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1 Einleitung

1.1 Mehrstufenmodell der Kanzerogenese

Waéhrend der Initiation, dem ersten Schritt der Kanzerogenese, werden Korperzellen
durch Mutationsereignisse in Tumorvorlauferzellen tberfiihrt. Diese kdnnen anschlieRend
zu einem Klon auswachsen. Dieser Prozef3 wird durch sogenannte Tumorpromotoren
gefordert. Sie zeichnen sich dadurch aus, dalR sie bei Tumorvorlauferzellen das
Gleichgewicht von Zellteilung und Zelltod so storen, daf Zellteilung Uberwiegt. Das kann
dadurch geschehen, daR die Zelle zu schnellerer Zellteilung angeregt wird, dal? Apoptose
gehemmt wird oder durch einen Synergismus beider Effekte. Die initiierte Zelle erhélt so
einen Selektionsvorteil gegeniiber den unveranderten Zellen (Schulte-Hermann et al.,
1981; Schulte-Hermann et al., 1983; Schulte-Hermann et al., 1990; Lucier et al., 1991;
Bayly et al., 1994; Stinchcombe et al., 1995; Kolaja et al., 1996a). Im weiteren Verlauf der
Kanzerogenese entsteht durch Mutation einer Tumorvorlauferzelle eine Tumorzelle.
Dieses Ereignis wird Konversion genannt. In der anschlieBenden Progressionsphase
erfolgt durch das Wechselspiel von Proliferation und Mutation schrittweise die
Malignisierung der Tumorzelle.

1.2  Tumorpromotion in der Nagerleber

Die Leber eignet sich besonders gut als Kanzerogenese-Modell, weil sich in ihr die
Nachkommen initiierter Zellen bereits in frihen Entwicklungsstadien morphologisch und
funktionell recht gut charakterisieren lassen (Schulte-Hermann, 1985). Aus diesem
Grunde werden viele Untersuchungen zur Kanzerogenese an diesem Organ
durchgefiihrt. Viele Erkenntnisse wurden an Nagern, insbesondere an der Ratte

gewonnen.

Bereits seit langerer Zeit ist die tumorpromovierende Wirkung von Phenobarbital bekannt
(Peraino et al., 1971). In der ersten Phase einer Phenobarbital-Behandlung beobachtet
man eine Hypertrophie der Leber (Schulte-Hermann, 1985). Chronische Gabe von
Phenobarbital fiihrte in einer Reihe von Untersuchungen zu einer erhéhten
Tumorinzidenz in der Leber von Nagern (Rossi et al., 1977; Butler et al., 1978, Kitagawa
et al., 1980, Goldsworthy et al., 1984). Als Grund dafir wird ein durch Phenobarbital
vermittelter Wachstumsvorteil fur préneoplastische Zellen gegeniiber unverénderten
Hepatocyten angesehen. Einigen Untersuchungen zufolge zeigt sich dieser
Wachstumsvorteil in einer gesteigerten DNA-Synthese in initiilerten Zellen: Diese teilen
sich schneller (Schulte-Herrmann et al., 1981; Klaunig, 1993). Dagegen bleibt an anderer
Stelle die DNA-Synthese unverdndert, wahrend Apoptose gehemmt wird: Die Zellen
sterben seltener (Bursch et al., 1984; Schulte-Hermann et al.,, 1990). Jingste
Untersuchungen zeigten, dal? ein Phenobarbital-responsives DNA-Element von einem
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1 Einleitung

Heterodimer der kernstandigen Transkriptionsfaktoren CAR/NR1I3 (constitutively
activated receptor/nuclear receptor) und RXR (retinoid x receptor) erkannt wird. Die
Bindung von Phenobarbital an CAR konnte nicht nachgewiesen werden, Phenobarbital
scheint aber dessen nukledre Akkumulation zu férdern (zusammengefafit in Savas et al.,
1999).

Auch Dieldrin ist ein nicht gentoxisches Hepatokarzinogen (Ashwood-Smith, 1981), das
vermutlich als Tumorpromotor aktiv wird (Tennekes et al., 1981; Tennekes et al., 1982;
Kolaja et al., 1996b). Wéahrend die hepatokarzinogene Wirkung von Dieldrin bei der Maus
bereits haufig beschrieben werden konnte, ist die Datenlage bei der Ratte widerspruchlich
(Fitzhugh et al., 1964; Ito et al., 1983), wobei zumeist bei Ratten kein hepatokarzinogener
Effekt gefunden wurde.

1.3 Apoptose
Zelltod spielt bei einer Vielzahl von physiologischen und pathophysiologischen Vorgéngen
eine bedeutende Rolle.

Der aktive Zelltod ist eine Form des Zelltods, die der aktiven Beteiligung von zelleigenen
Komponenten bedarf. Die Apoptose (Kerr et al., 1972) stellt den Typ 1 des
physiologischen Zelltods dar (Schweichel und Merker, 1973). Der Begriff ist von einem
griechischen Wort abgeleitet, das das herbstliche Fallen der Blatter umschreibt (Kerr et
al., 1972). Sie ist vermutlich die wichtigste Form des aktiven Zelltods und spielt bei vielen
wichtigen Vorgéangen im Organismus eine entscheidende Rolle, so z.B. bei der
Entwicklung des Nervensystems oder bei der Immunabwehr. Eine Stérung der Apoptose
scheint zu einer Reihe von Erkrankungen beizutragen: Zu wenig Apoptose fiihrt zu Krebs
und zu Autoimmunerkrankungen, zu viel tritt bei Infarkten und eventuell auch bei der
Alzheimerschen Erkrankung auf (Miller und Marx, 1998).

Von der Apoptose zu unterscheiden ist die Nekrose (Kerr et al., 1972). Unter Nekrose
versteht man eine unphysiologische Form des Zelltods, die auftritt, wenn Zellen durch
Pathogene schwer geschéadigt wurden (Searle et al., 1982; Corcoran et al., 1994; Schulte-
Hermann et al., 1995a), Nekrose tritt jedoch ebenso unter physiologischen Bedingungen
auf und wurde auch als Typ 2 und Typ 3 des physiologischen Zelltods bezeichnet
(Schweichel und Merker, 1973; Clarke, 1990).

1.3.1 Caspasen —die Apoptose-Exekutive

Die Apoptose bedarf einer speziellen molekularen Maschinerie. Die zentrale Komponente
dieser Maschinerie stellt das proteolytische System der Caspasen dar. Dieses kann durch
eine Reihe von proapoptotischen Signalen aktiviert werden und fuhrt letztlich zur
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1.3 Apoptose

spezifischen Hydrolyse von Zielproteinen. Deren Spaltung scheint zu den beobachteten
Apoptose-spezifischen zellmorphologischen Verénderungen zu fihren (Thornberry und
Lazebnik, 1998; Stroh und Schulze-Osthoff, 1998).

Caspasen sind Proteasen der Séuger, die aufgrund ihrer Homologie zu CED-3 (Ellis und
Horvitz, 1986) entdeckt und mit Apoptose in Verbindung gebracht wurden. CED-3 ist ein
fur den Zelltod beim Nematoden Caenorhabditis elegans notwendiges Genprodukt, so
daR auf eine Rolle der Caspasen bei der Apoptose geschlossen wurde (Thornberry et al.,
1992; Yuan et al., 1993). Bisher wurden 14 Caspasen entdeckt.

Die Nomenklatur dieser teilweise mehrfach entdeckten und benannten Proteasen wurde
vereinheitlicht, und Caspase wurde als Bezeichnung eingefihrt (,c* fir Cysteinprotease,
.aspase“ fir die Eigenschaft, nach einem Aspartylrest hydrolytisch zu spalten). Die
Numerierung erfolgt in der Reihenfolge ihrer Entdeckung (Alnemri et al., 1996).

Caspasen zeichnen sich durch Gemeinsamkeiten in Aminoséuresequenz, Struktur und
Substratspezifitdt aus (Nicholson und Thornberry, 1997). Sie werden als Proenzyme
synthetisiert, die proteolytisch aktiviert werden. Die aus dieser Prozessierung
hervorgehenden grof3en und kleinen Untereinheiten bilden zunachst Heterodimere, von
denen wiederum zwei zu einem Tetramer assoziieren, das zwei scheinbar unabhéangige
katalytische Zentren besitzt (Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994; Rotonda et al.,
1996). Caspasen gehéren zu den Proteasen, die Uber eine hohe Substratspezifitat
verfigen. Sie hydrolysieren ein Protein ausschlieBlich nach einem Aspartylrest.
N-terminal dieses Aspartylrestes missen drei weitere spezifische Aminoacylreste liegen.
Das von der Caspase bevorzugt erkannte Tetrapeptid scheint dabei auch die jeweilige
biologische Funktion erkldren zu kdnnen: Gruppe 1-Caspasen (Caspasen-1, -4, -5) sind
spezifisch fir das Spaltungsmotiv. (W/L)EHD und scheinen vor allem bei
Entzindungserscheinungen eine Rolle zu spielen. Gruppe 2- und Gruppe 3-Caspasen
sind dagegen mit dem Apoptose-Geschehen assoziiert. Gruppe 2-Caspasen
(Caspasen-2, -3, -7) sind spezifisch fur DEXD und sind Effektor-Caspasen, wahrend den
fur (I/VIL)ExD-spezifischen Gruppe 3-Caspasen (Caspasen-6, -8, -9) eine Funktion als
Initiator-Caspase zugeschrieben wird (Thornberry et al., 1997). Eine weitere Einteilung
der Caspasen kann aufgrund phylogenetischer Untersuchungen erfolgen (Thornberry und
Lazebnik, 1998).

Caspasen aktivieren sich gegenseitig in der Art einer Enzymkaskase. Dabei unterscheidet
man funktionell zwischen Initiator- und Effektor-Caspasen. Initiator-Caspasen stellen
einen moglichen Startpunkt der Enzymkaskade dar und aktivieren die Effektor-Caspasen,
die ihrerseits den Grof3teil der apoptotischen Zielproteine prozessieren. Der auffalligste,
strukturelle Unterschied zwischen beiden scheint in der Prodoméane ihrer Zymogene zu
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1 Einleitung

liegen: Die Prodoménen der Initiator-Caspasen scheinen groRer zu sein als die der
Effektor-Caspasen (Fraser und Evan, 1996), und es finden sich in ihnen Doménen, die
bei ihrer Aktivierung eine entscheidende Rolle spielen: DED (death effector domain,
gefunden in Pro-Caspase-8 und -10) und CARD (caspase recruitment domain, in Pro-
Caspasen-1, -2, -4, -5, -9, -11, -12, -13). Pro-Caspase-8 bindet an FADD (Fas-associated
protein with death domain) tiber die DED beider Molekiile, Pro-Caspase-9 bindet tber die
CARD an Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1). Beide Wechselwirkungen sind
Voraussetzung fur die Aktivierung dieser Pro-Caspasen infolge von apoptotischen
Signalen (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996; Li, P. et al., 1997). Es wird vermutet, dafl
diese Wechselwirkung eine Oligomerisierung der Pro-Enzyme ermdglicht, die die
eigentliche Voraussetzung fir die aktivierende Prozessierung der Pro-Caspasen darstellt
(Gu et al., 1995; Muzio et al., 1998; Yang et al., 1998). Eine grofl3e Zahl weiterer Adapter-
Proteine mit DED- und CARD-Doméanen sind mittlerweile identifiziert worden, die bei der
Weiterleitung apoptotischer Signale und bei der Regulation der Caspase-Aktivierung eine
Rolle spielen und auf die hier nicht eingegangen werden kann (Aravind et al., 1999;
Kumar und Colussi, 1999).

Im Gegensatz zur induzierten Selbstprozessierung der Initiator-Caspasen werden
Effektor-Caspasen, die weder DED noch CARD besitzen (Pro-Caspase-3, -6, -7, -14),
durch aktivierte Initiator-Caspasen proteolytisch prozessiert und dadurch aktiviert.

In jingerer Zeit wurden weitere Mechanismen bekannt, durch die die Aktivitat von
Caspasen reguliert wird, beispielsweise durch Phosphorylierung von Pro-Caspase-9
(Cardone et al., 1998), durch S-Nitrosylierung des Cysteinylrestes im aktiven Zentrum der
Pro-Caspase-3 (Li, J. et al., 1997; Mannick et al., 1999), durch Adapterproteine wie
c-FLIP (FADD-like ICE inhibitory protein; Irmler et al., 1997) und ARC (apoptosis
repressor with caspase recruitment domain; Koseki et al., 1998), durch Inhibitoren der
Caspase-Aktivitat wie CrmA (cytokine response modifier A; Ray et al., 1992), p35 (Bump
et al.,, 1995) und den IAP (inhibitor of apoptosis protein; LaCasse et al., 1998) sowie
durch intrazellulare Kompartimentierung der Caspasen und ihrer Cofaktoren (Porter,
1999; Cain et al., 1999).

Das Konzept, dal? Caspase-Aktivitat ein unabdingbares Kennzeichen des apoptotischen
Zelltods darstellt, wurde durch Experimente in Frage gestellt, in denen in Abwesenheit
von Caspase-Aktivitat Zelltod mit teilweiser apoptotischer Morphologie beobachtet
werden konnte (bspw. Xiang et al., 1996; Hirsch et al., 1997; McCarthy et al., 1997;
Brunet et al., 1998; Amarante-Mendes et al., 1998). Als alternative Mediatoren dieser
Form des Zelltods kommen AIF (apoptosis inducing factor; Susin et al., 1999a), reaktive
Sauerstoffspezies, erhohte cytoplasmatische Ca?*-Spiegel, Serin-Proteasen (Granzym B,
Calpaine, Cathepsine, AP24; Borner und Monney, 1999) und Ras (Chi et al., 1999) in
Frage. Solche Mechanismen kénnten jedoch auch dem nekrotischen, physiologischen
Zelltod Typ 2 zugrunde liegen (Kitanaka und Kuchino, 1999). Der Caspase-unabhéngige
Zelltod scheint sich langsamer als der Caspase-vermittelte einzustellen, weil weniger
effiziente  Mechanismen Funktionen der Caspasen ersetzen missen (Borner und
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1.3 Apoptose

Monney, 1999). Da aufgrund morphologischer Merkmale nicht immer eindeutig zwischen
Apoptose und Nekrose unterschieden werden kann, wird derzeit versucht, neue,
Mechanismus-basierte Definitionen dieser Begriffe zu entwickeln (Samali et al., 1999;
Vaux, 1999).

1.3.2 Mitochondrien — Nekrose oder Apoptose?

Eine Beteiligung der Mitochondrien am nekrotischen Zelltod wurde aus der Beobachtung
abgeleitet, daR sie im Laufe dieses Prozesses anschwellen und aufbrechen. Der
nachfolgende Verlust an ATP fuhrt zur Stérung des lonengleichgewichts der Zelle, was ihr

nekrotisches Sterben auslésen kénnte.

Die Bedeutung der Mitochondrien im apoptotischen Prozef3 wurde bei Studien an einem
zellfreien System erkannt: Apoptotische Phdnomene, bspw. nukledre Kondensation und
DNA-Fragmentierung, waren vom Vorhandensein der Mitochondrien abhangig
(Newmeyer et al.,, 1994). Zudem wurde festgestellt, da3 Zellen, die proapoptotische
Stimuli erhalten und deren Caspasen gehemmt werden, dennoch sterben, wenn auch
nicht in typisch apoptotischer Weise (z.B. McCarthy et al., 1997; Hirsch et al., 1997) und
daR die Schadigung von Mitochondrien dabei eine Rolle zu spielen scheint (z.B. Xiang et
al., 1996). Gegenwartig werden drei Hypothesen Uber die Art und Weise, wie
Mitochondrien am Zelltod beteiligt sind, diskutiert: Uber die Stérung der oxidativen
Phosphorylierung, Uber die Anh&ufung reaktiver Sauerstoffspezies oder Uber die
Freisetzung von Proteinen aus dem Mitochondrium.

Bereits vor Jahrzehnten erkannte man die Stérung des mitochondrialen
Elektronentransports, eine Voraussetzung der oxidativen Phosphorylierung, als frih
auftretendes Zeichen fur Zelltod (Scaife, 1966). Ceramid, ein second messenger der
Apoptose, hemmt ebenfalls die Elektronentransportkette (Garcia-Ruiz et al., 1997),
ebenso der CD95/Fas/Apo-1-Ligand (Adachi et al., 1997). Ein Verlust an zellularem ATP
wird allerdings erst relativ spat im Apoptose-Proze3 beobachtet (Bossy-Wetzel et al.,
1998), zudem wird ATP anderen Beobachtungen zufolge in spéaten Phasen des
Apoptoseprozesses benétigt (Eguchi et al., 1997). Obwohl also der Verlust des
mitochondrialen ATP zum Zelltod flihrt, erscheint es alles in allem unwahrscheinlich, dal
die Stérung der Elektronentransportkette selbst Apoptose induziert. Vielmehr scheint ein
daraus resultierender ATP-Mangel zu Nekrose zu flhren.

Eine grofRe Zahl apoptotischer Stimuli fiihrt zu Lipidperoxidation und zu einer Erhéhung
der Konzentration von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species) in der
Zelle (Bredesen, 1995). Allerdings scheinen ROS erst nach der Aktivierung von
Caspasen aufzutreten (Bossy-Wetzel et al., 1998). AuRerdem entfalten einige
apoptotische Stimuli ihre Wirkung auch noch unter anaeroben Bedingungen (Jacobson
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und Raff, 1995). Dies stellte die Bedeutung der ROS als wesentlichen Bestandteil des
apoptotischen Geschehens in Frage.

Intensiv untersucht wird derzeit die Frage, wie Proteine aus dem Intermembranraum des

Mitochondriums in das Cytosol gelangen und zur Apoptose beitragen kénnen.

Verschiedene Proteine sind im Intermembranraum des Mitochondriums lokalisiert, die ins
Cytosol freigesetzt werden kénnen und deren Freisetzung direkt mit dem apoptotischen
Geschehen in Verbindung gebracht wurde. Es sind dies Pro-Caspase-3 (Mancini et al.,
1998), Pro-Caspase-2, Pro-Caspase-9 (Susin et al., 1999b), AIF (apoptosis-inducing
factor; Susin et al., 1996; Susin et al., 1999a) und Cytochrom c (Liu et al., 1996).

Die Translokation von AIF ins Cytosol fuhrt zu einer Abnahme des mitochondrialen
Transmembranpotentials, zur Freisetzung von Cytochrom c¢ und Pro-Caspase-9 ins
Cytosol, zur Kondensation von Chromatin und zur Exposition von Phosphatidylserin an
der Zelloberflache. Dies alles sind Aktivitaten, die durch den Breitband-Caspaseinhibitor
Z-VAD.fmk nicht gehemmt werden kdnnen (Susin et al., 1999a).

Die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium wéhrend der Apoptose kann
durch Bcl-2 (s. Kap 1.3.3) gehemmt werden (Yang J. et al., 1997; Kluck et al., 1997), und
eine nachfolgende Aktivierung der Caspasen ist von der Anwesenheit von dATP
abhangig (Liu et al., 1996). Dabei wird zunachst Pro-Caspase-9 prozessiert, vermutlich
durch Bildung des Sauger-Analogons des Apoptosoms in C. elegans (Hengartner, 1997),
einem Proteinkomplex aus Cytochrom c, Apaf-1 (Zou et al., 1997) und Pro-Caspase-9.
Dies fihrt zur Initiation der Caspase-Kaskade und in deren Folge zu Apoptose (Li, P. et
al., 1997). Dieser Prozel3 scheint in einer ibergeordneten Struktur stattzufinden, einem

Komplex, der ,Aposom* genannt wurde (Cain et al., 1999).

Die Cytochrom c-Freisetzung kann von Caspasen induziert werden. In diesen Féllen
scheint Cytochrom c-Freisetzung zur Aktivierung von Effektor-Caspasen beizutragen.
Dies ist z.B. bei CD95/Fas/Apo-1-Ligand-induzierter Apoptose der Fall (Vander Heiden et
al,, 1997; Kuwana et al.,, 1998). Nach z.B. UV-Bestrahlung, Staurosporin und Bax-
Uberexpression wird die Cytochrom c-Freisetzung durch Caspase-Inhibitoren nicht
gehemmt (Bossy-Wetzel et al., 1998; Vander Heiden et al., 1997; Jurgensmeier et al.,
1998). Daraus wurde geschlossen, dal die Schadigung des Mitochondriums ein

Schllsselereignis im Apoptosegeschehen darstellt.

Die Schadigung des Mitochondriums fiihrt nach Green und Reed (1998) in jedem Falle
zum Zelltod: Entweder zur Apoptose durch Aktivierung von Caspasen oder zur Nekrose
durch den Zusammenbruch der mitochondrialen Elektronentransportkette nach Verlust

des mitochondrialen Cytochrom c. Dies fuhrt zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und

Seite 6
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zu einer Abnahme zellularem ATPs. Welcher dieser Wege letztlich beschritten wiirde,
hinge von der jeweiligen Ausstattung der Zelle mit Proteinen ab, die fir den einen oder
den anderen Weg notwendig seien.

Als Antwort auf die Frage, wie Proteine den Intermembranraum des Mitochondriums
verlassen konnen, werden gegenwartig zwei Hypothesen diskutiert. Die erste umfaf3t
einen Permeabilitdtsibergang an der inneren Mitochondrienmembran, infolge dessen die
hyperosmolare Matrix anschwillt, bis die &uere Mitochondrienmembran zumindest lokal
reil3t, da diese eine geringere Oberflache aufweist als die innere Mitochondrienmembran
und die Matrix ab einem bestimmten Volumen nicht mehr umfassen kann (Vander Heiden
et al, 1997). Einer zweiten Hypothese zufolge offnen sich in der &uBeren
Mitochondrienmembran Kanale, was dazu fiihrt, daR proapoptotische Proteine ins Cytosol
gelangen kénnen, wobei die auere Mitochondrienmembran zumindest weitgehend intakt
bleibt. Diese Idee wurde u.a. durch die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur einiger
Vertreter der Bcl-2-Proteinfamilie geférdert (Muchmore et al., 1996). Jedoch auch ein
Bestandteil der PT-Pore (s.u.) selbst kommt zumindest fiir kleinere Proteine als
Proteinkanal in Frage (Shimizu et al., 1999).

Der Zusammenbruch des Transmembranpotentials der inneren Mitochondrienmembran
(AWy) wahrend der Apoptose (Petit et al., 1996) wird als Zeichen einer Offnung der
mitochondrialen PT-Pore (permeability transition-pore) angesehen. Die PT-Pore ist ein
riesiger lonenkanal, dessen Aufbau und Struktur noch nicht vollstandig bekannt ist. Ein
Bestandteil an der inneren Mitochondrienmembran ist der Adeninnukleotid-Translokator
(ANT), ein Bestandteil an der &uBeren Mitochondrienmembran ist Porin, auch VDAC
(voltage-dependent anion channel) genannt. Diese Proteine gehen vermutlich an den
Kontaktstellen zwischen innerer und &uferer Membran eine Wechselwirkung ein und
bilden so einen Kanal, durch den Molekile mit bis zu 1.5 kDa Grof3e passieren kdnnen
(Bernardi et al., 1994; Zoratti und Szabo, 1995), was zum Zusammenbruch
elektrochemischer Potentiale, zur Entkopplung der Atmungskette und zum EinfluR von
Wasser in die hyperosmolare Matrix fuhrt. Oxidantien und eine Erhéhung der
cytosolischen Ca?-Konzentration, die die PT-Pore direkt beeinflussen, verursachen eine
Schédigung der auReren Membran und die Freisetzung Caspase-aktivierender Proteine
(Susin et al., 1996; Susin et al., 1997). Bax und der ANT-Aktivator Atractylosid induzieren
sowohl Apoptose als auch PT (Xiang et al., 1996; Zamzami et al., 1996b). Dagegen
kdénnen Inhibitoren der PT-Porendffnung, Cyclosporine, Bongkreksdure und andere,
Apoptose hemmen (Zamzami et al., 1996b). Auch das antiapoptotische Bcl-2-Protein
hemmt die PT-Porenéffnung (Zamzami et al., 1996a).
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Andere Untersuchungen legen nahe, daR die Offnung der PT-Pore nicht an der Freisetzung
von Proteinen ins Cytosol beteiligt ist. Demnach treten Cytochrom c-Freisetzung und
Caspase-Aktivierung noch vor einer meRbaren Verminderung des AWy auf, und erst dann
induzieren Caspasen eine PT-Porenoffnung (Vander Heiden et al., 1997; Susin et al., 1997;
Kim et al., 1997; Yang J. et al., 1997; Bossy-Wetzel et al., 1998). Demzufolge ware die
Freisetzung von Proteinen unabhéngig von der Offnung der PT-Poren, was fiir die
Hypothese der Offnung von anderen Proteinkandlen sprechen wirde. Mdglicherweise
jedoch befindet sich die PT-Pore im Zustand niedriger Leitfahigkeit und 6ffnet und schlief3t
sich so schnell, da AWy, respirativ wiederhergestellt werden kann (Ichas et al., 1997), so
daf3 es zum Aufreil3en der &uBeren Membran und zur Freisetzung mitochondrialer Proteine
kommt, bevor ein Abfall von A%y mef3bar wird (Bossy-Wetzel et al., 1998; Green und Reed,
1998). Moglich ist auch eine Beeinflussung des K'-Haushalts des Mitochondriums, der
Hauptdeterminante des mitochondrialen Matrixvolumens (Halestrap, 1989; Reed, 1997a).
Dies wird, weil ANT einen wichtigen K'-Kanal an der inneren Mitochondrienmembran
darstellt (Reed, 1997a), durch den Befund gestitzt, dal Bax und ANT gemeinsam
liposomale Membranen permeablilisieren kdnnen (Marzo et al., 1998).

1.3.3 Die Bcl-2-Proteinfamilie — Intrazellulére Entscheidungstréger

Eine grofRe Anzahl intrazellularer Faktoren beeinfluf3t die Entscheidung, ob eine Zelle
aufgrund eines bestimmten Apoptosestimulus das Todesprogramm durchfiihrt oder nicht.
Prinzipiell sind dies alle Faktoren, die intrazellular an der Vermittlung pro- oder anti-
apoptotischer Signale beteiligt sind. Besonderes Interesse aber haben die Proteine der

Bcl-2-Familie gefunden.

Das namensgebende Gen bcl-2 (B-cell lymphoma/leukaemia-2) wurde zuné&chst als
potentielles Onkogen identifiziert, das beim follikularem B-Zell-Lymphom des Menschen eine
Rolle spielen konnte. Es wurde in der Néhe der Translokationsbruchstelle t(14:18)(q32:921)
gefunden wurde, die bei der Entwicklung des Lymphoms eine Rolle spielt (Cleary et al.,
1986; Tsujimoto und Croce, 1986). Die Proteine dieser Familie besitzen eine
Sequenzhomologie zu CED-9, das in C. elegans den programmierten Zelltod negativ
reguliert (Hengartner et al., 1992).

Zahlreiche Bcl-2-verwandte Proteine sind seither identifiziert worden. In der Primé&rstruktur
zeichnen sie sich durch zumindest eine von vier Bcl-2-Homologiedoménen (BH1 bis BH4)
aus. Die meisten der antiapoptotisch wirksamen Proteine besitzen zumindest je eine BH1-
und eine BH2-Domane und einen Membrananker am C-Terminus. Die proapoptotischen
Proteine werden in zwei Unterfamilien aufgeteilt: Die eine zeichnet sich durch eine
betrachtliche Ahnlichkeit zu Bcl-2 aus, und Proteine dieser Unterfamilie enthalten BH1, BH2,

BH3 und einen Membrananker. Die Proteine der anderen Unterfamilie enthalten lediglich
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eine BH3-Doméne und sind sonst nicht verwandt zu irgendwelchen bekannten Proteinen. Zu
letzteren, sogenannten BH3-Proteinen, gehért auch das C. elegans-Protein EGL-1

(zusammengefalt in Adams und Cory, 1998).

Bereits fruh wurde postuliert, da das Verhéltnis der Zahl pro- und antiapoptotischer
Proteine fiir das Uberleben der Zelle entscheidend ist und durch ihre Fahigkeit zur
Heterodimerisierung untereinander bedingt wird (Oltvai et al., 1993). Die beobachtete Homo-
und Heterodimeriserung der Bcl-2-Proteine untereinander wird durch Bindung der
amphipathischen BH3-Doméne an eine von BH1, BH2 und BH3 gebildete, hydrophobe
Spalte moglich (Muchmore et al., 1996; Sattler et al., 1997). Diese Wechselwirkung scheint
die molekulare Grundlage proapoptotischer Bcl-2-Proteine zu sein, da bereits deren BH3-
Domanen allein an antiapoptotische Familienmitglieder binden, diese dabei inaktivieren und
scheinbar dadurch Apoptose induzieren (z.B. Chittenden et al., 1995; Sattler et al., 1997;
Cosulich et al.,, 1997; Diaz et al., 1997; Holinger et al., 1999). Daneben gibt es auch
Hinweise auf eine proapoptotische Funktion von Bcl-2-Proteinen, die unabhéngig von einer
solchen Heterodimerisierung sind. Nach Apoptose-Stimuli bildet Bax ein Homodomer und
inseriert als solches in die Mitochondrienmembran, wo es verschiedene Apoptose-
Symptome verursacht (Hsu et al., 1997; Gross et al., 1998; Jirgensmeier et al., 1998), was
mit dessen Wechselwirkung mit ANT (Marzo et al., 1998) und mit VDAC (Shimizu et al.,
1999) erklart werden konnte. BID und Bax liefern ein Beispiel fur Wechselwirkungen
zwischen proapoptotischen Proteinen: BID transloziert vom Cytosol zum Mitochondrium,
bindet Bax und induziert dessen Konformationsdnderung sowie die Freisetzung von
Cytochrom ¢ (Desagher et al., 1999).

Fragmente von Bcl-2-Proteinen scheinen ebenfalls eine groe Rolle im apoptotischen
Geschehen zu spielen. So ist BID ein Substrat der aktivierten Caspase-8 (Li, H. et al., 1998;
Luo et al., 1998). Das BID-Fragment p15 BID inseriert in die &uere Mitochondrienmembran,
wo es, vermutlich Uber eine Wechselwirkung mit Bcl-x./Bcl-2 (Gross et al., 1999) oder Uber
eine lonenkanalaktivitét (Schendel et al.,, 1999), die Freisetzung von Cytochrom c und
nachfolgend Apoptose auslosen kann. Caspase-mediierte Proteolyse von Bcl-x. oder Bcl-2
fuhrt zur Bildung proapoptotischer Fragmente dieser Proteine, deren proapoptotische
Eigenschaft Uber eine Caspase-Aktivierung vermittelt wird (Cheng et al., 1997; Clem et al.,
1998). Hier scheint eine positive Rickkopplung der Caspaseaktivierung vorzuliegen, die

vermutlich ber Cytochrom c-Freisetzung vermittelt wird (Kirsch et al., 1999).

Fir den Mechanismus antiapoptotischer Wirkungen dieser Proteinfamilie werden ebenfalls
verschiedene Mechanismen diskutiert. Bcl-2 und Bcl-x_ findet man auBer an der auf3eren
Mitochondrienmembran auch am endoplasmatischen Reticulum und an der Kernhille
(Krajewski et al., 1993; Gonzélez-Garcia et al., 1994; Ng et al., 1997; Xu und Reed, 1998).
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Dort konnte ihre Funktion in der Kontrolle der Translokation von lonen oder von kleinen
Proteinen (Muchmore et al., 1996; Minn et al., 1997; Schendel et al., 1997) oder in der
Hemmung der Aktivitat von Bax, wie die der Bildung von Poren, bestehen (Schlesinger et al.,
1997; Antonsson et al., 1997). Bcl-x_ kdnnte die Aktivierung von Pro-Caspase-9 hemmen,
indem es an Apaf-1 bindet (Pan et al., 1998; Hu et al., 1998), so wie CED-9 an CED-4 bindet
und dadurch die CED-3-Aktivierung hemmt (Chinnaiyan et al., 1997; Chaudhary et al.,
1998). Bcl-2 und Bcl-x, hemmen die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien
(Yang J. et al., 1997; Kluck et al., 1997; Gross et al., 1999) Uber einen Mechanismus, der in
Verbindung mit ihrer Wechselwirkung mit VDAC stehen kdnnte (Martinou, 1999; Shimizu et
al., 1999). Weiterhin hemmen Bcl-2 und Bcl-x, die Caspase-abhangige Induktion von
Apoptose durch Mikroinjektion von Cytochrom c (Li, F. et al., 1997; Brustugun et al., 1998),
evtl. weil zumindest Bcl-x, Cytochrom c bindet (Kharbanda et al., 1997). Die Aktivierung von
Caspasen konnte auf3erdem durch Bildung eines Komplexes aus Pro-Caspase-8, Bap31,
Bcl-x. und evtl. Apaf-1 am endoplasmatischen Reticulum gehemmt werden (Ng und Shore,
1998). p53-induzierte Apoptose konnte Uber die Bindung von Bcl-2 an p53BP-2 (p53-binding
protein-2) gehemmt werden (Ryan et al., 1994; Naumovski und Cleary, 1996). AuRerdem
bindet und hemmt Bcl-2 die Ca®-abhangige Proteinphosphatase Calcineurin, deren
dephosphorylierte Substrate BAD bzw. NF-AT zur Apoptose bzw. zur Hemmung der

Proliferation beitragen (zusammengefal3t in Reed, 1997b).

