Einleitung

1. Einleitung

1.1 DieRolledesB-Zellrezeptorsfir die negative Selektion
autoreaktiver B-Zellen

Eine der fundamental wichtigen Eigenschaften des Immunsystems ist die Fahigkeit,
fremde Antigene zu erkennen und darauf adaguat zu reagieren, dabei aber gleichzeitig jede
Reaktion auf Selbstantigene strikt zu vermeiden. Dies wird Uber Selektionsprozesse
erreicht, wodurch autoreaktive T- und B-Zellen funktionell (Anergie) [1] oder physikalisch
(Programmierter Zelltod/Apoptose) aus dem jeweiligen Repertoire entfernt werden [2].
Diese Selektionsprozesse laufen &b, bevor die T oder B-Zellen ein refes,
immunkompetentes Stadium erreicht haben [3]. Antigene, die von selektierten und damit
reifen Zellen erkannt werden, geltendann fir den Organismus als fremd.

B-Zellen haben im Laufe ihrer Entwicklung zum ersten ma auf der Ebene der sog.
.unreifen” B-Zelle die Mdglichkeit Antigene zu erkennen, da dieses Entwicklungsstadium
durch die erstmalige Oberflachenexpression eines funktionellen B-Zellrezeptors (BZR)
gekennzeichnet ist [4]. Dabel scheinen die Zellen ohne die Mdglichkeit funktionelle BZRs
herzustellen auch gar nicht in der Lage zu sein, dieses Stadium tberhaupt zu erreichen [5].
Was dartber hinaus dafUr spricht, dass ein sehr schwaches Signal, ausgel6st alein durch
das Vorhandensein des BZR, firr das Uberleben der unreifen B-Zellen nétig ist.

Ein etwas stérkeres aber immer noch vergleichsweise schwaches Signal, ausgel6st durch
geringe Antigenmengen wie bel der Erkennung von I6slichem Antigen ohne T-Zellhilfe
fuhrt dagegen zur Anergie der Zellen und zieht nach 2-3 Tagen den Tod der B-Zellen nach
sch 6, 7].

Oberflachenstandige Antigene dagegen, die von B-Zellen in diesem Entwicklungsstadium
erkannt werden, sind mit grof3er Wahrscheinlichkeit Selbstantigene und bewirken ein nun
vergleichsweise starkes BZR-Signal, das in diesem Falle direkt den Programmierten
Zelltod (Apoptose, s.u.) zur Folge hat und zur Eliminierung der autoreaktiven Zelle fuhrt
[2]. Damit hat nicht nur das Auftreten eines BZR Signals alleine, sondern auch die
Signalstérke eine wichtige Bedeutung fur die Entscheidung Uber Leben und Tod unreifer
B-Lymphozyten.
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1.2 CD40 als Antagonist desBZR

CD40 ist ein 45 bis 50 kDa grof®es membranstandiges Glycoprotein aus der TNF-R
Uberfamilie (Tumor-Nekrosefaktor-Rezeptor Uberfamilie) [8], das von B Lymphozyten
kongtitutiv exprimiert wird [9].

Esist in der Lage - nach Vernetzung durch den entsprechenden Reaktionspartner (s.u.) - in
den Zelen ein Signal auszulésen, das den BZR-induzierten Tod verhindert und die
Fahigkeit zur Proliferation wieder herstellt [10, 11].

Der fur die Stimulation benttigte Reaktionspartner von CD40 wird als CD40-Ligand
(CDA40L, CD154) bezeichnet. Er findet sich bevorzugt auf der Oberflache von aktivierten
CD4+ T-Zdlen [10].

