Charakterisierung der Apolipoprotein J-Genregulation
in Fibroblasten und glatten GefaBmuskelzellen

durch nekrotische Zellen und Toll-like Rezeptoren

Dissertation

zur Erlangung des Grades

,Doktor der Naturwissenschaften®

am Fachbereich Biologie
der Johannes-Gutenberg Universitat

in Mainz

Markus Baiersdorfer

geboren in Coburg

Mainz 2006



Fachbereich Biologie der Johannes-Gutenberg Universitat Mainz

Dekan:

1. Berichterstatter:

2. Berichterstatter:

Tag der mundlichen Prafung: 20. 7. 2006



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 Einleitung 1
1.1 Apolipoprotein J, ein multifunktionelles Glykoprotein 1
1.1.1 Struktur des ApoJ-Gens 1
1.1.2 Struktur und Biosynthese des Apolipoprotein J 2
1.1.3 Expression von Apolipoprotein J 4
114 Potentielle Funktionen von Apolipoprotein J 8
1.2 Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR) 12
1.21 Struktur von Toll-like Rezeptoren 12
1.2.2 Expression von Toll-like Rezeptoren 14
1.2.3 Funktion von Toll-like Rezeptoren 16
1.24 TLR-vermittelte Signaltransduktion 18
1.25 Agonisten von Toll-like Rezeptoren 22
1.2.51 Pathogenassoziierte und synthetische TLR-Agonisten 22
1.25.2 Endogene TLR-Agonisten 26
1.3 Ziele der Arbeit 29
2 Material und Methoden 31
2.1 Materialien und Laborgerate 31
211 Laborgerate 31
21.2 Verbrauchsmaterialien 31
21.3 Chemikalien 32
214 Proteine, Nukleinsauren und bioaktive Substanzen 32
2.2 Methoden 33
2.21 Zellkultur 33
2211 Kultivierung stabiler Zelllinien 33
22111 Verwendete Zelllinien 33
221.1.2 Medien und Lésungen 34
22113 Passagieren von Zellen 35
22114 Stimulierung von Zellen fir Northern-Blot Analysen 36
22115 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung) 36
22116 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer 37
2.2.1.2 Praparation apoptotischer Rat1-Fibroblasten 37
2.2.1.21 Methoden zum Nachweis apoptosespezifischer Merkmale

Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten 39
2.21.21.1  Colorimetrischer Nachweis aktivierter Caspase 3 39
2.2.1.2.1.2 Nachweis einer apoptoseabhangigen DNA-Fragmentierung 40
2.2.1.21.3 Nachweis von externalisiertem Phosphatidylserin durch Annexin V 42
2213 Praparation von konditioniertem Medium Camptothecin-behandelter

Rat1-Fibroblasten 43
2.21.31 Enzymatische Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) in

konditionierten Medien Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten 44
2214 Praparation nekrotischer Zellen 45
2215 Praparation von Zellextrakt 46
2.21.6 Praparation von Zytosol 47
2217 Colorimetrische Zellvitalitatsbestimmung mittels MTS-Assay 48
222 Methoden zur Isolierung ApoJ-induzierender und zytoprotektiver

Faktoren 50
2.2.21 Ultrafiltration 50

2222 Anionenaustauscherchromatographie 50



Inhaltsverzeichnis

2223
2224
2225
2226
2.2.2.6.1
22262

223
2231

224

2241
2242
2243
2244
2245
2246
2247

225
2251
22511
2252
2253
2254
2255
22551
22552
225521
225522
225523
225524
225525

3
3.1

3.1.1

3.14
3.2.

3.21

322

3.2.3

3.24

3.2.5

Affinitdtschromatographie
Gelpermeationschromatographie
Proteinbestimmung nach Bradford
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Lammili
Kolloidal-Coomassie-Farbung

TCA-Prazipitation von Proteinen

RNA-Praparation nach Chomczynski und Sacchi
Konzentrations- und Reinheitsbestimmung praparierter Gesamt-RNA

Northern-Blot-Analyse

Denaturierende Agarosegelelektrophorese
Kapillarblot

Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden
Hybridisierung

Hybridisierung mit Rapid Hyb Buffer
Auswertung und Autoradiographie
Rehybridisierung der Membran

Praparation und Analyse von DNA

Praparation von Plasmid-DNA

Konzentrations- und Reinheitsbestimmung praparierter Plasmid-DNA
Restriktionsverdau rekombinanter Plasmide
Agarosegelelektrophorese von DNA

Extraktion von DNA aus Agarosegelen
Polymerasekettenreaktion (PCR)

Erststrangsynthese mittels reverser Transkription von RNA
Amplifikation spezifischer cDNA-Molekiile mittels PCR
Verwendete Primer

Praparative RT-PCR

Genexpressionsanalyse mittels analytischer RT-PCR
Genregulationsanalyse mittels semiquantitativer RT-PCR
Praparative PCR zur Amplifikation der humanen GAPDH-cDNA

Ergebnisse

Einfluss nekrotischer Zellen auf die ApoJ-mRNA-Expression in vitalen
Rat1-Fibroblasten in Gegenwart von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin

Die Inkubation mit nekrotischen Zellen induziert in serumunabhangiger Weise

die ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten

Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten wird
durch sedimentierbare und I6sliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt

Lésliche Faktoren nekrotischer Zellen besitzen zytoprotektive Wirkung
auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten

Zusammenfassung

Charakterisierung und ldentifizierung l6slicher ApoJ-induzierender
und zytoprotektiver Faktoren nekrotischer Zellen

Die ApoJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt auf
serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten ist dosisabhangig

Die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren sind im Zytosol
lebender Zellen lokalisiert

Parallele Freisetzung von Lactatdehydrogenase, ApoJ-induzierenden und
zytoprotektiven Faktoren aus Camptothecin-behandelten Rat1-Fibroblasten

Die ApoJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung von Zellextrakten ist
spezies- und zelltypunabhéangig

Die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren aus Zellextrakt
sind hitzelabil

52
53
55
55
57
58

59
60

60
60
62
62
63
64
65
65

66
67
67
69
70
70
72
72
73
73
74
75

76

76

77

78

81
83

83

83

86

88

91

93



Inhaltsverzeichnis

3.2.6 Die zytoprotektiven Faktoren aus Zellextrakt sind trypsinsensitiv 95
3.2.7 Fraktionierung von Zellextrakt mittels Anionenaustauscherchromatographie 97
3.2.8 Fraktionierung von Zellextrakt mittels Gelpermeationschromatographie 100
3.2.9 Partielle Reinigung des zytoprotektiven Proteins aus konditioniertem Medium

Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten 104
3.2.10 Identifizierung potentiell zytoprotektiver Proteine mittels MALDI-TOF-Massen-

spektrometrie 111
3.2.11 Einfluss von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf die Zellvitalitdt und einer durch

nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten 115
3.2.11.1 Die zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt auf serumfrei kultivierte Rat1-

Fibroblasten ist abhangig von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin 115
3.2.11.2 Einfluss von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf die durch nekrotische Zellen

induzierte ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten 117
3.212  Zusammenfassung 121
3.3. Charakterisierung einer durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-

Expression in vitalen Zellen in Gegenwart von L-Glutamin 124
3.31 Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten durch

nekrotische Zellen ist dosisabhangig 124
3.3.2 Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten wird

durch sedimentierbare und 16sliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt 126
3.3.3 Die ApoJ-induzierende Wirkung von Zellextrakten auf vitale Rat1-Fibroblasten

ist spezies- und zelltypunabhangig 128
3.34 Kinetische Analyse der durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-

Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten 130
3.3.5 Einfluss nekrotischer Zellen auf die ApoJ-mRNA-Expression in glatten Gefaf3-

muskelzellen (CRL 2018) und embryonalen Dottersackzellen (10A) 133
3.3.6 Differentielle Expression von Toll-like Rezeptoren in Rat1-, CRL2018- und

10A-Zellen 137
3.3.7 Zusammenfassung 139
3.4 Charakterisierung der ApoJ-Regulation durch Toll-like Rezeptoren 140
3.41 Einfluss der TLR-spezifischen Agonisten Pam;Cys-Ser-Lys,, Poly(l:C) und

LPS auf die ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen 140
3.4.2 Die ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen wird spezifisch durch

doppelstrangige RNA induziert 142
3.4.3 Additive Wirkung von Pam;Cys-Ser-Lys, und LPS auf die durch Poly(l:C)

induzierte ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen 144
3.4.4 Kinetische Analyse der durch Poly(l:C) induzierten Expression von

ApoJ-mRNA in CRL2018-Zellen 146
345 Einfluss nicht-synthetischer Ribonukleinsauren auf die ApoJ-mRNA-Expression

in CRL2018-Zellen 150
3.4.6 Einfluss verschiedener Nukleasen auf die ApoJ-induzierenden Eigenschaften

nekrotischer Zellen 152
3.4.7 Einfluss von Pam3;Cys-Ser-Lys,, Poly(l:C) und LPS auf die ApoJ-mRNA-

Expression in Rat1-Fibroblasten und 10A-Zellen 154
3.4.8 Einfluss nekrotischer Zellen auf die IFN-3- und IFN-a1-mRNA-Expression in

Rat1-Fibroblasten 157

3.4.9 Zusammenfassung und weiterfihrende Arbeiten 159



Inhaltsverzeichnis

4.2.
4.2.1

422

4.3
4.4

71
7.2

Diskussion

Einfluss des Glutaminsupplements N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf
Zellvitalitat und ApoJ-Genexpression kultivierter Rat1-Fibroblasten

L-Glutamin-enthaltende Dipeptide als stabile Glutaminsupplemente von
Zellkulturmedien

Beteiligung des Enzyms Acylpeptidhydrolase an der zytoprotektiven und
ApoJ-induzierenden Wirkung nekrotischer Zellen

Regulation der ApoJ-Genexpression durch Toll-like Rezeptoren

Einfluss TLR2-, TLR3- und TLR4-vermittelter Signalwege auf die Regulation
der ApoJ-Genexpression in CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten

Potentielle Beteiligung endogener TLR-Agonisten an der Induktion der
ApoJ-Genexpression durch nekrotische Zellen

Induktion der ApoJ-Genexpression in geschadigten Geweben

Mogliche Funktionen von ApoJ in geschadigten Geweben
Zusammenfassung
Literaturverzeichnis

Anhang
Abkiirzungsverzeichnis

Strukturformeln verwendeter Substanzen

162

162

163

166
170

172

182
187
192

200

202

223
223
225



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Apolipoprotein J, ein multifunktionelles Glykoprotein

Das sekretierte heterodimere Apolipoprotein J (Apod) wurde urspriinglich in der Samenfliissigkeit
von Widdern nachgewiesen und aufgrund seiner Eigenschaft, die Aggregation von Erythrozyten zu
induzieren, als Clusterin bezeichnet (Fritz et al. 1983). Unabhangig voneinander charakterisierten
mehrere Arbeitsgruppen aus unterschiedlichen Fachgebieten dieses Protein, was dazu flhrte, dass
Apod zunachst unter einer Vielzahl verschiedener Bezeichnungen Eingang in die Literatur fand
(Jenne und Tschopp, 1992). In der Ratte wurde es unter anderem als ein von Sertolizellen des
Testisgewebes konstitutiv sekretiertes sulfatiertes Glykoprotein (SGP-2, sulfated gycoprotein 2)
beschrieben (Collard und Griswold 1987). Die Beobachtung, dass nach Kastration die sich
zurlickbildende Prostata mannlicher Ratten einen stark erhéhten Gehalt an ApoJ-spezifischer mRNA
aufweist, fuhrte zu der Bezeichnung TRPM-2 (testosterone-repressed prostatic messenger 2) (Léger
et al. 1987, Buttyan et al. 1989). In der Arbeitsgruppe Koch-Brandt wurde das als gp80 bezeichnete
Apolipoprotein J als Markerprotein der konstitutiv apikalen Sekretion polarisierter MDCK-Zellen
(Madin-Darby canine kidney) identifiziert (Kondor-Koch et al. 1985). Dieses Modellsystem eignete
sich fur die Untersuchung der Mechanismen der Proteinsortierung in polarisierten Epithelzellen
(Urban et al. 1987, Parczyk und Koch-Brandt 1991, Pilarsky und Koch-Brandt 1992, Appel und
Koch-Brandt 1994, Wagner et al. 1995, Lésch und Koch-Brandt 1995, Graichen et al. 1996). Die
cDNA des als SP-40,40 bezeichneten humanen Homologs des ApoJ wurde 1989 kloniert
(Kirszbaum et al. 1989). Eine anschliefiende funktionelle Charakterisierung zeigte, dass dieses
Protein die Eigenschaft besitzt, eine komplementvermittelte Zelllyse zu inhibieren, was dazu fiihrte,
dass Apod zudem unter der Bezeichnung CLI (complement lysis inhibitor) Eingang in die Literatur
fand (Jenne und Tschopp 1989). Untersuchungen, die zum Grof3teil in der Arbeitsgruppe Harmony
durchgefiihrt wurden, zeigten, dass dieses im Serum enthaltene Protein in der Lage ist, an das
Apolipoprotein A-l zu binden und mit einer Unterklasse von High-Density-Lipoproteinen (HDL)
assoziiert ist, was auf eine potentielle Funktion dieses Proteins im Lipoproteinmetabolismus
hindeutet und letztendlich zu seiner Bezeichnung als Apolipoprotein J (ApoJ) flihrte (de Silva et al.
1990b, de Silva et al. 1990c, Stuart et al. 1992, Jenne et al. 1991).

1.1.1 Struktur des ApoJ-Gens

Das ApoJ-Gen liegt im haploiden humanen Genom in Form einer einzigen Kopie vor, die auf dem
Chromosom 8 (8p21-p12) lokalisiert ist. Strukturanalysen des humanen ApoJ-Gens sowie der
homologen Gene aus Ratte und Maus zeigen, dass es eine Gesamtgrofie von etwa 16 Kilobasen
besitzt und in 9 Exons unterteilt ist (Wong et al. 1993, Wong et al. 1994, P. Diel Dissertation). Exon |
kodiert hierbei den 5 -untranslatierten Bereich der mRNA, die Exons II-IX den translatierten Bereich
der reifen mRNA (Exon II: Signalpeptid, Exon 1I-V: a-Kette, Exon V-IX: B-Kette) (Abb 1.1.2). Das

ebenfalls sequenzierte homologe Gen der Wachtel besitzt hingegen nur 8 Exons (Michel, D. et al;
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1995). Die Exon/Intron-Organisation sowie die relative Lage dieser Elemente zueinander ist in den
Spezies Mensch, Maus und Ratte sehr ahnlich. Strukturelle sowie funktionelle Analysen des
Promotorbereichs des ApoJ-Gens der Ratte zeigten, dass der 5’-flankierende untranskribierte
Bereich dieses Gens neben einer TATAA-Box (relative Position zum Transkriptionsstart: -23) auch
potentielle Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1 und SP1 besitzt. Zudem befinden sich
weitere potentiell regulatorische Elemente wie beispielsweise AP-2-Bindestellen, GRE-Elemente
(glucocorticoid/androgen-responsive element) oder CRE-Elemente (cAMP-responsive element) im
Bereich des 1. Introns sowie des 1. Exons. Fur eine maximale basale Expression von ApodJ scheint
der Promotorbereich von Position -266 bis +54 (relativ zum Transkriptionsstart) notwendig zu sein,
wobei 5’-flankierende Genbereiche (bis Position -1298) sowie 3’-flankierende Genbereiche (bis
Position +1153) scheinbar regulatorische Elemente enthalten, welche die konstitutive basale
Expression des Proteins negativ beeinflussen. Weiterhin weisen die Promotorbereiche des ApoJ-
Gens von Mensch und Ratte einen hohen Grad an Homologie auf (Wong et al. 1993, Wong et al.
1994, Rosemblit und Chen 1994, Rosemblit et al. 1996). Studien, die unter anderem in der
Arbeitsgruppe Koch-Brandt durchgefiihrt wurden, zeigen die Funktionalitat des im Promotorbereich
des ApoJ-Gens von Maus und Ratte lokalisierten AP-1-Motivs (Position -73 bis -79) als positiv-
regulatorisches Element im Rahmen einer durch TGF-B, EGF (epidermal growth factor) und NGF
(nerve growth factor) induzierten Expression des ApoJ-Gens. (Jin und Howe 1997, Gutacker et al.
1999). Als weitere positiv-regulatorische Sequenzen im 5 -untranskribierten Bereich des ApoJ-Gens
wurden Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren NF1 (nuclear factor 1) und b-myb sowie ein in
Vertebraten  konserviertes  CLE-Element  (Clusterin-Element)  beschrieben, das den
Transkriptionsfaktor HSF1 (heat-shock factor 1) bindet und scheinbar essentiell fir eine durch
Hitzeschock induzierte Erhéhung der Transkriptionsrate des ApoJ-Gens ist (Furlong et al. 1996,
Cervellera et al. 2000, Michel et al. 1997). Zudem scheint eine Assoziation des Transkriptionsfaktors
CBF (core-binding factor) mit Enhancer-Elementen im 5 -untranskribierten Bereich (Position -426 bis
-311) des ApoJ-Gens der Ratte notwendig fir die hohe Basalexpression dieses Proteins in

Sertolizellen zu sein (Lymar et al. 2000).

1.1.2 Struktur und Biosynthese des Apolipoprotein J

Nach paralleler Klonierung und Sequenzierung der ApoJ-cDNA verschiedener Spezies (Mensch,
Maus, Ratte, Hund) wurde die Primarstruktur des Proteins aufgeklart sowie dessen Biosynthese
untersucht (Urban et al. 1987, Hartmann et al 1991, de Silva at el 1990a, de Silva at el 1990c,
Burkey et al. 1991). ApoJ ist ein sekretiertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 75-
80kDa, dessen Primarstruktur tber die Speziesgrenzen hinweg stark konserviert ist. Unter Sdugern
ist die Aminosauresequenz des ApodJ zu 70-80% identisch. Nach Transkription des ApoJ-Gens und
Prozessierung der Vorlaufer-mRNA entsteht eine reife mRNA von etwa 2kb Lange, die von
Ribosomen translatiert wird, welche mit der Membran des endoplasmatischen Retikulums assoziiert
sind. Das synthetisierte Polypeptid besteht aus 449 Aminosduren und besitzt im N-terminalen

Bereich ein Signalpeptid (Aminosaure 1-22), welches die Translokation des entstehenden Polypep-

2
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Exon nm v v Vi Vil IX

¢ Vorlauferprotein

I

Aminosdure 1 23 227 449
SP a-Kette B-Kette
Proteolyse und initiale
N-Glykosylierung (ER)
mannosereiches
N , I C - .
L I Vorlauferprotein
Aminoséure 23 227 449 (60kDa)
a-Kette B-Kette
Proteolyse und terminale
Glykosylierung (Golgi)

a-Kette
reifes Protein
(80kDa)
7 4 \L ] ' B-Kette

Abbildung 1.1.2: Biosynthese und Struktur von humanem ApoJ: Nach Transkription des ApoJ-Gens,
welches aus 9 Exons zusammengesetzt ist, wird die entstehende mRNA in ein Vorlauferprotein translatiert, das
aus 449 Aminosauren besteht, ein N-terminales Signalpeptid (SP) enthalt und wahrend der Synthese in das
endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert. Das nach proteolytischer Abspaltung des Signalpeptids
(Aminosauren 1-22) und initialer N-Glykosylierung entstehende mannosereiche Vorlauferprotein (60kDa) wird
anschlieRend in den Golgi-Komplex transportiert und unterliegt hier einer terminalen Glykosylierung. Durch
Proteolyse der Peptidbindung zwischen den Aminosauren 227 und 228 wird das Vorlauferprotein zudem in die
beiden Untereinheiten (a-Kette, B-Kette) gespalten, die antiparallel angeordnet und durch 5 Disulfidbriicken (rote
Ellipsen) zwischen den beiden cysteinreichen Domanen (rot) kovalent miteinander verknipft sind. Das reife
Protein wird schlieBlich als heterodimeres 80kDa Glykoprotein sekretiert. Weiterhin sind die Domanen dargestellt,
die potentiell coiled-coil a-Helices (griin) sowie amphipathische a-Helices (blau) ausbilden. Die gelben Punkte
markieren die jeweils auf beiden Untereinheiten vorhandenen drei N-Glykosylierungsstellen. (N: Aminoterminus,
C: Carboxyterminus) (nach Jones und Jomary 2002)

tids in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums vermittelt. Nach proteolytischer Abspaltung
des Signalpeptids sowie einer initialen N-Glykosylierung entsteht ein mannosereiches
Vorlauferprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 60kDa. Nach Transport in den Golgi-Komplex
erfolgt die terminale Glykosylierung sowie die proteolytische Spaltung der Peptidbindung zwischen
den Aminosauren 227 und 228. Die beiden entstehenden Untereinheiten werden als a-Kette bzw. -
Kette bezeichnet. Die a-Kette, welche von den Aminosduren 23-227 gebildet wird, besitzt nach

Glykosylierung ein Molekulargewicht von etwa 35kDa. Das Molekulargewicht der glykosylierten -

3
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Kette (Aminosaure 228-449) hingegen betragt etwa 45kDa. Beide Untereinheiten sind antiparallel
angeordnet und durch 5 Disulfidbriicken kovalent miteinander verknlpft. Die hieran beteiligten
Cysteinreste sind gleichermalRen auf o- und B-Kette verteilt und jeweils in der zentralen Doméane
beider Untereinheiten lokalisiert. Das reife Protein, dessen Molekulargewicht von 75-80kDa sich zu
etwa 30% auf den Oligosaccharidanteil zurlickfihren lasst, wird schlieRlich als Heterodimer
sekretiert. Beide Untereinheiten des reifen Proteins besitzen jeweils eine Doméne, die potentiell
coiled-coil a-Helices ausbildet. Weiterhin sind im C-terminalen Bereich der a-Kette sowie im C-
terminalen und N-terminalen Bereich der B-Kette Domanen enthalten, die potentiell amphipathische
o-Helices ausbilden (Abb. 1.1.2). Dariber hinaus wurden eine mdogliche dinukleotid- sowie eine
heparinbindende Doméane beschrieben (Tsuruta et al. 1990, Pankhurst et al. 1998).