1.3.4 Externe Regulatoren — Sein oder nicht Sein

Externe Faktoren des Uberlebens von Zellen kénnen spezifisch oder unspezifisch sein.
Spezifisch sind solche, die Uber Wechselwirkung mit Rezeptoren ganz bestimmte
intrazelluldre Wirkungen ausldsen. Unspezifische Faktoren erkennen keine bestimmte
Zielstruktur in der Zelle und koénnen das Leben der Zelle begiinstigen oder ihm
entgegengestellt sein. Zu den unspezifischen Faktoren, die zu Zelltod fihren kdnnen,
gehoren z.B. DNA-schadigende Faktoren, Hypoxie und oxidativer StreR. Die gleiche
Wirkung wie der Mangel an spezifisch wirkenden Uberlebenssignalen hat das
Vorhandensein spezifischer Signale zum Absterben der Zelle. Insbesondere einige
Rezeptoren der TNF-Familie (Tumor-Nekrose-Faktor) verfiigen Uber einen direkten Zugang
zur Todesmaschinerie der Caspasen: Durch Wechselwirkung mit verschiedenen
Adapterproteinen sind sie in der Lage, die Aktivierung von Initiator-Caspasen zu induzieren.
Uber weitere Adapterproteine vermitteln sie Signale, die von Proteinkinasen vermittelt
werden, die sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirksam sein kdnnen (Yang X. et al., 1997;
Ashkenazi und Dixit, 1998; Chang et al., 1998 ; Alpert et al., 1999). Von der Vielzahl weiterer
Signalwege, die einen EinfluR auf das Uberleben der Zelle haben, sollen hier nur die erwéhnt
werden, die fir die vorliegende Arbeit von Bedeutung waren.
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1.3.4.1 Induktor TGF-8

TGF-B (transforming growth factor-p) ist an der Gewebshomdostase der Leber beteiligt
(Michalopoulos und DeFrances, 1997). TGF-B wirkt als Induktor von Apoptose in vitro und in
vivo, bei Hepatocyten und bei Hepatomzellinien (Lin und Chou, 1992; Oberhammer et al.,
1992; Fukuda et al., 1993; Chuang et al.,, 1994; Sanchez et al., 1996; Fan et al., 1996;
Yamamoto et al., 1998; Buchmann et al., 1999) und hemmt die Proliferation von
Hepatocyten in vitro (Inagaki et al., 1993). Tumorpromotoren wirken genau entgegengesetzt:
antiapoptotisch und proliferationsférdernd. Méglicherweise inhibieren diese Substanzen
TGF-B-induzierte Apoptose und TGF-B-induzierte Proliferationshemmung. Und Substanzen,
die diese Prozesse hemmen, kénnten im Sinne des Mehrstufenmodells der Kanzerogenese
tumorpromovierend wirken. Bspw. sind Insulin und Dexamethason in der Lage, TGF-B-
induzierte Apoptose zu inhibieren (Chuang et al., 1994; Tanaka und Wands, 1996; Chen et
al., 1997; Yamamoto et al., 1998; Buchmann et al., 1999).

Die TGF-f3-Familie der Sauger besteht aus drei Mitgliedern: TGF-B1 bis -3. Bei Wirbel-tieren
finden sich zusatzlich TGF-f4 (Huhn) und TGF-B5 (X. laevis). Von diesen sind die
Wirkungen des TGF-B1 die bestuntersuchten. Die TGF-B-Familie gehért der TGF-B-
Superfamilie an. Dieser gehéren auferdem die Aktivin/Inhibin- und die BMP-Familie (bone

morphogenetic protein) sowie einige andere Proteine an (Alevizopoulos und Mermod, 1997).

TGF-B1 wird zunéchst als Polypeptid von 392 Aminoséuren Lange gebildet. Nach
proteolytischer Prozessierung nach AS279 bleiben die beiden Fragmente nicht-kovalent
miteinander verbunden und dimerisieren zum latency associated protein (LAP) oder 31-LAP.
Durch Bindung des latent TGF-B-binding protein-1 (LTBP-1) bildet sich ein Komplex, der
exportiert wird und durch Transglutaminase an die extrazellulare Matrix gebunden wird. B1-
LAP wird proteolytisch durch eine Serinprotease freigesetzt, bindet an den Mannose-6-
Phosphat/IGF-I1-Rezeptor (M6P/IGF2-Rezeptor) und wird dort von Plasmin prozessiert,

wodurch aktives TGF-f1 freigesetzt wird (zusamengefal3t in Gleizes et al., 1997).

Die TGF-B-Rezeptoren werden in die 3 Unterfamilien der Typ I- bis Typ llI-Rezeptoren
(TBRI bis TRRIII) eingeteilt. Wahrend TBRII alleine hochaffin TGF-B1 und TGF-B3 bindet, ist
fur dessen Bindung von TGF-f2 zusétzlich TBRIII notwendig. Dadurch kann einer der sechs
bekannten  TBRI  rekrutiert werden, der daraufhin durch die konstitutive
S/T-Kinaseaktivitit des TPRII phosphoryliert werden kann (zusammengefat in
Alevizopoulos und Mermod, 1997). TBRI wird hierdurch aktiviert und vermag seinerseits
unter Mithilfe des Adapterproteins SARA (Smad anchor for receptor activation; Tsukazaki et
al., 1998) eine Untergruppe von Smad-Proteinen (Derynck et al., 1996), namlich die
Rezeptor-aktivierten Smads, zu phosphorylieren (Zhang et al., 1996; Lagna et al., 1996;
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Marcias-Silva et al., 1996). Derzeit bekannte Rezeptor-aktivierte Smads sind Smad1, -5
und -8, die die Signale der BMP vermitteln, sowie Smad2 und -3, die als Mediatoren von
Activin und TGF-f wirksam sind. Diese sind nach ihrer Phosphorylierung in der Lage, einen
Komplex mit Smad4, einem allgemeinen Smad, einzugehen und in den Kern zu
translozieren, wo sie gemeinsam an der transkriptionellen Kontrolle von Zielgenen beteiligt
sind (zusammengefat in Zhang und Derynck, 1999). Die inhibitorischen Smad6 und -7
kénnten ihre Wirkung tber die Bindung an TRRI (Hayashi et al., 1997; Nakao et al., 1997)
oder an Rezeptor-aktivierte Smads (Nakao et al., 1997; Topper et al., 1997) entfalten. Da sie
durch TGF-B, Activin und BMP induziert werden (Imamura et al., 1997; Ishisaki et al., 1998;
Takase et al, 1998; Afrakhte et al, 1998), scheint so ein negativer

Ruckkopplungsmechanismus fur die gesamte TGF-f-Superfamilie vorzuliegen.

Die transkriptionelle Kontrolle der Zielgene erfolgt in Kooperation mit anderen
Transkriptionsfaktoren. Wahrend Smad2 keine DNA-Bindungsaktivitat aufweist (Shi et al.,
1998; Yagi et al.,, 1999), binden Smad3 und -4 an CAGA- (bzw. GTCT-)ahnliche-DNA-
Sequenzen (Yingling et al., 1997; Dennler et al., 1998; Jonk et al., 1998; Zawel et al., 1998;
Zhang et al., 1998) und Smad4 bindet auBerdem an eine zweiteilige, GC-reiche Sequenz in
Activin-responsiven Sequenzen (Labbé et al., 1998). Im TGF-B-Signalweg scheinen
Kooperationen mit den Transkriptionsfaktoren AP-1 (Zhang et al., 1998; Wong et al., 1999),
TFE3 (Hua et al., 1998), Vitamin D-Rezeptor und CRS-1/TIF2 (steroid receptor
coactivator-1/transcriptional intermediary factor 2; Yanagisawa et al., 1999), p300 und CBP
(CREB-binding protein; Derynck et al., 1998; Feng et al., 1998; Janknecht et al.,1998;
Topper et al., 1998; Pouponnot et al., 1998) bedeutsam zu sein. Eine Vielzahl weiterer
direkter Wechselwirkungen kénnen vermutet werden (zusammengefalt in Alevizopoulos
und Mermod, 1997) und eine Erklarungsbasis fir die erstaunliche Vielfalt der Wirkungen von
TGF-B darstellen (Zhang und Derynck, 1999).

Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit, daB es zumindest einen weiteren, TGF-§3-
abhéangigen Signalweg gibt (Laiho et al., 1991; Derynck, 1994). Es wurden funf weitere TBR-
assoziierte Proteine identifiziert: ApoJ (Apolipoprotein J/Clusterin), TRIP-1 (TGF-S-receptor
interacting protein-1), FKBP12, Farnesyltransferase a (zusammengefal3t in Alevizopouloz
und Mermod, 1997) und die regulatorische Ba-Untereinheit der Phosphatase 2A, die die
antimitogene Wirkung von TGF-f verstérkt (Griswold-Prenner et al., 1998). TRIP-1 moduliert
die TGF-B-Antwort in Rezeptor-abhéngiger und -unabhéngiger Weise (Choy und Derynck,
1998). FKBP12 wurde mit einer Erhéhung der cytosolischen Ca?'-Konzentration im TGF-B-
Signalweg in Verbindung gebracht. Farnesyltransferase a wird im Zusammenhang mit der
Rolle von Ras, Rac und Rho sowie mit der Aktivierung von diversen Mitgliedern der MAPK-

Superfamilie (mitogen-activated protein kinase) im TGF-B-Geschehen gesehen. Weiter
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wurde TAK1 (TGF-B-activated kinase 1) identifiziert, eine Proteinkinase, die zur Aktivierung
von MKK3, -4, -6 und -7 (MAP kinase kinase) fihrt, die ihrerseits die Aktivierung von JNK
(c-Jun N-terminal kinase) und p38MAPK bewirken. Dies kann zu Apoptose und zu
Zellzyklusarrest fihren (Alevizopoulos und Mermod, 1997; Dhanasekaran und
Premkumar Reddy, 1998).

Zu den biologischen Wirkungen von TGF-B in Differenzierung, Morphogenese und
Wundheilung gehéren neben dem Einflu} auf Apoptose (s.0.) auch die Regulation des
Zellwachstums (Sporn et al., 1986; Wollenberg et al. 1987; Roberts und Sporn, 1990;
Massagué et al., 1990). Zu einem antiproliferativen Effekt kdnnten die verstarkte Expression
von p21WAFYSPL (Datto et al., 1995), p27<** (Polyak et al., 1994) und p15™*® (Hannon und
Beach, 1994) beitragen. Deren inhibitorische Wirkung auf Cyclin A-, D- und E-abhangige
Kinasen (Cdk, cyclin dependent kinase; zusammengefalt in Sherr, 1996) kann ebenso wie
die beobachtete, TGF-B-abhéngige, transkriptionelle Repression der Cycline A und E sowie
von Cdk2 und -4 (Ewen et al., 1993; Geng und Weinberg, 1993; Barlat et al., 1995) andere
Zellzyklus-relevante Beobachtungen erklaren. Zu diesen gehoren die Hemmung der
Phosphorylierung des Retinoblastomprotein Rb (Laiho et al., 1990), die verminderte

Expression von c-Myc (Pietenpol et al., 1990) sowie die Wachstumshemmung durch TGF-£.

1.3.4.2 Inhibitor Insulin

Unter der Vielfalt der Insulin-Wirkungen findet sich auch die Hemmung TGF-B-induzierter
Apoptose in Modellen der Leber (Chuang et al., 1994; Tanaka und Wands, 1996; Chen et
al., 1997; Buchmann et al., 1999).

Zu den IGF (insulin-like growth factor) gehéren Insulin, IGF1 und IGF2. Sie wirken mitogen
und werden mit Tumorwachstum und Apoptoseinhibition in Verbindung gebracht (Baserga,
1994). Nach Bindung von Insulin an seinen Rezeptor IRK (insulin responsive kinase) ist
dieser in der Lage, durch Autophosphorylierung Phosphotyrosinreste zu bilden. Diese bilden
Bindungsstellen fiir Proteine mit SH2- (src homology) oder PTB-Doméanen (phosphotyrosine-
binding). Eine Vielzahl von Molekilen binden an den so aktivierten IRK und leiten das
Insulin-Signal intrazelluléar weiter. Zu diesen Molekilen gehéren die IRS-Proteinfamilie
(insulin receptor substrate), pp60/IRS-3 (phosphotyrosine protein 60 kDa) und Shc, das Uber
die Proteine Grb2 und Sos zur Aktivierung des MAP-Kinaseweges Ras/Raf/ERK
(extracellular-signal regulated kinase, héaufig auch als MAPK bezeichnet) fihrt. An die
Proteine der IRS-Proteinfamilie kdnnen weitere Proteine binden, die hierdurch an der
Signaltransduktion beteiligt werden. Zu diesen gehoéren PI3K (Phosphatidylinositol-3'-
Kinase) und wiederum Shc. PI3K-Aktivierung durch dessen Bindung an IRS-Proteine (aul3er

an p62%) fuhrt unter anderem zur Aktivierung von Akt/PKB (Proteinkinase B) und Rac, das
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zur Aktivierung der MAP-Kinase JNK fihrt (zusammengefaBt in White, 1998; Ogawa et al.,
1998; Ceresa und Pessin, 1998; Avruch et al., 1998). IRS-1 ist das Hauptsubstrat sowohl fir
IRK als auch fiir den IGF1-Rezeptor (Sara und Hall, 1990; Myers et al., 1994). IRS-1 wird in
humanen, hepatozellularen Karzinomen hochreguliert vorgefunden (Nishiyama und Wands,
1992). Mit einer anti-apoptotischen Funktion werden sowohl der Ras/Raf/ERK-Signalweg
(Xia et al., 1995; Kinoshita et al., 1995a; Kinoshita et al., 1995b; Leverrier et al., 1997; Chao
et al.,, 1997) als auch die Aktivitdt von Akt/PKB (Ahmed et al., 1997; Dudek et al., 1997;
Kauffmann-Zeh et al., 1997; Kennedy et al., 1997; Khwaja et al., 1997; Kulik et al., 1997;
Chen et al., 1998) und von Rac (Boehm et al., 1999) belegt.

1.3.4.3 Modulator Dexamethason

Dexamethason, ein Glucocorticoid-Steroidhormon, bindet an seinen spezifischen Rezeptor,
der als Transkriptionsfaktor an der Regulation einer Reihe von Zielgenen beteiligt ist.
Glucocorticoide regulieren die Zellproliferation (Harmon et al., 1979; Tsai und O Malley,
1994). Da sie auch in der Lage sind, Apoptose zu induzieren, wurden sie zur Behandlung
von lymphoiden Leukdmien und Lymphomen eingesetzt (Bansal et al., 1991). Apoptose
induzieren sie auch in Thymocyten der Ratte (Wyllie, 1980). Dagegen koénnen
Glucocorticoide zumindest in folgenden Zelltypen Apoptose inhibieren: In Neutrophilen (Cox,
1995), Lungenepithelzellen (Wen et al., 1997), in Fibroblasten (Dijkmans und Billiau, 1991)
sowie in Karzinom-abgeleiteten Zellen des Magen-Darm-Traktes (Chang et al., 1997) und
der Rattenleber (Yamamoto et al.,, 1998). Diese Wirkung wurde bei TNFa-induzierter
Apoptose mit der Hemmung der Phospholipase A; in Verbindung gebracht (Hepburn et al.,
1987; Palombella and Vilcek, 1989; Suffys et al., 1991; Chang et al., 1992). Dies scheint
jedoch in TGF-B-induzierter Apoptose zumindest in manchen Zellsystemen keine Rolle zu
spielen (Yamamoto et al., 1998). Als weitere Mechanismen werden die Steigerung der
Expression von Bcl-x, und die Hemmung des Anstiegs des Bcl-xs, einer proapoptotischen
SpleiRvariante von Bcl-x,, infolge der Apoptoseinitiation diskutiert (Chang et al., 1997;
Yamamoto et al., 1998).

1.3.4.4 Proteinkinasen — Netzwerk intrazellularer Signale

1.34.4.1 Apoptoseinhibitor Akt/PKB

Akt/PKB steht unter der Kontrolle der PI3K, die aus einer von mindestens zwei 110 kDa-
katalytischen und einer von mindestens fiinf regulatorischen Untereinheiten besteht und
durch Insulin via IRS-Proteine (zusammengefafit in White, 1998), durch Ras (Kauffmann-
Zeh et al., 1997) oder durch TNFa via TNFR1 (TNF receptor type-1) aktiviert wird (Guo
und Donner, 1996). PI3K katalysiert unter anderem die Phosphorylierung der 3"-Position

des Inositolrings in Phosphatidylinositolen. An die Produkte der PI3K kdnnen eine Reihe
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von Molekilen binden, die hierdurch zur Zellmembran rekrutiert werden. Dazu gehdren
die Proteinkinasen der Tec-Familie, PDK1 und Akt/PKB. Dies und eine evtl. damit
einhergehende  Konformationsénderung scheinen fur die Akt/PKB-aktivierende
Phosphorylierung durch PDK1 (Phosohatidylinositol(3,4,5)-tri-phosphate-dependent
kinase) und evtl. PDK2 erforderlich zu sein (zusammengefaldt in Marte und Downward,
1997 und in Corvera und Czech, 1998). AuRerdem kann Akt/PKB direkt durch CaM-KK
(Ca*'/calmodulin-dependent kinase kinase) aktiviert werden (Yano et al., 1998). Die anti-
apoptotische Wirkung von Akt/PKB (s. Kap. 1.3.4.2) kann auf die Phosphorylierung von
einigen ihrer Substrate zuriickgefiihrt werden (zusammengefal3t in Khwaja, 1999). Die
Umsetzung von BAD, einem proapoptotischen Bcl-2-Protein, fiihrt zu dessen Bindung an
14-3-3-Proteine (Datta et al., 1997), wodurch dessen Hemmung der antiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-x. aufgehoben wird (Yang et al., 1995; zusammengefal3t in
Kroemer, 1997). Die Akt/PKB-abhé&ngige Inhibition von Caspase-9 wurde bereits erwahnt.
Die Transkriptionsfaktoren FKHRL1 und AFX der Forkhead-Familie, die Apoptose z.B.
durch die Transaktivierung des CD95/Fas/Apo-1-Liganden induzieren kdnnen, werden
durch Phosphorylierung an ihrer Translokation in den Kern gehindert (Brunet et al., 1999;
Kops et al.,, 1999). Die Phosphorylierung von IKKa (IkB-Kinase a) fuhrt zu deren
Aktivierung, was in einem proteolytischen Abbau seines Substrats IKB (inhibitory «B-
protein) und einer Aktivierung von NF-kB-Proteinen (nuclear factor «B) resultiert
(Romashkova et al., 1999; Ozes et al., 1999). Aktivierung von NF-kB fiihrt seinerseits zu
Proliferation und zur Inhibition von Apoptose (zusammengefaf3t in Foo und Nolan, 1999).
Die Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS, endothelial nitric oxide synthase)
durch Akt/PKB (Dimmeler et al., 1999) stellt eine Verbindung zur antiapoptotischen
Wirkung von NO her. Und schlielich wurde auch die Akt/PKB-abh&ngige Hemmung von
GSK-3 (glycogen synthase kinase-3) mit der Hemmug von Apoptose in Verbindung
gebracht (Pap und Cooper, 1998).

1.3.4.4.2 Vielfalt der MAP-Kinasen

MAPK-Kaskaden werden durch eine Vielzahl von Signalen aktiviert. Die typische,
dreiteilige MAP-Kinasekaskade besteht aus der namensgebenden MAP-Kinase (ERK1/2,
JNK, p38MAPK, ERK5) sowie den ubergeordneten MKK (MAPK-Kinase) und MKKK
(MKK-Kinase). Zumindest in Stre3-assoziierten MAP-Kinasewegen (INK, p38MAPK)
wurden auBerdem MKKKK (MKKK-Kinase) gefunden. Die biologischen Funktionen der
MAP-Kinasekaskaden sind die Regulation von Proliferation, Differenzierung, Apoptose
und StreBantwort. Diese Funktionen werden durch die Phosphorylierung der jeweiligen
spezifischen Substratproteine vermittelt. Zu diesen gehdéren auch Proteinkinasen und
Transkriptionsfaktoren (Dhanasekaran und Reddy, 1998; Ip und Davis, 1998). Viele
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Komponenten der MAPK-Kaskaden sind an mehr als einer Kaskade beteiligt, bedingt
durch die relative geringe Substratspezifitat der Adaptermolekile und der Proteinkinasen
und -phosphatasen. Daraus ergibt sich eine mannigfaltige Quervernetzung der Kaskaden.
Die Zelle ist aber in der Lage, diese Quervernetzung aufzuheben und so eine spezifische
Zellantwort zu ermdoglichen. Dies geschieht vermutlich durch die raumliche Ann&herung
der Komponenten eines spezifischen Signalweges durch vernetzende Proteine (Pawson
und Scott, 1997; Elion, 1998; Schaeffer et al., 1998; Whitmarsh et al., 1998).

Bekannte Aktivatoren des Ras/Raf/ERK-Weges sind vor allem Wachstumsfaktoren. Der
Eintritt in diesen Signalweg kann Uber eine grofle Anzahl verschiedener Molekiile
erfolgen (Whitmarsh und Davis, 1996; Sugden und Clerk, 1997), und Ras seinerseits
fuhrt zur Aktivierung einer Vielzahl weiterer Signalwege (Campbell et al., 1998). Dem
Ras/Raf/[ERK-Weg werden vor allem antiapoptotische (s. Kap. 1.3.4.2) und proliferative
(Kerkhoff und Rapp, 1998) Eigenschaften zugesprochen. Eine antiapoptotische
Eigenschaft dieses Signalweges kann mit der Phosphorylierung von BAD erklart werden:
Bcl-2 geleitet Raf-1 (eine MKKK) zum Mitochondrium, wo diese die Phosphorylierung von
BAD bewirkt. Dies hat die Aufhebung der proapoptotischen BAD-Aktivitat zur Folge. (Zha
et al.,, 1996; Wang et al., 1996). Den TGF-f/Smad-Signalweg kénnen Ras/MKK/ERK uber
Phosphorylierung von Smad2/3 inhibieren (Kretzschmar et al., 1999).

Der JNK-Signalweg wird von Wachstumsfaktoren, proinflammatorischen Cytokinen,
Zellstre3, TNFa und vom CD95/Fas/Apo-1-Ligand aktiviert. Ihm wird eine Funktion bei
onkogener Transformation, bei Entziindungsprozessen und bei Apoptose zugeschrieben.
Zumindest ein Teil dieser biologischen Funktionen scheint in Kooperation mit dem
p38MAPK-Signalweg zu erfolgen, da dieser mit dem JNK-Signalweg einige Aktivatoren,
MKKKK, MKKK, MKK sowie einige Zielproteine gemeinsam hat. Beide Signalwege
entfalten ihre Wirkung Uber die Regulation von Zielproteinen, vorwiegend
Transkriptionsfaktoren, und beide Signalwege kénnen Apoptose férdern oder auslésen.
Dabei kdnnen JNK- und p38MAPK-Signale Caspase-abhangig aktiviert werden, wahrend
sie unter anderen Bedingungen, auch bei CD95/Fas/Apo-1-Ligand-induzierter Apoptose,
selbst die Aktivierung von Caspasen bewirken. Nur vom JNK-Signalweg ist bekannt, dafl3
er unter bestimmten Bedingungen eine antiapoptotische Funktion aufweisen kann
(Whitmarsh und Davis, 1996; Ip und Davis, 1998; Dhanasekaran und Reddy, 1998).
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1.4 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob im Apoptosemechanismus von
Hepatomzellen ein  universeller  Angriffspunkt  fir ~ Tumorpromotoren  bzw.
Apoptoseinhibitoren existiert. Dies ist von Interesse, da ein solcher, universeller
Angriffspunkt einen exzellenten, biologischen Endpunkt eines Testsystems auf
tumorpromovierende Eigenschaften einer Substanz darstellen wiirde.

Hierzu wurde anhand der TGF-B-induzierten Apoptose folgendes untersucht:
« Die Wirksamkeit moglicher Apoptoseinhibitoren.
« Der EinfluB von Apoptoseinhibitoren auf den antimitogenen Effekt von TGF-f3.
* Der EinfluR von Apoptoseinhibitoren auf den Smad-Signalweg von TGF-p.
« Aktivierung des ERK1/2-Signalweges durch Apoptoseinhibitoren.
« Aktivierung des JNK-Signalweges durch Apoptoseinhibitoren.
« Aktivierung der Proteinkinase B (Akt/PKB) durch Apoptoseinhibitoren.
* Die Modulation des zellularen Bax-Gehalts durch Apoptoseinhibitoren.
* Die Modulation des zelluldren Bcl-x.-Gehalts durch Apoptoseinhibitoren.

+ Die Bedeutung der Cytochrom c-Freisetzung in der TGF-B-induzierten

Apoptose.

Alle Untersuchungen wurden an FTO-2B-Rattenhepatomzellen durchgefihrt. Weitere
Untersuchungen zur Klarung der Bedeutung der Ergebnisse der Untersuchungen des
antimitogenen Effekts und des Smad-Signalweges wurden an humanen HepG2-
Hepatoblastomzellen durchgefihrt.
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Materialien und Hilfsmittel

2.1 Gerate
2.1.1 Elektrophorese
Modell Quelle
Trans-Blot (Proteintransfer) Bio-Rad
V150 / 90 (SDS-PAGE, Normalgel) EMBL, Heidelberg
Mini-V8[10 (SDS-PAGE, Minigel) Life Technologies
. Harnischmacher
horizontale Elektrophoreseapparatur Labortechnik
2.1.2 Homogenisatoren
Modell Quelle
1 ml Homogenisator, konisch, mit Teflon-Pistill Wheaton
0.5 ml Homogenisator mit Teflon Pistill Wheaton
Ruhrwerk RW18 IKA-Werk
Labsonic 2000 (Ultraschallgeréat) B.Braun
2.1.3 Inkubatoren
Modell Quelle
Bakterieninkubator B6, Function Line Heraeus
Schittelinkubator Multitron Infors AG
Function Line BB 16 (Brutschrank) Heraeus
Function Line BB 16 CU (Brutschrank) Heraeus
2.1.4 Kunststoffmaterial
Modell Quelle
konisches Reagenzglas, Polypropylen, 50 ml (2070) Falcon
konisches Reagenzglas, Polypropylen, 15 ml (2096) Falcon
Bakterienrfhrchen, 13 ml Sarstedt
Kunststoffrohrchen, 5 ml, 75 x 12 mm O Sarstedt
FACS-Réhrchen Falcon
Gewebekultur-Petrischalen, 10 cm O (3003) Falcon
Gewebekultur-Petrischalen, 6 cm 0O (3004) Falcon
Gewebekultur-Petrischalen, 3.5 cm O (3001) Falcon
,B6-well" Gewebekulturschale (3224) Falcon
L24-well* Gewebekulturschale (3226) Falcon
Zellkulturflasche 75 cm? (3084) Falcon
Einmal-Pipetten 10 ml (7551) Falcon
Einmal-Pipetten 5 ml (7543) Falcon
Einmal-Pipetten 1 ml (7520) Falcon
Wischer (Zellschaber) neoLab
Multi-Flex-Tips, 5-200 pl, flach, 0.4 mm Roth
Einmal-Kivetten, halbmikro, PMMA Plastibrand
2.1.5 Membranen, Papiere
Modell Quelle
Kimwipes Kimberly-Clark
Saran-Wrap (Frischhaltefolie) Dow-Chemical
Mikrocon 10 (Ultrafiltrationseinheit) Amicon
Sterilfilter, Porengrofe 0.2 um Schleicher&Schuell
Immobilon PVDF Transfer Membrane Millipore
3 MM (Filterpapier) Whatman
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2.1.6 Optische Gerate

Modell Quelle
FACSCalibur (Cytofluorometer) Becton-Dickinson
CCD-Kamera zur Chemilumineszenzmessung Raytest
Lumat LB 9507 (Luminometer) EG&G Berthold
Quarzglas Mikrokivette 105.202.08-QS Hellma
Crosslinker AX 20/1 (UV-Bestrahlung) Biometra
Ultrospec 2000 (Spektralphotometer) Pharmacia
LKBsUltraspec Il (Spektralphotometer) Pharmacia
2.1.7 Software
Produkt Quelle
TINA V2.09a Raytest
CCD-Kamera Software Raytest

CellQuest 3.0.1.f

Becton-Dickinson

ModFit LT V2.0 (PMac)

Becton-Dickinson

Excel 5.0c und 97 Microsoft
Origin V3.5 Microcal
2.1.8 Spannungsquellen
Modell Quelle
Phero-stab. Biotec-Fischer
LKB*GPS 200/400 Pharmacia
LKB*EPS 500/400 Pharmacia
2.1.9 Thermische Geréte
Modell Quelle
FK (Wasserbad mit SchlauchanschluR) Haake
Wasserbad 1001 GFL
Thermomixer 5436 Eppendorf
Thermoblock Biotherm BT-11 IDL
2.1.10 Zentrifugen und Rotoren
Modell Quelle
SS34 (Festwinkelrotor) Sorvall
A12-11 (Ausschwingrotor) Eppendorf
F45-30-11 (Festwinkelrotor) Eppendorf
Mikro Rapid/K )
(Kihlzentrifuge fir 1.5 ml ReaktionsgeféaRle) Hettich
Biofuge 13
(Zentrifuge fur 1.5 ml Reaktionsgeféi3e) Heraeus
Megafuge 10 R
(Kuhlzentrifuge firr groRere Reaktionsgefale) Heraeus
Minifuge T
Heraeus

(Kuhlzentrifuge fir groRere Reaktionsgefale)
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2.2

Chemikalien und Biochemikalien
2.2.1 Chemikalien
Substanz Quelle
Aceton Riedel-de-Haén
Acrylamidlésung 30% (rotiphorese Gel A) Roth
Agarose Life-Technologies
Agarose Ultrapure Life Technologies
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Life-Technologies
Ampicillin Sigma
Aprotinin Boehringer-Mannheim
Bacto Agar Difco
Bacto tryptone Difco
Bacto yeast extract Difco
BCA-Proteintest, Reagenz A Pierce
Bradford-Reagenz Bio-Rad
Bromphenolblau Merck
BSA Fraktion V, Lyophilisat Serva
BSA fiir die Molekularbiologie Serva
Calciumchlorid, Dihydrat Merck
CDP-Star Tropix
Dexamethason Sigma
Dieldrin Sigma
DMEM/Ham’'s F12 Gibco
DMSO (D-5879) Sigma
DTT (Dithiothreitol) Serva
Essigséure (> 99,8%) Riedel-de-Haén
Ethidiumbromid Serva
Fotales Kélberserum (FCS) Life Technologies
Glyzerin Merck
B-Glycerolphosphat, Dinatriumsalz, Hydrat Sigma
Glycin-Puffersubstanz fur die Elektrophorese Merck
HEPES Merck
1 M HEPES, pH7.4 (15630-056) Gibco
I-Block Tropix
Insulin Sigma
Isopropanol Merck
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
Kaliumhydroxid Merck
Kupfersulfat, Pentahydrat Merck
Leupeptin, Hydrochlorid Sigma
Magnesiumdichlorid, Hexahydrat Merck
Magnesiumsulfat Merck
Mangandichlorid, Tetrahydrat Merck
Mannose Merck
oaMEM Biochrom
Methanol Merck
Milchpulver (170-6404) BioRad
Natriumacetat Merck
Natriumazid Merck
Natriumchlorid Roth
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Substanz Quelle
Natriumdesoxycholat Sigma
Natriumdihydrogenphosphat Merck
di-Natriumhydrogenphosphat Merck
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumhydroxid Merck
Natriumorthovanadat Sigma
Natriumpyrophosphat Sigma
Natriumsulfit Merck
Nonidet P-40 Serva
Nitro-Block-II Tropix
Paraformaldehyd Sigma
Penicillin-/Streptomycin-Lsg. (10000 %/ / 10 ™%y) Biochrom
Pepstatin A (P 4265) Sigma
Phenobarbital Th. Geyer
PIPES Merck
PMSF Sigma
Propidiumiodid Sigma
RPMI mit Glutamin (21875-034) Gibco
Saccharose Merck
SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva
Staurosporin Sigma
TEMED Merck
humanes TGF-B1 Amersham-Pharmacia
Titriplex 11l (EDTA) Merck
Titriplex VI (EGTA) Merck
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth
Triton X-100, rein Merck
Trypsin 0.05 % “/v / EDTA 0.02 % "Iy in PBS Biochrom
Tween 20, rein Merck
2.2.2 Protein-Molekulargewichtsmarker
Produkt Quelle
SDS-7B, vorgeférbt Sigma
Protein-Ladder Gibco
Rainbow Marker Roth
2.2.3 Antikorper
Antigen Quelle [Konjugation Quelle AK-Typ Kat.-Nr.
Bax Kaninchen Santa-Cruz N-20 sc-493
Bcl-x Kaninchen PharMingen B22630
Cytochrom c Maus PharMingen | 7H8.2C12| 65981A
Phospho- : New England
AKUPKB(Seraz3) _|Kaninchen Biolab #0211
Phospho-c-Jun(Ser63) |Kaninchen NevaE?;;kl)and #9261
Phospho- . New England
ERK1/2("I)'yr204) Kaninchen Biolab #9101
Maus-1gG (H&L) Esel AP Dianova 715-055-151
Kaninchen-IgG (H&L) Ziege AP Tropix AC31RT
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2.2.4 Kontroll-Zelllysate

Antigen Herkunft Behandlung Quelle Kat.-Nr.
phofpilgéleKllz Expl?easkstgri;”siztem MKk2 Ne\gislgglsand #9103
Phog;}‘gj C’ un NIH3T3 | UV-Bestrahlung Ne‘g’i;’;%':‘”d #9263
photphoAlpks| V3T Pock | Mombs | 77

2.3 Plasmide

pGL3ti(SBE);  Jonk et al. (1998)
Resistenz: Ampicillin
Dieses Plasmid wurde freundlicherweise von W. Kruijer (Haren,
Niederlande) zur Verfiigung gestellt.

pRL-CMV Promega, Kat.-Nr. E2261
Resistenz: Ampicillin
2.4  Bakterienstdmme und Zellinien
2.4.1 E.Coli DH5 a
Diesen fiir die Plasmid-Vermehrung geeigneten E. Coli-Stamm erhielten wir von der

Arbeitsgruppe Prof. Dr. G. Jung in Tubingen.