1.3 DasWEHI 231 Modell

WEHI 231 Zellen sind B-Lymphomzellen aus der Maus, die an ihrer Oberflache
funktionelles IgM exprimieren und auf eine Behandlung mit anti-IgM Antikdrpern mit
Wachstumsstopp und Apoptose reagieren, was dem Phanotyp unreifer B-Zellen sehr nahe
kommt [12]. Die Auswirkungen des BZR-Signals konnen in diesen Zellen durch
Kostimulation Uber CD40 aufgehoben werden [13], weshalb sich die WEHI 231 Zéelllinie
nicht nur generell as Modell einer unreifen B-Zelle, sondern insbesondere auch zum
Studium der BZR-Signatransduktion und der damit verbundenen Entscheidung Uber
Leben und Tod der Lymphozyten, sehr gut eignet [14, 15].

1.4 BZR und CD40 als Antagonisten auf Transkriptionsebene

Eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Uberleben und Wachstum in unreifen B
Lymphozyten kommt Transkriptionsfaktoren aus der NFKB/Rel -Familie zu [16]. Dabel
handelt es sich um Homo- und Heterodimere, deren Monomere sich aus einer Gruppe von
funf verschiedenen Polypeptiden (p50, p52, p65, cRel und RelB) [17] rekrutieren.
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NFkB/Rel-Mitglieder sind m Zytoplasma der meisten tierischen Zellen vorhanden und
werden dort in ihrer inaktiven Form durch den Inhibitor kB zuriickgehalten [18]. Ihre
Freisetzung und der anschlief¥ende Eintritt der Transkriptionsfaktoren in den Zellkern
erfolgt nach Degradation von kB [19]. In B Lymphozyten weist das NFkB-System, im
Gegensatz zu den meisten anderen Zelltypen, bereits eine basale Aktivitét auf, welche z.B.
durch den Proteaseinhibitor N-Tosyl-L-Phenylalanin-Chlormethylketon, der einen Abbau
von |kB verhindert, unterbunden wird. Dies hat einen Wachstumsstopp und den
Programmierten Zelltod zur Folge [20]. Aber auch fur Oberfl&chenrezeptoren wie eben
IgM oder auch TGF 31 (Transforming Growth Factor 31) konnte gezeigt werden, dassihre
Stimulation den Eintritt von transkriptionell aktiven NFkB-Komplexen in den Nucleus
verhindert, gefolgt von den gleichen Symptomen: Wachstumsstopp und Apoptose [16, 21].
Fir eine Stimulation Uber CD40 wurde auf der anderen Seite nachgewiesen, dass sie in der
Lage ist, eine Vermehrung aktiver NFkB-Komplexe herbeizufiihren und sogar in
Anwesenheit eines BZR-Signals den Ubertritt von cRel Komplexen in den Zellkern
aufrecht zu erhalten. Dabel steht letzteres in einem direkten Zusammenhang mit ebenfalls
fortgesetzter Proliferation, wobel ¢ myc (s.u.) as Zielgen des NFkB Systems eine nicht
unerhebliche Rolle zu spielen scheint [22, 23]. All dies steht im Einklang mit den
Befunden, dass eine Uberexpression von cRel dleine in der Lage ist die BZR-induzierte
Apoptose zu verhindern [24] und eine ektopische Expression von ¢ myc ebenfalls einen
solchen Effekt hat [25].

CD40 wirkt also einem Uber IgM vermittelten Verlust an NFkB/Rel Aktivitéat entgegen

und sichert so das Uberleben der Zellen.

1.5 DieMyc Familie

Das Protoonkogen c-myc kodiert fur einen Transkriptionsfaktor der basischen Helix-
Schleife-Helix-Leucin-Zipper  (bHLHZip)-Familiee Es  wurde aufgrund  der
zelltransformierenden Eigenschaften seines onkogenen Pendants v-myc aus Retroviren
isoliert und identifiziert [26]. Neben cMyc gehéren noch N- und L-Myc zur Myc-
Proteinfamilie [27]. Max, ebenfalls ein bHLHZip-Transkriptionsfaktor, wurde als Partner

fur Myc-Familienmitglieder zur Bildung von Heterodimeren identifiziert, kann aber - im
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Gegensatz zu Myc - zumindest in vitro auch Homodimere bilden [28], deren funktionelle
Existenz in vivo alerdings in Frage gestellt ist [29]. cMyc/Max Heterodimere wie auch
Max/Max Homodimere binden an CACGTG-Motive oder E-box verwandte Sequenzen
[30-32]. Es bewirken jedoch nur cMyc/Max Heterodimere eine transkriptionelle
Aktivierung, da Max im Gegensatz zu cMyc keine Transaktivierungsdomane besitzt [33,
3.