Einige Studien weisen darauf hin, dass neben der dominanten sekretierten Form des Apod (80kDa)
auch intrazellulare Isoformen dieses Proteins existieren. Es gibt Hinweise darauf, dass diese
Isoformen von geringen Mengen einer alternativ gespleiten mRNA abstammen, welche gegeniber
der dominanten mRNA-Form (2kb) um das Exon Il (125bp), welches die fir das Signalpeptid
kodierende Nukleotidsequenz enthalt, verkirzt ist. Unter Verwendung eines im 5’-Bereich des
Exon lll lokalisierten alternativen Startcodons werden scheinbar geringe Mengen eines
zytoplasmatischen Vorlauferproteins (49kDa) synthetisiert, das weder einer N-Glykosylierung
unterliegt noch proteolytisch in a- und B-Kette gespalten wird. Werden Zellen hohen Dosen
ionisierender Strahlung ausgesetzt, scheint dieses Vorlauferprotein posttranslationell modifiziert und
in reifer Form (55kDa) in den Nukleus zu translozieren. Bei diesem Vorgang scheinen im C-
terminalen Bereich sowie in der N-terminalen coiled-coil-Domane des Proteins enthaltene potentielle
nukledre Lokalisationssignale eine Rolle zu spielen. Gegeniber der dominanten sekretierten 80kDa
Form des Apod, welche zytoprotektive Eigenschaften aufweist, besitzt diese unterreprasentierte

nukleédre Isoform zytotoxische Wirkung (Yang et al. 2000, Leskov et al. 2003).

1.1.3 Expression von Apolipoprotein J

ApodJ ist Bestandteil nahezu aller Koérperflissigkeiten und ist unter anderem im Urin, dem Samen,
der Muttermilch, der zerebrospinalen Flissigkeit sowie dem Plasma vorhanden (Jenne und Tschopp
1989, Watts et al. 1990, de Silva et al. 1990c, O’Bryan et al 1990). Das in einer Konzentration von
etwa 50-150ug/ml im Serum vorliegende ApoJ ist zum Teil an das Apolipoprotein A-l gebunden
sowie mit einer Unterklasse von HDL-Lipoproteinen assoziiert (Choi et al. 1990, Jenne et al. 1991,
de Silva et al. 1990b, de Silva et al. 1990c, Stuart et al. 1992). Zudem ist ApoJ Bestandteil aller in
der zerebrospinalen Flissigkeit vorkommender Lipoproteinklassen (Koch et al. 2001). Mittels
Northern-Blot durchgeflihrte Expressionsanalysen zeigten, dass ApoJ unter physiologischen
Bedingungen in vielen verschiedenen Geweben der Maus konstitutiv exprimiert wird, wobei Gehirn,
Ovarien, Testes, Leber, Magen sowie die Nebenniere relativ hohe Mengen an ApoJ-spezifischer
mRNA enthalten. Ein geringeres Expressionsniveau weisen Niere, Herz, Milz, Lunge, Uterus,
Prostata, Knochen und Thymus auf. T-Lymphozyten hingegen exprimieren kein ApodJ (de Silva et al.

1990a, French et al. 1993, Jordan-Starck et al. 1994). Nahere Untersuchungen mit Hilfe von in situ-

4
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Hybridisierungen zeigten weiterhin, dass ApoJ in vielen Organen ein heterogenes
Expressionsmuster aufweist und nur von bestimmten Zelltypen exprimiert wird. So ist beispielsweise
im Herz die konstitutive Expression dieses Proteins auf das Atrium beschrankt. Im ventrikularen
Myokard hingegen ist unter physiologischen Bedingungen keine ApoJ-mRNA nachweisbar (Aronow
et al. 1993, Swertfeger et al 1996). Im Gehirn wird ApoJ ausschlieRlich von Astrozyten sowie einigen
Neuronen bestimmter Gehirnbereiche, nicht jedoch von Mikrogliazellen exprimiert (Pasinetti et al.
1994). Zudem ist in vielen Organen ein hohes konstitutives Expressionsniveau oft auf Epithelien, wie
z.B. den Epithelzellen der distalen Nierentubuli oder den Sertolizellen der Testes, beschrankt
(Aronow et al. 1993).

Wahrend der Embryogenese unterliegt die Expression dieses Proteins einer organspezifischen
Regulation. In der Maus lasst sich die Expression von ApoJ-mRNA ab einem Entwicklungsstadium
von 12,5 Tagen in der Leber, den Testes, der Lunge sowie den Augen nachweisen. Nach 16,5
Tagen ist eine Expression ApoJ-spezifischer mRNA auch in den sich entwickelnden Nieren, dem
Gehirn und der Haut detektierbar. Im Verlauf der Organentwicklung ist die starkste Expression oft
auf differenzierende und proliferierende Epithelien, wie beispielsweise den Epithelien der
Nierentubuli oder der Bronchien, beschrankt. Wahrend im weiteren Verlauf der Embryogenese das
Expressionsniveau von ApodJ in den meisten Organen konstant bleibt, weist das Lungengewebe eine
transiente Expression dieses Proteins auf. Nach 16,5 Tagen nimmt der ApoJ-mRNA-Gehalt der
Bronchien sukzessive ab, was dazu fiihrt, dass Lungen 18,5 Tage alter Embryonen sowie adulter
Mause Apod nur in vergleichsweise geringen Mengen exprimieren (French et al. 1993). Eine
ahnliche Regulation der ApoJ-Expression lasst sich wahrend der Embryogenese im Pankreas der
Ratte beobachten. Wahrend im Pankreasgewebe 19 Tage alter Foten ApoJ-spezifische mRNA in
relativ grof’en Mengen vorhanden ist, nimmt das Expressionsniveau dieses Proteins postnatal ab. Im
Pankreas adulter Tiere ist unter physiologischen Bedingungen eine Expression von ApoJ-mRNA
schlieBlich nicht mehr detektierbar (Calvo et al. 1998).

In einer Vielzahl verschiedener Gewebe ist ein stark erhéhtes Expressionsniveau von Apod mit
pathophysiologischen Prozessen assoziiert. Urspringlich wurde angenommen, dass ApoJ von
apoptotischen Zellen exprimiert wird und eine Funktion im Rahmen apoptotischer Mechanismen
besitzt. Spater stellte sich jedoch heraus, dass ApoJ kein aktiver Bestandteil apoptotischer
Mechanismen ist und eine Erhéhung der ApoJ-Genaktivitat nicht in apoptotischen Zellen stattfindet,
sondern vielmehr auf die vitalen Zellen des umliegenden Gewebes beschrankt ist (Pilarsky et al.
1993, French et al. 1992, French et al. 1994a, French et al. 1994b).

Ein erhohter Gehalt an ApoJ-spezifischer mRNA wurde unter anderem in den Gehirnen von
Patienten mit Morbus Alzheimer beschrieben (May et al. 1990, Lidstrom et al. 1998). ApoJ
kolokalisiert hierbei mit amyloiden Plaques, ist in der zerebrospinalen Flussigkeit mit der I8slichen
Form des B-Amyloid-Peptids (AB) assoziiert und ist am rezeptorvermittelten Transport von ApoJ/j-
Amyloid-Peptid-Komplexen Uber die Blut-Hirn-Schranke beteiligt (McGeer et al. 1992, Choi-Miura et
al. 1992, Ghiso et al. 1993, Zlokovic et al. 1996, Calero et al. 2000). Untersuchungen an einem
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Aggregation von B-Amyloid-Peptiden beeinflusst und zu einer Anhaufung fibrillarer AB-Ablagerungen
fuhrt und somit die neurotoxischen Eigenschaften amyloider Plaques erhdht (DeMattos et al. 2002).
Eine erhohte ApoJ-Expression ist auch mit verschiedenen Formen (bertragbarer spongiformer
Enzephalopathien (transmissible spongiform encephalopathy, TSE) assoziiert. Ein erhdhter Gehalt
an ApodJ-spezifischer mRNA wurde postmortal im zerebralen Kortex und dem Cerebellum von
Patienten mit einer Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung beschrieben. Apod ist hierbei in den Plaques
lokalisiert und mit Aggregaten der proteaseresistenten Form des Prion-Proteins komplexiert (Freixes
et al. 2004). Eine vermehrte Expression von ApoJ-mRNA wurde zudem in mehreren Tiermodellen
von BSE (bovine spongiform encephalopathy) und Scrapie beschrieben, wobei nahezu
ausschlieRlich reaktive Astrozyten dieses Protein in erhéhtem MaRe synthetisieren (Duguid et al
1989, Sasaki et al. 2002, Brown et al. 2004). Eine von Kempster et al. verdéffentlichte Studie zeigt in
diesem Zusammenhang an einem BSE-Modell unter Verwendung ApoJ-defizienter Mause, dass
dieses Protein in vivo, ahnlich wie bei Morbus Alzheimer, die Bildung von Plaques férdert, indem es
die extrazellulare Aggregation des Prion-Proteins positiv beeinflusst und somit die Pathogenese
beschleunigt (Kempster et al. 2004). Eine Induktion der ApoJ-Genexpression wurde zudem im
Rahmen weiterer neurodegenerativer Erkrankungen wie multipler Sklerose, AIDS Enzephalitis,
Epilepsie, Retinitis Pigmentosa sowie verschiedener akuter Neuropathien beschrieben (Wu et al
1993, Jones et al. 1992, Danik et al. 1991, Polihronis et al 1993). Eine mechanische Verletzung von
neuronalem Gewebe wie Rickenmark, optischem Nerv und Gehirn hat ebenso eine Induktion der
ApoJ-Synthese zur Folge wie eine durch Hypoxie induzierte Schadigung des Gehirns in
unterschiedlichsten Modellen zerebraler Ischamie. Die sekretierte 80kDa-Form dieses Proteins ist
hierbei oft mit abgestorbenen bzw. sterbenden Neuronen assoziiert, wobei sich die lokale Synthese
von ApoJ in erster Linie auf reaktive Astrozyten beschrankt (Bonnard et al. 1997, Klimaschewski et
al. 2001,0hlsson et al. 2003, Bellander et al. 2001, Gwon et al. 2004, May et al. 1992, Wiessner et
al. 1993, Kida et al. 1995, Walton et al. 1996, Yamashita et al. 1996, Van Beek et al. 2000, Wehrli et
al. 2001, Wiggins et al. 2003). Wie im Tiermodell gezeigt werden konnte, ist die Anzahl sterbender
Zellen als Folge einer permanenten fokalen zerebralen Ischamie im geschadigten Gehirnbereich
transgener Mause reduziert, welche konstitutiv humanes ApodJ exprimieren. Dies zeigt, dass Apod in
vivo im Rahmen einer durch Hypoxie induzierten zerebralen Verletzung neuroprotektive
Eigenschaften besitzt (Wehrli et al. 2001).

In Myozyten des ventrikuldren Herzmuskels ist unter physiologischen Bedingungen keine Expression
von Apod nachweisbar. Im Tiermodell konnte jedoch gezeigt werden, dass die ApoJ-Genexpression
dieser Zellen im Rahmen einer autoimmunen oder viralen Myokarditis sowie als Folge einer lokalen
Ischdmie induziert wird. Hierbei ist eine vermehrte Synthese von ApoJ-mRNA vor allem im
peripheren Infarktbereich sowie im Bereich entziindlicher Lasionen zu finden (Swertfeger et al. 1996,
Silkensen et al. 1998, McLaughlin et al. 2000). Ein erhéhter Gehalt an ApoJ wurde auch in
myokardialen Lasionen von Patienten beschrieben, die einem Herzinfarkt erlagen (Vakeva et al.
1993). In diesem Zusammenhang konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass in ApoJ-defizienten
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sowie die hiermit zusammenhangenden Gewebeschaden deutlich starker ausgepragt sind als in
Wildtypmausen. Dies zeigt deutlich, dass Apod in entziindeten Geweben antiinflammatorische bzw.
zellschitzende Eigenschaften besitzt (McLaughlin et al. 2000). ApoJ wird auch vermehrt in
atherosklerotischen Plaques gefunden, wobei scheinbar eine lokale Synthese durch glatte
Gefallmuskelzellen der Intima und Media zusatzlich zu dem aus dem Serum stammenden Apod die
Konzentration dieses Proteins in entsprechenden L&sionen erhdht (Jordan-Starck et al. 1994,
Ishikawa et al. 1998). Darlber hinaus lasst sich die ApoJ-Genexpression glatter GefaRmuskelzellen
durch eine mechanische Verletzung der Aorta (Ballondilatation) induzieren (Miyata et al. 2001).

In Ratten ist eine erhohte Expression dieses Proteins in der nach Kastration degenerierenden
Prostata zu beobachten (Léger et al. 1987, Buttyan et al. 1989). Im Pankreas wurde eine Induktion
der ApoJ-Genexpression als Folge einer durch Streptozotozin induzierten Schadigung der B-Zellen
sowie im Verlauf einer akuten sowie chronischen Pankreatitis beschrieben (Park et al. 1999, Calvo
et al. 1998, Xie et al. 2001). Ebenso resultiert eine chemische Induktion nekrotischer
Gewebeschaden in der Leber in einer lokalen Expression Apod-spezifischer mRNA (Bursch et al.
1995). Eine Schadigung der Niere durch Cisplatin und Glycerin, durch unilaterale Obstruktion des
Harnleiters, als Folge einer induzierten Entziindungsreaktion (Nephritis) sowie einer transienten
Ischamie fuhrt vor allem in Tubulusepithelzellen zu einer vermehrten Expression dieses Proteins
(Nath et al. 1994, Sawczuk et al. 1989, Silkensen et al. 1997, Yamada et al. 2001, Rosenberg und
Paller 1991, Correa-Rotter et al. 1992, Witzgall et al. 1994, Yoshida et al. 2002). Weiterhin wurde
eine erhohte ApoJ-Genexpression auch in transplantierten Nieren und der Leber beschrieben.
Hierbei scheint eine Induktion der ApoJ-Genexpression vor allem wahrend der akuten Phase der
Abstoflungsreaktion zu erfolgen (Dvergsten et al. 1994, Chiang et al. 2000).

Eine erhohte Expression von ApoJ wurde auch in einer Vielzahl verschiedener Tumoren
beschrieben. Unter anderem weisen Karzinome der Gebarmutter, der Brustdriisen, der Prostata, der
Harnblase, des Pankreas, der Leber sowie der Ovarien ein hohes Expressionsniveau dieses
Proteins auf (Rosenberg und Silkensen 1995, Redondo et al. 2000, Steinberg et al. 1997, Kang et al.
2004, Miyake et al. 2002, Xie et al. 2002, Hough et al. 2000). Zudem ist ApoJ auch in Karzinomen
sowie Klarzelltumoren der Niere, humanen Gliomen, murinen und humanen intestinalen Neoplasien
sowie bestimmten Lymphomen Uberexprimiert (Dvergsten et al. 1994, Parczyk et al. 1994, Danik et
al. 1991, Chen et al. 2003, Wellmann et al. 2000).

Zusammenfassend zeigt sich, dass ApoJ in einer Vielzahl verschiedener Organe, insbesondere von
Epithelien, konstitutiv exprimiert wird und unter pathophysiologischen Bedingungen in nahezu allen
Geweben induziert werden kann. Die molekularen Mechanismen, die der Regulation der ApoJ-
Genexpression in degenerierenden Geweben zugrunde liegen, sind jedoch weitestgehend unklar.
Eine Vielzahl in vitro kultivierter Zellen weisen ein stark erhdhtes ApoJ-Expressionsniveau auf, wenn
diese zellularem Stress ausgesetzt sind. Bislang konnte gezeigt werden, dass eine Bestrahlung mit
ultraviolettem Licht (UVA, UVB), ionisierende Strahlung, erhéhte Temperaturen (Hitzeschock),
oxidativer Stress (Wasserstoffperoxid, Superoxidanion, tert-Butylhydroperoxid), die Inkubation mit
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die zellulare Expression dieses Proteins induzieren (Viard et al. 1999, Calvo et al. 1998, Dumont et
al. 2000, Frippiat et al. 2001, Debacg-Chainiaux et al. 2005, Michel et al. 1997, Criswell et al. 2005,
Yamanaka et al. 2005a, Kalka et al. 2000, Lee et al. 2002, Chung et al. 2004, Urbich et al. 2000,
Clark und Griswold 1997). Dies deutet darauf hin, dass in degenerierenden Geweben entstehende
reaktive Sauerstoffverbindungen oder zytotoxische Substanzen an einer lokalen Induktion der ApoJ-
Genexpression beteiligt sein kdnnten. Weiterhin ware denkbar, dass inflammatorische Mediatoren zu
einer verstarkten Expression dieses Proteins in entziindeten Geweben beitragen. Wie bereits
beschrieben wurde, induziert die Inkubation mit TNF-a, IL-18 , IL-6 oder Lipopolysaccharid (LPS) in
vitro eine vermehrte Expression von ApodJ in kultivierten Fibroblasten, Endothelzellen, Hepatozyten,
Gliazellen und Astrozyten (Kyprianou et al. 1991, Zwain et al. 1994, Berge et al. 1997, LaDu et al.
2000, Van Lenten et al. 2001a, Li et al. 2002, Saura et al. 2003, Patel et al. 2004). Dartber hinaus
fuhrt die systemische Verabreichung von TNF-qa, IL-13 und LPS in verschiedenen Geweben des
Hamsters zu einer vermehrten Expression dieses Proteins (Hardardottir et al. 1994, Hardardottir et
al. 1997). Arbeiten unserer Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass in verletzten Geweben auch
Bestandteile absterbender bzw. abgestorbener Zellen eine erhdhte ApoJ-Genexpression
umliegender vitaler Zellen induzieren. So zeigten Untersuchungen in vitro, dass eine Inkubation mit
nekrotischem Zellmaterial zu einem Anstieg des ApoJ-mRNA-Gehaltes in Kkultivierter
Fibroblastenzelllinien fuhrt (Bach et al. 2001). Unklar ist in diesem Fall jedoch, welche Mechanismen
die Apod-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen vermitteln. Da abhangig von den
Kulturbedingungen eine Inkubation mit phosphatidylserin- und phosphatidsaurehaltigen Liposomen
und Lysophosphatidsaure ebenfalls eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in embryonalen
Fibroblasten der Zelllinie Rat1 induziert, liegt die Vermutung nahe, dass in Membranfragmenten
nekrotischer Zellen enthaltene Phospholipide an der Regulation der ApoJ-Genexpression beteiligt
sind (Bach et al. 2001, M. Baiersdorfer Diplomarbeit).

1.1.4 Potentielle Funktionen von Apolipoprotein J

Apolipoprotein J ist als multifunktionelles Glykoprotein mit zytoprotektiven, antiapoptotischen,
antiinflammatorischen sowie antioxidativen Eigenschaften beschrieben. Bislang konnte eine klar
definierte physiologische Funktion dieses Proteins jedoch nicht identifiziert werden.

