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1 Einleitung

1.1 Mitochondrien und oxidativer Stress

Mitochondrien stellen die ,Energiekraftwerke® der Zelle dar, indem sie wahrend der
Atmungkette unter aeroben Bedingungen das energiereiche Molekil Adenosintriphosphat
(ATP) bilden. Dabei ist die Entstehung reaktiver Sauerstoff- (reactive oxygen species, ROS,
z.B. O3, H,0,, OH") und Stickstoff-Spezies (reactive nitrogen species, RNS, z.B. NO, NO,
ONOQ)) in aeroben Organismen unvermeidlich. Die Mitochondrien stellen die Hauptquelle
von ROS dar, indem in der Atmungskette auch unter physiologischen Bedingungen
Superoxid (O2) durch Ubertragung von Elektronen auf molekularen Sauerstoff entsteht " 2.
Dieses wird jedoch direkt von den anti-oxidativen Superoxiddismutasen (SOD; SOD1 im
Cytosol / SOD2 in den Mitochondrien) zu H,O, und Wasser dismutiert. ROS oder RNS galten
friher eher als zufallige und schadliche Nebenprodukte, die in hohen Konzentrationen den
Organismus schadigen. Dabei wird eine Stoffwechsellage, bei welcher das physiologische
Ausmall an ROS uberschritten wird, als oxidativer Stress bezeichnet. Eine lbermaRige
ROS-Produktion in den Mitochondrien kann zu oxidativen Schadigungen von DNA, Lipiden
und Proteinen fiihren * *, Zelltod induzieren (siehe unten, 1.2 und °) und ist zudem an
inflammatorischen Prozessen, der Alterung von Zellen und der Entstehung einer Vielzahl von
Krankheiten wie z.B. Diabetes Mellitus und Krebs beteiligt . Jedoch konnten inzwischen
einige Studien belegen, dass ROS und RNS eine Rolle als Redox-Signalmolekile in
physiologischen Prozessen und in der Abwehr von Pathogenen inne haben ’. Demnach sind
ROS und RNS nicht nur schadlich, vielmehr ist ein ausgewogenes Redox-Gleichgewicht in
der Zelle fir ihre Funktion wichtig. Diese Redox-Homobostase zwischen der Produktion der
Radikale und ihrer Beseitigung wird fortwdhrend durch anti-oxidative Enzyme wie SOD,
Glutathionperoxidase und Katalase sowie durch anti-oxidative Molekile wie a-Tocopherol
(Vitamin E), B-Carotin, Ascorbat (Vitamin C) und Gluathion aufrecht erhalten ’.

Die Atmungskette beginnt mit der Ubertragung von zwei Elektronen von NADH auf den
Flavinmononukleotid-Kofaktor (FMN) des Komplex | (NADH-Dehydrogenase). Von dort
werden die Elektronen Uber die Coenzym-Q-Reduktionsstelle des Komplex | auf Ubiquinon
(auch Coenzym Q4p, CoQ bzw. Q) Ubertragen, wahrend dieses dabei zu Ubiquinol (QH>)
reduziert wird (siehe Abbildung 1-1). QH; diffundiert in der inneren Mitochondrienmembran

zum Komplex Il (Cytochrom-c-Reduktase) und gibt am Q.-Zentrum zwei Elektronen ab,
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wobei es selbst dabei wieder zu Q oxidiert wird. Das erste Elektron wird Uber das Rieske-
Protein in Komplex Il auf Cytochrom ¢ (Cyt ¢) Ubertragen, welches das Elektron weiter zum
Komplex IV transportiert. Das zweite Elektron wird auf die Q-Bindestelle Q; Gbertragen, von
welcher es voriibergehend auf ein Q unter Entstehung eines Ubisemiquinon-Radikals (QH")
Ubertragen wird. Dieses bildet nach Ubertragung eines zweiten Elektrons ausgehend vom Q-
Zentrum wieder ein Q, in einem Prozess der als Q-Zyklus bekannt ist 8. Cyt ¢ (ibertragt sein
Elektron auf den Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase), der nach Erhalt von insgesamt vier
Elektronen molekularen Sauerstoff zu Wasser oxidiert. Ziel der Atmungskette bzw. der
Elektronentbertragung zwischen den Komplexen ist der Aufbau eines Protonengradienten,
indem Protonen von der Matrixseite der inneren Mitochondrienmembran in den
Intermembranraum geschleust werden. Dieser kann schlieRlich zur Gewinnung von
energiereichem ATP mit Hilfe des Komplex V (FoF1-ATP-Synthase) genutzt werden. Des
Weiteren kénnen auch Elektronen lber den Komplex Il (Succinat-Dehydrogenase) in die
Atmungskette eingespeist werden, indem Elektronen von Succinat im Rahmen des
Citratzyklus am Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) des Komplex Il auf Q unter Entstehung von
QH, Ubertragen werden. Eine hohe Aktivitdt von Komplex Il kann zu einem reversen
Elektronentransfer von QH, zuriick auf die Q-Bindungsstelle von Komplex | fiihren °
wodurch die Elektronenlbertragung von Komplex | auf Q erschwert wird. Dadurch kann es
zur Bildung von radikalischen und nicht-radikalischen Semiquinon-Zwischenstufen kommen,
die wiederum ihre Elektronen auf O, unter Bildung von O (ibertragen *''. Dieser bisher nicht
genau aufgeklarte Mechanismus scheint die groRte Superoxidproduktion in den

Mitochondrien zu verursachen % %3,

Intermembranraum

Matrix

NADH Succinat

Abbildung 1-1: Elektronentransportkette in den Mitochondrien. Dargestellt ist ein schematischer
Ausschnitt der inneren Mitochondrienmembran mit den Komplexen |-l und der
Elektronentransportprozesse unter Beteiligung des Coenzym Q10. Erlauterungen und Abklrzungen
siehe Text.
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1.2 Apoptose-Signalwege

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods und dient dazu, Zellbestandteile
kontrolliert abzubauen, wahrend die Bestandteile von benachbarten Zellen aufgenommen
werden. Im Gegensatz dazu werden im unprogrammierten Zelltod, der Nekrose, die
Zellorganellen unkontrolliert zerstért und in die Umgebung freigesetzt. Charakteristisch fir
apoptotische Zellen ist die komplette Anderung ihrer Morphologie, wie das Schrumpfen der
Zelle, das Aufblahen (blebbing) von Membranen und die Fragmentierung der nukledren
DNA. Eine zentrale Rolle in der Apoptose kommt der Aktivierung einer bestimmten Klasse
von Cysteinproteasen, den Caspasen zu, welche als inaktive Zymogene in nahezu allen
tierischen Zellen exprimiert werden. In Folge von Apoptose-induzierenden Signalen werden
sie durch proteolytische Spaltung aktiviert und spalten ihrerseits wiederum andere
Caspasen, woraus schlieBlich die Apoptose resultiert. Die Aktivierung der Caspase-Kaskade
kann uber die im Folgenden erlauterten Wege des intrinsischen, ER-Stress-induzierten und

extrinsischen Signalweges erfolgen.

1.2.1 Intrinsische Apoptose

Der intrinsische Signalweg der Apoptose kann Uber verschiedene intrazellulare Stimuli, z.B.
dem pro-apoptotischen Faktor CHOP, DNA-Schaden, UV-Strahlung und Cytostatika aktiviert
und schlieRlich Uber die Mitochondrien vermittelt werden . In der intrinsischen Apoptose
spielen die Mitochondrien eine zentrale Rolle, indem sie neben einer Reihe pro-
apoptotischer Proteine (z.B. AIF, Smac/DIABLO) auch insbesondere das stark pro-
apoptotisch wirkende Cytochrom c (Cyt c) freisetzen (siehe Abbildung 1-2). Die Freisetzung
verlauft nach derzeitigem Wissenstand in einem zweistufigen Prozess: Unter Beteiligung der
Proteine Bax und Bak (Mitglieder der Bcl-2-Familie, B-cell lymphoma 2) werden Poren in der
aufleren mitochondrialen Membran (outer mitochondrial membrane; OMM) generiert, so
dass l6sliche Proteine aus dem Intermembranraum abflieBen kdnnen. Bax und Bak kénnen
vermutlich auch an VDAC (voltage-dependent anion chanel) binden und die PorengroRRe
dieses Kanals erweitern '°. Zwar kommt es hierbei zur geringen Freisetzung eines Ioslichen
Cyt-c-Pools, doch reicht dies in der Regel nicht zur Apoptosom-Bildung aus. In einem
zweiten, wahrscheinlich unabhangigen Schritt kommt es zur Entkopplung der Atmungskette
in der inneren mitochondrialen Membran (inner mitochondrial membrane, IMM), in Folge
dessen Elektronen auf O, Ubertragen werden, was zur O,-Bildung fiihrt. Dies wird spontan
oder mittels der SOD2 in H,O, Uberflhrt. H,O, stellt wiederum ein Substrat flr Cyt ¢ dar,
welches eine H,0,-abhangige Peroxidation des Cardiolipins verursacht '°, eines
ausschlief3lich in der inneren mitochondrialen Membran lokalisierten Lipids. Normalerweise

liegt ein geringer Teil des Cyt ¢ als I6slicher Pool im Intermembranraum zwischen IMM und
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OMM vor, wahrend der andere Teil gebunden an Cardiolipin in der IMM verankert ist. In
vitalen Zellen Ubernimmt Cytc dort die Elektronenlibertragung von Komplex Il auf
Komplex IV wahrend der Atmungskette. Die Peroxidation von Cardiolipin fuhrt jedoch zu
strukturellen Anderungen infolgedessen die Interaktion verloren geht und Cytc in den
Intermembranraum und schlieBlich in das Cytosol entlassen wird . Diese zwei vermutlich
unabhangigen Ereignisse filhren somit zur vollen Aktivierung der mitochondrialen
Depolarisation und Freisetzung apoptotischer Faktoren '°. Es konnte gezeigt werden, dass
alleine weder ROS-Produktion noch die Permeabilisierung der OMM durch Bax ausreichen,
um geniigend Cyt ¢ zur Apoptoseinduktion freizusetzen ?*2'. Cyt ¢ bindet dann zusammen
mit dATP an Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1), welches Uber eine
Konformationsédnderung mit seiner CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméne) an die
Procaspase-9 bindet und diese durch Spaltung zur Caspase-9 aktiviert. Das so gebildete
Apoptosom fihrt wiederum zur Aktivierung der Caspasen 3 und 7, die schliellich zum
Zelltod fihren. Somit stellen die Cardiolipin-Peroxidation, die anschlieRende Cyt-c-
Freisetzung und Apoptosom-Bildung die molekulare Verbindung zwischen der
mitochondrialen ROS-Produktion einerseits und der Ausfihrung der Apoptose

andererseits dar %.

1.2.2 Apoptose infolge von DNA-Schaden

Schaden an der DNA stellen eine mdgliche Ursache fir die Einleitung des intrinsischen
Apoptoseweges dar. Diese kdénnen spontan im Verlauf der DNA-Replikation, durch ROS
oder durch mutagene Substanzen, extreme Warme oder UV-Strahlung verursacht werden.
Die Kontrollpunkte der verschiedenen Zellzyklusphasen bestimmen anhand eines moglichen
DNA-Schadens, ob der Zellzyklus zum Erliegen kommt, DNA-Reparaturmechanismen
aktiviert werden und ob die genomische Stabilitat gewahrleistet werden kann . Falls der
DNA-Schaden zu schwerwiegend ist bzw. falls die entsprechenden Reparaturmechanismen
in der Zelle nicht mehr greifen, kann dies zur Einleitung der Apoptose fluhren. Verschiedene
Chemotherapeutika setzen hier an, indem sie beispielsweise durch den Einbau von
Basenanaloga (5-Fluorouracil) oder durch Alkylierung (Cisplatin) die DNA schadigen und
dadurch den Zelltod einleiten. Dies fuhrt zur post-translationalen Stabilisation und
Akkumulation des Tumorsuppressors p53, welcher die Expression von pro-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie wie Bax und Bak induziert . Diese permeabilisieren die
Mitochondrienmembran und fihren Uber die Freisetzung des Cytc zur Aktivierung der
Caspase-Kaskase (siehe 1.2.1, Abbildung 1-2) ?°. Diese Freisetzung fiihrt zu einer Defizienz
an Cytc in den Mitochondrien, was zur weiteren ROS-Bildung beitragen kann. Der
Stoffwechsel bzw. die Elektronentransportkette (electron transport chain, ETC) in den

Mitochondrien muss den Verlust des Cytc durch einen hdheren Umsatz ausgleichen,
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wodurch zwangslaufig mehr O, entsteht . Da O, zur Cardiolipin-Peroxidation und Cyt-c-
Freisetzung fihren kann, wird der apoptotische Signalweg durch die ROS-Produktion weiter
verstarkt. Somit fuhrt p53 nicht nur Gber Bax, sondern auch Uber die ROS-Erhéhung zur Cyt-

c-Freisetzung bzw. zur Aktivierung der mitochondrial-vermittelten Apoptose 2
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Abbildung 1-2: Schematische Ubersichtsdarstellung der beschriebenen Apoptose-Signalwege.
Mitte oben: Die intrinsische Apoptose (siehe 1.2.1) kann durch intrazellulare pro-apoptotische Signale
wie p53, CHOP und JNK ausgeldst werden. Diese aktivieren Bax/Bak, welche Poren in der
Mitochondrienmembran bilden. Zusammen mit ROS fiihrt dies zur Entkopplung der ETC, zur Bildung
von Superoxid (O;), Wasserstoffperoxid (H,O,), zur Cardiolipin-Peroxidation (ox-Cardiolipin) und
schlielich zur Freisetzung von Cytc. Dieses bildet u.a. zusammen mit der Caspase-9 das
Apoptosom, welches die Caspasen 3 und 7 aktiviert und zum Zelltod fihrt. Links oben: ER-Stress
(siehe 1.2.3) kann die ER-Stress-Sensoren PERK, ATF6 und IRE1 aktivieren. ROS und eine Stérung
der Ca®*-Homdoostase kénnen die Entkopplung der ETC verursachen. PERK phosphoryliert elF2a
(pelF2a), welches den Transkriptionsfaktor ATF4 aktiviert. ATF6 wird durch Phosphorylierung aktiviert
(pPATF6) und transloziert in den Zellkern. IRE1 flihrt zum SpleiRen der XBP1-mRNA (spliced XBP1,
sXPB1) und zur Aktivierung von JNK Gber TRAF2 / ASK1. Links unten: Im Zellkern fiihren die ER-
Stress-Signale zur CHOP-Expression. Schaden an der DNA fiihren zur Akkumulierung von p53 (siehe
1.2.2). Rechts: Die extrinsische Apoptose (siehe 1.2.4) kann Uber extrazellulare Liganden durch
Bindung an den Todesrezeptor (death receptor, DR, z.B. TNF-R) ausgeldst werden. In Typ-I-Zellen
fuhrt dies zur Caspase-8 und Caspase-3/7-Aktivierung. In Typ-ll-Zellen (gestrichelte Linien) flhrt die
Caspase-8-Aktivierung zur Spaltung von Bid zu tBid, welches Uber pro-apoptotische Faktoren die
Freisetzung von Cyt ¢ bewirkt. Dies flhrt wiederum zur Apoptosom-Bildung, Caspase-3/7-Aktivierung
und zum Zelltod. Die Caspase-3 kann zudem in einer positiven Rickkopplungsschleife die Caspase-8
aktivieren. Weitere Erlauterungen und Abkurzungen siehe Text.
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1.2.3 ER-Stress induzierte Apoptose

Neben den Mitochondrien als Schlisselrolle in der Amplifikation von apoptotischen Signalen,
kann auch das Endoplasmatische Retikulum (ER) in der Apoptose involviert sein. ER-Stress
kann als Initiator der Apoptose fungieren, beispielsweise wenn ungefaltete Proteine
akkumulieren oder der Transport zwischen ER und Golgi inhibiert wird und dadurch der
UPR-Signalweg (unfolded protein response) aktiviert wird ?°. Andere Ausléser kénnen auch
eine Stérung in der Ca?*-Homdostase oder eine Uberladung mit Lipiden (/ipid overload-
induced UPR) sein, welche zum Tod der Makrophagen bzw. zur Arteriosklerose wesentlich
beitragen kdnnen #’. Dabei ist das Hauptziel des UPR das Uberleben der Zelle, jedoch kann
der Signalweg ebenso Zelltod verursachen. Der UPR-Signalweg kann demnach Uber die
Ausiibung der physiologischen Funktion und das Uberleben der betroffenen Zelle
entscheiden und ist daher mit verschiedenen Krankheiten assoziiert, wie Arteriosklerose,
Diabetes oder Neurodegenerationen %. Ferner ist der UPR-Signalweg folgendermaRen an
der Entstehung von Krebszellen beteiligt: Tumorzellen sind bereits wahrend ihrer malignen
Transformation  verschiedenen  Stressformen  ausgesetzt (z.B. durch  hohe
Syntheseleistungen und Energiebedarf bei gleichzeitiger Hypoxie und Mangelversorgung an
Glucose / O, / Aminosauren etc.), welche in ihrer Gesamtheit ER-Stress auslésen und somit
den UPR aktivieren. Dieser kann die Apoptose induzieren, primar jedoch unterstitzt er das
Fortbestehen der Zelle unter Stressbedingungen. Letzteres wird pathophysiologisch in
einigen Tumorformen vermehrt induziert (z.B. (iber GRP78 Uberexpression, siehe unten),
was wiederum eine maligne Transformation beglnstigt. Folglich stellt der UPR einen neuen
therapeutischen Ansatzpunkt bei Krebserkrankungen dar 2

Akkumulieren ungefaltete Proteine im ER werden diese von Chaperonen insbesondere
der HSP70 Familie wie z.B. HSPA5 / GRP78 (heat shock protein A5 | glucose-regulated-
protein of 78 kDa) gebunden. Dies flihrt zum Verlust der Interaktion von GRP78 mit den
ansonsten daran gebundenen ER-Stress-Sensoren PERK (pancreatic ER kinase (PKR)-like
ER kinase), IRE1 (inositol requiring enzyme 1) und ATFG6 (activated transcription factor 6).
Der UPR-Signalweg lauft dann unter Beteiligung dieser Transmembranproteine nach
folgendem Schema ab (siehe Abbildung 1-2): 1. Die Aktivierung der Kinase PERK fuhrt zur
Phosphorylierung von elF2a (eukaryotic initiation factor-2a), welches die Translation
blockiert, um eine weitere Proteinsynthese zu unterbinden. Gleichzeitig induziert dies
paradoxer Weise die Synthese des Transkriptionsfaktors ATF4, welcher verschiedene UPR-
Zielgene induziert. 2. Die Aktivierung von IRE1, welches ein bifunktionales Enzym ist — es
besitzt eine Kinase und eine Endoribonuklease-Aktivitat. Als Kinase stimuliert es Uber
TRAF2 / ASK1 (TNF receptor-associated factor 2 | apoptosis signal-regulating kinase 1) die
Proteinkinase JNK (c-Jun N-terminal kinase); als Endoribonuklease flhrt es zum Abbau von

mMRNAs kodierend fur Membran- und sekretierte Proteine und insbesondere vollzieht IRE1
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ein unkonventionelles Spleilen der XBP1-mRNA (x-box binding protein 1), was den
Transkriptionsfaktor XBP1 generiert. 3. ATF6 transloziert in den Golgi Apparat, wird dort
prozessiert und aktiviert, und transloziert daraufhin als Transkriptionsfaktor in den Kern, um
ebenfalls UPR-Zielgene zu aktivieren 8 Zusammen fiihrt dies zur Transkriptionsaktivierung
von Chaperonen und pro-apoptotischem CHOP, welches wiederum pro-apoptotische Bcl-2-
Proteine aktivieren kann. Falls der ER-Stress uniberwindbar ist, ist CHOP der wesentliche
Initiator der Apoptose, was daran deutlich wird, dass eine CHOP-Defizienz zu einer
Resistenz gegeniiber verschiedener cytotoxischer Stimuli fiihrt ***'. JNK kann jedoch auch
direkt iber ROS aktiviert werden, wobei vermutlich ASK1 dabei als Zielprotein fir ROS die
Aktivierung von JNK vermittelt %33,

Neben ungefalteten Proteinen kann auch eine Stérung in der Ca?*-Homdostase ER-
Stress ausldsen. Das ER spielt als Hauptspeicher des intrazellularem Ca?* und als Regulator
der Ca**-Homdostase eine wichtige Rolle in der Apoptoseinduktion. Eine Stérung der Ca®'-
Homobostase kann beispielsweise durch oxidativen Stress induziert und durch Bcl-2

vermindert werden **

. Die Bcl-2 Proteinfamilie besteht aus mehreren Mitgliedern, deren
Funktion entweder anti-apoptotisch (z.B. Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, MCL-1) oder pro-apoptotisch
(z.B. Bax, Bad, Bid, Bak, Bim, Puma, Noxa) ist. Somit gelten Bcl-2-Proteine als kritische
Regulatoren zwischen Zelluberleben und —tod. Unter anderem sind sie auch im ER lokalisiert
und kénnen dort die Ca®*-Freisetzung bzw. den Ca**-abhéngigen Zelltod regulieren *°. Anti-
apoptotisches Bcl-2 reduziert die Ca®*-Freisetzung aus dem ER nach apoptotischen Stimuli,
hingegen fiihren die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak zu einer erhdhten Ca*-

Freisetzung *°.

Ein erhohter Ca*-Anstieg in der Zelle kann zu einer vermehrten Ca®'-
Aufnahme in den Mitochondrien filhren ¥. Darauf folgt die Offnung von Ca®'-gesteuerten
Poren (PTP, permeability transition pore), was im Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und im Zelltod resultiert 3 _Bax und Bak kontrollieren die Apoptose direkt
an den Mitochondrien, aber auch indirekt als Kontrollpunkt fir Ca”-abhéngige apoptotische

Stimuli am ER, die wiederum Uber die Mitochondrien verstarkt werden.

1.2.4 Extrinsische Apoptose

Der extrinsische Signalweg kann entweder unabhéangig von den Mitochondrien Apoptose
ausldsen (Typ-I-Zellen) oder bendétigt den mitochondrialen Weg zur Signalverstarkung (Typ-
[I-Zellen). In beiden Zell-Typen kann die Apoptose durch Ligandenbindung (z.B. TNF-q,
TRAIL, FasL) an einen Todes-Rezeptor (death receptor, DR) der TNF-Familie eingeleitet
werden. Im Falle des am besten charakterisierten TNF-Rezeptor / Ligand-Systems kommt es
zur  Trimerisierung  des Fas-Rezeptors und  somit zur Formation des
Todesrezeptorkomplexes DISC (death-inducing signaling complex). Hierbei wird das

Adapterprotein FADD (Fas-associated death domain protein) iber die homophile Interaktion
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der Todesdomanen aus Rezeptor und Adapterprotein rekrutiert. DarUber hinaus besitzt
FADD eine Todeseffektordoméane (DED, death effector domain), die Uber eine homophile
Interaktion an die DED der Pro-Caspase-8 bindet und zu deren autokatalytischen Spaltung
fuhrt 3 3% In Typ-I-Zellen aktiviert die prozessierte Caspase-8 direkt andere Mitglieder der
Caspase-Familie (Caspase-3 und -7) und stimuliert dadurch die Apoptose (siehe Abbildung
1-2) “°. In Typ-Il-Zellen startet der Fas-DISC-Komplex eine Riickkopplungsschleife iiber die
Mitochondrien, wodurch die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus den
Mitochondrien verstarkt und die Aktivierung der Caspase-8 amplifiziert wird 0. Dazu spaltet
die Caspase-8 das cytosolische Protein Bid (BH3 interacting domain death agonist). Das
entstehende C-terminale Spaltprodukt tBid (truncated Bid) vermittelt nach der Translokation
in die Mitochondrien die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren. Es kommt zur
Freisetzung von Cyt ¢, welches Uber Apaf-1 die Caspase-9 aktiviert und wiederum zur
Caspase-3-Aktivierung fuhrt. Diese aktiviert in einer positiven Rickkopplungsschleife die

Caspase-8 unabhingig vom Fas-DISC-Komplex .

1.3 Kennzeichen der Krebsentstehung und Therapieansétze

Krebs kann unterschiedliche Ursachen haben, jedoch scheint allen Krebszellen die
Erlangung von bestimmten Fahigkeiten wahrend der vielschrittigen Entwicklung von
Tumoren gemein zu sein. Hierzu zahlen nach Hanahan et al. *1 die Aufrechterhaltung von
Proliferationssignalen, das Umgehen von Wachstumssuppressoren, das Abschwachen pro-
apoptotischer Mechanismen, das Erlangen von replikativer Immortalitdt, die
Angiogeneseinduktion, die Aktivierung von Invasion und Metastasierung, die
Reprogrammierung des Energiemetabolismus und die Vermeidung vor einer durch das
Immunsystem vermittelten Zerstérung der Krebszelle. Die von Hanahan et al. *' ausfiihrlich
diskutierten Mechanismen, sollen in Anlehnung an den Review nachfolgend erldutert und in
diesem Zusammenhang aktuelle Therapieansatze aufgezeigt werden.

Unter physiologischen Bedingungen wird das Gleichgewicht zwischen Zellwachstum
und Zelltod u.a. durch Kontrollpunkte des Zellzyklus streng geregelt. Krebszellen hingegen
deregulieren diese Signale und werden davon verstarkt unabhangig. Die Signale werden
meist durch Wachstumsfaktoren vermittelt, welche an Zelloberflachenrezeptoren binden, die
typischerweise eine intrazellulare Tyrosinkinase-Domane besitzen (z.B. EGF-Rezeptor,
epidermal growth factor). Letztere reguliert Uber den nachfolgenden Signalweg (z.B.
MAPK / ERK, PI3K / AKT, JAK/ STAT) das Fortschreiten des Zellzyklus und das Wachstum
der Zelle. Eine Vielzahl von Melanomen weisen eine Mutation der Proteinkinase B-Raf
(rapidly growing fibrosarcoma or rat fibrosarcoma) auf, was Uber das exprimierte RAF zu

einer konstitutiven Aktivierung des MAP-Kinase-Signalweges (MAP, mitogen-activated
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protein) fihrt *2. Ahnlich fiihrt eine Mutation der Phosphoinositid-3 (P13)-Kinase zu einer
43, 44

UbermaRigen Aktivierung des PI3K / AKT-Signalweges . Eine mutierte, permanent
exprimierte Version von onkogenem MYC wird zudem in vielen Krebszellen gefunden. Des
Weiteren kdnnen auch Defekte in negativen Feedback-Schleifen ursachlich fir eine
verstarkte Proliferation sein, wie z.B. durch Mutation der Ras-GTPase, welche zu mehr
onkogenem RAS fiihrt *'.

Neben der Induzierung und Erhaltung von wachstumsférdernden Signalen spielt auch
die Umgehung von Signalwegen, welche die Zellproliferation negativ regulieren, eine
wichtige Rolle bei der Krebsentstehung. Bekannte Tumorsuppressorgene sind das
Retinoblastom-Protein (pRB) und p53, welche beide Regulatoren dartber sind, ob eine Zelle
proliferiert oder ob die Seneszenz bzw. die Apoptose aktiviert wird. Wahrend pRB
wachstums-inhibierende Signale von auflen in die Zelle vermittelt, stellt p53 einen
intrazellularen Sensor dar, der vor allem bei DNA-Schaden regulierend wirkt: Falls der Grad
der DNA-Schaden im Genom hoch ist oder die Menge an Nukleotiden, Glucose oder
Oxygenierung nicht optimal sind kann p53 den Zellzyklus anhalten. Dieser Arrest dauert
solange an, bis diese Bedingungen wieder optimal sind. Wenn dies nicht mehr moglich sein
sollte, kann p53 alternativ zur Apoptose flihren. Es werden sehr haufig Mutationen in pRB
oder p53 (>50% aller Tumore) in Krebszellen gefunden, die zum Verlust ihrer Funktion
fiihren und damit das Entkommen vor der Apoptose fordern *4¢.

Die Abschwachung pro-apoptotischer Mechanismen ist ein weiteres Charakteristikum
der Karzinogenese, wobei die Apoptose normalerweise eine naturliche Barriere der
Krebsentstehung darstellt *’. Dabei spielt die Bcl-2-Familie (B-cell lymphoma 2, z.B. Bcl-2,
Bxl-x., Mcl-1) mit anti-apoptotischem Bcl-2 als Prototyp der gleichnamigen Proteinfamilie
zusammen mit den pro-apoptotischen Proteinen Bax und Bak eine entscheidende Rolle in
der Regulation der Apoptose. Wenn Bax und Bak nicht mehr durch anti-apoptotische
Faktoren wie Bcl-2 inhibiert werden, zerstéren sie durch Porenbildung die Integritat der
mitochondrialen Membran und fiihren zur Cyt-c-Freisetzung (siehe 1.2.1). Die Gruppe der
BH3-only-Proteine (z.B. Puma, Noxa und Bim) kdnnen dabei entweder Bcl-2 in seiner anti-
apoptotischen Funktion inhibieren oder direkt pro-apoptotische Mitglieder dieser Familie
stimulieren “®. Dabei kann die Expression von Noxa und Puma durch p53 und Bim durch
geringe Mengen an Uberlebenssignalen (z.B. Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor 1/ 2,
Igf1/2) hochreguliert werden % “°. Uber den Verlust der Tumorsuppressorfunktion von p53
entkommen die Krebszellen haufig der Apoptose; alternativ kann die Hochregulation von
anti-apoptotischen Regulatoren (Bcl-2, Bxl-x.) und Uberlebenssignalen (Igf1/2) oder die
Runterregulation von pro-apoptotischen Faktoren (Bax, Bim, Puma) zum Uberleben der

Krebszelle beitragen.
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Unter physiologischen Bedingungen kdonnen Zellen nur eine bestimmte Anzahl von
Teilungen durchmachen und gehen dann in einen seneszenten Zustand oder aber in eine
Krisen-Phase, in der die meisten Zellen sterben. Dabei ist die fiir eine Zelle mdgliche Anzahl
der Teilungen in der DNA Uber die Telomere (Chromosomenenden) vorprogrammiert,
welche von Teilung zu Teilung kirzer werden. In immortalisierten Zellen wie Krebszellen wird
zu Uber 90% das Enzym Telomerase exprimiert, welches in nicht-immortalisierten Zellen
fehlt *'. Die Telomerase kann die Integritat der Telomere aufrecht erhalten und fiihrt
vermutlich dariiber zu einer Resistenz der Krebszellen gegenuber der Seneszenz und der
Krise / Apoptose.

Ebenso wie normale Zellen brauchen auch Krebszellen eine Versorgung mit
Nahrstoffen und Sauerstoff Uber die Blutbahn. Zu diesem Zweck bilden Tumore eigene
Gefalle in dem Prozess der Angiogenese aus. Bei der Angiogenese handelt es sich um
einen komplexen Ablauf, bei dem die zur Bildung der Gefallwande notwendigen
Endothelzellen, Pericyten und glatten Muskelzellen durch verschiedene angiogenetische
Wachstumsfaktoren wie etwa VEGF (vascular endothelial growth factor) und FGF (fibroblast
growth factor) aktiviert werden. Beide Faktoren VEGF und FGF konnten hochreguliert in
Krebszellen gefunden werden und stehen ursachlich mit der Angiogenese von Tumorzellen

50, 51

in Verbindung . Darlber hinaus konnten auch Pericyten, welche in Gefallen normaler
Gewebe eine wichtige mechanische und physiologische Unterstutzung der Endothelzellen
bieten, assoziiert mit vielen Neovaskulaturen der Tumore gefunden werden *2

Ein benigner Tumor kann zwar destruktiv. wachsen, aber er respektiert
Gewebsgrenzen, ist also zumeist abgegrenzt. Ein Charakteristikum von malignen Tumoren
hingegen ist die Fahigkeit der Krebszellen zur Invasion und Metastasierung. Diese
entwickeln typischerweise Veranderungen in ihrer Anhaftung an andere Zellen und an die
extrazellulare Matrix (ECM). Die haufig beobachtete Herunterregulation bzw. Inaktivierung
des Adhasionsmolekils E-Cadherin weist auf seine Rolle als Schllissel-Suppressor der

Invasion und Metastasierung hin %

Wiederum ermdglicht die Hochregulation des
Adhasionsmolekiils Integrin eine Anheftung der Krebszellen im Zielgebiet % Paradoxerweise
kénnen inflammatorische Zellen die Invasion von Krebszellen férdern, indem sie sich am
Rand der Tumore ansammeln und Enzyme und andere Faktoren produzieren, die dem
Abbau der ECM dienen (z.B. Matrix-Metalloproteinasen) und ein invasives Wachstum
fordern °%.

Die Reprogrammierung des Energiemetabolismus stellt ein weiteres Krebsmerkmal
dar. Normale Zellen gewinnen unter aeroben Bedingungen Energie Uber die Glykolyse und
Zellatmung. Bereits vor langem wurde von Warburg beschrieben, dass Krebszellen ihren
Metabolismus auch bei Vorhandensein von Sauerstoff auf die ,aerobe Glykolyse® umstellen

58, 59

kénnen . Trotz des dadurch geringeren Energiegewinns der Krebszelle kann das
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Zuruckgreifen auf die Glykolyse sinnvoll sein, da Krebszellen oftmals hypoxischen
Bedingungen ausgesetzt sind. Hierzu passend regulieren Krebszellen lber onkogenes RAS
oder Hypoxie die Transkriptionsfaktoren HIF1a (hypoxia-inducible factor 1) und HIF2a hoch,
welche wiederum die Glykolyse steigern 0 Weiterhin regulieren Krebszellen den
Glucosetransporter GLUT1 hoch, welcher den Glucoseimport in das Cytoplasma erhdht und
somit den vermehrten Energiebedarf deckt ®'.

Die Vermeidung vor einer durch das Immunsystem vermittelten Zerstoérung der
Krebszelle ist ebenso grundlegend fiir die Karzinogenese, jedoch ist bisher nicht genau
aufgeklart, wie Krebszellen dem Immunsystem entkommen. Es konnte gezeigt werden, dass
Mé&use mit einer Defizienz in T-Zellen und naturlichen Killerzellen (NK) empféanglicher fur die
Entstehung von Krebs waren °2. Eventuell kénnten Krebszellen infiltrierende CTLs (cytotoxic
T lymphocytes) und NK-Zellen blockieren, indem sie TGF- (transforming growth factor) oder
andere immunsuppressive Faktoren sekretieren 2.

Zugrundeliegend fur die aufgelisteten Merkmale, die kennzeichnend fir die
Entstehung von Krebs sind, sind zwei weitere Eigenschaften: Die genomische Instabilitat und
Entziindungen (Inflammation). Erst die erhdhte Mutationsrate in Krebszellen und die damit
verbundene Instabilitdt des Genoms sorgt daflir, dass die Zelle eine derartige genetische
Diversitat hervorbringen kann . Inflammation kann ebenso zu vielen Besonderheiten der
Krebszellen beitragen, indem Zellen des Immunsystems Wachstumsfaktoren,
Uberlebensfaktoren, pro-angiogene Faktoren etc. zur Verfiigung stellen °.

Laut statistischem Bundesamt stirbt rund jeder vierte in Deutschland an den Folgen
einer Krebserkrankung ?, weshalb es besonders wichtig ist, derzeitige Therapieformen
weiterzuentwickeln. Insgesamt bilden die oben erlauterten Kennzeichen von Krebszellen
vielversprechende Angriffspunkte der Krebstherapie 1. Zur Zeit stellt die Chemotherapie die
hauptsachliche Therapieform bei Krebserkrankungen dar, wobei die meisten der
verwendeten Cytostatika die schnelle Teilungsféhigkeit der Tumorzellen ausnutzen, da diese
empfindlicher als gesunde Zellen auf Stérungen der Zellteilung reagieren. Die Substanzen
kénnen beispielsweise durch Schadigung der DNA die Zelle in die Apoptose flihren (z.B. 5-
Fluorouracil, Cisplatin, siehe 1.2.2). Jedoch ist die Inhibition nur eines Signalweges
wahrscheinlich nicht ausreichend, da Krebszellen oftmals Resistenzen gegeniber der
Behandlung ausbilden kdénnen. Vermutlich missen mehrere parallele Signalwege
gleichzeitig gehemmt werden, um den Krebs effektiv zu bekdmpfen und eine
Resistenzentwicklung gegenuber der Therapie zu vermeiden. Hierzu koénnte ein
gleichzeitiges und insbesondere Tumor-spezifisches Ansetzen an mehreren oben genannten
Krebskennzeichen durch eine kombinierte Therapie evtl. auch zusammen mit einer eher

unspezifischen Chemotherapie fir einen besseren Therapieerfolg sinnvoll sein. Gerade eine

@ Statistisches Bundesamt Deutschland, www.destatis.de
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Kombination von vielen Strategien in einer moderaten Wirkstoffkonzentration kdnnte zu
grolkerem Erfolg bei gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen filhren, denn letztere sind bei
hochdosierten Einzeltherapien oftmals schwerwiegend. Derzeit zur Inhibition von
Proliferationssignalen meist in Kombination mit Chemotherapie erfolgreich angewendet
werden beispielsweise die monoklonalen Antikérper / Tyrosinkinase-Inhibitoren Trastuzumab
(Herceptin®) bei Brustkrebs, Erlotinib (Tarceva®) bei Pankreaskarzinom, Panitumumab
(Vectibix®) bei kolorektalen Karzinomen, Gefitinib (Iressa®) und Cetuximab (Erbitux®) bei
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Auch bereits eingesetzt werden VEGF-Inhibitoren
zur Angiogenese-Hemmung wie Bevacizumab (Avastin®) und anti-CTLA4-Antikdrper zur
Immunaktivierung wie Ipilimumab (Yervoy®). Weiter ist die Entwicklung von Substanzen
sinnvoll, welche an den Ubrigen Stellen angreifen: so z.B. Stimulantien der pro-apoptotischen
BH3-Proteine, Telomerase-Inhibitoren, HGF / c-Met-Inhibitoren zur Unterdriickung der
Metastasierung, aerobe Glykolyse-Inhibitoren, PARP (Poly(ADP-ribose)-Polymerase)-
Inhibitoren, welche die genomische Instabilitdt der Krebszellen ausnutzen, oder auch
selektive anti-inflammatorische Substanzen *'.

