/EBPauf die Expression oder Aktivierung von CaspaseiBer zu
untersuchen, wurde auch hier durch Uberexpressioger elominant-negativen Caspase-9,
Caspase-9F, eine Hemmung der endogenen Caspasedreinigand deren Auswirkungen
u.a. auf die Expression der Zytokine untersucht.

Ahnlich wie zuvor bei der Untersuchung einer Hemgdar Caspase-3 sollte auch hier mittels
retroviraler Infektion eine mutierte Form der Cagpfs welche im Gegensatz zu der
endogenen Caspase durch einen Aminosaureaustagstidaich Spaltung aktiviert werden
kann, in der eingesetzten Zellinie, den EL-4 T-Lyromzellen, Uberexprimiert werden.
Verwendet wurde ein Plasmid, das ein mit EYZ urajffharkiertes Protein kodiert. Es erfolgte
eine simultane Infektion der EL-4 Zellen mit C/HBER, dem Leervektor EGZ-HA sowie
PEYZ/MCS-FlagC und pEYZ/mCaspase9F nach folgendemrBahe

Plasmide EGZ-HA C/EBPB-ER
pPEYZ/MCS-FlagC EGZ/EYZ C/EBR3/EYZ
pPEYZ/Caspase9F EGZ/Caspase9F C/EBR3/Caspase9F

Tabelle 3.2: InfektionsschemaAnsatze der doppelt infizierten Zellen abgeklenipéstellt.

Eine Selektion der Zellen erfolgte bei diesem Velhsaufbau durch eine fluoreszenzgesteuerte
Sortierung der doppelt infizierten, d.h. sowohl digin (EGZ) als auch die gelb (EYZ)
fluoreszierenden Zellen mittels fluoreszenzaktigeDurchflusszytometrie. In einer Western
Blot Analyse mit spezifischen Antikdrpern gegen ERUWFlag konnte die Expression der
Proteine Uberprift werden. Auf den Ansatz EGZ/Casplas wurde aufgrund einer
Kontamination in den folgenden Untersuchungen Ziustierzichtet.
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Abbildung 3.19: Nachweis der Expression von C/EBP-ER und Caspase-9F in zweifach
infizierten EL-4 Zellen. Western Blot aus Gesamtzellproteinextrakten deELellen, doppelt retroviral
infiziert mit den Expressionsplasmiden EGZ-HA, CEBEER, pEYZ/MCS-FlagC und pEYZ/Caspase9F. Ansétze
(abgekirzt) von li. n. rel EGZ/EYZ; 2 C/EBRB/EYZ; 3 C/EBMPB/Caspase9F. Auftrag von jeweils 2@
Proteinextrakten auf ein 8%-PAA-Gel. Nachweis vasfase-9F bei 40-45 kD mittels Anti-Flag-Antikérpam
C/EBRB mittels Anti-ER-Antikdrper.

3.7.1 Dominant-negative Caspase-9 beeinflusst did-Induktion durch C/EBP B nicht,

scheint jedoch die Suppression voH2 und Ifng leicht abzuschwéachen.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob eine Bldekder Caspase-9 in den C/BBP

Uberexprimierenden EL-4 Zellen eine Anderung desolgexpressionsmusters bewirken
kann. Untersucht wurde dies durch Isolierung déFkREA und anschliel3ender Analyse der
Proben mittels Ribonuklease-Protektionsanalyse.

Wie in 3.4.1 beschrieben wurden pro Zellinie drenwier Ansétzen mit Tamoxifen (4-OH-
Tm), TPA und lonomycin (T/I) sowie mit 4-OH-Tm pldgl stimuliert. Je ein Ansatz wurde
unstimuliert belassen. Nach 16-stindiger Inkubatiamde die RNA mittels Trizol-Phenol-

Methode gewonnen. Die RNase-Protektionsanalyse wurddilfe des RiboQuafit-Systems

unter Verwendung des Probensets mCK-1 durchgefihrt.
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Abbildung 3.20: Dominant-negative Caspase-9 beeinfkst diell4-Induktion durch C/EBP B
nicht, scheint aber die Suppression vornl2 und Ifng abzuschwéachenRNase-Protektionsanalyse
mCK-1 der doppelt infizierten Zellen EGZ/EYZ, C/EREYZ, C/EBR3/Caspase9F. Eingesetzt wurdenp
RNA pro Ansatz der nach dem dargestellten Scheraa 1fh Stunden stimulierten Zellen. Nach Hybridisiey
Uber Nacht und Aufreinigung der Proben wurde jeswdié Halfte des Volumens auf ein denaturierenéle®BA-
Gel aufgetragen und bei 60 W elektrophoretischetuégnt. Die Abbildung zeigt eine Autoradiograpimig einer

Belichtungszeit von ca. 16 Stunden.

In der Autoradiographie zeigte sich wie in 3.4.5dieieben ein Anstieg dédr-RNA in den
C/EBRB/EYZ-Zellen mit der Dreifach-Stimulation mit T/l dn4-OH-Tm. Bei insgesamt
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geringerer eingesetzter RNA-Menge in Spur 12 der CEB#spase9F-Zellen konnte trotz
schwacherell4-Bande eine dhnliche Menge angenommen werden. én ggmaueren Analyse
des Films mittels Schwarzegradbestimmung unter Bercictigung der Haushaltsgene und
somit der unterschiedlichen RNA-Mengen konnte diestdtigt werden. Expression der

dominant-negatiiven Caspase-9 beeinflusste die bmtukonll4 durch C/EBB nicht.
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Abbildung 3.21: Dominant-negative Caspase-9 beeinfkst diell4-Induktion durch C/EBP B
nicht. Schwarzegradbestimmung von Abb. 3.20 in Bezug a®®2 Lund GAPDH, Ribonuklease-
Protektionsanalyse mCK-1, IL-4.