242 FTO-2B
Diese Rattenhepatomlinie leitet sich von der Reuber-Linie H35 ab (Deschatrette und

Weiss, 1974, Killary und Fournier, 1984) und wurde uns freundlichst von Prof. Dr. Schiitz

aus Heidelberg tberlassen.

2.4.3 HepG2
Bei HepG2 handelt es sich um eine von der American Tissue Culture Collection (ATCC,

Rockville, USA) bezogene, humane Hepatoblastomlinie.

2.4.4 Jurkat J16 T-Zellen
Jurkat T-Zellen sind eine humane Thymocytenlinie, die wir dankenswerterweise von Prof.

Dr. Klaus Schulze-Osthoff erhielten.

2.4.5 Wachstumsbedingungen der Zellinien
Medien: FTO-2B: DMEM/Ham’s F12, 10 % FCS, 1 % "/, Penicillin/Streptomycin.
HepG2: aMEM, 10 % FCS, 1 % "/, Penicillin/Streptomycin.
Jurkat J16 T-Zellen: RPMI mit Glutamin, 10 % FCS,
1 % Iy Penicillin/Streptomycin, 0.1 M HEPES pH7.4.

Passagieren: FTO-2B: Ein Mal pro Woche.
HepG2: Ein Mal pro Woche.

Medienwechsel: FTO-2B: Ein Mal pro Woche.
HepG2: Zwei Mal pro Woche.
Jurkat J16 T-Zellen: Zwei Mal pro Woche.

Inkubation: 37 °C, 5% CO,.
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2.5 Loésungen und Puffer

In diesem Kapitel werden Stammlésungen sowie diejenigen Puffer aufgefihrt, die in

mehreren verschiedenen Methodenteilen Verwendung fanden, die Ubrigen werden an der

Stelle des Protokolls beschrieben, an der sie zum Einsatz kamen.

2.5.1 Stammldsungen

Ampicillinllésung:

Aprotinin-Stammldsung: 0.3 mM
APS-Lésung: 10 % iy
BCA-Proteintest, Reagenz B:
BSA-Stammlésung: 10 % "1y
Dexamethasonlésung: 10 uM
Dexamethason-Stammilsg.: 100 uM
Dieldrinlésung: 25 mM
DTT-Stammlésung: 100 mM
EDTA-Stamml8sung: 100 mM
EGTA-Stammlésung: 100 mM
EGTA-Stammldsung: 200 mM
HEPES-Stammlfsung: 0.5M
Insulinlésung: 100 pM
Insulin-Stamml@sung: 1mMm
KCI-Stammlésung: 1M
KH,PO,4-Stammldsung: 05M
KOH-Stammldsung: 4M
Leupeptin-Stammlésung: 10 mM
MqCl,-Stammlésung: 1M
MgSO,-Stammldsung: 1M
Na;VO,-Stammldsung: 200 mM
NaF-Stammlésung: 200 mM
Pepstatin-Stammldsung: 1mM
Phenobarbitallésung: 200 mM
PMSE-Stammlésung: 100 mM
SDS-L8sung: 20 %
Staurosporinlésung: 0.8 mM
hTGF-B1-Lésung: 40 nM
Tris-Stammlésung: 500 mM
Tris-Stammlésung: 1.5M
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100 ™%, in HzOuq
2 ™9/ in HoOuq
10 ™Y/ in HyO4q
4 % M\, CuSO,BH,0 in H,O4q
100 ™9/ in HyO4q
Stammlsg. 1:10 in PBS
39.3"9/,,in EtOH

9.52 ™Y, in DMSO

15.4 ™% in HyOuq

37.2 ™ in HyOgq

38.0 MYy in Ho04q, pH7.4
76.1 ™ in Hy0qq, pH7.4
119 ™/ in Hy044, pH7.5
Stammlsg. 1:10 in PBS
5.74 ™%, in 10 % iy HAC
74.6 ™ in HyOgq

68.0 ™y in HyOgq, pH 7.4 mit KOH
224.4 ™% in HyOuq
5 ™9/ in HyOuq
203 ™Y/ in Hy04q
246 ™Yy in Hy,04q
36.8 ™y in HyOqq
8.4 ™9 in HyOqq
0.7 ™/ in MeOH
46.4 ™/, in PBS
17.4 ™%, in EtOH

(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(bei 4 °C)
(Lagerung bei 4 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei 4 °C)
(Lagerung bei 4 °C)
(Lagerung bei 4 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei RT)
(bei 4 °C)
(Lagerung bei RT)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei RT)
(Lagerung bei RT)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei 4 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
(Lagerung bei 4 °C)
(Lagerung bei -20 °C)
200 % in HyOyq (Lagerung bei RT)
146 "9/, in DMSO (Lagerung bei -20 °C)
19/ in 4 mM HCI, 1 % "\, BSA (bei -20 °C)
60.6 M9/ in HyOgqy (Lagerung bei RT)

182 M9/ in HyOgq (Lagerung bei RT)



2.5 Lésungen und Puffer

2.5.2 Puffer fur die Mikrobiologie

LB-Medium:

Die Losung wurde auto-
klaviert.

Lagerung bei 4° C.

LB-Ampicillin-Medium:

Lagerung bei 4° C.

LB-Agar:

Die Lésung wurde auto-
klaviert.

Bei einer Temperatur von
50 °C wurden die Platten
gegossen.

Lagerung bei 4° C.

LB-Ampicillin-Agar:

2.5.3 Puffer fur die Zellkultur

Zugabe von Ampicillin
zum autoklavierten LB-
Agar bei einer
Temperatur von 50 °C.

Lagerung bei 4° C.

10 x PBS (Phosphate

Buffered Saline):

Lagerung bei RT.

Wachstumsmedien:

Substanz Menge Endkonz.
Bacto tryptone 109 1% Yy
Bacto yeast extract 5g 0.5% "Iy
NaCl 5g 0.5% "Iy
NaOH, 1 N 1ml
ad 1000 ml mit Aqua bidest.
Substanz Menge Endkonz.
LB-Medium 11
Ampicillin, 0.1 % Vi, 1 ml 100 M/
Substanz Menge Endkonz.
Bacto tryptone 10g 1%y
Bacto yeast extract 5g 0.5 % "Iy
NaCl 59 0.5% iy
Bacto Agar 15g 1.5 %"y
NaOH, 1 N 1ml
ad 1000 ml mit Aqua bidest.
Substanz Menge Endkonz.
LB-Agar, 50 °C 11
Ampicillin, 0.1 % YA, 1ml 100 "
Substanz Menge Endkonz.
Na,HPO,4 51.1¢g
KH,PO, 14.0g 50 mM
NacCl 87.0¢9 150 mM

ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Siehe Kap. 2.4.5 ,Wachstumsbedingungen der Zellinien“.
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2.5.4 Puffer fur die Molekularbiologie
HBS (HEPES Buffered

Saline):

2.5.5 Puffer fur die Biochemie

Die Lésung wurde
sterilfiltriert.

Lagerung bei 4° C.

A-Puffer:

Lagerung bei 4 °C oder
bei -20 °C.

Homogenisierungspuffer:

Lagerung bei 4 °C oder
bei -20 °C.

2x Lammli-Puffer:

Nach Zugabe von Tris-
Base und Glycerin wurde
auf 75 ml H,O4q aufgefillt
und dann der pH mit
25 % HCI eingestellt.
Lagerung bei -20 °C.
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Substanz Menge |Endkonz.
HEPES 477 mg 20 mM
NaCl 877 mg 150 mM
NaOH, 4 M aufpH 7.4
ad 100 ml mit Aqua bidest.
Substanz Menge | Endkonz.
Saccharose 856 mg 250 mM
HEPES pH 7.5,0.5 M 400 pl 20 mM
EGTA, 200 mM 50 pl 1 mM
EDTA, 100 mM 100 pl 1 mM
KCI, 1M 100 pl 10 mM
MgCl,B6H,0, 1 M 15 pl 1.5mM
DTT, 100 mM 100 pl 1mM
Aprotinin, 2 ™y 10 pl 2 Y9
Leupeptin, 10 mM 0pl 10 uM
Pepstatin, 1 mM op 1uM
PMSF, 100 mM 100 pl 1mM

10 ml Endvolumen mit aqua bidest.

Substanz Menge | Endkonz.

Mannose 540 mg 300 mM
EDTA, 100 mM 100 pl 1 mM
KH,PO,/KOH pH 7.4,0.5M | 200 pl 10 mM
Aprotinin, 2 ™/ 0ul 2 M9
Leupeptin, 10 mM 10 pl 10 uM
Pepstatin, 1 mM 10 pl 1uM
PMSF, 100 mM 100 pl 1mM

10 ml Endvolumen mit aqua bidest.

Substanz Menge Endkonz.
Tris/HCI pH 6.8 1.51¢g 125 mM
Glycerin 20 ml 20 % Yy
SDS 49 4 %",
2-Mercaptoethanol 10 ml 10 % 1y

Bromphenolblau 4mg | 0.004 %"/,

ad 100 ml mit Aqua bidest.




2.5 Lésungen und Puffer

Propidiumiodid-Puffer:

e Lagerung bei 4°C.

RIPAmMA4a.

e Der pH wurde mit 25 %
HCI eingestellt.

» Lagerung bei 4°C.

RIPAMA4:

* Lagerung bei 4°C.

e Funf Tage haltbar ohne
PMSF.

* PMSF erst direkt vor

Verwendung zusetzen.

10x TBS:
* Lagerung bei RT.

2.6 Reagenziensets

Substanz Menge Endkonz.
Natriumcitrat2H,0 50 mg 0.1% Y,
Triton X-100 50 pl 0.1% "Iy
Propidiumiodid, 10 ™%/ 250 50 "9
ad 50 ml mit Aqua bidest.
Substanz Menge Endkonz.
Tris/HCI pH 7.2 6.06 g 50 mM
NaCl 8.77¢g 150 mM
SDS 1g 0.1% "Iy
Natriumdesoxycholat 59 0.5% "Iy
Triton X-100 10ml 1.0% "Iy
Natriumpyrophosphat 4.46 g 10 mM
Natriumglycerolphosphat 54049 25 mM
Natriumorthovanadat 368 mg 2mM
EGTA, 100 mM 10 ml 1 mM
ad 1000 ml mit Aqua bidest.
Ldsung Teile Endkonz.
RIPAmM4a 1000
NaF-Stammldsung 10 2mM
Aprotinin-Stammlésung 1 0.3 uM
Leupeptin-Stammldsung 1 10 uM
Pepstatin-Stammldsung 1 1pM
PMSF-Stammldsung 10 1mM
Substanz Menge Endkonz.
Tris/HCI pH 7.4 6.06 g 50 mM
NaCl 8.779 150 mM
ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Reagenzienset Quelle
Dual-Luciferase Reporter Assay System | Promega
JetStar Maxi-Prep Genomed
JetStar Midi-Prep Genomed
JetStar Mini-Prep Genomed
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung kompetenter E.Coli DH5 a

Dieses Protokoll nach Inoue et al. (1990) ist geeignet, um E.Coli fur Transformationen
hochkompetent zu machen. Bei diesem Protokoll ist es wichtig, dal nach der
Vermehrungsphase der Zellen im Kuhlraum gearbeitet wird und alle Gerétschaften gut
gekunhlt verwendet werden. In unseren Handen wurde dabei eine Transformationseffizienz

von 5010° Transformanden pro Mikrogramm pUC18-DNA beobachtet.

e Aus einer Glyzerin-Stammkultur wurde ein Verdinnungsausstrich auf LB-Agar

angefertigt und Uiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

e 10 Klone wurden in 200 ml SOB-Medium Uberfihrt. Die Zellen lie@ man im
Schuttelinkubator bei 18 °C, 210 UpM bis zu einer Zelldichte von 450 mOD wachsen.

SOB-Medium

» Die Loésung wurde vor Substanz Menge Endkonz.

Zugabe der sterilfiltrierten Bacto tryptone 209 2% "y

w
MgCl,-Lsg. autoklaviert. Bacto yeast extract 59 0.5% V\{V
o NaCl 500 mg 0.05 % “/y

* Lagerung bei 4°C. KCl, 1M 25ml 2.5 mM

NaOH auf pH 7.4
ad 1000 ml mit Aqua bidest.
MgCl,, 1 M 10 ml 10 mM

« Die Zellsuspension wurde in vier 50 ml Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt und 10 min
auf Eis inkubiert.

» Zentrifugation der Zellsuspension: 4 °C, 2000 g, 15 min (Megafuge 10 R).

» Resuspension der Zellen in je 4 ml TP-Puffer mit Hilfe einer 10 ml-Glaspipette. Danach

wurden die Zellsuspensionen vereinigt.

TP-Puffer
* Die Lésung wurde Substanz Menge Endkonz.
sterilfiltriert. PIPES 605 mg 10 mM
. CaCl,'2H,0 441 mg 15 mM
* Lagerung bei 4°C. KCl 3739 250 mM
ad 150 ml mit Aqua bidest.
KOH, 4M | auf pH 6.7
ad 200 ml mit Aqua bidest.
MnCly4H,0 | 1.12g | 55 mM
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Die Zellsuspension wurde vorsichtig auf Vortex geschwenkt. 12 ml DMSO wurden
tropfenweise zugegeben (DMSO-Endkonzentration: 7 %). Danach wurde die Zellsus-
pension weitere 10 min auf Eis inkubiert.

Die Zellsuspension wurde aliquotiert (200 ul) und schnell in flissigem Stickstoff
eingefroren. Die hochkompetenten E.Coli wurden dann bei -80 °C gelagert.

3.1.2 Transformation von E.Coli per Hitzepuls

Anmerkung: Alle in dieser Arbeit erwahnten Plasmide trugen eine Ampicillin-Resistenz.

Je ein Aliquot hochkompetenter E.Coli wurde in ein 13 ml-Bakterienrdhrchen uberfihrt.

75 pg DNA wurde zugegeben. Dann wurde kurz auf Vortex gemischt. Danach wurde
30 min auf Eis inkubiert.

Ein Hitzepuls wurde appliziert, indem die Bakterienréhrchen exakt 45 sec in ein
Wasserbad bei exakt 42 °C inkubiert wurden. Dann wurde mind. weitere 2 min auf Eis
inkubiert.

50 pl dieser Zellsuspension wurden auf vorgewarmte LB-Ampicillin-Platten
ausgestrichen. Die Platten wurden uber Nacht bei 37 °C invertiert inkubiert.

3.1.3 Ansetzen einer Glyzerin-Stammkultur

Eine einzelne Kolonie wurde von der LB-Ampicillin-Platte aus Kap. 3.1.2 in 3 ml
LB-Ampicillin-Medium Uberfuhrt. Eine Inkubation erfolgte tUber Nacht bei 37 °C in
einem Schiittelinkubator (210 UpM).

500 pl der Ubernachtkultur wurden in 10 ml LB-Ampicillin verdiinnt. 500 ul dieser
verdunnten Zellsuspension wurden mit 500 pl eines Glyzerin-Puffers gut gemischt und
bei -80 °C eingefroren.

Glyzerin-Puffer

Die Losung wurde Substanz Menge Endkonz.

sterilfiltriert. Glyzerin 16.25ml | 65% “Iv

Lagerung bei 4°C. - MgSO,4, 1 M 2.5ml 100 mM
Tris/HCI pH 8.0, 0.5 M 1.25 ml 25 mM

ad 25 ml mit Aqua bidest.

Eine einmal angelegte Glyzerin-Stammkultur sollte nicht mehr aufgetaut werden. Die

Zellen wurden wieder in Kultur genommen, indem die gefrorene Stammkultur mit einer

sterilen Pipettenspitze angekratzt und mit dieser dann das Kulturmedium angeimpft

wurde.
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3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.4 Préaparation von Plasmiden aus E.Coli

Plasmidpraparationen wurden mit JetStar Plasmid-Préparations-Kits der Firma Genomed
durchgefiihrt. Der Vektor wurde anschlieBend in 100 pl 10 mM Tris/HClI pH 8.5
aufgenommen und der DNA-Gehalt in einer Quarzkivette (Hellmax) durch die Extinktion
bei 260 nm bestimmt (1 ODg = 50 " °N4/.). Das Verhéltnis der OD.go zu ODag lag bei
allen Praparationen zwischen 1.8 und 2.0.

3.2 Behandlung von Zellen in Kultur

In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente zur Induktion und zur Inhibition von
Apoptose an Zellen in vitro durchgefihrt. Die dabei zur Behandlung der Zellen
eingesetzten Reagenzien fal3t die folgende Tabelle zusammen:

Reagenz Ausgangskonz. Endkonz. Eingesetzte Volumina
humanes TGF-f1 19w 5 "m 5 w/ml Medium
Dexamethason 10 uM 10 nM 1 "/t Wedium
Insulin 100 uM 100 nM 1 "ot wediom
Phenobarbital 200 mM 2 mM 10 /it vedium
Dieldrin 25 mM 25 uM 1 "ol edium

Die Behandlung der Zellen mit diesen Substanzen erfolgte bei den adhérent wachsenden
Zellinien FTO-2B und HepG2 nach untenstehendem Protokoll, lediglich fir die
Reportergenanalysen ergaben sich experimentell bedingt Abweichungen hiervon, auf die
an entsprechender Stelle eingegangen wird.

Fur unterschiedlich grof3e Kulturschalen wurden unterschiedliche Volumina an Medium
und eine jeweils andere Zahl an Zellen ausgesat:

Zahl der ausgesaten Zellen
Kulturschale Medium [ml] FTO-2B HepG2
10 cm Durchmesser 10 2.500°
6 cm Durchmesser 4 110°
3.5 cm Durchmesser 1.5 410° 6010°
,B-well“-Platte 1.5 410° 6010°
,24-well*-Platte 1 110° 110°

Die Zellbehandlung wurde wie folgt durchgefuhrt:

« Aussaat der Zellen und Inkubation: 24 h fir FTO-2B und 48 h fiir HepG2.

* Der Zellrasen wurde mit sterilem PBS gewaschen und jeweils das genaue Volumen an
Medium zugegeben.

* Mind. 15 min Inkubation der Schalen im Brutschrank.

« Die Schalen wurden schréaggestellt, so daR das Medium auf einer Seite zusammenlief.
Zugabe der Reagenzien oder des Ldsungsmittels, wobei die Substanz bereits beim
Pipettieren moglichst weit verteilt wurde und méglichst dort zugegeben wurde, wo das
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Medium am hochsten Uber den Zellen stand. AnschlieBend wurde die Schale
geschwenkt, um die Substanz gleichmaRig im Medium zu verteilen.
* Inkubation im Brutschrank bis zur Zellaufarbeitung.

3.3  Zellaufarbeitung zum Nachweis von Bax, Bcl-x,, Phospho-Akt/PKB,
Phospho-c-Jun und Phospho-ERK im Western-Blot

3.3.1 Zellyse

In dieser Arbeit wurde per Western-Blot u.a. der Phosphorylierungsstatus von Proteinen
untersucht. Unter Stre3situationen, wie sie die Aufarbeitung der Zellen darstellt, kann es
zur schnellen Aktvierung von Signalkaskaden mit ihren Kinasen und Phosphatasen
kommen. Dies hétte den Phosphorylierungsstatus der Proteine in unerwiinschter Weise
verandert. Um dies zu verhindern, wurde die Aufarbeitung der Zellen méglichst auf Eis
durchgefiihrt, und der Lysepuffer wurde mit einer Reihe von Kinase- und

Phosphataseinhibitoren versehen.

¢ Aussaat der Zellen in eine 10 cm-Schale und Inkubation erfolgte wie unter Kap. 3.2
beschrieben.

e Pro Schale wurden 200 pl RIPAm4 ohne PMSF aus RIPAm4a vorbereitet. Erst direkt
vor der Aufarbeitung wurde PMSF zugegeben.

* Der Zellrasen wurde zweimal mit kalter PBS gewaschen.

e 200 pl RIPAmM4 wurden auf die Zellen pipettiert und mit einem Zellschaber schnell und
gut verteilt, bis sich die Zellen von der Unterlage abgeldst hatten.

« Die Proben wurden 45 sec lang auf Eis mit Ultraschall (Labsonic 2000) bei einem
Loutput“ von -0.042 mit kleiner Sonde homogenisiert.

» 15 min Zentrifugation bei 12000 UpM (ca. 10000 g) und 4 °C (Mikro RapidK).

» Der Uberstand wurde bei -20 °C gelagert.

3.3.2 Proteinbestimmung nach der BCA-Methode

Die BCA-Methode der Proteinbestimmung (Smith et al., 1985) ist gegeniiber Stérungen
durch Detergenzien weniger anféllig als die nach Lowry (Lowry et al., 1951; Peterson,
1979; Smith et al., 1985) und war daher die Methode der Wahl. Sie wurde wie folgt
durchgefihrt:

» Herstellung der BCA-Arbeitslésung: Fur jede Probe wurden 750 pl benétigt.

BCA-Proteintest, Reagenz B: 4 % CuS04BH,0 in HyO4q (Lagerung bei 4°C)
BCA-Arbeitslésung: Reagenz B mit Reagenz A (Pierce) 1:50 verdiinnen.
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3.3 Zellaufarbeitung zum Nachweis von Bax, Bcl-x., Phospho-Akt/PKB, Phospho-c-Jun,...

e Die Proben wurden 1:25 in H,Oq4q verdinnt. Je 37.5 pl eines BSA-Proteinstandards
(0 — 250 "9/y) bzw. der verdinnten Proben wurden zu je 750 ul BCA-Arbeitslésung
pipettiert und auf Vortex gemischt.

« Inkubation 1 h lang bei 60 °C in einem Thermoblock (IDL).

¢ Nach Abkuhlung der Proben auf RT wurde die Absorption im Spektralphotometer
(Pharmacia) bei 562 nm gemessen.

« Da sowohl die BCA-Farbereaktion als auch die Lowry-Proteinbestimmung auf der
Biuret-Reaktion beruhen (Peterson, 1979; Smith et al., 1985), konnte zur Berechnung
des Proteingehalts eine fur die Lowry-Proteinbestimmung vorgeschlagene
Ausgleichsfunktion (Bates und McAllister, 1974) mit guten Ergebnissen angewandt
werden:

E=a+bn(P +c) |

E: Extinktion

P: Proteinkonzentration

a, b, c: Parameter
Zur Bestimmung der Parameter wurde in Origin V3.5 (Microcal) eine numerische
N&aherung mit den Startwerten a = -10000, b = 3750, ¢ = 350 durchgefihrt. Mit Hilfe
der Umkehrfunktion:

E-a

P=e® -c

konnten dann die Proteinwerte berechnet werden.

3.4  Mitochondrienisolierung und Cytosolgewinnung

Zur Untersuchung der Freisetzung von Cytochrom c¢ im Western-Blot wurden zunachst
eine Mitochondrien- und eine Cytosolfraktion isoliert. Dabei war zu beachten, daR
Mitochondrien sehr empfindliche Zellorganellen sind. Daher erforderte ihre Isolierung in
intakter Form hochste Sorgfalt. So muRten sdmtliche verwendete Geréte und Losungen
auf Eis gekuhlt sein.

Mit Hilfe der Sedimentationskoeffizienten der abzutrennenden Partikel lie3 sich
berechnen, wie die Zentrifugationsbedingungen zu wahlen waren, um diese in einem
Zentrifugationsschritt abzutrennen. Die Zentrifugationsbedingungen wurden so gewabhlt,
daR im ersten Zentrifugationsschritt Partikel mit einem Sedimentationskoeffizienten von
mehr als etwa 910° Svedberg und im zweiten solche mit einem
Sedimentationskoeffizienten von mehr als etwa 4500 Svedberg abgetrennt wurden.
Hierdurch sollten im ersten Zentrifugationsschritt Kerne, Zellbruchstiicke und nicht
homogenisierte Zellen, im zweiten die Mitochondrien vom Cytosol abgetrennt werden.
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3.4.1 Zellfraktionierung
3.4.1.1 Zellfraktionierung von FTO-2B

Direkt vor der Isolierung wurde Homogenisierungspuffer nach Boutry und Briquet
(1982), leicht modifiziert, durch Zugabe von PMSF fertiggestellt, gut gemischt und auf
Eis gestellt.

Der Zellrasen wurde ein Mal mit kaltem PBS gewaschen und das verbliebene PBS gut

mit einer Finnpipette abgezogen.
500 pl Homogenisierungspuffer wurden auf die Zellen pipettiert.

Die Zellen wurden mit einem Zellschaber von der Unterlage mdglichst vorsichtig und

zugig abgelost.

Die Zellsuspension wurde in einen konischen 1 ml-Homogenisator (Wheaton)
Uberfuhrt. Die Homogenisierung erfolgte auf Eis mit 50 Pistill-StoRen bei 100 UpM.
Dabei war zu beachten, da mdglichst keine Luft untergemischt wurde und das Pistill
so wenig wie mdglich direkten Kontakt mit den Homogenisatorwanden bekam. Das
verwendete Teflon-Pistill war um einige Mikrometer abgeschliffen worden, um den
Spalt zwischen GeféaRBwand und Pistill zu vergréBern und um damit eine schonendere
Aufarbeitung zu ermoglichen.

Das Homogenat wurde in ein kaltes 1.5 mi-Reaktionsgefa Uberfuhrt. Direkt im

Anschlu® wurde die differentielle Zentrifugation durchgefihrt.

Um keine apoptotischen Zellen zu verlieren, die sich von der Unterlage abgeldst hatten,

wurde bei Vorliegen von apoptotischen Zellen auf3erdem wie folgt vorgegangen:

Das dekantierte Medium und das Wasch-PBS wurden gemeinsam bei 1200 g
(2380 UpM, Minifuge T), 4 °C, 5 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde dekantiert, und das Zellpellet wurde mit der von der
Zellkulturschale gewonnenen Zellsuspension aufgenommen.

Differentielle Zentrifugation

Zur differentiellen Zentrifugation wurde das Zellhomogenat mit einer Pasteurpipette in
ein 1.5 ml Zentrifugationsréhrchen uberfihrt und mit Homogenisierungspuffer auf ein

Endvolumen von 1.3 ml gebracht.

Die Zentrifugation erfolgte mit relativer Pelletiereffizienz k = 15000, 1 min lang bei 2 °C
(Rotor A12-11: 2100 rpm, ~430 g): Entfernen der Kerne und der Zelltrummer.
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3.4 Mitochondrienisolierung und Cytosolgewinnung

Der Uberstand wurde in ein 1.5 ml-Réhrchen uberfiihrt, mit Homogenisierungspuffer
auf ein Volumen von 1.3 ml gebracht und mit relativer Pelletiereffizienz k = 700, 11 min
lang bei 2 °C zentrifugiert (Rotor A12-11: 10000 UpM, ~10000 g): Sedimentieren der
Mitochondrien.

Der Uberstand wurde abgenommen, in ein frisches Reaktionsréhrchen tberfiihrt und
wird im folgenden als ,Cytosol* bezeichnet. Dieses Rohrchen und der Niederschlag
aus der vorhergehenden Zentrifugation (,Mitochondrien®) wurden bei -20 °C gelagert.

3.4.1.2 Zellfraktionierung von Jurkat J16 T-Zellen

Jurkat J16-T-Zellen dienten in diesem Versuchsabschnitt als Positivkontrolle fur eine

Cytochrom c-Freisetzung aus Mitochondrien, wie sie nach Staurosporin-Behandlung

beschrieben wurde (u.a. Bossy-Wetzel et al., 1998).

Fir diese in Suspensionszellkultur gehaltene Zellinie galt eine andere Versuchsvorschrift

zur Behandlung und zur Aufarbeitung als fur die adharent wachsende Zellinie FTO-2B

(nach einer personlichen Mitteilung von Prof. Dr. Klaus Schulze-Osthoff, Tubingen):

Zellen wurden im Falcon-Zentrifugationsréhrchen vorsichtig aufgeschuttelt. Direkt im
Anschlu? wurde ein 10 pl-Aliquot der Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer
Uberflhrt und dessen Zellkonzentration bestimmt.

Die erforderliche Zellkonzentration wurde durch Zugabe von frischem Medium

eingestellt und die Zellen wurden anschlieRend in eine 3.5 cm-Schale ausgesét:

Gesamtzellzahl pro Schale 1:107
Medium pro Schale [ml] 15

Vor der Zellbehandlung wurden die Zellen mind. 15 min im Brutschrank inkubiert.

Zugabe von 3.125 "/ vedium Staurosporin-Lésung (Endkonzentration 2.5 uM) bzw. von
DMSO (Lésungsmittelkontrolle) und Mischen des Mediums durch vorsichtiges
Schwenken der Zellkulturschale.

Inkubation der Zellen bis zu ihrer Aufarbeitung im Brutschrank.

Nach der Inkubation wurden die Zellen in einem Zentrifugationsréhrchen bei 300 g,
5 min, 4 °C abzentrifugiert (Minifuge T), der Uberstand wurde verworfen, und die
Zellen wurden in 2 ml kalter PBS durch Schitteln auf Vortex resuspendiert.

Die Zellen wurden abermals zentrifugiert (300 g, 5 min, 4 °C) und nach Verwerfen des
Uberstandes in 400 ul A-Puffer (Labor Prof. Schulze-Osthoff, persénliche Mitteilung)
mit einer 1000 pl-Pipettenspitze resuspendiert und auf Vortex gemischt.
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¢ Homogenisierung der Zellen mit einem 0.5 ml-Homogenisator (Wheaton) auf Eis bei
1000 UpM mit 40 PistillstoRen, wobei es das bereits in Kap. 3.4.1.1 Erwahnte zu
beachten galt.