Dies zeigt, wie wichtig die Identifizierung von tumorspezifischen Mechanismen ist, um
~>chwachstellen® der jeweiligen Krebszellen aufzudecken und dementsprechend eine
Therapie entwickeln zu kdnnen. Die oben genannten Beispiele belegen wie Tumor-eigene,
anti-apoptotische Mechanismen als Ziele in der Krebstherapie genutzt werden kodnnen.
Jedoch stellen auch vorangehende Signalwege attraktive Angriffstellen dar, da sie viele
kritische Mediatoren beinhalten, von denen die meisten leider wenig verstanden sind. Einen
solchen stromaufwarts liegenden Mediator, welcher eine wichtige Rolle in der
Krebsentstehung spielt, stellen Redox-Signale in den Mitochondrien dar, da sie sowohl den
Energiemetabolismus als auch den Zelltod regulieren. Daher ist es nicht verwunderlich, dass
eine Dysfunktion in den Mitochondrien zu vielen Krankheiten fuhrt und derzeit zahlreiche
Wirkstoffe entwickelt werden, welche die Mitochondrien als Ziel haben . Mitochondrien
haben direkt oder ber ER-Stress-Signalwege einen Einfluss auf die Apoptose bzw. auf
Krebs-relevante Signalwege ® (siehe 1.2.1 und 1.2.3). Daher stellen anti-oxidative Molekiile
oder Proteine vielversprechende Ziele in der Krebstherapie sowie in der Behandlung vieler
anderer Krankheiten dar. Eine Teilaufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, ein
solches anti-oxidatives Enzym als potentiell-neues Angriffsziel (tumor target) fur die

Krebstherapie zu charakterisieren (siehe unten).
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1.4 Pseudomonas aeruginosa Infektionen

Bei dem humanen Bakterium Pseudomonas aeruginosa handelt es sich um einen
opportunen Krankenhauskeim. Dieser befallt typischerweise die Atemwege von z.B.
immunsupprimierten Patienten oder solchen, die an Cystischer Fibrose, Lungenentziindung,
Brandwunden, HIV oder einer allgemeinen Schwachung z.B. durch eine Krebserkrankung

und Chemotherapie leiden °®

. Insgesamt kann aufgrund von Hochrechnungen von etwa
500.000 bis 800.000 Fallen nosokomialer Infektionen im Jahr in Deutschland ausgegangen
werden, wobei P. aeruginosa mit ca. 10% aller Krankenhausinfektionen zu den in
Deutschland am haufigsten auftretenden Krankenhauskeimen zéhlt °. Eine Infektion kann zu
schwerwiegenden Schaden im Wirt fuhren, wahrend die Behandlung mit Antibiotika oftmals
durch Multi-Resistenzen und der Biofilm-Formation der Bakterien behindert wird, welche
diesen einen physikalischen Schutz vor einer Antibiose bietet. Des Weiteren sekretiert P.
aeruginosa eine Reihe von Virulenzfaktoren, die der bakteriellen Kommunikation dienen und
die Abwehrmechanismen des infizierten Wirtes schwachen. Zwei wichtige Faktoren sind das
quorum-sensing Molekil N-(3-Oxododecanoyl)-L-Homoserinlacton (30C12) und das redox-
aktive Pyocyanin (PCN). Die lokale 30C12-Konzentration gilt als MaR der bakteriellen
Zelldichte — ein Mechanismus, der als quorum-sensing bezeichnet wird und durch welchen
die Bakterien ihre Genexpression koordinieren. Wenn die bakterielle Dichte und damit die
30C12-Konzentration einen bestimmten Schwellenwert erreicht, werden die Bakterien durch
Expression von Virulenzfaktoren (immunogene Exoenzyme und Toxine) und durch
Induzierung von inflammatorischen Prozessen virulent. Das Lacton 30C12 hat sowohl
immunmodulatorische als auch inflammatorische Eigenschaften, wie einen inhibitorischen
Effekt auf die von Dendritischen Zellen aktivierten T-Zellen °, die pro-inflammatorische

0 und in der

Induktion von IL-6 und IL-8 in Lungenepithelzellen und Lungenfibroblasten
Auslésung der Wirtszell-Apoptose " 2. Studien in Mausen haben gezeigt, dass 30C12 ein
essentieller Faktor flr die bakterielle Kolonisierung und der Etablierung von chronischen
Lungeninfektionen darstellt ">.

Die Produktion des Virulenzfaktors PCN wird positiv durch quorum-sensing Signale
einschlieBlich des 30C12 reguliert . PCN verursacht oxidativen Stress und hat eine groRe
Bandbreite an Effekten auf die Lungenepithelzellen wie die Auslésung von Zellalterung,
ciliarer Dyskinesie, der Induktion der IL-8-Sekretion, die Verringerung des Glutathion-Gehalts
und die Inhibierung der Katalase-Aktivitat ' ™. Dabei ist die Redox-Aktivitdt von PCN
mafgeblich fur die Schaden, welche im Wirt entstehen. Das zwitterionische PCN transferiert
im Cytosol Elektronen von reduziertem NADH oder NADPH auf molekularen Sauerstoff unter

Bildung von Superoxid, welches weiter zu H,O, umgesetzt wird "°. Zuséatzlich stért PCN

b Gesundheitsberichterstattung des Bundes, Heft 8, Nosokomiale Infektionen, Juni 2002, Verlag
Robert Koch-Institut
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eines der wichtigsten anti-infektidsen Systeme der Lungenmucosa, namlich das
antimikrobielle Duox / SCN/ LPO-System, indem es mit diesem System um die gleichen
Substrate (molekularer Sauerstoff und NADPH) konkurriert . Das Duox/SCN’/LPO-
System dient der Verteidigung gegen Pathogene durch Generierung oxidativer Metabolite.
Hierbei bildet das Duox-Enzym H,O, mit Hilfe von Sauerstoff und NADPH, welches die
Umsetzung von Thiocyanat (SCN’) durch die Lactoperoxidase (LPO) zu mikrobizidem
Hypothiocyanit (OCSN") férdert 8. PCN ist fiir die Lungeninfektion unabdingbar, so konnte in
einem Mausmodell fir akute Lungenentziindung demonstriert werden, dass P. aeruginosa
Stdmme, welchen die Fahigkeit zur PCN Produktion fehlte, eine wesentlich geringere
Virulenz als der Wild-Typ Stamm aufwiesen *°.

Derzeit werden P. aeruginosa Infektionen mit Antibiotika therapiert, wie beispielsweise
mit  Piperacillin, Cephalosporinen (+ Aminoglykosiden), Fluoroquinolonen und
Carbapenemen. Eine erfolgreiche Behandlung ist jedoch aufgrund der bereits erwahnten
Multi-Resistenzen und der Biofilm-Formation oftmals nur schwer oder nicht mehr mdglich.
Seit einiger Zeit werden klinische Studien zu Pseudomonas-lmpfungen durchgefiihrt, wobei
sich der Impfstoff 1C43 bereits in Phase lll befindet. Dieser Impfstoff beruht auf der
Wirtsimmunisierung mittels zweier Oberflachenantigene von P. aeruginosa und konnte eine
Phase-II-Studie erfolgreich beenden (http://www.clinicaltrials.gov). Auch die Entwicklung von
quorum-sensing-Inhibitoren kénnte einen groflen Vorteil im Bekadmpfen von P. aeruginosa

Infektionen darstellen 8082

. Falls es gelingen wirde, die Biofilm-Formation durch solche
Inhibitoren zu verhindern, kénnte die Behandlung mit Antibiotika aufgrund der besseren

Zuganglichkeit zu den Bakterien deutlich verbessert werden.

1.5 Die Proteinfamilie der Paraoxonasen

Die Paraoxonase-1, -2, und -3 (PON1, PON2, PON3) bilden zusammen die Genfamilie der
Paraoxonasen, eine Gruppe homologer Gene, die im Menschen in einem Cluster auf
Chromosom 7 lokalisiert sind und deutliche strukturelle Gemeinsamkeiten haben % ®. Die
PONs haben alle ein Molekulargewicht von etwa 40kDa und weisen eine
Sequenzahnlichkeit auf Aminosdurebene von ca. 65% auf ®. Namensgebend fiir die PONs
ist die Fahigkeit von PON1 zur Hydrolyse des toxischen Paraoxons und verwandter
Substrate, jedoch besitzt PON2 keine und PON3 nur geringe Hydrolyseaktivitdt gegenlber
Organophosphaten. Allen gemeinsam ist die enzymatische Lactonase-Aktivitat, wobei sie
verschiedene und z.T. Uiberlappende Substratspezifitat haben %", Die experimentell besten
und spezifischsten Substrate flir PON1 sind Phenylacetat das Organophosphat Diazon, fir
PON2 das Lacton 30C12 und fiir PON3 Lovastatin ®°. Die endogenen Substrate hingegen

sind unbekannt. Alle drei PONs zeigen eine anti-oxidative Wirkung, was sich durch protektive
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Eigenschaften der PON-Proteine im Rahmen verschiedener Krankheitsbilder widerspiegelt
(siehe unten), in denen eine Stérung des Redox-Gleichgewichts und oxidativer Stress von
Bedeutung sind %. Neben der anti-oxidativen Eigenschaft, die den PONs gemeinsam ist,
bestehen Unterschiede in Lokalisation, enzymatischer Aktivitat, Regulation und Assoziation
mit unterschiedlichen Krankheiten, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die

Mitglieder dieser Proteinfamilie unterschiedliche physiologische Funktionen ausiiben.

1.5.1 Paraoxonasen und Arteriosklerose

Bei Arteriosklerose handelt es sich um eine chronische inflammatorische Erkrankung, die
unter anderem durch die Akkumulation verschiedener Zellen, Lipiden und extrazellularen
Matrices in der Intima der Arterien gekennzeichnet ist. Auch wenn reduzierte Mengen an
HDL (high density lipoprotein) und erhdhte LDL-Mengen (low density lipoprotein)
Risikofaktoren darstellen, kann die Arteriogenese vermutlich nicht nur durch das LDL / HDL-
Verhéaltnis oder die Cholesterol und Lipidablagerung in der Arterienwand erklart werden.
Immer mehr Daten weisen auf eine fundamentale Rolle von oxidativem Stress in der
Arteriosklerose hin. Dabei kdnnte LDL als wesentliche Zielstruktur der Oxidation sowohl in
der Initiierung als auch im Voranschreiten der Arteriosklerose wesentlich beteiligt sein .
Eventuell kénnten hier die anti-oxidativen Paraoxonasen als Schutzenzyme gegen
Arteriosklerose ansetzen, indem sie die Oxidation von LDL vermindern. Gleichzeitig
vermindern PONs auch die durch oxidativen Stress begtinstigte inflammatorische Reaktion
der Gefallwand sowie direkte Zellschadigungen durch ROS und Zellverlust durch Apoptose.
PON1 wird vorwiegend in der Leber, in geringen Mengen auch in der Niere exprimiert
und liegt zum vermutlich gréten Teil HDL-assoziiert im Serum vor. Eine charakteristische
Funktion von PON1 ist die Verhinderung der Oxidation von LDL-Partikeln im Serum %°. Auch
fur PON3, welches ebenfalls hauptsachlich in der Leber exprimiert wird und an HDL-
assoziiert vorliegen kann, wurde die Fahigkeit nachgewiesen, den Serumgehalt an
oxidiertem LDL zu verringern "%, PON1 und PON3 wirken demnach humoral anti-oxidativ,
indem sie die Oxidation von LDL-Partikeln minimieren und somit vor kardiovaskularen
Erkrankungen schiitzen kénnten . Auch wenn PON3 wie PON1 als Serumbestandteil der
HDL-Fraktion auftreten kann, werden lediglich 5% des exprimierten PON3 in die Blutbahn
abgegeben, wihrend bei PON1 dieser Anteil 80% betragt *. Demnach ist der protektive
Effekt von PON3 gegeniber der Oxidation von LDL-Partikeln (oxLDL) im Vergleich zu PON1
gering. In Untersuchungen mit Mausen, die transgen humanes PON3 (berexprimierten,
wurde ein vermindertes Auftreten von Arteriosklerose und ein reduzierter Leptingehalt im
Blut beschrieben %. Die Serumkonzentration von PON3 ist gering und Analysen von PON3-
Uberexprimierenden Mausen ergaben, dass weder humane noch murine PON3 mit murinem

t95

HDL assoziiert *°. Daher ist davon auszugehen, dass die intrazellulare PON3 bei den



26 Einleitung

beobachteten anti-oxidativen Effekten eine entscheidende Rolle spielt. Im Gegensatz zu
PONZ2, welche ubiquitar exprimiert wird, scheint die Expression von PON3 vorwiegend auf
bestimmte Gewebe bzw. Zellen beschréankt zu sein. Dabei sind die Befunde fir die
Expression in Zellen, welche relevant fir kardiovaskulare Erkrankungen sind, kontrovers.
Marsillach et al. haben PON3 in immunohistochemischen Analysen von Mausen in murinen
vaskularen Zellwanden und Makrophagen gefunden, wahrend im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, dass humane PON3 nicht in humanen Makrophagen,
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, aortalen Adventitia-Fibroblasten und vielen anderen
Zelltypen exprimiert wird % . PON2 konnte bisher im Serum nicht nachgewiesen werden %
und liegt als intrazellulares Protein hauptséachlich in den Mitochondrien und im ER lokalisiert
vor %, Vermutlich (iber eine Reduktion intrazellularer Radikalbildung und somit nach extern
gelangender ROS kénnen PON2 und PON3 die LDL-Oxidation inhibieren. In Mausmodellen
konnte gezeigt werden, dass PON2 die Entwicklung der Arteriosklerose abschwacht "% 10!,
Somit haben PON2 und PON3 &ahnlich wie PON1 eine anti-atherogene Wirkung und alle
PONSs stellen daher ein mdgliches Ziel fur eine Therapie dar. Eine Hochregulation der PONs
konnte vor der Entstehung bzw. dem Fortschreiten der Arteriosklerose schitzen und
moglicherweise konnten sich schon bestehende arteriosklerotische Plaques durch eine

Verminderung des oxLDLs zurlckbilden.

1.5.2 Paraoxonasen und Krebs

Die Entstehung von Krebs ist entscheidend dadurch gekennzeichnet, dass die Tumorzelle in

41 Dabei entwickeln Tumorzellen zahlreiche

der Lage ist, dem Zelltod zu entkommen
Strategien, in denen das Entkommen der intrinsischen Apoptose eine wichtige Rolle spielt.
Die Ausfuhrung des intrinsischen Zelltods ist hauptsachlich durch das Gleichgewicht
zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie bestimmt *"*®, welche die
mitochondriale Porendffnung und Cyt-c-Freisetzung regulieren (siehe 1.2.1). Hierbei
stimuliert eine vermehrte ROS-Produktion in den Mitochondrien die Cyt-c-Freisetzung und
Apoptose. Da Krebszellen ohnehin aufgrund des hoheren Stoffwechselumsatzes der
proliferierenden Zellen und aufgrund der oft hypoxischen Umgebung eine vermehrte ROS-
Produktion aufweisen, ware die Hochregulation von anti-oxidativen Proteinen fir die
Krebszelle vorteilhaft. Tatsachlich konnte kirzlich eine Rolle fir PON2 in der Tumorgenese
gezeigt werden: PON2 war in verschiedenen Tumorgeweben deutlich hochreguliert und ein
knock-down von PON2 flihrte in bestimmten Krebszellen zur spontanen Apoptose und zu
einer hdheren Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika '®. PON2 vermittelt ihre anti-
apoptotische Wirkung vermutlich durch ihre Fahigkeit, die Superoxid-Produktion in den
Mitochondrien abzuschwichen ' Dabei bindet PON2 wahrscheinlich an CoQ und

vermindert quasi als ,Isolator* die Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff ' "%, Ferner
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konnte PON2 nicht nur gegen Stimuli der intrinsischen Apoptose schitzen, sondern auch

ER-Stress-induzierte Apoptose abschwachen '

; ob dies auf demselben Mechanismen
beruht ist derzeit noch unklar. Da PON3 eine hohe Sequenzahnlichkeit zu PON2 aufweist
und ebenfalls anti-oxidativ wirkt % ''% kénnte PON3 eventuell eine &hnliche anti-
apoptotische Wirkung haben. Jedoch sind bisher weder der anti-oxidative noch ein madglicher
anti-apoptotischer Mechanismus von PON3 untersucht worden. PON1 kann als
extrazellulares Protein die intrazellulare redox-vermittelte Apoptose vermutlich nicht
modulieren. Dennoch gibt es Berichte, welche den PON1-Genotyp mit verschiedenen

Tumoren wie Nierenkarzinom, Brust-, Ovar- und Prostatakrebs assoziieren 8,

1.5.3 PON2 als Schutzenzym gegen Pseudomonas aeruginosa
Infektionen

Bisher sind keine endogenen, physiologischen Substrate der Paraoxonasen bekannt. Jedoch
stellt die PONZ2-Aktivitat einen natirlichen Abwehrmechanismus gegen Pseudomonas
aeruginosa dar, da 30C12 (N-3-Oxododecanoyl-Homoserinlacton) als Schlisselmolekul der
bakteriellen Kommunikation durch PON2 effektiv hydrolysiert wird '®. Dies fiihrt zu einer
Stérung des quorum-sensing und schwacht eventuell die bakterielle Virulenz von P.
aeruginosa ab (siehe 1.4). Vermutlich diffundiert 30C12 aus extrazellularen Bereichen des
Lungenepithels in die Lungenzellen, in welchen dieses durch PON2 hydrolysiert wird. Diese
Theorie wird dadurch unterstitzt, dass intakte tracheale Epithelzellen aus PON2-defizienten

199 Die damit

Mausen eine geringere Fahigkeit zur 30C12-Inaktivierung aufwiesen
verbundene Konzentrationsabnahme von 30C12 koénnte dazu fuhren, dass der die
bakterielle Virulenz regulierende Schwellenwert der 30C12-Konzentration nicht oder
verzogert erreicht wird. Damit hatte das korpereigene Immunsystem zum einen mehr Zeit,
die Bakterien zu erkennen und zu beseitigen, zum anderen wirde die dadurch
abgeschwéachte Expression von Virulenzfaktoren zu einer geringeren Wirtsschadigung
fuhren. Vor allem die somit verhinderte Biofilm-Formation kénnte dazu beitragen, dass die
Bakterien zuganglicher fir die Behandlung mit Antibiotika werden. Tatsachlich wurde in
aktuellen Studien gezeigt, dass durch eine Behandlung mit Lactonase die Biofilm-Bildung
von P. aeruginosa gestért und die Empfindlichkeit der Bakterien gegeniiber Antibiotika
erhdht wird '°.

Zusatzlich zu ihrer Lactonase-Aktivitat besitzt PON2 eine anti-oxidative Fahigkeit,
welche die mitochondriale Superoxid-Produktion vermindern kann und dadurch das
Uberleben der Zelle férdern kann ' "% "% |m Einzelnen konnte gezeigt, dass PON2 die
PCN-induzierte ROS-Produktion in humanen Epithelzellen verringert '''. Jedoch fiihrte die
Behandlung von 30C12 in Zellkulturexperimenten zu einer Ca*-vermittelten PON2-

Inaktivierung und Degradation ''2. Somit kann 30C12 einen Signalweg induzieren, welcher
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die hydrolytische Aktivitat von PON2 inaktiviert und das Enzym abbaut, was wiederum zur
héheren zelluldren Stabilitat von 30C12 fihrt. Als Konsequenz kann PON2 nicht mehr anti-
oxidativ gegenuber PCN wirken; damit verstarkt 30C12 die ROS-Bildung durch PCN. Die
Aufklarung dieses PONZ2-inaktivierenden und -degradierenden Mechanismus kdénnte
demnach einen therapeutischen Ansatzpunkt darstellen: Falls die PON2-Inaktivierung und
ihr darauf folgender Abbau verhindern werden koénnte, kénnte PON2 weiterhin gegen die P.
aeruginosa Virulenzfaktoren 30C12 und PCN schiitzen. Da die PON2-Inaktivierung Ca*'-
vermittelt, sehr schnell und reversibel erfolgte, wurde eine Phosphorylierung /
Dephosphorylierung mittels Proteinkinasen / Phosphatasen diskutiert '"'. Auch andere
Modifikationen wie Methylierungen, Acetylierungen, Ubiquitinylierungen und
Glykosylierungen / Deglykosylierungen kénnten eine Rolle in der PON2-Inaktivierung und

Degradation spielen, jedoch ist derzeit nichts darliber bekannt.
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2 Ziele der Arbeit

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit umfasst einen Bereich zu PON3 im Hinblick
auf Krebserkrankungen und einen zu PON2 und PON3 im Rahmen von Wirt-Pathogen-
Wechselwirkungen. Ein Ziel der Arbeit war die Untersuchung der PON3 bezulglich ihrer Rolle
in der Tumorgenese. In vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass die zu PON3
paraloge PON2 die Superoxid-Bildung in den Mitochondrien vermindern und vor dem Zelltod

100,102,103, 111 " Es st bekannt, dass PON3 anti-oxidativ wirkt, jedoch sind

schitzen kann
sowohl der genaue Mechanismus als auch ihre pathophysiologische Rolle weitestgehend
ungeklart und wurden hier erstmalig untersucht. Zur Aufkldrung ihrer Rolle in
Krebserkrankungen und als mdglicher Tumormarker sollte die PON3-Expression in
verschiedenen Tumorzelllinien und -geweben analysiert werden. Weiter sollte ihre anti-
apoptotische Funktion in verschiedenen Apoptose-Signalwegen aufgeklart werden. Als
fernes Ziel konnte PON3 als Angriffsstelle fur eine Tumortherapie dienen.

Aufgrund ihrer anti-oxidativen Funktion wurde vermutet, dass PON3 ebenso wie
PON2 vor dem P. aeruginosa Virulenzfaktor Pyocyanin (PCN) schitzen kénnte. Zu diesem
Zweck sollte ein Schutz von PON3 gegeniber der Superoxid-Produktion nach PCN-
Behandlung analysiert werden. Weiter sollte ein moglicher anti-inflammatorischer Effekt von
PON2 und PON3 gegenuber der PCN-nachgeschalteten Cytokin-Sekretion und des
zugrundeliegenden Mechanismus aufgeklart werden. Da PON2 infolge von Stérungen in der
Ca?-Homéostase durch 30C12 inaktiviert und abgebaut wird """ sollte untersucht werden,
inwieweit dies auch fur die PON3-Aktivitat, mMRNA und Protein zutrifft. Dies kdnnte wertvolle
Hinweise auf den molekularen Mechanismus der PONZ2-Inaktivierung und -Degradation
liefern. Vorlaufige Befunde deuteten auf eine post-translationale Modifikation (PTM)
ursachlich fur die PONZ2-Inaktivierung, bei welcher es sich vermutlich um eine
Phosphorylierung / Dephosphorylierung handelt. Dies galt es zu verifizieren und es sollten
Art und Position der PTM identifiziert werden. Die Rolle des Proteasom-vermittelten Abbaus
sollte als mdgliche Ursache der 30C12-vermittelten PON2-Degradation analysiert werden.
Die biomedizinische Relevanz dieser Befunde und das avisierte Fernziel ldgen darin, dass
die Verhinderung der 30C12 / Ca®'-abhangige PON2-Inaktivierung ggf. eine Therapie-

unterstitzende MalRnahme bei bestehenden P. aeruginosa Infektionen darstellen kénnte.



30

3 Material

3.1 Chemikalien

Alle nicht einzeln aufgefihrten Chemikalien wurden durch die Firmen Roth, Sigma bzw.

Merck erhalten.

10-N-Nonyl-Acridinorange-bromid (NAO) Invitrogen
5-(und-6)-carboxy-2",7 -dichlordihydro-fluoreszindiacetat = Molecular Probes
(Carboxy-H,DCFDA)

8-Amino-5-chloro-7-phenylpyrido [3,4-d] pyridazin- Wako Pure Chemical Industries
1,4(2H, 3H)dion Sodium Salz (Chemilumineszenz-Probe, Ltd.

L-012), Luminolderivat

Actinomycin D Sigma
Ampicillin Roth
Antimycin Sigma
Bisacrylamid Roth
BS>-Crosslinker Pierce
BSA Sigma
Cisplatin Sigma
DEPC Roth
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
DL-Norleucin Sigma
Dulbecco’s modified eagle Medium (DMEM) Sigma
Dulbecco’s PBS, steril Gibco
FCS Gold PAA
G418 Sulphat, 50 mg/ml Gibco
HALT Proteaseinhibitor, 100 x Pierce
Hanks gepufferte Salzldsung (HBSS) mit Calcium Gibco

und Magnesium (HBSS™), steril
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Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin (HAT), 50 x
Kanamycin

L-Glutamin, 100 x

Methanol

Mito-HE
N-3-oxododecanoyl-L-Homoserinlacton
Na’-Pyruvat

Penicillin / Streptomycin, 100 x
PhosphoSTOP

Pyocyanin

Rotenon

RPMI 1640

Saponin

Staurosporin

Thapsigargin

TNF-a

Trypsin / EDTA, 10 x

Tunicamycin

3.2 Verbrauchsmaterialien

12-well-Platten
24-well-Platten
6-well-Platten
96-well-Platten bzw.

96-well-Platten Advanced TC™ fiir HEK293-Zellen

Amersham Hyperfilm™ ECL

Entwickler- und Fixierlésung

High performance chemiluminescence film
Lab-Tek chamber Slides

Polystyrol Rundboden-Réhrchen

Protean Nitrocellulose Transfer Membran

PVDF Transfer Membran

Gibco

Roth

Gibco

Roth

Molecular Probes
Sigma

PAA

PAA

Roche

Cayman Chemicals
Sigma

PAA

Fluka

Sigma

Molecular Probes
Miltenyi Biotec
PAA

Sigma

Greiner
Greiner
Greiner

Greiner

GE Healthcare
Kodak

GE Healthcare
Nunc / Greiner
BD Falcon
Whatman

GE Healthcare
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Material

Reaktionsgefale (0,2; 1,5; 2,0 ml)
Reaktionsgefalle (15, 50 ml)
TripleFlasks Zellkulturflasche (500 cm?)
Whatman-Papier

Zellkulturflaschen steril mit Filterdeckel (25 cm?, 75 cm?,
150 cm?)

3.3 Laborgerate

Centro LB960 Luminometer

ChemiDoc XRS imaging system mit QuantityOne 4.6.7

Software

COz-Inkubatoren CO-150 und Excella ECO-170
FACSAria Durchflusszytometer

FACSCalibur mit CellQuest Pro Software
FluoStar Optima Fluometer
Gelelektrophoresekammer, Mini-Protean-lll

Gelelektrophoresekammer, Perfect-Blue

Doppelgelsystem Twin L

iCycler

Megafuge 1.0R

Mini-Transblot-Zelle, Mini-Protean-Il|
Nanodrop

Thermomixer kompakt

Trans-Blot Semi Dry Transfer Cell

Zeiss LSM-710 mit ZEN2008 Software
Zentrifuge 5417R

Zentrifuge J2-MC mit Rotor JA 25.50, JA 14

Eppendorf
Greiner
Nunc
Whatman

Greiner

Berthold Technologies

BioRad

New Brunswick Scientific
BD Biosciences

BD Biosciences

BMG Labtechnologies
BioRad

Peglab Biotechnologies

BioRad

Heraeus Sepatech
BioRad

Peglab Biotechnologies
Eppendorf

BioRad

Zeiss

Eppendorf

Beckmann
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3.4 Reagenzien und Kits

Annexin-V-APC BD Biosciences
Annexin-V Apoptosis Detection Kit | BD Biosciences
Attractene Transfection Reagent Qiagen

BCA™ Protein Assay Kit Pierce

Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems Promega
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay Promega
CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay Promega

DRAQ5® Cell Signaling Technology
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega

Dynabeads® Protein A Dynal® Biotech Invitrogen
ER-Tracker™ Red dye / ER-Tracker™ Green dye Invitrogen

GeneJET™ Gel Extraction Kit Fermentas
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit Fermentas

GFP-Trap® A ChromoTek

HA Tag IP / Co-IP Kit Pierce

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits Applied Biosystems
Human Inflammatory Multi-Analyte ELISArray™ Kit SA Biosciences
MitoTracker® Orange Molecular Probes
Nanofectin™ PAA

peqGOLD Total RNA Kits Peglab Biotechnologies
PureLink™ HiPure Plasmid Purification Kit Invitrogen
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
SAINT-RED siRNA / RNAi-Delivery System Synvolux Therapeutics
TissueScan cancer survey panel-ll, OriGene

TissueScan matched lung cancer panel-IV

Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus PerkinElmer
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Material

3.5

Lésungen, Puffer, Reagenzien und Medien

In diesem Abschnitt sind alle Lésungen, Puffer, Reagenzien und Medien aufgelistet, die in

den jeweiligen Abschnitten beschrieben und benutzt wurden.

Anodenpuffer |
Anodenpuffer I
BS®-Lésung
Conjugation-Puffer
Coomassie

Dilution-Puffer (GFP-IP)

DNA-Ladepuffer, 6 x

Elution-Puffer
Kathodenpuffer

LB-Agar-Platten

LB-Agar-Platten mit Ampicillin
LB-Agar-Platten mit Kanamycin

Lysispuffer 3

Mito-Puffer

nicht-reduzierender SDS-Ladepuffer, 2 x
Proteaseinhibitor, 100 x
Quenching-Puffer (Dynabeads)

RIPA

SDS-Ladepuffer, 5 x

SDS-Laufpuffer, 5 x
TAE, 20 x
TB-Medium

300 mM Tris / HCI pH 10.4, 20% Methanol

25 mM Tris / HCI pH 10.4, 20% Methanol

5 mM BS? in Conjugation-Puffer, frisch angesetzt

20 mM Nay;HPO,, 0,15 M NaCl pH 7-9

GelCode™ Blue Stain Reagent (Pierce)

10 mM Tris /HCI, 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA,
Proteaseinhibitor

30% Glycerin in H,0, 0,25% Bromphenolblau, 0,25%
Xylencyanol

50 mM Glycin pH 2.8

25 mM Tris / HCI pH 9.4, 40 mM DL-Norleucin,
0,05% SDS

40 g LB-Agar, 1 | Wasser,

autoklaviert

LB-Agar-Platten, 10 pg/ml Ampicillin
LB-Agar-Platten, 30 pg/ml Kanamycin

200 mM NaCl, 100 mM Tris / HCI pH 7.4,

2% Triton X-100, Proteaseinhibitor, PhosphoSTOP

10 mM HEPES pH 7.9, 125 mM KCI, 5 mM MgCl,,
2 mM CacCl,, 2 mM K,HPO,, Proteaseinhibitor

Pierce

Pierce

1M Tris / HCI pH 7.5

50 mM Tris / HCI pH 8, 150 mM NacCl,

1% NP-400, 0,5% NaDesoxicholat, 1% SDS

250 mM Tris / HCI pH 6.8, 0,5 M DTT, 40% Glycerin,
10% SDS, 0,2% Bromphenolblau

250 mM Tris, 19,2 mM Glycin, 0,35 mM SDS

50 mM Tris pH 7.4, 20 mM Na-Acetat, 2 mM EDTA

50,8 g Terrific Broth-Trockenmedium, 4 ml Glycerin,
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TBS, 1 x

TBS / Tween

Wash-Puffer (Cytochrom-c-Freisetzung)
Wash-Puffer (GFP-IP)

Washé&Bind-Puffer
Wash3-Puffer (Dynabeads)

Wasser
WB2

3.6 Enzyme und Standards

1 kbp-DNA-Leiter

100 bp-DNA-Leiter

PageRuler™ Prestained Protein Leiter
Rapid DNA Ligation Kit

SYBR® Green JumpStart™ Taq
ReadyMix™

Tag-Polymerase

VELOCITY™ DNA Polymerase

996 ml Wasser

1 M Tris pH 8, 5 M NaCl

1 x TBS, 0,18% Tween

1% FCS, 0,1% Natriumazid in Dulbecco’s PBS

10 mM Tris / HCI, 500 mM NaCl, 0,5 mM EDTA,

Proteaseinhibitor

0,1 M Na,HPO,, 0,01% Tween, pH 8

50 mM Tris / HCI pH 7.4, 200 mM NacCl, 0,2% Triton
X-100

ddH20

BupH (HA Tag IP / Co-IP Kit, Pierce), 0,1% Tween,
100 mM NaCl

Roth

Roth
Fermentas
Roche

Sigma

Die bakteriell exprimierte Tag-Polymerase wurde
von der AG Kleinert aufgereinigt und zur

Verfugung gestellt.

Bioline

Restriktionsenzyme wurden entweder von New England Biolabs oder von MBI / Fermentas

bezogen.

3.7 Antikérper

Alle Antikérper wurden gemal der entsprechenden Herstellerempfehlung in 5%-igem

Milchpulver oder in 5%-igem BSA in TBS / Tween (siehe 3.5) verwendet.
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monoklonaler a-Cytochrom c; Klon 7H8.2C12 (mouse,
1:1.000 fur Western Blot, 1:20 fir FACS)

monoklonaler a-GAPDH (mouse, 1:5.000)
monoklonaler a-HA (mouse, 1:1.000)
monoklonaler a-human-Tubulin (mouse, 1:2.000)

monoklonaler a-Komplex-IIl (Untereinheit Kern-2)
(mouse, 1:1.000)

monoklonaler a-Phosphotyrosin, Klon 4G10® (mouse,
1:1.000)

mouse-lIgG1k (MOPC-21, 1:10)
Phosphoserin Detektionskit, sechs monoklonale

Antikérper (mouse, 1:100)

Phosphothreonin Detektionskit, drei monoklonale

Antikérper (mouse, 1:100)
polyklonaler a-human-GRP78 (goat, 1:750)
polyklonaler a-human-Lamin (goat, 1:1.000)

polyklonaler a-human-PON2 (rabbit, 1:2.000)

polyklonaler a-human-PON3 (rabbit, 1:750)

polyklonaler a-Phospho-SAPK / JNK (Thr183 / Tyr185)
Antikérper (rabbit, 1:1.000)

Protein Folding and Stability Antibody Sampler Kit

BD Biosciences

Santa Cruz
Sigma
Dianova

Mito-Sciences

Upstate (Millipore)

Sigma

NanoTools

NanoTools

Santa Cruz
Santa Cruz

Auftragssynthese
ausgefuhrt durch

Eurogentec
Sigma
Cell Signaling

Cell Signaling

Die in Klammern angegebenen Zahlen beziehen sich auf die im Western Blot eingesetzten

Verdinnungen der aufgefuhrten Antikdrper, ausgehend von einer Proteinbeladung von

>15 ug Protein / Spur.

3.8 Sekundarantikorper

anti-mouse AlexaFluor-647 aus der Ziege (1:40)
anti-rabbit 1IgG aus der Ziege, Peroxidase gekoppelt
(1:5.000)

anti-rabbit 1IgG aus der Ziege, Peroxidase gekoppelt
(1:5.000)

Molecular Probes

Sigma

Cell Signaling
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anti-mouse IgG aus dem Pferd, Peroxidase gekoppelt

(1:5.000)

anti-mouse IgG aus dem Kaninchen, Peroxidase

gekoppelt (1:20.000)

3.9 Plasmide

pcDNA3-HA
pcDNA3-HA-PON2

pcDNA3-His-PON2-iso1-
WT

pDsRed-Express-N1
pDsRed-Express-PON2
pDsRed-Express-PON3
pEGFP-N1
pEGFP-PON2
pEGFP-PON2-Mutanten
pEGFP-PON3

pEXPR-IBA103

pGL4.32[luc2P / NF-kB-
RE / Hygro]

Renilla-Plasmid

StrepOne-PON2-His

Cell Signaling

Sigma

Invitrogen

Dieses Plasmid wurde durch Dr. S. Horke, Institut fur
Pharmakologie, Universitatsmedizin der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz, kloniert und zur Verfugung gestellt.

Dr. S. Horke, s.o.

Clontech
E. M. Schweikert
E. M. Schweikert
Clontech
Dr. S. Horke, s.o.
E. M. Schweikert

Dieses Plasmid wurde durch Dr. J. F. Teiber, Department of
Internal Medicine, University of Texas Southwestern Medical
Center, kloniert und zur Verfiigung gestellt.

IBA

Promega

Dieses Plasmid wurde durch Dr. M. Bros, Hautklinik und
Poliklinik der Universitdtsmedizin der Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz, kloniert und zur Verfigung gestellt.

E. M. Schweikert

3.10 Primer und Sonden

Alle Primer und TagMan-Sonden fir PCR und gRT-PCR-Analysen (siehe 4.2.15) wurden
von MWG-Biotech bezogen. Die Sonden sind am 5-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (FAM)
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als Reporterfluorophor und am 3’-Ende mit Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) als

Quencher markiert. Primer und Sonden fir PON2 und PON3 wurden zudem als vordesignte

Tagman-Sonden von Applied Biosystems bezogen.

Tabelle 3-1: Verwendete Primer und Sonden. Die in PON2 mutierten Basen wurden in den
entsprechenden Primern unterstrichen.