Eine Reihe unabhangiger Studien zeigt, dass ApodJ in vitro die Fahigkeit besitzt, einer durch
zellularen Stress induzierten Initiation apoptotischer Prozesse entgegenzuwirken. Durch
Transfektion mit ApoJ-spezifischen Antisense-cDNA-Konstrukten sowie ApoJ-spezifischen siRNAs
konnte an verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden, dass eine verminderte Expression dieses
Proteins die zellschadigende Wirkung toxischer Substanzen wie Cisplatin, Doxorubicin und
Wasserstoffperoxid sowie eines Hitzeschocks und ionisierender Strahlung verstarkt (Viard et al.
1999, Trougakos et al. 2004, Lee et al. 2002, Chung et al. 2004, Yamanaka et al. 2005a). Eine
Uberexpression von ApoJ in humanen Fibroblasten fiihrt hingegen zu einer verminderten
Apoptoserate dieser Zellen bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (UVB) sowie bei Inkubation mit
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al. 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass extrazellulares ApodJ einem durch oxidativen Stress
induzierten Zelltod in vitro kultivierter Nierentubulusepithelzellen (LLC-PK1) entgegenwirkt
(Schwochau et al. 1998). Weiterhin wurde beschrieben, dass extrazellulares Apod in
dosisabhangiger Weise humane Prostatakarzinomazellen (PC3, LNCaP) sowie murine Fibroblasten
(L929) vor der zytotoxischen Wirkung von TNF-a schitzt (Sensibar et al. 1995, Sintich et al. 1999,
Humphreys et al. 1997). Die molekularen Mechanismen, die unter den beschriebenen Bedingungen
die zytoprotektiven Eigenschaften von ApodJ vermitteln, sind bislang nicht bekannt.

Da ApoJ unter physiologischen Bedingungen vor allem in vielen Epithelien eine hohe konstitutive
Expression aufweist und wahrend der Embryogenese insbesondere von differenzierenden Epithelien
exprimiert wird, lasst vermuten, dass dieses Protein eine Funktion im Rahmen epithelialer
Differenzierungsprozesse besitzt und zugleich eine schitzende Wirkung auf terminal differenzierte
Epithelzellen auslibt, die potentiell zellschadigenden Korperflissigkeiten (Magensaure, Harn)
ausgesetzt sind. Die Assoziation von ApoJ mit HDL-Lipoproteinen im Serum und der
zerebrospinalen Flissigkeit konnte weiterhin auf eine Funktion im Lipoproteinmetabolismus
hindeuten. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass extrazellulares ApodJ, ahnlich wie
das Apolipoprotein A-l, in der Lage ist, zu Schaumzellen differenzierten Makrophagen
Uberschlssiges Cholesterin zu entziehen, was eine potentielle Funktion von ApoJ im reversen
Cholesterintransport vermuten lasst (Gelissen et al. 1998).

Nach Generierung Apod-defizienter Mause durch zielgerichtete Inaktivierung des ApoJ-Gens
(apoJ” Mause) war es moglich, physiologische Funktionen dieses Proteins am Tiermodell zu
untersuchen. Es zeigte sich, dass die Embryogenese dieser transgenen Mause normal verlauft und
adulte Tiere unter physiologischen Bedingungen keinen signifikanten Phanotyp aufweisen, was
darauf hindeutet, dass ApoJ keine essentielle Funktion in der Embryonalentwicklung sowie dem
Lipoproteinmetabolismus besitzt (McLaughlin et al. 2000). Weiterfihrende Untersuchungen an
diesem Tiermodell zeigten jedoch, dass dieses Protein in der Lage ist, die Pathogenese
gewebedegenerativer Erkrankungen zu beeinflussen. Im Vergleich zum Wildtyp weisen ApoJ-
defiziente Mause in einem Modell einer autoimmunen Myokarditis deutlich starkere Gewebeschaden
des Herzmuskels auf, was auf eine starkere Extension inflammatorischer Lasionen zurlickzufiihren
ist. Zudem verlauft nach Ruckgang der akuten Entziindungsreaktion die Regeneration des
geschadigten Myokards in Abwesenheit von ApoJ unvollstdndig, was zu einer
Herzmuskelinsuffizienz ApoJ-defizienter Mause als Spatfolge einer Myokarditis fuhrt (McLaughlin et
al. 2000). Dies zeigt, dass ApoJ eine Funktion in der Limitierung der Gewebeschadigung im Rahmen
lokaler Entziindungsreaktionen sowie in geweberegenerativen Prozessen besitzt. In zwei
unterschiedlichen Modellen neurodegenerativer Erkrankungen weisen ApoJ-defiziente Mause
hingegen eine weniger stark ausgepragte Pathogenese auf. Es konnte gezeigt werden, dass ApoJ-
defiziente Mause in einem Modell der Alzheimer Erkrankung weniger starke neuritische Dystrophien
aufweisen als entsprechende Wildtypmause. Das lasst sich darauf zurlckfiihren, dass Apod die
extrazellulare Aggregation des pB-Amyloid-Peptids beeinflusst und zu einer Anhaufung fibrillarer Ap-
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(DeMattos et al. 2002). Weiterhin scheint in einem Mausmodell einer bovinen spongiformen
Enzephalopathie (BSE) die Komplexierung von ApoJ mit Aggregaten der proteaseresistenten Form
des Prion-Proteins der Grund fiir eine, im Vergleich zu ApoJ-defizienten Mausen, beschleunigte
Pathogenese im Wildtyp zu sein (Kempster et al. 2004). An dem Modell einer permanenten fokalen
zerebralen Ischamie konnte hingegen gezeigt werden, dass transgene Mause, die konstitutiv
humanes ApodJ exprimieren, im Vergleich zu Wildtyp- sowie ApoJ-defizienten Mausen eine deutlich
verringerte Anzahl absterbender Zellen in dem geschadigten Gehirnbereich aufweisen. Dies zeigt,
dass Apod in vivo im Rahmen einer durch Hypoxie induzierten zerebralen Entziindungsreaktion
neuroprotektive Eigenschaften besitzt (Wehrli et al. 2001). Eine weitere Studie beschreibt, dass
ApodJ-defiziente Mause mit zunehmendem Alter eine progressive Glomerulopathie entwickeln. Diese
Erkrankung ist durch eine Anhaufung von Immunkomplexen, bestehend aus Immunglobulinen (IgG,
IgM, IgA) und Proteinen des Komplementsystems (C1q, C3, C9), im Bindegewebe der
Nierenglomeruli gekennzeichnet, was zu einer Schadigung dieser Glomeruli fihrt. Wildtypmause
hingegen weisen keine solchen Ablagerungen von Immunkomplexen und als Folge hiervon keine
Nierenschadigungen auf (Rosenberg et al 2002). Zusammenfassend deuten die in dieser Studie
verdffentlichten Daten darauf hin, dass Apod an der Entsorgung von Immunkomplexen beteiligt sein
kénnte.

Die molekularen Mechanismen, welche den in vivo beschriebenen Eigenschaften von ApodJ
zugrunde liegen, sind bislang nicht bekannt. Eine Reihe postulierter Funktionen dieses Proteins,
welche auf in vitro Untersuchungen basieren, kdnnten hierfir mégliche Erklarungsansatze liefern.
Vieler dieser potentiellen Funktionen scheinen auf die Eigenschaft von Apod zuriickzufiihren sein,
Uber amphipathische a-Helices mit einer Vielzahl verschiedener hydrophober Molekile zu
interagieren (Wilson und Easterbrook-Smith, 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass ApodJ in der Lage ist, einer komplementvermittelten Hamolyse
entgegenzuwirken, indem es die Ausbildung des membranangreifenden Komplexes (MAC) auf
Zelloberflachen  verhindert. Diese Inhibierung erfolgt auf Ebene der terminalen
Komplementkomponenten, wobei zum einen die Bindung von ApoJ an die Proteinkomplexe C5b-8
und C5b-9 eine Anlagerung und Polymerisierung weiterer C9-Molekile und somit die Entstehung
des porenbildenden Komplexes verhindert. Zum anderen inhibiert die Bindung von ApoJ an den
Proteinkomplex C5b-7 dessen Anlagerung an zelluldre Plasmamembranen, was dazu fihrt, dass der
entstehende Proteinkomplex (sC5b-9) in Losung verbleibt (Murphy et al. 1989b, Jenne und Tschopp
1989, Tschopp et al. 1993, McDonald und Nelsestuen 1997). Weiterhin bindet ApoJ eine Reihe
verschiedener Immunglobuline, insbesondere aggregiertes IgG (Wilson und Easterbrook-Smith
1992). Aufgrund dieser Eigenschaften kdnnte ApoJ somit unter pathophysiologischen Bedingungen
einer komplementvermittelten Lyse vitaler Zellen entgegenwirken. Unterstiitzt wird diese Hypothese
zum einen dadurch, dass ApoJ im Rahmen einer Glomerulonephritis sowie eines myokardialen
Infarkts mit Immunkomplexen assoziiert, Bestandteil des Idslichen membranangreifenden
Komplementkomplexes ist sowie mit terminalen Komplementkomponenten auf der Plasmamembran
beschadigter Zellen kolokalisiert (Murphy et al. 1988, Murphy et al. 1989a, Vakeva et al. 1993). Zum
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anderen konnte in einem Modell der Heymann Nephritis an isolierten Nieren der Ratte gezeigt
werden, dass, verglichen mit normalem Serum, eine Perfusion mit ApoJ-defizientem Serum zu einer
vermehrten Ablagerung von Komplementkomponenten im Bereich der Glomeruli fiihrt, was parallel
mit einer gesteigerten Proteinurie sowie einer starkeren Schadigung der Glomeruli einhergeht
(Saunders et al. 1994).

Weiterhin kdnnte eine Inhibierung der Protease MT6-MMP/MMP-25 durch Apod die zytoprotektiven
Eigenschaften dieses Proteins im Rahmen gewebedegenerativer Prozesse erklaren. MT6-
MMP/MMP-25 ist ein membranstandiges glykosylphosphatidylinositol- (GPI-) verankertes Mitglied
der Matrix-Metalloproteinase-Familie, das nahezu ausschlieBlich von neutrophilen Granulozyten
exprimiert wird und als Folge einer Aktivierung dieser Zellen in I8slicher Form in das extrazellulare
Milieu freigesetzt wird. Dieses Enzym ist vor allem am Abbau extrazellularer Matrixproteine beteiligt
und scheint eine wichtige Rolle bei der Migration neutrophiler Granulozyten zu Entziindungsherden
zu spielen. In inflammatorischen Lasionen jedoch, wo eine Akkumulation dieser Zellen stattfindet,
konnte eine erhohte Konzentration dieses Enzyms zur Entstehung lokaler Gewebeschaden
beitragen. Dass ApoJ die Eigenschaft besitzt, an diese Protease zu binden und die entstehenden
stabilen Proteinkomplexe katalytisch inaktiv sind, kdnnte auf eine potentielle Funktion von Apod in
der lokalen Regulation der enzymatischen Aktivitdt von MT6-MMP/MMP-25 im Bereich entziindlicher
Lasionen hindeuten (Matsuda et al. 2003).

Eine andere Funktion von ApoJ kénnte in der Inhibierung einer NF-kB-abhangigen Genexpression
liegen. Mit Hilfe NF-kB-abhangiger Reporterplasmide konnte gezeigt werden, dass aus Apod-
defizienten Mausen stammende primare Fibroblasten ein deutlich erhéhtes Niveau an konstitutiv
aktivem NF-kB aufweisen. Durch rekombinante Expression von ApoJ war es moglich, die basale
NF-kB-Aktivitdt zu reduzieren, einer durch TNF-a und Doxorubicin induzierten Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors entgegenzuwirken und eine durch TNF-a-induzierte NF-kB-abhangige
Genexpression zu inhibieren (Santilli et al. 2003). Ob hierbei die intrazellulare oder die sekretierte
extrazellulare Isoform von Apod die Aktivitdt dieses Transkriptionsfaktors beeinflusst, ist unklar.
Aufgrund der zentralen Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB in inflammatorischen Prozessen sowie
der Aktivierung von Immunzellen kénnte eine Inhibierung der NF-kB-Aktivitdt durch ApoJ einer
UbermaRigen Aktivierung lokaler Immunreaktionen entgegenwirken und auf diese Weise eine
Ubermafige Schadigung von intaktem Gewebe verhindern.

Weiterhin wurde ApodJ als extrazellulares Chaperon beschrieben. Studien der Arbeitsgruppe Wilson
zeigen, dass Apod ahnliche Eigenschaften wie kleine intrazellulare Hitzeschockproteine aufweist. Es
ist in der Lage, hydrophobe Domanen in partiell denaturierten Proteinen zu binden und mit diesen
stabile |6sliche hochmolekulare Komplexe zu bilden. Zum einen verhindert ApoJ somit die
Prazipitation dieser denaturierten Proteine und zum anderen stabilisiert es diese in einem Stadium,
das eine ATP-abhangige Riickfaltung in die native Konformation ermdglicht. (Humphreys et al. 1999,
Poon et al. 2000, Wilson und Easterbrook-Smith, 2000, Poon et al. 2002a, Poon et al. 2002b). In

seiner potentiellen Funktion als Chaperon kénnte Apod somit in verletzten Geweben beispielsweise
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der extrazellularen Aggregation aus nekrotischen Zellen freigesetzter denaturierender Proteine
entgegenwirken.

Bereits veroffentlichte sowie aktuelle Daten unserer Gruppe zeigen in diesem Zusammenhang, dass
in Gegenwart von Apod bei einer Reihe verschiedener in vitro kultivierter Zelllinien eine vermehrte
LRP- und Megalin-abhangige Endozytose von extrazellularen partiell denaturierten zytosolischen
Proteinen und Fragmenten nekrotischer Zellen zu beobachten ist. Zudem verstarkt nekrotisches
Zellmaterial in ahnlicher Weise die rezeptorvermittelte Endozytose von ApodJ (Bartl et al. 2001, O.
Bergner unveroffentlicht). Dies deutet darauf hin, dass Apod nach Bindung an denaturierte Proteine
und Membranfragmente nekrotischer Zellen deren Endozytose durch ApoJ-bindende Rezeptoren
aus der LDL-Rezeptorfamilie (LRP, Megalin) vermittelt und auf diese Weise die Entsorgung von
nekrotischem Zellmaterial durch Gewebezellen fordert.

Zusammenfassend koénnten die schitzende Wirkung vor toxischen Einflissen reaktiver
Sauerstoffstoffverbindungen  und  inflammatorischer  Zytokine, die  Inhibierung  einer
komplementvermittelten Zelllyse, die Inhibierung einer NF-kB-abhangigen Genexpression im
Rahmen inflammatorischer Prozesse, eine potentielle Funktion als Proteaseinhibitor sowie eine
Beteiligung an der Entsorgung von Immunkomplexen und nekrotischem Zellmaterial die in vivo
beschriebenen antiinflammatorischen und zytoprotektiven Eigenschaften von Apod in
degenerierenden Geweben erklaren. Die Fahigkeit von Apod, mit dem B-Amyloid-Peptid und dem
Prion-Protein zu interagieren sowie deren extrazellulare Aggregation und neurotoxische
Eigenschaften zu modulieren, fiihrt im Verlauf der Alzheimererkrankung und spongiformer

Enzephalopathien hingegen zu einer Beschleunigung neurodegenerativer Prozesse.

1.2. Die Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR)

1.2.1 Struktur von Toll-like Rezeptoren

Die Entdeckung der Toll-like Rezeptorfamilie begann mit der Identifizierung des Toll-Proteins, das
wahrend der Embryogenese von Drosophila eine essentielle Rolle in der dorsoventralen
Polarisierung spielt und in adulten Tieren als Bestandteil des angeborenen Immunsystems fir eine
effektive Abwehr von Pilzinfektionen notwendig ist (Hashimoto et al. 1988, Lemaitre et al. 1996).
Bislang konnten in Sdugern 11 Proteine identifiziert werden, die aufgrund ihrer Homologie zu dem in
Drosophila exprimierten Toll-Protein als Toll-ahnliche Rezeptoren bzw. Toll-like Rezeptoren (TLR)
bezeichnet werden. Diese evolutiondr konservierten Rezeptoren stellen integrale
Membranglykoproteine des Typs | dar und besitzen ein Molekulargewicht von etwa 90-120 kDa. Toll-
like Rezeptoren werden mit der Familie der Interleukin-1-Rezeptoren (IL-1R) zur TLR/IL-1R-
Superfamilie zusammengefasst. Grund hierflr ist ein in den zytoplasmatischen Regionen beider
Rezeptorfamilien vorkommender konservierter Bereich von etwa 200 Aminosauren, der als Toll/IL-
1R- (TIR-) Domane bezeichnet wird (Slack et al. 2000, Dunne und O’Neill 2003). Diese TIR-

Domanen enthalten drei Bereiche mit hochkonservierten Aminosauresequenzen, die als Box 1, Box
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2 und Box 3 bezeichnet werden und die nach Rezeptoraktivierung essentiell sind fiir eine Interaktion
dieser Rezeptordomane mit zytoplasmatischen Adaptorproteinen und einer damit einhergehenden
Signaltransduktion. In ihrer extrazellularen Doméane unterscheiden sich Toll-like Rezeptoren und IL-
1-Rezeptoren hingegen deutlich voneinander (Abb. 1.2.1). Wahrend sich die extrazellulare Domane
letzterer Rezeptorfamilie aus drei immunglobulindhnlichen Domanen zusammensetzt, besteht diese
bei Toll-like Rezeptoren aus 19-25 Kopien tandemartig angeordneter leucinreicher Motive (LRRs,
leucine-rich repeats). Jeder dieser sich wiederholenden Bereiche ist aus 24-29 Aminosauren
aufgebaut und enthalt die Leucin-reiche Sequenz XLXXLXLXX sowie eine weitere konservierte
Sequenz XXyXXXpX4FXXLX, wobei X beliebige Aminosauren und Xy hydrophobe Aminosauren
darstellen (Bell et al. 2003). Die extrazellularen LRR-Domanen aller Toll-like Rezeptoren bilden eine
hufeisenférmige Struktur aus, wobei vermutlich die konkave Oberflache direkt an der Erkennung
spezifischer TLR-Agonisten beteiligt ist (Akira und Takeda 2004).

leucinreiche
Motive

} immunglobulin-
dhnliche Doméanen

J

TIR-Doméne { } TIR-Doméne

12 3 45 6 7 8 9 10

Toll-like Rezeptoren IL-1R

Abbildung 1.2.1: Struktur von Toll-like Rezeptoren: Toll-like Rezeptoren besitzen wie nahezu alle
Mitglieder der IL-1-Rezeptorfamilie (IL-1R) in ihrem zytoplasmatischen Bereich eine konservierte homologe
Domane, die als Toll/IL-1R- (TIR-) Doméane (rote Ovale) bezeichnet wird. Die extrazellularen Domanen
beider Rezeptorfamilien unterscheiden sich jedoch. Bei IL-1-Rezeptoren besteht diese aus meist drei
immunglobulindhnlichen Doméanen, wahrend sich die extrazelluldren Doméanen von Toll-like Rezeptoren aus
19-25 Kopien tandemartig angeordneter leucinreicher Motive zusammensetzen (griine Rechtecke) (nach
Beutler 2004).

Aufgrund der Aminosauresequenzen sowie ihrer Genstruktur werden die einzelnen humanen Toll-
like Rezeptoren in mehrere Unterfamilien unterteilt. So werden TLR1, TLR2, TLR6 und TLR10 der
TLR2-Unterfamilie, TLR7, TLR8 und TLR9 der TLR9-Unterfamilie zugeordnet. Die Toll-like
Rezeptoren TLR3, TLR4 sowie TLRS sind jeweils die einzigen Vertreter ihrer entsprechenden
Unterfamilie (Takeda et al. 2003). Weiterhin ist zu erwahnen, dass sich einzelne Toll-like Rezeptoren
hinsichtlich ihrer subzellularen Lokalisation unterscheiden. Wahrend TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und
TLR6 zelloberflachenstandige Rezeptoren darstellen, sind TLR3, TLR7, TLRS8, und TLR9 nahezu
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ausschlieBlich in Membranen intrazellularer Kompartimente wie dem endoplasmatischen Retikulum,
Endosomen und Lysosomen lokalisiert (Heil et al. 2003, Matsumoto et al. 2003, Ahmad-Nejad et al.
2002, Latz et al. 2004, Nishiya und DeFranco 2004). Eine Aktivierung letzterer erfolgt in
endosomalen/lysosomalen Kompartimenten und erfordert eine endosomale Ansauerung (Heil et al.
2004, Diebold et al. 2004, Lund et al. 2004, Ahmad-Nejad et al. 2002, Funami et al. 2004). Es wird
vermutet, dass fur eine effiziente Aktivierung der Toll-like Rezeptoren TLR3, TLR7, TLR8 und TLRS9,
die an der Erkennung verschiedener Nukleinsaurestrukturen beteiligt sind, eine vorausgehende

Endozytose bzw. Phagozytose entsprechender Agonisten notwendig ist (Takeda und Akira 2005).