Eine Beurteilung deidl2- und derlfng-Expression anhand der Autoradiographie alleine
gestaltete sich aufgrund der unterschiedlichen RNgxdén der Laufspuren als schwierig. In
einer Schwarzegradbestimmung unter Beriicksichtiglieser Unterschiede zeigte sich auch
in diesem Experiment die beschriebene Reduktionl8dexpression unter Aktivierung von
C/EBR3 [Berberich-Siebelt et al. 2000]. Unter Vorhandenseéier dominant-negativen
Caspase-9 fand sich nach Stimulation mit 4-OH-Tm T#h@ine etwas hohelé-Expression

als in den allein C/EBPexprimierenden Zellen (Spuren 8 und 12).
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Abbildung 3.22: Caspase-9F scheint die Reduktion vo 112 durch C/EBPB etwas
abzuschwachen.Schwarzegradbestimmung von Abb. 3.20 in Bezug @& und GAPDH, Ribonuklease-
Protektionsanalyse mCK-1, IL-4.

Bei der Messung ddfng-RNA liel3 sich hier der Effekt einer Aktivierung v&@iEBH3 nicht

so deutlich zeigen wie im obigen Experiment. Amstde schien es sich um einen Artefakt
aufgrund deutlich hoéherer RNA-Menge in Spur 8 zu dedém Unter zusatzlicher
Uberexprimierung von Caspase-9F fand sich hier edise Abschwéchung delfng-
Suppression durch C/EBP
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Abbildung 3.23: Caspase-9F scheint die Suppressionon Ifng durch C/EBPB leicht
abzuschwéachen.Schwarzegradbestimmung von Abb. 3.20 in Bezug @& und GAPDH, Ribonuklease-
Protektionsanalyse mCK-1, IL-4.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Ribonukleadekfionsanalyse, dass zusatzliche
Expression der dominant-negativen Caspase-9 nunggerAuswirkungen auf die durch
C/EBP3 vermittelten Verénderungen des InterleukinmusfBerberich-Siebelt et al. 2000]
besitzt. Die Induktion vorl4 durch C/EBIB war hier nicht beeintrachtigt, wohingegen die

Suppression voh2 undlfng leicht abgeschwécht erschien.

3.7.2 Dominant-negative Caspase-9 steigert die Exm®on sowohl pro- als auch

antiapoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie.

Im Folgenden sollte der Frage nachgegangen weothegine Uberexpression und Aktivierung
von C/EBM die Expression der pro- und antiapoptotischen IMidigr der Bcl-2-Proteinfamilie
beeinflusst und ob dies durch kompetitve Hemmum@a@spase-9 verandert werden kann. Mit
den bereits im obigen Versuch verwendeten RNA-Eig¢rakler mit C/EBB und Caspase-9F
doppelt infizierten EL-4 Zellen wurde dies in ein&ibonuklease-Protektionsanalyse
untersucht. Verwendet wurde hierfir das Probenggia® von RiboQuant nach obigem

Protokoll fir die oben genannten Ansatze.

EGZ/EYZ C/EBPB/IEYZ C/EBPp/Caspase9F
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12
_ X X X
4-OH-Tm X X X
T/ X X X
T/l + 4-OH-Tm X X X
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Abbildung 3.24: Dominant-negative Caspase-9 steiger die Expression pro- und
antiapoptotischer Bcl-2-Mitglieder. Ribonuklease-Protektionsanalyse mApo2 der doppditziérten
Zellen EGZ/EYZ, C/IEBB/EYZ, C/EBR/Caspase9F. Detektiert wurden die antiapoptotisdigglieder der
Bcl2-Familie bcl-w, bfll (A1), bcl-x und die proajmdischen bak, bax und bad. Die Unterschiede ahegyesietzten
RNA-Mengen sind grof3tenteils ausgeglichen, nurdar und 10 wurde eine gréRere RNA-Menge eingesetz

Sowohl die augenoptische Betrachtung des Autoraaiogrs wie detaillierte Phosphoimager-
Auswertungen (nicht gezeigt) ergaben keine qualgatverdnderung der Bcl2-Familie.
Allenfalls konnte ein leichter und gleichzeitigem#tieg der pro- und anti-apoptotischen
Mitglieder durch C/EBPB und mehr noch in Anwesenheit von dominant-negataspase-9

festgestellt werden. Das Gleichgewicht war nichisgloben.
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3.8  Dominant-negative Caspase-9 vermag nicht, die llEn vor einer durch C/EBP

verstarkten Apoptose zu retten.

Auch fur die mit dominant-negativer Caspase-9 iefign Zellen fluhrten wir, um die
funktionelle Bedeutung einer Hemmung dieser Caspageigen, eine FACS-Analyse von mit
Annexin V-PE und 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) geféadn Zellen wie in 3.6 beschrieben
durch.