Primer | Sonde

GAPDH_sense

GAPDH_antisense

GAPDH_Sonde
PON3_sense
PON3_antisense
PON3_Sonde
CHOP_sense
CHOP_antisense
CHOP_Sonde
PON2-S36A-for
PON2-S36A-rev
PON2-S103A-for
PON2-S103A-rev
PON2-Y192F-for
PON2-Y192F-rev
PON2-T195A-for
PON2-T195A-rev
PON2-S208A-for
PON2-S208A-rev
PON2-S221A-for
PON2-S221A-rev
PON2-S228A-for

PON2-S228A-rev
PON2-S331A-for
PON2-S331A-rev
PON2-S331E-for

Sequenz (5’ - 3’)

CAA CAG CCT CAA GAT CAT CAG C

TGG CATGGACTG TGG TCATGA G

CCT GGC CAA GGT CAT CCATGA CAAC

TGG GAT CAC AGT CTC AGC AG

TCC ACT AAG GTG CCC AAC TG

TGG AAA AAC ATG ATAACT GGG A

GAC CTG CAA GAG GTC CTG TC

CTC CTC CTC AGT CAG CCA AG

CAC CACTCTTGACCCTGCTT

CCT CCA GAG AAG TAG AAGCTG TAG ACC TTC CAC

GTG GAA GGT CTA CAG CTT CTACTT CTC TGG AGG

CAA GGG CAC GGG AAT TAAGAATCG CTC GTG GGT TTG ATT TG

CAA ATC AAA CCC ACG AGC GAT TCT TAATTC CCG TGC CCT TG
CTCTGATCCTTT CTT AAAGTT TTT AGA AAC ATACTT GAACTT ACAC
GTG TAA GTT CAA GTATGT TTC TAA AAA CTT TAA GAA AGG ATC AGA G
CCTTTC TTA AAG TAT TTA GAA GCATAC TTG AAC TTACAC TGG GC
GCC CAG TGT AAG TTC AAG TAT GCT TCT AAATAC TTT AAG AAA GG
CTG GGC AAATGT TGT TTA CTA CGC TCC AAA TGA AGT TAA AGT GGT AG
CTA CCACTT TAACTT CAT TTG GAG CGT AGT AAA CAACAT TTG CCC AG
GGT AGC AGA AGG ATT TGA TGC AGC AAA TGG GAT CAATAT TTC ACC
GGT GAAATATTG ATC CCATTT GCT GCA TCA AAT CCT TCT GCT ACC

GAT TTG ATT CAG CAA ATG GGA TCAATA TTG CAC CTG ATG ATA AGT
ATA

TAT ACT TAT CAT CAG GTG CAA TAT TGA TCC CAT TTG CTG AAT CAA ATC
GGG TCT GTT CTC CAA GGA AGT GCT GTA GCC TCA GTG TAT GAT GGG
CCC ATC ATA CAC TGA GGC TAC AGC ACT TCC TTG GAG AAC AGA CCC
GGG TCT GTT CTC CAA GGA AGT GAG GTA GCC TCA GTG TAT GAT GGG
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PON2-S331E-rev  CCC ATC ATA CAC TGA GGC TAC CTC ACT TCC TTG GAG AAC AGA CCC

PON2-Y346F-for GGG AAG CTG CTC ATAGGC ACT TTATTC CAC AGAGCC TTG TAT TG

PON2-Y346F-rev = CAA TAC AAG GCT CTG TGG AAT AAA GTG CCT ATG AGC AGC TTC CC

pcDNA3-Seq-fwd CCACTG CTT ACT GGC TTATC

P2Cterm-His-Xho  TCT CTC CTC GAG ATG GTG GTG ATG ATG ATG ATG ATG TGG ATC CGC G

3.11 Oligonukleotide fiir RNA-Interferenz

Die PONB3-spezifische siRNA wurde von Dharmacon erhalten (Gemisch aus vier

verschiedenen siRNAs) und die Kontroll-Stealth®-siRNA von Invitrogen (unbekannte Zufalls-

Sequenz ohne Zielstruktur mit einem G / C Gehalt von etwa 40%).

3.12 Zelllinien

Tabelle 3-2: Verwendete Zelllinien

Zellen

EA.hy 926

EA.hy PON2-GFP

EA.hy PON3-GFP

EA.hy PON3-DsRed

HEK293T (im Weiteren
als HEK293 abgekurzt)

Beschreibung

Humane immortalisierte
Hybridzelllinie aus
HUVEC und A549-Zellen

EA.hy 926-Zellen mit G418-
Resistenzgen, die PON2-
EGFP-Fusionsprotein
exprimieren

EA.hy 926-Zellen mit G418-
Resistenzgen, die PON3-
EGFP-Fusionsprotein
exprimieren

EA.hy 926-Zellen mit G418-
Resistenzgen, die PON3-
DsRed-Fusionsprotein
exprimieren

Humane embryonale
Nierenzelllinie die das
SV40 large T-Antigen

exprimiert

Quelle / Hersteller

3. American Tissue Culture

Collection

Dr. S. Horke

E. M. Schweikert

E. M. Schweikert

Bereitgestellt von
Dr. S. Horke
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HEK PON2-GFP HEK293-Zellen mit G418- Bereitgestellt von
Resistenzgen, die PON2- Dr. S. Horke
EGFP-Fusionsprotein
exprimieren

HEK PON3-GFP HEK293-Zellen mit G418- Bereitgestellt von
Resistenzgen, die PON3- Dr. S. Horke
EGFP-Fusionsprotein
exprimieren

A549 Humane Lungen- Bereitgestellt von
Adenokarzinom Zelllinie Dr. S. Horke

HepG2 Humane Leberzellkarzinom Bereitgestellt von
Zelllinie Dr. S. Horke

Alle anderen Zelllinien oder Zelllysate wurden freundlicherweise von Dr. B. Kéberle (833K,
Susa, GCT27, HT1376, RT112, MGHU-1) und PD. Dr. C. Dietrich (Caco-2), Institut fir
Toxikologie, Dr. S. Horke (HeLa, HUVEC, Huh7, Lama-R, Lama-S, KCI-R, KCI-S, Nalm6,
K562, Jurkat T-cells, THP, HL60, HCW?2), Prof. Dr. H. Kleinert (C28l, Jurkat) und Prof. Dr. E.
Closs (DLD-1, U373) Institut fur Pharmakologie, Universitatsmedizin der Johannes

Gutenberg-Universitat Mainz, zur Verfliigung gestellt.

3.13 Medien und Medienzuséatze fiir die Zellkultur

Das Medium flr die eukaryotischen Zellen setzt sich wie folgt zusammen:

DMEM-Vollmedium fur EA.hy 500 ml Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium (1000 mg/l Glukose), 10% FCS,
10 ml HAT, 5 ml L-Glutamin, 5 ml Na-

Pyruvat, 5 ml Penicillin / Streptomycin

DMEM-Vollmedium fir HEK293 wie EA.hy aber ohne HAT
DMEM-Volimedium fiir A549 und 500 ml Dulbecco’s modified Eagle’s
HepG2 Medium (1000 mg/I Glukose), 5% FCS, 5 ml L-

Glutamin, 5 ml Na-Pyruvat, 5 ml

Penicillin / Streptomycin

Den stabil Gberexprimierenden Zelllinien wurden 300 pg/ml G418 zum Medium zugegeben.
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3.14 Bakterien

E. coli-DH5a

New England Biolabs
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4 Methoden

4.1  Zellbiologische Arbeitsmethoden

Die folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilwerkbank
durchgefiihrt und es wurden ausschlieldlich autoklavierte oder steril erworbene Substanzen

verwendet.

4.1.1 Kultivierung eukaryoter Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und bei 5% CO,-
Begasung bzw. 10% fur die EA.hy 926-Zellen in ihrem jeweiligen Vollmedium (siehe 3.13)
kultiviert. Stabil transfizierten EA.hy- bzw. HEK-Zelllinien wurde zusatzlich G418 (300 pg/ml)
zugesetzt. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie passagiert. Hierzu wurde das
Medium abgenommen und die Zellen mit 5-10 ml PBS gewaschen. Anschlieend wurden sie
durch ein- bis zweiminitige Inkubation mit 2 ml 0,5%-iger Trypsinldsung im Brutschrank
enzymatisch vom Boden der Kulturflasche abgeldst und die enzymatische Reaktion durch
Zugabe von frischem serumhaltigem Medium beendet. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde
zur Erhaltung der Stammkultur in der Kulturflasche zurlick gehalten, wahrend die restlichen

Zellen je nach Bedarf eingefroren, verworfen oder in Zellkulturschalen ausplattiert wurden.

4.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryoter Zellen

Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden Zellen kryokonserviert. Hierzu wurden die Zellen
nach der Trypsininkubation in frischem Medium aufgenommen und in ein steriles 15 ml-
Reaktionsgefal Uberfihrt. Nach Zentrifugation (5 min, 900 x g, RT) wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet in eiskaltem Vollmedium, welches zuséatzlich 10% DMSO und
10% FCS enthielt, wieder aufgenommen. Je 1 ml dieser Suspension wurde in ein
vorgekuhltes 1,5 ml Kryo-Réhrchen Uberfihrt, zunachst bei —80°C eingefroren und zur
langeren Aufbewahrung in flissigen Stickstoff (-196°C) Uberfuhrt.

Zum Auftauen wurde das Kryo-Réhrchen auf 37°C erwarmt, sofort in 5 ml Medium
aufgenommen und das DMSO-haltige Medium durch Zentrifugation (5 min, 900 x g, RT)
abgetrennt. Das Zellpellet wurde in 5 ml frischem Vollmedium aufgenommen und in eine

Zellkulturflasche ausplattiert.
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4.1.3 Bestimmung der Zellzahl und Aussaat eukaryoter Zellen

Nach enzymatischer Ablésung der Zellen aus der Zellkulturflasche (siehe 4.1.1) wurden die
Zellen in ein steriles 50 ml Gefal® Uberfihrt und 10 pl der Suspension zur Bestimmung der
Zellzahl auf das Zahlraster einer Neubauerkammer aufgetragen. Anschlieliend wurden die
vier Groliquadrate im Zahlraster der Kammer unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Der
daraus resultierende Mittelwert wurde mit zehn multipliziert und ergab die Zellzahl pro
Mikroliter Zellsuspension. Die Zellen wurden dann in 96-, 24-, 12- oder 6-well-Platten unter

Zugabe des entsprechenden Volumens an Vollmedium ausplattiert.

Tabelle 4-1: Zellzahl fiir Aussaat

Zelllinie Kulturgefal® Konfluenz Zellzahl
EA.hy 926 96-well-Platte 80% 1,2 x 10*
24-well-Platte 50% 5x 10°
24-well-Platte 80% 8 x 10*
12-well-Platte 80% 1,6 x 10°
6-well-Platte 80% 5,5x 10°
HEK293 96-well-Platte 80% 2,4 x 10*
24-well-Platte 50% 2x10°
12-well-Platte 80% 6 x 10°
6-well-Platte 80% 1,4 x 10°
A549 | HepG2 96-well-Platte 50% 8 x 10°
24-well-Platte 50% 6 x 10*
24-well-Platte 80% 8 x 10°
12-well-Platte 50% 3x10°
Caco-2 96-well-Platte 50% 1x10*
24-well-Platte 50% 1x10°

4.1.4 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryote Zellen

Eine Transfektion beschreibt das Einbringen von DNA in eine eukaryotische Zelle. Bei dieser
kénnen auch mehrere Plasmide gleichzeitig in eine Zelle transfiziert werden. Hierflr wurden
die Zellen in einer Konfluenz von 80% ausplattiert und am Folgetag mit dem
Transfektionsreagenz Nanofectin™ nach Angaben des Herstellers transfiziert. Dabei wurde

die empfohlene Nanofectin-Menge zur Verringerung der Cytotoxizitdt halbiert und
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beispielsweise bei einem 24-well je 1 ug Plasmid mit 1,6 pl Nanofectin™ transfiziert. A549-
Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz Attractene ein Tag nach dem Ausplattieren
nach Herstellerangaben transfiziert, wobei nur ein Drittel der empfohlenen Attractene-Menge
eingesetzt wurde, d.h. es wurden bei einem 24-well je 0,4 ug Plasmid mit 0,5 pl Attractene

transfiziert.

4.1.5 Stabile Transfektion von Plasmid-DNA in eukaryote Zellen

Bei der stabilen Transfektion wird die exogene Plasmid-DNA dauerhaft in das Genom einer
Zelle integriert. Die Selektion zwischen transfizierten und nicht-transfizierten Zellen erfolgt
ublicherweise mit Hilfe eines Selektionsantibiotikums. Das Plasmid kodiert dabei neben dem
zu analysierenden Gen fur ein Resistenzgen, welches die transfizierten Zellen vor der
Cytotoxizitdt des Selektionsantibiotikums schitzt. Da beide Gene auf demselben Plasmid
lokalisiert vorliegen, wird davon ausgegangen, dass selektionierte Zellen die gesamte
transfizierte Plasmid-Sequenz enthalten und demnach auch das gene-of-interest
exprimieren.

Zur Transfektion wurden die Zellen in 6-well-Platten in einer Konfluenz von 80%
ausplattiert und am Folgetag mit dem Transfektionsreagenz Nanofectin™ transfiziert (siehe
4.1.4). Ein Tag nach der Transfektion wurde zum Medium das Selektionsantibiotikum
(300 ug/ml G418) hinzugesetzt. In den Folgetagen wurde regelmafig das Medium
gewechselt, um abgestorbene untransfizierte Zellen zu entfernen. Nach einiger Zeit bildeten
sich Kolonien der transfizierten Zellen, die schlieBlich zusammengefiihrt und per FACS
(fluorescent activated cell sorting) angereichert wurden. Dazu wurden die Zellen mit Trypsin
abgel6st, in frischem Medium aufgenommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfihrt und
durch zweimalige Zentrifugation (4 min, 900 x g, 4°C) und Resuspendieren in 2%-igem FCS
in PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 2%-igem FCS in
PBS resuspendiert und durch einen Filtersiebdeckel in ein FACS-Rohrchen Uberfiihrt. Das
Sortieren der Zellen wurde im Rahmen der FACS Core Facility der Institute flr
Pharmakologie und Toxikologie der Universitatsmedizin Mainz von J. Altmaier am FACS
Vantage mit GFP bzw. DsRed-spezifischen Wellenlangen durchgefuhrt. Die sortierten Zellen
wurden danach in der Regel in 25 cm?Zellkulturflaschen Uberfiihrt und weiterhin unter
Selektrionsdruck durch Gabe des Selektionsantibiotikums (300 pg/ml G418) kultiviert. Die
Expression des transfizierten Gens wurde anschlielend durch Western-Blot-Experimente
(siehe 4.3.5) Uberprift.
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4.1.6 Transfektion von siRNA in eukaryote Zellen

Mit Hilfe von siRNAs kann die Expression spezifischer Gene abgeschaltet werden. Dies
ermoglicht die Untersuchung von Effekten, welche durch die verminderte Genexpression
verursacht werden. Diese Versuche dienen der Charakterisierung von Proteinfunktionen und
stellen methodisch das Gegenteil der Uberexpression dar. Bei siRNAs (small interfering
RNA) handelt es sich um 21-28 Nukleotide lange, doppelstrangige RNAs, die nach
Einbringen in eine eukaryotische Zelle an komplementare mRNA-Sequenzen binden und
dadurch ihren Abbau bewirken.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 50% mit dem siRNA-Transfektionsreagenz
SAINT-RED nach Angaben des Herstellers transfiziert. Die eingesetzte siRNA hatte eine
Endkonzentration von 25-70 nM. Zur Kontrolle unspezifischer Effekte, die durch die
Transfektion bzw. den aktivierten RNAi-Signalweg verursacht werden kdnnten, wurde

parallel eine Kontroll-siRNA mit unbekannter Zufalls-Sequenz transfiziert.

4.1.7 Messung reaktiver Sauerstoffspezies in eukaryoten Zellen durch

Chemilumineszenz und Fluoreszenzmessung

Zur Detektion von intrazellularen reaktiven Sauerstoffspezies wurden zellpermeable
Indikatoren verwendet, die bei Anwesenheit von reaktiven Sauerstoffspezies ihre Struktur
andern. Dabei nimmt das Chemilumineszenz bzw. Fluoreszenzsignal zu, welches mit einem
96-well-Mikrotiterplatten-Lesegerat fur Chemilumineszenz (Berthold-Technologies LB 960)
bzw. Fluoreszenz (BMG FluoStar Optima) detektiert wird.

Zur Messung der ROS-Produktion mittels Chemilumineszenz wurde das
Luminolderivats L-012 als Detektionsreagenz verwendet. Hierbei wurden die Zellen in einer
Konfluenz von 80% in einer weilRen 96-well-Platte ausplattiert. Vor der ROS-Messung
wurden die Zellen mit HBSS™ gewaschen und 30 min mit L-012 (500 uM) in HBSS™ bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Pyocyanin (2,4 uM; in L-012-Ldsung)
behandelt und umgehend die ROS-Bildung im Chemilumineszenz Lesegerat detektiert.

Die Fluoreszenzdetektion von ROS erfolgte mit Hilfe des Indikators carboxy-H,DCFDA.
Hierzu wurden die Zellen in einer Konfluenz von 80% in einer weillen 96-well-Platte
(Advanced TC™ mit spezieller Beschichtung fir HEK293-Zellen) ausplattiert. Die Zellen
wurden am nachsten Tag mit HBSS™ gewaschen und 30 min mit carboxy-H,DCFDA
(0,5 uM) in HBSS™ bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit HBSS™
gewaschen und die ROS-Bildung mittels Pyocyanin (2,4 uM) in HBSS™ induziert. Die

anschlieRende Fluoreszenzdetektion erfolgte bei 485/ 520 nm.
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4.1.8 Messung mitochondrialen Superoxids in eukaryoten Zellen mittels
FACS

Als Erganzung zur oben beschriecbenen Methode (siehe 4.1.7) wurde spezifisch
mitochondriales Superoxid mittels FACS bestimmt. Hierzu wurde Mito-HE verwendet,
welches durch Anregung und Emissionsmessung bei 405 / 580 nm spezifisch flir Superoxid
ist . Zur Messung des mitochondrialen Superoxidgehalts wurden die Zellen in einer
Konfluenz von 80% in 12-well-Platten ausplattiert. Am Folgetag wurden die Zellen mit
HBSS™ gewaschen, fir 20 min mit Mito-HE (2 uM) bei 37°C inkubiert, erneut gewaschen
und mit Antimycin (15 uM) bzw. Rotenon (20 uM) in HBSS™ behandelt. Nach zwei Stunden
bei 37°C wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst, in Vollmedium aufgenommen, in 1,5 ml
Reaktionsgefafle Uberfuhrt und zweimal durch Zentrifugation (4 min, 350 x g, 4°C) und
Resuspension in eiskaltem PBS gewaschen. AbschlielRend wurde das Zellpellet in 400 pl
PBS resuspendiert, in ein FACS-Réhrchen Uberfihrt und in einem FACSAria

Durchflusszytometer bei Ex / Em-Wellenlangen von 405 / 580 nm analysiert.

41.9 Messung von Apoptosemerkmalen in eukaryoten Zellen mittels
FACS

Mit Hilfe einer FACS-Analyse wurden verschiedene Apoptosemerkmale von Zellen bestimmt.
Hierzu wurde die Annexin-V-Bindung an die Zellmembran bei gleichzeitiger Messung der
Einlagerung des nicht zellmembrangangigen Farbstoffs 7-Amino-Actinomycin detektiert.
Zudem wurden weitere Apoptosemerkmale wie die Cardiolipin-Peroxidation, die Cytochrom-
c-Freisetzung und die Anderung des mitochondrialen Membranpotentials mittels FACS
bestimmt.

Es wurden Zellen in einer Konfluenz von 80% in 24- bis 12-well-Platten ausplattiert und
am Folgetag mit verschiedenen Stimuli in Vollmedium behandelt, wie z.B. mit Staurosporin.
Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit Trypsin aus den Zellkulturschalen
heraus geldst, in Vollmedium aufgenommen, in 1,5 ml Reaktionsgefalte Uberfihrt und
zweimal durch Zentrifugation (4 min, 350 x g, 4°C) und Resuspension mit eiskaltem PBS
gewaschen. Anschliellend wurden die Zellen entsprechend der Herstellerangaben mit
Annexin-V gekoppelt mit Phycoerythrin (PE) oder Allophycocyanin (APC) und 7-Amino-
Actinomycin (7-AAD) aus dem Annexin-V apoptosis detection kit | (siehe 3.4) gefarbt und
gemessen.

Fir die Bestimmung der Cardiolipin-Peroxidation wurden die Zellen mit 10-N-Nonyl-
Acridinorange-bromid (NAO) behandelt, einem Fluoreszenzfarbstoff, der nur an nicht-
oxidiertes Cardiolipin bindet. Demnach bedeutet eine Abnahme im Signal eine Zunahme an

peroxidiertem Cardiolipin. Nach dem Trypsinisieren (s.0.) wurden die Zellen in Vollmedium
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aufgenommen, in 1,5 ml Reaktionsgeféle Uberflhrt und zentrifugiert (4 min, 350 x g, 4°C).
Die NAO-Farbung (50 nM) in PBS erfolgte fur 15 min bei 37°C im Dunkeln. AnschlieRend
wurden die Zellen zweimalig in eiskaltem PBS gewaschen. Nach dem Waschen wurden die
Zellen in 300 pl 2%-igem Paraformaldehyd in PBS fixiert und gemessen.

Die Cyt-c-Freisetzung wurde mittels Immunfarbung bestimmt, wobei eine Abnahme im
Fluoreszenzsignal die Freisetzung von Cytc aus den Mitochondrien widerspiegelt.
Technisch basiert die Methode darauf, dass die Plasmamembran durch limitierte
Detergenzienbehandlung perforiert und cytoplasmatisches Cyt ¢ ausgewaschen wird,
wohingegen mitochondriales Cyt ¢ in der Zelle verbleibt und Uber Fluoreszenz-gekoppelte
Antikérper angefarbt wird. Hierzu wurden die Zellen am Vortag in einer Konfluenz von 80% in
12-well-Platten ausplattiert. Nach dem Trypsinisieren (s.0.) wurden die Zellen in Vollmedium
aufgenommen, in 1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfihrt und durch zweimaliges Zentrifugieren
(4 min, 350 xg, 4°C) und Resuspendieren in eiskaltem PBS gewaschen. Bei allen
Waschschritten wurden 1,5 ml Puffer verwendet. Danach wurden die Zellen zweimalig in
Wash-Puffer (siehe 3.5) gewaschen, zentrifugiert und in 100 ul 4%-igem Paraformaldehyd in
PBS fiir 20 min bei 4°C fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit Wash-Puffer gewaschen,
zentrifugiert und mit 100 pl mouse-lgG1k in 0,2% Saponin in PBS fir 5 min bei RT blockiert.
Nach wiederholtem Waschen und Zentrifugieren wurden die Zellen mit 100 yl Cytochrom-c-
Antikérper in PBS fir 20 min bei 4°C inkubiert. Im Folgenden wurden die Zellen wieder
gewaschen, zentrifugiert und mit dem sekundaren Antikérper AlexaFluor-647 in 100 pyl PBS
fur 20 min bei 4°C gefarbt. Die Zellen wurden schlieRlich zweimalig gewaschen, zentrifugiert,
in 100 pl 4%-igem Paraformaldehyd in PBS fixiert und zu 400 pl eiskaltem PBS in FACS-
Roéhrchen Uberfuhrt.

Das mitochondriale Membranpotential wurde mittels Farbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DIOCs analysiert. In niedrigen Konzentrationen lagert sich DIOCsg
praferentiell in die Mitochondrien ein, wobei ein Verlust des Membranpotentials zu einer
Abnahme des DIOCg-Fluoreszenzsignals fihrt. Die Zellen wurden hierfir nach Trypsinisieren
(s.0.) in Vollmedium aufgenommen, in 1,5 ml Reaktionsgefal’e Uberfihrt und zentrifugiert
(4 min, 350 x g, 4°C). AnschlieRend wurden die Zellen mit DIOCg (10 nM) in PBS fir 20 min
bei 37°C im Dunkeln gefarbt. Dann wurden die Zellen zweimalig in eiskaltem PBS
gewaschen und schlieBlich mit 300 yl 2%-igem Paraformaldehyd in PBS fixiert und
gemessen.

Die Messungen erfolgten am FACSCalibur-Zytometer, welches mit CellQuest Pro
Software (BD Biosciences) ausgestattet war. Dabei wurden jeweils 10.000 events fur die
entsprechenden Excitations- / Emissionswellenlangen erfasst (APC = 650 /660 nm, PE =
496 / 578 nm, 7-AAD = 546 / 655 nm, Alexa Fluor 647 = 650 / 665 nm, NAO = 495 /519 nm
und DIOCg = 484 / 501 nm).
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4.1.10 Messung der Caspase-3/7-Aktivitat und der Zell-Viabilitat in

eukaryoten Zellen

Die Zellen wurden in 96-well-Platten in einer Konfluenz von 80% ausplattiert und am
Folgetag mit verschiedenen Stimuli in 40 pl Vollmedium behandelt. Nach verschiedenen
Zeiten wurden Caspase-Glo-3/7® bzw. CellTiter-Glo® Reagenz hinzugegeben, welches ein
zur Caspase-Aktivitdt bzw. zum ATP-Gehalt proportionales Chemilumineszenzsignal
induziert. Dabei entsprach die Menge an zugesetztem Reagenz der Menge an Medium. Zur
gleichzeitigen Messung von lebenden und toten Zellen wurde der CytoTox-Glo™ Cytotoxicity
Assay verwendet. Dabei entsprach die Menge der jeweils zugesetzten Reagenzien der
halben Menge an Medium. Die Messungen erfolgten gemaR den Herstellerangaben, wobei

die empfohlenen Reagenzmengen bei allen Assays um das 2,5-fache verringert wurden.

4.1.11 Reporter-Gen-Analysen zur Bestimmung der NF-kB-Aktivitat

Reporter-Gen-Systeme kénnen zur Untersuchung von eukaryotischer Genexpression und
Regulation verwendet werden. Das hier verwendete pGL4.32[luc2P / NF-kB-RE / Hygro]-
Plasmid (Promega) beinhaltet finf Kopien eines NF-kB Response Elements (NF-kB-RE),
welches die Transkription des firefly-Luciferase Reporter Gens Luc2P reguliert. Die
Expression der firefly-Luciferase wurde durch Zugabe eines Substrates und dessen
spezifische Umsetzung als Lichtsignal im Chemilumineszenz Lesegerat gemessen. Bei
Aktivierung von NF-kB dissoziiert dieses von dem Inhibitorprotein kB und kann in den
Nukleus translozieren, wo es die Transkription verschiedener endogener Zielgene und hier
die Transkription der firefly-Luciferase aktiviert. Somit korreliert die Zunahme im Luciferase-
Signal mit einer erhéhten Menge von aktivem NF-kB. Neben dem Reporterplasmid wurde ein
Plasmid ko-transfiziert, welches fir die Renilla-Luciferase kodiert (siehe 3.9). Da die Renilla-
Luciferase konstitutiv exprimiert wird, ist deren erzeugtes Lichtsignal proportional zur
Transfektionseffizienz und diente somit als interne Kontrolle zur Normalisierung der
Transfektionseffizienz. Dieses Enzym hat eine andere Substratspezifitdt und kann von jener
der firefly-Luciferase unterschieden werden.

A549-Zellen wurden in einer Konfluenz von 80% in 24-well-Platten ausplattiert und am
Folgetag mit Attractene (siehe 4.1.4) mit einem PON2-HA-Plasmid oder einem PON3-GFP-
Plasmid transfiziert. Die Vergleichszellen wurden mit Plasmiden transfiziert, welche nur fir
das entsprechende Fusionsprotein HA bzw. GFP kodierten. Zudem wurden das NF-kB-
Reporter-Plasmid und ein Renilla-Plasmid ko-transfiziert. Am Folgetag wurden die Zellen flr
4 h mit Pyocyanin (100 uyM) in Vollmedium behandelt und anschlieRend die firefly- | Renilla-
Aktivitaten mit Hilfe des Dual-Luciferase™ Reportergen Systems von Promega nach

Herstellerangaben bestimmt.
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4.1.12 Konfokale Lasermikroskopie in lebenden Zellen

Stabil Uberexprimierende Zellen oder naive Zellen wurden in Lab-Tek-Kammern oder 24-
well-Mikroskopie-Platten in einer Konfluenz von 50-80% ausplattiert. Am Folgetag wurden
naive Zellen ggf. mit PON2 oder PON3 exprimierenden Plasmiden als eGFP- oder DsRed-
Fusionsprotein transient transfiziert (siehe 4.1.4). Einen Tag nach der Transfektion wurden
die Zellen mit reduziertem MitoTracker® Orange (1:1000), ER-Tracker™ Red bzw. Green
(1:1000) oder DIOCg (10 nM) in HBSS™ fur 30 Minuten bei 37°C gefarbt. Anschlieend
wurden die Zellen gewaschen und in HBSS™ mit DRAQ5 (1:1000) aufgenommen und
mikroskopiert. Fur die konfokale Lasermikroskopie wurde ein Zeiss LSM-710 mit ZEN2008
Software verwendet und die Zellen unter einem Plan / Apochromat 63x / 1.4 oil DIC-Objektiv
betrachtet. Die entsprechenden Wellenlangen wurden sequenziell aufgezeichnet und die
Abwesenheit von Kreuz-Emissionen sicher gestellt. Alternativ wurde ein spezielles Verfahren
(A-Modus) zur parallelen Spektraldetektion und anschlieBendem Linear Unmixing in die vier
Kanale MitoTracker® Orange, ER-Tracker™ Red, DRAQ5 und EGFP benutzt. Diese Methode
erlaubt die optische Trennung von Farbstoffen mit stark tGberlappenden Emissions-Spektren,

so dass eine Vielzahl von Farbstoffen kombiniert und gleichzeitig analysiert werden kénnen.

Excitations- / Emissionswellenlangen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe: EGFP
488 / 520 nm, ER-Tracker™ Green = 504 /511 nm, DIOCs = 484 /501 nm, DsRed
554 | 586 nm, MitoTracker® Orange = 554 | 576 nm, ER-Tracker™ Red = 587 / 615 nm und
DRAQS5 647 / 680 nm.
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4.2 Molekularbiologische Arbeitsmethoden

4.2.1 Restriktion von DNA

Restriktionsendonukleasen wurden zur Charakterisierung von Plasmid-DNA oder zur
Préaparation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen verwendet. Beim analytischen Verdau
wurde 0,1-1 ug Plasmid-DNA mit 1 U Enzym nach Angaben des Herstellers fir ein bis drei
Stunden inkubiert. Bei praparativen Restriktionen wurden 5-10 yg DNA eingesetzt.
AnschlieRend wurde die geschnittene DNA zur Uberprifung und Charakterisierung auf

einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.

4.2.2 Agarosegel-Elektrophorese zur Analyse von DNA

Zur Uberpriifung eines Restriktionsverdaus oder von Plasmidpraparationen wurden
Agarosegele mit 0,8% - 2% Agaroseanteil verwendet, wobei sich der Agaroseanteil nach den
FragmentgroRRen richtete. Als Laufpuffer und Lésungsmittel der Agarose wurde TAE-Puffer
verwendet. Zur spateren Detektion der DNA wurde dem Gel der DNA-interkalierende
Farbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 5 ng/ml zugesetzt. Die Proben wurden
mit DNA-Probenpuffer versetzt und bei einer Spannung von 100-150V aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die einzelnen Fragmente durch Fluoreszenz unter dem UV-
Transilluminator sichtbar gemacht und konnten durch Vergleich mit Fragmenten bekannter

Grole identifiziert werden.

4.2.3 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente bestimmter GroRe spezifisch zu isolieren, wurde die DNA auf einem
Agarosegel aufgetrennt, auf dem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und die gewtiinschte
Bande mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Zur Vermeidung von Schaden an der
DNA wurde eine niedrige UV-Intensitat gewahlt und die UV-Exposition moglichst kurz
gehalten. Die enthaltene DNA wurde mit dem GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas)

nach Angaben des Herstellers aus dem Gelstiick eluiert.
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4.2.4 Dephosphorylierung und Ligation von DNA

Sofern eine praparierte DNA-Sequenz (insert) in einen Vektor mittels Restriktionsverdau
kloniert werden soll, muss die Religation des geschnittenen Vektors wahrend der Ligation
verhindert werden. Zu diesem Zweck wurden die durch Restriktionsenzyme verdauten
Plasmide vor der Ligation mit alkalischer Phosphatase behandelt. Hierzu wurden 0,5-1 ug
Plasmid-DNA in einem 20 yl Ansatz nach Herstellerempfehlung mit 1 pl (1 U) alkalischer
Phosphatase aus dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche) behandelt. Fur die Ligationen von
geschnittener Plasmid-DNA mit DNA-Fragmenten wurde 30-50 ng linearisiertes,
dephosphoryliertes Plasmid mit der entsprechenden Menge des Fragments, entsprechend
den molekularen Verhaltnissen von 1:3 bzw. 1:5 zusammen mit 1 pl (5 U) T4-DNA-Ligase
(Rapid DNA Ligation Kit, Roche) in einem 10 yl Ansatz fir 5 min bei RT ligiert.

4.2.5 Transformation von DNA in Bakterien

Zum Einbringen von Plasmid-DNA in Bakterien wurden 2-5 ul des Ligationsansatzes (siehe
424) mit 50pul kompetenten DH5a-Bakterien (New England Biolabs) nach
Herstellerempfehlung inkubiert bzw. der Hitzeschock durchgefuhrt. Anschlie®end wurde der
Ansatz auf antibiotikahaltigen Agarplatten ausgestrichen, die nur das Wachstum solcher

Bakterien zulief3en, die auch das Resistenzgen-enthaltende Plasmid aufgenommen hatten.

4.2.6 Plasmid-DNA-Praparation

Zur DNA-Gewinnung aus Bakterienklonen wurde diese je nach gewlnschter Menge aus
einer 5 ml Bakterienkultur (DNA-Minipraparation) oder aus einer 50 ml Bakterienkultur (DNA-
Midipraparation) prapariert. Minipraparationen wurden mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep-
Kit | (Peqlab), Midipraparationen mit dem HiPure Plasmid Filter Midiprep-Kit (Invitrogen)
jeweils entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei beiden Praparationen wurde

das DNA-Pellet in sterilem destilliertem Wasser resuspendiert.

4.2.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Reaktionen dienen zur Amplifikation von DNA-Fragmenten aus Plasmiden mit
spezifischen Primerpaaren. Die hier durchgefihrte PCR-Reaktion wurden im iCycler (Biorad)

unter Verwendung der proof-reading DNA-Polymerase VELOCITY™ durchgefihrt.
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Reaktionsansatz (20 pl):

5 x PCR Puffer 4 pl

dNTPs (0,2 mM) 0,88 pl
Primer-sense (10 pmol/ul) 2 ul
Primer-antisense (10 pmol/ul) 2 ul
DNA-Template 0,1 ug DNA
VELOCITY™ DNA-Polymerase 0,5 ul
DMSO 0,5 ul

Wasser

auf 20 pl auffillen

Reaktionsprofil:

Temperatur: Dauer:

95°C 2 min Template Denaturierung
95°C 45 sec Denaturierung

58°C 1 min x 35 Annealing

72°C 90 sec Elongation

72°C 10 min

4°C ©

4.2.8 Klonierung der Plasmide pDsRed-Express-PON2 bzw. pDsRed-
Express-PON3

Die Plasmide pDsRed-Express-PON2 bzw. pDsRed-Express-PON3 wurden mit Hilfe der
Plasmide pEGFP-PON2 bzw. pEGFP-PON3 und pDsRed-Express kloniert. Hierzu wurden
die Plasmide pEGFP-PON2 und pDsRed-Express mit den Restriktionsenzymen Kpnl und
Agel bzw. die Plasmide pEGFP-PON3 und pDsRed-Express mit den Enzymen EcoRI| und
Sacll verdaut (siehe 4.2.1). Zudem wurden die linearisierten pDsRed-Express-Plasmide
dephosphoryliert (siehe 4.2.4). Danach wurden die Plasmide mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die PON2- (1066 bp) bzw. PON3-Fragmente
(1041 bp) und die pDsRed-Express-Plasmide ausgeschnitten. Durch Ligation wurden die
PON2- bzw. PON3-Fragmente schliel3lich in das passend geschnittene pDsRed-Express-
Plasmid eingebracht (siehe 4.2.4), in Bakterien transformiert (siehe 4.2.5), aufgereinigt

(siehe 4.2.6) und sequenziert (siehe 4.2.11).
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4.2.9 Klonierung des Plasmids StrepOne-PON2-His

Das Plasmid StrepOne-PON2-His wurde mit Hilfe der Plasmide pEXPR-IBA103 und
pcDNA3-His-PON2-iso1-WT kloniert. Hierzu wurde ein PON2-His(8x)-Fragment mit Hilfe der
Primer pcDNA3-Seq-fwd und P2Cterm-His-Xho mittels PCR (siehe 4.2.7) aus dem pcDNA3-
His-PON2-iso1-WT-Plasmid vervielfaltigt. Danach wurde das ~1200 bp grole Fragment
aufgereinigt (siehe 4.2.3). Das PON2-His(8x)-Fragment sowie das pEXPR-IBA103-Plasmid
wurden mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol verdaut (siehe 4.2.1) und anschlielend
aufgereinigt (siehe 4.2.3). Dann wurde das linearisierte pEXPR-IBA103-Plasmid
dephosphoryliert und mit dem PON2-His(8x)-Fragment ligiert (siehe 4.2.4). Das entstandene
Konstrukt wurde in Bakterien transformiert (siehe 4.2.5), aufgereinigt (siehe 4.2.6) und

sequenziert (siehe 4.2.11).