Differentielle Zentrifugation

« Das Homogenat wurde mit einer Pasteurpipette in ein 600 pl-Rdhrchen uberfihrt. In
einem ersten Zentrifugationsschritt wurden Zelltrimmer und Kerne entfernt: im Al12-
11-Rotor 2000 UpM, 1 min, 2 °C (Pelletiereffizienz k = 15000, g = 400).

« Aus dem Uberstand, der in ein frisches 600 pl-Réhrchen Gberfuhrt wurde, wurden die
Mitochondrien pelletiert: 9000 UpM, 10 min, 2 °C im Al12-11-Rotor (Pelletiereffizienz
k =750, g = 8000).

» Der Uberstand wurde abgenommen, in ein frisches Reaktionsréhrchen tberfiihrt und
wird im folgenden als ,Cytosol“ bezeichnet. Dieses Rohrchen und der Niederschlag

aus der vorhergehenden Zentrifugation (,Mitochondrien®) wurden bei -20 °C gelagert.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) stellt eine einfache, schnelle und sensitive
Methode dar. Im Extinktionsbereich bis 400 mODses konnten die Extinktionswerte einer
Eichreihe mit einer Regressionsgerade gut beschrieben werden. Von jeder Probe wurde
eine Dreifachbestimmung durchgefihrt, deren Mittelwert zur Berechnung des
Proteingehaltes verwendet wurde. Zur Aufnahme einer Eichreihe wurden BSA-Standards
mit einer Konzentration von bis zu 200 "9/, in Homogenisierungspuffer angesetzt. Die
Messung wurde wie folgt durchgefiihrt:

¢ Mind. 10 min vor der Messung wurde das Spektralphotometer eingeschaltet und auf

die zu messende Wellenlange von 595 nm eingestellit.
e Je 20 pl eines Proteinstandards oder einer Probe wurden mit je 1 ml Bradford-

Arbeitslosung gemischt.

Bradford-Arbeitslésung: 1 Teil Bradford-Reagenz mit 4 Teilen H,Oq4q verdiinnen,
Lagerung bei 4 °C. mit Whatman-Papier filtrieren,

etwa zwei Wochen haltbar.
« Bei RT wurde 5 - 60 min inkubiert.

« Messung im Spektralphotometer unter Verwendung von Einweg-Halbmikrokivetten.
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3.5 Western-Blotting

3.5.1 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung der Proben mit Lammli-Puffer bewirkt eine Denaturierung der
Proteine durch Spaltung von Disulfidbricken mit 2-Mercaptoethanol und durch das
Anlagern von SDS. Letzteres bewirkt auBerdem, daf3 sich ein SDS/Protein-Komplex
bildet, der fiir alle Proteine ein etwa gleiches Masse-Ladungs-Verhéltnis aufweist. Das hat
zur Folge, daR der Komplex im anschlieBenden Gellauf nur in Abhangigkeit von der
Grol3e des Proteins durch das Gelnetz wandert.

Es sollte an dieser Stelle soviel Lysat wie méglich mit Lammli-Puffer gemischt werden, da
eine spéatere Aufarbeitung wegen der Bildung eines Niederschlages in den Lysaten nicht
mehr quantitativ moglich ist.

e Proben wurden so mit RIPAmM4 verdiunnt, daf3 sie den gleichen Proteingehalt

aufwiesen.
« Die verdinnten Proben wurden mit dem gleichen Volumen 2x Lammli-Puffer verdiinnt.

« Die Proben wurden 5 min bei 95 °C inkubiert, kurz grindlich gemischt, nach dem
Abkiihlen kurz abzentrifugiert und erneut gemischt.

« Mit Markerproteinen wurde den Angaben des Herstellers entsprechend verfahren.

Mit Lammli-Puffer versetzte Lysate konnten bei -20 °C mehrere Monate lang gelagert
werden und muBten vor dem Probenauftrag erneut erhitzt und gemischt werden.

3.5.2 Proteinkonzentrierung

Im Cytosol der Zellinie FTO-2B und Jurkat J16 reichte der Proteingehalt an Cytochrom ¢

zunéchst nicht aus, um im Western-Blot nachweisbar zu sein. In diesen Fallen wurde

zuvor eine Proteinkonzentrierung per Ultrafiltration durchgefuhrt:

» Das der gewinschten Proteinmenge entsprechende Probenvolumen wurde in den
Probenbehalter der Ultrazentrifugationseinheit (Amicon) pipettiert und mit Puffer auf
ein fir alle Proben gleiches Volumen gebracht.

e Zentrifugation der Proben mit 14000 g, 20 °C im Festwinkelrotor F45-30-11, bis im
Probenbehalter ein Restvolumen von ca. 50 pl erreicht war.

» Die Proben werden 1:1 mit 2x Lammli-Puffer gemischt und wie in Kap. 3.5.1

beschrieben fiir den Western-Blot vorbereitet.
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3.5.3 GelgieRen zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
* Nach folgendem Pipettierschema wurden Acrylamidlésungen hergestellt (Angaben pro

10 ml Endvolumen):

Acrylamid-Konz. [%] (Samﬁelgel) 10 13.5 15 17.5
30%-Acrylamid (Roth) [ml] 1.33 3.3 4.5 5 5.8
1.5 M Tris/HCI pH 8.9 [ml] 25 25 2.5 25
0.5 M Tris/HCI pH 6.8 [ml] 25

H,O bidest. [ml] 6.04 4.04 2.84 2.34 1.54
20 % SDS [pl] 50 50 50 50 50
10 % APS [pl] 100 100 100 100 100
TEMED [ul] 10 10 10 10 10
P-Akt/PKB
Verwendet fur [Antigen]: P-c-Jun Bcl-x Bax Cyt.c
P-ERK

» Die Polymerisation des Trenngels wurde mit APS und TEMED gestartet, dann wurde
durch Schwenken oder Riuhren gemischt und die Losung zwischen die mit
Abstandshaltern getrennten Glasplatten eingefillt. Die Losung wurde mit Isopropanol

Uiberschichtet.

¢« Nach 60 min Inkubation, in denen das Gel auspolymerisierte, wurde Isopropanol

abgegossen, das einige Sekunden benétigte um abzulaufen.

¢ Die Polymerisation des Sammelgels wurde mit APS und TEMED gestartet. Die
Gellosung wurde kurz durch Schwenken gemischt und zwischen die Glasplatten
gegeben. Ein Teflonkamm wurde zwischen die Glasplatten in das Sammelgel
geschoben. Die Polymerisation erfolgte mindestens 60 min bei RT.

3.5.4 Probenauftrag und Gellauf
¢ Das Gel wurde in die Elektrophoreseapparatur eingespannt und Laufpuffer wurde

eingefullt.

10x SDS-PAGE Laufpuffer:

e Der pH von 8.3 mulite Substanz Menge Endkonz.
nicht eingestellt werden. Tris-Base 30.0g 248 mM
 Lagerung bei RT. Glycin 144 g 1.92WM
SDS 10.09 1% "/

ad 1000 ml mit Aqua bidest.

e Der Teflonkamm und die Geltaschen wurden mit Laufpuffer gespiilt.
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« Die vorbereiteten Proben (Kap. 3.5.1) wurden vorsichtig in die Geltaschen pipettiert.

Dabei wurden die folgenden Proteinmengen aufgetragen:

Antigen Quelle Fraktion Protein [ug]
Bax FTO-2B | Gesamtzellhomogenat 1
Bcl-x FTO-2B | Gesamtzellhomogenat 1
Cyt.c FTO-2B Cytosol 150

Mitochondrien 20 %*
Jurkat J16 Cytosol 150
Mitochondrien 10 %*
P-Akt/PKB | FTO-2B | Gesamtzellhomogenat 20
P-c-Jun FTO-2B | Gesamtzellhomogenat 20
P-ERK FTO-2B | Gesamtzellhomogenat 40

* Es wurde keine Proteinbestimmung der Mitochondrien-Fraktion
durchgefiihrt. Angegeben ist hier der Bruchteil desjenigen
Anteils an der gesamten Fraktion, der von der Cytosol-Fraktion
eingesetzt wurde.

e Fir den Gellauf wurden folgende Bedingungen gewahilt:

Minigel Normalgel
Spannung [V] 200 200
Dauer [min] ca. 60 ca. 180

» Der Gellauf wurde gestoppt, als die Bromphenolblaubande etwa 5 cm gelaufen war.

3.5.5 Proteintransfer auf Polyvinyldifluorid-Membran

Bei allen Schritten, bei denen die Membran bearbeitet wurde, wurde mit Handschuhen

und Pinzette gearbeitet, um die Membran nicht mit Fremdprotein zu verunreinigen.

» Der Transfer wurde in einem Kuhlkabinett bei 4 °C durchgefuhrt.

* Die PVDF-Membran (Millipore) wurde mit Kugelschreiber beschriftet, kurz in Methanol

angefeuchtet, wobei I6sliche Anteile der Beschriftung unter Schwenken abgespult

wurden und in Transfer-Puffer mind. 10 min lang geschuttelt.

Transferpuffer:

e Der pH von 8.3 mufite
nicht eingestellt werden.
* Lagerung bei RT oder bei

4°C.

Substanz Menge Endkonz.
Tris-Base 9.01g 24.8 mM

Glycin 43.24 g 192 mM
Methanol 600 ml 20 % “Iv

Vor dem Transfer wurde
der Puffer auf 4 °C
abgekihlt.

ad 3000 ml mit Aqua bidest.
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¢ Nach dem Gellauf wurden eine Glasplatte und das Sammelgel entfernt und das Gel

wurde zweimal 5 min in Transfer-Puffer gesplilt.

« Die Membran wurde zwischen zwei Whatman 3 MM Filterpapiere auf das Gel gelegt.

Luftblasen wurden vorsichtig entfernt. Diese Anordnung wurde so zwischen zwei

Schwamme in die Gelhalterung und dann in die Transferkammer (BioRad) eingelegt,

daR die Membran zur Anode und das Gel zur Kathode zeigte.

e Der Transfer erfolgte bei 100 mA unter Riihren bei 4 °C tber 12 h.

« Die Membran wurde an der Luft bei RT getrocknet.

3.5.6 Antikérper-Inkubation

* Um eine unspezifische Bindung der Antikdrper an die Membran zu verhindern, muR3te

die Membran zunachst eine Stunde bei RT in Blockierungspuffer inkubiert werden,

dessen Zusammensetzung vom nachzuweisenden Antigen abhangig war:

Blockierungspuffer:

Puffer/Substanz Antigen Menge Endkonzentration
1x PBS Bax 1000 ml
Bcl-x
Cyt.c
1X TBS P-AKUPKB 1000 ml
P-c-Jun
P-ERK
Bax 2ml 0.1% "l
Bcl-x 2 ml 0.1% "Iy
Cyt.c 1ml 0.05 % VI
Tween 20 P-AKUPKB 2 ml 0.1% Iy
P-c-Jun 2ml 0.1% "1y
P-ERK 2ml 0.1% "l
Bax 13.3g 0.66 % I\
I-Block Bcl-x 133¢g 0.66 % Iy
BSA Cyt.c 40 g 2% %Yy,
P-Akt/PKB
Milchpulver P-c-Jun 100 g 5% "Iy
P-ERK
Natriumazid alle 400 mg 0.02 % W/,

« Die getrocknete Membran wurde zun&chst in wenig Methanol befeuchtet und

anschlieBend mit Blockierungspuffer zweimal 5 min inkubiert, um Methanol zu

entfernen.

* Die Membran wurde 1 h lang bei RT unter Schwenken in Blockierungspuffer inkubiert.
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e Der Primarantikérper wurde in folgenden Konzentrationen in Blockierungspuffer
angesetzt, und die blockierte Membran wurde bei der angegebenen Temperatur und
fur die angegebene Dauer inkubiert:

Inkubationsbedingungen
Antigen Priméarantikérper Temperatur Dauer
Bax 1:1000 RT 1h
Bcl-x 1:1000 RT 1h
Cyt.c 1:1000 4°C Uber Nacht
P-Akt/PKB 1:1000 4°C Uber Nacht
P-c-Jun 1:500 4°C Uber Nacht
P-ERK 1:500 4°C Uber Nacht

» Fir den nachfolgenden Waschschritt wurde der oben angegebene Blockierungspuffer
verwendet. Lediglich fur den Nachweis von Cytochrom c ergab sich ein anderes
Protokoll: Hier wurde bei allen nachfolgenden Schritten BSA weggelassen. Bei allen
Nachweisen wurde zweimal kurz und zweimal 5 min mit Blockierungspuffer bei RT
gewaschen.

e Der Sekundarantikdrper wurde in Blockierungspuffer verdinnt und die Membran mit
diesem wie angegeben inkubiert:

Inkubationsbedingungen

Antigen Sekundérantikérper | Temperatur Dauer
Bax 1:10000 RT 1lh
Bcl-x 1:10000 RT 1h
Cyt.c 1:3000 RT 1lh
P-Akt/PKB 1:5000 RT 25h
P-c-Jun 1:1500 RT 1h
P-ERK 1:1500 RT 1h

« Es wurde mit Blockierungspuffer gewaschen: dreimal kurz und dreimal 5 min lang bei
RT. Direkt im Anschluf3 erfolgte der Nachweis der Antikdrperbindung mittels einer
Chemilumineszenz-Reaktion.

3.5.7 Chemilumineszenz-Reaktion

Die Aufnahme des Chemilumineszenz-Signals erfolgte im Rahmen dieser Arbeit mit einer
CCD-Kamera, die in einer lichtabgeschlossenen Aufnahmekammer montiert war. Bei
einer CCD-Kamera sind photosensitive Elemente, die einer Optik nachgeschaltet sind, in
der Lage, auch noch einzelne Lichtquanten zu detektieren. Die Zahl der aufgenommenen
Lichtquanten konnte von einem angeschlossenen Computer ausgelesen werden. Diese
Information wurde in Form von Graustufen dargestellt und gespeichert, wobei eine lineare
Beziehung zwischen Graustufenwert und der Zahl der Lichtquanten bestand.

Die Umsetzung von CDP-Star (Tropix) durch Alkalische Phosphatase erzeugte
die gemessene Chemilumineszenz. CDP-Star ist ein Phosphorsaureester eines
1,2-Dioxetans und zerféllt nach Hydrolyse der Phosphorséureestergruppe durch
Alkalische Phosphatase zu einem Produkt mit einem angeregten Elektronenzustand. Im
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Zuge der Inaktivierung dieses Produktes wird ein Lichtquant ausgesendet, das detektiert
werden kann.

Nitro-Block Il (Tropix) ist ein Chemilumineszenzverstarker, der fur die Verwendung mit

Nitrocellulose- und PVDF-Membranen entwickelt wurde. Nitro-Block Il erzeugte eine
hydrophobe Umgebung an der Membranoberflache und verstarkte auf diese Weise die
Chemilumineszenz.

Die Membran wurde zweimal je 2 min lang in Assay-Buffer aquilibriert.

10x Assay-Buffer:

Nach Zugabe der Tris- Substanz Menge Endkonz.

Base wurde mit 25 % HCI Tris-Base 1219 200 mM

der pH auf 9.8 eingestellt. MgCl,6H.O 102 mg 10 mM
ad 50 ml mit Aqua bidest.

Lagerung bei 4 °C.

3 ml CDP-Star-Substratlésung wurden pro 100 cm>Membranflache vorbereitet, wobei
Nitro-Block Il zu CDP-Star ready to use (Tropix) zugegeben wurde:

Antigen Anteil von Nitro-Block Il
Bax, Bcl-x, Cytochrom c 1:20
P-Akt/PKB, P-c-Jun und P-ERK 1:10

Assay-Buffer lie man von der Membran ablaufen. Die vorbereitete Substratldsung
wurde auf die Membran aufgetragen und gleichmaRig auf der gesamten Oberflache
verteilt, wobei Luftblasen vermieden wurden.

5 min Inkubation bei RT, wobei darauf geachtet wurde, daR das Substrat gleichmafig
auf der Membran verteilt blieb.

Die Substratldsung lieB man von der Membran ablaufen. Die Membran wurde in
Klarsichthillle gelegt, Uberschiissige Substratldsung wurde vorsichtig mit Kimwipes
ausgestrichen.

Bis zur Aufnahme des Signals wurde mind. 10 min gewartet, damit sich eine stérkere
Chemilumineszenz entwickeln konnte, die ihr Maximum nach ca. 45 — 60 min erreichte.

Um die Lage der Banden von Markerproteinen und Proben vergleichen zu kdnnen,
wurde zunéchst bei Auflicht ein Bild von der Membran aufgenommen.

Zur Aufnahme der Chemilumineszenz wurde die Aufnahmekammer geschlossen. Die
Aufnahme erfolgte bei voll gedffneter Blende. Die Aufnahmedauer wurde so eingestellt,
daf} der dynamische Bereich der CCD-Kamera mdglichst gut ausgenutzt wurde.

Das aufgenommene Bild wurde im TIFF-Format gespeichert und konnte mit der
Software TINA ausgewertet werden.
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3.5.8 Auswertung der Chemilumineszenzdaten

Zur Quantifizierung der Chemilumineszenz-Signale wurde das abgespeicherte TIFF-Bild
aus Kap. 3.5.7 mit TINA V2.09a ausgewertet. Dabei wurde in Laufrichtung der Proben fur
jede Probe ein Profil festgelegt (Abb. 3-1A). Die Signale dieses Profils wurden in Form
eines x-y-Diagramms dargestellt. In diesem Diagramm konnten der Hintergrund durch
unspezifische Signale sowie der Bereich der Antigen-spezifischen Bande festgelegt
werden (Abb. 3-1B). TINA integriert das Signal Gber dem Hintergrund im Bereich der
spezifischen Bande und gibt das Ergebnis als Zahlenwert in willkirlicher Einheit aus.

A
Pl P2 P3 P4 P5 P86 P7 P8 P9
t= 15min 15min30min 1h 2h 4h " 8h 24h  24h
Dex = + + % + + + + -
B I
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o e > ‘
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Abbildung 3-1: Auswertung der Chemilumineszenzdaten. A: Darstellung der
Originaldaten und der Auswertungsprofile im Bild. Die Profile P1 bis P9 wurden so
definiert, dal3 sie den relevantan Bereich des TIFF-Bildes fur jede einzelne Probe
umfafdten. Unter dem Profil ist die Behandlung der Probe angegeben. B: x-y-Diagramm
eines Auswertungsprofils. Auf der x-Achse ist die Entfernung vom Start des Profils (in
Abb. 3-1A jeweils oben) aufgetragen, auf der y-Achse die senkrecht zum Profilverlauf
integrierten Chemilumineszenzdaten. Rot: Die Grenze des hier sehr schwachen,
unspezifischen Hintergrundsignals. Blau umrandete Flachen: Flachen zweier spezifischer
Chemilumineszenzsignale, von denen nur das mit “2” bezeichnete vom spezifischen
Antigen herriihrte. Abkiirzungen: Dex: Dexamethason; od: optical density; t: time.
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3.6 TGF-B-Reportergenanalyse

Das ,Dual-Luciferase Reporter Assay System" von Promega ermdglicht die Messung von
zwei unterschiedlichen Luciferase-Aktivitaten im gleichen Reaktionsansatz, namlich die
des Gluhwirmchen- (firefly)-Enzyms und die des Seescheide- (Renilla reniformis)-
Enzyms. Zur Reportergenanalyse wurde eine Doppeltransfektion der Zellen durchgefihrt:
Das eine Plasmid mit dem zu untersuchenden Promoterelement enthielt das Gen der
firefly-Luciferase, das andere enthielt das Gen der Renilla-Luciferase unter Kontrolle
eines nicht regulierten Promotors. Dadurch lag mit der Aktivitat der Renilla-Luciferase ein
MaR fir die Transfektionseffizienz und fir die allgemeine Transkriptionsstarke in jeder
einzelnen Probe vor, und die Aktivitat der Renilla-Luciferase konnte zum Abgleich der
jeweiligen firefly-Luciferase-Aktivitat herangezogen werden.

Da die EinzelmeRergebnisse erfahrungsgeman recht stark schwanken, wurden fir jedes
Einzelexperiment sechs unabhéngige Transfektionen und Luciferase-Messungen
durchgefihrt, deren Median als Ergebnis des Einzelexperiments verwendet wurde.

3.6.1 Transfektion mit Reportergen-Plasmiden

Als Reportergenplasmid diente in dieser Untersuchung das Plasmid pGL3ti-(SBE), (Jonk
et al., 1998), das in mehrfacher Kopie das Smad-binding-element (SBE; Jonk et al., 1998)
enthalt und daher eine TGF-B-spezifische Transaktivierung des nachgeschalteten firefly-
Luciferase-Gens zeigte.

Zum Abgleich der firefly-Luciferase-Aktivitdt wurde das Plasmid pRL-CMV (Promega)
verwendet, der das Renilla-Luciferasegen unter der Kontrolle des immediate early gene-
Promotors des Cytomegalie-Virus (CMV) enthielt.

¢ Aussaat der Zellen in eine 24-well-Platte und Inkubation wie unter 3.2 beschrieben.
* Ansetzen des Transfektionsreagenz:

* Pro 1 ml Medium wurden 20 pl DNA-L6sung und 20 pl Unifectin M-Ldsung
angesetzt. Fur FTO-2-Zellen galt:

DNA-LO6sung Unifectin M-L6sung
- pGL3ti-(SBE)s | pRL-CMV Unifectin-M
Losung 1.25 "9, 0.05 ™, HBS 1 HBS
Volumen 1.60 "y 01" | 183"l 12.03"m | 7.97 iy
Endkonz. 2000 "%/ 5 " 6 "9 ona
Fir HepG2-Zellen galt:
DNA-L6sung Unifectin M-Lésung
. GL3ti-(SBE)s | pRL-CMV Unifectin-M
L p
osung 1.25 M9/ 0.05 ™, HBS 1M HBS
Volumen 0.72 "/ 0.1/ 1924 4.07 ¥ 15.93 ¥/
Endkonz. 900 "%y 5 "%y 4.5 "%,5 ona
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« Die DNA-Losung wurde langsam zur Unifectin M-Losung gegeben und sehr
vorsichtig gemischt. Dann wurde 15 min bei RT inkubiert.

Erneut vorsichtiges Mischen des Transfektionsreagenzes und Zugabe von 40 pl
desselben auf 1 ml Medium. Transfektionsreagenz und Medium wurden durch
vorsichtiges Schwenken der 24-well-Platte gemischt.

Inkubation der Zellen 16 h lang im Brutschrank.

3.6.2 Zellbehandlung und Zellyse

Waschen des Zellrasens mit PBS und Zugabe von je 1 ml Medium, dem die jeweiligen
Reagenzien zugemengt worden waren (siehe Kap. 3.2).

Inkubation im Brutschrank: 8 h bei FTO-2B- und 24 h bei HepG2-Zellen.

Der Zellrasen wurde 1x mit PBS gewaschen. 100 pl PLB (Passive Lysis Buffer,
Promega) wurden zugegeben und bei RT unter leichtem Schitteln 15 min lang
inkubiert.

Bis zur Messung der Luciferase-Aktivitaten wurden die Lysate bei -80 °C gelagert.

3.6.3 Bestimmung der Reportergen-Aktivitat

Die luminometrische Bestimmung der Luciferase-Aktivitditen ermdglichte uns

freundlicherweise die Arbeitsgruppe Nordheim an ihrem Luminometer. Das MeRprotokoll

des Dual-Luciferase Reporter Assay System von Promega wurde nach einer personlichen

Mitteilung von Dr. F. Gaunitz wie folgt modifiziert:

Die Einstellungen am Luminometer waren: keine Mel3verzégerung, 10 sec MeRzeit.

Zur Messung der firefly-Luciferase-Aktivitat wurde in jedes Luminometerréhrchen 20 pl
LARII (Luciferase Assay Reagent Il, Promega) vorgelegt. 4 pl des zu messenden
Lysats wurden zugegeben und durch Triturieren mit der Pipette untergemischt. Die

Messung erfolgte sofort danach.

Zur Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitdét wurden 20 pl ,Stop & Glo“-Reagenz
(Promega) zugegeben. Sofort danach wurde kurz auf Vortex gemischt und sofort im
Luminometer gemessen.

Von jeder Probe wurde die relative Reportergenaktivitat wie folgt berechnet:

firefly - Luciferase- Aktivitét
Renilla - Luciferase- Aktivitét

relative Reportergenaktivitét =
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3.7 Apoptoseuntersuchung im Cytofluorometer

In einem Cytofluorometer kdnnen durchfluBcytometrische Messungen von Partikeln
durchgefiihrt werden. Die analysierten Partikel kdnnen unter anderem Zellen,
Zellorganellen oder Chromosomen sein. Diese werden in Suspension durch eine Dise
gefuhrt. Der austretende Flussigkeitsstrom ist so fein, da® in dessen Querschnitt jeweils
nur ein Partikel Platz findet. Die auf diese Weise im Flussigkeitsstrom vereinzelten
Partikel werden am Analysator vorbeigefiihrt und dort von einem Laser angestrahlit. Die
durch Wechselwirkung mit dem Partikel auftretenden Streu- und Fluoreszenzeffekte
werden von einer Vielzahl von Detektoren in digitale Daten umgewandelt, die ein
angeschlossener Computer speichert. Mit diesen Daten ist es dem Experimentator
moglich, auf eine ganze Reihe unterschiedlicher Eigenschaften jedes einzelnen Partikels
zu schlieBen. Dabei stehen haufig neben physikalischen Eigenschaften des Partikels, die
durch das Streulicht analysiert werden kénnen, vor allem biochemische Eigenschaften
biologischer Materialien im Mittelpunkt des Interesses. Diese kdnnen durch Anwendung
geeigneter Fluorochrome, die an Trégermolekile gebunden sein kdnnen, zugénglich
gemacht werden. Wenn die Fluorochrome an das biologische Material binden und/oder
infolge der Veranderung biochemischer Parameter ihr Fluoreszenzspektrum veréndern,
kann dies im Cytofluorometer nachgewiesen werden. Durch Verwendung von mehreren
Fluorochromen mit unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften kénnen auch mehrere

biochemische Eigenschaften gleichzeitig analysiert werden (Shapiro, 1984).

Das hier verwendete Cytofluorometer FACSCalibur von Becton-Dickinson besitzt einen
Argon-Laser, der monochromatisches Licht mit einer Wellenlange von 488 nm emittiert.
Propidium-lodid, ein DNA-Interkalator, besitzt ein Excitationsmaximum von 490 nm und
ein Emissionsmaximum bei 630 nm. Das Fluoreszenz-Signal eines Partikels nach einer

solchen Farbung war daher ein geeignetes MaR fur dessen DNA-Gehalt.

Nicoletti et al. (1991) entwickelten eine schnelle und einfache Methode, um Apoptose
spezifisch im Cytofluorometer nachzuweisen. Dabei bildeten nur apoptotische Zellen im
Fluoreszenz-Histogramm ein hypodiploides Signal. Wie es Fried et al. bereits 1978
beschrieben hatten, wurden dazu die Zellen in einem hypotonen Puffer mit Propidium-
iodid inkubiert, so daR die Kerne aus den Zellen freigesetzt wurden und Propidiumiodid
sich in die DNA einlagern konnte. Diese Methode der Zellaufarbeitung war nach Nicoletti
et al. (1991) einer Ethanol-Fixierung und RNAse-Behandlung von Zellen in der Hinsicht
Uberlegen, als die Signale im Fluoreszenzhistogramm einen geringeren
Variationskoeffizienten aufwiesen und die Diskriminierung von diploiden und subdiploiden
Kernen leichter fiel.
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3.7.1 Aufarbeitung der Zellen

Aussaat und Behandlung von FTO-2B-Zellen erfolgte in 3.5 cm-Schalen wie unter 3.2
beschrieben.

Der Zellrasen wurde mit 1.5 ml PBS gewaschen und mit 300 pl Trypsin/EDTA bei
37 °C von der Unterlage abgeldst. Die Trypsin-Reaktion wurde mit 1 ml der vereinigten
Fraktionen aus Wasch-PBS und aus abgenommenem Medium gestoppt.

Die Zellen wurden vereinzelt, indem die Zellsuspension drei Mal durch eine gelbe
Kaniile (20GX1'/,") gezogen wurde. Die Zellsuspension wurde dann auf Eis gelagert.

Die Zellsuspension wurde zweimal gewaschen, indem sie 5 min bei 200 g und RT
abzentrifugiert wurde und das Zellpellet in 5 ml PBS resuspendiert wurde.

3 ml der Zellsuspension wurden 5 min bei 200 g und RT zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 300 pl hyptotonem Propidiumiodidpuffer resuspendiert und nach ca. 5 min im
Cytofluorometer analysiert.

3.7.2 Fluoreszenz-Messung

Die Messung erfolgte an einem FACSCalibur-Cytofluorometer der Firma Becton-

Dickinson unter Anwendung der Software CellQuest.

Zur Analyse der Proben wurden drei Parameter analysiert:

FSC-H (forward scatter horizontal):
Laserlichtstreuung in Richtung des Laserstrahles.
Ein MaR fur die GroRRe des analysierten Teilchens.

SSC-H (side scatter horizontal):

Laserlichtstreuung senkrecht zum Laserstrahl.

Ein MaR fur die Granularitdt der Probe, das bspw. mit der Anzahl von zelluldren
Einschlissen steigt oder durch eine rauhe Oberflache erhoht wird.

FL2-H (Fluoreszenzbereich 2, horizontal):

Fluoreszenzlicht im Bereich des Fluoreszenzspektrums von Propidiumiodid, das durch
eine Kombination von halbdurchlassigen Spiegeln in den Analysator Nr. 2 des
Cytofluorometers gelenkt wird.

In dieser Anwendung ist FL2-H ein Maf fir die Menge des Propidiumiodids, daf in die
DNA interkaliert vorliegt. Daher stellt FL2-H ein Mafl3 fir den DNA-Gehalt des

gemessenen Partikels dar.
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3.7.3 Analyse der Fluoreszenz-Daten
Anhand der drei MelRparameter lieRen sich die Signale in vier unterschiedliche

Signalpopulationen unterteilen, in Klammern ist die Farbkodierung von Abb. 3-2 genannt:

1. Nicht-apoptotische Zellen (grin):

Das Histogramm der FL2-Intensitat dieser Partikel zeigte das Bild einer typischen
Zellzyklusverteilung in einem FL2-Intervall von ungefahr 2010° bis ca. 6010%
Signalgipfel durch Zellen in Go/G;- und in G./M-Phase, dazwischen die Signale von
Zellen in S-Phase (s. Abb. 3-3A und 3-4A). Die Partikel waren relativ gro3. Region R1
(Abb. 3-2) wurde so definiert, dal sie alle Zellzyklussignale und damit alle nicht-
apoptotischen Kerne enthielt (vgl. Abb. 3-3A mit Abb. 3-3B).

Die Zahl der nicht-apoptotischen Zellen ergab sich aus der Zahl der Signale mit einem
FL2-Signal innerhalb des Intervalls der Zellzyklusverteilung, deren FSC-SSC-
Wertepaar innerhalb der durch Region R1 definierten Wertemenge lag.

2. Aggregate (schwarz):
Diese Signale wiesen eine FL2-Signalintensitat auf, die oberhalb der Signale der
Zellzyklusverteilung lag (s. Abb. 3-3A und 3-4A). Sie waren eher groRBer als die
Partikel, die nicht-apoptotischen Zellen zugeordnet wurden (s. Abb. 3-2). Da nicht
erkennbar war, aus wievielen und aus welchen Subpartikeln sie bestanden, wurden
diese Signale bei der Apoptose-Analyse nicht beriicksichtigt.

3. Debris-Population (blau):
Diese Signale stammten von kleinen Partikeln ab (engl. debris = Triimmer; s. Abb. 3-2)
und wiesen eine sehr geringe FL2-Intensitat auf (FL2 < 1010" in Abb. 3-3 bzw. 3-4).
Region R2 in Abb. 3-2 wurde dabei so gewahlt, dal nahezu alle Signale mit
FL2 < 1010" in diesem Bereich lagen und kein Signal einer nicht-apoptotischen Zelle
darin zu finden war (vgl. Abb. 3-3A mit Abb. 3-3B und Abb. 3-4A mit Abb. 3-4B).
In Proben mit apoptotischen Zellen nahm die Zahl so charakterisierter Zahlereignisse
stark zu. Dies ruhrte vermutlich von kleinen, apoptotischen Kernfragmenten her, die
nur noch sehr wenig DNA aufwiesen.
Signale der debris-Population wurden nicht in die Analyse einbezogen.