Auch hier wurden jeweils 5x2@ellen pro Ansatz mit je zwei Anséatzen pro Ze#igingesetzt.
Je einer der beiden Ansatze EGZ/EYZ, EGZ/Caspase@?EBH/EYZ und
C/EBR3/Caspase9FRwvurde Uber 20 Stunden mit Tamoxifen (4-OH-Tm) stisrt Nach
Farbung der Zellen mit Annexin V-PE und 7-AAD edtd eine durchflusszytometrische
Analyse mittels FACScan. Hier zeigte sich, ahnliak tei den die dominant-negative Form
der Caspase-3 tragenden Zellen, dass auch einetibmfetnit einer dominant-negativen
Caspase-9 die Zellen nicht vor der unter Aktivierung C/EBRB verstarkten Apoptose retten
kann.

In den Kontrollen mit EGZ/EYZ und EGZ/Caspase9F fandich &hnliche Anteile Annexin
V-PE- und 7-AAD-positiver Zellen. In den C/EBREEYZ-Zellen zeigte sich der beschriebene
Shift zu einem erh6hten Anteil Annexin V- und 7-AAddsitiver Zellen nach Behandlung mit
4-OH-Tm. Ohne Stimulation waren bei den C/BBEPYZ-Zellen 4,15 % Annexin V-positive
Zellen. Unter 4-OH-Tm waren 15,95 % der beobacht&ellen apoptotisch. Ein &hnlicher
Befund ergab sich auch bei den zusatzlich CapaseagErtden Zellen. Hier zeigte sich ein
Anstieg der Annexin V-positven Zellen von 3,74 %metStimulation auf 12,34 % mit 4-OH-
Tm. Auch die Expression der Caspase-9F und somibiitidn der endogenen Caspase-9 konnte

die Zellen nicht vor der durch Aktivierung von C/HBRerstarkten Apoptose schiitzen.
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Abbildung 3.25: Die durch Uberexpression und Aktiverung von C/EBPB verstarkte
Apoptose kann durch Hemmung der Caspase-9 nicht vaindert werden. Annexin V-PE- und 7-
AAD-Farbung von EL-4 Zellen mit retroviraler Expsésn der Vektoren EGZ/EYZ, C/EBFEYZ,
EGZ/Caspase9F und C/EREaspase9F, 5 x 105 Zellen pro Ansatz, unstimulied stimuliert mit 4-OH-Tm
(, Tm") Uber 20 Stunden.
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4 Diskussion

Der Transkriptionsfaktor C/EBP besitzt zahlreiche Funktionen bei Wachstums- und
Differenzierungsvorgangen in verschiedenen Gewebkn. murinen T-Lymphozyten
transaktiviert er durch direkte Bindung an deirPromotor dasl4-Gen und fordert so+R-
Immunantworten [Berberich-Siebelt et al. 2000]. Beith-Siebelt et al. konnten dartber
hinaus zeigen, dass C/E@proliferationshemmend wirkt. Uber Bindung an diéyc-Promotor
reprimiert es Myc, wodurch es zu einem Zellzyklusstr in der G1 Phase des Zellzyklus
kommt. [Berberich-Siebelt et al. 2006] Eine Zellaydhnalyse mittels Propidiumjodidfarbung
von mit C/EBB-ER™ transduzierten EL-4 T-Zellen zeigte bei den Ubexi Tage mit
Tamoxifen (4-OH-Tm) behandelten Zellen doppelt mbevZellen in der G1-Phase wie bei der
unstimulierten Kontrolle. Auffallend war auch eikkeine Spitze unterhalb der G1-Phase, in
der Sub-G1-Phase, ein Indiz fir abgelaufene Apeptde sich ebenfalls nur bei den mit 4-
OH-Tm stimulierten Zellen fand. [Berberich-Siebelta. 2006] 4-OH-Tm ermdglicht im
Rahmen des E®-Konstruktes die induzierte nukleare Translokatim damit spezifische
Aktivierung von C/EBB. Aufgabe dieser Arbeit war es zu untersuchen, oBBEp
apoptosefordernd wirkt und welche Signalwege dakeinflusst werden. Mittels Hemmung
ausgewahlter Caspasen sollte versucht werden, diptdge zu hemmen. Gleichzeitig sollten
die Auswirkungen einer solchen Inhibition auf dasrihalten der Zellen anhand von RNA-
Expressionsanalysen der Interleukine und von falifération, Differenzierung und Apoptose

bedeutsamen Proteinen untersucht werden.

Mittels dreier Experimente fanden sich Hinweise adér dass C/EBP tatséchlich
apoptosefdrdernd wirkt. So konnte durch Annexinevid 7-Amino-Actinomycin- (7-AAD)
Farbung gezeigt werden, dass unter UberexpressibAktivierung von C/EBBim Vergleich
zu mit Kontrollvektor transduzierten oder nicht ialdrten EL-4 T-Zellen die Rate
apoptotischer Zellen hoher war. Durch Behandlung ddr-4 Zellen mit dem
Pancaspaseinhibitor Z-VAD fmk liel3 sich dieser Kfffeeduzieren. Auch fand sich in den
C/EBB3 uUberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den dekbntrollen, den C/EBFLIP
und C/EBB tragenden Zellen eine vermehrte Spaltung von PAR®/ estern Blot. Allerdings
zeigten sich in den Farbeversuchen mit Annexin-tf THAAD unter zunehmender Stimulation
mit Tamoxifen auch sehr viele doppelt-positive £e]l sowohl in den Kontrollen als auch
verstarkt in den C/EBRPUberexprimierenden Zellen. Dies ist ein Zeicharsfiitapoptotische
oder nekrotische Zellen. Da sich dies auch beikamrttrolle in einer weiteren Farbung der