4.2.10 Herstellung der PON2-Mutanten

Durch die Mutation einzelner Aminosauren von PON2 wurde untersucht, welcher Rest in
PON2 30C12- bzw. Ca**-abhangig dephosphoryliert wird und somit die Aktivitat von PON2
reguliert. Hierzu wurden phosphorylierbare Stellen (Serin, Threonin, Tyrosin) durch sterisch
ahnliche, aber nicht mehr phosphorylierbare Aminosauren (Serin und Threonin zu Alanin,

Tyrosin zu Phenylalanin) mutiert (siehe Abbildung 4-1).

mogliches Schema der

PONZ2-Inaktivierung aktiv inaktiv
S S
] ®

Aminosaure- aktiv inaktiv

austausch Mutation
—
S A
®

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung zur Mutation von PON2. PON2 kénnte durch 30C12
dephosphoryliert und damit inaktiviert werden (oben). Daher wurden potentiell phosphorylierbare
Stellen in PON2 durch sterisch ahnliche, nicht-phosphorylierbare Aminosauren ausgetauscht (hier
Serin zu Alanin), um die Inaktivierung von PON2 zu simulieren (unten).
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Durch eine PCR, welche der Mutagenese diente, wurde die PON2-DNA-Sequenz und somit
die Kodierung fiir einzelne Aminosauren im PON2-Protein verandert. Dazu wurden PCR-
Primer designt, in denen die Codons der auszutauschenden Aminosauren durch den
Austausch von 1-3 Basen so verandert wurden, dass sie fur eine andere Aminosaure
kodierten. Ausgehend von diesen Primern wurde das Ausgangsplasmid durch eine proof-
reading DNA-Polymerase vom forward-Primer aus in 3’-Richtung und vom reverse-Primer
aus in 5’-Richtung abgelesen und die mutierte Form amplifiziert. Anschliefend wurde das
Ausgangsplasmid durch Zugabe des Restriktionsenzyms Dpnl im PCR-Ansatz verdaut. Die
Dpnl-Endonuklease verdaut ausschliel3lich methylierte DNA, so dass hierdurch spezifisch
die template-DNA verdaut wird.

Alle Mutagenesen wurden mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. In die Transformation
wurden fir eine héhere Ausbeute 5 pl der Dpnl-verdauten DNA eingesetzt. Die Plasmide
wurden anschlieBend aus den Bakterien in DNA-Midipraperationen (siehe 4.2.6) isoliert und
sequenziert (siehe 4.2.11). Die Plasmide wurden mittels transienter oder stabiler
Transfektion (siehe 4.1.4 bzw. 4.1.5) in HEK293-Zellen eingebracht.

4.2.11 Sequenzierung klonierter DNA

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Seglab, Géttingen als

Auftragssequenzierung durchgefihrt.

4.2.12 Extraktion der Gesamtzell-RNA aus eukaryoten Zellen

Fir die Extraktion von RNA aus eukaryotischen Zellen wurde das peqGOLD Total RNA Kit
(Peglab) verwendet. Dabei wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. Die RNA wurde

in 50 pl RNase-freiem Wasser eluiert.

4.2.13 Bestimmung des Nukleinsauregehalts

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte durch die Messung der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm am Nanodrop. Das Verhaltnis von Extinktion
der Probe bei 260 nm zu 280 nm entspricht dabei der Reinheit der Nukleinsdureproben und
zeigt die Verunreinigung durch Protein-Rluckstande aus der Praparation an. Dies ergibt sich
aus der Absorption von Nukleinsauren bei 260 nm und jener von Proteinen bei 280 nm.

Dabei sollte das Verhaltnis ODyg / OD2go nicht unter 1,8 liegen.
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4.2.14 cDNA-Synthese mittels  Reverser-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR)

Das Enzym Reverse-Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Mit ihrer Hilfe
wird RNA in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Diese dient als Ausgangsmaterial
fur die quantitative real-time-RT-PCR (4.2.15). Alle RT-PCRs wurden mit dem High Capacity
cDNA Reverse Transkription Kit (Applied Biosystems) nach Herstellerempfehlung
durchgefihrt. Fir die cDNA-Synthese wurden 80 ng RNA eingesetzt. Bei den verwendeten
Primern handelt es sich um ein Gemisch aus Primern mit Zufallssequenzen (random-primer-

mix).

4.2.15 Quantitative real-time-RT-PCR (qRT-PCR)

Zur Quantifizierung einer spezifischen mRNA aus Gesamtzell-RNA wurde die quantitative
real-time-RT-PCR verwendet. Hierbei handelt es sich prinzipiell um eine PCR mit zwei
sequenzspezifischen Primern, wobei die quantitative Bestimmung der mRNA-Menge durch
Verwendung einer sequenzspezifischen TagMan-Sonde erfolgte, die innerhalb des
amplifizierten cDNA-Stranges bindet. Die Sonde ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z. B. 6-
Carboxyfluorescein (FAM)) am 5°-Ende markiert und am 3’-Ende mit einem sogenannten
Quencher (z.B. Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA)). Solange die Sonde an die
komplementare cDNA gebunden und intakt ist, wird durch die raumliche Nahe von
Fluoreszenzmarkierung und Quencher kein Fluoreszenzsignal abgegeben. Wahrend der
Extensionsphase der PCR wird durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase die
Sonde gespalten und Fluoreszenzfarbstoff und Quencher entfernen sich raumlich
voneinander. Erst jetzt wird eine Fluoreszenz emittiert und kann vom Detektor erfasst
werden. Das entstehende Signal ist dabei direkt proportional zur Menge der amplifizierten
cDNA und somit zur urspringlichen mRNA-Menge. Zur Quantifizierung wird die
Expressionsrate der spezifischen Probe zundchst mittels 2'““-Methode gegen die
Expressionsrate einer konstitutiv exprimierten mRNA (z.B. Glycerin-aldehyd-3-phosphat;
GAPDH) aus derselben Probe normalisiert. AnschlieRend erfolgt die Berechnung einer
geanderten Expression durch den relativen Vergleich von behandelten und unbehandelten

Proben.
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Reaktionsansatz (20 pl): Reaktionsprofil:

2 x Puffer 10 pl 95°C 1 min 1x
dNTPs (0,2 mM) 0,4 ul 95°C 1 min
sense-Primer (10 pmol/pl) 1l 95°C 30 sec 45 x
antisense-Primer (10 pmol/ul) 1 pl 60°C 1 min
TagMan-Sonde (10 pmol/pul) 1 ul 4°C ©

Taq 0,5 pl

RNA-freies Wasser 3,1 ul

cDNA 3ul

Der Ansatz fur die PON2- und PONS3-Primer unterschied sich geringfiigig. Statt des
aufgefihrten 1 yl Primer der drei Primer wurde jeweils nur 1 pl eines vordesignten Primer-
Mixes (Applied Biosystems) verwendet, der sowohl sense- und antisense-Primer als auch

die Sonde enthielt.

4.2.16 Cancer survey panel

Fir die Messung von PON3-cDNA in verschiedenen Krebsgeweben wurden die cancer
suvey panel ,TissueScan cancer survey panel-lll* (4 x 96-well format) und ,TissueScan
matched lung cancer panel-IV“ von OriGene verwendet. Beide panels wurden mittels qRT-
PCR gemessen (siehe 4.2.15), wobei hier die Polymerase SYBR® Green JumpStart™ Taq

ReadyMix™ (Sigma) nach folgendem Schema verwendet wurde:

Reaktionsansatz (20 pl): Reaktionsprofil:

SYBR® Green 10 pl 95°C 5 min 1x
sense-Primer (10 pmol/pl) 1l 95°C 1 min
antisense-Primer (10 pmol/pl) 1 pl 95°C 30 sec 50 x
TagMan-Sonde (10 pmol/pul) 1l 60°C 1 min

RNA-freies Wasser 7 Ml 4°C 0

Bevor der Reaktionsansatz mit Primern und TagMan-Sonden flir PON3 bzw. GAPDH (MWG,
siehe 3.10) auf die Platte gegeben wurde, wurde diese fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe des Mixes wurde die Platte fir 15 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert und gemessen.
Die cDNA der beiden panels wurden durch den Hersteller bereits auf B-Actin normalisiert,

wahrend der , TissueScan cancer survey panel-lll* hier noch zusatzlich mittels 27'**-Methode
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auf GAPDH normalisiert wurde. Auf der Herstellerhomepage kdnnen weitere Informationen

Uber die Gewebe und die detaillierten pathologischen Befunde erhalten werden

(http://www.origene.com/qPCR/Tissue-qgPCR-Arrays.aspx).

4.3 Proteinbiochemische Arbeitsmethoden

4.3.1 Herstellung von Gesamtprotein-Extrakten aus eukaryoten Zellen

Zur Praparation von Proteinextrakten aus eukaryoten Zellen wurde das Zellkultur-Medium
mit einer Pasteur-Pipette abgesogen und die Zellen mit 1 x PBS gewaschen. Nach
Absaugen des PBS wurden je 24-well 70-100 ul Lysispuffer 3 (siehe 3.5) zugegeben. Die
Zellen wurden mit Hilfe einer Pipettenspitze vom Boden der Platte mechanisch abgeldst und
die erhaltene Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Durch eine Inkubation von
20 min bei 4°C wurden die Zellen durch das im Lysispuffer enthaltene Detergenz
aufgeschlossen. Die Lysate wurden danach zur Entfernung der Zelltrimmer abzentrifugiert
(15 min, 12.000 x g, 4°C) und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefall Uberfiihrt. Die

Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines BCA-Tests (siehe 4.3.2) bestimmt.

4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test

Der BCA-Test ist eine Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Lésung. Das
Protein bildet dabei mit Cu**-lonen in alkalischer Lésung einen Komplex (Biuret-Reaktion).
Durch die Reduktion des Komplexes zu Cu*-lonen entsteht mit Bicinchonininsaure (BCA) ein
violetter Farbkomplex, dessen Adsorption bei 562 nm in einem Fluometer gemessen wurde.
Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit dem BCA™ Protein Assay Kit (Pierce)
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Zur Eichung und als Vergleichsproben dienten

Proteinldsungen mit bekannter Konzentration.

4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und ldentifizierung von Proteinen wurde die eindimensionale SDS-
"5 verwendet. SDS

(Natriumdodecylsulfat) bindet an die Proteine, wodurch diese denaturiert werden und ihre

Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli

Eigenladung durch die stark negative Ladung von SDS uberdeckt wird. Da SDS proportional

zum Molekulargewicht der Proteine bindet, weisen diese ein konstantes Masse-
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Ladungsverhaltnis auf. Somit ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine im
elektrischen Feld ebenfalls proportional zu ihrem Molekulargewicht.

Fir SDS-PAGE-Experimente wurde entweder das Mini-Protean-System 3 von Biorad,
oder das Perfect-Blue Doppelgelsystem Twin L von Peqlab verwendet. Es kamen folgende

Gelsysteme aus Trenngel und Sammelgel zum Einsatz:

Tabelle 4-2: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele im BioRad Mini-Gel

12% Trenngel 5% Sammelgel

H.0 3,3 ml 2,2ml
30% Bisacrylamid 4,0 mi 0,67 mi
1,5 M Tris, pH 8.8 2,5 ml ---

0,5 M Tris, pH 6.8 --- 1ml
10%-iges SDS 0,1 ml 0,04 ml
10%-iges APS 0,1 ml 0,04 ml
TEMED 0,004 ml 0,004 ml

Tabelle 4-3: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele im Peglab Perfect-Blue L-Gel
12% Trenngel 5% Sammelgel

H>.O 8,25 ml 4,4 ml
30% Bisacrylamid 10 ml 1,34 ml
1,5 M Tris, pH 8.8 6,25 mi ---
0,5 M Tris, pH 6.8 --- 2 mi
10%-iges SDS 0,25 ml 0,08 ml
10%-iges APS 0,25 ml 0,08 ml
TEMED 0,01 0,01 ml

Die abgedichteten Glasplatten wurden zu zwei Dritteln mit der vorbereiteten 12%-igen
Trenngelmischung gefillt und direkt im Anschluss zur Vermeidung von Luftblasen mit
Isopropanol Uberschichtet. Das 5%-ige Sammelgel wurde zur besseren Erkennbarkeit der
Taschen mit Bromphenolblau (in 0,5M Tris, pH 6.8, gleicher Volumenanteil wie SDS)
versetzt. Die zuvor auf eine gemeinsame Konzentration eingestellten Proteinproben wurden
vor dem Auftragen mit 5 x SDS-Ladepuffer versetzt und 5 min bei 95°C im Heizblock
denaturiert. Als GrdRenstandard wurde zusatzlich ein Proteinmarker aufgetragen. Die

Gelelektrophorese erfolgte unter Verwendung von 1 x SDS-Laufpuffer bei einer konstanten
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Spannung von 100 V (ca. 1-2 h) bei Biorad-Minigelen und einer konstanten Stromstarke von

9 mA / Gel (ca. 16 h) bei den Gelen unter Verwendung des Peglab-Systems.

4.3.4 Proteinfarbung mit Coomassie-Blue

Mit Hilfe der Coomassie-Farbung kénnen Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel sichtbar
gemacht werden. Der Coomassie-Farbstoff farbt unspezifisch Proteine durch Anlagerung an
basische Seitenketten der Aminosauren. Dazu wurde das Polyacrylamidgel mit dem
GelCode™ Blue Stain Reagent (Pierce) nach Herstellerempfehlung gefarbt. Die so gefarbten
Proteinbanden konnten mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten werden und

mittels Massenspektrometrie (siehe 4.3.6) analysiert werden.

4.3.5 Western Blot: Inmunologischer Nachweis zur Identifizierung von

Proteinen

Durch Western-Blot-Analysen kdnnen bestimmte Proteine aus einem Proteingemisch mit
Hilfe von spezifischen Antikérpern detektiert werden. Per SDS-PAGE aufgetrennte Proteine
werden in einem senkrecht zum Gel angelegten elektrischen Feld auf eine Nitrozellulose-
Membran oder PVDF-Membran transferiert. Nachdem freie Bindungsstellen auf der
Membran blockiert wurden, kann das Protein mit spezifischen Antikérpern (Primarantikérper)
detektiert werden. Der entstandene Antigen-Antikdrper-Komplex wird dann mittels eines
Enzym-gekoppelten Sekundarantikérpers sichtbar gemacht. Das an den Sekundarantikorper
gekoppelte Enzym, hier eine Meerrettich-Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase),
katalysiert die Umsetzung eines zugegebenen Substrats zu seiner oxidierten Form, bei der
eine Lumineszenz entsteht, welche detektiert werden kann. Die Visualisierung erfolgt
schlieBlich durch Belichtung eines Positivfilms oder im digitalen ChemiDoc-XRS
Detektionssystem (Biorad). Letzteres erlaubt eine genaue Quantifizierung der Signale tber
einen hohen Intensitatsbereich und erfasst >50-fache Unterschiede in Bandenintensitaten.
Je nach Anwendung wurden verschiedene Transfersysteme verwendet. In der Regel
wurden die Proteine mit einem Semidry-Blotsystem (Biorad) auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Dazu wurden die SDS-Gele nach der Elektrophorese zunachst 15 min in
Kathodenpuffer aquilibriert und die Proteine dann mit dem Semidry-Blotsystem auf die
PVDF-Membran ubertragen. Diese wurde zuvor kurz in Methanol aktiviert, in Wasser
gewaschen und fir 10 min in Anodenpuffer Il aquilibriert. Auf der Anodenplatte wurden zwei
in Anodenpuffer | getrénkte und zwei in Anodenpuffer Il getrankte Whatman 3 MM Papiere

aufeinandergeschichtet auf die dann die aqulibrierte PVDF-Membran, das Polyacrylamidgel
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und vier in Kathodenpuffer getrankte Whatman 3 MM Papiere geschichtet wurden.
Transferiert wurde fiir 20 Minuten bei konstanten 3 mA/cm? SDS-Gel.

Zur Detektion der Proteine JNK und der des Protein Folding and Stability Antibody
Sampler Kits (Cell Signaling) wurde eine Mini Trans-Blot Zelle von Biorad entsprechend der
Herstellerangaben verwendet. Zur Detektion mit a-Phosphotyrosin-Antikérper (Klon 4G10®,
Millipore) wurden die Proteine mit einem Semidry-Blotsystem auf eine Nitrozellulose-
Membran nach Angaben des Antikorperherstellers tbertragen.

Um  unspezifische Bindungsstellen abzusattigen und eine  spezifische
Antikérperbindung zu ermdglichen, wurde die Membran nach dem Transfer fur eine Stunde
gemal der entsprechenden Herstellerempfehlung in 5%-igem Milchpulver oder in 5%-igem
BSA in TBS / Tween inkubiert. Die Membran wurde Gber Nacht bei 4°C in einer L6sung des
Primarantikérpers in 5%-igem Milch- bzw. BSA-Puffer in end-over-end Rotation inkubiert. Am
nachsten Tag wurde viermal mit TBS / Tween gewaschen und anschlieRend die Membran in
einer Lésung des Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérpers in Blockierpuffer fur eine
Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Nach erneuten Waschschritten mit TBS / Tween
und TBS wurde der Blot mit Hilfe des ECL-Systems (Western Lightning Chemiluminescence
Reagent Plus, Perkin Elmer) im Chemi-Doc-XRS Imagingsystem digital aufgenommen oder
es wurde ein Roéntgenfiim aufgelegt, der durch die freigewordene Chemilumineszenz

belichtet wurde.

4.3.6 Massenspektrometrische Analysen

Die Coomassie-gefarbten ausgeschnittenen Gelstiicke aus 4.3.4 wurden in destilliertem
Wasser in 1,5 ml Reaktionsgefdfien bei 4°C aufbewahrt bzw. bei RT verschickt. Die
massenspektrometrische Analyse erfolgte im Rahmen einer Kooperation mit Gabriele Stéhr
(AG Prof. Dr. M. Mann, Max-Planck-Institut fir Biochemie, Martinsried).

4.3.7 Immunoprazipitation von PON2 mit Dynabeads® Protein A

Mit Hilfe der Immunoprazipitation (IP) kann PON2 aus dem komplexen Proteingemisch von
Gesamtzellextrakten angereichert werden. Dabei wird die spezifische Reaktion zwischen
Antigen und Antikérper ausgenutzt. Durch die Kopplung eines a-PON2-Antikdrpers an
Protein A-beschichtete Dynabeads (Invitrogen), kann endogene PON2 aus den Zelllysaten
extrahiert werden.

A549-Zellen wurden in 75 cm?-Flaschen bis zu einer Konfluenz von maximal 70%
wachsen gelassen. Die Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit 100 yM
30C12 in Vollmedium fur 30 min behandelt und anschlieRend vorsichtig mit PBS
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gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurde je 1 ml Lysispuffer 3 (siehe 3.5) zugegeben.
Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Platte mechanisch abgeldst
und die erhaltene Suspension in ein 1,5ml Reaktionsgefall Uberfuhrt. Durch
Ultraschallbehandlung (3 x 10 s, mit je 30 s AbkUhlung zwischen den Behandlungen) wurden
die Zellen aufgeschlossen. Die Lysate wurden danach zur Entfernung der Zelltrimmer
abzentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4°C) und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines BCA-Tests (siehe 4.3.2) bestimmt.
Je 500 pg Zelllysat wurden fir die Immunprazipitation mit Dynabeads® Protein A
eingesetzt. Die Dynabeads wurden zundchst gemischt, dann 100 yl in ein 2 ml
Reaktionsgefal® Uberfuhrt und durch 90-sekiindiges Anhalten eines Magneten vom
Uberstand getrennt. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Dynabeads zweimal mit
400 yl Washé&Bind-Puffer gewaschen. Es wurden 20 yl a-PON2-Antikérper in 400 pl
Wash&Bind-Puffer verdinnt und nach Zugabe zu den Dynabeads fir 60 min bei RT unter
gelegentlichem Schiitteln inkubiert. Zur kovalenten Kopplung des a-PON2-Antikérpers wurde
der Komplex zunachst zweimal mit 400 yl Conjugation-Puffer gewaschen und anschlieend
in 300 pl BS*-Lésung aufgenommen. Nach einer 30-miniitigen Inkubation unter Schitteln bei
RT wurde die Reaktion durch Zugabe von 15 pl Quenching-Puffer abgestoppt. Dann wurde
erneut 15 min inkubiert und zweimal mit 400 pl Wash&Bind-Puffer gewaschen. Danach
erfolgte die spezifische Bindung von PON2 aus Zelllysaten durch Zugabe von 500 pg Protein
zu den Dynabeads bei einer Inkubation von 2 h (oder Uber Nacht) bei 4°C in end-over-end
Rotation. Der Komplex wurde zweimal mit 400 yl Wash&Bind-Puffer gewaschen. Zur pH-
Elution wurden 30 ul Elution-Puffer auf den Komplex gegeben und fir 2 min auf Eis inkubiert.
Das PON2-enthaltende Eluat wurde von den Dynabeads abgenommen und sofort in ein
1,5 ml Reaktionsgefall Uberfihrt, in welchem 6 pl Quenching-Puffer zur pH-Neutralisierung
vorgelegt waren. Nach dreimaligem Waschen der Dynabeads mit 400 pyl Wash&Bind-Puffer
wurde der Elutionsschritt wiederholt und das Eluat mit dem bereits abgenommenen vereint.
Die Dynabeads konnten nun nach dreimaligem Waschen mit 400 pl Wash&Bind-Puffer noch
einmal mit Zelllysat beladen werden und die Prozedur wiederholt werden. Zu den 66 ul Eluat
wurde 5x SDS-Ladepuffer hinzugefligt und mittels SDS-PAGE (siehe 4.3.3) aufgetrennt.

4.3.8 Immunoprazipitation von PON2 mit a-HA-Antikorper

Unter Verwendung des HA Tag IP / Co-IP Kits (Pierce), welches a-HA-Antikérper gekoppelt
an Agarose enthalt, kann HA-markierte PON2 aus Uberexprimierenden Zellen isoliert
werden. Der Vorteil gegenuber der Dynabeads liegt in der hoheren Ausbeute an
angereicherter PON2, wodurch sich diese Methode besser zur Probengewinnung fir eine

anschlieRende massenspektrometrische Analyse eignet. Die Immunoprazipitation erfolgte
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nach Angaben des Herstellers mit den folgenden Abweichungen und Ergénzungen.
PON2-HA iiberexprimierende HEK293-Zellen wurden in 75 cm?Flaschen bis zu einer
Konfluenz von maximal 70% wachsen gelassen. Die Zellen blieben entweder unbehandelt
oder wurden mit 100 uM 30C12 in Vollmedium fir 30 min behandelt und anschliel’end
vorsichtig mit kaltem PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurde 750 uyl M-Per
(Pierce, +Proteaseinhibitor, +PhosphoSTOP) auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden mit
Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Platte mechanisch abgelést und die erhaltene
Suspension in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfiihrt. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe
eines BCA-Tests (siehe 4.3.2) bestimmt. Es wurden 700 pg Lysat auf die Saule gegeben und
6 ul a-HA-Agarose hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 4°C in end-over-
end Rotation. Der Uberstand wurde abzentrifugiert (10 s, 5.000 x g) und die Saule dreimal
mit 500 yl WB2 gewaschen. Zur Elution wurden 25 ul 2 x reducing sample buffer (Pierce,
+1 ul B-Mercaptoethanol) hinzugegeben und fir 5 min bei 95°C im Heizblock erhitzt. Nach
Abklhlung auf Eis wurden die Saulen zentrifugiert und das Eluat in einem frischen 1,5 ml
Reaktionsgefal® aufgefangen. Dieses wurde in zwei Teile aufgeteilt und mittels SDS-PAGE
(siehe 4.3.3) aufgetrennt. Ein kleiner Teil des Eluates (ca. 20%) wurde zur Uberpriifung der
Immunoprazipitation mittels Western Blot detektiert (siehe 4.3.5), der andere wurde mittels
Coomassie-Farbung (siehe 4.3.4) sichtbar gemacht und fir die Massenspektrometrie (siehe

4.3.6) verwendet.

4.3.9 Immunoprazipitation von PON2 mit a-GFP-Antikorper

Mit Hilfe von a-GFP-Antikérper gekoppelt an Agarose kann GFP-markierte PON2 aus
Uberexprimierenden Zellen isoliert werden. Diese Methode wurde gewahlt, da Uber die HA
Tag IP/Co-IP kein ausreichend reine PON2 fir die massenspektrometrische Analyse
angereichert werden konnte. Die Immunoprézipitation mittels GFP-Trap® A (ChromoTek)
erfolgte nach Angaben des Herstellers mit den folgenden Abweichungen und Erganzungen.
PON2-GFP Uberexprimierende HEK293-Zellen wurden in TripleFlasks-
Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von maximal 70% wachsen gelassen. Die Zellen
blieben entweder unbehandelt oder wurden mit 100 uM 30C12 in Vollimedium fir 30 min
behandelt, anschlieRend in PBS resuspendiert und in ein 50 ml Falcon Uberfiihrt. Nach
Zentrifugation (4 min, 900 x g, RT) wurde der Uberstand abgesogen und noch einmal mit
PBS gewaschen. Nach wiederholtem Zentrifugieren und Abnahme des Uberstandes wurden
die Zellen in 1 ml Lysispuffer 3 lysiert. Die erhaltene Suspension wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefall Uberflhrt. Durch eine 20-minutige Inkubation bei 4°C wurden die Zellen
durch das im Lysispuffer enthaltene Detergenz aufgeschlossen. Die Lysate wurden danach

zur Entfernung der Zelltrimmer abzentrifugiert (15 min, 12.000 x g, 4°C) und der Uberstand
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in ein neues Reaktionsgefal Uberfuhrt. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines BCA-
Tests (siehe 4.3.2) bestimmt.

Die GFP-Trap® beads wurden zunachst in Dilution-Puffer aquilibriert. Hierzu wurden
60 ul beads in 500 pl eiskaltem Dilution-Puffer geldst, abzentrifugiert (2 min, 2.700 x g, 4°C)
und der Uberstand verworfen. Dies wurde zweimal wiederholt und anschlieRend 3 mg
Zelllysat auf die beads gegeben. Die Inkubation erfolgte flir 10 min bis 2 h bei 4°C in end-
over-end Rotation. Der Protein-Agarose-Komplex wurde auf Saulen aus dem HA Tag
IP / Co-IP Kit (Pierce) Uberfuhrt, da diese eine saubere Abtrennung zwischen der Agarose
und dem Uberstand mittels Zentrifugation (2 min, 2.000 x g, 4°C) erlauben. Die Séule wurde
zweimal mit 500 pl eiskaltem Wash-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden die beads in
100 pl 2 x reducing sample buffer (Pierce) fur 10 min bei 95°C aufgekocht. Nach Abkiihlung
auf Eis wurden die Saulen zentrifugiert, das Eluat in einem frischen 1,5 ml Reaktionsgefal}
aufgefangen und mit 4 yl B-Mercaptoethanol versetzt. Ein kleiner Teil (ca. 10%) des Eluates
wurde zur Uberprifung der Immunoprazipitation mittels Western Blot analysiert (siehe 4.3.5),
der andere wurde mittels Coomassie-Farbung (siehe 4.3.4) sichtbar gemacht und fir die

Massenspektrometrie (siehe 4.3.6) verwendet.

4.3.10 Zellfraktionierung von eukaryoten Zellen

Zur Fraktionierung von Zellkern, Mitochondrien, Mikrosomen bzw. ER und von cytosolischen
Proteinen wurden A549-Zellen aus T175-Zellkulturflaschen mit 5 ml Trypsin abgeldst, mit
15 ml DMEM-Vollmedium wieder aufgenommen und in einem 50 ml Reaktionsgefal
zentrifugiert (10 min, 900 x g, 4°C). Nach einem Waschschritt mit eiskaltem PBS, wurde das
Pellet in 3,5 ml Mito-Puffer resuspendiert und zum Aufschluss der Zellen viermal durch eine
26G-Kanule passagiert, gefolgt von 10 StéRen in einem 3 ml-Glashomogenisator. Die Lyse
der Zellen wurde mittels Trypan-Blau-Farbung unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und
solange wiederholt bis wenigstens ca. 80% der Zellen lysiert und somit Trypan-Blau positiv
waren. Nach Zentrifugation (5 min, 1.000 x g, 4°C) wurde der Uberstand in ein frisches
Gefall Uberfuhrt, das Pellet in 500 pyl Mito-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert
(5 min, 1.000 x g, 4°C). Dieses Pellet enthalt die Nuclei. Zur Fallung der Mitochondrien
wurde der resultierende Uberstand mit dem Uberstand des vorigen Schritts vereint und
zweimal zentrifugiert (20 min, 10.000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde wieder zentrifugiert
(60 min, 100.000 x g, 4°C), um die Mikrosomen zu pelletieren. Der Uberstand wurde
abgenommen und enthielt die cytosolischen Proteine. Das 1.000 x g Pellet (Zellkern und
Zelltrimmer) wurde in 500 pl, das 10.000 g Pellet (Mitochondrien) in 250 pyl und das
100.000 g Pellet (Mikrosomen bzw. ER) in 250 yl Mito-Puffer aufgenommen. Die
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Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines BCA-Tests (siehe 4.3.2) bestimmt und die
Proteine mittels SDS-PAGE (siehe 4.3.3) und im Western Blot detektiert (siehe 4.3.5).

4.3.11 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA bezeichnet ein antikérperbasiertes Nachweisverfahren, mit dessen Hilfe
beispielsweise Proteine aber auch andere niedermolekulare Verbindungen in einer Probe
nachgewiesen werden kénnen. Bei dem hier verwendeten Human Inflammatory Multi-
Analyte ELISArray™ Kit (SA Biosciences) handelt es sich um einen Sandwich-ELISA. Dieser
ermoglicht die gleichzeitige Bestimmung der Menge an verschiedenen Cytokinen und
Chemokinen in einer Probe. Die 96-well-ELISA-Platte ist mit zwdlf verschiedenen Antigen-
spezifischen Antikdrpern in 8-er Reihen beschichtet und ermdglicht die Messung von sechs
verschiedenen Proben. Die beiden ubrigen Reihen dienen als Negativkontrolle und
Positivkontrolle mit bekannter Cytokin- / Chemokinkonzentration und erlauben so eine
quantitative Bestimmung in den Proben. Durch Inkubation des Zelliberstandes kdnnen die
sekretierten Cyokine an die Antikdrper binden. Nach Waschen der ungebundenen Proteine
wird ein Peroxidase-gekoppelter Antikérper auf die Platte gegeben, wobei der zweite
Antikérper an eine andere Stelle des Antigens bindet und so einen Antikérper-Antigen-
Antikérper-Komplex (Sandwich) bildet. Nach weiteren Waschschritten wird ein Substrat
hinzugegeben, welches durch die gebundene Peroxidase proportional zu der Menge an dem
zu analysierenden Protein zu einer blauen Farbe umgesetzt wird. Die Farbentwicklung wird
schliel3lich abgestoppt und die Absorption kann bei 450 nm gemessen werden.

EA.hy 926-Zellen wurden zu einer Konfluenz von 80% auf einer 6-well-Platte ausgesat
und am Folgetag mit 1,5 ml Vollmedium ohne FCS fir 16 h mit oder ohne Pyocyanin (10 uyM)
behandelt. Die Zelliberstande wurden nach Herstelleranweisung des Human Inflammatory
Multi-Analyte ELISArray™ Kits (SA Biosciences) verwendet. Die Absorption wurde im
FluoStar Optima gemessen. Um mogliche optische Unebenheiten der ELISA-Platte
auszugleichen, wurde die korrigierte OD berechnet, indem von den Werten bei einer

Absorption von Ayso die Werte bei As7o abgezogen wurden.

4.3.12 Messung der Enzym-Aktivitat von PON2 und PON3

Die Messung der Enzymaktivitdt von PON2 und PON3 diente dazu, Veranderungen in der
Aktivitéat durch die Behandlung von 30C12 festzustellen. Hierfir wurden HEK293-Zellen, die
PON2 bzw. PON3 ulberexprimieren, auf 24-well-Platten in einer Konfluenz von 50%
ausplattiert. Die Zellen wurden mit 100 yM 30C12 in Vollmedium fir 10 min bzw. 30 min bei

37°C behandelt. Das Medium wurde danach entfernt und die Zellen in frischem Medium
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resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefall Uberfuhrt und zentrifugiert (4 min, 900 x g, 4°C).
Das Medium wurde vollstandig abgezogen, das Zellpellet in flissigem Stickstoff eingefroren
und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert bzw. bei -20°C verschickt. Die Messung der
Enzymaktivitdt in den Zellpellets anhand der Substrate 30C12 (PON2) bzw. Lovastatin

(PON3) wurde von Dr. John F. Teiber (Dallas, USA) durchgefiihrt, wie bereits beschrieben >
108

4.3.13 Messung der Enzym-Aktivitat der PON2-Mutanten

Die Messung der Enzymaktivitdt in den PON2-Mutanten diente dazu, Effekte der
Punktmutation auf die Aktivitdt von PON2 zu analysieren. Entweder wurden stabil
Uberexprimierende HEK293-Zellen verwendet und wie in 4.3.12 beschrieben behandelt oder
es wurden HEK293-Zellen auf eine 6-well-Platte in einer Konfluenz von 80% ausplattiert, mit
Nanofectin™ transfiziert (siehe 4.1.4) und mittels FACS sortiert (siehe 4.1.5). Die Zellen
wurden anschlieBend gezahlt, wobei 1*10* Zellen fiir einen Western Blot (siehe 4.3.3 und
4.3.4) zuriickgehalten wurden. Die restlichen Zellen (Zellzahl lag zwischen 5*10%und 3*10°)
wurden 1:1 in zwei 1,5 ml Reaktionsgefalie aufgeteilt, wobei die einen unbehandelt blieben
und die anderen mit 30C12 in Vollmedium (100 yM, 30 min, 37°C) behandelt wurden. Die
Zellen wurden danach zentrifugiert (4 min, 900 x g, 4°C), mit frischem Medium gewaschen
und wieder zentrifugiert. Das Medium wurde vollstdndig abgezogen, das Zellpellet in
flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert bzw. bei
-20°C verschickt. Die Messung der Lactonase-Aktivitdt in den Zellpellets anhand des
Substrates 30C12 wurde von Dr. John F. Teiber (Dallas, USA) durchgefiihrt "%,

4.3.14 Statistik

Zur Erstellung der in Kapitel 5 gezeigten Graphiken wurden die Programme GraphPad
Prism 5, QuantityOne 4.6.7 (Biorad) und ZEN2008 (Zeiss) verwendet. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz der Ubrigen Graphen erfolgte mittels 7-way oder 2-way ANOVA. Die
Berechnungen wurden ebenfalls mit der Software GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Adobe
Photoshop CS5 wurde fir die Bildbearbeitung der Blots verwendet, wobei falls notwendig,

nur Helligkeit und / oder Kontrast simultan fur alle Bereiche eines Blots geandert wurden.
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5 Ergebnisse

5.1 Die Rolle von PON3 in der Tumorbiologie

Aufgrund ihrer entscheidenden Rolle im Stoffwechsel und in der Regulation des Zelltodes
spielen Mitochondrien eine zentrale Rolle in neuen Konzepten der
Medikamentenentwicklung gegen Krebs. Jingste Studien zeigten, dass die zu PON3
paraloge PON2 in der Lage ist, die Superoxid-Bildung in den Mitochondrien zu vermindern

100,102,103, 111 ner PON3 kommt vermutlich eine dhnliche

und vor dem Zelltod zu schutzen
Funktion zu, jedoch sind weder ihre anti-oxidativen Mechanismen noch ihre
pathophysiologische Rolle vollstandig bekannt. Daher wurde im Folgenden der Redox-
Mechanismus aufgeklart und die Relevanz der PON3-Expression fur die Tumorgenese

untersucht.

5.1.1 Expression von PON3 in Krebszellen

Zur Aufklarung der Rolle von PON3 in der Tumorbiologie wurde zunachst der PON3-mRNA-
Gehalt in humanen Zelllinien aus verschiedenen Geweben und aus soliden Tumoren mittels
gRT-PCR untersucht (siehe 4.2.15). Hierbei stellte sich heraus, dass PON3 vorwiegend in
Tumorzelllinien aus der Lunge (A549), der Leber (HepG2) und dem Kolon (Caco-2)
exprimiert wird (Abbildung 5-1). Nahezu keine PON3-mRNA konnte in priméaren
Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC), in immortalisierten Endothelzellen
(EA.hy 926), in glatten Muskelzellen aus der Media (SMC) oder in adventitiellen Fibroblasten
aus der Vene (AoAF) detektiert werden, dementsprechend scheint PON3 in keiner Schicht
des Blutgefales exprimiert zu werden. Zudem konnte keine PON3-mRNA in Tumorzelllinien
aus der Niere (HEK293) oder aus dem Zervix (HeLa) gefunden werden.