cMyc/Max Komplexe sind an der positiven Regulation der Zellproliferation beteiligt und
daher in proliferierenden Zellen vorhanden [35]. Darin liegen unter anderem ihre
transformierenden Eigenschaften und damit ihr onkogenes Potential begrindet. Wahrend
Max auch in nicht proliferierenden Zellen vohanden ist, wird cMyc nur im Ubergang
zwischen GO- und Gl-Phase und wéhrend des Zellzyklus exprimiert. Es ist daher die
verantwortliche Komponente fur die proliferationsinduzierende Wirkung der cMyc/Max
Heterodimere [36, 37]. An WEHI 231 Zellen konnte gezeigt werden, dass die Expression
von ¢c- myc wiederum vom NFkB System abhangig ist [16]. Wahrend der normalen B-Zell-
Entwicklung wird c-myc in Ubereinstimmung mit den vorgenannten Befunden in
proliferierenden pro- und pr&B-Zellen exprimiert. Auch in reifen B-Zellen wurde nach
Stimulation ein transienter Anstieg der Expression von ¢c- myc beschrieben [38].
Myc-Familienmitglieder sind jedoch nicht die einzigen Interaktionspartner von Max. Auch
die sog. Mad-Proteine - ebenfals bHLHZip-Transkriptionsfaktoren - kénnen mit Max
Heterodimere bilden und folglich mit Myc um Max konkurrieren [39]. Inzwischen sind
vier Mad-Familienmitglieder bekannt (madl, mxil, mad3 und mad4), die zelltyp- und
gewebespezifisch exprimiert werden [27]. Mad/Max Komplexe binden hierbei an die
gleichen regulatorischen DNA-Elemente wie Myc/Max Komplexe, unterdriicken aber die
Transkription, statt sie zu aktivieren. Sie wirken daher antagonistisch zur transkriptionellen
Aktivierung durch Myc [40]. Mad/Max Komplexe rekrutieren Gber Adapterproteine (sin3)
transkriptionelle Korepressoren (z. B. N-Cor) und Proteine mit Histondeacetylase- Aktivitét.
Die HistonDeacetylierung und damit Chromatinverdichtung wird derzeit as
Hauptmechanismus der Transkriptionshemmung durch Mad/Max angesehen [34, 41, 42].
Am Beispie von madl konnte in diesem Zusammenhang in verschiedenen Zelltypen
gezeigt werden, dass die verstérkte Expresson von Mad Proteinen mit

Differenzierungsprozessen auf K osten des Zellwachstums einhergeht [43, 44].
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Hieraus leitet sich ene verbreitete Modelvorstellung ab, derzufolge die
Zelldifferenzierung auf einer Verschiebung des Verhdtnisses von Myc/Max hin zu
Mad/Max-Heterodimeren und damit zumindest teilweise auf einer Hemmung der
Transkription von Myc-abhangigen, proliferationsférdernden Genen beruhnt. Fir B-

Lymphozyten wird ein solcher Mechanismus bereits diskutiert [45].

1.6 Der programmierte Zelltod

Der programmierte Zelltod (Apoptose) ist ein weitgehend stereotypes Schllisselelement bei
der Aufrechterhaltung der physiologischen Stabilitét vielzelliger Organismen. Zusammen
mit Proliferation und Differenzierung reguliert diese Form des organisierten Zellsuizids
das Gleichgewicht zwischen Verlust und Zugewinn an Zellen, welches fir den Aufbau und
Erhalt der verschiedenen Gewebe unerlasslich ist [46]. Entsprechend ist er auch fur die
Aufrechterhaltung eines funktionierenden |mmunsystems von grofer Bedeutung.