doppelttransduzierten Zellen (Abb. 3.18) zeigtep®iosich hier mehr apoptotische Zellen
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fanden, lie3 sich diese Rate spatapoptotischer rzgte ehesten durch Bedingungen der
Zellkultur unter Tamoxifenstimulation begriinden. thtedisch kdnnte aufgrund der hohen
Raten doppelt-positiver Zellen argumentiert wergenhandele sich um unspezifische Effekte
oder Artefakte, da ein Fortschreitém vivo wahrscheinlich dadurch verhindert wird, dass
apoptotische Zellen beseitigt werden. Dennoch wutdatlich, dass Vorhandensein und
Aktivierung von C/EBB dazu fuhrt, dass mehr Zellen (zunéchst) apoptotiserden und eine

Beteiligung von Caspasen angenommen werden muss.

In einem weiteren Experiment wurden die mit C/BBRansduzierten EL-4 Zellen mit dem
Pancaspaseinhibitor Z-VAD fmk behandelt. Da sici&D in einer Losung in DMSO befand,
wurden die Kontrollansatze mit DMSO alleine inkubi@®ei diesen Ansatzen befanden sich
die meisten Zellen durchflusszytometrisch im regltleeren Quadranten, waren also Annexin-
V- und 7-AAD-positiv. Die Ursache hierfur liegt amhesten in den zytotoxischen
Eigenschaften von DMSO begrindet. Da aber die Béthagdmit Z-VAD fmk zu einer
deutlichen Reduktion der absterbenden Zellen fluhkteynte geschlossen werden, dass

Caspasen im C/EBPvermittelten Zelltod beteiligt sind.

Weiterhin veranschaulichte der Nachweis der Spadigkte von PARP (Poly-ADP-Ribose-
Polymerase) eine Aktivierung der CaspasekaskadeDDE\-Reparaturenzym PARP stellt ein
Substrat der Effektorcaspasen-3, -6 und -7 dar ¢en2007]. Typischerweise wird das 116
kD-Protein durch Caspase-3 in Fragmente von 89 kiDaskD gespalten [Chaitanya et al.
2010]. In Ubereinstimmung mit der Positivkontroleinem Gesamtzellproteinextrakt einer
apoptotischen Makrophagenlinie, zeigte sich daskB9- Spaltprodukt deutlich in den
aktiviertes C/EBB tragenden EL-4 Zellen. Der Versuch einer Apoptosektion mit
Wasserstoffperoxid (#D2) fuhrte in allen Ansétzen zu einer stark vermitelerDetektion
sowohl der Fragmente als auch des vollstandigeteifrso Dies kdnnte ein Hinweis auf bereits
erfolgte vollstandige Degradation von PARP im Rahalegelaufener Apoptose oder Nekrose
sein. Neben den 89 kD — Fragmenten fanden sich/EBIB-Ansatz noch zahlreiche weitere
Spaltprodukte verschiedener GroRe. Ubereinstimmahder Positivkontrolle zeigte sich ein
ca. 55 kD grol3es Fragment, das aus einer Spaltuog Cathepsine, die bei Nekrosevorgédngen
aktiv sind, resultieren kdonnte, oder durch eineiikit von Granzym A oder B [Chaitanya et
al. 2010]. Die weiteren prominenten Fragmente ddgdtlich im C/EBB-Ansatz von ca. 70
kD und 61 kD (schwacher ausgepragt) konnten aucbhdeine Spaltung im Rahmen von
Nekrosevorgangen bewirkt sein [Chaitanya et al. ROMhhand der nach C/EBP

auftauchenden Bandenschar kdnnte es sich demnaehnenMischform handeln, einerseits
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Apoptose mit Aktivierung des Effektorcaspaseapgaratandererseits aber Nekrose mit
Cathepsin-Spaltung. Zu einer naheren Spezifiziema@uge ein Nachweis der kleinen PARP-
Spaltprodukte von 24 kD und 18,5 kD durch Caspabe¥8. Capase-7-Aktivitat hilfreich

gewesen, die aber durch die Wahl der Gel-Prozegitiglernachlassigt wurde. So hatten
nekrotische von spezifisch apoptotischen Spaltgktmiu unterschieden werden und auch
anteilsmafig bestimmt werden koénnen. Nichtsdesiofiend sich zur Bestatigung Caspase
vermittelter Apoptosevorgangen in Anwesenheit voBRBEPB auf RNA- und besonders auf