Des Weiteren wurde die PON3-Protein-Expression in zahlreichen Zelllinien untersucht
und mit der von PON2 verglichen. Den mRNA-Daten entsprechend, wurde keine PON3 in
Endothelzellen (HUVEC, EA.hy 926), in HeLa- und in HEK293-Zellen gefunden (Abbildung
5-2a). Ferner konnte PONS3 nicht in Zellen aus soliden Tumoren von Testes (833K, Susa,
GCT27), der Blase (HT1376, RT112, MGHU-1) oder Gliomzellen (U373) und geringflgig in

immortalisierten Zellen aus Chondrocyten (C28l) detektiert werden.
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Abbildung 5-1: Charakterisierung der PON3-mRNA-Expression in Zelllinien aus verschiedenen
Geweben oder soliden Tumoren. Der PON3-mRNA-Gehalt wurde nach der 2'**-Methode (2/(-
1*ACt) berechnet, wahrend GAPDH als interne Kontrolle diente. PON3 wird vor allem in humanen
Tumorzelllinien aus Lunge (A549), Leber (HepG2) und Kolon (Caco-2) exprimiert. In den Ubrigen
Zelllinien aus Gefall (EA.hy 926, HUVEC, SMC, AoAF), Niere (HEK293) und Zervix (HelLa) konnte
keine PON3-mRNA detektiert werden.
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Abbildung 5-2: Charakterisierung der PON3-Proteinexpression in Zelllinien aus verschiedenen
Geweben, soliden Tumoren (a) oder Leukdmien (b). Zelllysate (je 30 uyg Protein) aus
unterschiedlichen Zelllinien wurden mittels Western Blot mit Antikérpern gegen PON3, PON2 und
GAPDH analysiert. PON2 wurde als Vergleichskontrolle verwendet, wahrend GAPDH als
Ladekontrolle diente. PON3 wird vor allem in humanen Tumorzelllinien aus Lunge (A549), Leber
(Huh7, HepG2), Kolon (DLD-1, Caco-2) und in KCI-Zellen (Leukédmie) exprimiert. Bezuglich der Lama-
und KCI-Zellen bedeuten ,R* und ,S* eine Resistenz bzw. eine Sensitivitat gegentiber der Behandlung
mit Imatinib. THP-1-Monocyten wurden durch Behandlung mit PMA zu Makrophagen differenziert
(,THP-1 +PMA®). Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von zwei unabhangigen
Versuchen.
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Im Gegensatz zu PON2 scheint die PON3-Expression stark auf einige Zelllinien aus soliden
Tumoren beschrankt zu sein. PON3 konnte vor allem in Tumorzellen aus Lunge (A549),
Leber (Huh7, HepG2) und dem Kolon (DLD-1, Caco-2) gefunden werden. Vorherige Studien
haben gezeigt, dass PON2 die Resistenz gegen Chemotherapeutika in Leukadmiezellen
erhoht 2. Zudem wurde eine Hochregulation von PON2 mit einer schlechten Prognose in

116, 117
)

Kohorten mit padiatrischer akuter lymphatischen Leukamie (ALL; und einer

Imatinibresistenz bei Patienten mit einer chronischen myeloischen Leukamie (CML; ''®)
assoziiert. PON3 wird hingegen nur in den CML-Zelllinien KCI-R und KCI-S (resistent bzw.
sensitiv gegenuber der Behandlung mit Imatinib) exprimiert, wahrend sie in den anderen
getesteten Leukamiezelllinien nicht detektiert werden konnte (Abbildung 5-2b, A549-Lysat

diente dem Vergleich).

5.1.2 Expression von PON3 in der Tumorumgebung

Im nachsten Schritt wurde die PON3-mRNA-Menge in ungefahr 380 verschiedenen Proben
gemessen, welche sowohl aus gesunden als auch aus malignen Geweben erhalten wurden
(siehe 4.2.16, Abbildung 5-3a). Hierbei war die PON3-Expression in allen getesteten
Tumoren deutlich erhdoht, ausgenommen in Proben aus dem Zervix. Eine moderate
Hochregulation um das 2- bis 3-fache trat in Tumorgeweben von Ovarien, Niere,
Lymphknoten und Kolon auf. Hohe PON3-mRNA-Mengen wurden in Tumorgeweben aus
Pankreas, Lunge, Blase, Schilddruse, Prostata, Leber und Testes beobachtet (>3-fach). Eine
auffallig starke Uber das 10-fache hochregulierte PON3-mRNA-Expression zeigten
Tumorproben aus Magen und Endometrium / Uterus. In Probenpaaren (gesundes und
erkranktes Gewebe aus demselben Patienten) aus 24 Lungenkrebspatienten, war die PON3-
MRNA-Expression im Tumorgewebe insgesamt um das 3-fache héher als in den gesunden
Geweben (Abbildung 5-3b-d). Des Weiteren wurden die Proben in verschiedene Kategorien
nach Alter, Stadium und Diagnose eingeteilt. Demnach war die PON3-mRNA um das 5-
fache in Patienten zwischen 60-65 Jahren hochreguliert, wahrend jingere Patienten (40-59
Jahre) sogar eine verminderte PON3-mRNA-Menge aufwiesen (~0.3-fach, Abbildung 5-3b).
Die PON3-mRNA-Expression war am niedrigsten in Tumoren, die sich im Stadium I
befanden (~0.5-fach), jedoch héher in Proben aus Stadium Il (~5-fach) und Stadium Il (~3-
fach, Abbildung 5-3c). Die starkste Zunahme in der PON3-mRNA-Menge trat in Proben aus
Plattenepithelkarzinomen auf (~5,5-fach, Abbildung 5-3d).
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Abbildung 5-3: PON3 wird in verschiedenen humanen Tumoren liberexprimiert. (a) Die Menge
an PON3-cDNA wurde in verschiedenen Krebszellen gegeniber der Expression in normalen
Geweben bestimmt. Hierzu wurde eine qRT-PCR mit einem TissueScan cancer survey panel-lll
durchgefiihrt, welcher in etwa 380 cDNA-Proben aus verschiedenen Tumoren beinhaltet. (b-d)
Ebenso wurde ein TissueScan matched lung cancer panel-IV verwendet, welcher 24 Probenpaare
beinhaltete, mit jeweils Material aus erkranktem und gesundem Gewebe aus demselben Patienten.
Die 24 Probenpaare wurden alle zusammengefasst (,Total) oder nach Alter (b), Stadium (c) oder
Diagnose (d) in verschiedene Gruppen eingeteilt.

5.1.3 Lokalisation und Funktion von PON3

Verschiedene Studien konnten einen anti-oxidativen Effekt fiir PON3 zeigen % %1%

, jedoch
ist der zugrundeliegende Mechanismus bisher unbekannt. Da PON3 die mitochondriale
Redox-Signalkette beeinflussen kénnte, wurden die subzellulare Lokalisation und die anti-
oxidative Funktion von PON3 im Folgenden getestet. Hierzu wurden lebende HEK293-
Zellen, welche PON3 als GFP- oder DsRed-Fusionsprotein Gberexprimierten, im konfokalen
Lasermikroskop aufgenommen (siehe 4.1.12). Das PON3-Signal zeigte hierbei deutliche
Uberlappungen mit Markern fiir sowohl Mitochondrien als auch ER (Abbildung 5-4a). In
einem weiteren Experiment wurden A549-Zellen fraktioniert, mittels Western Blot

aufgetragen und mit verschiedenen Antikérpern die Trennung in eine Zellkernfraktion (NP),
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eine Mitochondrienfraktion (MP), eine Mikrosomen- bzw. ER-Fraktion (P100) und eine
Fraktion cytosolischer Proteine (S100) Uberpruft (siehe 4.3.10, Abbildung 5-4b).

PON3-GFP Mitochondrien Nukleus Uberlagerung

ER PON3-dsRed Nukleus Uberlagerung

S100

| PON3

| Lamin

| Komplex Il

| GRP78

Abbildung 5-4: PON3 kolokalisiert mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und mit der
mitochondrialen Membran. (a) Lebende HEK293 Zellen, welche PON3-GFP Uberexprimieren,
wurden mit reduziertem MitoTracker® Orange gefarbt (in rot dargestellt, oberer Kanal). Markierte
Bereiche der Zellen wurden im mittleren Kanal vergroRert dargestellt. Lebende HEK293 Zellen,
welche PON3-DsRed uberexprimieren, wurden mit ER-Tracker™ Green gefarbt (unterer Kanal). Die
Zellkerne wurden mit DRAQS5 gefarbt (in blau dargestellt). AnschlieBend wurden die Zellen unter
einem konfokalen Lasermikroskop analysiert (Skalierung = 10 yum im oberen und unteren Kanal, 1 yM
im mittleren Kanal). (b) A549-Zellen wurden mittels Zentrifugation fraktioniert, die Fraktionen (je 50 pg
Protein) wurden in einem Western Blot mit Antikbrpern gegen PON3, Lamin, Komplex Il und GRP78
analysiert. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von zwei unabhangigen Experimenten. NP =
Nukledres Pellet; MP = Mitochondriales Pellet; P100 = 100.000 x g Pellet; S100 = 100.000 x g
Uberstand.

Dabei diente das nukledre Lamin als Marker fiir den Zellkern, das mitochondriale Protein
Komplex Il als Marker fur die Mitochondrien und das ER-lokalisierte Chaperon GRP78 als

Marker fir das ER. GRP78 wurde nicht nur im ER, sondern auch in allen anderen Fraktionen
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detektiert. Dies korreliert mit Beobachtungen von vorherigen Studien, in welchen GRP78 im

Nukleus '°, in den Mitochondrien '%°

, im Cytosol "' und als Zelloberflichenprotein in
Krebszellen '?? gefunden wurde. Trotz geringfiigiger Verunreinigungen von Komplex Il in der
Kernfraktion aufgrund von nicht vollstandig aufgeschlossenen Zellen, konnten die Fraktionen
voneinander getrennt werden und geben Aufschluss Uber die Lokalisation von PON3. Diese
konnte vor allem in Fraktionen gefunden werden, welche Nukleus, Mitochondrien oder ER
enthielten (Abbildung 5-4b). Die PON3-Bande in der Zellkernfraktion kénnte dabei ebenfalls
durch eine Kontamination mit nicht aufgeschlossenen Zellen entstanden sein. Hingegen
konnte keine PON3 im Uberstand gefunden werden, welcher die léslichen Proteine enthielt.
Nachdem gezeigt wurde, dass PON3 vorwiegend in Mitochondrien und ER lokalisiert
ist, wurde nun der Einfluss von PON3 auf die Superoxid-Freisetzung aus Mitochondrien
untersucht. Dazu wurden naive oder PON3-Uberexprimierende HEK293-Zellen (oder PON2-
Uberexprimierende als Vergleich) mit dem Dihydroethidiumderivat Mito-HE gefarbt, welches
spezifisch die mitochondriale Superoxid-Produktion detektiert (siehe 4.1.8). Zum einen
wurden die Zellen mit dem Komplex-lll-Inhibitor Antimycin A behandelt, welcher eine
Superoxid-Freisetzung auf beiden Seiten der inneren mitochondrialen Membran verursacht.
Zum anderen wurden sie mit dem Komplex-I-Inhibitor Rotenon behandelt, welcher nur zu
einer Superoxid-Freisetzung auf der Matrixseite flihrt. Die anschlieRenden FACS-Analysen
zeigten, dass in den PON3-uberexprimierenden Zellen ahnlich zu PON2 signifikant weniger

mitochondriales Superoxid akkumulierte als in naiven Zellen (Abbildung 5-5).

*k%k *kk - HEK
[ HEK PON2-GFP
3 HEK PON3-GFP

*k%k k%

100+

d ol il

Antimycin Rotenon

Mitochondriale
Superoxidproduktion
% der Kontrolizellen

Abbildung 5-5: PON3 vermindert die mitochondriale Superoxid-Bildung. Die genannten Zellen
wurden mit Mito-HE (2 uM) beladen und mit Antimycin A (15 uM) oder Rotenon (20 uM) fur zwei
Stunden behandelt. Anschliefend wurden die Zellen mittels FACS analysiert (Ex / Em 405/ 580 nm).
Fir die Darstellung wurden die behandelten Zelllinien auf die jeweils unbehandelten (nicht gezeigt)
normalisiert und die Anzahl an naiven, Mito-HE positiven HEK293-Zellen als 100% dargestellt.
Gezeigt ist eine Zusammenfassung von drei unabhangigen Experimenten, in welchen jeweils 10.000
Zellen gemessen wurden (Mittelwert + SEM; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).
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5.1.4 PONS3 schitzt vor dem intrinsischen Zelltod

Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle in der Aktivierung des intrinsischen Zelltodes,
indem sie Cytochrom ¢ (Cytc) freisetzen. Dabei wird die Freisetzung von Cytc durch
Cardiolipin kontrolliert, wobei eine verstarkte Superoxid-Bildung zu dessen Peroxidation. Als
Konsequenz kann das peroxidierte Cardiolipin Cytc nicht mehr in der inneren
mitochondrialen Membran binden, wodurch dieses durch eine von Bax/Bak gebildete
permeable Pore freigesetzt wird. Diese Zerstérung der mitochondrialen Membran fuhrt zu
einem Verlust des Membranpotentials. Aufgrund dessen wurde getestet, ob PON3 vor einer
Cyt-c-Freisetzung, Cardiolipin-Peroxidation und einem Verlust des Membranpotentials nach
Staurosporin-Behandlung schiitzen kann (siehe 4.1.9). Der PKC-Inhibitor Staurosporin
stimuliert den intrinsischen Apoptose-Signalweg und fiihrt bekannterweise zur Generierung
von mitochodrialem Superoxid wahrend der Apoptose. Abbildung 5-6a zeigt, dass die
Cytochrom-c-Freisetzung deutlich durch die PON3-Uberexpression in EA.hy 962-Zellen
verringert werden kann. In Ubereinstimmung dazu zeigten die naiven Zellen eine starke
Cardiolipin-Peroxidation, wahrend diese durch die PON3-Uberexpression verhindert werden
kann (Abbildung 5-6b). Dementsprechend konnte die PON3-Uberexpression auch vor dem
Verlust des Membranpotentials schitzen (Abbildung 5-6¢ und Abbildung 5-7). Zuséatzlich
zeigt Abbildung 5-7, dass das mitochondriale Netzwerk durch die PON3-Uberexpression

erhalten bleibt, wahrend es in den naiven Zellen deutlich zerstort wurde.
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Abbildung 5-6: Eine PON3-Uberexpression vermindert die Cytochrom-c-Freisetzung, die
Cardiolipin-Peroxidation und den Verlust der mitochondrialen Integritat. (a)-(c) Naive oder
PON3-DsRed Uberexprimierende EA.hy 926-Zellen wurden fir 16 h mit Staurosporin (STS, 1 yM in a
und b, bzw. 0,3 uM in c) behandelt. AnschlieRBend wurde die Cytochrom-c-Freisetzung nach
Immunfarbung (a), die Cardiolipin-Peroxidation nach NAO-Farbung (b) oder das mitochondriale
Membranpotential (AWYM) nach DIOCs-Farbung (c) mittels FACS analysiert. Eine Linksverschiebung
des Peaks spiegelt eine verstarkte Cytochrom-c-Freisetzung (a), eine Cardiolipin-Peroxidation (b)
bzw. ein Verlust in der Membranintegritat der Mitochondrien (c) wider. Diese Verschiebung kann in
naiven (grin vgl. mit schwarz), jedoch kaum in PON3-iberexprimierenden Zellen (blau vgl. mit rot)
beobachtet werden. Die Abbildungen reprasentieren jeweils einen von drei unabhangigen Versuchen.
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Abbildung 5-7: Eine PON3-Uberexpression vermindert den Verlust der mitochondrialen
Integritit und des mitochondrialen Netzwerkes. Naive oder PON3-DsRed Uberexprimierende
lebende EA.hy 926-Zellen wurden fiir 24 h mit Staurosporin (STS, 0,3 uM) behandelt. Anschlief3end
wurde das mitochondriale Membranpotential (DIOCs AWM in griin dargestellt) sichtbar gemacht und
unter einem konfokalen Lasermikroskop analysiert. Eine Abnahme im DIOC;-Signal reflektiert den
Verlust des Membranpotentials. Die Zellkerne wurden mit DRAQ5 gefarbt (in blau dargestellt).
Skalierung = 50 ym.

Um zu prifen, ob PON3 gegen die intrinsische Apoptose schitzt, wurden PON3-
Uberexprimierende EA.hy 926-Zellen mit Staurosporin behandelt und mittels FACS-Analysen
auf die Apoptosemarker Annexin-V und 7-AAD untersucht (siehe 4.1.9). Hierbei kann man
zwischen gesunden (ungefarbt), frih-apoptotischen (Annexin-V-gefarbt) und spat-
apoptotischen  bzw. nekrotischen Zellen (doppelgefarbt) differenzieren. Diese

Unterscheidung ist mdglich, da Annexin-V schon an die Oberflache von friih-apoptotischen
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Zellen bindet, hingegen 7-AAD erst durch bereits permeabilisierte Zellmembranen in die
Zellen gelangen kann. In naiven EA.hy 926-Zellen flhrte die Staurosporin-Behandlung zu
einem starken Anstieg in der Zahl der frih-apoptotischen Zellen (Abbildung 5-8a). Die
prozentuale Auswertung der apoptotischen Zellen zeigt einen Anstieg der Apoptose in
naiven oder GFP-Uberexprimierenden Zellen auf lber 60% (Abbildung 5-8b). GFP-
Uberexprimierende Zellen wurden als zusatzliche Kontrolle verwendet, um einen Einfluss des
GFP-tags auf die Apoptose auszuschlieen. In Zellen, welche PON3 (oder PON2 als
Vergleich) Uberexprimierten, war die Zunahme an Annexin-V-gefarbten Zellen deutlich
geringer und der Anteil an apoptotischen Zellen betrug nur etwa die Halfte verglichen mit den
naiven Zellen (~30%, Abbildung 5-8a und b).
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Abbildung 5-8: Die PON3-Uberexpression kann in EA.hy 926-Zellen die intrinsische Apoptose
vermindern. (a) Die genannten Zellen wurden fir 16 h mit Staurosporin (STS, 1 uM) behandelt, mit
Annexin-V-APC und 7-AAD gefarbt und mittels FACS gemessen. Der prozentuale Anteil an
ungefarbten Zellen nach STS-Behandlung ist in den PON2-GFP bzw. PON3-GFP uberexprimierenden
Zellen verglichen mit den naiven EA.hy 926-Zellen hoher. Dies indiziert einen verminderten Zelltod.
Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von vier unabhangigen Versuchen, welche in (b)
zusammengefasst sind. Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen wurde aus der Summe der
frih-apoptotischen (Annexin-V-APC gefarbten) und der spéat-apoptotischen bzw. nekrotischen
(Annexin-V-APC und 7-AAD doppelgefarbten) Zellen berechnet (Mittelwert £ SEM; ***: p<0,001; 2-
way-ANOVA).

Daruber hinaus wurde der intrazellulare ATP-Gehalt nach Staurosporin-Behandlung in
HEK293-Zellen gemessen, welcher in den naiven Zellen aufgrund des vermehrten Zelltodes
verglichen zur Kontrolle um etwa 50% sinkt (Abbildung 5-9). In PON3-Uberexprimierenden
Zellen (bzw. PON2 als Vergleich) war der ATP-Gehalt signifikant héher als in den naiven

Zellen, was den Schutz von PON3 gegentber der von Staurosporin ausgelésten Apoptose

belegt.
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Abbildung 5-9: Die PON3-Uberexpression kann in HEK293-Zellen den Zelltod vermindern. Die
genannten Zellen wurden fur 48 h mit Staurosporin (5 yM) behandelt und auf ihren ATP-Gehalt
untersucht siehe (4.1.10), welcher als Mal fir die Zellviabilitat diente. Fur die Darstellung wurden die
behandelten Zelllinien auf die jeweils unbehandelten normalisiert. Insgesamt zeigt der Graph die

Zusammenfassung von vier unabhangigen Experimente in Doppelwerten (Mittelwert + SEM; :
p<0,001; 2-way-ANOVA).
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5.1.5 PON3 schiitzt vor ER-Stress-induzierter Apoptose

Als Modulator fiir die Stressantwort und fiir das Uberleben der Zelle kommt dem ER-Stress-
Signalweg eine wichtige Rolle bei Krebs- und inflammatorischen Prozessen zu. Da PON3 in
den vorherigen Analysen auch im ER gefunden wurde, wurde im Folgenden analysiert,
inwieweit PON3 die ER-Stress-induzierte CHOP-Expression beeinflusst. Bei CHOP handelt
es sich um einen entscheidenden Mediator zwischen dem Gleichgewicht von Zelliiberleben
und —tod *. Hierfiir wurden EA.hy 926-Zellen mit Tunicamycin behandelt, welches den UPR-
Stresssignalweg aktiviert und zur ER-Stress-induzierten Apoptose fiihrt. Die qRT-PCR-
Analyse zeigt, dass signifikant weniger CHOP-mRNA in PON3-Uberexprimierenden Zellen
(bzw. PON2 als Vergleich) durch Tunicamycin induziert wurde als in naiven Zellen
(Abbildung 5-10a). In Ubereinstimmung mit dem zugrundeliegenden Mechanismus, nach
welchem pro-apoptotisches CHOP durch die Kinase JNK aktiviert wird, wurde ein Schutz
durch eine PON3-Uberexpression auf die JNK-Aktivierung nach Tunicamycin-Behandlung
festgestellt (Abbildung 5-10b). Da PON3 sowohl die UPR-vermittelte JNK-Aktivierung als
auch die Expression von pro-apoptotischem CHOP abschwacht, liegt es Nahe, dass sie
auch vor Tunicamycin-induzierter Apoptose schitzen koénnte. Tatsachlich fihrt eine
Uberexpression von PON3 (bzw. PON2 als Vergleich) in EA.hy 926-Zellen zu einem
deutlichen Schutz vor der Caspase-3/7-Aktivierung (siehe 4.1.10, Abbildung 5-10c). Bereits
niedrige Tunicamycin-Konzentrationen (1 pg/pl) kénnen die Zerstérung des mitochondrialen
Membranpotentials, ROS, Calcium-Anstieg, GRP79, XBP1-Splicing und den Zelltod von

123

Endothelzellen induzieren *°. Interessanterweise konnte die Verminderung des Zelltodes

auch noch bei 10-fach héheren Tunicamycin-Konzentrationen beobachtet werden.
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Abbildung 5-10: Eine PON3-Uberexpression vermindert pro-apoptotisches CHOP, JNK-
Aktivierung und schiitzt vor ER-Stress-induzierter Apoptose. (a) Die genannten Zellen wurden fir
16 h mit Tunicamycin (1 pg/ml) behandelt und danach auf ihre CHOP-mRNA-Expression mittels qRT-
PCR analysiert. Fir die Darstellung wurden die behandelten Zelllinien auf die jeweils unbehandelten
(nicht gezeigt) normalisiert. Der Graph zeigt die Zusammenfassung aus drei unabhangigen Versuchen
(Mittelwert + SEM; **: p<0,01; ***: p<0,001; 1-way-ANOVA) (b) Naive und PON3-GFP
Uberexprimierende EA.hy 926-Zellen wurden fir 30 min mit Tunicamycin (Tuni, 1 ug/ml) behandelt
und auf ihre JNK-Phosphorylierung als MaR fur die Aktivierung mittels Western Blot untersucht. Die
Banden wurden mittels QuantityOne quantifiziert und die Intensitaten auf die jeweilige Ladekontrolle
(a-Tubulin) und auf die unbehandelten Kontrollen normalisiert. Gezeigt ist ein reprasentatives
Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen. (c) Die genannten Zellen wurden fir 24 h mit
Tunicamycin in den angegebenen Konzentrationen behandelt und anschlieRend auf ihre Caspase-3/7-
Aktivitdt untersucht. Fur die Darstellung wurden die behandelten Zelllinien auf die jeweils
unbehandelten normalisiert. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von drei unabhangigen
Versuchen (Mittelwert £ SEM; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).

Es ist bekannt, dass JNK uUber die Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden kann. Eventuell
kdnnte PON3 ihren Schutz vor der JNK-Aktivierung Uber eine Inhibierung der PKC
vermitteln. Daher wurden die Zellen mit dem PKC-Inhibitor Staurosporin oder mit dem PKC-
Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) behandelt und mittels Western Blot analysiert,
inwieweit die PON3-Uberexpression die JNK-Aktivierung beeinflusst. Erwartungsgeman
musste eine Inhibition der PKC zur verminderten JNK-Aktivierung fihren. Dennoch kénnte

Staurosporin Uber die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zur JNK-Aktivierung fihren,
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welche wiederum durch die anti-oxidative Eigenschaft von PON3 abgeschwacht werden
kdénnte. Abbildung 5-11 zeigt jedoch, dass Staurosporin zur Inaktivierung von JNK fihrt und
die PON3-Uberexpression nichts an der Staurosporin-vermittelten JNK-Dephosphorylierung
andert. Des Weiteren kann die PON3-Uberexpression nicht vor einer PMA-induzierten JNK-
Aktivierung schitzen. Der Effekt von PON3 auf JNK scheint demnach spezifisch fir den
Tunicamycin-induzierten UPR-Signalweg zu sein und PON3 moduliert die PKC-vermittelte
JNK-Phosphorylierung in Gegenwart von STS oder PMA nicht. Zudem zeigt dies, dass der
Schutz von PON3 gegen STS (siehe oben) nicht Gber JNK, sondern vermutlich durch einen

direkten mitochondrialen Effekt vermittelt wird.
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Abbildung 5-11: Die PON3-Uberexpression schiitzt nicht gegen PMA-induzierte JNK-
Aktivierung, wahrend Staurosporin JNK inaktiviert. Naive (links) oder PON3-GFP
Uberexprimierende (rechts) EA.hy 926-Zellen wurden mit dem PKC-Inhibitor Staurosporin (STS,
0,3 uM) oder mit dem PKC-Aktivator Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA, 100 nM) fir die
angegebene Zeitdauer behandelt. Die Zelllysate wurden mittels Western Blot mit Antikérpern gegen
phospho-JNK und a-Tubulin analysiert. Es wurde ein reprasentatives Ergebnis aus drei unabhangigen
Versuchen abgebildet.

5.1.6 Eine PON3-Uberexpression kann nicht vor der extrinsischen

Apoptose schiitzen

Vorherige Studien konnten zeigen, dass PON2 nicht in der Lage ist, die extrinsische
Apoptose zu beeinflussen '°2. Ahnlich dazu konnte auch hier gezeigt werden, dass PON3 die

Liganden-stimulierte extrinsische Apoptose in EA.hy 926-Zellen nicht verhindert kann.
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Abbildung 5-12a gibt einen Uberblick darliber, wie die gleichzeitige Behandlung mit TNF-a
und Actinomycin D (Act D) zur Aktivierung der extrinsischen Apoptose flihrt. PON3 (bzw.
PON2 als Vergleich) kann die Zelle nicht vor der Caspase-3/7-Aktivierung durch TNF-a und
Act D schitzen (Abbildung 5-12b). Im Gegensatz hierzu war die Caspase-3/7-Aktivierung

nach alleiniger Act-D-Behandlung oder nach Staurosporin deutlich vermindert.
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Abbildung 5-12: Eine PON3-Uberexpression kann nicht vor der Liganden-induzierten
extrinsischen Apoptose schiitzen. (a) Schematische Darstellung zur Liganden-induzierten
extrinsischen Apoptose: TNF-a aktiviert Uber seine Bindung an den TNF-Rezeptor (TNFR) die
parallelen Signalwege zum Zelliberleben und Zelltod. Actinomycin D (Act D) blockiert die RNA-
Synthese und damit die Expression der Gene, die zum Zelliberleben benétigt werden, wodurch das
Gleichgewicht auf die Seite der Caspase-Aktivierung bzw. des Zelltodes verschoben wird.
Staurosporin (STS) induziert den intrinsischen Apoptoseweg. (b) PON3 verandert die Liganden-
induzierte Caspase-3/7-Aktivierung nicht. Die genannten Zellen wurden fir 16 h mit TNF-a (200 U),
Actinomycin D (Act D, 1 ug/ml) oder beidem, oder mit Staurosporin (STS, 1 uM) behandelt und auf
ihre Caspase-3/7-Aktivitat untersucht. Fir die Darstellung wurden die behandelten Zelllinien auf die
jeweils unbehandelten normalisiert. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von drei unabhangigen
Versuchen (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0,05; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).
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5.1.7 PON3 vermindert die DNA-Schaden-induzierte Apoptose

Bekannterweise kdnnen DNA-Schaden zur Apoptose flihren, welche in der Regel Uber die
Mitochondrien vermittelt wird. Demnach kénnte PON3 durch ihre anti-oxidative Eigenschaft
vor DNA-Schéaden-induzierter Apoptose schitzen. In FACS-Analysen (Annexin-V / 7-AAD)
von EA.hy 926-Zellen nach Behandlung mit der DNA-schadigenden Substanz Cisplatin
konnte eine PON3-Uberexpression die Rate an apoptotischen Zellen gegeniiber naiver

Zellen signifikant verringern (Abbildung 5-13a und b).
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Abbildung 5-13: Eine PON3-Uberexpression schiitzt vor DNA-Schiden-induzierter Apoptose.
(a) Naive oder PON3-GFP U(berexprimierende EA.hy 926-Zellen wurden fir 72 h mit Cisplatin
(4 pg/ml) behandelt, mit Annexin-V-APC und 7-AAD gefarbt und mittels FACS gemessen. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen, welche in (b)
zusammengefasst sind. Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen wurde aus der Summe der
frih-apoptotischen (Annexin-V-APC gefarbten) und der spat-apoptotischen bzw. nekrotischen
(Annexin-V-APC und 7-AAD doppelgefarbten) Zellen berechnet (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0,05; **:
p<0,01; 2-way-ANOVA).

5.1.8 Der knock-down von PON3 verursacht keine spontane Apoptose

Da eine PON3-Hochregulierung die Zelle vor der Apoptose schitzen kann, wurde im
Folgenden getestet, ob eine PON3-Defizienz im Umkehrschluss zu einem besseren
Ansprechen auf Chemotherapeutika fihren kann. Dartber hinaus wurde untersucht, ob
alleine der PON3-knock-down Zelltod verursachen kann. Hierfir wurde PON3 in A549- oder
HepG2-Zellen durch RNA-Interferenz (RNAI) herunterreguliert und der Zelltod nach drei Tagen
im FACS analysiert (siehe 4.1.6 und 4.1.9). Die PON3-Defizienz verursachte keine spontane
Apoptose in beiden Zelllinien. Dies zeigte sich dadurch, dass kein signifikanter Unterschied in der
Apoptose zwischen Zellen, die mit siRNA gegen PON3 oder unspezifischer Kontroll-siRNA
behandelt wurden, zu beobachten war (Abbildung 5-14a und b bzw. Abbildung 5-15a und b). Des
Weiteren erhdhte der PONS3-knock-down die Empfindlichkeit fir das Chemotherapeutikum
Staurosporin in A549-Zellen nicht (Abbildung 5-14a und b). Der effiziente knock-down von PON3
zeigt sich in einem mit denselben Zellen parallel durchgeflihrten Western Blot (Abbildung 5-14c).
Darlber hinaus wurde der intrazelluldare ATP-Gehalt nach dem RNAi-vermittelten knock-down
und nach gleichzeitiger Behandlung mit Staurosporin bestimmt. Auch hier zeigte sich, dass die
PON3-Herunterregulation den ATP-Gehalt nicht verdnderte und den Staurosporin-induzierten
Zelltod nicht verstarkte (Abbildung 5-16). Darauf wurden als weitere PONS3-exprimierende
Zelllinie Caco-2-Zellen mit den Chemotherapeutika Cisplatin oder 5-Fluorouracil (5-FU)
behandelt, welche beide DNA-Schaden und damit Zelltod verursachen. Abbildung 5-17 zeigt
keinen signifikanten Unterschied in der Rate lebender zu toter Zellen zwischen mit PON3-
siRNA und Kontroll-siRNA behandelten Caco-2 Zellen. Die Behandlung mit Cisplatin oder 5-FU
fuhrte erwartungsgemal® zu einer Zunahme an toten Zellen, jedoch konnte kein vermehrtes
Zellsterben durch den PON3-knock-down beobachtet werden (Abbildung 5-17). Folglich hatte
der knock-down von PONS in keiner der bisher bekannten PON3-exprimierenden Zelllinien aus
soliden Tumoren der Lunge (A549), Leber (HepG2) und Kolon (Caco-2) einen Einfluss auf die
Empfindlichkeit gegeniber Chemotherapeutika und l6ste auch keine spontane Apoptose aus.
Uber die einzige aus dieser Arbeit bekannte PON3-exprimierende Leukamiezelllinie KCI kann
keine Aussage getroffen werden, da kein ausreichender PON3-knock-down erzielt werden konnte

(nicht gezeigt).
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Abbildung 5-14: Eine PON3-Defizienz verursacht weder einen spontanen Zelltod noch eine
erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika in A549-Zellen. (a) A549-Zellen wurden
mit siRNA gegen PON3 und unspezifischer siRNA (Kontroll-siRNA) transfiziert. Zwei Tage nach
Transfektion wurden die Zellen fir 24 h mit Staurosporin (STS, 1 pM) behandelt. Nach insgesamt drei
Tagen wurden die Zellen mit Annexin-V-APC und 7-AAD gefarbt und mittels FACS gemessen. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von mindestens drei unabhangigen Versuchen, welche
in (b) zusammengefasst sind. Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen wurde aus der Summe
der fruh-apoptotischen (Annexin-V-APC gefarbten) und der spat-apoptotischen bzw. nekrotischen
(Annexin-V-APC und 7-AAD doppelgefarbten) Zellen berechnet (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0,05; 1-
way-ANOVA). (c) A549-Zellen wurden mit siRNA gegen PONS transfiziert und nach 1-3 Tagen lysiert.
Die Zelllysate (je 30 ug Protein) wurden mittels Western Blot mit Antikérpern gegen PON3 und a-
Tubulin analysiert.
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Abbildung 5-15: Eine PON3-Defizienz verursacht keinen spontanen Zelltod in HepG2-Zellen. (a)
HepG2-Zellen wurden fir drei Tage mit siRNA gegen PON3 und unspezifischer siRNA (Kontroll-
siRNA) transfiziert, mit Annexin-V-PE und 7-AAD gefarbt und mittels FACS gemessen. Die Abbildung
zeigt ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen Versuchen, welche in (b) zusammengefasst
sind. Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen wurde aus der Summe der frih-apoptotischen
(Annexin-V-APC gefarbten) und der spéat-apoptotischen bzw. nekrotischen (Annexin-V-APC und 7-
AAD doppelgefarbten) Zellen berechnet (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0,05; 1-way-ANOVA).
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Abbildung 5-16: Eine PON3-Defizienz verursacht weder einen spontanen Zelltod noch eine
erhohte Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika in A549- oder HepG2-Zellen. (a) A549-
Zellen oder (b) HepG2-Zellen wurden mit siRNA gegen PON3 oder unspezifischer siRNA (Kontroll-
siRNA) transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen fir 24 h mit Staurosporin (STS,
1 uM) behandelt. Nach insgesamt drei Tagen wurden die Zellen auf ihren ATP-Gehalt untersucht,
welcher als MalR fir die Zellviabilitat diente. Fir die Darstellung wurde der ATP-Gehalt der
unbehandelten Kontrolle als 100% gesetzt und die behandelten Zellen auf diese normalisiert. Die
Graphen zeigen je eine Zusammenfassung von mindestens drei unabhdngigen Experimenten
(Mittelwert £ SEM; n.s.: p>0,05; 1-way-ANOVA).

Lebende / tote Zellen

Abbildung 5-17: Eine PON3-Defizienz verursacht weder einen spontanen Zelltod noch eine
erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika in Caco-2-Zellen. Caco-2-Zellen wurden
mit siRNA gegen PON3 oder unspezifischer siRNA (Kontroll-siRNA) transfiziert. Zwei Tage nach
Transfektion wurden die Zellen fiir 24 h mit Cisplatin (4 ug/ml) oder 5-Fluorouracil (5-FU, 100 uM)
behandelt. Nach insgesamt drei Tagen wurden die lebenden und toten Zellen mit Hilfe des CytoTox-
Glo™ Cytotoxicity Assays (siehe 4.1.10) quantifiziert und als Quotient dargestellt. Der Graph zeigt
eine Zusammenfassung von funf unabhangigen Experimenten (Mittelwert £+ SEM; n.s.: p>0,05; 1-way-
ANOVA).
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5.2 PON2 und PON3 agieren als Schutzenzyme gegen

Pyocyanin-induzierten oxidativen Stress und Inflammation

Pyocyanin (PCN) spielt in vivo eine entscheidende Rolle bei der Infektion mit P. aeruginosa,
da es ein von diesen Bakterien sekretierter, redox-aktiver Metabolit ist, welcher oxidativen

77, 79
t

Stress verursacht und das Lungenepithel gravierend schadig DarlUber hinaus

verursacht PCN Schaden in den Epithelzellen unter anderem durch die Sekretion von IL-8,
was zu einer verstarkten inflammatorischen Antwort und zum Zelltod fiihren kann '?%.
Vorherige Studien der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass PON2 die durch PCN verursachte

ROS-Produktion in  Epithelzellen vermindern kann "'

Aufgrund der hohen
Sequenzahnlichkeit zwischen PON2 und PON3 und dem oben beschriebenen anti-
oxidativen Effekt von PON3 wurde vermutet, dass PON3 ebenfalls vor PCN-induzierter ROS-

Bildung schutzen kdnnte.

5.2.1 PONS3 schiutzt die Zellen vor PCN-induziertem ROS

Um eine Verminderung der PCN-induzierten ROS-Produktion durch PON3 zu prifen,
wurden naive oder PON3-lUberexprimierende HEK293-Zellen mit dem fluoreszierenden
ROS-Indikator carboxy-H,DCFDA beladen und anschlieBend mit PCN stimuliert (siehe
4.1.7). PON2-Uberexprimierende Zellen wurden als Vergleich verwendet. Die PON3-GFP-
Uberexpression filhrte ebenso wie die von PON2-GFP zu einer signifikant verringerten ROS-
Produktion in Antwort auf die PCN-Stimulation (Abbildung 5-18a). Um eine mdgliche direkte
Oxidation von carboxy-H,DCFDA durch PCN, einen ungewollten Effekt durch das GFP-tag
oder einen HEK293-spezifischen Effekt auszuschlieRen, wurden in einem alternativen
Ansatz sowohl das detektierende Reagenz als auch das tag und die Zelllinie ausgetauscht.
Hierzu wurde die ROS-Produktion mit Hilfe des Luminolderivats L-012 in EA.hy 926-Zellen
gemessen; zusatzlich wurde PON3 als GFP- und als DsRed-Fusionsprotein berexprimiert.
Ahnlich wie in PON3-GFP-liberexprimierenden HEK293-Zellen wiesen die PON3-GFP- und
PONS3-DsRed-Uberexprimierenden EA.hy 926-Zellen eine signifikant reduzierte ROS-
Produktion nach PCN-Behandlung auf (Abbildung 5-18b).
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Abbildung 5-18: Eine PON2- oder PON3-Uberexpression vermindert die ROS-Produktion,
welche durch das P. aeruginosa Signalmolekiil Pyocyanin (PCN) induziert wird. (a) Die
genannten Zellen wurden mit carboxy-H,DCFDA beladen und mit PCN (2,4 yM) stimuliert. Der
Anstieg in der carboxy-H,DCFDA-Fluoreszenz als Mal} fur die ROS-Produktion wurde lber 12 h
hinweg aufgenommen. (b) Die genannten Zellen wurden mit L-012 beladen und mit PCN (2,4 uM)
stimuliert. Der Anstieg im L-012-Chemilumineszenzsignal als MaR fur die ROS-Produktion wurde Gber
12 h hinweg aufgenommen. Die Grafiken zeigen ein reprasentatives Ergebnis fiir je drei unabhangige
Experimente als prozentuale Steigerung der gemittelten Signal-Intensitat aus Vierfach-Werten Uber
die Zeit (Mittelwert £ SEM; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).