1.2.2 Expression von Toll-like Rezeptoren

Untersuchungen der Expression humaner Toll-like Rezeptoren mittels Northern-Blot und
quantitativer RT-PCR zeigten, dass in nahezu allen analysierten Geweben Transkripte
verschiedener Mitglieder dieser Rezeptorfamilie detektierbar sind. Hierbei weisen einzelne Organe
ein unterschiedliches Repertoire an Toll-like Rezeptoren auf, wobei TLR3 und TLR5 ein deutlich
breiteres Expressionsmuster als die uUbrigen Vertreter der TLR-Familie besitzen und in
vergleichsweise hohen Mengen in Niere, Lunge, Pankreas, Ovarium, Testes sowie der Plazenta
exprimiert werden. Im Allgemeinen zeigt sich, dass das hoéchste Expressionsniveau der einzelnen
Mitglieder dieser Rezeptorfamilie besonders in immunologisch bedeutsamen Geweben wie der Milz
oder Leukozyten sowie Epithelien der Lunge oder des Gastrointestinaltraktes zu finden ist, was auf
eine zentrale Funktion dieser Rezeptoren in der Immunabwehr von Pathogenen zurtickzufiihren ist
(Rock et al. 1998, Zarember und Godowski 2002). Dies spiegelt sich auch in der Expression
individueller Toll-like Rezeptoren in verschiedenen Zelltypen wider (Tab. 1.2.2). Viele Immunzellen,
insbesondere Zellen des angeborenen nicht-adaptiven Immunsystems wie Monozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, nattrliche Killerzellen, Mastzellen und
Mikrogliazellen, exprimieren ein breites Spektrum an unterschiedlichen TLRs (Muzio et al. 2000,
Hornung et al. 2002, Anders et al. 2004, Hopkins und Sriskandan 2005, Ilwasaki und Medzhitov
2004, Hayashi et al. 2003, Schmidt et al. 2004, Sivori et al. 2004, Applequist et al. 2002, Matsushima
et al. 2004, Nagase et al. 2003, Olson und Miller 2004, Gelman et al. 2004, Caramalho et al. 2003,
Lund et al. 2004).

Toll-like Rezeptoren werden jedoch auch von vielen Zelltypen exprimiert, die nicht dem
Immunsystem zugeordnet werden (Tab. 1.2.2). So konnte die Expression verschiedener TLRs unter
anderem in Epithelzellen der Nierentubuli, der Lunge, des Darms sowie endometrialen Epithelzellen,
Keratinozyten, Endothelzellen, Hepatozyten, Astrozyten, Fibroblasten, glatten Gefallmuskelzellen
und Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Matsumura et al. 2000, Tsuboi et al. 2002, Bsibsi et al.
2002, Bowman et al. 2003, Carpentier et al. 2005, Farina et al. 2005, Jimenez et al. 2005, Faure et
al. 2000, Edfeldt et al. 2002, Frantz et al. 2001, Kumagai et al. 2005, Kurt-Jones et al. 2004, Kollisch
et al. 2005, Gewirtz et al. 2001, Maaser et al. 2004, Wen et al. 2004, Young et al. 2004, Schaefer et
al. 2004, Pedersen et al. 2005, Rudd et al. 2005, Hasan et al.2005, Guillot et al. 2005).
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Immunzellen

Gewebezellen

Monozyten, Makrophagen
myeloide dendritische Zellen
neutrophile+eosinophile Granulozyten

Tubulusepithelzellen der Niere
Keratinozyten

TLR1 Mastzellen endometriale Epithelzellen
Mikrogliazellen Fibroblasten
B- und T-Lymphozyten
Monozyten, Makrophagen . Tubulusepithelzellen der Niere
- o, Epithelzellen der Lunge und des Darms
myeloide dendritische Zellen .
. Keratinozyten
neutrophile Granulozyten . .
o . endometriale Epithelzellen
TLR2 natiirliche Killerzellen
Hepatozyten
Mastzellen
. . B-Zellen des Pankreas
Mikrogliazellen M .
B- und T-Lymphozyten glatte GefaBRmuskelzellen, Kardiomyozyten
Fibroblasten, Astrozyten
. - Tubulusepithelzellen der Niere
myeloide d_endr|t|sche Zellen Epithelzellen der Lunge und des Darms
neutrophile Granulozyten .
o . Keratinozyten
natirliche Killerzellen . .
TLR3 endometriale Epithelzellen
Mastzellen
. - B-Zellen des Pankreas
Mikrogliazellen ;
B- und T-Lymphozyten Kardiomyozyten
Fibroblasten, Astrozyten
Tubulusepithelzellen der Niere
Monozyten, Makrophagen Epithelzellen des Darms
myeloide dendritische Zellen endometriale Epithelzellen
TLR4 neutrophile+eosinophile Granulozyten Hepatozyten
Mastzellen B-Zellen des Pankreas
Mikrogliazellen Endothelzellen
B- und T-Lymphozyten glatte GefaBmuskelzellen, Kardiomyozyten
Fibroblasten, Astrozyten
Monozyten, Makrophagen Epithelzellen des Darms
myeloide dendritische Zellen Keratinozyten
TLR5 natirliche Killerzellen endometriale Epithelzellen
Mikrogliazellen Endothelzellen
T-Lymphozyten Fibroblasten, Astrozyten
Monozyten, Makrophagen
myeloide d_endrltlsche Zellen Tubulusepithelzellen der Niere
neutrophile Granulozyten . .
o . endometriale Epithelzellen
TLR6 natirliche Killerzellen ;
Kardiomyozyten
Mastzellen .
. . Fibroblasten
Mikrogliazellen
B- und T-Lymphozyten
Monozyten, Makrophagen
plasmazytoide dendritische Zellen
TLR7 neutrophile+eosinophile Granulozyten Fibroblasten
Mastzellen
Mikrogliazellen
B- und T-Lymphozyten
Monozyten, Makrophagen
natirliche Killerzellen .
TLR8 Mastzellen, Mikrogliazellen Fibroblasten
T-Lymphozyten
plasmazytoide dendritische Zellen Keratinozyten
neutrophile+eosinophile Granulozyten Epithelzellen des Darms
TLR9 natirliche Killerzellen endometriale Epithelzellen
Mikrogliazellen B-Zellen des Pankreas
B-Lymphozyten Fibroblasten, Astrozyten
plasmazytoide dendritische Zellen
TLR10 eosinophile Granulozyten
B-Lymphozyten
TLR11 Epithelzellen der Harnblase
Tabelle 1.2.2: TLR-Expressionsmuster verschiedener Zelltypen

15



Einleitung

1.2.3 Funktion von Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren werden der Gruppe der Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRRs) zugeordnet, die sich aus einer Reihe strukturell unterschiedlicher Proteine
zusammensetzt und welcher neben TLRs unter anderem auch der Mannoserezeptor, verschiedene
Scavengerrezeptoren, der fMLP-Rezeptor (N-formyl-Met-Leu-Phe-Rezeptor), das mannanbindende
Lektin sowie die intrazellularen NOD- (nucleotide-binding oligomerisation domain) Proteine
angehdren. Diese Proteine erkennen konservierte Strukturen infektiéser Mikroorganismen und Viren
(pathogen associated molecular patterns, PAMPs) und spielen eine wichtige Rolle in der friihen
Phase der Immunabwehr. Die einzelnen Mitglieder der Toll-like Rezeptorfamilie, die durch eine
Reihe strukturell verschiedener pathogenassoziierter Komponenten wie beispielsweise bakterielle
Lipoproteine, Lipopolysaccharide oder Nukleinsduren (s. 1.2.4) aktiviert werden, fungieren hierbei als
Signaltransduktionsrezeptoren und spielen eine zentrale Rolle in der Aktivierung von
Effektorfunktionen im Rahmen der angeborenen Immunabwehr sowie in der Initiation einer
nachfolgenden adaptiven Immunantwort (Janeway und Medzhitov 2002, Beutler und Rietschel 2003,
Takeda et al. 2003, Athman und Philpott 2004, Takeda und Akira 2005, Hopkins und Sriskandan
2005). In Immunzellen und Zellen peripherer Gewebe induzieren TLR-vermittelte Signalwege die
Genexpression proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-18, IL-6, IL-12, u.a) sowie die Expression
der antiviralen Typ | Interferone IFN-a und IFN-B und damit einhergehend die Expression vieler
Interferon-induzierbarer Gene. Weiterhin flihrt die Aktivierung von Toll-like Rezeptoren zu einer
vermehrten Expression von Chemokinen wie IL-8, MCP-1, -2, -3, -4 (monocyte chemoattractant
proteins), MIP-1a, -1B, -2 (macrophage inflammatory proteins) und GROa (growth-related
oncogene a) sowie zu einer veranderten Expression von Zelladhasionsmolekilen auf Endothelzellen
und Immunzellen, was schliellich die Einwanderung von neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen in die infizierten Gewebe ermdglicht (Nagase
et al. 2003, Maaser et al. 2004). Toll-like Rezeptoren vermitteln zudem die Aktivierung von
Immunzellen, insbesondere von Zellen des angeborenen Immunsystems, und damit einhergehend
deren Effektorfunktionen wie beispielsweise eine vermehrte Phagozytose bei Makrophagen,
dendritischen  Zellen und  neutrophilen  Granulozyten, eine  Freisetzung reaktiver
Sauerstoffverbindungen  (Superoxidanionen,  Wasserstoffperoxid) durch  Induktion einer
respiratorischen Entladung neutrophiler und eosinophiler Granulozyten sowie eine Erhdhung der
zytotoxischen Eigenschaften natirlicher Killerzellen (Blander und Medzhitov 2004, Doyle et al. 2004,
Hayashi et al. 2003, Nagase et al. 2003, Schmidt et al. 2004, Sivori et al. 2004). Weiterhin fihrt die
Aktivierung bestimmter Toll-like Rezeptoren in Makrophagen zur Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) und somit zur Produktion von antibakteriellem Stickstoffmonoxid,
zu einer vermehrten Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) in Makrophagen,
Fibroblasten und Epithelzellen sowie zu einer Expression des antibakteriellen Peptids B-Defensin 2
im Darm- und Lungenepithel (Gao et al. 1998, Toshchakov et al. 2002, Kyburz et al. 2003, Warner et
al. 2004, Gebbia et al. 2004, Hertz et al. 2003, Wang et al. 2003, Vora et al. 2004). Alle diese
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Vorgénge sind Teil einer angeborenen, nicht-adaptiven Immunantwort und dienen zur raschen
Eindammung und Beseitigung bakterieller und viraler Infektionen.

Toll-like Rezeptoren sind zudem auch mafR3geblich an der Initiation einer nachfolgenden adaptiven
Immunantwort beteiligt. Eine zentrale Rolle spielt hierbei die durch Pathogene induzierte TLR-
vermittelte Aktivierung professioneller antigenprasentierender Zellen, insbesondere dendritischer
Zellen, in peripheren Geweben. Dies hat zur Folge, dass in diesen Zellen die Expression
unterschiedlicher Zytokine (IL-12, IL-6, IFN-a, IFN-B IL-10) und kostimulatorischer Signalmolekile
(CD80, CD86, CD40) induziert wird sowie die Expression von MHC Klasse | und Klasse Il Molekile
erhoht wird. Wahrend ihrer Reifung zu professionellen antigenprasentierenden Zellen migrieren
dendritische Zellen aus den peripheren Geweben in sekundare lymphatische Organe, wie z.B. den
Lymphknoten, wo sie schlieRlich naive antigenspezifische T-Lymphozyten aktivieren. Nach klonaler
Expansion und Differenzierung zu bewaffneten T-Effektorzellen vermitteln diese schlieBlich als T-
Helferzellen (Ty1, Tu2) oder zytotoxische T-Lymphozyten die adaptive Immunabwehr (lwasaki und
Medzhitov 2004, Pasare und Medzhitov 2004). Das Repertoire an Toll-like Rezeptoren, das im
Rahmen einer Infektion in dendritischen Zellen aktiviert wird, hat zudem Einfluss auf die Polarisation
der induzierten adaptiven Immunantwort. Wahrend Agonisten der Toll-like Rezeptoren TLR4, TLR5
und TLR9 eine Ty1-Antwort induzieren, scheint eine Aktivierung von TLR2 eine Ty2-Antwort zu
fordern. Eine kombinierte Aktivierung mehrerer verschiedener TLRs induziert bei dendritischen
Zellen jedoch in erster Linie einen Ty1-polarisierenden Phanotyp (Agrawal et al. 2003, Re et al.
2001, Redecke et al. 2004, Hoebe et al. 2004, Napolitani et al. 2005). TLR3 und TLR9-vermittelte
Signalwege scheinen zudem die Effizienz zu erhdéhen, mit der dendritische Zellen virale Antigene
kreuzprasentieren, was schlieRlich die Aktivierung antigenspezifischer CD8" zytotoxischer T-
Lymphozyten fordert (Schwarz et al. 2003, Schulz et al. 2005). Neben dieser indirekten und durch
dendritische Zellen vermittelten Modulation der adaptiven Immunantwort beeinflussen Toll-like
Rezeptoren auch in direkter Weise die Funktion von Zellen des adaptiven Immunsystems. So
induzieren TLR9-spezifische Agonisten die Genexpression von IL-6, IL-10, IL-12, MHC Klasse |l
Molekilen, kostimulatorischen Molekiilen (CD80, CD86) sowie die Proliferation von B-Lymphozyten.
Zudem scheinen TLR-vermittelte Signale den Isotypenwechsel der von B-Lymphozyten sekretierten
Immunglobuline zu beeinflussen (Leadbetter et al. 2002, Krieg 2002, Anders et al. 2004, Pasare und
Medzhitov 2004, Iwasaki und Medzhitov 2003). Weiterhin modulieren TLR-Agonisten in direkter
Weise die Funktion CD4'CD25" regulatorischer T-Lymphozyten und sind in der Lage, die
Lebensdauer aktivierter CD4" T-Lymphozyten zu verlangern (Caramalho et al. 2003, Gelman et al.
2004). Zusammenfassend zeigt sich, dass eine Aktivierung von Toll-like Rezeptoren durch
Mikroorganismen und Viren eine zentrale Rolle in der Initiation des angeborenen sowie des
adaptiven Immunsystems spielt, wobei das jeweilige Repertoire aktivierter Toll-like Rezeptoren eine
koordinierte Immunantwort induziert, die exakt auf das entsprechende Pathogen abgestimmt ist.
Toll-like Rezeptoren scheinen dariiber hinaus in der Pathogenese kardiovaskularer (Atherosklerose)
und autoimmuner Erkrankungen (Typ | Diabetes, systemischer Lupus erythematodes, multiple
Sklerose) involviert zu sein (Cook et al. 2004, Vink et al. 2004, Bach 2005, Rifkin et al. 2005, Mullick
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et al. 2005, Prinz et al. 2006). Wie an transgenen Tiermodellen gezeigt werden konnte, erfolgt eine
Aktivierung bestimmter Toll-like Rezeptoren in vivo auch in Abwesenheit infektidser
Mikroorganismen (,sterile Inflammation®). So wurde beschrieben, dass TLR4 eine Schadigung von
Leber und Herzmuskel als Folge einer transienten Ischamie bzw. eines myokardialen Infarktes
vermittelt. Fir TLR2 konnte eine Rolle bei der Regeneration des ventrikularen Myokards nach
akutem Infarkt sowie eine Beteiligung an der Ausbildung atherosklerotischer Lasionen und der
Initiation inflammatorischer Prozesse als Folge einer transienten Ischamie in der Niere
nachgewiesen werden (Zhai et al. 2004, Oyama et al. 2004, Shishido et al. 2003, Mullick et al. 2005,
Leemans et al. 2005). Eine Aktivierung von Toll-like Rezeptoren kénnte in diesem Zusammenhang
durch bestimmte kdrpereigene Komponenten, die man als endogene Agonisten bezeichnet (Tab.

1.2.5), vermittelt werden.

1.2.4 TLR-vermittelte Signaltransduktion

Nach Aktivierung durch pathogenassoziierte Strukturen fungieren TLRs als signaltransduzierende
Rezeptoren. Die unter 1.2.3 dargestellten zentralen Funktionen in der Immunabwehr machen Toll-
like Rezeptoren und die von ihnen aktivierten Signalkaskaden zu einem geeigneten
pharmakologischen Ziel, um beispielsweise die Therapie von Autoimmunerkrankungen, von
chronischen Entziindungen oder von Sepsis zu optimieren. Deshalb sind seit wenigen Jahren die
von Toll-like Rezeptoren vermittelten Signaltransduktionskaskaden Gegenstand intensiver
Forschung.

Wie bereits erwahnt wurde, spielt in der Initiation TLR-vermittelter Signalkaskaden die Interaktion
zwischen den zytoplasmatischen TIR-Doméanen dieser Rezeptoren und zytoplasmatischen
Adaptorproteinen eine entscheidende Rolle. Mit MyD88 (myeloid differentiation primary-response
protein 88), TIRAP (TIR-domain containing adaptor protein), das auch als MAL (MyD88-adaptor like
protein) bezeichnet wird, TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-B) und TRAM
(TRIF-related adaptor molecule) wurden bislang 4 verschiedene solcher Adaptorproteine identifiziert.
Alle diese Proteine enthalten jeweils eine TIR-Domane, die zu denen von Toll-like Rezeptoren und
IL-1-Rezeptoren homolog ist. Eine Aktivierung von TLRs durch entsprechende Agonisten ermdglicht
die homophile Interaktion zwischen den TIR-Domanen von Rezeptoren und Adaptorproteinen und
somit die Anlagerung letzterer an die zytoplasmatischen Rezeptordomanen. Man geht davon aus,
dass flr diese Interaktion eine durch entsprechende Agonisten induzierte Dimerisierung der TLRs
notwendig ist (Takeda und Akira 2005). Die Mitglieder der Toll-like-Rezeptorfamilie unterscheiden
sich zum Teil erheblich hinsichtlich der von ihnen ausgeldsten Signaltransduktionskaskaden und
somit in der Regulation bestimmter Gene. Diese Spezifitat der Signaltransduktion entsteht hierbei
Uberwiegend auf Ebene der Adaptorproteine, indem individuelle TLRs mit verschiedenen bzw.
Kombinationen verschiedener Adaptorproteine interagieren. In diesem Zusammenhang

unterscheidet man im Allgemeinen MyD88-abhangige sowie MyD88-unabhangige Signalkaskaden.
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MyD88-abhangige Signaltransduktionskaskaden

Fir eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und eine davon abhangige Expression
inflammatorischer Zytokine wie TNF-a oder IL-6 durch die Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR4, TLRS5,
TLR7/8 und TLR9 spielt das Adaptorprotein MyD88 eine wichtige Rolle (Takeda et al. 2003, Akira
und Takeda 2004, Dunne und O’Neill 2003, Horng und Medzhitov 2001, Adachi et al. 1998). Dieses
bindet nach Aktivierung der Rezeptoren direkt an die zytoplasmatische TIR-Domane von TLRS5,
TLR7/8 und TLR9. Fir eine Initiation MyD88-abhangiger Signalwege durch TLR2 und TLR4 ist
neben diesem Protein mit TIRAP/MAL ein weiteres Adaptorprotein essentiell (Horng et al. 2001,
Fitzgerald et al. 2001, Yamamoto et al. 2002a, Horng et al. 2002). Dieses lagert sich an die TIR-
Domanen von TLR2 und TLR4 an, was schlief3lich zur Bindung von MyD88 an die TIR-Domane von
TIRAP/MAL fiihrt und auf diese Weise eine indirekte Interaktion von MyD88 mit beiden Rezeptoren
ermdglicht.