Proteinebene eine Expressionssteigerung von CaS8pase-

Um die Signaltransduktionswege und die Rolle derpapse unter Aktivierung von C/EBP
naher zu untersuchen, PARP insbesondere ein SulblgraCaspase-3 ist [Elmore 2007,
Chaitanya et al. 2010] und Caspase-3 wahrend dervbidiegenden Untersuchungen als
direktes oder indirektes Zielgen von C/HB#tkannt wurde, sollte Caspase-3 gehemmt werden.
Dies geschah uber Doppeltransduktion der EL-4 Aedtavohl mit C/EBB-ER als auch einer
dominant-negativen Form der Caspase-3. HinsichdertExpression der Zytokirik, 112 und
Ifng zeigten sich nur geringe Auswirkungen durch dienHeing der Caspase-3. Die von
Berberich-Siebelt et al. beschriebenen Effekte dixpression und Aktivierung von C/EBP

d. h. eine Hochregulation vdi undSuppression voit2 undIfng [Berberich-Siebelt et al.
2000], waren - obwohl quantitativ - qualitativ nicbeeinflusst. Ein Augenmerk auf die
Cytokinexpression ist deshalb wichtig, weil Caspaseben der Vermittlung von Apoptose
viele weitere zellulare Vorgange beeinflussen [Raegal. 2001, Garrido, Kroemer 2004]. So
sind Aspekte von Proliferation und terminale Diéfezierung der T-Zellen Caspase-8 reguliert
[Garrido, Kroemer 2004]. Fur B-Zellen ist bescheebdass Caspase-3 Uber sein Substrat p21
(kodiert vonCdkn1g Proliferation hemmt [Woo et al. 2003]. Im Zusanmnang mit der
analysierten Lymphokinexpression ist es erwahnerniswaass auch ein Mitglied der
Transkriptionsfaktorenfamilie ,nuclear factor ofti@ated T cells* (NFAT) Ziel von Caspase-
3 ist [Wu et al. 2006]. NFATcl und NFATc2 werdenden T-Zellen nach Erkennung des
Antigens, also durch den TCR, aktiviert und sind nedlBgh an der Expression von
Interleukinen beteiligt. [Serfling et al. 2007, N&il Rao 2010] Studien von NFAT-defizienten
Mausen legen nahe, dass das Caspase-3-Substrat REAGCTh1-Lymphokine transaktiviert.
[Serfling et al. 2000, Miiller, Rao 2010] Da C/HB&Inen stark positiven Einfluss auf die IL-4
Expression hat und, wie in dieser Arbeit gezeigt, Elxpression und v. a. die Aktivitat von
Caspase-3 steigert, konnte neben der direkten tiphiskellen Aktivierung auch eine
Verschiebung des NFAT-Verhéltnisses eine Rolle spieDie Uberexpression der dominant-

negativen Caspase-3 konnte dem aber nicht entscloeidetgegenwirken, so dass eine
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NFATc2-Spaltung von eher untergeordneter Bedeuturggin scheint. Anderseits weisen EL-
4 Zellen sowieso einen ungewdnlich hohen AnteilN&ATcl auf. Demnach mag dies ein
moglicher Regulationsmechanismus in priméren T-Aelg®in, wenn unter bestimmten
Aktivitats- und Differenzierungszustanden NFATc2eilNFATcl dominiert. Tatsachlich
belegen Experimente miCebpli? x Cd4creMausen eine wesentlich erhohte NFATc2-

Expression in T-Zellen [Berberich-Siebelt, persdmidvitteilung].

Nfatc2"- Mause produzieren hyperproliferative T- und B-&ellwas dadurch erklart wird, dass
Fasl ein transaktiviertes un€dk4 ein transreprimiertes Zielgen ist [Hodge et al949
Xanthoudakis et al. 1996]. Die Zellen kdnnen alstthmehr Uber Fas:FasL getotet werden,
verlieren aber auch intrinsisch einen Mitspieler dellzykluskontrolle, was in dieser
Argumentationskette auch durch C/BBExpression wie z. B. in {2-Zellen [Berberich-
Siebelt et al. 2000] und sukzessive erhdhte Caspadeivitat (diese Arbeit) erreicht werden

konnte.

Fur Tumorzellen des Pankreas wurde publiziert, dB$sATcl oder NFATc2 Myc
transaktivieren [Singh et al. 2010]. In primérerZd@Hlen ist dies aber nicht zu beobachten
[Berberich-Siebelt, perstnliche Mitteilung]. Entsgiend zeigte sich in dieser Arbeit fur die
Familie der Myc/Mad/Max-Proteine der beschriebezrassive Effekt von C/EBPauf die
RNA-Expression vorMyc, der durch direkte Repression — des nicht sumdgher— C/EBB
amMyc Promotor verursachst [Berberich-Siebelt et al. 2006]. Eine Hemmueg Gaspase-

3 beeinflusste dies nicht. Interessanterweise farsieh aber Hinweise auf eine vermehrte
Hochregulation voiMad4, das durch c-Myc negativ reguliert ist [Kime, Wri2003]. C-Myc
bildet zusammen mit Miz-1 in undifferenzierten, Igevierenden Zellen einen
Repressorkomplex in der Initiatorregion de#ad4Promotors. In  transienten
Transfektionsstudien kann Miz-1 den Promotor adlesktivieren. Man nimmt daher an, dass
der Mad4-Anstieg im Verlauf der Zelldifferenzierungtunter durch eine Abnahme von der
durch c-Myc vermittelten Repression des Mad4-Pronsaterursacht ist. [Kime, Wright 2003]
Indem C/EBPB am ehesten Uber Rekrutierung von Coaktivatorenfifessoren wie
beispielsweise p300, CBP (,CREB-binding protein“) odtistondeacetylase 1 deMyc
Promotor hemmt [Berberich-Siebelt et al. 2006], kanes zu einer Derepression von Mad4.
Dies zeigt sich an der vermehrt&fad4RNA unter Aktivierung von C/EBP [Berberich-
Siebelt 2006]. Obgleich aber eine Hemmung der Caspadie Inhibition vonMyc durch
C/EBB3 nicht weiter verstarkte, schigWlad4 dennoch héher exprimiert als unter alleiniger