5.2.2 PON2 und PON3 schitzen die Zellen vor der PCN-induzierten

inflammatorischen Antwort

PCN fuhrt Gber die ROS-Induktion zu einer inflammatorischen Antwort, indem es die
Sekretion von Interleukinen verursacht. Diese konnte durch die Aktivierung von NF-kB
ausgeldst werden - '?*. Um die anti-inflammatorischen Eigenschaften von PON2 und PON3
zu testen, wurde zunachst die Aktivierung des NF-kB-Signalweges in Lungenepithelzellen
(A549) nach PCN-Behandlung untersucht. Unter Verwendung von Genreporter-Analysen
wurde die A549-Zellen mit den folgenden drei Plasmiden ko-transfiziert: 1. Mit einem NF-kB-

firefly-Luciferase-Reporterplasmid, 2. mit einem Renilla-Luciferase-Expressionsplasmid zur
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Normalisierung und 3. mit einem PON2- bzw. PON3-Expressionsplasmid. Die Kontrollen
erhielten dabei die gleichen Vektoren aber ohne PON2- bzw. PONS3-insert. In A549-
Kontrollzellen ohne PON2- bzw. PON3-Uberexpression fiihrte die PCN Stimulation zu einer
4- bis 6-fachen Erhdéhung der NF-kB-Aktivitdt (Abbildung 5-19). Im Gegensatz hierzu
verursachte sowohl die PON2- als auch die PON3-Uberexpression eine deutliche
Verminderung in der Aktivierung dieses wichtigen Signalweges, der mal3geblich an der

inflammatorischen Antwort beteiligt ist.
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Abbildung 5-19: Eine PON2- oder PON3-Uberexpression vermindert die NK-kB-Aktivierung,
welche durch das P. aeruginosa Signalmolekiil Pyocyanin (PCN) induziert wird. A549 Zellen,
welche HA oder PON2-HA (a) bzw. GFP oder PON3-GFP (b) transient Gberexprimierten, wurden mit
PCN (100 uM) fir 4 h stimuliert. Anschliefend wurde mittels eines Gen-Reporter-Assays die NK-kB-
Aktivitdt gemessen. Fur die Darstellung wurden die behandelten Zelllinien auf die jeweils
unbehandelten normalisiert. Der Graph zeigt eine Zusammenfassung von zwei bis drei unabhangigen
Experimenten in Dreifachwerten (Mittelwert + SEM; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).

Da NF-kB sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt, wurde im
Folgenden untersucht, welche Cytokine von Endothelzellen sekretiert werden, nachdem sie
mit PCN stimuliert wurden. Vor allem sollte dabei analysiert werden, inwieweit die
Uberexpression von PON2 bzw. PON3 die potentielle Freisetzung von Cytokinen

beeinflussen kann. Zu diesem Zweck wurde ein ELISA durchgeflihrt, welcher die
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inflammatorischen Cytokine / Chemokine IL-1A, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
17A, IFN-y, TNF-a und GM-CSF quantifiziert. Die Zelliberstdnde von PCN-behandelten
naiven oder PON2- bzw. PON3-Uberexprimierenden EA.hy 926-Zellen wurden dazu
verwendet. Beachtlicherweise wurde nur ein einziges der untersuchten Cytokine in
Endothelzellen durch PCN induziert, namlich IL-8 (<1000 pg/ml, Abbildung 5-20a). Dabei war
der IL-8-Gehalt um das ca. 6-fache durch die PCN-Behandlung gegeniber den
unbehandelten EA.hy 926-Zellen erh6ht (Abbildung 5-20b). Die Freisetzung von IL-8 konnte
deutlich durch die PON2- bzw. PON3-Uberexpression verringert werden. Zusammenfassend
wirken PON2 und PONS3 als potente anti-inflammatorische Enzyme, was durch ihre Fahigkeit
zur Verminderung der ROS-Produktion, NF-kB-Aktivierung und IL-8-Sekretion in Gegenwart
des Virulenzfaktors PCN deutlich wird.
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Abbildung 5-20: Pyocyanin (PCN) induziert die Sekretion von IL-8, welche durch eine
Uberexpression von PON2 oder PON3 vermindert werden kann. (a) Naive, PON2-GFP oder
PON3-GFP uberexprimierende EA.hy 926-Zellen wurden mit PCN (10 uM) fir 16 h behandelt. Die
Zelliberstande wurden auf die Sekretion der gezeigten Cytokine und Chemokine mittels ELISA
untersucht. (b) Die Abbildung zeigt die Zusammenfassung von zwei unabhangigen Versuchen, in
welchen die Sekretion von IL-8 in den PCN-behandelten Zellen als ein Vielfaches der jeweiligen
unbehandelten Kontrollen berechnet wurde.
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5.2.3 30C12 vermindert die hydrolytische Aktivitat von PON3 und fuhrt

zu ihrer Degradation

Neben dem Virulenzfaktor PCN sekretiert P. aeruginosa das quorum-sensing Signalmolekdl
30C12. Dieses kann durch PON2 hydrolysiert und damit inaktiviert werden, da PON2 eine
dominante 30C12-Hydrolyseaktivitit besitzt ', Vorherige Studien der Arbeitsgruppe haben
jedoch gezeigt, dass Hydrolyseaktivitdit sowie mMRNA- und Protein-Level von PON2 aktiv
durch 30C12 herunterreguliert werden '"'. Hierdurch konnte PON2 weder gegen 30C12
noch gegen die PCN-induzierte ROS-Produktion schitzen. Der endogene durch PON2-
vermittelte Schutz gegen die P. aeruginosa Virulenzfaktoren 30C12 und PCN wird somit
wiederum durch 30C12 ausgehebelt. Eventuell kénnte folglich die Verhinderung der
(30C12-vermittelten) ~ PON2-Inaktivierung  bzw. Degradation  einen  mdglichen
therapeutischen Ansatz gegen die Infektion mit P. aeruginosa darstellen. Da PON3 ebenso
wie PON2 den durch PCN verursachten oxidativen Stress vermindert, kénnte PON3
eventuell den Verlust der anti-oxidativen Eigenschaft von PON2 gegeniber PCN
kompensieren. Jedoch ist bisher nicht bekannt, ob PON3 ahnlich wie PON2 durch 30C12
herunterreguliert wird. Fur diese Fragestellung wurden die Effekte von 30C12 auf die
hydrolytische Aktivitat, die mMRNA- und die Protein-Menge von PON3 analysiert. Es wurden
HEK293-Zellen verwendet, die PON2-GFP (als Vergleich) oder PON3-GFP Uberexprimierten
und auf ihre Lactonase- bzw. Lovastatinase-Aktivitat (fir PON2 bzw. PON3, siehe 4.3.12)
untersucht. In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien in anderen Zelllinien, wurde die
PONZ2-Aktivitat sehr schnell nach der 30C12-Behandlung vermindert. Die hydrolytische
Aktivitdt von PON2 wurde bereits nach 10 min um ~50% und nach 30 min um mehr als 80%
reduziert (Abbildung 5-21a). In vorherigen Analysen der Arbeitsgruppe konnte bereits
aufgeklart werden, dass die PON2-Aktivitat gegenldufig mit dem intrazelluliaren Ca**-Gehalt
korreliert: Steigt die intrazelluldre Ca?*-Menge (ausgeldst durch 30C12 oder einem Ca®'-
lonophor) an, fuhrt dies zu einer Inaktivierung von PON2 — ein Effekt, der wiederum durch
den Ca?-Chelator BAPTA verhindert werden konnte '''. Interessanterweise wurde die
PON3-Lovastatinaseaktivitat ebenso schnell durch 30C12 inaktiviert, wobei die Rate der
Inaktivierung nahezu identisch mit der fir PON2 beobachteten war (Abbildung 5-21b).
Vorherige Daten der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass 30C12 einen starken Ca?*-

t ", Dies

Influx in A549- und EA.hy 926-Zellen in einem sehr kurzen Zeitinterwall verursach
bildet die Grundlage fiir eine aktive, Ca®*-abhangige PON2-Inaktivierung und Degradation.
Daher wurde im Folgenden untersucht, ob PON3 ebenfalls Ca®*-abhangig degradiert wird,
da dies auf einen fir PON2 und PON3 gemeinsamen regulatorischen Signalweg hinweisen
kdnnte. Zu diesem Zweck wurden A549-Zellen mit 30C12 behandelt und auf ihren mRNA-

Gehalt mittels gRT-PCR nach verschiedenen Zeitpunkten analysiert. In Abbildung 5-22a ist
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eine Abnahme in der PON3-mRNA nach 16 h 30C12-Behandlung auf ~70% erkennbar. Als
nachstes wurde festgestellt, ob die PON3-mRNA aktiv abgebaut wird oder ob die Abnahme
den normalen mRNA-Abbau reflektiert. Dazu wurden A549-Zellen mit 30C12 oder dem
RNA-Synthese-Inhibitor 5, 6-Dichlorobenzimidazol-1-B-D-ribofuranosid (DRB) oder mit einer
Kombination aus beidem behandelt. Da sich in den DRB / 30C12 doppelt behandelten
Zellen die PON3-mRNA-Menge nicht von der in den DRB-behandelten unterschied, kann
gefolgert werden, dass die PON3-mRNA nach Behandlung mit 30C12 nicht aktiv abgebaut
wird (Abbildung 5-22b).
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Abbildung 5-21: Die PON2- und PON3-Aktivitit wird durch die Behandlung mit 30C12
verringert. (a) PON2-GFP Uberexprimierende HEK293-Zellen wurden mit 30C12 (100 uM) fir die
angegebene Zeitdauer behandelt und auf ihre 30C12-Hydrolyseaktivitat mittels HPLC untersucht. (b)
PON3-GFP (berexprimierende HEK293-Zellen wurden mit 30C12 (100 uM) fir die angegebene
Zeitdauer behandelt und auf ihre Lovastatinase-Hydrolyseaktivitédt untersucht. Fir die Darstellungen
wurden die Kontrollen als 100% angenommen und die behandelten Zellen auf diese normalisiert. Die
Absolutwerte der unbehandelten bis zu den behandelten Zellen reichten von 22 bis 3,7 nmol/min/mg
(a) bzw. 0,15 bis 0,04 nmol/min/mg (b). Die Graphen zeigen eine Zusammenfassung von je drei
unabhangigen Experimenten in Doppelwerten (Mittelwert + SEM; **: p<0,01; ***: p<0,001; 1-way-
ANOVA).
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Abbildung 5-22: Die PON3-mRNA wird durch 30C12 nicht aktiv abgebaut. (a) A549-Zellen
wurden mit 30C12 (100 uM) fir die angegebenen Zeiten behandelt und mittels qRT-PCR auf ihren
PON3-mRNA Gehalt untersucht. (b) A549-Zellen wurden mit 30C12 (100 yuM) oder DRB (100 yM)
oder einer Kombination aus beidem fir 24 h behandelt. AnschlieBend wurde ebenfalls der PON3-
MmRNA Gehalt mittels gqRT-PCR analysiert. Fir die Darstellungen wurden die Kontrollen als 100%
angenommen und die behandelten Zellen auf diese normalisiert. Die Graphen zeigen eine
Zusammenfassung von je drei unabhangigen Experimenten (Mittelwert £+ SEM; n.s.: p>0,05; ***:
p<0,001; 1-way-ANOVA).

SchlieRlich wurden Western-Blot-Analysen durchgefihrt, um den PON3-Proteingehalt nach
Erhéhung des intrazellularen Ca”*-Gehalts durch 30C12 zu bestimmen. Als Vergleich wurde
der SERCA-Inhibitor Thapsigargin verwendet, welcher die Freisetzung der Ca**-Speicher in
das Cytosol verursacht und ebenfalls zu einer Stérung der Ca®-Homdostase filhrt. Die
Behandlung von A549-Zellen mit 30C12 fur verschiedene Zeiten zeigte, dass der PON3-
Proteingehalt zeitabhangig abnahm und annahernd komplett nach 16 h verschwand
(Abbildung 5-23a und b). Ahnlich wurde auch PON2 zeitabhangig degradiert und auf ~50%
nach 16 h vermindert (Abbildung 5-23a und b). In Ubereinstimmung hierzu konnte in A549-
Zellen, welche mit verschiedenen Thapsigargin-Konzentrationen behandelt wurden, eine
signifikante konzentrationsabhangige Degradation von PON2 und PON3 beobachtet werden
(Abbildung 5-24a und b).
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Abbildung 5-23: PON2 und PON3 werden durch die 30C12-Behandlung abgebaut. (a) A549-
Zellen wurden mit 30C12 (100 uM) in den angegebenen Zeiten behandelt. Die Zelllysate (je 50 pg
Protein) wurden mittels Western Blot unter Verwendung der Antikérper gegen PON3, PON2 und a-
Tubulin analysiert. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen
Versuchen, welche quantifiziert und in (b) zusammengefasst wurden. Die Intensitaten wurden auf die
jeweilige Ladekontrolle (a-Tubulin) und auf die unbehandelten Kontrollen normalisiert, welche als
100% angenommen wurden. Die Signifikanzen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen (Mittelwert
+ SEM; **: p<0,01; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).
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Abbildung 5-24: PON2 und PON3 werden durch die Thapsigargin-Behandlung abgebaut. (a)
A549-Zellen wurden mit Thapsigargin fir 24 h in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Die
Zelllysate (je 50 pg Protein) wurden mittels Western Blot aufgetragen und mit Antikérpern gegen
PON3, PON2 und a-Tubulin detektiert. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives Ergebnis von drei
unabhangigen Versuchen, welche mittels QuantityOne quantifiziert und in (b) zusammengefasst
wurden. Die Intensitaten wurden auf die jeweilige Ladekontrolle (a-Tubulin) und auf die unbehandelten
Kontrollen normalisiert, welche als 100% angenommen wurden. Die Signifikanzen beziehen sich auf
die jeweiligen Kontrollen (Mittelwert £+ SEM; **: p<0,01; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA).
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5.3 Charakterisierung des PON2-inaktivierenden und -

degradierenden Signalweges

Die vorherigen Ergebnisse dieser Arbeit bestarken die Rolle von PON2 und PON3 in der
zellularen Abwehr von Virulenzfaktoren des Bakteriums P. aeruginosa bzw. der hierdurch
aktivierten Signalwege. Beide Enzyme haben anti-oxidative und anti-inflammatorische
Eigenschaften gegenliber dem P. aeruginosa Virulenzfaktor Pyocyanin und kénnen somit als
Schutzenzyme agieren. Daruber hinaus kann PON2 durch ihre dominante 30C12-
Hydrolyseaktivitat die Virulenz von P. aeruginosa abschwachen, indem sie die bakterielle
Kommunikation stért. Jedoch zeigten die Daten auch, dass das Bakterium den von PON2
und PON3 vermittelten Schutz umgeht, indem 30C12 zur Inaktivierung und zum Abbau der
beiden Enzyme fihrt. Demnach koénnte die Aufklarung des der Inaktivierung
zugrundeliegenden Mechanismus ein Schllssel zur ldentifikation eines therapeutischen
Ansatzes zur Erhaltung der beiden Schutzenzyme darstellen. Da die Inaktivierung von PON2
und PON3 durch 30C12 Ca?*-abhangig und sehr schnell erfolgt, ist eine posttranslationale
Modifikation naheliegend. Im Folgenden wurden daher die posttranslationale Inaktivierung

von PON2 und der zugrundeliegende Signalweg der PON2-Degradation untersucht.

5.3.1 PON2 wird vermutlich durch eine Dephosphorylierung inaktiviert

Erste Hinweise auf den zugrundeliegenden Mechanismus der PONZ2-Aktivierung kdnnen
vorherige Studien in der Arbeitsgruppe bereits geben: Die PON2-Inaktivierung erfolgt Ca®'-
vermittelt, sehr schnell und reversibel, was eine Phosphorylierung / Dephosphorylierung
mittels Proteinkinasen / Phosphatasen nahe legt ''. Des Weiteren erfolgt die PON2-
Inaktivierung  durch  30C12  vermutlich unabhangig von einem Rezeptor®.
Eine 2D-SDS-PAGE-Analyse zeigte zudem, dass PON2 nach 30C12-Behandlung zu einem
basischeren pH (Ap/ = 0.1) verschoben war ohne dabei eine Massenanderung aufzuweisen;
dies weist ebenfalls auf eine Dephosphorylierung von PON2 hin . Falls es sich tatsachlich
um eine Dephosphorylierung handeln sollte, kdmen flir PON2 ca. 50 Serin- / Threonin- und
Tyrosinreste als potentiell phosphorylierbare Stellen in Frage. Daher wurde in einem ersten
Ansatz analysiert, ob es sich um eine Serin- / Threonin- oder Tyrosin-Phosphorylierung
handelt und ob diese nach 30C12-Behandlung vermindert wiirde. Zu diesem Zweck wurde
endogene PON2 aus 30C12-behandelten oder unbehandelten A549-Zellen
immunoprazipitiert und mit Antikérpern gegen phosphoryliertes Serin (P-Ser), Threonin (P-

Thr) oder Tyrosin (P-Tyr) mittels Western Blot detektiert. Abbildung 5-25a und d zeigen, dass

¢ Marion Goldeck, Diplomarbeit 2009, Fachbereich Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz
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PON2 Ser-phosphoryliert ist und dass diese Phosphorylierung nach 30C12-Behandlung um
>50% abnimmt. Eventuell kdnnte das nach 30C12-Behandlung verbleibende phospho-Ser-
Signal durch noch nicht inaktivierte PON2 oder durch eine andere Ser-phosphorylierte Stelle
zustande kommen, der keine unmittelbare Rolle in der PON2-Inaktivierung zukommt. Des
Weiteren ist erkennbar, dass PON2 Thr-phosphoryliert ist, jedoch andert sich die
Signalintensitat durch die 30C12-Behandlung nicht (Abbildung 5-25b). PON2 scheint nicht
Tyr-phosphoryliert zu sein, zumindest wird PON2 nicht von dem hier verwendeten Antikérper
erkannt (Abbildung 5-25c).
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Abbildung 5-25: PON2 ist Serin-, Threonin-, aber nicht Tyrosin-phosphoryliert. Zudem wird
PON2 durch 30C12 Serin-dephosphoryliert. (a)-(c) A549-Zellen wurden fir 30 min mit 30C12
behandelt bzw. blieben unbehandelt. Aus den Zelllysaten wurde endogene PON2 mit Hilfe eines a-
PONZ2-Antikérpers gekoppelt an Dynabeads immunoprazipitiert (siehe 4.3.7) und mittels Western Blot
analysiert. Die Proteine wurden mit einem Mix aus sechs Antikdrpern gegen phosphoryliertes Serin (a,
P-Ser), mit einem Antikdrper gegen phosphoryliertes Threonin (b, P-Thr) bzw. einem Antikérper gegen
phosphoryliertes Tyrosin (c, P-Tyr) detektiert. Ein Antikdrper gegen PON2 diente zur Uberpriifung der
Immunoprazipitation bzw. als Ladekontrolle. Die Abbildungen zeigen ein reprasentatives von drei
unabhéngigen Ergebnissen. (d) Die Banden aus (a) wurden quantifiziert, auf die Ladekontrolle
(PON2) und auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert, welche als 100% angenommen wurde
(Mittelwert £ SEM; ***: p<0,001; 1-way-ANOVA).

Den Analysen zufolge wird PON2 durch einen von 30C12 bzw. Ca*" aktivierten Signalweg
an einem Ser-Rest dephosphoryliert. Jedoch lasst der Befund offen, ob die fir die
Inaktivierung verantwortliche Dephosphorylierung an mehreren Resten oder einem durch die
Phospho-Antikérper nicht erkannten Rest erfolgt. Zum anderen ist die genaue Position der
Serin-Phosphorylierung weiter unbekannt. Durch diese Methode kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die beobachtete Dephosphorylierung von PON2 ein Nebeneffekt der 30C12-
Behandlung darstellt, wahrend PON2 durch eine andere unbekannte Modifikation inaktiviert
wurde. Daher wurde ein massenspektrometrischer Ansatz gewahlt, mit welchem
unvoreingenommen alle Reste auf eine mdgliche (De-) Phosphorylierung untersucht wurden

und daruber hinaus auch weitere Modifikationen wie z.B. Acetylierungen, Methylierungen,
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Ubiquitinylierungen und (De-) Glykosylierungen betrachtet werden konnten. Da fur die
massenspektrometrische Analyse von Proteinmodifikationen groRe Mengen an reinem
Protein bendtigt wurden, wurde zunachst die Immunoprazipitation von PON2 optimiert. Ziel
war es eine deutliche PON2-Bande im Coomassie-Gel zu erhalten, die dann ausgeschnitten
und weiter analysiert werden konnte. Aus dem vorherigen Versuch, in welchem endogene
PON2 aus A549-Zellen immunoprazipitiert wurde (Abbildung 5-25), war bereits bekannt,
dass die isolierte PON2-Menge nicht ausreichte, um im Coomassie-gefarbten Gel als Bande
sichtbar zu werden (nicht gezeigt). In einem weiteren Ansatz wurde HA-markierte PON2 aus
uberexprimierenden HEK293-Zellen nach 30C12-Behandlung bzw. ohne Behandlung mittels

HA-AntikGrper immunoprazipitiert.
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Abbildung 5-26: Immunopréazipitation von PON2 iiber ein HA-tag. (a) PON2-HA
Uberexprimierende HEK293-Zellen wurden flir 30 min mit 30C12 behandelt bzw. blieben unbehandelt
(Kontrolle). Aus den Zelllysaten wurde PON2 mit Hilfe eines a-HA-Antikérpers gekoppelt an Agarose
immunoprazipitiert (sieche 4.3.8) und ein Teil des Eluates (20%) im Western Blot mit einem HA-
Antikérper analysiert. Zudem wurden Lysat (20 pg), Uberstand (10%) und Waschfraktion (10%) zur
Kontrolle verwendet. (b) Das restliche Eluat (80%) aus (a) wurde in einem SDS-Polyacrylamidgel auf
drei Spuren verteilt und mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. PON2-HA befindet sich in den
Banden im rot markierten Bereich.

Im Western Blot ist eine intensive HA-PON2-Bande in den unbehandelten Kontrollen und
eine schwachere Bande in den 30C12-behandelten Lysaten zu erkennen (Abbildung 5-26a).

Auch im Coomassie-gefarbten Gel ist eine Bande zu sehen, bei der es sich vermutlich um



Ergebnisse 97

PON2-HA handelt, jedoch befinden sich auch viele weitere Banden als Verunreinigung in
den Spuren der Eluate (Abbildung 5-26b).
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Abbildung 5-27: Immunoprazipitation von PON2 iiber ein GFP-tag. (a) PON2-GFP
Uberexprimierende HEK293-Zellen wurden fiir 30 min mit 30C12 behandelt bzw. blieben unbehandelt
(Kontrolle). Aus den Zelllysaten wurde PON2 mit Hilfe eines a-GFP-Antikdrpers gekoppelt an Agarose
immunoprazipitiert (siehe 4.3.9) und ein Teil des Eluates (10%) im Western Blot mit einem PON2-
Antikérper analysiert. Zudem wurden Lysat (~100 pg), Uberstand (15%) und Waschfraktion (10%) zur
Kontrolle verwendet. (b) Das restliche Eluat (90%) aus (a) wurde in einem SDS-Polyacrylamidgel auf
drei Spuren verteilt und mittels Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. PON2-GFP befindet sich in den
Banden im rot markierten Bereich. Dieser Bereich wurde in den Eluaten der Kontrolle und 30C12
ausgeschnitten und mittels Massenspektrometrie analysiert.

Aufgrund der groflen Verunreinigung der Eluate mit anderen Proteinen in der
vorangegangenen Immunoprazipitation, wurde im Weiteren PON2-GFP Uber eine GFP-
Immunoprazipitation aufgereinigt. Hierfir wurden 30C12-behandelte oder unbehandelte
HEK293-Zellen mit stabiler PON2-GFP-Uberexpression verwendet. Im Western Blot und im
Coomassie-gefarbten Gel ist eine deutliche PON2-GFP-Bande zu erkennen, was auf eine
erfolgreiche Anreicherung in den Eluaten schlieBen lasst (Abbildung 5-27a und b). Abbildung
5-27b zeigt zudem, dass die Verunreinigung durch andere Proteine weitaus geringer ist als
zuvor. Interessanterweise wurde endogene PON2 ebenfalls ko-eluiert und ist im Western

Blot sichtbar (Abbildung 5-27a). Die auf diese Weise erhaltenen Eluate wurden mit



98 Ergebnisse

verschiedenen Enzymen verdaut (z.B. Trypsin, Chymotrypsin) und mittels
Massenspektrometrie analysiert (siehe 4.3.6). Insgesamt konnte so eine Sequenzabdeckung
von >90% erreicht werden. In der Analyse wurde eine einzige bisher unbekannte
phosphorylierte Stelle an einem Serin-Rest an Position 36 in PON2 aus Eluat von
unbehandelten Zellen gefunden (Abbildung 5-28). Weitere Modifikationen waren nicht

vorhanden bzw. konnten nicht detektiert werden.
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Abbildung 5-28: PON2 ist an Position S36 phosphoryliert. In der massenspektrometrischen
Analyse des Materials aus Abbildung 5-27 wurde eine Phosphorylierung von PON2 aus
unbehandelten Zellen an der Stelle S36 gefunden.

Nachdem die vorherigen Analysen auf eine Serin-Dephosphorylierung von PON2 als
Ursache fur die Inaktivierung durch 30C12 deuten, wurde nun versucht, mit Hilfe von
Mutation einzelner Aminosaurereste die genaue Position zu identifizieren. Auch Threonin-
und Tyrosin-Reste wurden weiter in Betracht gezogen, da diese moglicherweise nicht durch
die Phospho-Antikérper erkannt worden sind. Um eine Auswahl der zu mutierenden Stellen
zu treffen, wurden drei Strategien verfolgt: 1. Da PON2 und PONS3 beide durch 30C12 sehr
schnell inaktiviert wurden, kénnte die verantwortliche Stelle an einer zwischen den Proteinen

. 25 zwischen allen

konservierten Stelle erfolgen. 2. In einem Strukturvergleich von Harel et a
drei Paraoxonasen PON1-3 wurden bereits aktive Stellen fir die Hydrolyseaktivitat
vorhergesagt. 3. Mit Hilfe des NetPhos 2.0 Servers kénnen potentiell phosphorylierbare
Stellen vorhergesagt werden. Basierend auf diesen Strategien wurden die Stellen S103,
Y192, T196, S208, S221, S228, S331 und Y346 ausgewahlt (Abbildung 5-29) und durch
sterisch ahnliche aber nicht phosphorylierbare Aminosauren ausgetauscht (z.B. Serin zu
Alanin). Als weitere Stelle wurde S36 mutiert, da diese in der MS-Analyse als einzige

phosphorylierte Stelle gefunden wurde.
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Nach Mutation der ausgewahlten Positionen in PON2 wurden die PON2-Mutanten bzw.
PON2 als Kontrolle in HEK293-Zellen transient transfiziert, mit 30C12 behandelt und die
Hydrolyseaktivitat gemessen. Die Expression wurde mittels Western Blot Uberpriift (nicht
gezeigt) und die parallel gemessenen Aktivitdten wurden auf diese Expressionsrate
normalisiert. Wie erwartet hatte PON2 eine hohe Hydrolyseaktivitdt, welche durch die
30C12-Behandlung reduziert wurde (Abbildung 5-30). Falls durch die Mutation eine
aufgrund ihrer Phosphorylierung fir die Aktivitdt verantwortliche Stelle so verandert wirde,
dass sie einem dephosphorylierten PON2 entsprache, so ware idealer Weise keine PON2-
Aktivitdt mehr messbar. Darauf aufbauend wurde die Hypothese formuliert, dass die
Mutation der essentiellen Aminosdure dazu flhren musste, dass 1. die Aktivitdt der
(unbehandelten) PON2-Mutation jener der Lacton-behandelten PON2 entsprache und 2.,
dass eine Lacton-Behandlung die Aktivitat der PON2-Mutation nicht weiter reduzieren kénne.
Obwohl in allen Mutanten eine Aktivitdt gemessen wurde, so fallt auf, dass die Aktivitat der
Mutanten S36A und S331A sehr niedrig war und sich nicht signifikant von der PON2-Aktivitat
nach 30C12-Behandlung unterscheidet. Folglich stellen die beiden Mutanten S36A und
S331A mdgliche Kandidaten dar, die fur die Inaktivierung von PON2 verantwortlich sein

konnten.
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Abbildung 5-29: Entscheidungsgrundlage zur Auswahl der in PON2 mutierten Aminoséauren.
Die Proteinsequenzen von PON2 und PON3 wurden mittels einer BLOSUM62-Matrix aneinander
abgeglichen. Ubereinstimmungen an der gleichen Position sind griin markiert. Die von Harel et al. 125
vorhergesagten aktiven Stellen, welche durch einen Strukturvergleich von PON1, PON2 und PON3
ermittelt wurden, sind in blau unterstrichen. Insgesamt wurden durch den NetPhos 2.0 Server 16
potentiell phosphorylierte Stellen in PON2 vorhergesagt. Gelb markiert wurden die Stellen, welche
auch im Folgenden mutiert wurden.
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Abbildung 5-30: Die PON2-Mutanten S36A und S331A zeigen nur geringe PON2-Aktivitat.
HEK293-Zellen transient transfiziert mit GFP (nicht gezeigt), PON2-GFP (Wildtyp, WT) oder mit den
gezeigten PON2-GFP-Mutanten wurden mit 30C12 (100 uM) fir 30 min behandelt und auf ihre
30C12-Hydrolyseaktivitat untersucht (siehe 4.3.13). Um Unterschiede in der Transfektionseffizienz
auszugleichen, wurden die gemessenen Aktivititen auf das jeweilige Verhaltnis zwischen
Uberexprimiertem und endogenem PONZ2-Protein normalisiert. Zudem wurde von allen Werten die
endogene PON2-Basalaktivitdt von GFP-exprimierenden Zellen abgezogen (Hintergrund). Die
Signifikanzen beziehen sich auf die 30C12-behandelten PON2-GFP-Zellen (Mittelwert + SEM; n.s.:
p>0,5; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; 2-way-ANOVA). Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die
Signifikanzen zwischen den unbehandelten und 30C12-behandelten Zellen nicht eingetragen, jedoch
unterschieden sich diese in den S36A- und S331A-Mutanten nicht signifikant.

Neben der Hydrolyseaktivitdt wurde die Lokalisation einiger ausgewahlter Mutanten mittels
konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Falls PON2 ihre enzymatische Aktivitdt durch die
Mutation der potentiell phosphorylierten Stellen einbliRt, so ware aufgrund der strukturellen
Veranderung eventuell auch eine Anderung in der Lokalisation denkbar. In transient
Uberexprimierenden EA.hy 926-Zellen kolokalisiert PON2 erwartungsgemals mit ER und
Mitochondrien (Abbildung 5-31). Auch bei den untersuchten PON2-Mutanten zeigten die
Signale fiir PON2-GFP deutliche Uberlappungen mit Markern fiir sowohl Mitochondrien als
auch ER.



Ergebnisse 101

PON2-GFP ER Mitochondrien Nukleus Uberlagerung

Y192F

T195A

S221A

S331A

Y346F

Abbildung 5-31: PON2 und die PON2-Mutanten kolokalisieren hauptsachlich mit dem ER und
den Mitochondrien. Lebende EA.hy 926-Zellen transient transfiziert mit PON2-GFP (WT) oder mit
den gezeigten PON2-GFP-Mutanten wurden mit ER-Tracker™ Red (in rot dargestellt), reduziertem
MitoTracker® Orange (in orange dargestellt) und DRAQS5 (Kernmarker; in blau dargestellt) gefarbt.
AnschlieRend wurden die Zellen unter einem konfokalen Lasermikroskop im A-Modus aufgenommen
und mittels Linear Unmixing in die einzelnen Kanéle geteilt (Skalierung = 10 ym).

5.3.2 Die Position S331 konnte die Inaktivierung von PON2 vermitteln

Aufgrund der sehr geringen PON2-Aktivitat der S331A-Mutante wurde vermutet, dass diese

Stelle fur die 30C12-vermittelte Inaktivierung verantwortlich sein kdnnte. Ferner lieRe dies
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schlussfolgern, dass die aktive PON2 an Position S331 phosphoryliert ist und durch eine
Dephosphorylierung inaktiviert wird. Demnach sollte die S331A-Mutante keine Ser-
Phosphorylierung aufweisen. Zur Uberprifung dieser Annahme wurden HEK293-Zellen,
welche PON2-S331A mit einer GFP-Markierung uberexprimierten bzw. PON2-WT als
Vergleich mit 30C12 behandelt bzw. blieben unbehandelt. Nach Immunoprazipitation und
Western Blot mit Antikdrpern gegen phosphoryliertes Serin (P-Ser) fallen in Abbildung 5-32
mehrere Dinge auf: Zum einen ist erwartungsgemaf ein Verlust der Ser-Phosphorylierung
nach 30C12-Behandlung von PON2 zu erkennen. Zum anderen weist die S331A-Mutante
kaum ein P-Ser-Signal auf, welches zudem ungeféahr der Intensitat von 30C12-behandeltem
PON2 entspricht. Weiterhin verursacht die 30C12-Behandlung von S331A keine
Signalabnahme. Dies deutet darauf hin, dass PON2 an der Position S331 phosphoryliert
vorliegt und durch die 30C12-Behandlung an dieser Stelle dephosphoryliert wird. Das
schwache bestehende P-Serin-Signal nach 30C12-Behandlung bzw. in der S331A-Mutante
kénnte aufgrund einer weiteren Ser-phosphorylierten Stelle zustande kommen oder durch

eine unspezifische Bindung der P-Ser-Antikérper an PON2 verursacht worden sein.

Abbildung 5-32: PON2 wird durch 30C12 Serin-dephosphoryliert, hingegen die PON2-Mutante
S331A kaum Serin-phosphoryliert ist. PON2-GFP (WT) oder PON2-S331A-GFP (berexprimierende
HEK293-Zellen wurden fir 30 min mit 30C12 behandelt bzw. blieben unbehandelt. Aus den
Zelllysaten wurde PON2 mit Hilfe eines a-GFP-Antikérpers immunoprazipitiert und im Western Blot
aufgetragen. Die Proteine wurden mit einem Mix aus sechs Antikérpern gegen phosphoryliertes Serin
bzw. mit einem PON2-Antikérper detektiert. Die Abbildung zeigt ein reprasentatives von drei
unabhéangigen Ergebnissen.

Eine Mdglichkeit um zu Uberprifen, ob Position S331 durch 30C12 inaktiviert wird, bietet die
.,phosphomimetische® Mutation. Hierzu wurde das Serin an Position S331 durch eine
Glutaminsaure (E) ausgetauscht, da diese der rdumlichen Struktur von phosphoryliertem
Serin am nachsten kommt. Falls somit die Aktivitat von PON2 erhalten bleiben sollte, ware
dartber hinaus zu erwarten, dass PON2-S331E nicht mehr durch 30C12 inaktiviert werden
kann. Die Mutante S331E wurde in HEK293-Zellen liberexprimiert, mit 30C12 behandelt und
die Hydrolyseaktivitat bestimmt. GFP- und PON2-GFP-iberexprimierende HEK293-Zellen
dienten als Vergleich. Die S331E-Mutante zeigte weder nach noch vor der 30C12-
Behandlung eine Aktivitat, die Uber der endogenen PON2-Aktivitat lag (vgl. GFP, Abbildung
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5-33). Vermutlich behindert ahnlich wie Alanin auch die Glutaminsaure an Position S331 die
PON2-Aktivitat. Somit ist die Glutaminsdure hier vermutlich nicht zur Simulation eines

phosphorylierten Serins geeignet.
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Abbildung 5-33: Die PON2-Mutante S331E zeigt keine Lactonase-Aktivitat. HEK293-Zellen
transient transfiziert mit GFP, PON2-GFP oder mit der PON2-GFP-Mutante S331E wurden fir 30 min
mit 30C12 behandelt und auf ihre 30C12-Hydrolyseaktivitdt untersucht. Die Abbildung zeigt eine
Zusammenfassung von drei unabhangigen Versuchen in Doppelwerten (Mittelwert + SEM; n.s.: p>0,5;
***: p<0,001; 2-way-ANOVA).