Die Apoptose kann durch die unterschiedlichsten Faktoren ausgeltst werden. Der
Todesstimulus kann dabei, wie im Fale des BZR be unreifen B-Zdlen, von
Oberflachenrezeptoren wie Fas oder Mitgliedern der TNF Rezeptorfamilie ausgehen. Aber
auch Stress im weitesten Sinne, ausgeldst durch Toxine, Hitzebelastung, radioaktive
Strahlung oder auch ein Mangel an Uberlebensnotwendigen Substanzen kann zum Zelltod
durch Apoptose fuhren [47].

Obwohl diese Faktoren beziglich der Initierungsphase des Zelltodprogramms sehr
heterogen sind, fuhren ale letztendlich zur Aktivierung von proteolytischen Enzymen, den
sogenannten Caspasen (s.u.). Ob es sich hierbei dann um ene reine Caspase
Reaktionskaskade handelt, oder zunachst mitochondriale Auflésungsprozesse dominieren,
hangt vom Gesamtzustand der Zelle ab: Am Beispid der Fas vermittelten Apoptose
konnten zwei Zelltypen unterschieden werden, die entweder ein caspasedominiertes
Zéelltodprogramm aufweisen (Typ |) oder bel denen nur eine schwache Aktivierung der
Initiatorcaspase 8 auftritt und erst mitochondriale Auflésungsprozesse schliefdich den
Z€lltod herbeifihren (Typ 1) [48]. B Lymphozyten, werden aufgrund von Beobachtungen
an Keimzentrums B-Zellen unter diesen Gesichtspunkten dem Typ Il zugeordnet
(Ubersicht]49]).



Einleitung

1.7 Die Caspase Kaskade

Die Caspasen (Cysteinyl Agpartate-specific Proteinases [50]) bilden eine Familie aus
asparaginsaurespezifischen proteolytischen Enzymen, deren Aktivierung auf ein
proapoptotisches Signal hin erfolgt und zur Zerlegung einer Vielzahl zelluldrer Proteine
fhrt, was letztlich im Zelltod endet (Ubersicht: [46, 51]).

Caspasen liegen in einer inaktiven Form — auch Procaspasen genannt [50] - konstitutiv im
Zytoplasma vor und konnen auf verschiedenen Wegen proteolytisch in ihre aktive Form
Uberfihrt werden. Hierbei spielen oft auch autokatalytische Vorgédnge eine Rolle.
Besonders wichtig ist die Fahigkeit aktiver Caspasen, andere Caspasen zu aktivieren. Man
unterscheidet hier sog. Initiatorcaspasen (z.B. Caspase 8/“FLICE" und 9 [51]), die am
Anfang der Signakette stehen, von sog. Effektorcaspasen (z.B. Caspase 3, 6 und 7 [51])
die von den Initiatorcaspasen aktiviert werden und dann ihrerseits andere Substrate
abbauen [52] (Diagramm 1).

Eines dieser Substrate ist die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) [53], ein in
Eukaryonten hochkonserviertes Zellkernenzym, das Zr’*-abhéangig an DNA-Strange
binden kann und dort in der Lage ist, Briiche zu erkennen und zu beheben [54, 55].

Neben der Zerstérung von solchen Proteinen, die fur den Erhalt der Funktionsfahigkeit von
Zellen erforderlich sind, konnen aber auch zusétzliche Apoptoseeffektoren durch Caspasen
aktiviert werden. Dies geschieht z.B. bei der Spaltung von I“AP/DFF45. Durch den Abbau
dieses Inhibitors wird aus einem fur die Zelle zunéchst unschédlichen Komplex die
ihrerseits fur die Fragmentierung chromosomaler DNA verantwortliche Nuclease CAD
(Caspase-Activated  Deoxyribonuclease)  freigesetzt [56]. Ebenso wird das
apoptosefordernde Bcl-2-Verwandte Bid (siehe S.11) durch Caspaseaktivitét in eine aktive
Form Uberfihrt [57]. Daneben sind Strukturproteine wie das nucledre Matrixprotein Lamin
A mogliches Ziel der Aktivitét von Caspasen [58].