Aktivierung von C/EBBB. Schon bei ausschlie3licher Hemmung der Caspaséedfe geringe

102



Induktion vonMad4-RNA auf. Hieraus ergibt sich die Frage, ob untemideing von Caspase-

3 vermehrt Wege der Zelldifferenzierung beschrittemden bzw. Caspase-3 auch fiir manche
Aspekte der Proliferation bendétigt wird. Desweitebestéarkt dies den Befund, dass die Menge
an Mad4 nicht ausschlie3lich Gber die An- und Aleméit von c-Myc bestimmt sein muss
[Marcotte et al. 2005].

Woo et al. zeigten, dass Caspase-3 flr Apoptosengegéine essentielle Rolle besitzt, ihre
Funktion jedoch stark gewebe-und zellabhéangig \lgoq et al. 1998]. Auch scheinen in
bestimmten Situationen mehrere Caspasen zusammbaitaay sich in ihrer Funktion zu
erganzen und gegenseitig zu kompensieren. So kainée Aktivierung von Caspase-7 in
Caspase-3-defizienten apoptotischen Zellen nachgewieerden. [Woo et al. 1998] In EL-4-
Zellen mit dominant-negativer Caspase-3 hingegemevtffektorcaspase-7 in allen Zellen in
konstanter Menge exprimiert. Allerdings fiel ein&ei§erung derCaspasel-RNA in den
C/EBBP3 und dominant-negative Caspase-3 exprimierendererZeluf. Caspase-11 ist eine
murine Caspase, die in gesunden Zellen nicht nashaeist. Am ehesten entspricht sie der
menschlichen Caspase-4, zu der sie zu 60% homotogis gehort zu der Gruppe der
inflammatorischen Caspasen. Durch LPS (Lipopolysaced) sowie zahlreiche apoptotische
Stimuli, wozu auch schon Transfektion von Kultulzel zahlen kann, wird Caspase-11
hochreguliert. Sie besitzt eine essentielle Rodevédiator des septischen Schocks, indem sie
fur die Aktivierung von Caspase-1 (,/ICE") und somstrdL-1B-Produktion sowie der Reifung
anderer Zytokine durch ICE notwendig ist. [Wang letl898, Kang et al. 2000] Kang et al.
beschreiben dartber hinaus, dass Caspase-11 unteologéschen Bedingungen im
Mausmodell eines zerebralen Infarktgeschehens né€lsspase-1 auch Caspase-3 direkt
aktivieren kann. So finden sich bei diesem Modelittich weniger apoptotische Zellen in den
Caspase-1knockoutMausen. [Kang et al. 2000] Des Weiteren steht Casfid wie auch
Caspase-1 im Zentrum d@&yroptosis der Form eines proinflammatorischen Zelltodes im
Rahmen der Immunabwehr [Casson, Shin 2013]. WahrendCEBR alleine nicht zu mehr
Caspasell fuhrte, schien C/BEBR Kombination mit Hemmung der Caspas€&spaselru
induzieren. Denkbar ist, dass im Sinne einer korsgemischen Reaktion Caspase-11,
ebenfalls potentieller Aktivator von Caspase-3, leghliert wird, um dennoch einen Vollzug
der Apoptose zu ermdglichen. Direkt transkriptibneguliert durch C/EBPwar nur Caspase-
3, deren Hemmung durch Uberexpression der domimegativen Form durch Steigerung der

endogenen (RNA-) Menge kompensiert wurde.
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Trotz der eindeutigen Verbindung zwischen C/BRd Caspase-3 zeigte sich jedoch, dass
eine funktionelle Hemmung der endogenen Caspaset8i&king allenfalls einen etwas
verzogernden Einfluss auf die durch Aktivierung \@iEBR3 induzierte Apoptose besal3. Nur
bei einem geringen Zellanteil war dies der Falldass Caspase-3 zumindest nicht allein fir
die C/EBB vermittelte Apoptose verantwortlich gemacht wer#ann. In der Western Blot
Analyse (Abb. 3.5) fanden sich deutlich groRere H§fsn an Caspase-3-Mutante in
unstimulierten Zellen, weshalb eine suffiziente hamg der Caspase-3-Aktivierung
anzunehmen war. Doch konnte unter Stimulation eieanehrte Expression endogener
Caspase-3 in den C/EB#Zellen beobachtet werden. So kdnnte die Hemmungdepase-3
doch nicht in ausreichendem Malie erfolgt sein,bblaber unwahrscheinlich. Gegen eine
mogliche Aktivierung caspaseunabhangiger Apoptogewanter Aktivierung von C/EBP
sprach die Apoptosehemmung durch den Caspaseinhib¥@\D fmk. So ist auch eine unter
Hemmung von Caspase-3 mdgliche kompensatorischegidktng alternativer Caspasen bzw.
Apoptosewege wie beispielsweise von Caspase-7 odsrimrinsichen Apoptoseweges
denkbar. Ein Aspekt, der wahrend der Experimentligvéernachlassigt wurde, ist die
Kompartementalisierung von Caspasen. Besonders jgaSa-3 ist dies — wenn auch nicht fir
T-Zellen — beschrieben [Connolly et al. 2014], seddie dominant-negative Caspase-3
moglicherweise anderes lokalisiert war als die gede Caspase-3 und deshalb nicht zur

Hemmung der C/EBPvermittelten Apoptose fiihren konnte.