5.3.3 Die PON2-Inaktivierung erfolgt vermutlich uber einen

Ca”* | Calmodulin-abhingigen Signalweg

Im Rahmen einer Kooperation konnten von John F. Teiber ¢ bisher unverdffentlichte Daten
generiert werden, die weitere Hinweise auf den durch 30C12-vermittelten Signalweg zur
PONZ2-Inaktivierung geben. Wie bereits bekannt war, wird PON2 Uber den durch 30C12-
vermittelten Ca®*-Influx inaktiviert, was durch Behandlung mit dem Ca®*'-Chelator BAPTA

verhindert werden konnte '

. Da aufgrund der vorherigen Analysen dieser Arbeit eine
Dephosphorylierung von PON2 vermutet wurde, wurde eine Vielzahl von Proteinkinase- und
Phosphatase-Inhibitoren verwendet, um den der PONZ2-Inaktivierung zugrundeliegenden
Signalweg aufzuklaren. Tatsachlich konnte eine Vorbehandlung von A549-Zellen mit dem
Calmodulin(CaM)-Inhibitor W7 oder dem Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus die Inaktivierung
von PON2 durch 30C12 verhindern (Abbildung 5-34a und b). Abbildung 5-34c zeigt ein
mdgliches Schema der PON2-Inaktivierung, in welchem durch 30C12-freigesetztes Ca?*
einen Komplex mit CaM bildet, der die CaM-Kinase aktiviert. Diese wiederum kénnte die

Phosphatase Calcineurin aktivieren und PON2 ber eine Dephosphorylierung inaktivieren.

d Department of Internal Medicine, Division of Epidemiology, The University of Texas Southwestern
Medical Center, Dallas, Texas, USA
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Abbildung 5-34: Die Inaktivierung von PON2 durch 30C12 kann durch Inhibition von
Calmodulin (CaM) oder Calcineurin verhindert werden. (a) Die Deaktivierung von PON2 nach
30C12 kann durch Behandlung mit dem CaM-Inhibitor W7 verhindert werden. A549-Zellen wurden mit
W7 (25 uM) fir 2 h vorbehandelt. Danach wurden die Zellen mit 30C12 (100 yM) fiir 5 min behandelt
und auf ihre auf ihre 30C12-Hydrolyseaktivitat untersucht. (b) Die Deaktivierung von PON2 nach
30C12 kann durch Behandlung mit dem Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus (Tac) verhindert werden.
A549-Zellen wurden mit Tac in den angegeben Konzentrationen fir 1 h vorbehandelt. Danach wurden
die Zellen mit 30C12 (50 pM) fur 10 min behandelt und auf ihre 30C12-Hydrolyseaktivitat untersucht.
(c) Mdogliches Schema der Ca”" / CaM-vermittelten Inaktivierung von PON2. Die Daten wurden im
Rahmen einer Kooperation von John F. Teiber ¢ generiert.

5.3.4 Die Rolle des Proteasom-vermittelten Abbaus in der 30C12-
induzierten PON2-Degradation

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit weisen auf eine Ca®'/CaM-abhingige
Dephosphorylierung und damit Inaktivierung von PON2 durch 30C12 hin. In friheren
Studien und in Analysen dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die Degradation
von PON2 ebenfalls Ca?*-vermittelt wird (*"", Abbildung 5-23 und Abbildung 5-24). Jedoch ist

bisher nichts Uber den genauen Mechanismus bekannt, welcher zum 30C12-vermittelten
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PON2-Abbau fihrt. Daher wurde im Folgenden untersucht, ob 30C12 Zielproteine des
Proteasom-vermittelten Abbaus aktiviert und ob PON2 Uber diesen Weg degradiert wird.
Zunachst wurden A549-Zellen mit 30C12 bzw. zum Vergleich mit dem Proteasom-Inhibitor
MG132 behandelt und im Western Blot mit einer Reihe an Antikérpern gegen Signalproteine
des Proteasom-vermittelten Abbaus detektiert. Hierbei handelte es sich um die Faktoren
Skp1, Skp2, Ubiquitin, UBC3, SUMO1, SUMO2 /3, ISG15 und NEDDS8. Es sollte tUberprift
werden, ob einerseits 30C12 die Abundanz dieser Faktoren &nderte und andererseits, ob
30C12 zu einer kovalenten Modifikation von PON2 mit diesen Faktoren fuhrte. Die 30C12-
Behandlung flihrte zu einer Zunahme von ubiquitinylierten Proteinen, von SUMO-1 und UBC-
3 (Abbildung 5-35a, ¢ und e). Interessanterweise ist eine Abnahme im NEDD-8-Signal nach
30C12-Behandlung zu beobachten (Abbildung 5-35f). Dies kann durch eine zunehmende
kovalente Bindung an andere Proteine erklart werden, die dann bei einem hoheren
Molekulargewicht zu sehen sein sollten. Tatsachlich konnte eine Zunahme eines anderen
unbekannten Proteins bei ca. 30 kDa beobachtet werden, bei welchem es sich jedoch
aufgrund des zu geringen Molekulargewichts nicht um PON2 handelt kann (nicht gezeigt).
Die Signalintensitaten fur Skp1 und SUMO-2/3 blieben durch die 30C12-Behandlung
unverandert, jedoch war auch keine Signalzunahme nach Behandlung mit MG132 zu
erkennen (Abbildung 5-35b und d).
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Abbildung 5-35: Die Behandlung mit 30C12 in A549-Zellen fiihrt zur Aktivierung und erhéhten
Expression von Zielproteinen des Proteasom-vermittelten Abbaus. A549-Zellen wurden mit
30C12 (100 yM) fir 30 bzw. 120 min behandelt oder als Kontrolle mit dem Proteasom-Inhibitor
MG132 (10 pM) fur 120 min behandelt. Die Zelllysate (je 50 pyg Protein) wurden mittels Western Blot
mit Antikérpern gegen Ubiquitin (a), Skp1 (b), SUMO-1 (c), SUMO-2 /3 (d), UBC3 (e), NEDDS (f) und
GAPDH als Ladekontrolle analysiert.

Aus dem vorherigen Versuch kann gefolgert werden, dass 30C12 den Proteasom-

vermittelten Abbau aktiviert, indem es zu einer verstarkten Ubiquitinylierung fihrt und die

Expression anderer Zielproteine hochreguliert. Nun soll gezeigt werden, ob der PON2-Abbau
eventuell Uber eine Markierung mit Ubiquitin (8 kDa), SUMO (11-15 kDa), NEDD8 (9 kDa)

oder ISG15 (15 kDa) vermittelt werden konnte. Erwartungsgemafl sollte eine derartige

Markierung von PON2 zu einem hdheren Molekulargewicht fuhren, welcher als Shift im
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Western Blot zu sehen sein sollte. Bisher konnte kein solcher Shift von PON2 zu einem
héheren Molekulargewicht nach 30C12-Behandlung beobachtet werden (nicht gezeigt), was
eventuell dadurch begriindet werden kénnte, dass der verwendete PON2-Antikérper nach
der Markierung nicht mehr an PON2 binden kann. Aus diesem Grund wurde im Folgenden
PON2-GFP  aus Uberexprimierenden HEK293-Zellen nach  30C12-Behandlung
immunoprazipitiert und mit Antikérpern gegen Ubiquitin, SUMO, NEDD8 und ISG15
detektiert. Des Weiteren wurde untersucht, ob PON2 mit Zielproteinen des Ubiquitin-
vermittelten Abbaus wie dem E2-Ubiquitin-carrier-Protein UBC3 oder mit Proteinen des E3-
Ubiquitin-Ligase-Komplexes (Skp1 und Skp2) interagiert. Abbildung 5-36 zeigt, dass PON2
nicht durch die 30C12-Behandlung ubiquitinyliert wird, da keine PON2-Bande nach der
Immunoprazipitation auftritt. Der Western Blot mit Antikdrper gegen PON2 zeigt dabei, dass
die Immunoprazipitation von PON2-GFP (~72 kDa) erfolgreich war, wahrend die zusatzlichen
Doppelbande bei ~43 kDa durch ko-immunoprazipitierte endogene PON2 zustande kommt.
Die Analyse ob PON2 mit Zielproteinen des Ubiquitin-vermittelten Abbaus interagiert ergab,
dass keines der untersuchten Proteine UBC3, Skp1 und Skp2 mit PON2 ko-eluiert wurde
(Abbildung 5-37a-c). Folglich spielt vermutlich der Gber Ubiquitin-vermittelte Abbau durch das
Proteasom keine Rolle in der PON2-Degradation, welche durch 30C12 vermittelt wird.
Ferner konnte auch keine Sumoylierung, Neddylierung oder 1SG15-Markierung
nachgewiesen werden (Abbildung 5-38a und b, Abbildung 5-39a und b).
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Abbildung 5-36: PON2 wird nicht durch 30C12-Behandlung ubiquitinyliert. PON2-GFP
Uberexprimierende HEK293-Zellen wurden fiir 30 min bzw. 60 min mit 30C12 behandelt bzw. blieben
unbehandelt. Aus den Zelllysaten wurde PON2 mit Hilfe eines a-GFP-Antikérpers immunoprazipitiert
und die Eluate mittels Western Blot analysiert. Zur Kontrolle wurde Lysat (50 pug) aufgetragen. Die
Detektion erfolgte mit Antikérpern gegen Ubiquitin und gegen PON2 als Kontrolle. Die Abbildung zeigt
ein reprasentatives von drei unabhangigen Ergebnissen.
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Abbildung 5-37: PON2 interagiert nicht durch 30C12-Behandlung mit dem E2-Ubiquitin-carrier-

Protein UBC3 oder

mit den E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex-Proteinen Skp1

und Skp2.

Behandlung, Immunoprazipitation und Western Blot erfolgten analog zu Abbildung 5-36. Die Detektion
erfolgte mit Antikérpern gegen UBC3 (a), Skp1 (b) und Skp2 (c) und gegen PON2 als Kontrolle. Die

Abbildung zeigt ein reprasentatives von zwei

unabhangigen Ergebnissen.



Ergebnisse 109
a SUMO-1 PON2
FoNzor _ERGEE
W ek W ek
&S 5 &S &
& +° s & & s e
- — G —
. — 7 — --_‘—EE:Z'
e
—_——
[
—
sumo-1—F| " — 17—
b
SUMO-2/3 PON2
POMNZ-GFP POMNZ-GFP
Wl nk ke g
. ﬁa}‘ é\ﬂ:b \65‘»5;’ ﬁa:? @Q‘b @¢”§§’
\..-"Fb *Po & \..-"'l's~ +°o i &
:g"z':_p T T e— {—EEL‘:
— 5§ ——
[ —
e
—
SUMO-2/3 = - —_—
Abbildung 5-38: PON2 wird nicht durch 30C12-Behandlung sumoyliert. Behandlung,

Immunoprazipitation und Western Blot erfolgten analog zu Abbildung 5-36. Die Detektion erfolgte mit
Antikérpern gegen SUMO-1 (a) und SUMO-2/3 (b) und gegen PON2 als Kontrolle. Die Abbildung
zeigt ein reprasentatives von zwei unabhangigen Ergebnissen.
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Abbildung 5-39: PON2 wird nicht durch 30C12-Behandlung mit NEDD8- oder ISG15-markiert.
Behandlung, Immunoprazipitation und Western Blot erfolgten analog zu Abbildung 5-36. Die Detektion
erfolgte mit Antikdrpern gegen NEDD8 (a) und ISG15 (b) und gegen PON2 als Kontrolle. Die
Abbildung zeigt ein reprasentatives von zwei unabhangigen Ergebnissen.
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6 Diskussion

6.1 Die Rolle von PON3 in der Tumorbiologie

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass humane PONS in
verschiedenen Neoplasien deutlich hochreguliert wird. Darliber hinaus fihrt die verstarkte
PON3-Expression zu einer Resistenz der Tumorzellen gegenlber Apoptose. Vorherige
Studien haben bisher die enzymatische Aktivitdt von PON3 charakterisiert und zeigen
kénnen, dass PON3 eine protektive Rolle gegeniber Fettleibigkeit und Arteriosklerose

86, 95
t %

spiel . Scheinbar kam dieser schitzende Effekt durch eine Verminderung der Zell-

vermittelten LDL-Oxidation zustande % '°°
Kupfer-induzierten LDL-Oxidation schiitzen *°. Mit hoher Wahrscheinlichkeit schiitzt PON3

durch ihre anti-oxidative Eigenschaft, fur welche bisher unbekannte Cofaktoren bendtigt

, jedoch konnte PONS3 jn vitro nicht vor einer

werden. Bei diesem Cofaktor handelt es sich den Ergebnissen nach vermutlich um das
Coenzym Q0. Bemerkenswerterweise konnte hier gezeigt werden, dass die gleiche anti-
oxidative Aktivitat eine anti-apoptotische bzw. onkogene Rolle in Krebserkrankungen des

Menschen spielt.

6.1.1 Paraoxonasen als mogliche Tumormarker

Tumormarker stellen ein natzliches Werkzeug dar, um den Verlauf der Krebserkrankung zu
diagnostizieren. Seltener koénnen diese der Fruherkennung von Krebs dienen, wie
beispielsweise eine Mutation im BRCA1-Gen (breast cancer), bei welcher es mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 80% zu einer Brustkrebsentwicklung bei betroffenen Frauen im Laufe
ihres Lebens kommt '°. Je mehr (iber die molekularen Ursachen einer Krebserkrankung
bekannt ist, umso genauer koénnen Voraussagen Uber Krankheitsverlauf oder
voraussichtliches Ansprechen auf eine geplante Therapie getroffen werden. Ein solcher
aktuell diskutierter pradikativer Biomarker ist das TRAP2E-Gen (transcription factor AP-2
epsilon), welches eine Vorhersage auf das Ansprechen von Darmkrebspatienten auf die
Chemotherapie erlauben soll '?’. Die Vorteile eines solchen Wissens liegen auf der Hand:
Der Patient kann direkt mit dem fir diesen Tumor wirksamen Chemotherapeutikum

behandelt werden bzw. eine Behandlung mit einem Wirkstoff, fur welchen der Tumor
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resistent ist, kann dem Patienten einschlieRlich der Nebenwirkung somit erspart werden.
Daher kommt der Suche von neuen Tumormarkern fur individualisierte Verlauf- und
Therapie-Prognosen eine bedeutende Rolle zu. Da oxidativer Stress von Mitochondrien eine
wichtige Funktion in der Apoptose hat und zu Krebs flihren kann, gewinnen Antioxidantien
und Proteine mit anti-oxidativen Eigenschaften wie die Paraoxonasen zunehmend an
Bedeutung. Im Folgenden soll daher unter Einbeziehung der hier erlangten Ergebnisse
diskutiert werden, inwieweit die Paraoxonasen 1-3 als mogliche neue Tumormarker geeignet
sein konnten.

Mit Hilfe eines cDNA-Arrays wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass PON3 in
allen getesteten Krebsarten (aulRer Zervix) hochreguliert war. Dabei war PON3 um das 2- bis
3-fache in Tumorgeweben von Ovarien, Niere, Lymphknoten und Kolon hochreguliert.
Besonders stark war die PON3-Hochregulation in Tumoren von Pankreas, Lunge, Blase,
Schilddrise, Prostata, Leber und Testes (>3-fach). Sogar um das >10-fache war die PON3-
cDNA in Magen und Endometrium / Uterus erhoht. Diese Ergebnisse wurden mit einem
Lungenkarzinom-cDNA-Array verifiziert, in welchem PON3 vor allem in alteren Patienten (60-
65), in spateren Stadien (Il und Ill) und in Plattenepithelkarzinomen hochreguliert war. Im
Gegensatz zu PON2, welche ubiquitdr exprimiert wird, war die PON3-Expression
weitestgehend auf Zellen aus soliden Tumoren von Lunge, Leber und Kolon beschrankt und
konnte nur in einer Leukamiezelllinie (KCI) gefunden werden. Im Rahmen einer Kooperation
mit S. Reddy ° konnte der Befund der erhohten PON3-cDNA-Menge in Ovartumoren durch
Proteindaten bestatigt werden, in welchen PON3 in Proben von Ovarkarzinomen verglichen
mit gesundem Ovargewebe aus dem gleichen Patientien hochreguliert war ¥. Ein méglicher
Grund fur die starke Hochregulation der PON3-cDNA-Expressionslevel in den
Krebsgeweben kdnnte in den basal niedrigen Mengen an PON3 im gesunden Gewebe
liegen. Aufgrund dieser enormen Hochregulation in bestimmten Tumorgeweben kdnnte
PONBS eventuell als geeigneter Tumormarker in bestimmten Krebsgeweben fungieren. Hierzu
waren weitere Untersuchungen unter Einbeziehung einer ausreichend grofen und
homogenen Patienten-Gruppe notwendig. Um dies auch im HTS (high throughput system)
anwenden zu kdnnen, muissten optimalerweise jedoch neue read-out Systeme geschaffen
werden, da ein Western Blot hierzu ungeeignet ist. Denkbar ware ein Ansatz, welcher die
Lovastatinase-Aktivitdt von PON3 proportional als Fluoreszenz-Signal anzeigt. Dies ware
unter Umstanden gerade bei Leukamien erfolgreich, weil die basale PON3-Expression und
somit die Aktivitat in Zellen des Blutsystems unter der Nachweisgrenze liegt.

Ahnlich kénnte auch PON2 als ein solcher Marker fir bestimmte Tumore dienen. In

PON2-Microarray-Studien konnte eine Uberexpression von PON2 in einigen soliden

° Department of Medicine, University of California, Los Angeles, California; USA
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Tumoren aus Leber- und Prostata-Karzinomen gefunden werden '® '®. Zudem wurde in
Genexpressionsstudien in Leukdmien eine Hochregulation von PON2 beobachtet, wie
beispielsweise in padiatrischer akuter lymphatischen Leukdmie (ALL) "8 Interessanterweise
wurde PON2 in einer anschlielenden Studie als eines von funf hochregulierten Genen in
padiatrischen ALL-Patienten identifiziert, deren Krankheitsverlauf eine schlechte Prognose
hatte '"". In diesen Patienten war die Wahrscheinlichkeit auf ein Ansprechen auf die
Ublicherweise eingesetzten Chemotherapeutika bei ALL wie beispielsweise die Anthracycline

"7 Demnach konnte diesen Kindern die kaum

Doxorubicin und Daunorubicin gering
aussichtsreiche Behandlung mit Chemotherapeutika der Erstlinientherapie erspart bleiben,
wahrend alternative wirksamere Chemotherapeutika gefunden werden miussten. In einer
anderen Leukamie, der chronischen myeloische Leukdmie (CML), wurde die Genexpression
von PON2 mit einer primaren Resistenz gegeniber dem Chemotherapeutikum Imatinib
(Glivec®) assoziiert '"®. Demnach kénnte PON2 als Tumormarker in CML-Patienten eine
Aussage daruber ermoglichen, ob eine Therapie mit Imatinib Gberhaupt sinnvoll bzw.
erfolgversprechend ware. Interessanterweise waren Zellen, in welchen PON2 durch einen
knock-down herunterreguliert war, empfindlicher fir die Behandlung mit Doxorubicin
(Endothelzellen EA.hy 926) bzw. fiir Imatinib (CML-Zellen K562) %% folglich kénnte hier
PON2 ein Angriffsziel fir zuklnftige Krebstherapien darstellen (siehe auch 6.1.3). Ferner
wurde eine PON2-Uberexpression in Lymphozyten gefunden, welche mit einem T-Zell
Leukamievirus infiziert waren "*°. In Studien der Arbeitsgruppe wurde (ibereinstimmend mit
cDNA-Daten gezeigt, dass der PON2-Gehalt in einigen Tumoren auf Proteinebene erhdht ist.
In verschiedenen Tumoren in cDNA-Arrays war PON2 hochreguliert, so wiesen Harnblase,
Leber, Niere, Lymphome und Endometrium / Uterus eine 2-4-fache PON2-Hochregulation
gegeniiber normalen Geweben auf %2 Auf Proteinebene war PON2 in Pankreas-, Leber-,
Nieren-, und Lungen-Tumoren uberexprimiert, wobei die starkste Hochregulation (>10-fach)
in Tumoren aus Thymus und Non-Hodgkin-Lymphomen auftrat %2,

Auch fir PON1 ware eine Rolle als Tumormarker denkbar, zumindest wurde das Q-

Allel von PON1 haufiger in Nierenkarzinom-Patienten gefunden ™'

und gezeigt, dass
verschiedene PON1-Genotypen zu einem erhdhten Prostatakrebsrisiko neigen '*2. Weiter
wurden die PON1 Allele Q192R und L55M, bei welchen der Aminosaureaustausch zu einer
veranderten PON1-Aktivitat fuhrte, mit einem 18-29% erhohten Risiko flr aggressiven

Prostatakrebs assoziiert "*.
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6.1.2 PONS3 als anti-apoptotisches Enzym in den Mitochondrien

Nachdem demonstriert wurde, dass PON3 in zahlreichen Tumorgeweben hochreguliert wird,
stellte sich die Frage nach der biomedizinischen Relevanz und dem Mechanismus. Dafur
war es entscheidend, sowohl die Lokalisation von PON3 als auch ihre anti-oxidative und anti-
apoptotische Wirkung genauer zu betrachten. Hierbei wurde gezeigt, dass PON3 gegen
verschiedene apoptotische Stimuli schitzen konnte, deren gemeinsame Nenner die
Mitochondrien in der Ausflihrung der Apoptose darstellten. Im Folgenden werden die PON3-
Lokalisation, ihre Funktion in den Mitochondrien und der anti-apoptotische Mechanismus von
PON3 diskutiert.

PONa3 schiitzt vor der intrinsischen Apoptose

Mittels konfokaler Lasermikroskopie in HEK296-Zellen wurde nachgewiesen, dass PON3 in
den Mitochondrien und im ER lokalisiert vorliegt. Auch die Zellfraktionierung von A549-Zellen
weist deutlich auf eine Lokalisation von PON3 in Mitochondrien und ER hin. Bisher ist nichts
daruber bekannt, wie PON3 oder auch PON2 in diese Membranen kommen. Verschiedene
Software-Tools haben nur eine geringe Wahrscheinlichkeit fir PON2 und PON3 fir eine
mitochondriale Lokalisation vorhergesagt und identifizierten keine der typischen
Mitochondrien-Lokalisations-Sequenz . Zudem ist bisher keine mdgliche Interaktion mit
einem Membranrezeptor beschrieben worden, welcher die Membranintegration bewirken
kénnte. PON3 besitzt eine ahnliche Aminosauresequenz zu der von sekretierter PON1 und
vermutlich auch Ubereinstimmungen in der rédumlichen Struktur. Daher kdénnte der N-
Terminus von PON3 ahnlich wie bei PON1 "** '3 als Lipidanker dienen und geniigend positiv
geladene Reste bzw. amphiphil genug fir einen mitochondrialen Import sein. Folglich ist
PON3 mit seinem N-Terminus in der Membran verankert, aber es konnte methodisch nicht
aufgelést werden, ob PON3 aus der inneren Mitochondrienmembran (IMM) in den
Intermembranraum oder in Richtung mitochondrialer Matrix orientiert ist.

Mit Hilfe von Mito-HE wurde spezifisch mitochondriales Superoxid detektiert. PON3
konnte dabei die Superoxid-Produktion nach Hemmung des Komplex | durch Rotenon und
Komplex Il durch Antimycin A vermindern. Dies erlaubt entscheidende Schlussfolgerungen
bzgl. der Topologie der anti-oxidativen PON3 Funktion. Durch Inhibition des Komplex Il mit
Antimycin A wird die Superoxidbildung auf beiden Seiten der IMM induziert, indem die
Elektronen nicht mehr von CoQ auf Cyt c Ubertragen werden kénnen. Die radikalische
Zwischenstufe von CoQ, das Ubisemichinon (QH™), bleibt durch die Blockade der Q;-Stelle
des Komplex Il langer an der Qq-Stelle und Ubertragt durch Autooxidation sein freigesetztes

Elektron beidseitig der Membran auf Sauerstoffmolekile, wodurch Superoxid (O2") entsteht.
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Rotenon hingegen fuhrt zur Superoxidbildung auf der Matrixseite der inneren
Mitochondrienmembran, indem es die Ubertragung der Elektronen aus Komplex | auf CoQ
blockiert. Folglich kann PON3 die Entstehung von ROS an zwei unterschiedlichen Positionen
in der Mitochondrienmembran verhindern. CoQ bewerkstelligt den Elektronentransfer
zwischen den Komplexen | und Ill; somit stellt der Transporter die einzige Gemeinsamkeit
der beiden O, -Quellen dar, die durch PON3 moduliert wurden. Dies legt Nahe, dass PON3,
ahnlich wie fiir PON2 bereits vermutet ' "% ihre anti-oxidative Wirkung iiber die Bindung an
CoQ vermittelt. Hierfiir sprechen auch Daten, die im Rahmen der Kooperation mit S. Reddy °
generiert wurden, welche die Bindung von CoQ an PON3 mittels Massenspektrometrie und
SPR-Analysen (surface plasmon resonance) belegen °’. Vermutlich wirkt PON3 als Isolator
indem sie verhindert, dass radikalische Zwischenstufen des CoQ mit Sauerstoff in Kontakt
kommen bzw. Superoxid entsteht. Dies muisste jedoch im Weiteren durch strukturelle
Analysen bestatigt werden. Zwar gibt es Studien, in welchen eine solche Isolationswirkung
von Proteinen vorgeschlagen wird, jedoch sind bisher keine konkreten Beispiele
bekannt %% 1%

Auch wenn nur vermutet werden kann, wie PON3 die Entstehung von Superoxid
verhindert, so sprechen die Daten dafir, dass PON3 durch ihre anti-oxidative Eigenschaft
die Zelle vor der Apoptose schitzt. Der intrinsische Apoptose-Signalweg wird Uber die
Freisetzung von Cytc aus den Mitochondrien ausgelést, welche teilweise durch das
Mitochondrien-spezifische Lipid Cardiolipin kontrolliert wird '*® (siehe 1.2.1). Als potenter
Induktor fur den intrinsischen Apoptose-Signalweg wurde hier Staurosporin (STS)
verwendet. STS wurde zunachst als spezifischer PKC-Inhibitor beschrieben '*°, was
allerdings inzwischen widerlegt wurde. Tatsachlich inhibiert STS eine Vielzahl verschiedener
Kinasen, wie z.B. Proteinkinase A (PKA), Phosphorylase-Kinase, RSK (ribosomal protein S6
kinase), EGFR-Kinase und Ca?* / Calmodulin-abhéngige Proteinkinase Il (Ca / CaM PKII) "*
3 und wird deshalb auch als Breitbandkinaseinhibitor bezeichnet. Insgesamt konnte jedoch
bisher keine Kinase identifiziert werden, durch welche die apoptotische Wirkung des STS
spezifisch vermittelt wird. Die Apoptose-Induktion erfolgt im Falle von STS {ber den
mitochondrialen Apoptose-Signalweg unabhangig vom Todesrezeptorsignalweg % und kann
durch Bcl-2 inhibiert werden ">, Auch wenn der genaue Mechanismus von STS nicht
geklart ist, kann es als potenter Induktor von ROS, Cyt-c-Freisetzung und der Apoptose
genutzt werden. Eine Zunahme an Superoxid in den Mitochondrien durch Behandlung mit
STS fuhrt zur Peroxidation des Cardiolipins — was aufgrund einer dadurch induzierten

t 8 Diese

Strukturanderung von Cardiolipin zum Verlust der Interaktion mit Cytc flhr
Peroxidation konnte durch PON3 vermutlich durch ihren Schutz vor der O,-Bildung
verhindert werden. Peroxidiertes Cardiolipin kann Cyt ¢ nicht mehr binden, wodurch der

I6sliche Pool an Cyt ¢ bzw. die Cyt-c-Freisetzung vergrofRert wird. Des Weiteren fihrt die
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STS-induzierte Cyt-c-Freisetzung zu einer Stérung der ETC und zu einem Verlust des
Membranpotentials. PON3 konnte sowohl die Cyt-c-Freisetzung als auch den Verlust des
Membranpotentials deutlich vermindern, sehr wahrscheinlich ebenfalls durch ihre anti-
oxidative Eigenschaft bzw. durch ihren Schutz vor der Cardiolipin-Peroxidation. Des
Weiteren verminderte eine PON3-Uberexpression die durch STS-vermittelte intrinsische
Apoptose in EA.hy 926-Zellen und die Cytotoxizitat in HEK293-Zellen. Erganzende Daten
wurden im Rahmen der Kooperation mit S. Reddy ° erhalten, in welchen die PON3-
Uberexpression in HelLa-Zellen zu einem Schutz vor der durch Myxothiazol ausgeldsten

% Ahnlich wie STS verursacht auch Myxothiazol eine erhdhte O,-

Apoptose fihrte
Produktion in den Mitochondrien, indem es die Elektronenibertragung von Komplex Il auf
Cyt ¢ verhindert. Folglich kann auch hier der anti-apoptotische Effekt von PON3 auf ihre
Fahigkeit zurtickgeflhrt werden, die O, -Produktion in den Mitochondrien zu vermindern. Der
Schutz vor der O,-Entstehung stellt wahrscheinlich die Hauptfunktion von PON3 dar und
weist auf ihre natlrliche Rolle hin, in welcher sie physiologischem oxidativem Stress der

Zelle entgegenwirken konnte.

Die Rolle von PON3 in anderen Apoptose-Signalwegen

Der ER-Stress-Signalweg unfolded protein response (UPR) moduliert das Zelliberleben und
ist damit hochrelevant fiir Krebs und inflammatorische Prozesse '*°. Somit stellt er einen
Ansatzpunkt fir neue therapeutische Entwicklungen dar, in welchem CHOP eine
fundamentale Rolle als Mediator des Gleichgewichts von Zelliiberleben und —tod spielt & *°.
Die Expression des pro-apoptotischen CHOP kann durch JNK aktiviert werden, was
wiederum die Caspase-Aktivierung und Apoptose zur Folge haben kann, sofern CHOP
ausreichend lang und konzentriert vorliegt (siehe 1.2.3). PON3 schitzt vor der UPR-
vermittelten Apoptose nach Tunicymacin, was sich zum einen in einer verminderten CHOP-
Expression zeigte. Zum anderen vermindert PON3 die Aktivierung von JNK und schwéacht
die nachfolgende Caspase-3/7-Aktivierung ab. In vorherigen Studien konnte die zu PON3
paraloge PON2 ebenso gegen UPR-vermittelten Zelltod schiitzen '%2. Weiter wurde gezeigt,
dass PON2 nicht die CHOP-aktivierenden UPR-Faktoren ATF6, XBP1 oder p-elF2a
beeinflusst %% somit ist der genaue Mechanismus des PON2-vermittelten Schutzes unklar.
Daher miusste in weiteren Studien aufgeklart werden, ob PON2 bzw. PON3 Uber ihre
mitochondrialen Effekte schiitzen oder ob sie den Signalweg von IRE1 zu TRAF2 / ASK1,
vom ER zu den Mitochondrien oder von lokalen ROS / Ca®*-Antworten modulieren. Weiter
musste aufgedeckt werden, wie PON2/PON3 die JNK-Phosphorylierung vermindert.

15

Beispielsweise kann JNK iiber die Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden ™', jedoch

belegen die hier erlangten Daten, dass PON3 die PKC-vermittelte JNK-Aktivierung nicht
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modulieren kann. Da JNK auch durch ROS aktiviert werden kann, schitzt PON3
wahrscheinlich durch ihre anti-oxidative Eigenschaft oder durch einen mitochondrialen Effekt
vor der JNK-Phosphorylierung.

Es wurde gezeigt, dass PON2 nicht gegen die Behandlung mit TNF-a / Act D oder
TRAIL in EA.hy 926-Zellen schitzt '%. Ahnlich wie PON2, konnte auch PON3 die
extrinsische Apoptose nach gleichzeitiger Behandlung mit TNF-a und Act D in EA.hy 926-
Zellen nicht beeinflussen bzw. die Caspase-3/7-Aktivierung nicht abschwachen. Im
Gegensatz dazu vermindert PON3 die Caspase-3/7-Aktivierung deutlich nach alleiniger
Behandlung mit Act D oder STS. Demnach ist PON3 nicht in der Lage, den Liganden-
induzierten Zelltod in Typ-I-Zellen (EA.hy 926) =zu verhindern, in welchen die
Rezeptorbindung von Caspase-8 ohne die Einbindung der Mitochondrien ausreichend stark
Zelltod ausldsen kann. Es ware denkbar, dass PON3 aufgrund ihres anti-oxidativen Effektes
in den Mitochondrien die extrinsische Apoptose in Typ-ll-Zellen vermindern kénnte. Diese
bendtigen fir die Apoptoseinduktion die Mitochondrien fiir eine Rickkopplungsschleife zur
Signalverstarkung bzw. flir eine verstarkte Caspase-3/7-Aktivierung. Jedoch konnten
Analysen im Rahmen der Kooperation mit S. Reddy ° zeigen, dass PON3 auch in Hela-
Zellen (Typ-Il) nicht in der Lage war, gegen die durch TNF-a / Act D induzierte Caspase-3/7-
Aktivierung zu schiitzen ¥. Ebenso schwéchte weder eine Uberexpression von PON2 noch
PON3 nach Behandlung mit TRAIL die Caspase-3/7-Aktivierung ab ¥. Es wurde gezeigt,
dass die Behandlung von Typ-IlI-Zellen mit TNF-a / Act D zur Apoptose unabhangig von Bid-
Spaltung, Bax / Bak oder Cyt-c-Freisetzung filhrt '°2. Dies kénnte erklaren, weshalb PON3
hier keinen schitzenden Effekt hat, da die TNF-a/ Act D-Behandlung in Typ-ll-Zellen zu
einer Mitochondrien-unabhangigen Typ-I-Apoptose flihrt. Weiterhin ware zu erwarten
gewesen, dass PON3 die TRAIL-vermittelte Apoptose abschwachen kénnte, jedoch ist die
Apoptose-Induktion Uber die Todesrezeptoren eventuell zu stark als das PON2 bzw. PON3
Uber die Mitochondrien noch schitzen konnten.

Apoptose kann auch durch DNA-schadigende Agenzien ausgelost werden, welche
Uber p53 und der Aktivierung von Bax zur Cyt-c-Freisetzung und Caspase-Aktivierung fuhren
(siehe 1.2.2). Somit lauft auch dieser Signalweg Uber die Mitochondrien, weshalb eine
Schutzfunktion von PON3 vermutet wurde. Tatsachlich konnte PON3 in EA.hy 926-Zellen
teilweise vor Cisplatin schitzen, welches durch DNA-Schadigung bzw. deren Alkylierung zur
Apoptose fihrt. Obwohl seit langem bekannt ist, dass Cisplatin die nuklearen DNA-Strange
miteinander querverknlipft und dadurch die Replikation gestoért wird, wird kontrovers
diskutiert, wie Cisplatin die Apoptose induziert '**'>*. Erstaunlicherweise binden nur ca. 1%
des intrazellularen Cisplatin an nukledre DNA '*°. Es wird vermutet, dass Cisplatin vielmehr

153
t

direkt an den Mitochondrien wirk . Dabei wurde die Cisplatin-Behandlung mit einer

Lokalisation von p53 aus dem Zellkern in die Mitochondrien und einer verstarkten Bindung
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des mitochondrialen Transkriptionsfaktors A an Cisplatin-geschadigte mitochondriale DNA
assoziiert "*°. Zum anderen wird diskutiert, dass Cisplatin seine apoptotische Wirkung durch
ein bisher unbekanntes nukleares Ereignis direkt Uber die Translokation von Bax zu den
Mitochondrien vermittelt und dadurch zur Cyt-c-Freisetzung fiihrt '**. Eventuell kénnte
Cisplatin auch an VDAC binden und die Poren zusammen mit anti-apoptotischen Faktoren
der Bax / Bcl-2-Familie vergroRern '**. Die hier ermittelten Daten bestédrken die Hypothese
eines mitochondrialen Effektes von Cisplatin, da der Schutz von PON3 in den Mitochondrien
vermutlich auf der Abschwachung der O, -Produktion beruht, welche durch den Cisplatin-
induzierten  Verlust des Cytc bzw. eines verstarkten Umsatzes in der

Elektronentransportkette ausgelost wird.
PON3 in der Schnittstelle zwischen Mitochondrien und ER

PONS3 konnte ebenso wie PON2 vor der intrinsischen, DNA-vermittelten und ER-Stress-
induzierten Apoptose schitzen. Allen Apoptose-Signalwegen gemeinsam ist die
entscheidende Rolle der Mitochondrien, welche die Freisetzung von pro-apoptotischen
Faktoren vermitteln. Eine Aufrechterhaltung der mitochondrialen Integritdt aufgrund einer
verminderten Oy-Produktion kdnnte der Schlussel des PON2/3-vermittelten Schutzes
darstellen. Aufgrund der Lokalisation von PONZ2/3 nicht nur in den Mitochondrien, sondern
auch im ER und dem Befund, dass PON2/3 vor der ER Stress-induzierten JNK-Aktivierung
schutzen, scheinen beide PONs eine bisher weitestgehend unbekannte Rolle im ER zu
spielen. Ein denkbares Modell ware, dass PON2/3 als Schnittstelle zwischen Mitochondrien
und ER ihre anti-oxidative Funktion ausiben konnten (siehe Abbildung 6-1). Es ist seit
langem durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bekannt, dass Mitochondrien unter
physiologischen Bedingungen direkt mit dem ER assoziiert vorliegen kénnen '*’. Es ware
aber auch denkbar, dass die dufRere mitochondriale Membran (OMM) mit der ER-Membran
verschmilzt und PON2/3 dadurch in Kontakt mit dem ER-Lumen treten. Aufgrund der
vermuteten Rolle von PON2/3 als Isolatoren des CoQ sind die beiden Enzyme
wahrscheinlich in der inneren mitochondrialen Membran (IMM) lokalisiert und kénnten durch
die Membranverschmelzung in direkten Kontakt zu ER-Rezeptoren gelangen. Hierflir spricht,
dass die OMM sehr fluide ist und haufig Fusionierungen und Teilungen zwischen

1% Des Weiteren wurden bisher lokale, stabile Kontaktstellen

Mitochondrien stattfinden
zwischen Mitochondrien und dem ER beschrieben, die der Ca®*-Regulation dienen '*°, bei
welchen es sich um quasi-synaptische Verbindungen handelt '®°. Wahrscheinlich schlieRt
sich die mitochondriale Aullenmembran mit der des ER zusammen und bildet die
sogenannte MAM (mitochondria-associated ER-membrane), die dem Signalaustausch

zwischen ER und Mitochondrien dient '°"'®%_ Diese Befunde belegen die hohe Dynamik in
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der OMM-Fusionierung und die enge Verbindung zwischen ER und Mitochondrien, weshalb
eine partielle Verschmelzung der Membranen durchaus denkbar ware. PON2/3 kdnnten in
der intrinsischen Apoptose somit Uber die verminderte O, -Produktion vor der Cardiolipin-
Peroxidation und damit vor der Cyt-c-Freisetzung schiitzen, was zu der Abschwachung in
der Apotose flhrt. Der Schutz vor der DNA-vermittelten Apoptose kommt vermutlich
ebenfalls durch die Fahigkeit von PONZ2/3 zustande, nach der p53-vermittelten Cyt-c-
Freisetzung die Mitochondrien vor einer Apoptose-férdernden verstarkten O,-Produktion zu
bewahren. Da auch in der distalen ER-Stress-Antwort die Mitochondrien beteiligt sind,
kénnten auch hier PON2/3 die Integritdt der Mitochondrien bewahren bzw. die JNK-
Aktivierung und CHOP-Expression vermindern. Die Abschwachung von JNK bzw. CHOP
kénnte aber auch durch einen anti-oxidativen Effekt direkt am ER erklart werden: PON2/3
kénnten den ROS-Gehalt im ER vermindern und dadurch die JNK-Aktivierung abschwachen
oder durch einen bisher unbekannten Mechanismus die JNK-Aktivierung uber den ER-
Rezeptor IRE1 und uber ASK1 verringern. Mdéglicherweise konnte PON2/3 ebenfalls durch
Interaktion mit CoQ den ROS-Gehalt im ER verringern; dazu passend wurde CoQ auch in

ER-Membranen gefunden '®.
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Abbildung 6-1: PON2 bzw. PON3 in der Schnittstelle zwischen ER und Mitochondrien. Die
beiden anti-oxidativen Enzyme PON2 und PON3 vermitteln ihren Schutz gegenuber intrinsischer,
DNA-vermittelter und ER-Stress-induzierter Apoptose vermutlich an der Schnittstelle zwischen ER und
Mitochondrien. Abklrzungen und weitere Erlauterungen geman Text.
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6.1.3 Paraoxonasen als tumor target?