4. Apoptotische Zellen (rot):
Diese Signale lagen von ihrer FL2-Intensitat her zwischen nicht-apoptotischen Zellen
und debris (Abb. 3-3 und 3-4). Dies kann den Abbau von DNA und/oder eine
Fragmentierung von Kernen reflektieren, wie sie unter Apoptose beobachtet wird. Viele
Partikel mit dieser FL2-Intensitat waren kleiner als Kerne nicht-apoptotischer Zellen
(s. Abb. 3-2B). Dies kann mit apoptotischer Kernfragmentierung erklart werden.

AuBerdem wiesen diese Partikel einen héheren SSC-Wert auf als die nicht-
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3.7 Apoptoseuntersuchung im Cytofluorometer

apoptotischen Partikel (s. Abb. 3-2B), wie es die Apoptose-typische Chromatin-
Kondensation erwarten lieR. Fir die Apoptose-Analyse wurden nur die recht groRBen
Partikel berticksichtigt, deren Signal in die Region R1 fiel. Diejenigen Zahlereignisse
kleinerer Fragmente, deren Signal in Region R2 fiel, wurden nicht beriicksichtigt, um
die Mehrfachzahlung des originaren Zellkerns zu vermeiden.

Die Detektion der Parameter erfolgte auf einer logarithmischen Skala, da auf dieser
leichter zwischen nicht-apoptotischen, apoptotischen und debris-Signalen zu

unterscheiden ist (Nicoletti et al., 1991).

A LW 2 00 B
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Abbildung 3-2: FSC-SSC-Plots der Cytofluorometer-Messung. Region R1 umfafite
alle Zahlereignisse, die im Histogramm des DNA-Gehaltes zum Bild einer
Zellzyklusverteilung beitrugen und daher als nicht-apoptotische Zellen interpretiert
wurden (griin; s. Abb. 3-3A und 3-4A). Region R2 enthielt fast alle Zahlereignisse, die so
klein waren und deren DNA-Gehalt so gering war, daf sie als von debris stammend
interpretiert wurden (blau; s. Abb. 3-3B und 3-4B). A: FSC-SSC-Plot einer Probe, in der
wenig Apoptose auftrat. Vielen nicht-apoptotischen Signalen (griin) standen relativ
wenig debris (blau) und kaum potentiell apoptotische Signale (rot) gegenuber. B: FSC-
SSC-Plot einer Probe, in der Apoptose auftrat. Aufféllig waren die gréRere Anzahl von
potentiell apoptotischen Signalen (rot) und von debris (blau). Potentiell apoptotische
Signale wiesen einen hodheren SSC-Wert auf als nicht-apoptotische Signale (grun).
Farbsymbolik: Blau: debris; Rot: potentiell apoptotische Signale; Griin: nicht-apoptotische
Zellen; Schwarz: Aggregate. Abkirzungen: FSC-H: forward scatter horizontal, SSC-H:
side scatter horizontal; R1: Region 1; R2: Region 2.
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Abbildung 3-3: Apoptose-Analyse der Fluoreszenz-Daten einer Probe, die keine
Apoptose aufwies. Dargestellt sind die Histogramme des FL2-Signals, das ein MaR fur
den DNA-Gehalt des gemessenen Partikels darstellt. A: Region R1. Dieses Diagramm
enthalt diejenigen Zahlereignisse, die in Abb. 3-2A in Region R1 zu finden sind. Anhand
dieses Histogramms wurde die Apoptose-Analyse durchgefuhrt. Deutlich erkennbar ist
das FL2-Intervall, in dem sich eine typische Zellzyklusverteilung abzeichnet.
Zahlereignisse in diesem Intervall wurden als “nicht-apoptotisch” gewertet. Zahlereignisse
darunter bis zu einem FL2-Wert von 100" wurden als “apoptotisch” gewertet.
B: Region R2. Dieses Diagramm enthalt diejenigen Z&hlereignisse sehr kleiner Partikel,
die in Abb. 3-2A in Region R2 zu finden sind. Es zeigt, da3 sich in dieser Region keine
Signale befinden, die im Bereich der Zellzyklusverteilung des DNA-Gehaltes nicht-
apoptotischer Zellen liegen. Abkirzungen: FL2-H: Fluoreszenzbereich 2, horizontal.
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Abbildung 3-4: Apoptose-Analyse der Fluoreszenz-Daten einer Probe, die Apoptose
aufwies. Dargestellt sind Histogramme des DNA-Gehalts (FL2-H). A: Region R1. Dieses
Diagramm enthalt diejenigen Z&hlereignisse, die in Abb. 3-2A in Region R1 zu finden
sind. Anhand dieses Histogramms wurde die Apoptose-Analyse durchgefuhrt. Im
Gegensatz zu einer Probe mit wenig apoptotischen Zellen (Abb. 3-3A) findet sich hier
unterhalb der Zellzyklusverteilung eine grof3e Anzahl an Signalen mit einem Maximum bei
ca. 110% die als Signale von Kernen aus apoptotischen Zellen gewertet wurden.
B: Region R2. Dieses Diagramm enthélt diejenigen Z&ahlereignisse sehr kleiner Partikel,
die in Abb. 3-2B in R2 zu finden sind. Im Vergleich zur Probe mit wenig apoptotischen
Zellen (Abb. 3-3B) finden sich hier weit mehr potentiell apoptotische Signale, die jedoch
aufgrund der geringen GrofRRe der Partikel lediglich sehr kleine Kernfragmente darstellen
diarften. Daher wurden diese Signale nicht in die Auswertung einbezogen. Abkirzungen:
FL2-H: Fluoreszenzbereich 2, horizontal.
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3.8 Zellzyklusuntersuchung im Cytofluorometer

Da sich im Laufe der Teilung einer Zelle deren DNA-Gehalt andert, konnte ein solches
Signal auch zur Analyse der Zellzyklusverteilung einer Zellpopulation herangezogen
werden. Der DNA-Gehalt von Zellen ohne Zellteilungsaktivitat (Go-Phase) und von sich
teilenden Zellen direkt nach der Mitose (G;-Phase) nimmt mit Beginn der DNA-Synthese
in der S-Phase (Synthese-Phase) zu. Mit Abschlul der S-Phase enthdlt die Zelle in der
Gz-Phase und zu Beginn der Mitose (M-Phase) im Vergleich zur Go/G;-Phase das
doppelte an DNA.

Die Auswertung eines Fluoreszenz-Histogramms durch das Definieren von Fluoreszenz-
Intervallen, innerhalb derer die Signale einer bestimmten Zellphase zugeordnet wurden,
konnte nur intuitiv durchgefuhrt werden, da sich keine scharfen Grenzen im Histogramm
abzeichneten. Aus diesem Grund wurde die Zellzyklusuntersuchung mit dem Programm
ModFit durchgefuhrt, das in der Lage ist, eine komplexe mathematische Modellierung der
Daten durchzufiihren und dabei sowohl debris als auch Aggregate berucksichtigen kann.

3.8.1 Aufarbeitung der Zellen
3.8.1.1 Aufarbeitung von FTO-2B
Zellen der Zellinie FTO-2B wurden wie unter 3.7.1 beschrieben aufgearbeitet.

3.8.1.2 Aufarbeitung von HepG2
Da die Zellinie HepG2 starker als FTO-2B zur Aggregation neigte, war im Vergleich zu
FTO-2B ein anderes Vorgehen notwendig:

¢ Aussaat und Behandlung erfolgte in 3.5 cm-Schalen wie unter 3.2 beschrieben.

¢ Der Zellrasen wurde mit 1.5 ml PBS gewaschen und mit 300 pl Trypsin/EDTA von der
Unterlage abgelost.

« Die Zellen wurden vereinzelt, indem die Zellsuspension zehn Mal durch eine gelbe
Kanille (20GX1'/,") gezogen wurde. Die Zellsuspension lie@ man dann weitere 5 min
bei RT inkubieren, bevor die Zellen ein weiteres Mal vereinzelt wurden, indem die
Zellsuspension zehnmal durch eine gelbe Kanile gezogen wurde.

» Die Zellsuspension wurde 3 min bei 200 g und RT abzentrifugiert.

» Der Uberstand wurde bis auf einen kleinen Rest (ca. 20 pl) vorsichtig abgesaugt. In
diesem Rest wurden die Zellen mit einer 200 pl-Pipettenspitze vorsichtig
resuspendiert, bevor sie in 500 pl Propidiumiodid-Puffer resuspendiert wurden.

* Die Zellen wurden bei RT 5 min lang inkubiert und dann im Cytofluorometer analysiert.

3.8.2 Fluoreszenz-Messung
Die Messung erfolgte wie unter Kap. 3.7 beschrieben, jedoch verlangte die
Auswertungssoftware ModFit die FL2-H-Detektion auf einer linearen Skala.
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3.8.3 Analyse der Fluoreszenz-Daten

Die Propidiumiodid-Fluoreszenz wurde im Fluoreszenz-Bereich 2 (FL2-H) ausgewertet.
Das Fluoreszenz-Signal der Z&hlereignisse zeigte unter CellQuest auf der linearen Skala
etwa zwischen 320 und 760 die typische zweigipflige Verteilung einer Zellpopulation sich
teilender Zellen. Ober- und unterhalb dieses Bereiches finden sich weitere Fluoreszenz-
Signale, die von debris und von Aggregaten stammen kénnten. Das Hauptsignal des
debris am unteren Ende des FL2-Signalspektrums wurde dabei von der Analyse

ausgeschlossen, wie Abbildung 3-5A exemplarisch zeigt.
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Abbildung 3-5: Analyse der Zellzyklusverteilung aufgrund von Cytofluorometer-
daten. A: Auswahl der ausgewerteten FL2-Signale. Mit Ausnahme der Signale mit
sehr kleinen FL2-Werten wurden alle in die Analyse einbezogen. B: Auswertungs-
ergebnis von ModFit. Die Konturlinie stellt das Histogramm der FL2-Daten dar. Farbige
Flachen stellen die Modellierung der Daten dar. Rote Flachen bei Channel = 100 bzw.
= 175 stellen dabei die Modellierung der Go/G;:-Phase bzw. der G,/M-Phase dar, die
blaue Flache dazwischen die der S-Phase. Pfeile entlang der x-Achse markieren die
Lage der Maxima der Go/Gi:-Phase bzw. der Gy/M-Phase. Abkirzungen: FL2-H:
Fluoreszenzbereich 2, horizontal; SSC-H: side scatter horizontal.

Zur Analyse der Zellzyklusverteilung wurden ModFit folgende Angaben gemacht:

Lage des Go/G;-Signals: automatische Detektion

Lage des G,/M-Signals: manuelle Bestimmung
Modellierungsmodus der S-Phase-Signale: 1 Kompartiment, trapezoide Gestalt
Debris-Modellierung: ja

Aggregate-Modellierung: ja
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Ein typisches Ergebnis einer Zellzyklus-Analyse unter ModFit in graphischer Form zeigt
Abbildung 3-5B. Dariiber hinaus liefert dieses Programm auch die Anzahl der
Zahlereignisse, die das Programm den drei Zellzyklusphasen, dem debris und den

Aggregaten zuordnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die antiapoptotische Aktivitdt von Dexamethason, Insulin,
Phenobarbital und Dieldrin

Das TGF-B-System wird in mehreren Organsystemen als Tumorsuppressor angesehen,
so auch in der Leber (Markowitz et al., 1995; De Souza et al., 1995; Hahn et al., 1996;
Tang et al., 1998a). Apoptoseinduktion in Hepatocyten stellt einen méglichen Weg der
TGF-B-vermittelten Tumorsuppression dar (Lin und Chou, 1992; Oberhammer et al.,
1992; Fukuda et al., 1993; Chuang et al., 1994; Fan et al., 1996; Sanchez et al., 1996;
Yamamoto et al., 1996; Buchmann et al., 1999). Daher war es von Interesse zu
untersuchen, ob Tumorpromotoren der Leber diese tumorsuppressive TGF-[B-Aktivitat

hemmen.

Das Antiepileptikum Phenobarbital wirkt in der Nagerleber tumorpromovierend (Peraino et
al., 1971), was auf eine Hemmung der Apoptose zuriickgefihrt werden kdnnte (Bursch et
al., 1984; Schulte-Hermann et al., 1990). Dieldrin besitzt tumorpromovierende Aktivitat in
der Maus, jedoch mdglicherweise nicht in der Ratte (Fitzhugh et al., 1964; Ito et al.,
1983). DaR beide Substanzen in FTO-2B-Rattenhepatomzellen Apoptose hemmen,
konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden (Buchmann et al., 1999). Durch diese
Arbeit wurden auch Untersuchungen bestétigt, die zeigten, dal sowohl Insulin als auch
Dexamethason in Hepatomzellen eine antiapoptotische Aktivitat entfalten (Chuang et al.,
1994; Tanaka und Wands, 1996; Chen et al., 1997; Yamamoto et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde Apoptose durch Messung des DNA-Gehalts in
Zellkernen bestimmt (Nicoletti et al., 1991). Dabei werden Zellen in einem hypotonen,
Detergenzien-haltigen Puffer aufgeschlossen, wodurch die DNA in den intakten Kernen
fur die Farbung mit Propidiumiodid, einem DNA-interkalierenden Fluorogen, zuganglich
gemacht wird. Die Menge des mit der DNA eines Zellkerns interagierenden
Propidiumiodids kann anschlieBend in einem Cytofluorometer analysiert werden
(s. Kap. 3.7). Dabei zeichnen sich Kerne aus apoptotischen Zellen durch einen DNA-
Gehalt aus, der geringer ist als der von Kernen einer vitalen Zelle, die sich in der Go/G;-
Phase befindet (weitere Einzelheiten zur Analyse der Cytofluorometer-Daten:
s. Kap. 3.7.1 und 3.7.2).
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Hemmung der TGF-B-induzierten Apoptose
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Abbildung 4-1: Ergebnis der Apoptoseuntersuchung. FTO-2B-Zellen wurden 24 h
nach der Aussaat mit 5 "9/, TGF-f und zuséatzlich 10 nM Dexamethason, 100 nM Insulin,
2 mM Phenobarbital oder 25 uM Dieldrin 24 h lang behandelt. Aus den Zellen wurden
Kerne gewonnen und die DNA darin mit Propidiumiodid gefarbt. Die
Propidiumiodidfarbung wurde per Cytofluorometrie quantifiziert. Ausgewertet wurden etwa
Kern-groRe Partikel. Als Kerne apoptotischer Zellen wurden solche mit einem
subdiploiden DNA-Gehalt gewertet. Zur Kontrolle wurden funf unabhangige Versuche
durchgefiihrt, mit den Substanzen Dexamethason, Insulin, Phenobarbital und Dieldrin je
drei. In jedem Versuch wurde der Anteil subdiploider Zellen der TGF-B-Kontrolle zu
100 % gesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und die zugehdrigen
Standardabweichungen sowie die statistische Signifikanz einer Abweichung von den nur
mit TGF-B-behandelten Zellen laut Students t-Test. Abkirzungen und Symbole: Dexa:
Dexamethason; PB: Phenobarbital; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.

Abbildung 4-1 falt die Ergebnisse der Apoptoseuntersuchung zusammen (Kap. 6.2.1,

Tab. 1). Alle vier verwendeten Substanzen hemmten TGF-B-induzierte Apoptose, wobei

Insulin und Dieldrin schwécher wirksam waren als Phenobarbital und Dexamethason.
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4.2 Der antimitogene Effekt von TGF-B und dessen Modulation durch
Apoptoseinhibitoren

Einer der beobachteten biologischen Effekte von TGF-§3 ist die Hemmung des Zellzyklus
von Rattenhepatocyten am G,/S-Ubergang (Sporn et al., 1986; Carr et al., 1986;
Wollenberg et al., 1987; Russell et al., 1988; Roberts und Sporn, 1990; Massagué et al.,
1990; Thoresen et al., 1992). Da diese Wirkung bei normalen Rattenepithelzellen stéarker
ausfallt als in malignen (McMahon et al., 1986; Sporn et al., 1986), kdnnte der Verlust
dieser antimitogenen TGF-B-Antwort einen Teilproze der Karzinogenese dieser Zellen
darstellen.

Zur Messung des TGF-B-Effekts auf den Zellzyklus wurde von Zellen der Rattenhepatom-
linie FTO-2B und der humanen Hepatoblastomlinie HepG2 der DNA-Gehalt der Zellkerne
gemessen. Diese wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Willy in der Arbeitsgruppe durch
AufschluB der Zellen, Farbung der DNA in den Kernen mit Propidiumiodid und
Quantifizierung des Signals im Cytofluorometer durchgefiihrt. Da sich die DNA-Gehalte
einer Zelle in Go/G;-, S- und G,/M-Phase unterscheiden, kann aus dem Histogramm des
Fluoreszenz-Signals des Propidiumiodids mittels eines geeigneten Algorithmus, wie ihn
das Programm ModFit (Becton-Dickinson) bereithélt, die Zellzyklusverteilung einer
Zellpopulation berechnet werden (s. Kap. 3.8).

HepG2-Zellen wiesen nach TGF-B-Behandlung keinen erkennbaren Unterschied der
Zellzyklusverteilung gegeniiber der Kontrolle auf (Abb. 4-2B; s. Kap. 6.2.2, Tabelle 6).
Dagegen zeigten FTO-2B-Zellen (Abb. 4-2A; s. Kap. 6.2.2, Tabellen 3 und 4) eine
Zunahme an Zellen in der Go/G;1-Phase um mehr als 10 % (p<0.01) und eine Abnahme
der Zellen in der S-Phase um mehr als 10 % (p<0.01), wéhrend der Anteil der Zellen in
der G,/M-Phase unverandert blieb. Wéhrend also HepG2-Zellen kein Anzeichen einer

antimitogenen TGF-f-Antwort zeigten, war dies bei FTO-2B-Zellen der Fall.
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Zellzyklusverteilung von FTO-2B-Zellen
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Abbildung 4-2: EinfluB von TGF-f auf die Zellzyklusverteilung. FTO-2B-Zellen bzw.
HepG2-Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit 5

DNA-Gehalt wurde per Cytofluorometrie quantifiziert. Die Zellzyklusverteilung wurde mit

ModFit analysiert. Je finf unabhéngige Versuche wurden durchgefuhrt. Dargestellt sind

die Mittelwerte und deren Standardabweichungen.

Statistische Signifikanz der

Abweichung gegeniiber den Kontrollzellen wurde mittels beidseitigem Students t-Test
Uberpruft. Symbole: *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Um zu testen, ob die antimitogene TGF-B-Wirkung mit dessen proapoptotischem Effekt in
engem Zusammenhang steht, wurden zwei weitere Analysen durchgefuhrt. Es wurde
erstens untersucht, ob Substanzen, die TGF-B-induzierte Apoptose hemmen, selbst einen
EinfluB auf die Zellzyklusverteilung besitzen. In einem zweiten Versuch wurde die
mogliche Hemmung des antimitogenen TGF-B-Effektes durch diese Substanzen
untersucht. Mit diesen Daten sollte auBerdem geprift werden, ob ein Zellzyklus-
spezifischer Eintrittspunkt in die Apoptose existieren kdnnte, der tUber eine Verschiebung

des Zellzyklus durch Apoptoseinhibitoren vermieden wird.

Zellzyklusverteilung von FTO-2B-Zellen
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Abbildung 4-3: Effekte antiapoptotischer Substanzen auf die Zellzyklusverteilung.
FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach der Aussaat 24 h lang mit 10 nM Dexamethason,
100 nM Insulin, 2 mM Phenobarbital oder 25 uM Dieldrin behandelt. Aus den Zellen
wurden Kerne gewonnen und die DNA darin mit Propidiumiodid gefarbt. Der DNA-Gehalt
wurde per Cytofluorometrie quantifiziert. Die Zellzyklusverteilung wurde mit ModFit
analysiert. Je fUnf bzw. drei unabhangige Versuche wurden fir die Kontrolle bzw. die vier
antiapoptotischen Substanzen durchgefuhrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichungen sowie die statistische Signifikanz einer Abweichung von der
Kontrolle laut Students t-Test. Abkirzungen und Symbole: Dexa: Dexamethason;
PB: Phenobarbital; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Die Abbildungen 4-3 und 4-4 zeigen, dal? Apoptoseinhibitoren weder fiir sich alleine noch
in Kombination mit TGF-B einen sehr deutlichen, einheitlichen EinfluR auf den Zellzyklus

ausubten.

Die Wirkung antiapoptotischer Substanzen auf die Zellzyklusverteilung war der des
TGF-B nicht entgegengesetzt (Abb. 4-3). Im Gegenteil: Dexamethason, der wirksamste
untersuchte  Apoptoseinhibitor, verursachte stattdessen eine gleichgerichtete
Veranderung des Zellzyklus. Nach einer 24-stiindigen Behandlung befanden sich tber
10 % mehr Zellen in der Go/G;-Phase des Zellzyklus (p<0.05), knapp 10 % weniger in der
S-Phase (p<0.05) und tendenziell etwas weniger Zellen in der G,/M-Phase (p=0.067). Die
Dieldrinbehandlung bewirkte eine Zunahme der Zellen in der G,/M-Phase um knapp 10 %
(p<0.05). Insulin und Phenobarbital Ubten keinen erkennbaren EinfluB auf die

Zellzyklusverteilung aus (s. Kap. 6.2.2, Tabellen 3 und 4).

Die vier Apoptosesuppressoren wiesen auch bei einer Kombinationsbehandlung mit
TGF-B unterschiedliche Einfluisse auf den Zellzyklus auf (Abb. 4-4 und Kap. 6.2.2,
Tabellen 3 und 5). Insulin und Phenobarbital wiesen keinen signifikanten EinfluR auf die
Veranderung der Zellzyklusverteilung durch TGF-B auf. Dexamethason zeigte in der
Tendenz eine Verstarkung der TGF-B-induzierten Zellzyklusverschiebung in Form einer
Zunahme bzw. Abnahme des Anteils der Zellen in der Go/G;- bzw. der S-Phase um
jeweils etwa 7 % (p jeweils kleiner 0.1). Dieldrin verursachte auch in diesem Versuchsteil
tendenziell eine Zunahme von Zellen in der G,/M-Phase (plus 9 %, p=0.07). AuBerdem
wirkte Dieldrin einer TGF-B-induzierten Veranderung der Zellzyklusverteilung entgegen:
Gegeniber den TGF-B-behandelten Zellen zeigten zusétzlich mit Dieldrin behandelte
Zellen eine Abnahme des Anteils der Zellen in der Go/G;-Phase um mehr als 10 %
(p<0.01) und eine Zunahme von Zellen in der S-Phase um knapp 8 % (p<0.05). Damit
war in Dieldrin-behandelten Zellen die TGF-B-induzierte Veranderung der
Zellzyklusverteilung nahezu vollstandig gehemmt (vgl. Abb. 4-3 und Abb. 4-4 und siehe
auch Kap. 6.2.2, Tabelle 3).
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4.2 Der antimitogene Effekt von TGF-f und dessen Modulation durch Apoptoseinhibitoren

Zellzyklusverteilung von FTO-2B-Zellen
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Abbildung 4-4: EinfluR antiapoptotischer Substanzen auf den Zellzyklus unter
TGF-B-Behandlung. FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach der Aussaat 24 h lang mit
10 nM Dexamethason, 100 nM Insulin, 2 mM Phenobarbital oder 25 pM Dieldrin sowie mit
5 "/ TGF-B behandelt. Aus den Zellen wurden Kerne gewonnen und die DNA darin mit
Propidiumiodid gefarbt. Der DNA-Gehalt wurde per Cytofluorometrie quantifiziert. Die
Zellzyklusverteilung wurde mit ModFit analysiert. Je fiinf bzw. drei unabhéangige Versuche
wurden fur die TGF-B-Behandlung bzw. die Kombinationsbehandlung mit den vier anti-
apoptotischen Substanzen durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte und deren
Standardabweichungen. Statistische Signifikanz der Abweichung gegeniiber den nur
TGF-B-behandelten Zellen wurde mittels beidseitigem Students t-Test Uberprift.
Abkilrzungen und Symbole: Dexa: Dexamethason; PB: Phenobarbital; TGF: TGF-;
*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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4 Ergebnisse

4.3  Der EinfluR von Apoptoseinhibitoren auf den Smad-Signalweg

In den letzten Jahren waren groRRe Fortschritte im Verstédndnis der Signaltransduktion von
TGF-B zu verzeichnen. Insbesondere die Entdeckung der Smad-Proteine, die an der
Weiterleitung des TGF-B-Signals beteiligt sind und die fur die genregulatorische TGF-(3-
Antwort verantwortlich zu sein scheinen, war von groer Bedeutung (Zhang und Dernyck,
1999). Dieser Signalweg wird vom TGF--Rezeptor vom Typ Il (TBRII) aktiviert, der bei
Colonkrebs und in anderen Karzinomen mutiert vorgefunden wird (Garrigue-Antar et al.,
1995; Markowitz et al., 1995). Smad4/DPC4 (deleted in pancreatic cancer), das Smad-
Protein, das fur die Funktion von Rezeptor-aktivierten Smad-Proteinen unabdingbar ist,
wird als Tumorsuppressor des Pankreas angesehen (Hahn et al., 1996). Daruber hinaus
scheint der Smad-Signalweg allein bereits die antimitogene und proapoptotische
Zellantwort auf TGF-f3 zu vermitteln (Atfi et al., 1997), die auch in der vorliegenden Arbeit
in FTO-2B-Zellen beobachtet wurden (s. Kap. 4.1 und Kap. 4.2).

Eine Mdglichkeit, wie die TGF-B-vermittelten Wirkungen durch die untersuchten
Verbindungen beeinfluit werden koénnten, wéare demnach eine Veranderung der
Signaltransduktion via Smad-Proteine. Wahrend Untersuchungen zur Smad-Aktivierung
an FTO-2B-Zellen noch nicht durchgefuhrt wurden, war bekannt, daR HepG2-Zellen auf
TGF-B mit einer Aktivierung des Smad-Signalweges reagieren (Jonk et al., 1998), wobei

diese weder Apoptose durchfiihren noch einen Zellzyklusarrest zeigen (s. Kap. 4.2).

Um die Aktivierung des Smad-Signalweges zu untersuchen, wurden Zellen, die mit einem
TGF-B-Reportergenkonstrukt transient transfiziert worden waren, einer
Doppelbehandlung mit TGF-B/Apoptoseinhibitor unterzogen und die Reportergenaktivitat
bestimmt. Dabei waren jingere Erkenntnisse Uber Smad-bindende DNA-Elemente
hilfreich: Waren zunéchst nur TGF-B-responsive Promotor-Elemente verschiedener Gene
(JunB, PAI-1, Cyclin A) bekannt, die auch andere responsive DNA-Elemente enthielten,
wurde schlieBlich auch das Smad-bindende DNA-Element aufgekléart (Yingling et al.,
1997; Dennler et al., 1998; Jonk et al., 1998; Zawel et al., 1998; Zhang et al., 1998). Eine
solche Smad-bindende DNA-Sequenz wurde von Jonk et al. (1998) in mehrfacher Kopie
in den Promotorbereich des firefly-Luciferasegens eines Plasmids einkloniert, das in
dieser Arbeit als Reportergenkonstrukt diente. Wie bereits von Jonk et al. (1998) gezeigt,
steigt die Expression des firefly-Luciferasegens unter TGF-B-Inkubation an und kann als
MaR fir die Starke der Smad-vermittelten, transkriptionellen TGF-B-Antwort dienen
(s. Kap. 3.6).
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Abbildung 4-5: Aktivierung des Smad-Signalweges durch TGF-B. Zellen wurden 24 h
(FTO-2B) bzw. 48 h (HepG2) nach der Aussaat 16 h lang mit dem Reportergenplasmid
pGL3ti-(SBE), und dem Kontrollvektor pRL-CMV transfiziert. Anschlieend wurden die
Zellen mit 5 "/ TGF-B 8 h (FTO-2B) bzw. 24 h (HepG2) lang behandelt. Die Zellen
wurden lysiert und die Luciferaseaktivitdten bestimmt. Funf (FTO-2B) bzw. drei (HepG2)
unabhangige Versuche wurden durchgefiihrt, bei denen der Median der relativen
Reportergenaktivitditen von jeweils sechs Einzelexperimenten bestimmt wurde. Die
Induktion ergab sich aus der Relation des Medians der relativen Reportergenaktivitat der
TGF-B-behandelten Proben zu dem der unbehandelten Proben des gleichen Versuches.
Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Symbole: *: p<0.05;
**: p<0.01; ***: p<0.001.

Die in Abbildung 4-5 gezeigten Daten (Kap. 6.2.3, Tab. 7) veranschaulichen, dal3 die
Zellen der beiden Zellinien FTO-2B bzw. HepG2 eine Aktivierung des Smad-Signalweges
infolge einer TGF-B-Behandlung aufwiesen, wobei die Induktion in HepG2-Zellen starker
als in FTO-2B-Zellen ausfiel (Induktionsfaktor: FTO-2B: 2.2 (p<0.001); HepG2: 3.2
(p<0.01)).

In einer weiteren Untersuchung interessierte die Kinetik des TGF-f-Reportergentests in
FTO-2B-Zellen. Dazu wurden die Zellen wie zuvor behandelt, die Aufarbeitung der Zellen
erfolgte jedoch 4 h, 8 h, 12 h und 16 h nach Beginn der TGF-f3-Behandlung.

Die in Abbildung 4-6 zusammengefal3ten Ergebnisse zeigen, dal’ bereits nach etwa 8 h
TGF-B-Inkubation die Induktion des Reportergens grétenteils abgeschlossen war: Zu
diesem Zeitpunkt betrug die Induktion das etwa 2.3-fache, nachdem sie nach 4 h bereits
das 1.8-fache erreicht hatte. Mit langerer Inkubationsdauer (12 h bzw. 16 h) nahm die

Induktion nur noch unwesentlich zu (2.4- bzw. 2.7-fache relative Reportergenaktivitat).
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Abbildung 4-6: Kinetik der Induktion des TGF-B-Reportergens in FTO-2B-Zellen.
FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach der Aussaat 16 h lang mit dem Reportergenplasmid
pGL3ti-(SBE), und dem Kontrollvektor pRL-CMV transfiziert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 5 "9/, TGF-B bzw. mit dessen Losungsmittel behandelt. Die Zellen wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten lysiert, und die Luciferaseaktivitdten wurden bestimmt. Von
jedem Versuch wurde der Median der relativen Reportergenaktivitdten von jeweils vier
Einzelexperimenten bestimmt. Die TGF-B-Induktion ergab sich als das Vielfache der
relativen Reportergenaktivitat der unbehandelten Kontrollprobe.

Abbildung 4-7 zeigt die Ergebnisse zur Interferenz antiapoptotisch wirksamer Substanzen
mit der TGF-B-induzierten Aktivierung des Smad-Signalwegs. Lediglich Insulin war in
FTO-2B-Zellen in der Lage, die TGF-B-induzierte Aktivierung des Smad-Signalweges um
etwa die Halfte zu reduzieren (p<0.05; s. Kap. 6.2.3, Tab. 8). Im Gegensatz dazu nahm
die Promotoraktivitat des pGL3ti-(SBE),-Plasmids unter EinfluR von Dexamethason bzw.
Phenobarbital in der Tendenz zu, wenn auch nur gering (p=0.065 bzw. p=0.053). Die im
Mittel leichte Zunahme des Reporter-Signals unter Dieldrin unterlag relativ grof3en

Schwankungen (1.26-fach +0.25) und war statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 4-7: Interferenz antiapoptotischer Substanzen mit der Aktivierung des
Smad-Signalweges durch TGF-B in FTO-2B-Zellen. FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach
der Aussaat 16 h lang mit dem Reportergenplasmid pGL3ti-(SBE), und dem Kontroll-
vektor pRL-CMV transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen 8 h lang mit 5 "/, TGF-B
allein (Kontrolle) oder zusétzlich mit 10 nM Dexamethason, 100 nM Insulin, 2 mM
Phenobarbital bzw. 25 pM Dieldrin behandelt. Die Zellen wurden lysiert und die
Luciferaseaktivitaten bestimmt. Zur Interferenzwirkung jeder Substanz wurden je drei
unabhéangige Versuche durchgefiihrt, in denen sich das Versuchsergebnis aus dem
Median der relativen Reportergenaktivititen von sechs Einzelexperimenten ergab.
Dargestellt sind Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Abkirzungen und
Symbole: Dexa: Dexamethason; PB: Phenobarbital; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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4 Ergebnisse

4.4 Aktivierung des ERK-Signalweges durch Apoptoseinhibitoren

Dem ERK-Signalweg wird uberwiegend eine antiapoptotische Wirkung zugesprochen (Xia
et al., 1995; Kinoshita et al., 1995a; Kinoshita et al., 1995b; Leverrier et al., 1995; Chao et
al.,, 1997). Somit ist dessen Aktivierung eine Moglichkeit, wie Apoptoseinhibitoren ihre

Wirkung entfalten kénnten.