Darliber hinaus sind Caspasen in der Lage, solche Apoptoseregulatoren, die normalerweise
die Zelle vor dem Zelltod schitzen, anzugreifen. So kann z.B. das antiapoptotisch
wirksame Bcl-xL (siehe S.11) durch Capasen unwirksam gemacht [59] und das ebenfalls
als antiapoptotisch bekannte Bcl-2 (siehe S.11) durch Caspaseaktivitdt gar in einen
Zelltodeffektor umgewandelt werden [60]. Auch das BZR-Signal im WEHI 231 Modéll
fur unreife B-Zellen (s.0.) fuhrt zu einer Aktivierung von Caspasen und einem Abbau des
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Caspasesubstrates PARP [61]. Hier geht man bisher davon aus, dass selektiv die
Effektorcaspase 7 aktiviert wird, die ihrerseitsin der Lage ist, PARP direkt abzubauen [61,
62]. In diesem System scheint allerdings keine Initiatorcaspase, sondern Calpain fir die
Aktivierung der Caspase 7 und des darauffolgenden Autokatalysevorgangs verantwortlich
zu sein [63]. Capan ist ebenfals eine Cysteinprotease, die jedoch - anders als die
Caspasen — keine Asparaginsaurespezifitdt aufweist [64]. Der Mechanismus der
Calpainaktivierung in diesem System ist bislang unbekannt.

Fur die Regulation der Aktivitdt von Caspasen sind unter anderem aktivierende und
hemmende Faktoren von Bedeutung (Ubersicht: z.B. [52]): Fir die Aktivierung der
Initiatorcaspase 9 ist beispielsweise die Bildung eines Komplexes mit Apaf-1 (Apopototic
Protease-Activating Factor 1) Uber dessen CARD (Caspase Recruitment Domain)
notwendig, [65] wahrend auf der anderen Seite die Aktivierung der Capase 8 durch
kompetitive Hemmung mit sogenannten FLIPs (ELICE Inhibiory Proteins) unterbunden
werden kann [66, 67]. Weitere Caspaseinhibitoren sind Mitglieder der IAP (I nhibitors of
Apoptosis) Proteinfamilie (Ubersicht{68]). Ein Beispiel ist XIAP, fiir das gezeigt werden

konnte, dass es sowohl Caspase 9 als auch Caspase 3 und 7 hemmen kann [69].
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Diagramm 1 Schematische Darstellung der Caspase Kaskade. Verschiedene Todessignale
fuhren Uber die Aktivierung unterschiedlicher Initiatorcaspasen zur Aktivierung von Effektorcaspasen und

gleichartigen apoptotischen Prozessen (siehe auch [52]).
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1.8 Die Mitochondrien als Apoptosemediator en

Die Betelligung der Mitochondrien am Programmierten Zelltod hat zwei Hauptaspekte:
Auf der einen Seite sind die Organellen Ziel apoptotischer Prozesse und verlieren ihre
Funktionalitét. Auf der anderen Seite wird in letzter Zeit immer deutlicher, dass Ihnen auch
ein effektorischer Charakter zukommt, der innerhalb der Programmierten Zelltodvorgénge
eine bedeutende Rolle zu spielen scheint [47, 70, 71].