PONZ2 und PON3 kénnen beide gegen mitochondrial-vermittelten Zelltod schitzen, indem sie

die pro-apoptotische mitochondriale O,-Produktion vermindern %" 2,

Eine Hochregulation
von PON2 bzw. PON3 in Krebszellen schitzen diese vermutlich vor der O,-Produktion, die
aufgrund des hoheren Stoffwechselumsatzes der proliferierenden Zellen und aufgrund der
oft hypoxischen Umgebung erhdht ist. Die Krebszelle ist durch ihre Fahigkeit vor dem Zelltod

t ' wobei eine verminderte O, -Produktion

zu entkommen entscheidend gekennzeichne
vorteilig fur die Krebszelle im Uberleben sein kann, da ROS zur Apoptose filhren kann. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass eine PON3-Uberexpression die Zelle vor
verschiedenen Chemotherapeutika (z.B. Staurosporin, Actinomycin D, Cisplatin) schuitzen
kann. Im Umkehrschluss kdnnte dies bedeuten, dass ein PON3-knock-down die Zellen
anfalliger fur die Behandlung mit Chemotherapeutika machen kdnnte. In vorherigen Studien
dieser Arbeitsgruppe konnte bereits ein solcher Effekt fir PON2 gezeigt werden: Der knock-
down machte die Zellen zum einen anfalliger fir die Behandlung mit Chemotherapeutika,
zum anderen |8ste dieser sogar eine spontane Apoptose in einigen Tumorzelllinien aus '%2.
Letzterer Befund war eher unerwartet, da PON2-defiziente Mause lebensfahig sind, wahrend
die verbleibende PON2-Expression in diesen Mausen ungeféahr vergleichbar mit der in RNAI-
Zellkulturexperimenten sein diirfte '°'. Jedoch konnten keine ahnlichen Ergebnisse fur PON3
erzielt werden: Der knock-down von PON3 erhohte in keiner der getesteten Zelllinien aus
Tumoren der Lunge (A549), Leber (HepG2) und Kolon (Caco-2) die Empfindlichkeit fr
Chemotherapeutika und I6ste auch keine spontane Apoptose aus. Eine mogliche Erklarung
hierflir kdnnte sein, dass bisher nicht die Tumorzelllinie getestet wurde, welche empfindlich
fur einen PON3-knock-down ist. Hierflr wirde die Tatsache sprechen, dass auch nur die
Halfte der getesteten Zellen auf einen PON2-knock-down reagierten '°2. Eventuell ist auch
die generelle PON3-Expression zu gering, um einen vergleichbaren Effekt wie fur PON2 zu
erzielen. Dennoch bietet die PON3-Uberexpression den Tumorzellen einen enormen anti-
oxidativen und anti-apoptotischen Vorteil, wodurch die hochregulierte PON3 ein gutes
Angriffsziel in der Krebstherapie (fumor target) darstellen kdnnte. Mdglicherweise kdnnte
auch die gemeinsame Runterregulation von PON2 und PON3 ein Ansatzpunkt bieten, da
beide in den Mitochondrien eine anti-apoptotische Funktion ausliben, jedoch in
unterschiedlicher Stérke in verschiedenen Tumorgeweben hochreguliert sind. Eine
spannende Frage hierbei ware es herauszufinden, wie die PON2/3-Expression in
Tumorzellen hochreguliert wird. In verschiedenen Tumoren wie beispielsweise in Prostata-
Adenokarzinome wird das Chromosom 7 amplifiziert '?°. Auf diesem ist auch das PON-
Cluster lokalisiert; somit kdnnte die Amplifizierung des Chromosoms zu einer Hochregulation

der PON-Expression beitragen. Alternativ kbnnten die PONs auch durch jene Signalwege
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hochreguliert werden, die mit ROS und Krebs in Verbindung gebracht werden, wie z.B.
PPAR-y, AP-1, B-Catenin/ Wnt, NF-kB, HIF-1a, PI3K, und Nrf2 " In Ubereinstimmung
hierzu konnten frlhere Studien zeigen, dass die PONZ2-Expression durch oxidativen
Stress ®®, PI3K / PDGFR, PPARy, NADPH-Oxidase- oder AP-1-Aktivierung erhéht werden
konnte '®" "% Basierend auf den hier erzielten Ergebnissen erscheint es wahrscheinlich,
dass die Krebszelle die anti-oxidative Funktion von PON2 bzw. PON3 nutzt, um dem Zelltod
zu entkommen. Daher konnte die Aufklarung der PON2/3-Expressionsregulation helfen,
einen Weg zu finden, um PON2/3 spezifisch in Tumorzellen herunterzuregulieren bzw.
auszuschalten.

Eine weitere Mdglichkeit zur Aufklarung der Rolle von PON3 in Krebs koénnten
Mausmodelle mit einer PON3-Uberexpression von transgener humaner PON3 oder PON3-
knock-out Tiere darstellen. Shih et al. haben kurzlich ein transgenes Mausmodell fir PON3
etabliert, deren Befunde bestatigen, dass humane und murine PON3 sich in ihrem
Expressionsmuster unterscheiden * %, Daher kénnte das Mausmodell mit humaner PON3
in seinen Moglichkeiten bzw. in seiner Relevanz limitiert sein bzw. bendtigt eine genaue
Verifikation der Lokalisation und Funktion. DarUber hinaus ist die hydrolytische Aktivitat von
muriner PON3 unklar und aufgrund bisher unbekannter Mechanismen wurde ein
geschlechtsspezifischer Effekt fir PON3 bezlglich Arteriosklerose und Adipositas
beobachtet %°. Daher ware es zur Untersuchung von PON3 in humanen Tumoren sinnvoll,
primares Tumormaterial zu verwenden bzw. neue adaquate in vivo Modelle zu testen. Falls
dies erfolgreich sein sollte, kénnten solche Studien die klinische Relevanz von PON3
entschlusseln und helfen, neue therapeutische Strategien zu entwickeln, welche auf PON3
Zielen.

PON1 wurde zwar bisher nur HDL-assoziiert gefunden, kdnnte aber eventuell auch ein
Anti-Tumor-Ziel darstellen. Als extrazellulares Protein ist PON1 vermutlich nicht in der Lage,
anti-apoptotisch in der Zelle zu wirken. Jedoch konnte kirzlich gezeigt werden, dass PON1
teilweise zurick von HDL-Partikeln in die Zelle gelangen kann und dort weiter anti-oxidativ

wirken kann %

. Zudem wurde der PON1-Genotyp mit verschiedenen Tumoren wie
Nierenkarzinom, Brust-, Ovar- und Prostata-Krebs in Verbindung gebracht 8 Somit kdnnte
PON1 zusammen mit intrazellularer PON2 und PON3 einen anti-apoptischen Effekt in
Tumorzellen haben bzw. eine Angriffstelle fir Tumortherapien darstellen, in welchen alle drei
PONs eventuell herunterreguliert werden kdnnten. Ferner bestarken die Ergebnisse, dass
Redox-Signalwege eine wichtige Funktion in der Krebsentstehung spielen. Daher bieten

diese eine hilfreiche Zielstruktur fir therapeutische Ansatze gegen Krebs.
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6.2 Wie PON2 und PON3 durch ihre anti-oxidative Eigenschaft

vor P. aeruginosa Virulenzfaktoren schiitzen kébnnen

Wie in 1.4 aufgeflihrt, erstreckt sich die derzeitig wirksame Therapieoption bei bestehenden
Pseudomonas aeruginosa Infektionen auf die Antibiotika Piperacillin, Cephalosporine
(x Aminoglykoside), Fluoroquinolone und Carbapeneme. Die antibiotische Eradikation von P.
aeruginosa wird jedoch haufig dadurch erschwert, dass die Bakterien Multi-Resistenzen
entwickeln und einen Biofilm bilden, welcher die Bakterien unzuganglich fur Antibiotika
macht. Zudem sekretiert P. aeruginosa verschiedene Virulenzfaktoren, welche die bakterielle
Kommunikation regulieren und den infizierten Wirt schadigen. Daher ist es wichtig, die Wirt-
Pathogen-Interaktion von P. aeruginosa zu verstehen, um neue mogliche Therapien zu
entwickeln. Zusammen mit Ergebnissen aus vorherigen Studien zeigen die Daten dieser
Arbeit, dass PON2 und PON3 einen Abwehrmechanismus gegen den durch Virulenzfaktoren

induzierten oxidativen Stress, inflammatorische Antwort und Cytokin-Freisetzung bilden '*

111,170.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass PON2 und PON3 vor dem PCN-
induzierten Schaden in der Wirtszelle schiitzen kénnen. Aus Studien der Arbeitsgruppe war
bereits bekannt, dass die PCN-induzierte ROS-Produktion durch PON2 vermindert wird """
Hier wurde mit verschiedenen Techniken in unterschiedlichen Zelllinien gezeigt, dass PCN
zur ROS-Produktion, NF-kB-Aktivierung und IL-8-Sekretion flhrt, welche durch
Uberexpression von PON2 oder PON3 verringert wurden. Hierfir wurden v.a. Systeme
gewahlt, die relevant fir eine P. aeruginosa Infektion sind, wie Epithelzellen (EA.hy 926) und
Lungenepithelzellen (A549) — da die Bakterien insbesondere Brandwunden oder andere
Hautverletzungen sowie Lungeninfektionen als Eintrittspforte nutzen. Vorherigen Studien
ergaben, dass PCN die Produktion von O3 und H,0O, induziert, was Schaden in
verschiedenen Zelllinien verursachte "°. Die Uberexpression von PON2 und PONS3 fiihrte zu
einer signifikanten Verminderung der ROS-Produktion in EA.hy 926- und HEK293-Zellen,
was den protektiven Effekt beider Enzyme gegeniber PCN-induzierten oxidativen Schaden
widerspiegelt. Interessanterweise unterscheiden sich PON2 und PON3 in ihrer
Substratspezifitat: PON2 hat eine dominante Lactonase-Aktivitat, wahrend PON3 eine viel
bessere Aktivitat fur einige groRe Lactone oder Arylester (z.B. Statine, Estradiolacetate)
besitzt. Daraus kann gefolgert werden, dass der Schutz von PON2 und PONS nicht Uber die
Lactonase-Aktivitat vermittelt wird, sondern vielmehr durch einen gemeinsamen anti-
oxidativen Mechanismus. Dabei scheint der anti-oxidative Effekt von PON3 unabhangig von
ihrer enzymatischen Aktivitdt zu sein, ahnlich wie es bereits durch vorherige Studien fiur

PON2 gezeigt werden konnte '®. Wie oben bereits erlautert, agieren PON2 und PON3
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vermutlich an der inneren mitochondrialen Membran als Isolator von CoQ, was zu einer
verminderten Superoxid-Produktion fiihrt ¥ %13 die offensichtlich direkt oder indirekt durch
PCN ausgel6st wurde.

Die hier erzielten Daten weisen auf eine Rolle fir NF-kB als Mediator zwischen
Effekten der ROS-Bildung, welche durch PCN ausgel6dst wird und pro-inflammatorischen
Immunantworten durch die IL-8-Sekretion hin. Bekannterweise wird NF-kB durch Redox-
Signale reguliert und kénnte demnach durch den PCN-induzierten oxidativen Stress aktiviert
werden. In Ubereinstimmung hierzu war PCN in der Lage NF-kB zu aktivieren, was durch
PON2 oder PON3 abgeschwacht wurde. In vorherigen Studien wurde beobachtet, dass PCN
die IL-8-Expression in humanen Lungenepithelzellen erhdht . Ahnlich wurde eine erhohte
IL-8-Sekretion in EA.hy 296-Zellen durch PCN gezeigt, wahrend diese durch Uberexpression
von PON2 oder PON3 verringert worden ist. Hierbei wurden noch zahlreiche andere pro-
inflammatorische Cytokine und Chemokine auf ihre PCN-induzierte Freisetzung untersucht,
jedoch war IL-8 der einzig nachweisbar sekretierte Faktor. Somit scheint interessanterweise
primar IL-8 die endotheliale PCN-induzierte Inflammation zu vermitteln. Weiter ist bekannt,
dass die Aktivitdt des IL-8-Promotor und die IL-8-Expression durch NF-kB aktiviert werden
kann ' 2 Zusammenfassend resultieren die anti-inflammatorischen Eigenschaften von
PON2 und PONS3 wabhrscheinlich auf ihrer Fahigkeit, die ROS-Produktion zu verringern,
wahrend weniger oxidativer Stress zu einer verminderten NF-kB-Aktivierung und IL-8-
Freisetzung fuhrt.

Des Weiteren wurde der Effekt von 30C12 auf die Hydrolyseaktivitat, mRNA und
Protein von PON3 aufgeklart. Im Gegensatz zu PON2 """ wurde die PON3-mRNA nicht aktiv
abgebaut; demnach wird die Stabilitdt der beiden mMRNAs vermutlich Gber unabhangige
Mechanismen reguliert. Der PON3-Proteingehalt wurde dagegen deutlich durch die 30C12-
oder Thapsigargin-Behandlung verringert. Thapsigargin wurde als Vergleichssubstanz
eingesetzt, da es wie 30C12 eine starke Ca*-Fluktuation induziert. Durch Blockade der
SERCA (Sarcoplasmatische / Endoplasmatische Retikulum Ca®*-ATPase) filhrt es zu einer

Entleerung des Ca®*-Speichers im ER. Wie fiir PON2 bereits gezeigt "

, induziert eine
Stérung der Ca®*-Homdostase ebenfalls eine PON3-Degradation. Dies erfolgt fiir PON2 und
PON3 méglicherweise in einem analogen, Ca?-abhdngigen Mechanismus, da die
Degradation in beiden Fallen ahnliche Kinetiken (30C12) und Konzentrations-
Abhangigkeiten (Thapsigargin) zeigte. Ahnlich wie bei PON2 wurde die hydrolytische
Aktivitdt von PON3 viel ausgepragter und schneller verringert als das Protein abgebaut
wurde. Da beide Enzyme nach derzeitigem Wissenstand keine Cofaktoren fur die
Enzymaktivitat bendtigen weist dies darauf hin, dass ein post-translationaler Effekt direkt fur

die Inaktivierung der PON2- bzw. PON3-Aktivitat verantwortlich ist.
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Die Daten bestéarken, dass PON2 und PON3 eine Rolle in der Abwehr gegen die
Virulenz von P. aeruginosa spielen, zeigen aber auch, dass ihre endogene Schutzfunktion
30C12-vermittelt inhibiert wird. Zum einen wird vermutlich durch eine post-translationale
PONZ2-Modifikation dessen Lactonase-Aktivitat inaktiviert, sodass PON2 das quorum-sensing
nicht mehr abschwachen kann. Zum anderen fihrt der Signalweg mittels einer PON2- und
PON3-Herunterregulation dazu, dass beide Enzyme wahrscheinlich nicht mehr gegen redox-
aktives PCN schitzen kdnnen. Demnach kénnte die Identifizierung der zugrundeliegenden
Mechanismen einen wichtigen therapeutischen Ansatz zur Erhaltung der Schutzfunktion von
PON2 und PON3 darstellen. Es ware von groem Vorteil, wenn die 30C12-vermittelte
Abnahme in der PON2-Aktivitat verhindert werden kénnte und PON2 weiterhin durch den
Abbau von 30C12 protektiv wirken kénnte. Vor allem die Studie, in welcher die Lactonase-
Behandlung die Empfindlichkeit von P. aeruginosa gegeniiber Antibiotika erhéht ''°, zeigt
den Nutzen einer solchen Therapie. Durch die Inhibierung des quorum-sensing durch PON2
kdnnte somit die antibiotische Therapie unterstiitzt werden. Aufgrund der hohen Similaritat
von PON2 und PONS3 und unter Berlcksichtigung, dass beide Proteine durch eine 30C12-
vermittelte Ca®*-Stérung inaktiviert werden, ist es wahrscheinlich, dass hier die gleiche post-
translationale Modifikation an einem konservierten Rest (bzw. Resten) stattfindet. Die
Befunde liefern damit wichtige Hinweise auf die Modifikation, bei welcher es sich um eine
(De-) Phosphorylierung, Methylierungen, Acetylierungen, Ubiquitinylierungen und (De-)
Glykosylierungen handeln kénnte. In Anbetracht der Bedeutung dieses bisher z.T. noch
unverstandenen Mechanismus werden die bisherigen Befunde im folgenden Abschnitt

detaillierter erlautert.

6.3 Charakterisierung des PONZ2-inaktivierenden und -

degradierenden Signalweges

Wie bereits oben diskutiert, konnen PON2 und PON3 die bakterielle Virulenz von P.
aeruginosa wahrscheinlich abschwachen, indem sie anti-oxidative und anti-inflammatorische
Eigenschaften gegenitber PCN aufweisen. Darliber hinaus baut PON2 das quorum-sensing
Molekiil 30C12 ab, wird jedoch durch die 30C12-vermittelte Ca*-Stérung inaktiviert und
abgebaut. Daher ist es wichtig, die zugrundeliegenden Mechanismen aufzuklaren, um einen

therapeutischen Ansatz zur Erhaltung der beiden Schutzenzyme entwickeln zu kénnen.
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6.3.1 Die PON2-Inaktivierung erfolgt vermutlich uber eine
Ca** | Calmodulin-abhingige Dephosphorylierung

Verschiedene Hinweise deuten auf eine Regulation der enzymatischen Aktivitat mittels
Phosphorylierung / Dephosphorylierung von PON2 hin. Die PON2-Inaktivierung erfolgt Ca**-
vermittelt, innerhalb weniger Minuten und kann durch Behandlung mit dem Ca*-Chelator
BAPTA aufgehoben werden '"'. Im Rahmen der Diplomarbeit von M. Goldeck °© in der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass fir die PON2-Inaktivierung kein Rezeptor
benotigt wird: Die PON2-Aktivitat nahm in Zellen nach Verdau der Oberflachenproteine durch
Trypsin unverandert durch die 30C12-Behandlung ab. Vermutlich diffundiert 30C12 als
zwitterionisches Fettsduremolekul durch die Zellmembran hindurch und vermittelt seinen
Effekt Uber intrazelluldre Proteine. Mittels 2D-SDS-PAGE-Analyse wurde zudem gezeigt,
dass PON2 nach 30C12-Behandlung einen um 0.1 basischeren p/ aufweist, was mit einer
Dephosphorylierung Ubereinstimmen koénnte. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erzielten Daten weisen darauf hin, dass PON2 Serin- und Threonin-phosphoryliert ist. Die
Behandlung mit 30C12 fihrte zu einem deutlichen Verlust in dem Signal fur phosphoryliertes
Serin, wahrend sich das Signal fur phosphoryliertes Threonin nicht veranderte. Dies spricht
dafir, dass die PONZ2-Aktivitdt Uber eine Serin-Phosphorylierung an einer bisher
unbekannten Stelle moduliert wird. Mittels massenspektrometrischer Analyse konnte
erstmals ein phosphorylierter Serin-Rest an Position 36 identifiziert werden. Neben der
Glykosylierung von PON2 % war bisher keine andere post-translationale Modifikation bei
einer Paraoxonase bekannt. Weitere PON2-Modifikationen wurden durch diese Methode
nicht detektiert, sind also entweder nicht vorhanden oder die hier verwendete Methode war
nicht geeignet, um diese zu erkennen. Eine Mutation des gefundenen phosphorylierten
Serins (S) an Position 36 zu der nicht phosphorylierbaren, sterisch dhnlichen Aminosaure
Alanin (A) sollte Aufschluss dartuber geben, ob es sich hierbei um die aktivitatsbestimmende
Stelle von PON2 handelt. Dariber hinaus wurden noch weitere mdgliche Reste mutiert, die
nach Kriterien der Wahrscheinlichkeit fiir eine Phosphorylierung (NetPhos Server 2.0),

vorhergesagte aktive Stellen '*°

und der Sequenzlbereinstimmung zu PON3 ausgewahlt
wurden (siehe 5.3.1). Erwartungsgemal musste das mutierte Enzym nach Austausch einer
fur die Inaktivierung durch 30C12 verantwortlichen Stelle eine Lactonase-Aktivitat
aufweisen, die sich 1. nicht von der Aktivitdt von 30C12-behandelter PON2 unterscheidet
und 2. nicht mehr durch 30C12 verringert werden kann. Diese Kriterien konnten von zwei
PON2-Mutanten erflllt werden, bei denen es sich um die Mutationen S36A und S331A
handelt. Beide zeigten eine geringe PONZ2-Aktivitdt, wobei die der Mutante S331A am
geringsten war. Des Weiteren unterschied sich die Lactonase-Aktivitat der unbehandelten

Mutanten nicht signifikant von der der 30C12-behandelten PON2. Auch zwischen
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unbehandelter und 30C12-behandelter Mutante trat kein signifikanter Unterschied auf. Somit
sind die beiden Positionen fir die enzymatische Aktivitdt von PON2 wichtig und stellen
mogliche Kandidaten dar, die fur die 30C12-vermittelte Inaktivierung verantwortlich sein
kénnten. Neben der Messung der PON2-Aktivitdt wurde die Lokalisation einiger
ausgewahlter Mutanten mittels konfokaler Lasermikroskopie Uberprift. Eine veranderte
PON2-Proteinstruktur infolge der Mutation kdnnte eine Lokalisationsanderung mit sich
ziehen, jedoch kolokalisierten alle untersuchten Mutanten weiterhin mit ER und
Mitochondrien ebenso wie die unmutierte PON2. Weiter analysiert wurde im Rahmen dieser
Arbeit die Mutante S331A, da diese die geringste PON2-Aktivitat aufwies und dieser Rest
vermutlich die Aktivitat von PON2 moduliert. Falls S331 physiologischerweise phosphoryliert
sein sollte und sofern dies die einzige Serin-Phosphorylierung ware, so sollte die S331A-
Mutante nicht durch Antikérper gegen phosphoryliertes Serin erkannt werden. Tats&achlich
entsprach das Signal der S331A-Mutante dem von 30C12-behandelter PON2. Zudem war
keine Signalabnahme nach 30C12 in der S331A-Mutante zu beobachten. Daher ist es
wahrscheinlich, dass dieser Rest in unbehandelter PON2 phosphoryliert vorliegt und durch
30C12 lber einen bisher unbekannten Mechanismus dephosphoryliert wird. Ein Austausch
des Ser-Restes mit einer Glutaminsdure, welche der raumlichen Struktur eines
phosphorylierten Serins ahnelt, sollte schliellich Aufschluss dariber geben, ob diese
Dephosphorylierung fir die PONZ2-Inaktivierung verantwortlich ist. Falls dieser
.,phosphomimetische“ Austausch erfolgreich ware, kénnte die Glutaminsdure auch nach
30C12-Behandlung weiterhin phosphoryliertes Serin simulieren und die PON2-
Enzymaktivitat erhalten. Es zeigte sich jedoch, dass die Glutaminsaure (E) an dieser Position
nicht fir eine solche Simulation geeignet war, da die Mutante S331E keine PON2-Aktivitat
aufwies. Somit scheint dhnlich wie Alanin auch die Glutaminsgure an dieser Position die
Enzymaktivitat zu stéren. Es gibt zahlreiche Beispiele in der Literatur, in welchen Serin zur
Analyse von mdoglichen Phosphorylierungen (sogenannte phosphomimetic mutations) durch
eine Glutaminsdure ausgetauscht wurde ' '* da diese strukturell am &hnlichsten zu
phosphoryliertem Serin ist. Eventuell koénnte hier aber der Austausch zu einer
Asparaginsaure mehr Erfolg bringen, da der Rest dieser Aminosdure um ein C-Atom kurzer
ist als der von Glutaminsaure. Dies kénnte mdglicherweise dazu fiuhren, dass der kirzere
Rest eine geringere sterische Stérung mit sich brachte, wahrend gleichzeitig die
Enzymaktivitdt von PON2 erhalten bliebe und nicht mehr 30C12-vermittelt inaktiviert wirde.
Die im Rahmen dieser Arbeit gefiihrte Kooperation mit J. F. Teiber ¢ konnte weitere
Daten hervorbringen, welche Hinweise auf den durch 30C12-vermittelten Signalweg zur
PON2-Inaktivierung gaben. Da aus den obigen Daten eine Dephosphorylierung von PON2
als mégliche Ursache der PON2-Inaktivierung als wahrscheinlich galt, wurden verschiedene

Proteinkinase- und Phosphatase-Inhibitoren getestet, die der Aufklarung des PON2-
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inaktivierenden Signalweges dienen sollten. Dabei fuhrte sowohl die Inhibierung von
Calmodulin (CaM) durch W7 als auch die Inhibierung von Calcineurin durch Tacrolimus zur
Erhaltung der PON2-Aktivitdt in Gegenwart von 30C12. Vorherige Ergebnisse der
Arbeitsgruppe zeigten, dass die PON2-Inaktivierung durch 30C12 iiber einen rapiden Ca?*-
Influx in der Zelle vermittelt wird und dem Ca?*-Chelator BAPTA verhindert werden kann """,
Zusammen sprechen die Daten fiir eine Ca**/ CaM-vermittelte Dephosphorylierung bzw.
Inaktivierung von PON2 (siehe 5.3.3 bzw. Abbildung 5-34).

Die hier erhaltenen Daten geben weitere wichtige Hinweise auf die 30C12-vermittelte
Inaktivierung von PON2. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass PON2
normalerweise Serin-phosphoryliert vorliegt und durch 30C12 Serin-dephosphoryliert wird.
Aus den verschiedenen Analysen kann gefolgert werden, dass die Positionen S36 und S331
phosphoryliert sind und dass die Position S331 durch 30C12 dephosphoryliert wird. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Dephosphorylierung an Position S331 nur ein
Nebeneffekt der 30C12-Behandlung ist und die eigentliche PON2-Inaktivierung durch eine
post-translationale Modifikation an einer oder mehreren anderen Stellen erfolgt. Jedoch
spricht die stark reduzierte PON2-Aktivitdt nach Mutation von S36 und S331 dafiir, dass
diese Positionen kritisch fiir die PON2-Aktivitdt sind und fir die 30C12-vermittelte
Inaktivierung verantwortlich sein kdnnten. Auch die Daten von J. F. Teiber weisen darauf hin,
dass eine Dephosphorylierung von PON2 ursachlich fir die Inaktivierung ist, da durch
Blockade der Phosphatase Calcineurin die PON2-Aktivitat erhalten blieb. Da der Austausch
des Serins an der Stelle S331 zur Glutaminsaure keinen weiteren Aufschluss dariber
brachte, ob diese Stelle mafigeblich fir die 30C12-vermittelte Inaktivierung ist, missten hier
weitere Analysen durchgefihrt werden. Des Weiteren kénnten ahnliche Mutationen an
Position S36 generiert werden. Auffalligerweise blieb ein schwaches Signal fir
phosphoryliertes Serin nach 30C12-Behandlung von PON2 bzw. in der S331A-Mutante
bestehen; dies kénnte eventuell durch die Phosphorylierung an Position S36 zustande
kommen, die durch 30C12 nicht moduliert wirde. Demnach wirde hier keine
Dephosphorylierung durch 30C12 stattfinden bzw. wiirde diese Position keine Rolle in der
30C12-vermittelten PON2-Inaktivierung spielen. Abschlieend stellt die Position S331 die
vielversprechendste Stelle dar, an welcher 30C12 durch Dephosphorylierung die PON2-
Aktivitat ausschalten kdnnte. Sollte es gelingen, diese Inaktivierung an PON2 zu verhindern,
kdénnte dies einen vielversprechenden Ansatz gegenuber der 30C12-vermittelten Virulenz
von P. aeruginosa darstellen. Auch eine Blockade des Signalweges, der zur PON2-

Inaktivierung fuhrt, kdnnte eine interessante Angriffsstelle flir eine mogliche Therapie bilden.
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6.3.2 Die Rolle des Proteasom-vermittelten Abbaus in der 30C12-
induzierten PON2-Degradation

Im Rahmen dieser Arbeit und in vorherigen Studien konnte gezeigt werden, dass PON2
durch die Behandlung mit 30C12 abgebaut wird "', jedoch ist der zugrundeliegende
Signalweg bisher unbekannt. Eine Entschlisselung dieses Mechanismus kénnte jedoch
natzlich sein, um therapeutisch den Abbau von PON2 und PON3 zu verhindern. Damit
kénnten diese Enzyme weiterhin hydrolytisch, anti-oxidativ und anti-inflammatorisch
gegenluber den P. aeruginosa Virulenzfaktoren 30C12 bzw. PCN wirken. Ein mdglicher
Signalweg, uber welchen die meisten intrazellularen Proteine abgebaut werden, stellt der
Proteasom-vermittelte Abbau dar. Dieser dient normalerweise dem Abbau zelleigener
Proteine, deren Bestandteile dann recycelt werden. Dabei wird Ubiquitin kovalent an
zellulare Proteine gebunden und markiert diese fir den Proteasom-vermittelten Abbau.
Hierzu bildet Ubiquitin zunachst mit der E1-aktivierenden Komponente einen Thiolester-
Komplex. Das aktivierte Ubiquitin wird dann auf das Ubiquitin-carrier-Protein E2 Ubertragen
und darauf auf die E3-Ubiquitin-Ligase. Diese vermittelt schlieRlich die Bindung von Ubiquitin
an ein Lysinrest des Zielproteins 5 Somit kdnnen Proteine, welche Proteasom-vermittelt
abgebaut werden, methodisch relativ einfach anhand ihrer Ubiquitinylierung erkannt werden.
Weitere Faktoren, die hierbei eine Rolle spielen, sind Komponenten des Ubiquitin-carrier-
Proteins E2 (z.B. UBC3 und UBC3B) und Komponenten des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes
(Skp1, S phase kinase associated protein1; CUL1, Cullin homolog 1 und Skp2-F-box-
Protein). Ubiquitin ist der vorherrschende Regulator der Degradation von einer Vielzahl an

17

Zielproteinen '°, jedoch konnen auch Ubiquitin-ahnliche Proteine die Proteine reversibel

77185 Die Familie der

modifizieren und verschiedene biologische Prozesse regulieren
Ubiquitin-ahnlichen Proteine  besteht aus drei kleinen  Ubiquitin-verwandten
Modifikationsproteinen SUMO1-3 (small ubiquitin-related modifier proteins), NEDD8 (neural
precursor cell-expressed developmentally downregulated protein 8) und ISG15 (interferon-
stimulated 15 kDa protein) ' '®"_ Eine Markierung oder Interaktion mit einem der genannten
Proteine kénnte also darauf hinweisen, dass ein Proteasom-vermittelter Abbau vorliegt.

Hier wurde gezeigt, dass die Behandlung von 30C12 in Lungenkarzinomzellen (A549)
zu einer Aktivierung von einer Vielzahl an Signalproteinen des Proteasom-vermittelten
Abbaus fuhrt. Sowohl die Zahl an ubiquitinylierten Proteinen als auch die Menge an SUMO-1
und UBC3 nahm deutlich zu. Demnach ist es durchaus denkbar, dass die 30C12-vermittelte
PONZ2-Degradation Proteasom-vermittelt erfolgt. Jedoch ergaben die Analysen, dass PON2
weder mit Ubiquitin, SUMO, NEDDS8 oder ISG15 markiert wird, noch dass eine Interaktion
mit den Proteinen UBC3, Skp1 oder Skp2 vorliegt. Folglich scheint die Degradation von

PON2 nicht Proeasom-vermittelt zu erfolgen.
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Aus vorherigen Studien ist bekannt, dass PON2 Ca?**-abhéngig degradiert wird: Eine
Stérung der Ca®*-Homdostase durch 30C12, Thapsigargin oder dem Ca?*-lonophor A23187
fihrt zur PON2-Degradation, die durch den Ca”*-Chelator BAPTA geblockt werden
kann """""2 Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Inhibierung von Calpain die Thapsigargin-
vermittelte PON2-Degradation verhindert . Dabei stellt Ca®* einen potenten Aktivator von
cytoplasmatischen Proteasen wie Calpain dar '®. Eventuell aktiviert 30C12 ebenfalls durch
die Ca?*-Freisetzung Calpain, was zum Abbau von PON2 fiihrt. Dies miisste in Folgestudien
analysiert werden, wobei hier die gleichzeitige Betrachtung von PONS hilfreich sein kdnnte,

da diese vermutlich Uber den gleichen Signalweg abgebaut wird.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Rolle von PON3 in der Tumorgenese und
zum anderen eine mdgliche Schutzfunktion von PON2 und PON3 gegenliber P. aeruginosa
Infektionen untersucht. Bereits seit dem Jahr 2000 ist die anti-oxidative Eigenschaft von
PON3 bekannt %, jedoch war der zugrundeliegende Mechanismus bisher ungeklart. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass PON3 die Superoxid-Entstehung in den
Mitochondrien abschwacht, wobei sie ihre anti-oxidative Eigenschaft vermutlich als Isolator
des Coenzym Qi vermittelt. Gleichzeitig wurde demonstriert, dass sich Tumorzellen diese
anti-oxidative Eigenschaft zu Nutze machen. PON3 war in zahlreichen Tumorgeweben
hochreguliert und bietet einen effektiven Schutz gegenlber vielen apoptotischen Stimuli,
deren Gemeinsamkeit in der mitochondrial-vermittelten Signalweiterleitung liegt. Es konnte
eine mogliche Funktion von PON3 als Tumormarker und Angriffspunkt in der Krebstherapie
aufgezeigt werden. Die hier erlangten Daten liefern wertvolle Hinweise auf die Rolle von
PON3 in Krebserkrankungen, welche eine Basis fir zukiinftige Analysen darstellen, die der
Entwicklung neuer Krebstherapien dienen konnten.

Erstmalig wurde gezeigt, dass PON3 die Superoxid-Produktion durch PCN, einem
Virulenzfaktor des Bakteriums P. aeruginosa, abschwachen kann. Dartber hinaus wurde
eine anti-inflammatorische Rolle von PON2 und PON3 gegeniiber der PCN-induzierten NF-
kB-Aktivierung und IL-8-Sekretion aufgedeckt. PON3 wird dhnlich wie PON2 in einer Ca?'-
sensitiven Weise inaktiviert und degradiert. Die Ergebnisse belegen, dass PON2 und PON3
einen wichtigen Bestandteil des angeborenen Immunsystems in der P. aeruginosa Abwehr
darstellen, wahrend ihre Schutzfunktion wahrscheinlich durch denselben 30C12-vermittelten
Signalweg von P. aeruginosa inhibiert wird. Dabei erfolgt die PON2-Inaktivierung durch
30C12 wahrscheinlich  Ca? / Calmodulin-vermittelt, indem die Position S331
dephosphoryliert wird. Eine mdgliche Rolle des Proteasom-vermittelten Abbaus von PON2
wurde ausgeschlossen und eine Calpain-vermittelte PON2-Degradation bestatigt. PON2 und
PON3 bieten somit einen therapeutischen Ansatz gegenulber P. aeruginosa, deren Ziel das
Abschwachen des quorum-sensing durch PON2 und die Verminderung von Schaden durch
redox-aktives PCN durch PON2 und PONS3 sein kdnnte. Falls es gelange, die Inaktivierung /
Degradation von PON2 bzw. PON3 zu verhindern, kénnte die endogene Schutzfunktion
dieser Enzyme weiter aufrecht erhalten werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern
nitzliche Hinweise auf den zugrundeliegenden Mechanismus bzw. Signalweg und bieten

wichtige Grundlagen, die helfen kdnnen, diesen zu inhibieren.
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