Rezeptorassoziiertes MyD88 flhrt schliellich zu einer Anlagerung der beiden Serin/Threonin
Kinasen IRAK1 und IRAK4 (IL-1R-associated kinases) an den Proteinkomplex. Diese Bindung wird
Uber eine homophile Interaktion zwischen den N-terminalen Todesdomanen (DD, death domain) von
MyD88 und der Proteinkinase IRAK4 vermittelt. Gebundenes IRAK4 phosphoryliert schlief3lich
IRAK1, induziert auf diese Weise deren Autophosphorylierung und erméglicht somit die Anlagerung
von TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6) an den rezeptorassoziierten Proteinkomplex. IRAK1-
TRAF6-Heterodimere werden daraufhin von diesem Komplex freigesetzt und vermitteln letztlich eine
Aktivierung der zytosolischen Proteinkinase TAK1 (TGF-pB-activated kinase 1). Letztere
phosphoryliert den heterotrimeren |IKK-Komplex, bestehend aus den beiden katalytischen
Untereinheiten IKK-a und IKK-B und der regulatorischen Untereinheit NEMO/IKK-y (IKK: IkB-Kinase,
NEMO: NF-kB essential modulator). Der aktivierte IKK-Komplex schlieflich initiilert durch
Phosphorylierung von Proteinen der IkB-Familie (inhibitor of NF-kB) die Freisetzung des
zytoplasmatischen Transkriptionsfaktors NF-kB aus einem inaktiven Proteinkomplex. Der als freies
Dimer vorliegende Transkriptionsfaktor NF-kB transloziert schlief3lich in den Zellkern und vermittelt
durch Bindung an spezifische DNA-Motive eine transkriptionelle Aktivierung bestimmter Zielgene,
wobei im Rahmen MyD88-abhangiger Signalwege insbesondere die Expression inflammatorischer
Zytokine (TNF-q, IL-6, IL-1B) und verschiedener Chemokine induziert wird (Akira und Takeda 2004).
Eine Initiation dieser MyD88-abhangigen Signalkaskade erfolgt nach Aktivierung aller oben
erwahnten Toll-like Rezeptoren. Dennoch unterscheiden sich die von diesen Rezeptoren induzierten
Signalwege hinsichtlich der Regulation bestimmter Gene. So flhrt eine Aktivierung von TLR7, TLR8
und TLR9, nicht jedoch von TLR2, TLR4 oder TLR5, in MyD88-abhangiger Weise zu einer Induktion
der Interferon-a- (IFN-a) Genexpression. Hierbei scheint eine IRAK-1-abhangige Phosphorylierung
des zytoplasmatischen Transkriptionsfaktors IRF-7 (interferon-regulatory factor 7) nach Bildung
eines rezeptorassoziierten Proteinkomplexes bestehend aus MyD88, TRAF6 und IRAK-1 die
Expression von IFN-a zu vermitteln (Kawai et al. 2004, Uematsu et al. 2005). Die Tatsache, dass
nach Aktivierung von TLRS5, TLR7/8 und TLR9 eine Signaltransduktion ausschlief3lich in MyD88-

abhangiger Weise erfolgt und diese durch eine direkte Bindung von MyD88 an die zytoplasmatische
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Rezeptordomane vermittelt wird, eine Aktivierung von TLR5 die zellulare IFN-a-Genexpression
jedoch nicht beeinflusst, zeigt, dass die differentielle Modulation der Genexpression durch
individuelle TLRs komplex ist und scheinbar nicht ausschlieRlich auf Ebene der rezeptorassoziierten

Adaptorproteine definiert wird (Means et al. 2003).

MyD88-unabhingige Signaltransduktionskaskaden

Eine Untersuchung von Makrophagen aus MyD88-defizienten Mausen zeigte, dass nach Aktivierung
von TLR4 eine Expression inflammatorischer Zytokine ausbleibt und eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB zeitlich verzégert erfolgt (Kawai et al. 1999). Zudem stellte sich heraus,
dass der TLR4-spezifische Agonist LPS in MyD88-defizienten Makrophagen zur Expression einer
Reihe Interferon-induzierter Gene fiihrt (Kawai et al. 2001). Beides deutete auf die Existenz MyD88-
unabhangiger Signalkaskaden hin. Wie eine Reihe weiterflihrender Studien zeigen konnte, sind
TLR4 und TLR3 in der Lage, in MyD88-unabhangiger Weise die zellulare Genexpression zu
beeinflussen und insbesondere die Expression von Interferon-B (IFN-B) sowie Interferon-regulierter
Gene zu induzieren. Hierbei lasst sich der Einfluss auf letztere Gengruppe lUberwiegend auf die
autokrine/parakrine Wirkung von Interferon-f3 zurlickfiihren (Hoshino et al. 2002, Toshchakov et al.
2002, Doyle et al. 2002, Akira und Takeda 2004). Als zentrale Komponente MyD88-unabhangiger
Signalwege konnte das Adaptorprotein TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-(3)
identifiziert werden, das auch als TICAM1 (TIR-domain-containing molecule 1) bezeichnet wird
(Yamamoto et al. 2002b, Oshiumi et al. 2003a). Wahrend TRIF Uber seine TIR-Domane direkt mit
der TIR-Domane des aktivierten Toll-like Rezeptors 3 interagiert, wird die Bindung von TRIF an die
TIR-Domane von TLR4 von einem weiteren Adaptorprotein vermittelt, das als TRAM (TRIF-related
adaptor molecule) oder TICAM2 (TIR-domain-containing molecule 2) bezeichnet wird (Fitzgerald et
al. 2003b, Oshiumi et al. 2003b). TLR3- und TLR4-assoziiertes TRIF vermittelt schliel3lich die
MyD88-unabhanige Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB sowie die Phosphorylierung des
Transkriptionsfaktors IRF-3 (interferon-regulatory factor 3) und somit die Expression von IFN-[3.

Die C-terminale und N-terminale Domane des Adaptorproteins TRIF sind an der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB beteiligt (Yamamoto et al. 2002b). Die exakten Mechanismen sind in
diesem Zusammenhang noch unklar, die Aktivierung von NF-kB scheint jedoch von TRAFG6, RIP1
(receptor-interacting protein 1) und der Proteinkinase TAK1 vermittelt zu werden (Sato et al. 2003,
Meylan et al. 2004, Cusson-Hermance et al. 2005). Die Phosphorylierung des konstitutiv
exprimierten Transkriptionsfaktors IRF-3 erfolgt im Zytosol durch die beiden Proteinkinasen IKK-¢
(IKK-i, inducible IKK) und TBK1 (TRAF-family-member-associated NF-kB activator (TANK)-binding
kinase), die auch als NAK (NF-kB-activating kinase) bezeichnet wird (Sharma et al. 2003, Fitzgerald
et al. 2003a). TBK1 ist in der Lage, direkt an die N-terminale Domane von TRIF zu binden und
scheint in diesem Zusammenhang die dominante Rolle zu spielen (McWhirter et al. 2004, Sato et al.
2003, Fitzgerald et al. 2003a). Phosphoryliertes IRF-3 transloziert nach Dimerisierung schlieflich in
den Nukleus, wo es an ISRE-Motive (interferon-stimulated response elements) im Promotor

entsprechender Zielgene bindet und deren Expression induziert. Hierbei spielt die Induktion der IFN-
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B-Genexpression eine besondere Rolle, da dieses nach Sekretion in autokriner/parakriner Weise die
Expression zahlreicher sekundarer Interferon-regulierter Gene, wie z.B. TLR3, IRF-7 oder der
induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS, NOS2) vermittelt (Doyle et al. 2002, Doyle et al.
2003, Toshchakov et al. 2002).

TLR &/7/8/9
TLR 1/6 TLR 2

TIRAP

MyDB8

&
S o | ..

NF-kB NF-xB membran

:jcﬂC:DC:CD(::jC:):DC:DC:
NF-kB-Motiv NF-kB-Motiv ISRE
IFN-B,
Interferon-regl‘l?'lierte Gene
MyD88-abhangig MyD88-unabhangig

Abbildung 1.2.4: Vereinfachte Darstellung TLR-vermittelter Signalwege: Eine Aktivierung der Toll-like
Rezeptoren TLR2, TLRS, TLR7/8, und TLR fiihrt in MyD88-abhangiger Weise zu einer raschen (<1h) Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB, was unter anderem die Genexpression inflammatorischer Zytokine und
Chemokine induziert. TLR3-aktivierte Signalwege hingegen werden in MyD88-unabhangiger Weise vom
Adaptorprotein TRIF vermittelt. Hierbei kommt es zu einer verzogerten (1-2h) Aktivierung von NF-kB sowie zu
einer Phosphorylierung von IRF-3. Letzteres bindet an regulatorische ISRE-Motive im Promotor verschiedener
Zielgene und induziert in Kooperation mit NF-kB die Expression des Typl-Interferons IFN-f. Neusynthetisiertes
IFN-B vermittelt schlieBlich in autokriner/parakriner Weise die Expression Interferon-induzierbarer Gene. TLR4 ist
als einziger Vertreter der TLR-Familie in der Lage sowohl MyD88-abhangige als auch MyD88-unabhéngige
Signalwege zu aktivieren. (gelbe Ovale: TIR-Doméane von TLRs und Adaptorproteinen) (nach Takeda und Akira
2004)

21



Einleitung

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB sowohl im
Rahmen MyD88-abhangiger als auch MyD88-unabhangiger Signalkaskaden erfolgt. MyD88-
abhangige Signalwege, die von den Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR4, TLR5, TLR7/8 und TLR9
vermittelt werden, flihren hierbei in der Regel innerhalb kirzester Zeit (<1h) zu einer Aktivierung von
NF-kB und als Folge hiervon zu einer raschen Induktion der Genexpression von inflammatorischen
Zytokinen, Chemokinen und kostimulierenden Signalmolekiilen. Als Folge einer Aktivierung MyD88-
unabhangiger, TRIF-abhangiger Signalwege durch die beiden Toll-like Rezeptoren TLR3 und TLR4
kommt es hingegen zu einer zeitlich verzégerten (1-2h) Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
sowie zur Phosphorylierung von IRF-3. Ein wesentlicher Unterschied zu MyD88-abhangigen
Signalwegen besteht somit in der IRF-3-abhangigen Induktion der IFN-B-Expression sowie in der
autokrinen/parakrinen Regulation Interferon-induzierter Gene (Abb. 1.2.4). Weiterhin muss erwahnt
werden, dass im Rahmen beider Signalkaskaden eine TAK1-vermittelte Aktivierung verschiedener
MAPK (mitogen-activated protein kinase), wie JNK (c-Jun N-terminal kinase), p38 oder ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase 1/2, p42/p44), erfolgt und TLRs somit auch die Expression
AP1-abhangig regulierter Gene beeinflussen (Akira und Takeda 2004, Huang et al. 2003, Jiang et al.
2003). Zudem zeigt sich, dass TLR4 eine Sonderstellung einnimmt, da er als einziger Vertreter der
TLR-Familie mit sdmtlichen der 4 beschriebenen zytoplasmatischen Adaptorproteine interagiert und
somit sowohl MyD88-abhangige als auch MyD88-unabhangige Signalkaskaden aktivieren kann
(Abb. 1.2.4).

1.2.5 Agonisten von Toll-like Rezeptoren

1.2.51 Pathogenassoziierte und synthetische TLR-Agonisten

Wie bereits erwahnt wurde, fungieren Toll-ike Rezeptoren als signaltransduzierende
Mustererkennungsrezeptoren, die durch konservierte Strukturen vieler verschiedener Pathogene
aktiviert werden. Diese TLR-aktivierenden Faktoren, die als PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) bezeichnet werden, weisen eine hohe strukturelle Diversitat auf und umfassen neben
acylierten Proteinen und Peptiden unter anderem auch Nukleinsduren sowie virale Hullproteine.
Weiterhin besitzt eine Reihe synthetischer Verbindungen, die strukturelle Ahnlichkeiten mit

entsprechenden PAMPs aufweisen, TLR-aktivierende Eigenschaften (Tabelle 1.2.5).

TLR2, TLR1, TLR6, TLR10

TLR2 erkennt im Vergleich zu anderen bekannten Toll-like Rezeptoren das breiteste Spektrum an
mikrobiellen Strukturen. Als TLR2-spezifische Agonisten wurden in erster Linie Zellwandbestandteile
einer Reihe unterschiedlicher Mikroorganismen beschrieben. So besitzen unter anderem
Lipoproteine von Mycobacterium tuberculosis, Borrelia burgdorferi und Mycoplasma fermentans,
Peptidoglykan und Lipoteichonsdure Gram-positiver Bakterien sowie Lipoarabinomannan von
Mykobakterien TLR2-aktivierende Eigenschaften. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Glykoinositolphospholipide von  Trypanosoma Cruzi, ein phenollésliches Modulin von

Staphylococcus epidermis, Porine der aufleren Membran von Neisseria, Hamagglutinin von
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Masernviren sowie Zymosan, einem Zellwandbestandteil von Hefepilzen, von TLR2 erkannt werden
(Takeda et al. 2003, Takeda und Akira 2005). Das breite Spektrum an TLR2-spezifischen Agonisten
I&sst sich zum Teil darauf zurlickfiihren, dass TLR2 mit bestimmten Korezeptoren interagieren kann.
Von besonderer Bedeutung bei der Erkennung bakterieller Lipoproteine ist die Bildung funktioneller
Heterodimere mit den beiden Toll-like Rezeptoren TLR1 und TLR6. Diese besitzen selbst keine
signaltransduzierenden Eigenschaften und fungieren scheinbar ausschlieRlich als akzessorische
Rezeptoren bei der Diskriminierung verschiedener bakterieller Lipoproteintypen. Essentiell fir die
immunstimulatorischen Eigenschaften bakterieller Lipoproteine sind N-terminale Lipidstrukturen.
TLR2/TLR1-Heterodimere erkennen in diesem Zusammenhang den N-terminalen triacylierten
Cysteinrest, der Bestandteil vieler bakterieller Lipoproteine ist. Zudem fungiert das synthetische
triacylierte Lipohexapeptid Pam3Cys-Ser-Lys, (Pam3zCSK;) als Agonist des TLR2/TLR1-
Rezeptorkomplexes (Takeuchi et al. 2002). Von Mykoplasmen stammende Lipoproteine, wie
MALP-2 (macrophage-activating lipoprotein 2), weisen hingegen einen diacylierten N-Terminus auf
und werden von TLR2/TLR6-Heterodimeren erkannt (Takeuchi et al. 2001). Mit dem Protein CD36,
einem Vertreter der Typ B Scavengerrezeptorfamilie, wurde kirzlich ein weiterer Korezeptor fir
TLR2 beschrieben. Dieser ist an der Erkennung von Lipoteichonsdure und MALP-2 beteiligt und
scheint als akzessorischer Korezeptor bei der Aktivierung des TLR2/TLR6-Rezeptorkomplexes
durch Diacylglyceride zu fungieren (Hoebe et al. 2005). Fir TLR10, der zusammen mit TLR2, TLR1
und TLR6 der TLR2-Unterfamilie von Toll-like Rezeptoren zugeordnet wird und der hinsichtlich
seiner Struktur insbesondere zu TLR1 und TLR6 eine enge Verwandtschaft aufweist, ist bislang kein
spezifischer Agonist beschrieben worden. Wahrend humaner TLR10 vermutlich funktionell ist,
scheint das murine Homolog aufgrund eines Sequenzaustausches im tIr10-Genlokus nicht
funktionell zu sein (Takeda und Akira 2005).

TLR3

Der Toll-like Rezeptor 3 wurde als Rezeptor flr doppelstrangige RNA beschrieben (Alexopoulou et
al. 2001, Matsumoto et al. 2002). Als TLRS3-spezifische Agonisten wurden unter anderem
doppelstrangige RNA identifiziert, die aus Reoviren und Rotaviren isoliert wurde (Alexopoulou et al.
2001, Matsumoto et al. 2003). Wie an einem Tiermodell TLR3-defizienter Mause gezeigt werden
konnte, besitzt dieser Rezeptor auch eine Funktion in der Immunabwehr nach Infektion mit murinem
Cytomegalievirus (MCMV), einem DNA-Virus (Tabeta et al. 2004). Dies zeigt, dass TLR3 neben der
Erkennung doppelstrangiger RNA-Viren auch an der Immunabwehr von DNA-Viren beteiligt ist, was
moglicherweise auf eine generelle Funktion dieses Rezeptors im Rahmen viraler Infektionen
hindeutet. Doppelstrangige RNA ist ein molekulares Muster, das im Verlauf des Replikationszyklus
verschiedener Virentypen entsteht, beispielsweise durch eine bidirektionale Transkription des
Genoms von DNA-Viren. Doppelstrangige Replikationsintermediate kénnen zudem als Folge einer
viral induzierten Zelllyse in den extrazellularen Raum freigesetzt werden (Boehme und Compton
2004). TLR3 erkennt darliber hinaus auch doppelstrangige RNA nicht-viralen Ursprungs. So wurde

aus Eiern des parasitischen Helminthen Schistosoma mansoni praparierte RNA als TLR3-Agonist
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beschrieben (Aksoy et al. 2005). Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Reihe synthetischer
Ribonukleinsauren wie das synthetische Homopolymer Polyadenosin-Polyuridin (Poly(A:U)), siRNA
(small interfering RNA), shRNA (short hairpin RNA) und in vitro transkribierte mRNA TLRS3-
aktivierende Eigenschaften aufweisen. Den bislang starksten Aktivator TLR3-vermittelter Signalwege
stellt jedoch das synthetische Homopolymer Polyinosin-Polycytidin (Poly(l:C)) dar (Alexopoulou et al.
2001, Kariko et al. 2004a, Kariko et al. 2004b, Kariko et al. 2004c¢, Matsumoto et al. 2003).

TLR4

Genetische Untersuchungen zweier Mausstdamme (C3H/HeJ und C57BL10/ScCr), die hyposensitiv
gegenuber einem durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) induzierten septischen Schock sind,
zeigten, dass diese Eigenschaft auf Mutationen im tlr4-Gen zuriickzufihren ist (Poltorak et al. 1998,
Qureshi et al. 1999). Nach Herstellung TLR4-defizienter Mause durch gezielten ,knock-out“ des
tir4-Gens konnte die essentielle Funktion dieses Rezeptors bei der Erkennung von
Lipopolysacchariden Gram-negativer Bakterien (E. coli, Salmonella) bestatigt werden (Hoshino et al.
1999). Weiterfihrende Studien zeigten, dass TLR4 Teil eines LPS-Rezeptorkomplexes ist, der
weiterhin das Glykosylphosphatidylinositol-verankerte Membranprotein CD14 sowie das sezernierte
Protein MD-2 enthalt (Fitzgerald et al. 2004). Letzteres ist mit der extrazellularen Domane von TLR4
assoziiert (Abb. 1.2.4). Fir eine maximale Funktionalitat dieses Rezeptorkomplexes ist zudem das
aus dem Serum stammende LPS-bindende Protein (LPS-binding protein, LBP) notwendig. Dieses ist
in der Lage, bakterielle Lipopolysaccharide mit hoher Affinitdt zu binden. Die entstehenden LPS-
LBP-Komplexe binden anschlieRend tber CD14 an die Zelloberflache und werden dem TLR4/MD-2-
Komplex zugeflihrt. Dies fiihrt schlieBlich zu einer Aktivierung von TLR4, der die
signaltransduzierende Komponente des multimeren LPS-Rezeptorkomplexes darstellt (Shimazu et
al. 1999, Akashi et al. 2000a, Akashi et al. 2000b, Da Silva Correia et al. 2001, Nagai et al. 2002).
Neben LPS wurde auch das von Chlamydia pneumoniae stammende 60kDa Hitzeschockprotein
(Hsp60) als TLR4-Agonist beschrieben (Sasu et al. 2001, Bulut et al. 2002). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass TLR4 auch virale Strukturen erkennt und durch das Fusionsprotein (F-Protein)
des respiratorischen Synzytial Virus (RSV) sowie durch bestimmte Hullproteine muriner Retroviren
(mouse mammary tumor virus (MMTYV), Moloney murine leukemia virus (MMLV)) aktiviert wird (Kurt-
Jones et al. 2000, Rassa et al. 2002). Interessant ist, dass TLR4 auch die immunstimulatorische

Wirkung des pflanzlichen Diterpens Taxol vermittelt (Kawasaki et al. 2000).

TLR5

Als bislang einziger Agonist des Toll-like Rezeptors 5 konnte Flagellin identifiziert werden (Hayashi
et al. 2001). Flagellin ist als Strukturprotein ein Hauptbestandteil bakterieller Flagellen. Die C-
terminalen sowie N-terminalen Bereiche homologer Flagelline verschiedener Gram-negativer
Bakterien weisen einen hohen Grad an Konservierung auf und vermitteln die immunstimulatorische

Wirkung dieses Proteins. TLR5 scheint somit an der Erkennung begeilielter Bakterien wie Listeria

24



Einleitung

monocytogenes, Legionella pneumophila oder Salmonella beteiligt zu sein (Eaves-Pyles et al. 2001,
Smith et al. 2003, Hawn et al. 2003).