Das Zelltodsignal schlégt zunéchst einen spezifischen Weg ein, der vom Stimulus abhangt.
Dieser mindet dann jedoch in einen in der Evolution konservierteren Signalweg. Die
mitochondrialen Verdnderungen, deren Hauptmerkmal unter anderem eine Anderung der
Permeabilitét der inneren Mitochondrienmembran ist (sie wird durchlassig fur Proteine mit
einer Grof3e von bis zu 1500 Da), werden den allgemeinen Signalwegen zugeordnet.
Hierbel sind verschiedene Mechanismen bekannt, deren Effekte aufRerdem miteinander
verknipft sein kdnnen: Zum einen der Abbruch des Protonentransports, der oxidativen
Phosphorylierung und der ATP Produktion, zum anderen die Freisetzung von Proteinen,
wie dem Elektronentransportenzym Cytochrom:-c aus der Atmungskette [72, 73], Caspasen
[74], Caspaseaktivatoren, aber auch caspaseunabhdngigen Apoptoseeffektoren wie z.B.
AlIF (FUr engl. Apoptosis-inducing Factor) [75]. Beides ist gefolgt oder begleitet von
einem Verlust des inneren Membranpotentials DY , und resultiert in der Regel in einer
Proteaseaktivierung. Beispielhaft hierfir ist die durch Cytochrom-c ausgel dste Aktivierung
der Initiatorcaspase 9 Uber Apaf-1 (siehe auch .S.7) [76]. Ferner kann man Veranderungen
im zelluldren Reduktions-/Oxidationspotential beobachten, welche unter anderem durch
die Freisetzung von radikalischen Sauerstoffverbindungen [77] gekennzeichnet sind, die
ihrerseits auch selbst Ausldser fir die Apoptose sein kénnen.

Eine wichtige Rolle bei der Steuerung der mitochondrialen Vorgange tbernehmen Proteine
der Bcl-2 Familie (s.u.), deren antiapoptotische Mitglieder zum grof3en Tell in der ausseren
Mitochondrienmembran lokalisiert sind, wahrend proapoptotische Mitglieder nach
Induktion der Apoptose dorthin wandern [57, 78].

Aber auch cMyc ist zusétzlich zur Steuerung der Zellproliferation an der Regulation der
Apoptose beteiligt. In verschiedenen Systemen ist cMyc in der Lage, den Programmierten
Z€lltod nach Wachstumsfaktor- oder Nahrstoffentzug auszuldsen bzw. zu férdern [79-81].
Die Apoptose ist dann zum Teil abhangig von p53 und kann durch Bcl-2 verhindert
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werden [82, 83]. In diesem Zusammenhang wird diskutiert, dass cMyc die Freisetzung von
Cytochrom-c aus den Mitochondrien fordert und die Zellen dadurch empfindlich fir die
Apoptose macht [84]. Allerdings existieren auch Arbeiten, die im Gegensatz dazu eine
Verminderung der Expression von ¢ myc as Auddser der Apoptose in manchen Zellen,
zB. im B-Zdl-Lymphom WEHI 231, anfihren. Die Aufrechterhaltung der c-myc
Expression besitzt in diesen Zellen eine Schutzfunktion und férdert deren Uberleben [85].

Anstieg
mitochondrialer

Permeabilitat

Cytoplasmatische
i

Diagramm 2 (nach [47] )Spekulatives Modell der mitochondrialen Beteiligung am
Programmierten Zelltod. Schematisch und vereinfacht dargestellt sind allgemeine und spezifische

Signalwege aus Induktions- Effektor- und Abbauphase des Programmierten Zelltodes (siehe auch [47]
[71)).
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1.9 Radikalische Sauer stoffverbindungen im apoptotischen

Zusammenhang

Radikalische Sauerstoffverbindungen (ROS; Abk. f. engl. ,Reactive Oxygen Species’)
kommen in den Mitochondrien als Zwischenprodukte der Atmungskette vor und werden
normalerweise durch verschiedene Enzyme wie z.B. die Superoxid Dismutase abgefangen
und unschédlich gemacht [86, 87]. Dies macht die Mitochondrien zur intrazelluldren
Hauptqguelle fir ROS. Ein vermehrtes Auftreten solcher Verbindungen steht auf besondere,
bisher noch nicht vollstandig aufgeklate Weise, im Zusammenhang mit dem
Programmierten Zelltod und kann je nach Herkunft und Zeitpunkt die Apoptose ausldsen
oder as Effektor ein bereits eingeleitetes Zelltodprogramm vorantreiben [77]. Im letzteren
Fall wird ROS oft ein eigener Signalweg, parallel zur Caspase Kaskade zugewiesen [77].
Daneben wird ein direktes Eingreifen von ROS in den Caspasesignalweg diskutiert [88],
was bereits im Zusammenhang der Apoptose von aktivierten T-Zellen gezeigt werden
konnte, wo durch Unterdriickung der ROS-Freisetzung ein caspaseabhangiger DNA
Verlust verhindert werden konnte [89].