Um den Signalweg einer durch C/EBPediierten Apoptose néher zu spezifizieren, wurde
Caspase-9, die als Initiatorcaspase im Zentrumndiessischen, mitochondrialen Weges steht,
gehemmt. Dies geschah mittels Uberexpression eioerinant-negativen Form, die ahnlich
wie Caspase-3 nicht durch Spaltung aktiviert wetdem. Auch hierdurch konnte funktionell
die durch Aktivierung von C/EBPausgeloste Apoptose von EL-4 Zellen nicht verhihde
werden, was in einer Annexin-V- und 7-AAD-Farbungahflu3zytometrisch gezeigt wurde.
Dennoch interessierte hier auch ein maglicher Bgslvon C/EBP und einer Hemmung der
Caspase-9 auf die Expression der Mitglieder der Be&tilie Unter C/EBB und besonders
bei zusatzlicher Hemmung von Caspase-9 zeigtenRiWA-Expressionsanstiege sowohl der
antiapoptotischen Proteidel undBclx, als auch der proapototischBak BaxundBad Hier
fanden sich insgesamt keine richtungsweisenderkigffalie alleine die apoptoseférdernde
Wirkung von C/EBB erklaren konnten. Allerdings ergaben - tbereinstend mit den hier
dargestellten Ergebnissen - Untersuchungen vonrkelben von C/EBB-KnockoutMausen,
dass diese fur Fas-induzierte Apoptose viel unemdpéher waren als solche von

Wildtypmausen und eine geringere Aktivierung von 2ae-3 aufwiesen [Mukherjee et al.
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2001]. Als Erklarung hierfir zeigte sich in ddfnockoutTieren eine Erh6hung des
antiapoptotischen BclexProteins bei jedoch unverénderielx -RNA. Dies weist auf eine
Beteiligung von C/EBP an einer inhibierenden translationalen oder pastiationalen
Regulation von Bcl-x hin [Mukherjee et al. 2001], die auch in T-Zellmmm Tragen kommen
konnte und deren Apoptosevorgange beeinflusst. Datesschiedliche Zellen allerdings sehr
verschieden auf eine C/EBHEXxpression reagieren, wird an Untersuchungen idautbei
denen C/EBP mit Inhibition rezeptorvermittelter Apoptose in Ndndung gebracht wird. So
zeigten Buck et al. fur hepatische Sternzellen, dassh RSK (Ribosomale S6 Kinase) an
Threonirt*” phosphoryliertes C/EBPeine funktionelle XEXD-Caspase-Substrat-Inhibitorbo
bildet, durch die es mit Caspase-1 und Caspase-&i@ssand deren Aktivierung hemmt
[Buck et al. 2001]. Auch scheint C/EBit dem Procaspase-8-Inhibitor FLIIR hepatischen
Sternzellen zu assoziieren und so Uber den MAPK-RBKBM-Signalweg an deren
Apoptoseregulation beteiligt zu sein, wobei dieggean Mechanismen noch unklar sind [Buck,
Chojkier 2007]. Eine Doppelinfektion mit dominantgad¢iver Caspase-8 wurde versucht,
fuhrte aber — trotz wiederholter Anstrengungen ehhizu einer stabilen Expression der
Caspase-8-Mutante. Es ist denkbar, dass EL-4 ZelierHemmung der Caspase-8 nicht
tolerieren.Eine lang bekannte, aber wenig verstandene Casgla€aspase-2 [Olsson et al.
2014]. Sie gehdrt zu den apikalen Mitgliedern, sthaber nicht an den typischen Kaskaden
teilzunehmen, obwohl sie zu mitochondrialer Cytoohireisetzung und Apoptose fuhrt. Sie
ist an weiteren Stress induzierten Prozessen wie der Onkogen induzierten Seneszenz (OIS)
beteiligt, denn solange Tumorsuppressoren wie pi8oder RB-Protein nicht inaktiviert
wurden, sind Zellen mit entfesselten Onkogenen ldukpoptose oder OIS vor Entartung
geschitzt. OIS definiert dabei einen permanenterZ@ltyklusblock. Interessanterweise
wurde C/EBB als wichtige Komponente in der Ras vermittelteis ®eschrieben, bei der es
E2F-Zielgene inklusive Myc reprimiert. [Sebastidohnson 2006] Damit ware Caspase-2 ein
guter Kandidat fur eine Umschaltung von OIS zu Apep, leider ein Aspekt, der zum
Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung nicht offendichtwar. Trotzdem verdeutlichen die in
der vorliegenden Arbeit gewonnenen Einblicke in plieapoptotische Wirkung von C/EBP
in murinen T-Zellen sowie die in der Literatur blesebenen Erkenntnisse, dass C/BBieben
vielen anderen wichtigen Zellfunktionen auch an ptpsevorgangen in sehr vielgestaltiger
und vielschichtiger Weise involviert ist. Eine Mefting dieser Thematik kénnte dazu
beitragen, die Rolle von C/EBmei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Twemnpaber