Die Phosphorylierung von ERK1/2 (die Proteinkinasen, die den AbschluR der ERK-
Proteinkinasekaskade bilden) an spezifischen, alkoholischen Aminoacylresten durch
MKK1/2 fuhrt zu deren Aktivierung. Im Falle der ERK1 sind dies T202 und Y204, die
durch MKK1 phosphoryliert werden (Sturgill et al., 1988; Payne et al., 1991).

Dieses Wissen wird genutzt, um die ERK1/2-Aktivierung zu messen: Je mehr ERK1/2-
Proteine aktivierend phosphoryliert sind, desto groRer ist die ERK1/2-Aktivitat in einer
Probe. Die Aktivierung des ERK-Signalweges kann daher im Western-Blot nachgewiesen
werden, bei dem ein Primarantikdrper verwendet wird, der spezifisch die aktivierend
phosphorylierten ERK1/2-Proteine erkennt, nicht jedoch die unphosphorylierten.

Der hier verwendete Antikdrper (New England Biolabs) ist doppelt Phospho-spezifisch fur
Phospho-T202- und Phospho-Y204-ERK1/2 und erkennt die unmodifizierten Proteine
nicht. Er erfullt damit die genannten Voraussetzungen fur eine ERK1/2-Aktivitaitsmessung
per Western-Blot. Dabei ist eine spezifische Doppelbande zu erwarten, deren Lage dem
Molekulargewicht von ERK1 bzw. ERK2 von 42 kDa (p42) bzw. 44 kDa (p44) entspricht.
Dal} diese Banden diejenigen waren, die Phospho-ERK1 bzw. -ERK2 anzeigten, wurde
auf zwei Wegen sichergestellt: Zum einen tber den Vergleich der Bandenlage mit denen
von kommerziellen Positiv- und Negativkontrollen (New England Biolabs) und zum
anderen durch die Tatsache, daR diese Banden in eigenen Versuchen die einzigen

waren, die sich durch Insulin-Behandlung induzieren lieBen (nicht gezeigt).

Abbildung 4-8 zeigt das Ergebnis dieses Versuches. Insulin bewirkte bereits nach 15 min
eine starke Induktion der aktivierenden Phosphorylierung sowohl von ERK1 als auch von
ERK2: Die Induktion gegentuber den Losungsmittel-behandelten FTO-2B-Hepatomzellen
zu den Behandlungszeiten 15 min und 24 h betrug etwa das 6-fache. Bereits nach 30 min
Behandlungszeit fand man ein wieder abnehmendes, spezifisches Signal in beiden
Banden. Diese Abnahme setzte sich mit der weiteren Behandlung fort. Da bereits zum
ersten untersuchten Zeitpunkt das héchste Phosphorylierungssignal gemessen wurde, ist
es maglich, dal3 das reale Maximum der Phosphorylierung noch vor diesem Zeitpunkt lag
und 15 min nach Behandlungsbeginn bereits abgenommen hatte. Zusammenfassend

gesagt hatte Insulin einen aktivierenden Einfluf} auf den ERK-Signalweg.
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4.4 Aktivierung des ERK-Signalweges durch Apoptoseinhibitoren

Ein solches Bild einer Signalinduktion zeigte sich nicht bei Dexamethason- oder
Phenobarbital behandelten Zellen: Alle Phospho-ERK1- bzw. Phospho-ERK2-Signale
zeigten die mehr oder weniger gleiche Intensitét. Folglich hatten Dexamethason und
Phenobarbital keinen EinfluR auf den ERK-Signalweg.

SchlieR3lich fiel auf, daR das Signal der Phospho-ERK1 in allen Proben etwas starker zu
sein scheint als das der Phospho-ERK2.

Maximale Veranderung

. Induktion
Zeitpunkt [x-fach]
Phospho-ERK2:k o
Pospho-ERKI— M Wl WS S B o - _ _
Dexamethason - + + + + + o+ + -
t= 15min 15min30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h
Phospho-ERK2. -—
Phospho-ERK1 — .
. 15 min 6
Insulin - + + + + + + + -
t= 15min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h
Phospho-ERK2 - -
Phospho-ERK1 — i — — - _ _
Phenobarbital - + + + + + + o+ -
t= 15min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h

Abbildung 4-8: Western-Blot: Phosphorylierung von ERK1 und ERK2. FTO-2B-
Zellen wurden 24 h nach der Aussaat die angegebene Zeit (15 min bis 24 h) mit 10 nM
Dexamethason, 100 nM Insulin oder 2 mM Phenobarbital inkubiert. Je Behandlung
wurden zwei unabhangige Versuche durchgefiihrt. Je Spur wurden 40 pg Protein des
Gesamtzellhomogenats aufgetragen. Die Chemilumineszenzreaktion wurde mit CDP-Star
durchgefiihrt und mit einer CCD-Kamera detektiert, bis das Signal im Bereich der
spezifischen Bande der Sattigung nahe war. Gezeigt sind hier représentative Ergebnisse
mehrerer durchgefiihrter Western-Blots. Die Bandenlage zeigte ein Molekulargewicht von
ca. 42 bzw. 44 kDa an. Abkulrzungen und Symbole: t: Inkubationszeit; +: Behandlung mit
der angegebenen Substanz; -: Behandlung mit korrespondierendem L&sungsmittel.
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4 Ergebnisse

4.5  Aktivierung des JNK-Signalweges durch Apoptoseinhibitoren

Dem JNK-Signalweg wird nur unter ganz bestimmten Umstédnden eine antiapoptotische
Wirkung zugesprochen. Zumeist wird er mit der StreRantwort von Zellen oder mit der
Signaltransduktion von apoptotischen Signalen in Zusammenhang gebracht. Aufgrund
der vielfachen Quervernetzung verschiedenster Signalwege und den MAPK-Kaskaden
kann dieser Signalweg auch von antiapoptotischen Stimuli aktiviert werden (Whitmarsh
und Davis, 1996; Ip und Davis, 1998; Dhanasekaran und Reddy, 1998).

Eines der Substrate der JNK, der MAPK des JNK-Signalweges, ist das Protein c-Jun, das
durch JNK an spezifischen Serinylresten (S63 und S73) phosphoryliert (Adler et al., 1992;
Hibi et al., 1993; Derijard et al., 1994; Kyriakis et al., 1994) und damit als
Transkriptionsfaktor aktiviert wird (Binetruy et al., 1991; Smeal et al., 1991). Der
Nachweis der JNK-spezifischen Phosphorylierung im Western-Blot kann daher fir die
Bestimmung der Aktivierung des JNK-Signalweges herangezogen werden. Diese
Voraussetzungen werden von dem hier eingesetzten Priméarantikérper (New England
Biolabs) erfillt: Er erkennt c-Jun nur dann, wenn das Protein an S63 phosphoryliert
vorliegt. Im Western-Blot fuhrt dies zu einer spezifischen Bande, deren Lage dem
Molekulargewicht von ca. 50 kDa entspricht. DaR diese Bande diejenige war, die
Phospho-c-Jun anzeigte, wurde auf zwei Wegen sichergestellt: Zum einen Uber den
Vergleich der Bandenlage mit denen von kommerziellen Positiv- und Negativkontrollen
(New England Biolabs) und zum anderen durch die Tatsache, daR diese Bande in
eigenen Versuchen die einzige war, die sich durch Insulin-Behandlung induzieren liel3

(nicht gezeigt).

Abbildung 4-9 zeigt das Ergebnis der Untersuchung der c-Jun-Phosphorylierung als MaR3
der Aktivierung des JNK-Signalweges. Unter Insulin-Behandlung nahm die c-Jun-
Phosphorylierung bereits nach 15 min Behandlung zu und erreichte mit dem etwa
3.5-fachen des Signals der Kontrollprobe sein Maximum nach 30 min. AnschlieRend
nahm die Phosphorylierung des S63-Restes wieder ab, lag jedoch auch nach 24 h noch
Uber der der unbehandelten Kontrollprobe. Insgesamt zeigte Insulin damit eine

aktivierende Wirkung auf den JNK-Signalweg.

Dexamethason und Phenobarbital zeigten keinen erkennbaren Effekt auf die
S63-Phosphorylierung des c-Jun Proteins: In allen Spuren fanden sich etwa gleich starke
Antikorperbindungen. Weder Dexamethason noch Phenobarbital hatten demnach einen
EinfluB auf den JNK-Signalweg.
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4.5 Aktivierung des JNK-Signalweges durch Apoptoseinhibitoren

Maximale Veranderung
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Abbildung 4-9: Western-Blot: S63-Phosphorylierung von c-Jun als Maf fir die
Aktivitat der c-Jun N-terminalen Kinase (JNK). FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach der
Aussaat die angegebene Zeit (15 min bis 24 h) mit 10 nM Dexamethason, 100 nM Insulin
oder 2 mM Phenobarbital inkubiert. Je Behandlung wurden zwei unabhéngige Versuche
durchgefiihrt. Je Spur wurden 20 pg Protein des Gesamtzellhomogenats aufgetragen. Die
Chemilumineszenzreaktion wurde mit CDP-Star durchgefiihrt und mit einer CCD-Kamera
detektiert, bis das Signal im Bereich der spezifischen Bande der Sattigung nahe war.
Gezeigt sind hier reprasentative Ergebnisse mehrerer durchgefiihrter Western-Blots. Die
Bandenlage zeigte ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa an. Abkirzungen und Symbole:
t: Inkubationszeit; +: Behandlung mit der angegebenen Substanz; -: Behandlung mit
korrespondierendem L&sungsmittel.
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4 Ergebnisse

4.6  Aktivierung der Proteinkinase B (Akt/PKB) durch Apoptoseinhibitoren
Die antiapoptotische Wirkung von Akt/PKB ist in einer Vielzahl von Féallen gezeigt worden.
Es wurde eine Reihe von Mechanismen aufgeklart, Uber die Akt/PKB diese Wirkung
entfalten kann (Pap und Cooper, 1998 und zusammengefal3t in Khwaja, 1999). Es wird
daher angenommen, daf3 Substanzen, die zu einer Akt/PKB-Aktivierung flihren, auch
eine antiapoptotische Eigenschaft besitzen.

Wie auch bei anderen Proteinkinasen ist die Aktivierung der Akt/PKB mit der
Phosphorylierung spezifischer Aminoacylreste assoziiert. Dies sind im Falle der humanen
Aktl/PKBa T308 bzw. S473, die durch die katalytische Aktivitat der PDK1 bzw. der
hypothetischen PDK2 (Alessi et al., 1997) oder der MAPKAP Kinase 2 (Alessi et al.,
1996) phosphoryliert werden. Die Menge der phosphorylierten Akt/PKB kann im Western-
Blot mit einem dafir spezifischen Antikdrper nachgewiesen und so ihre Aktivitat analysiert
werden. Der hier verwendete Antikdrper (New England Biolabs) erkennt spezifisch nur die
an S473 phosphorylierte Form der humanen Aktl/PKBa und zeigt eine Kreuzreaktivitat
mit entsprechend phosphorylierten Homologen der Ratte (New England Biolabs), von

denen zumindest eine, ndmlich RAC-PKy/PKBY, kloniert wurde (Konishi et al., 1995).

Bei der Identifizierung der Phospho-Akt/PKB-spezifischen Bande ergab sich das Problem,
daB dafiir zwei etwa gleich starke Banden im Bereich des Molekulargewichts von ca.
60 kDa in Frage kamen. Aus der Tatsache, dall nur eine von beiden, die
niedermolekulare, induzierbar war, wurde geschlossen, dal} es sich hierbei um die
Phospho-Akt/PKB-spezifische Bande handelte.

Abbildung 4-10 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung der Akt/PKB-Phosphorylierung,
die fur ihre enzymatische Aktivierung indikativ ist. Im Falle der Insulin-Behandlung zeigte
sich eine kréaftige Zunahme des Signals, das in der 1-stlindig behandelten Probe maximal
ausgepragt war (ca. 30-fach gegenuber der Kontrolle) und anschlieRend wieder abnahm.
In allen Insulin-behandelten Proben war die Akt/PKB-Phosphorylierung deutlich starker
als in den beiden unbehandelten Kontrollproben nach 15 min und 24 h, in denen sich das
spezifische Signal kaum vom unspezifischen Hintergrundssignal abhob. Die knapp tber
der Phospho-Akt/PKB-spezifischen Bande liegende, nicht identifizierte Bande war in allen
Proben als schwaches Signal zu erkennen und zeigte keine Veranderung ihrer Intensitét.
Aus dem Vorhergehenden ergibt sich, daf3 Insulin eine sehr deutliche Aktivierung der
Akt/PKB bewirkte.
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4.6 Aktivierung der Proteinkinase B (Akt/PKB) durch Apoptoseinhibitoren

Im Gegensatz dazu zeigte sich in Dexamethason- und Phenobarbital-behandelten Zellen
keine erkennbare, wesentliche Verédnderung der Akt/PKB-Phosphorylierung: Die
spezifische Bande war hier in behandelten wie in unbehandelten Zellen etwa gleich
intensiv oder etwas schwacher als die nicht identifizierte Bande mit dem etwas hoheren
Molekulargewicht. Dexamethason und Phenobarbital hatten demzufolge keinen Einflu
auf die Aktivitat von Akt/PKB.

Maximale Veranderung

. Induktion
Zeitpunkt
P [x-fach]
Phospho-AKUPKBJp 1 T e .!” - -
Dexamethason - + - -
t=15min 15 min 30m|n 1h Zh 4h 8h 24h 24h
Phospho-Akt/PKB—Jp»
- w 1h 30
Insulin - + + + + + + + -
t= 15min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h
Phospho-Akt/PKB =
p > T T -
Phenobarbital - + + + + + + o+ -
t= 15min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h

Abbildung 4-10: Western-Blot: S473-Phosphorylierung von Akt/PKB. FTO-2B-Zellen
wurden 24 h nach der Aussaat die angegebene Zeit (15 min bis 24 h) mit 10 nM
Dexamethason, 100 nM Insulin oder 2 mM Phenobarbital inkubiert. Je Behandlung
wurden zwei unabhangige Versuche durchgefuhrt. Je Spur wurden 20 pg Protein des
Gesamtzellhomogenats aufgetragen. Die Chemilumineszenzreaktion wurde mit CDP-Star
durchgefiihrt und mit einer CCD-Kamera detektiert, bis das Signal im Bereich der
spezifischen Bande der Sattigung nahe war. Gezeigt sind hier reprasentative Ergebnisse
mehrerer durchgefiihrter Western-Blots. Die Lage der unteren, spezifischen Bande zeigte
ein Molekulargewicht von ca. 60 kDa an. Die Herkunft der knapp dariber liegenden
Bande konnte nicht ausgemacht werden. Abkirzungen und Symbole: t: Inkubationszeit;
+: Behandlung mit der angegebenen Substanz; -: Behandlung mit korrespondierendem
Lésungsmittel.
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4.7 Die Modulation des zelluldren Bax-Gehalts durch Apoptoseinhibitoren
Bax ist ein proapoptotisches Bcl-2-Protein. Das Hauptprodukt des bax-Gens ist Bax, mit
einem Molekulargewicht von etwa 21 kDa, das hier untersucht wurde. Es fordert die
Apoptose, indem es die Geschwindigkeit des Eintritts in die Apoptose erhdht und andere,
schiitzende Faktoren wie bcl-2-Uberexpression hemmt. Da es aufgrund seiner direkten
Wechselwirkung mit Bcl-2 entdeckt wurde, entstand die Meinung, da3 das Verhéltnis von
Bcl-2 zu Bax darlber entscheidet, ob eine Zelle apoptotisch abstirbt oder nicht (Oltvai et
al.,, 1993). Allgemeiner konnte das Verhéltnis antiapoptotischer zu proapoptotischen
Bcl-2-Proteinen entscheidend sein. Bax-Expression ist in Organen adulter M&use recht
weit verbreitet und wird auch in Hepatocyten der Maus gefunden (Krajewski et al., 1994a).
Homozygote bax-null-Mause sind vital und zeigen eine nahezu normale Entwicklung
(Knudson et al., 1995).

Die bax-Promoterregion beinhaltet vier Bindungsstellen fiir den Tumorsuppressor p53,
welcher infolge einer DNA-Schadigung mit ionisierenden Strahlen die bax-Expression
sehr schnell erhéht (zusammengefaldt bei Hale et al., 1996). Weitere Untersuchungen
legen nahe, daB3 es sich bei Bax selbst um einen Tumorsuppressor handelt und dal
dessen Mutation die Karzinogenese in Abwesenheit von p53-Mutationen beschleunigt
(Rampino et al., 1997; Yin et al., 1997).

Zur Aufklarung der molekularen Wirkung einer erhéhten Bax-Expression trugen in den
letzten Jahren eine ganze Reihe von Erkenntnissen bei. Bax induziert mitochondrialen
Schaden und Zelltod, selbst wenn Caspasen gehemmt sind. Bax verursacht den
Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials, PT-Porenéffnung und
die Freisetzung von Cytochrom c (z.B. Xiang et al., 1996; Wolter et al., 1997; Rossé et
al.,, 1998; Gross et al., 1998; Pastorino et al., 1998; Jirgensmeier et al., 1998). Dies
kénnte mit der Fahigkeit von Bax, lonenkanale zu bilden, zusammenhangen (Antonsson
et al., 1997; Schlesinger et al., 1997), wobei aber Bax erst in Kooperation mit ANT einen
Atractylosid-responsiven lonenkanal bildet (Marzo et al., 1998), was den Zusammenbruch
des Transmembranpotentials erkléren kdnnte. Bax fordert aulerdem den Durchtritt von
Cytochrom c durch das in der &uReren Mitochondrienmembran gelegene VDAC (Shimizu
et al., 1999), was seinerseits zur Aktivierung von Caspasen im Cytosol und zu Apoptose
fuhrt (Li, P. et al., 1997).

Bax wird im Laufe der TGF-B-induzierten Apoptose nicht induziert (Selvakumaran et al.,
1994). Daher ist eine Mdoglichkeit der Wirkung antiapoptotischer Substanzen die
Verminderung der Bax-Expression. Dies wirde das Verhaltnis der antiapoptotischen zu
den proapoptotischen Bcl-2-Proteinen zugunsten der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine
verschieben und somit eine verminderte Apoptoseneigung der Zellen bewirken. Dies
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wurde hier durch eine Western-Blot-Analyse untersucht. Der verwendete Bax-Antikorper
(Santa Cruz) erkennt spezifisch Bax und fuhrt im Western-Blot zu einem Signal, dessen
Lage das fur Bax zu erwartende Molekulargewicht von etwa 21 kDa anzeigt.

Abbildung 4-11 faRt die Ergebnisse der Untersuchungen zur Bax-Expression in FTO-2B-
Zellen zusammen. Man erkennt, daf3 keine der drei Substanzen Dexamethason, Insulin
oder Phenobarbital eine deutliche Auswirkung auf die Bax-Expression hatte: Die
Bandenstéarken von Proben behandelter Zellen und von Proben unbehandelter Zellen

waren jeweils etwa gleich.

Maximale Veranderung

Induktion

Zeitpunkt [x-fach]

Bax—} — — ——— T—. ———

Dexamethason - + + + + + + + -
t= 15min15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h
Bax—) — ——— — ——
Insulin - + + + + + + o+ - - -
t= 15min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h
Bax—} — — —— —_— = —_—
Phenobarbital - + + o+ + + + 4+ - - -

t= 15min 15min30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h

Abbildung 4-11: Western-Blot: Bax-Expression. FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach der
Aussaat die angegebene Zeit (15 min bis 24 h) mit 10 nM Dexamethason, 100 nM Insulin
oder 2 mM Phenobarbital inkubiert. Je Behandlung wurden zwei unabhéngige Versuche
durchgefihrt. Je Spur wurde 1 pug Protein des Gesamtzellhomogenats aufgetragen. Die
Chemilumineszenzreaktion wurde mit CDP-Star durchgefiihrt und mit einer CCD-Kamera
detektiert, bis das Signal im Bereich der spezifischen Bande der Sattigung nahe war.
Gezeigt sind hier représentative Ergebnisse mehrerer Western-Blots. Die Lage der
Bande zeigte ein Molekulargewicht von ca. 21 kDa an. Abkirzungen und Symbole:
t: Inkubationszeit; +: Behandlung mit der angegebenen Substanz; -: Behandlung mit
korrespondierendem L&sungsmittel.
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4.8 Die Modulation des zelluléren Bcl-x.-Gehalts durch
Apoptoseinhibitoren

Das bcl-x-Gen kann mit seinen beiden SpleilRvarianten Apoptose sowohl negativ (Bcl-x.,
27 kDa) als auch positiv (Bcl-xs, 19 kDa) regulieren (Boise et al., 1993). Unterschiedliche
Gewebe zeigen unterschiedliche Expressionen der beiden bcl-x-Formen. Die meisten
Gewebe exprimieren bcl-x,, aber Gewebe mit einer hohen Apoptoserate exprimieren
auch bcl-xs (zusammengefalit bei Hale et al., 1996). Hepatocyten der Maus zeigen keine
bis mittlere Immunoreaktivitat auf anti-Bcl-x-Antikdrper (Krajeweski et al., 1994b). Bcl-Xs-
mRNA konnte in keinem Mausgewebe nachgewiesen werden. Die mRNA von bcl-x.
dagegen ist auBer in Lymphknoten in allen adulten Geweben der Maus vorhanden und

wird dabei starker exprimiert als bcl-2 (Gonzélez-Garcia et al., 1994).

In bezug auf Krebs ist interessant, dal3 in spateren Phasen der Tumorentwicklung, in
denen man nach einem Anstieg wieder ein Absinken der Apoptoseraten findet, Bcl-x.
h&ufig starker exprimiert ist als zu Beginn des Prozesses. Diese Veranderung ist p53-
unabhangig (Naik et al., 1996).

Eine Vielzahl molekularer Mechanismen der antiapoptotischen Wirkung von Bcl-x_ wird

diskutiert, worauf in der Einleitung ausfuhrlich eingegangen wurde (s. Kap. 1.3.3).

Der hier verwendete Antikdrper erkennt die Proteine beider Spleil3varianten des bcl-x-
Transkripts. Jedoch wurde in keiner der analysierten Proben ein Bcl-xs-Signal gefunden,
weswegen auf eine Darstellung dieser Daten verzichtet wurde. AusschlieBlich Bcl-x,-
Signale sind hier gezeigt. Dabei wies der Antikdrper eine so ausgezeichnete Spezifitat

auf, dal auf dem gesamten Blot nur die hier gezeigten Signale erschienen.

In Abbildung 4-12 sind die Ergebnisse zusammengefalt, die zur Bcl-x.-Expression in
FTO-2B-Zellen erzielt wurden. Dabei féllt zunachst auf, daB einige der Blots eine
Doppelbande im fraglichen Molekulargewichtsbereich zeigen. Diese Doppelbande wird
auch von anderen Autoren gefunden (Krajewski et al., 1994b) und ruhrt vermutlich von
der Phosphorylierung des Bcl-x.-Proteins her. Und so, wie in dieser Arbeit nicht in allen
Blots eine Doppelbande gefunden wurde, so findet sich auch Literatur, in der nur eine
einfache Bande detektiert wurde (Gonzélez-Garcia et al., 1994).

Insulin und Phenobarbital zeigten sich in bezug auf die Bcl-x.-Expression weitgehend
neutral: Infolge der Inkubation mit diesen Substanzen veranderten sich die Bcl-x.-
spezifischen Signale nicht wesentlich.
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Maximale Veranderung

. Induktion
Zeitpunkt [x-fach]
Bel-x—Jp» e e e e ey e @D Swe Sw 4h 3
Dexamethason - + + + + + + -
t= 15min 15min 30min 1h 2h 4h 8h 24h 24h
Bcl-x;’ e ot D g DS o A B
Insulin - + + + + o+ +  + - - -
t= 15min 15min 30 min  1h 2h 4h 8h 24h 24h
Bcl-xL:) U Bs e — — '
Phenobarbital - + + + + + + + - - -
t= 15min 15min30 min 1h 2h 4h 8h 24h 24h

Abbildung 4-12: Western-Blot: Bcl-x.-Expression. FTO-2B-Zellen wurden 24 h nach
der Aussaat die angegebene Zeit (15 min bis 24 h) mit 10 nM Dexamethason, 100 nM
Insulin oder 2 mM Phenobarbital inkubiert. Je Behandlung wurden zwei unabhangige
Versuche durchgefuhrt. Je Spur wurde 1 pg Protein des Gesamtzellhomogenats
aufgetragen. Die Chemilumineszenzreaktion wurde mit CDP-Star durchgefuhrt und mit
einer CCD-Kamera detektiert, bis das Signal im Bereich der spezifischen Bande der
Séttigung nahe war. Gezeigt sind hier reprasentative Ergebnisse mehrerer Western-Blots.
Die Lage der Bande zeigte ein Molekulargewicht von knapp 30 kDa an. Abkuirzungen und
Symbole: t: Inkubationszeit; +: Behandlung mit der angegebenen Substanz;
-: Behandlung mit korrespondierendem Lésungsmittel.

Nur die Behandlung mit Dexamethason hatte eine deutlich Verédnderung der Bcl-x.-
Expression zur Folge: Ein Anstieg der Expression war bereits nach 1 h erkennbar und die
Expression erreichte ihren Hohepunkt in der Probe, die eine Behandlungszeit von 4 h
aufwies. In dieser Zeit hatte sich die Bcl-x_-Expression etwa verdreifacht. In der Folgezeit
blieb die Bcl-x.-Expression deutlich erhoht, auch nach 24 h Behandlung mit
Dexamethason zeigte sich gegeniiber den Kontrollproben ein deutlich starkeres Bcl-x.-
Signal.
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4.9 Zusammenfassung der Untersuchung allgemein antiapoptotischer
Mechanismen

Abbildung 4-13 faR3t die Ergebnisse zusammen, die bei der Untersuchung allgemeiner,
potentiell antiapoptotischer Mechanismen erhalten wurden, wie sie in den Kapiteln 4.4 bis
4.8 beschrieben sind.

Waéhrend fur Phenobarbital keine Anhaltspunkte fur den Mechanismus seines anti-
apoptotischen Potentials gefunden werden konnte, aktivierte Insulin die Signalwege der
Proteinkinasen ERK1/2, JNK und Akt/PKB, wogegen Dexamethason die Expression des
Apoptose-supprimierenden Bcl-x.-Proteins induzierte. Die Expression von Bax wurde
durch keine der drei untersuchten Substanzen beeinfluf3t.

Behandlung - + + + + + + + - | Maximale Anderung
. P Zeitpunkt | Induktion
Inkubationsdauer[h] % %% % 1 2 4 8 24 24 h] [x-fach]
Dexa S SHERSS AN & o - -
Phospho- —_—
ERK1/2 Insulin = Va 6
PE BB e - -
Phospho. %@ wlDen SRR~ — — - -
c-Junp Insulin SRS e w- vz 35
PB [l s o b e - .
Dexa *= = :msunsigs w8 - -
Phospho- .
Insulin -~ - 1 30
PKB/Akt -
PB " - - -
DEXA o s s s e S e ——— - -
Bax Insulin T - -
PB e s e e o e e . -
Dexa s s s s sae e e 4 3
Bel-x, INSUIIN i S S — - -
PB IBEE = - —— — ? - -
| | 1 | 1 | |

1 |
Abbildung 4-13: Zusammenfassung der an FTO-2B-Zellen erhaltenen Ergebnisse
zur Aktivierung von Proteinkinasen und zur Expression von Proteinen der Bcl-2-
Familie. Abklrzungen: Dexa: Dexamethason; PB:Phenobarbital.
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4.10 Bedeutung der Cytochrom c-Freisetzung in der TGF-B-induzierten
Apoptose

Die Freisetzung von Cytochrom c (Liu et al., 1996) aus dem Intermembranraum des
Mitochondriums ins Cytosol fuhrt zur Aktivierung von Caspasen und damit zu Apoptose
(Li, P. et al., 1997). Sie scheint mit der Freisetzung anderer Proteine einherzugehen, die
daraufhin ihr proapoptotisches Potential entfalten kbnnen (Susin et al., 1996; Mancini et
al., 1998; Susin et al., 1999a; Susin et al., 1999b). Das proapoptotische Potential des
Cytochrom c scheint dabei darin zu bestehen, dal} es zun&chst zu einer Aktivierung der
Caspase-9 fuhrt, die ihrerseits weitere, ihr nachgeschaltete Pro-Caspasen aktiviert, u.a.
auch Pro-Caspase-3 (Li, P. et al., 1997; Bossy-Wetzel et al., 1998). Sollte der Prozel3 der
Relokalisation des Cytochrom c bei der Aktivierung der Pro-Caspase-3 in FTO-2B-Zellen
eine bedeutende Rolle spielen, so war mit ihr gleichzeitig mit oder bereits vor der
Aktivierung von Pro-Caspase-3 zu rechnen, also spatestens nach 12 h: Zu diesem
Zeitpunkt wurde unter den Bedingungen, die auch in den hier durchgefuhrten Versuchen
galten, Caspase-3-ahnliche Enzymaktivitat gemessen (Buchmann et al., 1999).

Eine Freisetzung von Cytochrom ¢ wurde in zahlreichen zellularen Systemen beobachtet,
so daB anfangs vermutet wurde, es konnte sich hierbei um einen universellen
Mechanismus der Apoptoseinduktion handeln. Sehr bald jedoch wurde festgestellt, daR
es vom eingesetzten Apoptoseinduktor und vom Zelltyp abhéngig ist, ob unter Apoptose
eine Freisetzung von Cytochrom c auftritt (Tang et al., 1998b). Daher war es zun&chst
notwendig zu kléren, ob die Cytochrom c-Freisetzung bei TGF-B-induzierter Apoptose der
FTO-2B-Zellen eine Rolle spielt. Als Positivkontrolle diente dabei die Staurosporin-
induzierte Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien von Jurkat-T-Zellen, die aus
der Literatur bekannt war (z.B. Bossy-Wetzel et al., 1998).

Zum Nachweis der Cytochrom c-Freisetzung aus dem Intermembranraum des
Mitochondriums in das Cytosol wurde zunéchst eine Zellfraktionierung durchgefihrt, bei
der nach AufschluR der Zellen Kerne und Zellfragmente entfernt und anschlieRend die
Mitochondrienfraktion vom Cytosol getrennt wurde (s. Kap. 3.4). Diese beiden Fraktionen
wurden anschlie@end im Western-Blot auf ihren jeweiligen Cytochrom c-Gehalt
untersucht (s. Kap. 3.5).

In Abbildung 4-14 (oben) ist das Ergebnis der Western-Blot-Untersuchung der Cytochrom c-
Freisetzung in Jurkat J16-T-Zellen dargestellt. In unbehandelten Zellen fand sich in der
Cytosolfraktion nach 2 h und nach 4 h nur eine sehr geringe Menge an Cytochrom c.
Dagegen befand sich in der Cytosolfraktion der mit 2.5 pM Staurosporin behandelten
Jurkat-Zellen bereits nach 2 h eine etwas erhéhte Cytochrom c-Menge, die mit
zunehmender Behandlungszeit (4 h und 6 h) sukzessive zunahm. Das inverse Ergebnis
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wurde fiir die Mitochondrienfraktion erhalten: Im Vergleich zu den zur Kontrolle 2 h und
4 h mit Losungsmittel behandelten Zellen zeigten die mit 2.5 pM Staurosporin
behandelten Mitochondrien der T-Zellen schon nach 2 h einen etwas geringeren Gehalt
von Cytochrom c, der nach 4 h und 6 h Behandlungszeit weiter deutlich abnahm.