Dartiber hinaus wird inzwischen davon ausgegangen, dass ROS as Second Messenger in
der Lage sind, Transkriptionsfaktoren wie z.B. NFkB zu aktivieren und damit Einfluss auf
die Steuerung der zelluldren Genexpression zu nehmen [86]. Daneben gibt es Hinwiese
darauf, dass ROS bel der Kontrolle der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) eine
Rolle spielen [86]. Hierbei handelt es sich um eine Proteinfamilie, deren Mitglieder
entscheidend an der zelluldren Antwort auf Proliferations- und Stresssignale beteiligt sind
(Ubersicht: [90]). Bestétigt wird dies unter anderem durch die Beobachtung, dass
Wasserstoffperoxid in unterschiedlichen Zelltypen ERK2 aktiviert [91].

10



Einleitung

1.10 Die Bcl-2 Familie

Eine entscheidende Funktion fir das Uberleben von Zellen haben Mitglieder der Bcl-2
Proteinfamilie. Sie Ubernehmen ene zentrae Kontrollfunktion im Rahmen des
Programmierten Zelltodes. Innerhalb apoptotischer Signalkaskaden werden sie oberhalb
der Caspasen und mitochondrialer Apoptosevorgange angesiedelt und beeinflussen deren
Aktivitat bzw. Funktionalitét [92]. Die Bcl-2 Familie beinhaltet pro- und antiapoptotische
Mitglieder. Alle diese besitzen mindestens eine von maxima 4 sog. Bcl-2
Homol ogiedoméanen BH1-4 [93]. Proapoptotisch wirken u.a. Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid
und Mtd, antiapoptotisch sind Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 und Al [94]. Uber ihre
Homologiedoméanen bilden sie Homo- und Heterodimere. Die Dimerbildung bzw. die
Verdrangung von antigpoptotischen Molekilen aus ihren Homodimeren und umgekehrt
scheint auch ein Hauptwirkungsmechanismus der Bcl-2 Verwandten zu sein, so dass das
Verhdltnis zwischen proagpoptotischen und antiapoptotischen  Mitgliedern  die
Empfindlichkeit der Zelle fir ein Todessignal bestimmt [92, 95].

Bcl-2 Proteine treten sowohl membrangebunden, insbesondere an den Mitochondrien, als
auch im Cytosol auf [95]. Bax beispielsweise liegt sowohl im Cytosol, als auch lose mit
Membranen assoziiert vor und verlagert sich infolge enes Todessignds in die
Mitochondrienmembran [96, 97]. Dort ist es in der Lage, ebenso wie Bak einen
Zusammenbruch von DY ,, und die Freisetzung von Cytochrom-c auszul 6sen [97].
Abgesehen von der Fahigkeit zur Dimeriserung herrscht Uber die molekularen
Mechanismen der pro- bzw. antiapoptotischen Wirkung der Bcl-2 Verwandten noch sehr
wenig Klarheit. Es scheint jedoch, dass sie auf verschiedenen Ebenen apoptotischer
Signalkaskaden eingreifen, und hierbei ganz unterschiedliche Mechanismen eine Rolle
spielen. Von besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Fahigkeit der
Proteine Membrankanéle zu bilden Sowohl bel antiapoptotischen Familienmitgliedern wie
Bcl-xL [98] und Bcl-2 [99] a's auch beim proapoptotischen Bax [100] konnte die Bildung
von kationenselektiven lonenkandlen in Lipid-Doppelschichten beobachtet werden. Bcl-2
ist aber auch in der Lage die Porenbildung durch Bax zu verhindern [100]. Ob dies auf eine
Heterodimerisierung zurtickzufihren ist und/oder auf Unterschieden in der pH-
Abhéngigkeit der Porenbildung zwischen den beiden Proteinen [100] beruht, ist jedoch

unklar.