TLR7, TLR8

Die beiden Toll-like Rezeptoren TLR7 und TLR8 sind strukturell sehr dhnlich und werden in vielen
Fallen durch die gleichen Agonisten aktiviert. Eine Untersuchung TLR7-defizienter Mause zeigte,
dass dieser Rezeptor synthetische Imidazoquinoline (Imiquimod, Resiquimod (R-848)) erkennt, die
in der Behandlung von Genitalwarzen, die mit viralen Infektionen in Verbindung stehen, eine
klinische Anwendung finden (Hemmi et al. 2002). Wie Jurk et al. zeigen konnten, werden diese
synthetischen Verbindungen auch von humanen TLR7 und TLR8, jedoch nicht von murinem TLRS,
erkannt (Jurk et al. 2002). In weiteren Studien wurde Loxoribin (7-allyl-8-oxoguanosin), eine
synthetische Verbindung mit antiviralen Eigenschaften, als weiterer Agonist fur TLR7 identifiziert
(Lee at al. 2003, Heil et al. 2003). Die Tatsache, dass die Struktur von Imidazoquinolinen und
Loxoribin mit der des Guanosinnukleosids verwandt ist, fihrte zu der Vermutung, dass humaner und
muriner TLR7 und humaner TLR8 an der Erkennung viraler Nukleinsdurestrukturen beteiligt sind.
Diese Hypothese konnte schlieRlich in mehreren unabhangigen Studien bestatigt und guanosin- und
uridinreiche einzelstrangige RNA viralen Ursprungs (humanes Immundefienzvirus (HIV), Vesicular-
Stomatitis-Virus (VSV), Influenza Virus) als spezifischer Agonist fir TLR7 und humanen TLR8
identifiziert werden (Heil et al. 2004, Diebold et al. 2004, Lund et al. 2004). Wie im Tiermodell TLR7-
defizienter Mause gezeigt werden konnte, ist dieser Rezeptor entscheidend an der Initiation einer

Immunabwehr als Folge einer Infektion mit einzelstrangigen RNA Viren beteiligt (Lund et al. 2004).

TLR9

Eine Untersuchung TLR9-defizienter Mause zeigte, dass dieser Rezeptor bakterielle DNA erkennt.
Entscheidend fir die immunstimulatorische Wirkung bakterieller DNA sind hierbei unmethylierte
CpG-Dinuklecotide (Desoxycytidylatphosphat-Desoxyguanylat-Dinukleotide) innerhalb bestimmter
Basensequenzen, die als CpG-Motive bezeichnet werden und als TLR9-spezifische Agonisten
fungieren (Hemmi et al. 2000). Im Genom von Vertebraten ist zum einen die Haufigkeit solcher CpG-
Motive deutlich geringer, zum anderen ist der Cytosinrest dieser Motive oft methyliert, was zu einer
deutlichen Reduktion der TLR9-aktivierenden Eigenschaften fuhrt. Beides erklart die geringe
immunstimulatorische Wirkung von Sauger-DNA. Neben bakterieller DNA erkennt TLR9 auch CpG-
Motive in der DNA von Herpesviren (Herpes simplex Virus (HSV)) und spielt unter anderem eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr nach Infektion mit murinem Cytomegalievirus (Lund et al. 2003,
Krug et al. 2004, Tabeta et al. 2004). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass TLR9 die
immunstimulatorische ~ Wirkung  verschiedener  synthetischer  Oligodesoxynukleotide  mit
entsprechenden CpG-Motiven (CpG-ODN) vermittelt (Hemmi et al. 2003).

25



Einleitung

TLR11

Der von Epithelzellen der Harnblase exprimierte TLR11 wurde als Rezeptor beschrieben, welcher
die Initiation einer Immunabwehr als Folge einer Infektion mit uropathogenen Bakterien vermittelt
(Zhang et al. 2004). Die bakteriellen Strukturen, die von TLR11 erkannt werden, sind bislang jedoch
unbekannt. In einer kirzlich veroffentlichten Studie konnte zudem ein profilindahnliches Protein des
parasitischen Protozoen Toxoplasma gondii als TLR11-spezifischer Agonist identifiziert werden
(Yarovinsky et al. 2005). Wahrend muriner TLR11 funktionell ist, fihrt ein internes Stop-Codon im
humanen tlr11-Gen, das aus einer Punktmutation resultiert, zur Synthese eines verklrzten, nicht
funktionellen Proteins (Zhang et al. 2004).

1.2.5.2 Endogene TLR-Agonisten

Interessant ist, dass neben pathogenassoziierten Faktoren scheinbar auch eine Reihe kdrpereigener
Komponenten die Eigenschaft besitzen, bestimmte Mitglieder der Toll-like Rezeptorfamilie zu
aktivieren. Diese werden als endogene TLR-Agonisten bezeichnet und umfassen unter anderem
ubiquitar exprimierte intrazellulare Komponenten sowie Bestandteile der extrazellularen Matrix
(Tabelle 1.2.5). Einige dieser endogenen TLR-Agonisten weisen zudem in struktureller Hinsicht eine
enge Verwandtschaft zu entsprechenden PAMPs auf (Beg et al. 2002).

In einer Reihe unabhangiger Studien wurden die immunstimulatorischen Eigenschaften
verschiedener humaner und muriner Hitzeschockproteine wie Hsp70, Hsp60, Hsp90 oder gp96
mehrfach beschrieben (Guzhova et al. 1998, Todryk et al. 1999, Kol et al. 1999, Chen et al. 1999,
Singh-Jasuja et al. 2000, Asea et al. 2000, Binder et al. 2000b, Berwin et al. 2001, Kuppner et al.
2001, Somersan et al. 2001, Vabulas et al. 2001, Vabulas et al. 2002a, Vabulas et al. 2002b,
Panjwani et al. 2002, Bethke et al. 2002, Flohe et al. 2003, Radsak et al. 2003). Wie Basu und
Mitarbeiter zeigen konnten, werden die intrazellularen Hitzeschockproteine Hsp70, Hsp90 und gp96
aus nekrotischen, nicht jedoch apoptotischen Zellen freigesetzt und induzieren in dendritischen
Zellen die Expression inflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1B, IL-12), kostimulatorischer Molekule
(CD80, CD86, CD40) und MHC Klasse Il Proteine (Basu et al. 2000). Dies zeigt, dass
Hitzeschockproteine nach Freisetzung in den extrazelluldren Raum in der Lage sind, eine
Aktivierung und Reifung von Immunzellen zu induzieren und somit die immunstimulatorische
Wirkung nekrotischer Zellen zu vermitteln. In weiterfiUhrenden Untersuchungen konnten schlief3lich
die beiden Toll-like Rezeptoren TLR2 und TLR4 als Signalrezeptoren identifiziert werden, welche
durch extrazelluldre Hitzeschockproteine (Hsp70, Hsp60, gp96, Hsp90, Hsp32) aktiviert werden und
in NF-kB-abhangiger Weise die Expression von Adhasionsmolekilen, inflammatorischen Zytokinen
und kostimulatorischen Molekilen vermitteln (Kol et al. 2000, Ohashi et al. 2000, Vabulas et al.
2001, Vabulas et al. 2002a, Vabulas et al. 2002b, Vabulas et al. 2002c, Asea et al. 2002, Beg 2002,
Kakimura et al. 2002, Dybdahl et al. 2002). Da Hitzeschockproteine die Eigenschaft besitzen, LPS
mit hoher Affinitdt zu binden, ist gegenwartig jedoch unklar, ob eine Kontamination mit
Lipopolysaccharid fir die Aktivierung des TLR4-Rezeptorkomplexes verantwortlich ist. Insbesondere

in Studien, in welchen rekombinant in E. coli exprimierte Hitzeschockproteine eingesetzt wurden,
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kénnten die TLR4-aktivierenden Eigenschaften dieser Proteine zum Teil auf kontaminierendes LPS
zurlckzufiihren sein (Bausinger et al. 2002, Wallin et al. 2002, Reed et al. 2003, Gao und Tsan
2003a, Gao und Tsan 2003b, Tsan und Gao 2004).

TLR2 und TLR4 sind zudem als Signalrezeptoren beschrieben, welche die inflammatorische
Wirkung von extrazellularem HMGB1 (high mobility group box 1 protein) vermitteln. HMGB1 ist ein
chromatinbindendes Protein, das wahrend einer zelluldaren Nekrose passiv freigesetzt wird (Scaffidi
et al. 2002, Park et al. 2004). Arbeiten der Gruppe von Amer Beg zeigen, dass auch nekrotisches
Zellmaterial zu einer Aktivierung von TLR2, insbesondere des heterodimeren TLR2/TLR6-
Rezeptorkomplexes, fuhrt sowie in TLR2-abhangiger Weise die Genexpression von Makrophagen
und Fibroblasten moduliert (Li et al. 2001). Die TLR2-aktivierenden Faktoren nekrotischer Zellen
wurden im Rahmen dieser Studie jedoch nicht identifiziert.

Weiterhin fungieren auch Komponenten der extrazellularen Matrix als endogene TLR-Agonisten. In
diesem Zusammenhang wurde eine spezifische Aktivierung der Toll-like Rezeptoren TLR2 und TLR4
durch I@sliches Biglykan sowie eine Aktivierung von TLR4 durch l6sliches Heparansulfat, durch
niedermolekulare Fragmente der Hyaluronsaure, durch die EDA-Domane (type lll repeat extra
domain A) des Fibronektins und durch Fibrinogen beschrieben (Schaefer et al. 2005, Smiley et al.
2001, Johnson et al. 2002, Termeer et al. 2002, Taylor et al. 2004, Okamura et al. 2001). Diese
Komponenten werden als Folge von Gewebsverletzungen oder Entziindungsreaktionen exprimiert
(EDA-Domane des Fibronektins, Biglykan), hydrolytisch aus der intakten extrazellularen Matrix und
von Zelloberflachen freigesetzt (l6sliches Biglykan, I0sliches Heparansulfat, I6sliche
Hyaluronsaurefragmente) oder in den extravaskuldren Raum transloziert (Fibrinogen) und scheinen
aufgrund ihrer TLR-aktivierenden Eigenschaften an der Initiation und Verstarkung inflammatorischer
Prozesse in den betroffenen Geweben beteiligt zu sein.

Auch das antibakterielle Peptid B-Defensin 2, dessen Expression in Darm- und Lungenepithelien in
TLR-abhangiger Weise induziert wird, fungiert als endogener TLR-Agonist und ist in der Lage, in
TLR4-abhangiger Weise eine Aktivierung und Reifung dendritischer Zellen zu induzieren (Biragyn et
al. 2002). Dieses Peptid konnte als endogener TLR-Agonist Teil eines positiven
Ruckkopplungsmechanismus  darstellen und somit an der  Verstarkung lokaler
Entzindungsreaktionen sowie an der Initiation einer adaptiven Immunantwort beteiligt sein.

Auch zelluldare Nukleinsauren sind in der Lage, bestimmte Toll-like Rezeptoren zu aktivieren und
stellen somit ebenfalls endogene TLR-Agonisten dar. Es konnte gezeigt werden, dass aus primar
wie sekundar nekrotischen Zellen freigesetzte RNA und DNA in Gegenwart von Autoantikdrpern aus
dem Serum von SLE-Patienten (systemischer Lupus erythematodes) die Expression von IFN-a in
plasmazytoiden dendritischen Zellen induzieren (Lovgren et al. 2004). Ergebnisse einer parallelen
Studie lassen vermuten, dass sich dies zum Teil auf eine Aktivierung von TLR9 zuriickfihren lasst,
da in humanen Immunkomplexen enthaltene kérpereigene DNA als TLR9-Agonist fungiert und unter
anderem die IFN-a-Genexpression in plasmazytoiden dendritischen Zellen induziert. Fir eine
Aktivierung von TLR9 ist hierbei eine vorausgehende und vom Rezeptor CD32 (FcyRIla) vermittelte

Endozytose dieser chromatinenthaltenden Immunkomplexe notwendig. Eine Aktivierung von
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intrazelluldrem TLR9 erfolgt schlieRlich in lysosomalen/endosomalen Kompartimenten (Means et al.
2005). Ein ahnlicher Mechanismus scheint auch fir die Aktivierung autoreaktiver B-Zellen durch
Immunkomplexe, bestehend aus dem Immunglobulin IgG2a und Chromatin, verantwortlich zu sein.

Hierbei wird die Endozytose der Immunkomplexe vom B-Zell-Rezeptor vermittelt. Zudem konnten in

pathogenassoziierte (PAMPs) endogene Agonisten
und synthetische Agonisten 9 9
TLR1/ | triacylierte bakterielle Lipoproteine und Lipopeptide .
TLR2 | Pam,Cys-Ser-Lys, (synthetisch) nicht bekannt
Lipoproteine, Lipopeptide (Mycobacteria, Borrelia,
Mykoplasmen)
Pam,Cys-Ser-Lys, (synthetisch) . )
Peptidoglykan (Gram-positive Bakterien) Hltzeschogkprotelng .
. ) » o : HMGB1(high mobility group box 1 protein)
Lipoteichonsaure (Gram-positive Bakterien) P :
TLR2 . ) . I6sliches Biglykan
Lipoarabinomannan (Mycobacteria) L o .
L L . nicht identifizierte Komponente nekrotischer
Gykoinositolphospholipide (Trypanosoma Cruzi) Zellen
phenol-lésliches Modulin (Staphylococcus epidermis)
Porine (Neisseria), Hamagglutinin (Masernvirus)
Zymosan (Hefe)
virale doppelstréngige RNA (Reoviren, Rotaviren)
RNA aus Eiern von Helminthen (Schistosoma mansoni) RNA-Ribonukleoprotein-Komolexe
TLR3 | Poly(l:C), Poly(A:U) (synthetische doppelstrangige RNA) RNA nekrotische‘r) Zellen ? P
siRNA, shRNA (synthetisch) ’
mRNA (synthetisch)
Hitzeschockproteine
Lipopolysaccharid (Gram-negative Bakterien) HMG B1 (high mobility group box 1 protein)
. . I6sliches Heparansulfat
Hsp60 (Chlamydia pneumoniae) 1Gsliches Bialvkan
TLR4 | F-Protein (respiratorischer Synzytial Virus, RSV) . gy -
. . . niedermolekulare Fragmente der Hyaluronsaure
retrovirale Hullproteine (MMTV, MMLV) . . ..
. . Fibronektin (EDA-Doméne)
Taxol (pflanzliches Diterpen) S
Fibrinogen
B-Defensin 2
Flagellin .
TLRS | (begeiRelte Bakterien) nicht bekannt
TLR6/ | diacylierte bakterielle Lipoproteine und Lipopeptide nicht identifizierte Komponente nekrotischer
TLR2 | MALP-2 (Mykoplasmen) Zellen
virale einzelstrangige RNA (HIV, VSV, Influenza Virus)
Imidazoquinoline (Imiquimod, Resiquimod (R-848))
TLR7 | (synthethisch) mRNA (isoliert aus Milzzellen)
Loxoribin (synthetisch)
mRNA (synthetisch)
virale einzelstrangige RNA
TLR8 | Imidazoquinoline (Imiquimod, Resiquimod (R-848)) nicht bekannt
(synthethisch)
bakterielle unmethylierte CpG-DNA
TLR9 | virale CpG-DNA (HSV, CMV) Chromatin-Immunglobulin-Komplexe
synthetische CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-ODN)
TLR10 | nicht bekannt nicht bekannt
nicht identifizierte Komponente uropathogener Bakterien .
TLR11 Profilin-ahnliches Protein (Toxoplasma gondii) nicht bekannt
Tabelle 1.2.5: Pathogenassoziierte, synthetische und endogene TLR-Agonisten

(siRNA: small interfering RNA, shRNA: small hairpin RNA, MMTV: mouse mammary tumor virus, MMLV: Moloney
murine leukemia virus, HIV: humanes Immundefizienzvirus, VSV: Vesicular-Stomatitis-Virus, HSV: Herpes
simplex Virus, CMV: Cytomegalievirus)
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der DNA vorkommende hypomethylierte CpG-Motive als TLR9-aktivierende Komponenten der
chromatinenthaltenden Immunkomplexe identifiziert werden (Leadbetter et al. 2002, Viglianti et al.
2003). Des Weiteren wurde RNA, die mit der 70kDa Untereinheit des U1 Ribonukleoproteins (RNP)
assoziiert und in Zellkernextrakten enthalten ist, als endogener TLR3-Agonist identifiziert (Hoffman
et al. 2004). Zudem existieren Hinweise darauf, dass aus nekrotischen Zellen freigesetzte RNA die
Genexpression vitaler Zellen in TLR3-abhangiger Weise moduliert und unter anderem die IFN-ao-
Genexpression in dendritischen Zellen induziert (Kariko et al. 2004a). Diese Hypothese wird durch
eine kurzlich veroffentlichte Studie unterstitzt. Wie Brentano und Mitarbeiter zeigen konnten,
induzieren nekrotische Zellen ahnlich wie die synthetische doppelstrangige RNA Poly(l:C) die
Expression von IFN-B, der beiden Chemokine IP-10 (CXCL10) und RANTES (CCL5) sowie des
inflammatorischen Zytokins IL-6 in primaren humanen TLR3-exprimierenden Fibroblasten (Brentano
et al. 2005). In allen Fallen kénnten doppelstrangige Sekundarstrukturen fiir die TLR3-aktivierenden
Eigenschaften extrazellularer endogener Ribonukleinsduren verantwortlich sein. Die Tatsache, dass
in vitro transkribierte mRNA oder aus Milzzellen isolierte mRNA in der Lage ist, in TLR7-abhangiger
Weise die IFN-a-Genexpression plasmazytoider dendritischer Zellen zu induzieren, deutet darauf
hin, dass auch zellulare einzelstrdngige RNA nach Freisetzung in den extrazellularen Raum einen
potentiell endogenen TLR-Agonisten darstellt (Diebold et al. 2004).

Zusammenfassend zeigen diese Studien, dass Toll-like Rezeptoren neben pathogenassoziierten
Strukturen auch eine Reihe korpereigener Komponenten erkennen, die im Rahmen von Infektionen
oder Verletzungen beispielsweise durch Modifikation der extrazellularen Matrix gebildet oder aus
nekrotischen Zellen freigesetzt werden. Diese endogenen TLR-Agonisten kdnnten in infizierten
Geweben als korpereigenes Adjuvans fungieren und zu einer Verstarkung der Immunabwehr
beitragen. Weiterhin kdnnten endogene TLR-Agonisten in verletzten Geweben als Alarmsignale
dienen, welche auch in Abwesenheit von Pathogenen eine Initiation inflammatorischer Prozesse

sowie eine nachfolgende Regeneration betroffener Gewebe erméglichen.

1.3 Ziele der Arbeit

Apolipoprotein  J ist ein sekretiertes heterodimeres Glykoprotein mit zytoprotektiven,
antiapoptotischen, antiinflammatorischen und antioxidativen Eigenschaften, dessen Expression
insbesondere in degenerierenden und verletzten Geweben sowie im Rahmen akuter
Entziindungsreaktionen stark erhéht ist. Eine vermehrte Expression dieses Proteins beschrankt sich
unter pathophysiologischen Bedingungen ausschlieRlich auf die vitalen Zellen betroffener Gewebe.
Unter diesen Bedingungen scheint ApoJ eine Schutzfunktion auszulben und insbesondere im
Rahmen lokaler Entziindungsreaktionen eine voranschreitende Schadigung peripherer Gewebe zu
limitieren. Trotz intensiver Forschung ist bislang jedoch unklar, Uber welche molekularen
Mechanismen diese Eigenschaften von ApoJ vermittelt werden und welche Prozesse zur Induktion
der ApoJ-Genexpression in degenerierenden Geweben fihren.