Jurkat J16

Staurosporin - - + o+ +
t= 2h 4h 2h 4h 6h
| | | I |
Cytosol s <— Cyt.c
I | [ I [
e < Cyt.c

Mitochondrien

FTO-2B

TGF-p - - + + + + +
t= 16h 24h 4h 8h 12h 16h 24h
I I I I I | |

Cytosol - e e <+ Cytc

I I I I I I I
Mitochondrien S s oo S G G s < Cyt.c

| | | | | | |

Abbildung 4-14: Western-Blot: Cytochrom c in Cytosol- und Mitochondrienfraktion.
Jurkat J16- bzw. FTO-2B-Zellen wurden die angegebene Zeit (2 h bis 6 h bzw. 4 h bis
24 h) mit 2.5 pM Staurosporin bzw. 5 "/ TGF-B inkubiert. 150 pg Protein der
Cytosolfraktion wurden aufgetragen. Von der Mitochondrienfraktion wurden 10 % bzw.
20 % desjenigen Anteils an der Gesamtfraktion aufgetragen, der von der Cytosolfraktion
aufgetragen wurde. Die Chemilumineszenzreaktion wurde mit CDP-Star durchgefuhrt und
mit einer CCD-Kamera solange detektiert, bis das Signal im Bereich der spezifischen
Bande der Sattigung nahe war. Die Bandenlage der unteren, spezifischen Bande zeigte
ein Molekulargewicht von ca. 12 kDa an. Abkurzungen und Symbole: t: Inkubationszeit;
Cyt.c: Cytochrom c; +: Behandlung mit 2.5 puM Staurosporin (Jurkat J16) bzw.
5 "/ TGF-B (FTO-2B); -: Behandlung mit Lésungsmittel.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Cytochrom c-Freisetzung an FTO-2B-Zellen sind
in Abbildung 4-14 unten gezeigt. Hier wurde deutlich, daB sich die deutlichen Effekte
einer Cytochrom c-Relokalisation, wie sie in Jurkat J16-Zellen gefunden wurde, in FTO-

2B-Zellen nicht zeigten. In der Cytosolfraktion nahm der Cytochrom c-Gehalt nicht auf ein
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Vielfaches des Gehalts in unbehandelten Proben zu und die Mitochondrienfraktion verlor
durch die TGF-B-Behandlung nicht den GroRteil des Cytochrom c, wie es in den

Staurosporin-behandelten T-Zellen der Fall war.

Zur weiteren Veranschaulichung der unterschiedlichen Ergebnisse an Jurkat- und an
FTO-2B-Zellen (s. Kap. 6.2.4, Tab. 9) wurde aus den Signalstarken der Cytochrom c-
Banden der Cytosol- und der Mitochondrienfraktion der Quotient gebildet und in einem
Diagramm dargestellt (Abb. 4-15). Dabei zeigte sich, daf? sich dieses Verhaltnis in TGF-3-
behandelten FTO-2B-Zellen im Durchschnitt schwach, aber signifikant erhdhte

(ca. 3-fach, p<0.03), aber keinen Anstieg mit zunehmender Behandlungsdauer zeigte.

Cytochrom c-Relokalisation

80

70
K2
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©
=
5 50
2>
©
c 40
2
%)
9 30
2>
8 20
Q

10

i [stttest 34 i —r— ]
2h 4h 2h 4h 6h 16h 24h 4h 8h 12h 16h 24h
Staurosporin - - + o+ o+ - + + + + + TGFB
Jurkat J16 FTO-2B

Abbildung 4-15: Signalverhaltnis der Cytochrom c-Banden. Die Signalstéarke der
Banden (Abb. 4-14) wurde quantifiziert (s. Kap. 3.5.7) und das Verhaltnis des
cytosolischen Signals zu dem der Mitochondrienfraktion gebildet. Die aus Jurkat J16-
bzw. FTO-2B-Zellen erhaltenen Verhaltnisse wurden normiert, indem sie zu dem Wert der
unbehandelten Zellen nach 2 h (Jurkat J16) bzw. 16 h (FTO-2B) ins Verhéltnis gesetzt
wurden (relatives Signalverhaltnis). Symbole: +: Behandlung der Zellen mit 2.5 uM
Staurosporin (Jurkat J16) bzw. 5 "/, TGF-B (FTO-2B); -: Kontrolloehandlung mit
Lésungsmittel.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob im Apoptosemechanismus von
Hepatomzellen ein universeller Angriffspunkt fir Tumorpromotoren existiert. Ein solcher,
universeller Angriffspunkt wirde einen exzellenten, biologischen Endpunkt eines
Testsystems auf tumorpromovierende Eigenschaften einer Substanz darstellen.

Als biologisches Modell fur diese Untersuchung diente die TGF-B-induzierte Apoptose
von Hepatomzellen. TGF-f3 selbst kann in hepatischen Systemen der Ratte aufgrund
seiner proapoptotischen (Oberhammer et al., 1992; Fukuda et al., 1993; Sanchez et al.,
1996; Fan et al., 1996; Yamamoto et al., 1998; Buchmann et al., 1999) und antimitogenen
Wirkungen (Sporn et al., 1986; Carr et al., 1986; McMahon et al., 1986; Wollenberg et al.,
1987; Russell et al., 1988; Thoresen et al., 1992; Roberts und Sporn, 1990; Massagué et
al.,, 1990) tumorsupprimierende Eigenschaften entfalten. Bestéatigt wird die Hypothese,
TGF-B sei ein Tumorsuppressor in der Leber von Nagern (Tang et al.,, 1998a), durch
Untersuchungen, die zeigten, dall der TGF-B-Signalweg im Laufe der Kanzerogenese
gehemmt oder ganz abgestellt wird. Dies scheint, durch ganz unterschiedliche molekulare
Mechanismen verursacht, auch in verschiedenen anderen Geweben der Fall zu sein.
Gehemmt wird der TGF-f-Signalweg in Tumorzellen durch die Hemmung der fir die
biologische Aktivierung notwendigen Prozessierung des TGF-B-Proteins (Jirtle et al.,
1994; Sue et al., 1995; De Souza et al., 1995), durch Mutation des TGF-B-spezifischen
Rezeptors (Garrigue-Antar et al., 1995; Markowitz et al. 1995) bzw. durch dessen
verminderte Expression (Inagaki et al., 1993; Reisenbichler et al., 1994; Sue et al., 1995;
Bedossa et al., 1995; Kiss et al., 1997) oder durch eine Hemmung auf Ebene der Smad-
Proteine (Hahn et al., 1996), die die intrazellulare, transkriptionelle TGF-B-Antwort
vermitteln (Zhang und Dernyck, 1999).

Tumorpromotoren foérdern die Kanzerogenese, indem sie in Tumorvorlauferzellen das
Gleichgewicht von Zellteilung und Zelltod so storen, dal3 Zellteilung uUberwiegt. |hre
biologische Wirkung ist dabei der des TGF- in Hepatocyten genau entgegengesetzt:
Tumorpromotoren regen diese Zellen zu schnellerer Zellteilung an, hemmen deren
Apoptose oder wirken Uber einen Synergismus beider Effekte. Auf diese Weise erhélt die
initiierte Zelle einen Selektionsvorteil gegenuber unverénderten Zellen (Schulte-Hermann
et al.,, 1981; Schulte-Hermann et al., 1983; Schulte-Hermann et al., 1990; Lucier et al.,
1991; Bayly et al., 1994; Stinchcombe et al., 1995, Kolaja et al.,, 1996a). Viele
Untersuchungen zur Kanzerogenese und zur Tumorpromotion wurden an der Leber
durchgefiihrt, weil sich in ihr die Nachkommen initiierter Zellen bereits in frihen
Entwicklungsstadien morphologisch und funktionell recht gut charakterisieren lassen
(Schulte-Hermann, 1985).
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5.1 Die antiapoptotische Aktivitit von Dexamethason, Insulin,
Phenobarbital und Dieldrin

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt verschiedener Substanzen auf die durch
TGF-B-induzierte Apoptose von FTO-2B-Hepatomzellen mittels DurchfluBcytometrie
bestimmt. Dazu wurden die Zellen zunachst in einem hypotonen, Detergenzien-haltigen
Puffer inkubiert, der Propidiumiodid enthielt. Dadurch wurden die Kerne aus den Zellen
freigesetzt, deren DNA daher durch Interkalation des Propidiumiodids markiert werden
konnte. Der DNA-Gehalt der so gefarbten Kerne konnte dann aufgrund der fluorogenen
Eigenschaften des Propidiumiodids in einem Cytofluorometer analysiert werden. Diese
Methode von Fried et al. (1978) zur Analyse des DNA-Gehalts wurde speziell fur adhérent
wachsende Zellen entwickelt, wie es auch die Zellen der hier untersuchten Hepatomlinien
FTO-2B und HepG2 sind. Nicoletti et al. (1991) entwickelten auf Grundlage dieser Arbeit
eine Methode, Apoptose zu analysieren. Dabei machten sie sich die Tatsache zunutze,
daR Kerne apoptotischer Zellen aufgrund der im Apoptose-Prozeld aktivierten DNasen
einen geringeren DNA-Gehalt aufweisen als Kerne aus Zellen nicht-apoptotischer
Herkunft. Im Histogramm des DNA-Gehalts einer Probe von apoptotischen Zellen
erscheint deshalb ein Signal unterhalb des diploiden Signals von Zellen, die ruhen oder
sich nach einer Mitose auf eine weitere Runde der DNA-Replikation vorbereiten (Go/G;-
Phase). Dieses subdiploide Signal kann quantifiziert werden und liefert damit ein MaR fir
die Zahl apoptotischer Zellen in einer Probe.

Die Ergebnisse dieser Arbeit an FTO-2B-Zellen bestétigen die Ergebnisse friherer
Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe hinsichtlich der Apoptose-hemmenden
Eigenschaften aller vier hier untersuchten Substanzen, namentlich von Dexamethason,
Insulin, Phenobarbital und Dieldrin (Buchmann et al., 1999). Die Messung subdiploider
Kerne im Cytofluorometer scheint daher als schnelle und empfindliche Methode zur
Apoptosebestimmung geeignet zu sein.

Eine kuirzlich erschienene Untersuchung bestétigt die von uns gefundene,
antiapoptotische Wirkung von Dexamethason in Rattenhepatomzellen (Yamamoto et al.,
1998). Von einer antiapoptotischen Wirkung in der Leber in vivo oder einer
tumorpromovierenden Wirkung des Dexamethason in diesem Organ ist bisher nichts
bekannt.

Die Apoptose-hemmende Wirkung von Insulin in der Leber wurde bisher vor allem in
Arbeiten an Hepatomzellen des Menschen gezeigt (Chuang et al., 1994; Tanaka und
Wands, 1996; Chen et al., 1997). Wir konnten diese Wirkung auch an Hepatomzellen der
Ratte zeigen (Buchmann et al., 1999). Eine tumorpromovierende Eigenschaft von Insulin

in der Rattenleber ist bisher nicht bekannt.
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Die tumorpromovierende Eigenschaft von Phenobarbital (Peraino et al., 1971) in der
Leber von Nagern, die bei chronischer Behandlung beobachtet wird (Rossi et al., 1977;
Butler et al., 1978, Kitagawa et al., 1980, Goldsworthy et al., 1984), wurde mit dessen
antiapoptotischer Wirkung in der Rattenleber in Verbindung gebracht (Bursch et al., 1984;
Schulte-Hermann et al., 1990). In dieser Arbeit wurde der Apoptose-supprimierende

Phenobarbital-Effekt auch in vitro gezeigt.

Auch Dieldrin ist ein nicht gentoxisches Hepatokarzinogen (Ashwood-Smith, 1981), das
vermutlich als Tumorpromotor aktiv ist (Tennekes et al., 1981; Tennekes et al., 1982;
Kolaja et al., 1996b). Wéhrend die hepatokarzinogene Wirkung von Dieldrin bei der Maus
bereits haufig beschrieben werden konnte, ist die Datenlage bei der Ratte widerspuchlich
(Fitzhugh et al.,, 1964; Ito et al, 1983), wobei zumeist in der Ratte kein
hepatokarzinogener Effekt gefunden wurde. Eine Hemmung der Apoptose in der

Rattenleber durch Dieldrin wurde in vivo bisher nicht beschrieben.

Insgesamt kann auch aufgrund der generellen Problematik bei der Ubertragung von
in vitro-Daten auf in vivo-Systeme aus den hier gewonnenen Daten kein direkter
Zusammenhang zwischen antiapoptotischer Wirkung in vitro und tumorpromovierender

Eigenschaft in vivo hergeleitet werden.
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5.2 Der antimitogene Effekt von TGF-B und dessen Modulation durch
Apoptoseinhibitoren

TGF-B wirkt in Hepatocyten durch einen Block des Zellzyklus an der G;/S-Grenze
antimitogen (Inagaki et al., 1993; Alevizopoulos und Mermod, 1997) und diese Wirkung
geht haufig im Laufe der Kanzerogenese verloren (Jirtle et al., 1994; Reisenbichler et al.,
1994; Sue et al., 1995; De Souza et al., 1995; Bedossa et al., 1995; Kiss et al., 1997).

Die antimitogene Wirkung von TGF-B scheint durch die Regulation der Expression
verschiedener Gene vermittelt zu werden: Inhibitoren Cyclin-abhéngiger Kinasen (Cdk,
cyclin dependent kinase) werden in Folge von TGF-f3 verstarkt exprimiert, wahrend
verschiedene Cycline und Cdk reprimiert werden (zusammengefat bspw. in
Alevizopoulos und Mermod, 1997). All dies tragt zur Hemmung des G,/S-Ubergangs bei
(Sherr, 1996).

Der Verlust der antimitogenen TGF-B-Zellantwort im Laufe der Hepatokarzinogenese
wurde mit verschiedenen Fehlfunktionen im TGF-B-Signalweg in Verbindung gebracht:
Die Aktivierung des latenten TGF-B-Komplexes wird durch eine geringere Aktivitat des
M6P/IGF2-Rezeptors reduziert oder die Expression der TGF-B-Rezeptoren ist vermindert
(Jirtle et al., 1994; Reisenbichler et al., 1994; Sue et al., 1995; De Souza et al., 1995;
Bedossa et al., 1995; Kiss et al., 1997).

Hier sollte untersucht werden, ob eine antimitogene TGF-B-Wirkung mit dessen
Apoptose-induzierender Eigenschaft mechanistisch zusammenhangt. Dazu wurden zwei
Zellinien untersucht: FTO-2B und HepG2. Von FTO-2B-Zellen war bekannt, daf3 sie
infolge einer TGF-B-Behandlung Apoptose aufweisen, wahrend sich HepG2-Zellen in
dieser Hinsicht resistent gegenuber TGF-f3 zeigen (Gressner et al., 1997; Huang et al.,
1998).

Die FTO-2B-Linie reagierte auf TGF-B mit einem gesteigerten Anteil ihrer Zellen in der
Go/G1-Phase und scheint daher fiir die antimitogene Wirkung des TGF-f3 empfénglich zu
sein. HepG2-Zellen hingegen zeigten in Ubereinstimmung mit der Literatur (Chapekar et
al., 1989) keine erkennbare Verschiebung der Zellzyklusverteilung. Demzufolge sind die
Ergebnisse an FTO-2B- und HepG2-Zellen dahingehend konsistent, dal es einen
mechanistischen Zusammenhang zwischen TGF-B-induzierter Apoptose und dessen
antimitogener Wirkung geben konnte, da diese Effekte nicht getrennt voneinander
beobachtet wurden.

Vorangegangene Untersuchungen hatten ergeben, dal FTO-2B-Zellen nach TGF-(-
Gabe nicht zu einem bestimmten Zeitpunkt gemeinsam in die Apoptose eintraten,

sondern dal sich die Zahl der apoptotischen Zellen mit zunehmender Behandlungsdauer
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erhohte. Eine Hypothese zur Erklarung dieser Beobachtung war die, da im Zyklus der
Zellteilung bestimmte Phasen existieren, in denen die Zellen besonders sensitiv fiir die
Apoptoseinduktion durch TGF-f sind. Das sukzessive Erreichen dieser sensitiven Phasen
durch das Fortschreiten der Zellen im Zellteilungszyklus kénnte deren asynchrones
Eintreten in die Apoptose erklaren. Antiapoptotische Substanzen kdnnten deshalb Uber
eine Anreicherung von Zellen in weniger sensitiven Zellzyklusphasen wirksam werden.
Eine deutliche Verschiebung des Zellzyklus durch Dexamethason, Insulin, Phenobarbital
und Dieldrin konnte allerdings nicht beobachtet werden. Weitere Versuche zur
Zellsynchronisierung in unserer Arbeitsgruppe scheinen zu bestatigen, dafd Zellen nicht in
einer spezifischen Zellzyklusphase in die Apoptose eintreten und da? Apoptoseinhibitoren
vermutlich nicht dadurch wirksam werden, daR sie das Eintreten von Zellen in eine

besonders Apoptose-sensitive Zellzyklusphase verhindern.

Neben der Hemmung der Apoptose kann auch die Férderung der Zellteilung initiierter
Zellen zur Tumorpromotion beitragen (Schulte-Hermann et al., 1981; Schulte-Hermann et
al., 1983; Schulte-Hermann et al., 1990; Lucier et al., 1991; Kolaja et al., 1996a).

Die Untersuchung des Zellzyklus versprach daher Hinweise zur Beantwortung weiterer
Fragen. Erstens: Wirken die vier untersuchten, antiapoptotischen Substanzen mitogen
oder antimitogen? Ein mitogener Effekt wirde auf eine zusatzliche, tumorpromovierende
Eigenschaft hindeuten, ein antimitogener Effekt dagegen konnte einen Hinweis darauf
geben, warum eine Substanz trotz Apoptose-hemmender Wirkung bisher nicht als
Tumorpromotor auffiel. Zweitens: Kénnen antiapoptotische Substanzen die antimitogene
Wirkung von TGF-B zumindest partiell aufheben? Die Antwort auf diese zweite Frage
konnte Hinweise auf den mechanistischen Zusammenhang von apoptotischer und

antimitogener TGF-B-Antwort erbringen.

Die getesteten antiapoptotischen Substanzen zeigten unterschiedliche Wirkungen auf
den Zellzyklus von FTO-2B-Zellen.

Dexamethason bewirkte in Ubereinstimmung mit der Literatur (Yamamoto et al., 1998)
einen Anstieg der Zellen in der Go/G;-Phase und eine Abnahme in der S-Phase, was fiir
eine antimitogene Wirkung charakteristisch ist. Dieser Effekt schien auRerdem von einer
TGF-B-Behandlung unabhéngig zu sein. Sollte dieser Dexamethason-Effekt auch in vivo
auftreten, konnte dies einem tumorpromovierenden, antiapoptotischen Effekt dieser

Substanz zuwider laufen.

Dieldrin dagegen fiihrte zu einer Zunahme an Zellen in der G,/M-Phase. Aul3erdem
verhinderte Dieldrin die Veranderung der Zellzyklusverteilung durch TGF-B, was auf ein

Potential zur Hemmung einer antimitogenen TGF-B-Wirkung hinweisen kdénnte. Sollte
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sich das in vivo bestatigen lassen, konnte eine solche Dieldrin-Wirkung zu dessen

tumorpromovierendem Potential beitragen.

Insulin und Phenobarbital verhielten sich in Bezug auf die Zellzyklusverteilung von FTO-
2B-Zellen vollig indifferent und zeigten in dieser Hinsicht auch keinen signifikanten Einflul3
auf die Wirkung von TGF-p.

Diese Ergebnisse zeigen, dal TGF-B-induzierte Apoptose und Zellzyklusverteilung durch
Dexamethason, Phenobarbital, Insulin und Dieldrin in unterschiedlicher Weise beeinfluf3t
werden: Wéhrend alle vier untersuchten Substanzen Apoptose supprimieren, war die
Wirkung auf den Zellzyklus véllig uneinheitlich. Zusammengefa3t kann daher gesagt
werden, dalR die Inhibiton der von TGF-B verursachten Verschiebung der
Zellzyklusverteilung im Sinne einer antimitogenen Wirkung keine allgemeine Eigenschaft
von Apoptose-supprimierenden Agenzien zu sein scheint.
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5.3 Untersuchung des Smad-Signalweges

Uber den Smad-Signalweg (Zhang und Derynck, 1999) wird méglicherweise sowohl die
antimitogene als auch die apoptotische TGF-B-Wirkung vermittelt (Atfi et al., 1997). Er
stellt damit einen der mdglichen, oben angesprochenen Angriffspunkte Apoptose-
inhibierender Substanzen dar. In dieser Arbeit wurde mittels eines Reportergentests die
Aktivierung des Smad-Signalwegs gemessen. Dabei fand ein Reportergenplasmid
Verwendung, das im Promotorbereich des firefly-Luciferasegens mehrfache Kopien eines
Smad-responsiven DNA-Elements enthielt (Jonk et al., 1998).

Sowohl die Zellen der Linie FTO-2B als auch, in Ubereinstimmung mit der Literatur (Jonk
et al., 1998), HepG2-Zellen wiesen eine Aktivierung des Smad-Signalweges auf. Da
TGF-B proapoptotische und antimitogene Zellantworten in FTO-2B-Zellen bewirkte,
dagegen beides nicht in HepG2-Zellen, liegt der SchluR nahe, daR in HepG2-Zellen
sowohl der apoptotische als auch der antimitogene Signalweg unabhangig von einer
Smad-Aktivierung gehemmt ist. Im Falle der apoptotischen Wirkung konnte dies durch
eine erhdhte Expression des bcl-2-Gens in HepG2-Zellen vermittelt werden (Huang und
Chou, 1998).

Um AufschluB dariber zu erhalten, wie die in dieser Arbeit eingesetzten
Apoptoseinhibitoren auf den Smad-Signalweg wirken, wurde dessen Aktivierung unter
Behandlung mit einer Kombination von Apoptoseinhibitor und TGF-f untersucht. Dabei
stellte sich heraus, daB lediglich Insulin eine signifikante Reduktion der TGF-B-induzierten
Aktivierung des Smad-Reportergens bewirkte, wéhrend Dexamethason, Phenobarbital
und Dieldrin diese sogar eher noch verstérkten. Es ist daher auszuschlief3en, daR die drei
letzteren Substanzen ihre antiapoptotische Wirkung vor oder auf der Ebene des Smad-
Signalweges austben. Insulin wirkt vermutlich Uber eine Aktivierung von ERK-
Proteinkinasen, welche die fur die TGF-B-spezifische, transkriptionelle Genregulation
zustandigen Smad-Proteine 2 und 3 an spezifischen Aminoacylresten phosphorylieren

und so im Cytosol zuriickhalten (Kretzschmar et al., 1999).

Obwohl die Hemmung des Smad-Signalweges durch Insulin die antiapoptotische Aktivitat
des Hormons erklaren konnte, ist bemerkenswert, dafd in FTO-2B-Zellen keine Interferenz
von Insulin mit TGF-B auf Ebene des Zellzyklus festgestellt werden konnte. Auch eine
Behandlung mit Insulin alleine hatte keine Auswirkung auf die Zellzyklusverteilung. Dafur
kann es zwei Erklarungen geben: Entweder liegt die Schwelle des Smad-Signalweges fur
die antimitogene Wirkung noch unterhalb der verbliebenen Smad-Aktivitat unter Insulin-
Kombinationsbehandlung. Dies stiinde in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, daR

TGF-B mitogene Effekte von Wachstumsfaktoren iberwinden kann (Carr et al., 1986).
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Alternativ konnte die antimitogene Wirkung des TGF-B in FTO-2B-Zellen unabhéngig

vom Smad-Signalweg sein.

Es ist allerdings unwahrscheinlich, daf3 die antiapoptotische Insulinwirkung allein durch
eine Hemmung des Smad-Signalwegs vermittelt wird. In kinetischen Untersuchungen zu
dieser Wirkung wurde beobachtet, dal die volle antiapoptotische Wirkung von Insulin
auch dann noch auftritt, wenn das Hormon 16 h nach TGF-p zugegeben wird (Buchmann
et al., 1999). Dabei durfte eine Hemmung der transkriptionellen Aktivierung von
Zielgenen, die durch Smad-Proteine vermittelt wird, keine bedeutende Rolle mehr spielen,
da zu diesem Zeitpunkt die transkriptionelle Antwort auf TGF-B zumindest groRtenteils
abgeschlossen sein sollte. Daflr sprechen Ergebnisse von Vindevoghel et al. (1998), die
zeigten, daB sich der spezifische Transkriptionskomplex bereits 3 h nach Beginn der
TGF-B-Behandlung vom Promotor des humanen Collagen Typ VII-Gens geldst hatte
sowie eigene Untersuchungen, die zeigten, dal? nach 8 h TGF-B-Inkubation bereits ein
GroRteil der TGF-B-induzierten Reportergenaktivierung erfolgt war und zu spéateren
Zeitpunkten nur noch eine vergleichsweise geringe, zusétzliche Reportergeninduktion zu
beobachten war. Schlie3lich scheint Insulin in Hep3B humanen Hepatomzellen Apoptose

unabhangig von der Hemmung der Smad-Aktivitat zu inhibieren (Chen et al., 1998).

Unter der Voraussetzung, daR der Smad-Signalweg sowohl die apoptotische als auch die
antimitogene Wirkung von TGF-B vermittelt (Atfi et al.,, 1997), laBt sich aus den
vorliegenden Daten dieses und des vorhergehenden Kapitels zusammenfassend
schlieBen, daR der Eingriff Apoptose-supprimierender Substanzen in den TGF-3-
Signalweg vermutlich erst nach der Aktivierung des Smad-Signalweges und erst nach der

Trennung der apoptotischen und der antimitogenen TGF-B-Signalwege erfolgt.
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5.4  Aktivierung von Proteinkinasen

Die Aktivierung von Proteinkinasekaskaden fihrt in verschiedenen Zellsystemen zu anti-
apoptotischen Wirkungen. Suppression von Apoptose durch die in dieser Arbeit
untersuchten Verbindungen kénnte demzufolge durch Aktivierung der entsprechenden
Signalwege vermittelt werden. Im einzelnen wurden ERK1/2-, JNK- und AKt/PKB-
abhangige Signalwege untersucht.

5.4.1 Aktivierung des ERK-Signalweges

Dem ERK-Signalweg werden mitogene (Kerkhoff und Rapp, 1998) und antiapoptotische
(Xia et al., 1995; Kinoshita et al., 1995a; Kinoshita et al., 1995b; Leverrier et al., 1995;
Chao et al, 1997) Wirkungen zugesprochen. Somit ist dessen Aktivierung eine

Mdglichkeit, wie Apoptoseinhibitoren ihre Wirkung entfalten kénnten.

Bekannte Aktivatoren des Ras/Raf/ERK-Weges sind vor allem Wachstumsfaktoren. Der
Eintritt in diesen Signalweg kann Uber eine grofRe Anzahl verschiedener Molekile
erfolgen (Whitmarsh und Davis, 1996; Sugden und Clerk, 1997) und Ras seinerseits fuhrt
zur Aktivierung einer Vielzahl weiterer Signalwege (Campbell et al., 1998).

Von den drei untersuchten Substanzen war lediglich Insulin in der Lage, die
Proteinkinasen ERK1/2 zu aktivieren. Der Zeitpunkt mit der hdéchsten gemessenen
ERKZ1/2-Aktivierung lag bei 15 min nach Behandlungsbeginn. Nach diesem Mef3zeitpunkt
nahm das Signal deutlich ab. Die starkste Signalinduktion betrug das 6-fache gegentber

den unbehandelten Kontrollproben.

Diese Beobachtung steht in Einklang mit der Literatur zur Insulinwirkung. Nach Bindung
von Insulin an seinen Rezeptor (IRK) ist dieser in der Lage, sich selbst an Tyrosinresten
zu phosphorylieren. Die so gebildeten SH2- und PTB-Bindungsstellen werden von einer
Vielzahl von Adapterproteinen erkannt, die infolge ihrer Bindung an den aktiven IRK das
Insulinsignal weiterleiten. Die Aktivierung des Ras/Raf/ERK-Signalweges wird dabei tUber
die Molekille Shc2, Grb2 und SOS vermittelt, wodurch zunachst die GTPase Ras aktiviert
wird. Dies fuhrt seinerseits zur Aktivierung weiterer Signalmolekile, u.a. der
Proteinkinasen Raf, ERK1 und ERK2 (White, 1998; Ogawa et al., 1998; Ceresa und
Pessin, 1998; Avruch et al., 1998).

Eine antiapoptotische Eigenschaft dieses Signalweges konnte mit der Phosphorylierung
von BAD erklart werden: Bcl-2 geleitet Raf-1 (eine MKKK) zum Mitochondrium, wo diese
die Phosphorylierung von BAD bewirkt. Dies hemmt dessen proapoptotische Aktivitat
(Zha et al, 1996; Wang et al., 1996). AuRerdem koénnen Ras/MKK/ERK den
TGF-B/Smad-Signalweg tber Phosphorylierung von Smad2/3 inhibieren (Kretzschmar et

al., 1999), was ebenfalls zur Hemmung der Apoptose beitragen kénnte (s. Kap. 5.3).
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5.4.2 Aktivierung des JNK-Signalweges

Dem JNK-Signalweg wird nur unter ganz bestimmten Umstédnden eine antiapoptotische
Wirkung zugesprochen. Zumeist wird er mit der StreRantwort von Zellen oder mit der
Signaltransduktion apoptotischer Signale in Zusammenhang gebracht (Whitmarsh und
Davis, 1996; Ip und Davis, 1998; Dhanasekaran und Reddy, 1998).

Eine Aktivierung des JNK-Signalweges konnte nach einer Behandlung mit Insulin
beobachtet werden. Das JNK-Substratprotein c-Jun wies 30 min nach Beginn der
Insulinbehandlung die starkste JNK-spezifische Phosphorylierung auf, dessen Signal
etwa das 3.5-fache des Signals der Kontrollprobe betrug. AnschlieRend nahm das

Ausmal der c-Jun-Phosphorylierung wieder deutlich ab.

Von Insulin war bereits bekannt, da es JNK aktivieren kann. An den Insulinrezeptor
binden auch IRS-Proteine, an die weitere Proteine binden kdnnen, die hierdurch an der
Signaltransduktion beteiligt werden. Zu diesen gehort PI3K, dessen Bindung an IRS-

Proteine (auBer an p62%

) unter anderem zur Aktivierung von Rac fiihrt, welches
seinerseits an der Aktivierung der MAP-Kinase JNK beteiligt ist (White, 1998; Ogawa et

al., 1998; Ceresa und Pessin, 1998; Avruch et al., 1998).

Der Mechanismus, Uber den JNK Apoptose hemmt, ist bisher nicht bekannt. Zwar wurde
eine antiapoptotische Wirkung von Rac (Boehm et al., 1999) gezeigt, jedoch ist nicht klar,
wie diese mit einer JNK-Aktivierung und dessen antiapoptotischer Funktion
zusammenhangt. Allerdings wird der JNK-Signalweg aufgrund der vielfachen
Quervernetzung verschiedenster Signalwege und der MAPK-Kaskaden auch von anti-
apoptotischen Stimuli aktiviert, so daf3 dessen Aktivitéat in dem hier untersuchten Fall nicht
mit Sicherheit zum antiapoptotischen Effekt von Insulin beitrégt. Vielmehr kénnte, wie in
den meisten biologischen Systemen, die JNK-Aktivitdt auch hier eine potentiell
apoptotische Wirkung entfalten (Whitmarsh und Davis, 1996; Ip und Davis, 1998;
Dhanasekaran und Reddy, 1998), die jedoch aufgrund der im Vergleich zum ERK-
Signalweg relativ geringen Induktion vermutlich von eher geringer funktioneller
Bedeutung ware. Fir eine eher apoptotische Wirkung des JNK-Signalweges spricht
auBBerdem, daB TGF-B selbst JNK bspw. tUber TAK-1 oder Farnesyltransferase a zu
aktivieren scheint (Alevizopoulos und Mermod, 1997; Dhanasekaran und Premkumar
Reddy, 1998).
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5.4.3 Aktivierung der Proteinkinase Akt/PKB

Die Aktivierung der Proteinkinase Akt/PKB fuhrt in der Regel zur Verminderung von
Apoptose (Ahmed et al., 1997; Dudek et al., 1997; Kauffmann-Zeh et al., 1997; Kennedy
et al., 1997; Khwaja et al., 1997; Kulik et al., 1997; Chen et al., 1998). Daher wurde in
dieser Arbeit untersucht, ob Akt/PKB-vermittelte Signale bei der antiapoptotischen

Wirkung von Dexamethason, Insulin oder Phenobarbital eine Rolle spielen kdnnten.