auch Erkrankungen des Immunsystems besser zu lvenste
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5 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor C/EBPgehort zu der Familie der C/EBP-Transkriptionsfadmodie

in zahlreiche essentielle Organismusfunktionen Iwiea sind. Er selbst wird infolge
translationaler Regulation in drei Isoformen, LAPEAP und LIP exprimiert, wobei
C/EBB3LAP im Zentrum dieser Arbeit steht. C/EBBesitzt sehr vielgestaltige Funktionen
und ist an Wachstums-und Differenzierungsvorgangenschiedener Gewebe beteiligt. So
fordert es in T-Lymphozyten tGber Transaktivierueglth-Promotors und Repression deid¥
Zytokine IL-2 und IFNy die Bildung eines d2-Phanotyps [Berberich-Siebelt et al. 2000].
Durch Herabregulation von c-Myc bewirkt es einerlZZ&lusarrest in G1 und vermehrte
Differenzierung der Zellen auch Uber eine rezipr8keigerung von Differenzierungsfaktoren
wie Mad4 [Berberich-Siebelt et al. 2006]. In eineend G1-Arrest nachweisenden
Zellzyklusanalyse von mit C/EBRransduzierten EL-4 Zellen zeigte sich daneberkleimer
Sub-G1-Peak, der auf eine apoptotische Zellpomuidtinweist [Berberich-Siebelt et al. 2006].
Aufgabe dieser Arbeit war es, den mdglichen Zusantmaeg zwischen der Aktivierung von
C/EBB3 und Auslosung von Apoptose in EL-4 Zellen hindichtseiner Spezifitdt und dabei

favorisierter Signalwege zu untersuchen.

Gegenstand der Untersuchungen waren mit dem (FEBPM-Konstrukt alleine und in
Kombination mit dominant-negativen Mutanten der @asp3 und der Caspase-9 transduzierte
EL-4 Kulturzellen. Durch Einbringen der Caspasemigiaisollte eine kompetitive Hemmung
der entsprechenden endogenen Caspasen bewirkt werlfthodisch erfolgten
Apoptosenachweise mittels durchflusszytometrisérelysen von mit Annexin V-PE und 7-
Amino-Actinomycin (7-AAD) gefarbten EL-4 Zellen sevdie Detektion von gespaltener
PARP (Poly-ADP-Ribose-Polymerase), einem SubstralCdeipase-3 im Western Blot. Des
Weiteren erfolgten mittels Ribonuklease-Protektioadgsen Untersuchungen der RNA-
Expression von Zytokinen, Caspasen und von Mitghiedder Myc- und der Bcl-2-
Proteinfamilien, um das Verhalten der Zellen urttsmmung von Apoptosewegen bzw.

Caspasen bei Aktivierung von C/EBRéaher betrachten zu kdnnen.

In Annexin V-PE- und 7-AAD-Farbungen sowie durchcNaeis der spezifischen Spaltung
von PARP konnte gezeigt werden, dass C/EEEBIlluntergang und Apoptose férdert. Diese
war durch den Pancaspaseinhibitor Z-VAD fmk hemmbas, wie auch die PARP-Spaltung,

auf einen caspaseabhangigen Signalweg hinweist. nideigp der Caspase-3 durch
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Transduktion der Zellen mit einer Caspase-3-Mutdrgsald kaum Einfluss auf die durch
C/EBB3 veranderte Zytokinexpression und die Repression osyc, doch erschien eine
vermehrte Hochregulation des Differenzierungsfakiad4, der endogene@aspase3und
derCaspasel-RNA. Die Steigerung von Caspase-3 unter Aktivieruag C/EBR fand sich
auch auf Proteinebene. Allerdings konnte eine Henghder Caspase-3 bei den untersuchten
EL-4 Zellen die durch C/EBP vermittelte Apoptose nicht verhindern, was auf exed
Apoptosewege oder kompensatorischer Effekte veniiesch Beeinflussung des intrinsischen
Signalweges mit Hemmung der Caspase-9 zeigten baffals kaum Auswirkungen auf die
Zytokinexpression der untersuchten Zellen. Hied&amnsich Hochregulationen sowohl der pro-
als auch antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-RemiFunktionell konnte auch eine
Hemmung von Caspase-9 die Zellen nicht vor der Agsgptiurch Aktivierung von C/EBP

bewahren.

So konnte hier gezeigt werden, dass Aktivierung @IEBR3 in den untersuchten EL-4 Zellen
Apoptose fordern kann, dies Uber eine Aktivierueg @aspasekaskade zu geschehen scheint
und mit einer Steigerung endogener Caspase-3-Expneseinhergeht. Aus den
Untersuchungen dieser Arbeit konnte eine Favousgr eines bestimmten
Apoptosesignalweges nicht abgeleitet werden, da ldemmung des intrinsischen Weges die
Zellen nicht vor dem Zelltod schiitzen konnte. Zgaezen wére eine Untersuchung des
rezeptorvermittelten Signalweges durch Hemmung Gespase-8, was im Rahmen dieser

Arbeit nicht moglich war.

Insgesamt lasst sich aber, obwohl nicht alle Defgéklart werden konnten, festhalten, dass
C/EBBLAP in T-Zellen neben Proliferationshemmung undf@#nzierungsinduktion auch

fur Caspase vermittelten Zelltod verantwortlich ist.
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