11
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Wahrend der normalen B-Zdll-Entwicklung scheint Bcl-2 von besonderer Bedeutung fir
das Uberleben unreifer Zellen im Knochenmark zu sein [101, 102]. So konnte z.B. fir
unreife B-Zellen am WEHI Modell nachgewiesen werden, dass die Uberexpression von
Bcl-xL ein Uberleben in Anwesenheit von anti-IgM Antikorpern erméglicht [103-106]. Da
jedoch weder primére, unreife B Lymphozyten noch WEHI 231 Zellen signifikante
Mengen von BclkxL exprimieren, stellt sich die Frage, ob eventuell andere
antiapoptotische Bcl-2-Verwandte am Schutz dieser Zellen vor BZR-vermittelter Apoptose
beteiligt sind [103, 105, 107].

Alist einrelativ spét beschriebenes Mitglied der Bcl-2 Familie und wurde urspriinglich as
»hematopoietic lineage specific early response gene” vorgestellt [108]. Es spielt eine Rolle
beim Schutz vor TNFa und p53 induzierter Apoptose und ist auerdem in der Lage, das
Uberleben einer Myeloidvorlaufer-Zelllinie nach dem Entzug von Wachstumsfaktoren zu
verléangern [109-111]. Es ist in der Mitochondrienmembran lokalisierbar und wirkt im
Rahmen der TNF-induzierten Apoptose schiitzend vor Depolarisierung der Mitochondrien,
Freisetzung von Cytochromc und anschlief3ender Aktivierung von Caspase 9, sowie der
Spaltung des Caspasesubstrates PARP [112].

Die Expression von Al steigt an, wenn reife BZellen das Knochenmark verlassen und
Bestandteil der zirkulierenden Lymphozytenpopulation werden [113]. Weiterhin wurde an
c-Rel defizienten Mausen gezeigt, dass A1 NFkB abhangig exprimiert wird und fir das
Uberleben der B-Zelle nach BZR-Induktion notwendig ist [114]. Eine Beteiligung von
NFkB an der Expression des A1 homologen Bfl-1 wurde auch in humanen BZelllinien

demonstriert [115].
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Einleitung

1.11 Ziel der Arbeit

Die negative Selektion autoreaktiver B-Lymphozyten im unreifen Stadium wird Uber den
BZR-induziert. Eine gleichzeitige Vernetzung von CD40 ist in der Lage, die negativen
Effekte des BZR-Signals aufzuheben, wobei sich die antagonistische Wirkung der Signale
auf Transkriptionsebene insbesondere Uber das NFkB/Rel-System manifestiert.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern eine Stimulation durch
CD40 die Genexpresson von Mitgliedern der apoptoseregulatorischen Bcl-2
Proteinfamilie, mit Hauptaugenmerk auf das as antiapoptotisch beschriebene Al, in
murinen B-Lymphozyten beeinflusst. Dies sollte im besonderen Hinblick auf die
antagonistische Wirkung des CD40 Signals im Vergleich zum apoptoseinduzierenden
BZR-Signal geschehen. Das WEHI 231 Lymphom sollte als Modellsystem fur unreife B
Lymphozyten herangezogen werden. Dort auf RNA-Ebene erzielte Ergebnisse sollten in
einen direkten Vergleich mit Resultaten aus priméren B-Zellen gestellt werden.

Weiterhin sollten Uberexpressionsstudien am Lymphommodell Aufschluss dartiber geben,
inwieweit Al fir CD40-spezifische Auswirkungen auf das Uberlebens-, Zellzyklus- und
Proliferationsverhalten BZR-stimulierter unreifer B-Lymphozyten verantwortlich ist.
Daneben sollte der Versuch unternommen werden zu kléaren, auf welcher Ebene Al in die

relevanten apoptotischen Signal prozesse eingreift.
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