Die Proteinkinase Akt/PKB wurde ausschlieBlich in Insulin-behandelten Zellen aktiviert.
Das gemessene Phosphorylierungssignal nahm bis zum MeRzeitpunkt 1 h nach Beginn
der Insulinbehandlung deutlich zu und betrug zu diesem Zeitpunkt das 30-fache des
Signals in unbehandelten Kontrollproben. Diese Induktion war damit die starkste, die bei
den drei untersuchten Proteinkinasen gefunden wurde. Zu spéteren MeRzeitpunkten war

das Phosphorylierungssignal wieder deutlich verringert.

Dieses Ergebnis befindet sich in Ubereinstimmung mit der Literatur. PI3K bindet an das
an den aktiven Insulin-Rezeptor gebundene IRS-1. Dadurch wird es in die Lage versetzt,
seine Substrate umzusetzen, was in die Aktivierung der Proteinkinase Akt/PKB miindet
(White, 1998; Ogawa et al., 1998; Ceresa und Pessin, 1998; Avruch et al., 1998).

Fur die antiapoptotische Wirkung von Insulin in FTO-2B-Zellen kbénnte somit die
Aktivierung von zwei Proteinkinasen verantwortlich sein: die der ERK1/2 und die der
Akt/PKB. Chen et al. (1998) zeigten, daR der antiapoptotische Effekt von Insulin in der
humanen Hepatomlinie Hep3B durch Akt/PKB und nicht durch ERK1/2 vermittelt wird,
wobei die Apoptose-hemmende Wirkung des Akt/PKB-Signalweges unabhéngig von einer
Hemmung des Smad-Signalweges war. Wie genau diese beiden Signalwege zur
Apoptosesuppression durch Insulin in FTO-2B-Zellen beitragen, ist nicht bekannt.
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5.5 Expression von Bcl-2-Proteinen

Die Proteine der Bcl-2-Familie sind ein wesentlicher Bestandteil der zelluldren
Apoptoseregulation (Adams und Cory, 1998). In der Leber werden zwei der
bestuntersuchten Bcl-2-Proteine exprimiert: das proapoptotische Bax (Krajewski et al.,
1994a) und das antiapoptotische Bcl-x. (Krajewski et al., 1994b). Daher kdnnten anti-
apoptotische Substanzen ihre Wirkung Uber eine verénderte Expression dieser Proteine

entfalten.

5.5.1 Bax-Expression

Bax ist als proapoptotisches Bcl-2-Protein bekannt (Oltvai et al., 1993). Als solches
scheint es auch eine Funktion als Tumorsuppressor auszuiiben (Rampino et al., 1997,
Yin et al., 1997). Es ist in der Lage, Zelltod auch unabhéangig von einer Caspase-
Aktivierung zu induzieren (Xiang et al., 1996) und ubt diese Wirkung aus, indem es die
antiapoptotischen Aktivitdten des Bcl-2- und des Bcl-x.-Proteins inhibiert (Oltvai et al.,
1993; Cosulich et al., 1997; Diaz et al., 1997) bzw. indem es Mitochondrien schadigt, was
zu einer Cytochrom c-Freisetzung fuhrt (Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997; Gross et al.,
1998; Jurgensmeier et al., 1998). Dabei scheinen auch Wechselwirkungen mit Molekilen
der mitochondrialen PT-Pore eine entscheidende Rolle zu spielen (Martinou et al., 1999;
Shimizu et al., 1999; Marzo et al., 1998).

Eine Erhéhung der Bax-Expression wurde bei p53-abhangiger und -unabh&ngiger
Apoptose beobachtet, stellt allerdings keinen universellen Mechanismus der
Apoptoseinduktion dar (Selvakumaran et al., 1994; Miyashita und Reed, 1995; Hung und
Chuang, 1996; Jiang et al.,, 1996; Bunemann, 1997). Auch bei TGF-B-induzierter
Apoptose war kein Anstieg des zellularen Bax-Gehalts nachweisbar (Selvakumaran et al.,
1994; Yamamoto et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit war die Bax-Expression in FTO-2B-Zellen durch
Dexamethason, Insulin oder Phenobarbital nicht beeinflu3t. Diese Substanzen Ubten ihre
antiapoptotische Wirkung demzufolge nicht Uber eine Verminderung der Bax-Expression
aus. Dieser Befund deckt sich mit Ergebnissen von Yamamoto et al. (1998), die unter
Dexamethason keine Verdnderung der Bax-Expression in Rattenhepatomzellen

nachweisen konnten.
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5.5 Expression von Bcl-2-Proteinen

5.5.2 Bcl-x.-Expression

Bcl-x_ ist ein antiapoptotisch wirkendes Bcl-2-Protein (Boise et al., 1993), welches seine
Wirkung vor allem Uber die Hemmung des apoptotischen Cytochrom c-Mechanismus
(Antonsson et al., 1997; Kharbanda et al., 1997; Kluck et al., 1997; Li, F. et al., 1997;
Schlesinger et al., 1997; Yang J. et al., 1997; Brustugun et al., 1998; Gross et al., 1999;
Martinou, 1999; Shimizu et al., 1999) sowie durch Inhibition der Caspase-Aktivierung an
Caspase-aktivierenden Komplexen auszuiben scheint (Chinnaiyan et al., 1997;
Chaudhary et al.,, 1998; Hu et al., 1998; Pan et al., 1998). Eine Erhdhung seiner
Expression hatte in einer Vielzahl von Zellsystemen eine Hemmung der Apoptose zur
Folge.

Die Untersuchung im Western-Blot ergab, daB Insulin und Phenobarbital in FTO-2B-
Zellen keinen EinfluB auf die Bcl-x.-Expression austbten. Dexamethason jedoch bewirkte
eine etwa 3-fache Induktion des Bcl-x.-Signals, die nach 4 h Behandlung erreicht war und

in der Folge bestehen blieb.

Die verstérkte Expression von Bcl-x, unter dem EinfluR von Dexamethason wurde aulBer
an Rattenhepatomzellen auch an Magenkrebszellen gezeigt und war in diesen Fallen mit
einer antiapoptotischen Wirkung assoziiert (Chang et al., 1997; Yamamoto et al., 1998).
Die Bcl-x.-Wirkung liegt mechanistisch gesehen direkt vor der Aktivierung von Caspasen
(s.0.). Dies konnte erkléren, weshalb Dexamethason auch noch zu einem sehr spéten
Zeitpunkt wahrend der TGF-B-induzierten Apoptose supprimierend eingreift (Buchmann
et al, 1999). Der direkte Nachweis einer Verbindung zwischen gesteigerter Bcl-x.-

Expression und der antiapoptotischen Dexamethason-Wirkung steht allerdings noch aus.
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5.6 Bedeutung der Cytochrom c-Freisetzung

Cytochrom c¢ gehért zu den Proteinen, die unter Apoptosestimulation aus dem
Intermembranraum des Mitochondriums freigesetzt werden und im Cytosol eine
proapoptotische Aktivitdt entwickeln (Liu et al., 1996). Diese scheint durch die
Prozessierung der Pro-Caspase-9 vermittelt zu werden, vermutlich durch Bildung des
Sauger-Analogons des Apoptosoms in C. elegans (Hengartner, 1997), einem
Proteinkomplex aus Cytochrom c, Apaf-1 (Zou et al., 1997) und Pro-Caspase-9. Die
hierdurch initiierte Caspase-Kaskade ftihrt schlie3lich zu Apoptose (Li, P. et al., 1997).

Cytochrom c-Freisetzung wurde nach einer Vielzahl von Stimuli beobachtet (bspw.
Vander Heiden et al, 1997; Kuwana et al.,, 1998; Bossy-Wetzel et al., 1998;
Jiurgensmeier et al.,, 1998). Daraus wurde geschlossen, daR die Freisetzung von
Cytochrom c ein Schlisselereignis im Apoptosegeschehen darstellen kdnnte. Damit stellt
die Cytochrom c-Freisetzung einen moglichen Angriffspunkt antiapoptotischer
Substanzen dar. Die in dieser Arbeit beobachtete Expressionssteigerung von Bcl-x, durch
Dexamethason kdnnte zu einer verminderten Cytochrom c-Freisetzung und damit zu
einer Hemmung der Apoptose beitragen (Gross et al., 1999; Shimizu et al. 1999). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Cytochrom c-Freisetzung bei der TGF-(-
induzierten Apoptose in FTO-2B-Zellen eine Rolle spielt. Dazu wurde nach schonendem
Zellaufschluf? per differentieller Zentrifugation eine Mitochondrien-haltige Fraktion von der
des Cytosols abgetrennt und in beiden der Gehalt des Cytochrom c im Western-Blot
bestimmt. Als Positivkontrolle wurde die Thymocytenlinie Jurkat J16 mit Staurosporin
behandelt: Von diesem System war bekannt, dal} es unter Staurosporin-induzierter
Apoptose eine Freisetzung des Cytochrom c ins Cytosol zeigt (z.B. Bossy-Wetzel et al.,
1998).

In den Untersuchungen dieser Arbeit zeigte sich in Jurkat-T-Zellen eine starke Cytochrom c-
Relokalisation, die sich bereits 2 h nach Beginn der Staurosporin-Inkubation andeutete.
Bereits nach 4 h lag ein groRBer Teil des Cytochrom c¢ im Cytosol vor, und diese
Umverteilung setzte sich mit zunehmender Behandlungszeit fort. Anders dagegen in
FTO-2B-Zellen. Hier wurde keine deutliche Verschiebung der Cytochrom c-Lokalisation
beobachtet. Zwar war in allen TGF-B-behandelten Proben eine leichte Cytochrom c-
Freisetzung festzustellen, die allerdings im Vergleich zu der in Jurkat-T-Zellen
beobachteten sehr gering ausfiel und sich zudem im Laufe der TGF--Behandlung nicht

verstarkte.

Die Ergebnisse zur Cytochrom c-Relokalisation in Jurkat T-Zellen entsprechen dem, was
aus der Literatur bekannt ist (z.B. Bossy-Wetzel et al., 1998). Schwieriger zu

interpretieren sind die Ergebnisse in FTO-2B-Zellen.
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5.6 Bedeutung der Cytochrom c-Freisetzung

Prinzipiell kénnte bereits eine geringe Anreicherung von Cytochrom ¢ im Cytosol
ausreichen, um Apoptose zu induzieren, weil die dadurch ausgeléste Prozessierung der
Pro-Caspase-9 die Proteasekaskade der Caspasen in Gang setzen konnte, die keiner
weiteren Cytochrom c-Freisetzung bedarf (Li, P. et al., 1997). Allerdings gibt es vermutlich
eine Konzentrationsschwelle, unterhalb der cytosolisches Cytochrom c¢ nicht zur
Aktivierung der Caspasekaskade fihrt. So konnte Bcl-x. kleinere Mengen des
Cytochrom c kompetieren , da es selbst an Apaf-1 bindet und dadurch méglicherweise die
Aktivierung der Pro-Caspase-9 zu hemmen vermag (Pan et al., 1998; Hu et al., 1998), so
wie CED-9 an CED-4 bindet und dadurch die CED-3-Aktivierung hemmt (Chinnaiyan et
al., 1997; Chaudhary et al., 1998). Weiterhin hemmen Bcl-2 und Bcl-x,. die Caspase-
abhangige Induktion von Apoptose durch Mikroinjektion von Cytochrom c (Li, F. et al.,
1997; Brustugun et al., 1998), evtl. weil zumindest Bcl-x, Cytochrom ¢ bindet (Kharbanda
et al., 1997). Schlieflich kann die Proteinklasse der IAP (inhibitor of apoptosis protein)
eine gewisse Menge aktivierter Caspasen hemmen (LaCasse et al., 1998) und so zur
Bildung eines Grenzwertes der Caspase-Aktivierung fuhren, unterhalb dessen es zu

keiner Aktivierung der gesamten Caspasekaskade kommt.

Da FTO-2B-Zellen im Laufe der TGF-B-Inkubation erst nach und nach apoptotische
Zeichen wie das Ablésen von der Unterlage, Caspase-3-Aktivierung, DNA-Abbau und
DNA-Fragmentierung zeigten, ware eigentlich zu erwarten gewesen, daf dies auch fur
die Relokalisation des Cytochrom c zutreffen wiirde, wenn dieser Prozel3 am Apoptose-
geschehen beteiligt ware. DaR dies nicht beobachtet wurde, laRt eine funktionelle
Bedeutung der beobachteten Cytochrom c-Freisetzung zweifelhaft erscheinen. Dieser
Zweifel scheint nicht unbegriindet, da Tang et al. (1998b) zeigten, dal3 eine Apoptose-
assoziierte Cytochrom c-Freisetzung vom Apoptosestimulus und vom betrachteten,

biologischen System abh&ngen.

Die einfachste, daher vielleicht auch beste Erklarung fir die beobachtete geringfiigige
Cytochrom c-Freisetzung ist die, daR sich TGF-B-behandelte Zellen fester als
unbehandelte Zellen an den Untergrund anheften. So mufiten TGF-B-behandelte FTO-
2B-Zellen langer mit Trypsin/EDTA behandelt werden, um sie von der Unterlage
abzulésen und haufiger durch Kanullen gezogen werden, um sie fir eine Cytofluorometer-
Messung zu vereinzeln. Vermutlich wurden aus diesem Grund mehr Zellen und
Mitochondrien geschédigt als bei der Aufarbeitung unbehandelter Zellen.

Deshalb wurde aus den Ergebnissen zur Umverteilung von Cytochrom c geschlossen,
daR dieser ProzeR bei der TGF-B-induzierten Apoptose der FTO-2B-Zellen keine
wesentliche Rolle spielte. Die Cytochrom c-Freisetzung war daher fur die Untersuchung

der molekularen Mechanismen der Apoptoseinhibition uninteressant.
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5.7 Zusammenfassung
Diese Arbeit beschéaftigte sich mit der Aufgabe, einen eventuell existierenden,
universellen Angriffspunkt der antiapoptotischen Wirkung von Tumorpromotoren und

anderen Substanzen zu finden.

Apoptose und Zellteilung stehen in der Gewebshomoostase in einem empfindlichen
Gleichgewicht. Eine Stoérung dieses Gleichgewichts ist als Ursache einer Vielzahl
pathologischer Erscheinungen erkannt worden, so auch bei Krebs.

Die Hemmung der Apoptose genetisch verénderter Zellen durch tumorpromovierende
Substanzen tragt zu deren Proliferation und letztlich zur Kanzerogenese bei.

In dieser Arbeit wurden die beiden bekannten Tumorpromotoren Phenobarbital und
Dieldrin untersucht. Daneben wurden die Hormone Dexamethason und Insulin als
Vertreter antiapoptotisch aktiver Substanzen, von denen kein tumorpromovierender Effekt

bekannt war, in die Untersuchung aufgenommen.

Als biologisches Modell zur Untersuchung der molekularen Mechanismen der anti-
apoptotischen Effekte dieser Substanzen wurde die TGF-B-induzierte Apoptose von
FTO-2B-Rattenhepatomzellen gewéhlt, da TGF-B als Tumorsuppressor in hepatischen
Systemen gilt und daher auch in physiologischer Hinsicht einen Gegenspieler der
Tumorpromotoren darstellt.

Im einzelnen wurden folgende Ergebnisse erzielt:
Alle vier untersuchten Substanzen zeigten eine antiapoptotische Wirkung.

Diese Wirkung kann nicht auf eine Synchronisierung der Zellen zurtickgefiihrt werden, da

alle Verbindungen nur einen geringfugigen Einflul? auf die Zellzyklusverteilung ausibten.

Bis auf Insulin war keine der getesteten Verbindungen in der Lage, die TGF-B-
spezifische, Smad-Protein-vermittelte, transkriptionelle Aktivierung eines
Reportergenkonstrukts zu inhibieren. Zumindest fur die drei anderen Substanzen gilt
deshalb, daR ihr Eingriff in den apoptotischen TGF-B-Signalweg vermutlich erst im

Anschlul3 an die transkriptionelle Smad-Aktivitat erfolgt.

Mit Ausnahme von Insulin fihrte keine der untersuchten Verbindungen zu einer
Aktivierung der Proteinkinasen ERK1 und -2, JNK und Akt/PKB. Die Insulin-vermittelte
Aktivierung von ERK1/2 kénnte die bei dieser Verbindung beobachtete Hemmung der
Smad-vermittelten Transkription erklaren, die Aktivierung von Akt/PKB dessen anti-
apoptotische Wirkung.
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5.7 Zusammenfassung

Einzig Dexamethason bewirkte eine gesteigerte Expression des antiapoptotischen
Bcl-2-Proteins Bcl-x,, was seine Apoptose-suppressive Wirkung erklaren konnte. Die
Expression des proapoptotischen Bax-Proteins wurde von keiner Substanz beeinfluf3t.

Der Mechanismus der antiapoptotischen Aktvitdt von Phenobarbital und Dieldrin ist
ungeklart, jedoch scheint ein Schutz vor Apoptose-assoziierter Mitochondrienschadigung
nicht entscheidend zu sein, da TGF-B-induzierte Apopotse in FTO-2B-Zellen nicht mit

einer Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien einhergeht.

Sollten Tumorpromotoren und andere antiapoptotisch wirksame Substanzen einen
universellen Angriffspunkt im Apoptosegeschehen aufweisen, so liegt dieser vermutlich

spat im apoptotischen TGF-B-Signalweg.
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6 Anhang
6.1 Versuchsdaten und Statistik

6.1.1 Die antiapoptotische Aktivitdt von Dexamethason, Insulin,
Phenobarbital und Dieldrin

Tabelle 1: Daten der Ergebnisse der Apoptose-Untersuchung. Die Daten wurden
normiert, indem fur jeden Versuch der Anteil der subdiploiden Kerne der TGF-B-
behandelten Probe (-/TGF-B) gleich 100 % gesetzt wurde und der Anteil der subdiploiden
Kerne der anderen Zellbehandlungen als Bruchteil des Anteils der subdiploiden Kerne der
TGF-B-behandelten Probe ausgedriickt wurde. Abkirzungen: Dexa: Dexamethason;
PB: Phenobarbital; Std.abw.: Standardabweichung.

Anteil subdiploider Kerne in Prozent der TGF-B-behandelten Probe

Behandlung |Versuch 1|Versuch 2 Versuch 3| Versuch 4 | Versuch 5|Mittelwert| Std.abw.
-/- 14,4 24,5 7,6 54 10,2 12,4 75
-/ TGF-B 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0
Dexa/ - 8,9 22,4 12,2 - - 14,5 7,1
Dexa/ TGF- 21,2 27,2 14,5 - - 20,9 6,4
Insulin / - 10,3 17,3 14,6 - - 14,1 35
Insulin / TGF-B 74,8 57,5 34,3 - - 55,5 20,3
PB/- 14,8 47,4 24,3 - - 28,8 16,8
PB / TGF- 30,0 55,1 14,1 - - 33,1 20,7
Dieldrin / - 13,3 18,0 11,2 - - 14,1 3,5
Dieldrin / TGF-B| 62,4 55,7 46,5 - - 54,9 8,0

Tabelle 2: Statistische Analyse der Daten in Tabelle 1. Geprift wurde, ob der Anteil
subdiploider Kerne einer Probe A: niedriger ist als die der TGF-B-behandelten Probe
(-/ITGF-B; Spalte 2), B: hoher ist als die der unbehandelten Kontrollprobe (-/-; Spalte 3)
und C: ob der Anteil subdiploider Kerne einer TGF-B-behandelten Probe (X TGF-B) hoher
ist als der der korrespondierenden Probe ohne TGF-B (x/-; Spalte 3). Ein Students-t-Test
wurde far unabhangige Proben unterschiedlicher Varianz mit einer Endflache
durchgefiihrt. Das Ergebnis, der p-Wert, gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit der gepruften
Hypothese an. Kursiv und fett gesetzt wurden statistisch signifikante Ergebnisse mit
p<0.05. Abkiurzungen: Dexa: Dexamethason; PB: Phenobarbital.

p-Wert
Behandlung nl??[:_gee;is hoher als -/- | +/+ hoéher als +/-
-/- 0,00001 - -

-/ TGF-B - 0,00001 0,00001
Dexa/ - 0,0011 0,3558 -
Dexa / TGF- 0,0011 0,0738 0,1531
Insulin / - 0,0003 0,3453 -
Insulin / TGF-B 0,0315 0,0284 0,0337
PB /- 0,0090 0,1125 -

PB / TGF-B 0,0152 0,1102 0,3986
Dieldrin / - 0,0003 0,3369 -
Dieldrin / TGF- 0,0052 0,0008 0,0027
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6.1.2 Der antimitogene Effekt von TGF-B und dessen Modulation durch

Apoptoseinhibitoren

Tabelle 3: Daten der Ergebnisse der Zellzyklus-Untersuchung an FTO-2B-Zellen. Zu
den Ergebnissen der Einzelversuche wurden Mittelwert und Standardabweichung
(Std.Abw.) berechnet.

Anteil der Zellzyklusphase [%]
Behandlung Go/G;-Phase | S-Phase | G,/M-Phase
Kontrolle Versuch 1 45,1 45,7 9,2
Versuch 2 46,8 41,7 11,5
Versuch 3 44,1 43,4 12,5
Versuch 4 43,9 42,6 13,5
Versuch 5 49,0 37,8 13,2
Mittelwert 45,8 42,2 12,0
Std.abw. 2,1 2,9 1,7
TGF-B Versuch 1 60,0 27,9 12,1
Versuch 2 48,1 41,3 10,6
Versuch 3 60,9 28,9 10,2
Versuch 4 61,6 28,1 10,3
Versuch 5 58,8 30,3 10,9
Mittelwert 57,9 31,3 10,8
Std.abw. 5,6 57 0,8
Dexamethason Versuch 1 59,1 31,9 9,0
Versuch 2 53,1 37,2 9,8
Versuch 3 56,9 32,3 10,9
Mittelwert 56,3 33,8 9,9
Std.abw. 31 2,9 0,9
Insulin Versuch 1 47,4 39,1 13,5
Versuch 2 449 42,7 12,4
Versuch 3 45,1 42,1 12,9
Mittelwert 45,8 41,3 12,9
Std.abw. 14 19 0,6
Phenobarbital Versuch 1 46,7 40,1 13,1
Versuch 2 45,7 37,5 16,8
Versuch 3 45,5 40,5 14,0
Mittelwert 46,0 39,4 14,6
Std.abw. 0,7 1,6 1,9
Dieldrin Versuch 1 42,7 39,3 18,0
Versuch 2 39,9 42,0 18,1
Versuch 3 43,5 33,4 23,1
Mittelwert 42,1 38,2 19,7
Std.abw. 1,9 4,4 2,9
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Fortsetzung von Tabelle 3:

Anteil der Zellzyklusphase [%]
Behandlung Go/G;-Phase | S-Phase | G,/M-Phase

Dexamethason/TGF-B Versuch 1 69,7 19,7 10,6
Versuch 2 60,8 28,8 10,4

Versuch 3 65,0 23,0 12,0

Mittelwert 65,2 23,8 11,0

Std.abw. 4,5 4,6 0,9

Insulin/TGF-B Versuch 1 62,8 25,4 11,9
Versuch 2 48,2 41,7 10,1

Versuch 3 56,2 33,3 10,6

Mittelwert 55,7 33,5 10,8

Std.abw. 7,3 8,2 0,9
Phenobarbital/TGF-8  Versuch 1 52,0 35,6 12,4
Versuch 2 48,8 32,4 18,8

Versuch 3 58,9 27,0 14,1

Mittelwert 53,3 31,6 15,1

Std.abw. 52 4.4 3,3

Dieldrin/TGF-B Versuch 1 45,6 39,8 14,6
Versuch 2 41,5 38,2 20,3

Versuch 3 46,0 38,3 15,6

Mittelwert 44,4 38,8 16,9

Std.abw. 2,5 0,9 3,0

Tabelle 4: Statistische Signifikanz der Veranderungen der Zellzyklusverteilung von
FTO-2B-Zellen gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen. Geprift wurde, ob sich der
Anteil der jeweiligen Zellzyklusphase von FTO-2B-Zellen durch die angegebene
Behandlung von dem der unbehandelten Kontrollprobe unterschied (siehe Tabelle 3). Der
t-Test wurde fur unabhangige Proben unterschiedlicher Varianz mit zwei Endflachen
durchgefiihrt. Das Ergebnis, der p-Wert, gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit der gepruften
Hypothese an. Kursiv und fett gesetzt wurden statistisch signifikante Ergebnisse (p<0.05).

Behandlung Go/G;-Phase | S-Phase | G,/M-Phase
TGF-B 0,006 0,009 0,218

Dexamethason 0,011 0,015 0,067
Insulin 0,984 0,593 0,317

Phenobarbital 0,854 0,122 0,123
Dieldrin 0,052 0,251 0,027
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Tabelle 5: Statistische Signifikanz der Verédnderungen der Zellzyklusverteilung von
FTO-2B-Zellen gegeniiber nur mit TGF-B-behandelten Zellen. Gepruft wurde, ob sich
der Anteil der jeweiligen Zellzyklusphase durch die angegebene Behandlung von dem der
nur mit TGF-B-behandelten Zellen unterschied (siehe Tabelle 3). Der t-Test wurde fur
unabhangige Proben unterschiedlicher Varianz mit zwei Endflachen durchgefuhrt. Das
Ergebnis, der p-Wert, gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit der gepriften Hypothese an.
Kursiv und fett gesetzt wurden statistisch signifikante Ergebnisse (p<0.05).

Behandlung Go/G;-Phase | S-Phase | G,/M-Phase
Dexamethason/TGF- 0,096 0,096 0,768

Insulin/TGF-B 0,681 0,712 0,966
Phenobarbital/ TGF-3 0,290 0,926 0,152

Dieldrin/TGF-B 0,004 0,040 0,069

Tabelle 6: Daten der Ergebnisse der Zellzyklus-Untersuchung an HepG2-Zellen. Zu
den Ergebnissen der Einzelversuche wurden Mittelwert und Standardabweichung
(Std.Abw.) berechnet. Geprift wurde, ob sich der Anteil der jeweiligen Zellzyklusphase
durch TGF-B-Behandlung von dem der unbehandelten Kontrollzellen unterschied. Der
t-Test wurde fur unabhangige Proben unterschiedlicher Varianz mit zwei Endflachen
durchgefiihrt. Das Ergebnis, der p-Wert, gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit der gepruften
Hypothese an. Kursiv und fett gesetzt wurden statistisch signifikante Ergebnisse (p<0.05).

Anteil der Zellzyklusphase [%]
Behandlung Go/G;-Phase | S-Phase | G,/M-Phase
Kontrolle Versuch 1 51,5 22,9 25,6
Versuch 2 53,3 15,1 31,6
Versuch 3 58,1 29,8 12,1
Versuch 4 61,2 25,6 13,2
Versuch 5 57,2 25,9 16,9
Mittelwert 56,3 23,9 19,9
Std.abw. 3,9 55 8,4
TGF-B Versuch 1 54,0 26,1 19,9
Versuch 2 52,6 20,5 26,9
Versuch 3 53,5 30,3 16,2
Versuch 4 64,2 22,3 13,4
Versuch 5 64,0 18,1 17,9
Mittelwert 57,7 23,5 18,9
Std.abw. 59 4,8 51
t-Test p-Wert 0,672 0,910 0,825
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6.1.3 Der EinfluB von Apoptoseinhibitoren auf den Smad-Signalweg

Tabelle 7: Daten der Ergebnisse der Reportergen-Untersuchung zur Induktion des
Smad-Signalweges durch TGF-B an FTO-2B- und HepG2-Zellen. Zu den Ergebnissen
der Einzelversuche wurden Mittelwert und Standardabweichung (Std.Abw.) berechnet.
Die statistische Signifikanz der Abweichung der TGF-B-Induktion vom Wert 1 wurde
mittels eines Student-t-Tests (zwei Endflachen, unterschiedliche Varianz) bestimmt.

FTO-2B HepG2
relative Reporter- relative Reporter-
genaktivitat  Induktion|  genaktivitat | Induktion
Kontrolle | TGF-B Defach] | kontrolle TGF-B Dx-fach]
Versuch 1 56 132 2,39 104 318 3,05
Versuch 2 50 118 2,38 108 316 2,92
Versuch 3| 110 232 2,10 171 599 3,50
Versuch 4 94 179 1,91 - - -
Versuch 5 99 217 2,20 - - -
Mittelwert 82 176 2,20 128 411 3,16
Std.abw. 27 50 0,20 38 163 0,30
t-Test p=0,0002 p=0,0065

Tabelle 8: Daten der Ergebnisse der Reportergen-Untersuchung zur Interferenz
antiapoptotischer Substanzen mit der TGF-B-abhangigen Aktivierung des Smad-
Signalweges an FTO-2B-Zellen. Der Interferenzfaktor ergab sich als Verhéltnis der
relativen Reportergenaktivitdst mit Apoptoseinhibitor zu der des Wertes ohne
Apoptoseinhibitor. Zu den Ergebnissen der Einzelversuche wurden Mittelwert und
Standardabweichung (Std.Abw.) berechnet. Die statistische Signifikanz der Abweichung
des Interferenzfaktors vom Wert 1 wurde mittels eines Student-t-Tests (zwei Endflachen,
unterschiedliche Varianz) bestimmt. Kursiv und fett gesetzt sind p-Werte, die statistische
Relevanz anzeigen (p<0.05).

relative
Reportergenaktivitat
Apoptoseinhibitor A(:)r(‘)r;])etoseinhirbm:)r |nt?;f|(et§nz- statistische Auswertung
Dexamethason Versuch 1 149 180 1,20 Mittelwert 1,14
Versuch 2 251 271 1,08 Std.abw. 0,06
Versuch 3 241 277 1,15 t-Test p=0,055
Insulin Versuch 1 132 78 0,59 Mittelwert 0,47
Versuch 2 223 108 0,48 Std.abw. 0,13
Versuch 3 226 75 0,33 t-Test p=0,019
Phenobarbital Versuch 1 115 130 1,13 Mittelwert 1,22
Versuch 2 223 297 1,33 Std.abw. 0,10
Versuch 3 188 223 1,18 t-Test p=0,070
Dieldrin Versuch 1 203 199 0,98 Mittelwert 1,26
Versuch 2 146 210 1,44 Std.abw. 0,25
Versuch 3 183 250 1,37 t-Test p=0,210
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6.1.4 Die Bedeutung der Cytochrom c-Freisetzung in der TGF-B-induzierten
Apoptose

Tabelle 9: Auswertung der Signalstarken der Cytochrom c-Banden von Abbildung
4-14. Die Quantifizierung der Bandenstérke erfolgte wie in Kap. 3.5.7 beschrieben. Das
relative Signalverhaltnis ergab sich wie folgt: Zunachst wurde das Verhaltnis des
Chemilumineszenzsignals der Cytosolfraktion zu dem der Mitochondrienfraktion bestimmt
(Signalverhéltnis). Dieser Wert wurde dann in Relation zu dem der unbehandelten Probe
nach 2 h (Jurkat J16) bzw. nach 16 h (FTO-2B) gesetzt (relatives Signalverhaltnis). Die
statistische Signifikanz der Abweichung dieses Wertes der TGF-B-behandelten FTO-2B-
Zellen von denen der Kontrollproben wurde mittels eines Student-t-Tests (zwei
Endflachen, unterschiedliche Varianz, unabhéngige Proben) bestimmt.

Chemilumineszenzsignal relatives
Zellinie Behandlung | Inkubation [h]| Cytosol Mitochondrium | Signalverhaitnis
Jurkat J16 Kontrolle 2 26290 122520 1,0
4 5287 98742 0,2
Staurosporin 2 34383 97927 1,6
4 87015 22538 18,0
6 145434 9615 70,5
FTO-2B Kontrolle 16 60894 232230 1,0
24 30607 159182 0,7
TGF-B 4 138657 121083 4,4
8 59471 187263 1,2
12 71571 97218 2,8
16 83495 123062 2,6
24 138618 158585 3,3
Mittelwert: 2,9
Standardabw.: 1,2
t-Test p-Wert: 0.033
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