Eine Arbeitshypothese unserer Gruppe postuliert in diesem Zusammenhang eine Funktion von ApoJ

als induzierbare Komponente eines lokalen Systems, das an der Beseitigung von nekrotischem
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Zellmaterial beteiligt ist. Bereits verdffentlichte sowie aktuelle Daten unserer Gruppe deuten darauf
hin, dass ApoJ hierbei als Adaptorprotein fungiert, welches nach Bindung an denaturierte Proteine
sowie Membranfragmente nekrotischer Zellen deren rezeptorvermittelte Endozytose durch
umliegende vitale Zellen férdert. Die Endozytose wird hierbei von ApoJ-bindenden Rezeptoren der
LDL-Rezeptorfamilie (LRP, Megalin) vermittelt (Bartl et al. 2001, O. Bergner unveréffentlicht). /In vitro
Untersuchungen zur Regulation des ApoJ-Gens zeigten darlber hinaus, dass unter serumhaltigen
Bedingungen eine Inkubation mit sedimentierbaren Faktoren nekrotischer Fibroblasten eine
Akkumulation von ApoJ-mRNA in embryonalen Fibroblasten der Zelllinie Rat1 induziert (Bach et. al.
2001). Dies ist ein Hinweis darauf, dass geschadigte Zellen durch Induktion der ApoJ-
Genexpression in vitalen Zellen zu einer vermehrten Synthese dieses Proteins in degenerierenden
Geweben beitragen kénnen. Dass die ApoJ-induzierenden Komponenten dieser Zelltrimmer
hitzestabil und trypsinresistent sind und zudem eine Inkubation mit phosphatidylserinhaltigen
Liposomen in Rat1-Fibroblasten zu einer vermehrten Expression von ApoJ-mRNA fihrt, deutet
darauf hin, dass in zellularen Membranfragmenten vorhandenes Phosphatidylserin an der Induktion
der ApoJ-Genexpression in vitalen Zellen beteiligt sein konnte (Bach et. al. 2001). Im Rahmen
weiterfihrender Untersuchungen stellte sich jedoch heraus, dass eine Inkubation mit
phosphatidylserinhaltigen Liposomen ausschlieRlich in Gegenwart von fetalem Kalberserum, nicht
jedoch unter serumfreien Bedingungen, eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten
induziert. Im Gegensatz hierzu fihrt die Inkubation mit nekrotischem Zellmaterial auch unter
serumfreien Bedingungen zu einer Aktivierung der ApoJ-Genaktivitat. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die Modulation der ApoJ-Genexpression durch weitere Komponenten nekrotischer Zellen
vermittelt wird (M. Baiersdorfer Diplomarbeit).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese noch unbekannten Komponenten nekrotischer Zellen zu
charakterisieren. Durch Fraktionierung nekrotischer Zellen und Etablierung geeigneter
Reinigungsschritte sollten die entsprechenden Faktoren anschlieRend isoliert werden. Das Ziel
bestand darin, durch Identifizierung dieser Komponenten zugleich nahere Hinweise auf die Identitat
der an der Induktion der ApoJ-Genexpression beteiligten Signalrezeptoren lebender Zellen sowie der
damit verbundenen Signaltransduktionskaskaden zu erhalten. Eine in vitro Analyse dieser
regulatorischen Mechanismen sollte helfen, die Prozesse, die in degenerierenden und verletzten
Geweben zu einer vermehrten Expression von ApodJ flhren, besser zu verstehen. Eine
Literaturrecherche zu Beginn dieser Arbeit zeigte, dass nur sehr wenige Veroéffentlichungen
existierten, die eine durch nekrotische Zellen induzierte Modulation der zellularen Genexpression
beschreiben. Die beteiligten Signaltransduktionsmechanismen wurden in diesen Studien nicht
charakterisiert. Vor diesem Hintergrund erdffnete die Untersuchung der Regulation des ApoJ-Gens

zugleich die Mdéglichkeit, in diesem wichtigen Forschungsbereich neue Erkenntnisse zu gewinnen.
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2 Material und Methoden
21 Materialien und Laborgerate
21.1 Laborgerite

Zentrifugen:

Ultrazentrifuge:
SpeedVac-Konzentrator
Spekralphotometer
Mikrotiterplatten-Lesegerat
Elektrophoresekammern

Spannungsgerat
Geldokumentation

pH-Meter

Mikroskop
Fluoreszenzmikroskop
Digitalkamera (Mikroskopie)
PCR-Prozessor

Hybridisierungsofen
Phosphorimager

CO,-Inkubator
FPLC-Apparatur

Pipetten

21.2 Verbrauchsmaterialien
Pipettenspitzen (10ul-2500ul)

Eppendorf-Reaktionsgefalle (0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)

Plastikréhrchen (15ml, 50ml)

ZellkulturgefalRe: Flaschen (75cm?, 175cm?), Schalen (& 9,4cm)

96-Loch Mikrotiterplatten (Zellkultur)
Kryoréhrchen

Ultrazentrifugenréhrchen (Ultra clear, 13x51mm)
Nylonmembran, positiv geladen
Blotting-Papier (GB002)
Autoradiographiefilm (Hyperfilm MP)
Photochemikalien (Entwickler+Fixierer)

Zap Cap Sterilfiltereinheiten (500ml, 0,22um)
Sterilfilter (0,22um, Celluloseacetat)
Einwegspritzen, steril (1ml, 5ml, 50ml)
Kanulen, steril (& 22,5 gauge)

Eppendorf Zentrifuge 5402

Laborfuge lll, Heraeus

Universal 16R, Hettich

Sigma 3K15

Centrikon T-1065, Kontron Instruments
Univapor UVC 150 H

U-2000 Spectrophotometer, Hitachi
Titertek Multiskan, Bratolomey Labortechnik
AGS, Heidelberg

EMBL, Heidelberg
Elektrophorese-Powerpack P24, Biometra
MG 5/93, Hitachi

Video Copy Processor, Mitsubishi
Cybertech CS 1

Kamera: Fairchild AX-0051

pH-Meter 765 Calimatic, Knick

Hund Wilovert S, Wetzlar

SIS F-View-Xs, Olympus

Uno-Thermoblock, Biometra

DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer Cetus
Bachofer

BAS 1800, FujiFilm

Imaging Plate BAS-MP 2025, Fujifilm
Steuerungssoftware: BAS Reader
Auswertungssoftware: AIDA Image Analyzer
CO,-Auto-Zero, Heraeus

Econo System, Bio-Rad

Fraktionssammler: Model 2110 Fraction Collector
Schreiber: BD 40, Kipp&Zonen

Eppendorf, Gilson

Greiner bio-one
Eppendorf

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Beckmann

Roche Diagnostics
Schleicher&Schuell
Amersham-Pharmacia
Kodak
Schleicher&Schuell

Einwegkuvetten (Kunststoff, 1,5ml Volumen, 1cm Schichtdicke)
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2.1.3 Chemikalien

Hier nicht aufgeflihrte Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Roth

oder Merck bezogen.

Aceton

Agarose MP

Agarose peqGOLD Universal Agarose
Ampicillin

APS (Ammoniumpersulfat)

Borsaure

Camptothecin

Casein

CHAPS

DEPC (Dieethylpyrocarbonat)
Dextranblau (MW 2.000.000)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DTT (Dithiothreitol)

EDTA

EGTA

Ficoll (MW 400.000)

Formaldehyd (37%)

Formamid

Glycin

GTC (Guanidinthiocyanat)
Hefeextrakt

Isoamylalkohol

B-Mercaptoethanol

MOPS (3-(N-Morpholino-)-propansulfonsaure)
Natriumcitrat

Natriumlaurylsarkosin

Nonidet P40

Polyvinyl-Pyrrolidon (MW 360.000)
SDS (Sodiumdodecylsulfat)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)
Trichloressigsaure (TCA)

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Trypan-Blau-Ldsung

2.1.4 Proteine, Nukleinsauren und bioaktive Substanzen

Katalase (aus Rinderleber)

Cytochrom ¢

BSA, Fraktion V

Proteinase K

RNAse A (Ribonuklease A)

DNAse | (Desoxyribonuklease 1)

Benzonase

Lysozym

Trypsin (aus Rinderpankreas)

TNF-a (Maus, rekombinant exprimiert)
Pam;Cys-Ser-Lys,

Polyinosin-Polycytidin (Poly(l:C))

Polyinosin (Poly(1))

Polycytidin (Poly(C))
Polydesoxyinosin-Polydesoxycytidin (Poly(dl:dC))
Lipopolysaccharid

(aus Salmonella minnesota R595, ultra-pure)
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AppliChem
Roche Diagnostics
peglab
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Sigma
AppliChem
Sigma
Roth
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth

Roth
Sigma
AppliChem
Merck
Sigma
Roche Diagnostics
Sigma
Roth

Roth

Roth
AppliChem
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Roche Diagnostics
Sigma

Sigma

Sigma

Roche Diagnostics
Alexis Biochemicals
Calbiochem

Sigma

Sigma

Sigma

Alexis Biochemicals
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RNA TyplV (aus Kalbsleber) Sigma
RNA Typlll (aus Hefe) Sigma
t-RNA (aus Hefe) Sigma
2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2211 Kultivierung stabiler Zelllinien

Da Saugetierzellen in einer in vitro-Kultur sehr anfallig fir Kontaminationen durch Mikroorganismen
aus der Umwelt sind, wurden samtliche Zellkulturarbeiten unter sterilen Bedingungen in einer
Laminar-Flow-Bank durchgefiihrt. Alle Lésungen und Materialien wurden vor Gebrauch in geeigneter
Weise sterilisiert. Zusatzlich wurden alle Gefale, die Loésungen oder Medien enthielten, nur unter der
Sterilbank gedffnet und zuvor grindlich mit 70% Ethanol abgewaschen. Es wurde nur mit
Einweghandschuhen gearbeitet, die vor Tatigkeitsbeginn mit Sterilium oder 70% Ethanol desinfiziert
wurden.

Alle Zellen wurden in Kulturflaschen in einem geeigneten Volumen an Medium (175 cm?
Kulturflasche: 25ml / 75 cm? Kulturflasche: 20ml) bei 37°C und einem CO,-Partialdruck von 5%
kultiviert. Die Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz in ein neues Zellkulturgefal® passagiert (je

nach Zelllinie alle 4-6 Tage). Alle 2-3 Tage erfolgte ein vollstandiger Wechsel des Kulturmediums.

2.2.1.1.1 Verwendete Zelllinien

Rat1: embryonal Fibroblasten, Rattus norwegicus (Fischerratte)
stabile Zelllinie (spontan immortalisiert) (Van Roy et al. 1986)

MDCK: epitheliale Nierentubuluszellen, Canis familiaris
stabile Zelllinie (Madin und Darby, 1958)

J774A1: Monozyten/Makrophagen, Mus musculus (BALB/c)”
stabile Zelllinie, Tumorzellen (Ralph et al. 1975; Ralph und Nakoinz 1977)

HEK 293: embryonale Nierenzellen, Homo sapiens
stabile Zelllinie, adenoviral transformiert (Graham et al. 1977)

HeLa: epitheliale Gebarmutterhalszellen, Homo sapiens
stabile Zelllinie, Karzinomazellen (Scherer und Hoogasian 1954)

BHK21: Fibroblasten aus Nierengewebe, Microcricetus aureus (Goldhamster)
stabile Zelllinie, SV40-transformiert (Cooper und Black 1963)

MEF-1, PEA-13: embryonal Fibroblasten, Mus musculus
stabile Zelllinien, SV40-transformiert (Willnow und Herz 1994)
MEF-1: LRP +/+
PEA-13: LRP -/- (funktionelle Defizienz)

MEF-1, MEF-2: embryonal Fibroblasten, Mus musculus
stabile Zelllinien, SV40-transformiert (Prof. Dr. Joachim Herz, Dallas)
MEF-1: LRP ++
MEF-2: LRP -/- (genetische Defizienz)

CRL2018: glatte GefaBmuskelzellen der Aorta, Rattus norwegicus
stabile Zelllinie, SV40-transformiert (Reilly 1990)
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10A, 1461, 6A3: embryonale Dottersackzellen, Mus musculus
stabile Zelllinien, SV40-transformiert (Niemeier et al. 1999)
10A: LRP +/- Megalin +/+
1461: LRP -/ Megalin +/+
6A3: LRP -/- Megalin -/-

2.2.1.1.2 Medien und Losungen

Samtliche Medienkomponenten und Ldsungen wurden, sofern nicht anders angegeben, von
Biochrom bezogen. Alle Puffer und Medien wurden mit Reinstwasser (18,2 MQ) angesetzt.

PBS™-Puffer: PBS™ Dulbecco (w/o Ca** Mg*™), 9.55 g/l in H,0
Zusammensetzung: 8 % (wiv) NaCl
0.2 % (wlv) KCI
1.15 % (w/v) NaH,PO4
0.2 % (whv) KH,PO4
Insulin-Transferrin-Natriumselenit-Supplement (Roche Diagnostics):
Zusammensetzung (500x in PBS™): 25 mg/mi Insulin
25 mg/mi Transferrin
25 pg/ml Natriumselenit

Trypsin/EDTA (10x):  0.5% (w/v)  Trypsin
0.2% (w/v)  EDTA)

N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 200mM (Biochrom)
Glutamax (L-Alanyl-LGlutamin), 200mM (Gibco)

Zusammensetzung der zelllinienspezifischer Kulturmedien (500ml):

Rat1: 385 ml HO
50 ml Dulbecco’s MEM (10x%) /4.5 g/l D-Glucose
10 ml  L-Glutamin (200mM)
25 ml NaHCO; (7.5% wiv)
5 ml  Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
25 ml fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

MEF-1, PEA-13: 365 ml  HyO
50 ml Dulbecco’s MEM (10x%) /4.5 g/l D-Glucose
5 ml  L-Glutamin (200mM)
25 ml  NaHCO; (7.5% w/v)
5 ml  Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
50 ml fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

10A, 1461, 6A3: 360 ml  HO
50 ml Dulbecco’s MEM (10x%) /4.5 g/l D-Glucose
10 ml L-Glutamin (200mM)
5 ml  nicht-essentielle Aminosauren (100x)
5 ml  HEPES (1M)
15 ml  NaHCO; (7.5% wiv)
5 ml  Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
50 ml fetales Kalberserum (FKS, Gibco)
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MDCK 390
50
5

5

5
15
5
25
HelLa: 365
50
5

5

5
15
5
50
BHK21 305
50
15
5

5
15
5
50
50
HEK 293: 385
50
5

5

5
50
J774A1: 355
50
10
5
25
5
50
CRL 2018: 375
50
10
10
5
50

2.2.1.1.3 Passagieren von Zellen

ml
ml
ml
ml
ml
ml
ml
ml

ml
ml
ml
ml
ml
ml
ml
ml

ml
ml
ml
ml

ml
ml
ml
ml

ml
ml
ml

ml
ml

ml
ml
ml
ml
ml

ml

ml
ml
ml
ml
ml
ml

H.O

MEM-Earle’s (10x%)

L-Glutamin (200mM)
nicht-essentielle Aminosauren (100x%)
HEPES (1M)

NaHCO; (7.5% wiv)
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

H.O

MEM-Earle’s (10x%)

L-Glutamin (200mM)
nicht-essentielle Aminosauren (100x)
HEPES (1M)

NaHCO; (7.5% w/v)
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

H.O

Glasgow-MEM (10x, Gibco)
L-Glutamin (200mM)

nicht-essentielle Aminosauren (100x)
HEPES (1M)

NaHCO; (7.5% w/v)
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
Tryptosephosphat Broth (2,9 g/l, Gibco)
fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

H,O

Dulbecco’s MEM (10x) / 4.5 g/l D-Glucose
L-Glutamin (200mM)

HEPES (1M)

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

H,O

Dulbecco’s MEM (10x) / 4.5 g/l D-Glucose
L-Glutamin (200mM)

Natriumpyruvat (100mM)

NaHCO; (7.5% w/v)
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

H,O

Dulbecco’s MEM (10x) / 4.5 g/l D-Glucose
L-Glutamin (200mM)

NaHCO; (7.5% wi/v)
Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
fetales Kalberserum (FKS, Gibco)

Alle Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz in einem geeigneten Verhaltnis gesplittet (1:5 —

1:40). Dazu wurde das alte Medium abgenommen, die Zellen 2x mit PBS™ (5-10 ml) gewaschen und

trypsinisiert. Hierzu wurden 5 ml Trypsin/EDTA-L6sung auf dem Zellrasen verteilt, nach kurzem

Einwirken wieder abgezogen. Anschlieend erfolgte eine Inkubation bei 37°C, bis sich der Zellrasen
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vollstandig vom GefalRboden gelést hatte. Die Zellsuspension wurde dann in 10ml frischem Medium
aufgenommen und nach Vereinzelung der Zellen fir 5 Minuten bei 100xg zentrifugiert, um das
Trypsin zu entfernen. Die sedimentierten Zellen wurden dann in 10ml Medium resuspendiert und
250ul-2ml dieser Suspension in neue Kulturflaschen mit einem geeigneten Volumen an frischem
Medium gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen durch vorsichtiges Schwenken gleichmaRig im

Kulturgefal verteilt.

2.21.1.4 Stimulierung von Zellen fiir Northern-Blot Analysen

Fur Northern-Blot-Analysen wurden in der Regel jeweils 1x10° Rat1-Fibroblasten jeweils in & 9,4cm
Zellkulturschalen ausgesat und fur 48h unter serumhaltigen Bedingungen bis zu einer Konfluenz von
etwa 80% kultiviert. Nachdem das Kulturmedium vollstandig entfernt worden war, wurden die Zellen
2x mit jeweils 5ml PBS” gewaschen. AnschlieRend wurden die Rat1-Fibroblasten unter den in den
einzelnen Experimenten angegebenen Bedingungen fir 1-48h in einem Gesamtvolumen von 10ml
frischem Kulturmedium inkubiert. Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurde zur
Entfernung toter Zellen mehrmals griindlich mit PBS™ gewaschen und der ApoJ-mRNA-Gehalt der
lebenden Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse
untersucht.

Bei einem Teil der Experimente wurden die Zellen zunachst fir 24h unter serumfreien Bedingungen
prainkubiert. Hierzu wurden 1x10° Rat1-Zellen, 1x10° 10A-Zellen bzw. 2x10° CRL2018-Zellen in
& 9,4cm Zellkulturschalen ausgesat und fir 48h unter serumhaltigen Bedingungen bis zu einer
Konfluenz von etwa 80% kultiviert. Nach vollstandiger Entfernung des Kulturmediums wurden die
Zellen 2x mit jeweils 5ml PBS™ gewaschen und anschlieBend fir 24h in 9ml frischem und mit
Insulin-Transferrin-Natriumselenit supplementiertem serumfreiem Medium prainkubiert. Nach
Zugabe von jeweils 1ml der in den entsprechenden Experimenten angegebenen Substanzen erfolgte
die anschlieBende Inkubation der Zellen fur weitere 1-48h in einem Gesamtvolumen von 10ml.
Anschlieend wurde zur Entfernung toter Zellen mehrmals griindlich mit PBS™ gewaschen und der
ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden Zellen nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-

Analyse untersucht.

2.2.1.1.5 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Zellen einer groRen Kulturflasche (175 cm?) wurden bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit 10ml PBS™
gewaschen, trypsinisiert, in 10ml Medium aufgenommen und fiir 5min bei 100xg sedimentiert. Die
Zellen wurden anschlieBend in 9ml FKS (fetales Kalberserum) resuspendiert und fir 10min auf Eis
gestellt. Danach wurde 1ml DMSO dazugegeben, kurz gemischt und 1ml Aliquots der
Zellsuspension in Kryoréhrchen Uberfihrt. Die Kryoréhrchen wurden anschlieRend in einen
Styroporbehalter verpackt, mit Klebeband abgedichtet und sofort auf -80°C gestellt. Zweck dieses
Verfahrens ist es, die Zellen mdglichst langsam auf -80°C herabzukihlen (ideal 1°C / min). Am
nachsten Tag wurden einige Roéhrchen zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff Uberflhrt.

Verbrauchsaliquots wurden fiir maximal 12 Monate bei -80°C aufbewahrt.
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Zur Rekultivierung von Zellen wurde ein Kryoréhrchen zigig aufgetaut und die Zellsuspension sofort
in eine mittlere Kulturflasche (75 cm?) mit 10ml vorgewarmtem (37°C) Kulturmedium gegeben.
Hierbei bestand die Gefahr der Zellschadigung durch einen osmotischen Schock, da die Zellen aus
einer Umgebung mit relativ hohem osmotischem Druck (90% FKS) in das niederosmotische Medium
Uberfiihrt wurden. Daher wurde die Zellsuspension langsam in das Medium pipettiert und erst nach
1-2min vorsichtig im Medium verteilt. Das Kulturvolumen wurde anschliefend auf 20ml mit Medium
aufgeflllt. Nach Kultivierung fir 18-24h wurde das Medium gewechselt, um das aus dem

Einfriermedium stammende DMSO vollstdndig zu entfernen.

2.21.1.6 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

Um definierte Zellmengen flr Experimente auszusaen oder eine bestimmte Anzahl an nekrotischen
Zellen zu praparieren, war es notwendig, vorher eine Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-
Zahlkammer durchzufiuhren.

Nach Trypsinisierung und Sedimentation der Zellen wurden diese in einem definierten Volumen an
frischem Kulturmedium resuspendiert. Nach Herstellung einer verdinnten Suspension wurde die
Zellzahl eines Aliquots mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Bei jeder Zellzahlbestimmung
wurden mindestens 4 GroRquadrate ausgezahlt. Durch folgende Formel wurde anschlieRend die

Zelldichte der unverdiinnten Ausgangssuspension ermittelt:

2 Zellen in GroBquadraten
x 10* x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl / ml

2 ausgezihlter GroBquadrate

Bei allen Arbeitsschritten wurden abgeschnittene Pipettenspitzen verwendet, um ein Aufbrechen der

Zellen durch Scherkrafte zu vermeiden.

2.21.2 Praparation apoptotischer Rat1-Fibroblasten

Zur Induktion der Apoptose in vitalen Rat1-Fibroblasten wurde in dieser Arbeit die Substanz
Camptothecin genutzt. Camptothecin ist ein DNA-Topoisomerase I-Inhibitor und besitzt die
Eigenschaft, in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen Apoptose auszuldsen. Die Funktion der DNA-
Topoisomerase | besteht darin, superhelikale genomische DNA zu entwinden, um diese fur
replikative und transkriptionelle Prozesse zuganglich zu machen. Der Mechanismus besteht aus
dem Einflhren eines Einzelstrangbruches, der Entwindung der DNA zu einer thermodynamisch
gunstigeren Konformation und anschlieBender koordinierter Religation des Einzelstrangbruches.
Wahrend dieses Prozesses wird das durch den Einzelstrangbruch entstehende freie 5-Ende der
DNA kovalent an die Topoisomerase | gebunden. Die Bindung von Camptothecin an die
Topoisomerase | stabilisiert diese intermedidren DNA-Enzym-Komplexe und verhindert auf diese
Weise die Religation der Einzelstrangbriiche. Als Folge kommt es zu einer sterischen Blockierung
von DNA-Polymerasen und RNA-Polymerasen und somit zu einer Inhibierung replikativer und

transkriptioneller Vorgange (Liu et al. 2000, Morris und Geller 1996). Die kovalent mit der DNA
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verknlpften Topoisomerase I-Molekiile werden nach Ubiquitinierung proteasomal abgebaut, was zur
Folge hat, dass freie Einzelstrangbriiche in der DNA zurtickbleiben. Diese Schadigung genomischer
DNA flhrt letztlich zur Aktivierung zellularer Caspasen und somit zur Apoptose der betroffenen Zelle
(Kaufmann, 1998).

Lésungen:
Camptothecin, 2mM in DMSO
Trypanblau-Lésung

Protokoll:

Rat1-Fibroblasten wurden in & 9,4cm Zellkulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™
gewaschen und mit 3uM Camptothecin bzw. DMSO (Kontrolle) in 6ml serumfreiem Medium je
Kulturschale fir 18h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschlieend wurde das Medium der
Zellkulturschalen mit den sich abgeldsten Zellen durch Dekantierung in 50ml Réhrchen Uberfihrt.
Die restlichen, noch adharenten abgerundeten Zellen in den Zellkulturschalen wurden unter leichtem
Klopfen in 5ml PBS™ abgeldst und ebenfalls in das 50ml Réhrchen gegeben. Nach Sedimentation
bei 500%g flr 15min und 4°C wurden die Zellen eines 50ml Réhrchens in 5ml serumfreiem Medium
aufgenommen, die Suspensionen aller 50ml Réhrchen vereinigt und ein weiteres Mal bei 500xg fir
10min und 4°C zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 20ml serumfreiem Medium
resuspendiert. 100ul dieser Suspension wurden in einem Eppendorfgefal® mit 400ul serumfreiem
Medium und 500ul Trypanblau-Lésung gemischt und fir 2min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Verdinnung der Zellsuspension betrug hierbei 1:10. AnschlieRend wurde die Zellzahl eines Aligouts
mittels Neubauer-Zahlkammer ermittelt (2.2.1.1.6) und die Zelldichte der Ausgangssuspension auf
5x10° Zellen/ml eingestellt. Die Zugabe der Trypanblau-Lésung diente zur Detektion von Zellen, die
ihre Membranintegritat verloren hatten. Durch die Komplexierung des Farbstoffes mit intrazellularen
Proteinen wiesen solche Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop eine intensive Blaufarbung auf.
Diese wurden als sekundar nekrotische Zellen definiert. Apoptotische Zellen mit intakter
Plasmamembran werden dagegen nicht angefarbt. Der Anteil trypanblau-positiver Zellen betrug in
der Regel 20-30 %. Die praparierte Zellpopulation war somit heterogen. Weiterhin ist anzumerken,
dass bei dieser Praparation samtliche Resuspensionsschritte duf3erst vorsichtig mit Glaspipetten
oder abgeschnittenen Pipettenspitzen durchgefiihrt wurden, um eine Beschadigung der
Zellmembran durch Scherkrafte so weit wie méglich auszuschlieRen.

Die auf diese Weise praparierten Zellen wurden als apoptotische Zellen direkt fir die Experimente
eingesetzt. Aus 40 @ 9,4cm Zellkulturschalen konfluenter Rat1-Fibroblasten konnten in der Regel
5x107 - 1x108 apoptotische Zellen prapariert werden. Vor Beginn der Experimente wurden die auf
diese Weise praparierten Rat1-Fibroblasten zudem auf apoptosespezifische Merkmale hin
untersucht, um eine Induktion apoptotischer Prozesse als Folge einer Inkubation mit Camptothecin

sicherzustellen (2.2.1.2.1).
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2.21.21 Methoden  zum Nachweis apoptosespezifischer = Merkmale
camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten

2.21.21.1 Colorimetrischer Nachweis aktivierter Caspase 3

Das Prinzip dieser Methode basiert auf einem enzymatischen Nachweis der zellularen Caspase 3-
Aktivitdt. Dieses zytosolische Enzym gehdrt zur Familie der Cysteinproteasen und spielt eine
zentrale Rolle in der Ausfiihrung des apoptotischen Programms (Nicholson et al. 1995). In lebenden
Zellen liegt das Enzym als inaktive Procaspase 3 vor, das im Verlauf der Apoptose proteolytisch
aktiviert wird. Nach Praparation von zytosolischem Extrakt apoptotischer Zellen ist es madglich, die
enzymatische Aktivitdt dieser Protease durch Zugabe des C-terminal markierten Peptides
Z-Asp-Glu-Val-Asp-pNA, einem Caspase 3-Substrat, nachzuweisen. Durch die enzymatische
Reaktion wird das Chromophor p-Nitroanilin (pNA) freigesetzt. Dies fiihrt zu einer erhohten
Absorption der Lésung bei einer Wellenlange von 405nm. Eine Inkubation von Zellextrakt mit dem
markierten Peptid und eine anschlieRende Bestimmung der Absorption dieser Reaktionslosung lasst
somit eine Aussage daruber zu, ob in Zellen eine Aktivierung von Caspase 3 und somit eine
Induktion apoptotischer Prozesse stattgefunden hat. Um zu gewahrleisten, dass es sich hierbei um
eine Caspase 3-katalysierte und nicht um eine Umsetzung des Substrats durch andere zellulare
Proteasen handelt, wurde in entsprechenden Kontrollansatzen der Reaktion ein kompetitiver
Caspase 3-Inhibitor (Ac-Asp-Glu-Val-Asp-COH) zugesetzt (Garcia-Calvo et al. 1998). Weiteren
Kontrollansatzen wurde Aufschlusspuffer statt Zellextrakt zugesetzt, um die basale Absorption der

Reaktionslosung zu bestimmen.

Lésungen und Reagenzien:

Aufschlusspuffer, pH 7,5: 20 mM HEPES
10 mM KCI
1,5 mM MgCl,
1 mM EDTA
1 mM EGTA
1 mM DTT
Reaktionspuffer, pH 7,2: 50 mM HEPES
75 mM NaCl
5 mM DTT

0,1% (w/v) CHAPS

Caspase 3-Substrat: Z-Asp-Glu-Val-Asp-pNA (500uM in DMSO)
(Alexis, ALX-260-048-M001)

Caspase 3-Inhibitor: Ac-Asp-Glu-Val-Asp-COH (10uM in DMSO)
(Alexis, ALX-260-030-M001)

Protokoll:
Rat1-Fibroblasten wurden in @ 9,4cm Zellkulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™
gewaschen und mit 3uM Camptothecin in serumfreiem Medium flr 24h bei 37°C und 5% CO;

inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium zweier Zellkulturschalen mit den sich abgelésten Zellen

39



Material und Methoden

durch Dekantierung in 15ml Roéhrchen Uberfuhrt. Die restlichen, noch adharenten abgerundeten
Zellen in den Zellkulturschalen wurden unter leichtem Klopfen in 5ml PBS™ abgeldst und ebenfalls in
das 15ml Réhrchen gegeben. Nach Sedimentation bei 500xg fiir 30min und 4°C wurden die Zellen in
1ml PBS™ resuspendiert, in ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal® Uberfiihrt und nochmals flir 5min
bei 2500xg sedimentiert. Alle Arbeitschritte wurden mit abgeschnittenen Pipettenspitzen
durchgefiihrt, um ein Aufbrechen der Zellen durch Scherkrafte zu vermeiden. Nach Resuspension
der Zellen in 120ul Aufschlusspuffer wurden diese durch 5-maliges Einfrieren und Auftauen in
flissigem Stickstoff aufgebrochen, die Zelltrimmer fir 30min bei 14.000xg sedimentiert und der

Uberstand anschlieRend als Zellextrakt fiir den colorimetrischen Caspase 3-Nachweis eingesetzt.

Ansatze: 15 pl Zellextrakt bzw. Aufschlusspuffer
35 ul Reaktionspuffer
5 ul DMSO bzw. Caspase 3-Inhibitor
6 ul Caspase 3-Substrat
Die Ansatze wurden fir 90min bzw. 135min bei 37°C inkubiert, die Reaktion anschlieRend mit 939pl
eiskaltem H,O gestoppt und die Absorption der Proben bei einer Wellenlange von 405nm im

Spektralphotometer bestimmt.

2.21.21.2 Nachweis einer apoptoseabhangigen DNA-Fragmentierung

Die Fragmentierung des Chromatins ist im zeitlichen Ablauf des =zellularen apoptotischen
Programms ist ein spates Ereignis. Die Hydrolyse der genomischen DNA wird durch zellulare
Endonukleasen vermittelt. Hierbei spielt eine als CAD (caspase-aktivierte DNase) bezeichnete
Endonuklease eine wichtige Rolle. In lebenden Zellen ist dieses zytosolische Enzym mit dem Protein
ICAD (Inhibitor der CAD) komplexiert und somit katalytisch inaktiv. Im Verlauf der Apoptose erfolgt
eine Aktivierung des Enzyms Caspase 3, welches schlieRlich das Protein ICAD proteolytisch
inaktiviert. Als Folge kommt es zu einer Freisetzung der aktiven Form der CAD und deren
Translokation in den Nukleus. Dort hydrolysiert CAD das Chromatin in den Linker-Regionen
zwischen jeweils zwei Nukleosomen, was schlielBlich zu einer Freisetzung genomischer DNA-
Fragmente in das Zytosol flhrt (Sakahira et al. 1998, Enari et al. 1998, Nagata 2000). Die
entstehenden DNA-Fragmente besitzen eine GréRe von ca. 180bp (Monomer) bzw. eines
entsprechenden Vielfachen (Oligomere). Nach Isolation aus apoptotischen Zellen und
elektrophoretischer Trennung sind diese zytosolischen DNA-Fragmente als charakteristisches
.Leitermuster” im Agarosegel zu erkennen. Diese Methode ist als Apoptosenachweis anzusehen, da
bei nekrotischem Zelltod eine solche koordinierte Degradierung des Chromatins in DNA-Fragmente
definierter Grofde nicht auftritt. DNA nekrotischer Zellen erscheint im Agarosegel als Folge einer
ungerichteten Degradierung des Chromatins als Schmier. Die in vorliegender Arbeit angewandte
Methode zum Nachweis apoptotischer DNA-Fragmente basiert auf einem modifizierten Protokoll des

von Herrmann et al. beschriebenen Verfahrens (Herrmann et al. 1994).
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Loésungen:

TEN-Puffer, pH 7,6: 50 mM Tris/HCI
20 mM EDTA
1% (w/v) Nonidet P40 (NP40)

RNAse A, 10ug/ml
Proteinase K, 2mg/ml
SDS, 10% (w/v)
Natriumacetat, 3M, pH 5,5

Protokoll:

Rat1-Fibroblasten wurden in @ 9,4cm Zellkulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™
gewaschen und mit 3uM Camptothecin bzw. DMSO (Kontrolle) in serumfreiem Medium fir 18h bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Anschlielend wurde das Medium zweier Zellkulturschalen mit den sich
abgel6sten Zellen durch Dekantierung in 15ml Réhrchen Uberflhrt. Die restlichen, noch adharenten
abgerundeten Zellen in den Zellkulturschalen wurden unter leichtem Klopfen in 5ml PBS™ abgelost
und ebenfalls in das 15ml Réhrchen gegeben. Adharente Zellen wurden durch Trypsinbehandlung
vom GefaRboden geldst, in 5ml PBS™ resuspendiert und in 15ml Réhrchen Gberfiihrt.

Nach Sedimentation bei 500xg fiir 20min und 4°C wurden die Zellen in 1ml PBS™ resuspendiert, in
ein 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfihrt und nochmals fir 5min bei 2500xg sedimentiert. Alle
Arbeitschritte wurden mit abgeschnittenen Pipettenspitzen durchgefihrt, um ein Aufbrechen der
Zellen durch Scherkrafte zu vermeiden. Die Zelllyse erfolgte fiir maximal 1min durch Resuspension
der Zellen in 180ul TEN-Puffer. Anschliellend wurden die Zellkerne fir 5min bei 3000xg sedimentiert
und der Uberstand mit RNAse A und Proteinase K verdaut, um Ribonukleinsduren und Proteine zu

entfernen. Die im Uberstand enthaltene DNA wurde schlieRlich mit Ethanol prazipitiert.

Ansatz: 180 ul Zelllysat
20 10% (w/v) SDS
10 RNAse A (10pg/ml)
—  Inkubation fir 2h bei 55°C
+ 20 Proteinase K (2mg/ml)
—  Inkubation 0.N. bei 50°C

Ethanolfallung der DNA: + 26  pl 3M Natriumacetat, pH 5.5 (1/9 x Volumen)
+ 640 pl Ethanol, eiskalt (2,5 x Volumen)

—  DNA-Fallung firr 2h bei -80°C

— Sedimentation fiir 90min bei 14.000xg, 4°C

Die sedimentierte DNA wurde luftgetrocknet und anschlieRend in 100ul H,O aufgenommen und pro
Ansatz 20yl fUr eine Agarosegelelektrophorese (2,5% (w/v) Agarose) eingesetzt (2.2.5.3). Analyse
und Dokumentation der DNA erfolgten anschlieRend unter UV-Licht mit entsprechender

Geldokumentationsanlage.
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2.21.21.3 Nachweis von externalisiertem Phosphatidylserin durch Annexin V

In der Plasmamembran lebender Zellen, die eine Lipiddoppelschicht darstellt, weisen bestimmte
Phospholipide eine asymmetrische Verteilung auf. In der nach aufen weisenden Schicht finden sich
ausschlieRlich ungeladene Phospholipidmolekile wie z.B. Phosphatidylcholin. Negativ geladene
Phospholipide wie z.B. Phosphatidylserin sind dagegen nur in der inneren, dem Zytoplasma
zugewandten Schicht enthalten. Diese Asymmetrie wird von lebenden Zellen unter
Energieverbrauch aufrechterhalten. In einem frilhen Stadium der Apoptose kommt es zu einem
Zusammenbruch dieser Asymmetrie, was dazu fiihrt, dass Phosphatidylserin auch auf der
extrazellularen Seite der Plasmamembran exponiert wird. Bei diesen Vorgangen bleibt die Integritat
der Plasmamembran erhalten (Martin et al. 1995).

Das Prinzip des hier verwendeten Nachweises von zelloberflachenexponiertem Phosphatidylserin
beruht auf der phosphatidylserinspezifischen Bindung des Proteins Annexin V (van Engeland et al.
1998). Dieses Protein wurde in Form eines Biotin-Konjugats eingesetzt. An die Plasmamembran
apoptotischer Zellen gebundene Annexin V-Biotin-Konjugate wurden schlieRlich in indirekter Weise
mittels biotinspezifischem, fluoreszenzmarkiertem Streptavidin nachgewiesen. Hierfur wurde mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppeltes Streptavidin verwendet.

Losungen und Reagenzien:

Bindepuffer, pH 7,4: 10 mM HEPES
140 mM NacCl
25 mM CaCl,

Annexin V (human, rekombinant), Biotin-Konjugat (Alexis, ALX-209-002-T020)
Streptavidin-Cy3-Konjugat (Dr. Oliver Ulrich, Universitat Mainz)

Protokoll:

Rat1-Fibroblasten wurden in @ 9,4cm Zellkulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™
gewaschen und mit 3uM Camptothecin in serumfreiem Medium fir 18h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium zweier Zellkulturschalen mit den sich abgelosten Zellen
durch Dekantierung in 15ml Roéhrchen dberfiihrt. Die restlichen, noch adharenten abgerundeten
Zellen in den Zellkulturschalen wurden unter leichtem Klopfen in 5ml PBS™ abgelést und ebenfalls in
das 15ml Réhrchen gegeben. Nach Sedimentation bei 500xg fiir 20min und 4°C wurden die Zellen in
300ul Bindepuffer resuspendiert und 30ul hiervon wurden auf einen Objekttrager Uberfihrt. Alle
Arbeitschritte wurden mit abgeschnittenen Pipettenspitzen durchgefiihrt, um ein Aufbrechen der
Zellen durch Scherkrafte zu vermeiden.

Alle folgenden Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur in einer mit feuchtem Blotting-Papier
ausgelegten Kammer durchgefihrt, um ein Austrocknen des Praparats zu vermeiden. 5ul des
Annexin V-Biotin-Konjugates wurden direkt zu den Zellen auf dem Objekttrager gegeben und fir
20min inkubiert. AnschlieRend wurden 5ul des 1:500 in PBS™ verdiinnten Streptavidin-Cy3-

Konjugates zugegeben und fir weitere 20min inkubiert. Um eine unspezifische Bindung des
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Streptavidins an die Zellen auszuschlieen, wurde eine entsprechende Kontrolle ausschlieBlich mit
Streptavidin-Cy3-Konjugat inkubiert. Nach Auflegen von Deckglaschen wurden die Proben unter

dem Fluoreszenzmikroskop analysiert und mit einem digitalen Kamerasystem dokumentiert.

2.2.1.3 Praparation von konditioniertem Medium Camptothecin-behandelter Rat1-
Fibroblasten
Bei Inkubation von Rat1-Zellen mit Camptothecin kommt es zur Induktion apoptotischer Prozesse
und zur Akkumulation apoptotischer Zellen. Da eine Entsorgung dieser apoptotischen Zellen durch
Phagozytose unter den gegebenen Bedingungen in vitro nicht stattfindet, verlieren diese mit
zunehmender Inkubationsdauer ihre Plasmamembranintegritdt und gehen in die sekundare Nekrose
Uber. Hierbei kommt es zu einer Freisetzung intrazellularer Komponenten, die schlieRlich im
Kulturmedium akkumulieren. Nach Sedimentation der toten Zellen und der Zelltrimmer ist es mittels
Ultrafiltration mdglich, solche Faktoren im Rickstand zu konzentrieren sowie das fur nachfolgende

Untersuchungen stérende Camptothecin zu entfernen.

Losungen:
Camptothecin, 2mM in DMSO
DMSO

Protokoll:

Rat1-Zellen wurden in 175cm? Kulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™ gewaschen
und anschlielend mit 3uM Camptothecin unter serumfreien Bedingungen in einem Volumen von
20ml je Kulturflasche inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug je nach Experiment 6-48h. Das
Kulturmedium wurde anschlie3end in 50ml Roéhrchen dekantiert und fir 30min bei 2000xg und 4°C
zentrifugiert, um tote Zellen und Zelltrimmer zu sedimentieren. Um nicht sedimentierte Partikel aus
der Lésung zu entfernen, wurde der zellfreie Uberstand zunéchst steril filtriert (0,22um PorengréRe)
und anschlie®end unter Verwendung von 15ml Zentrifugeneinheiten (MWCO 100kDa) bei 3000xg
und 4°C ultrafiltriert (2.2.2.1). Das komplette Ausgangsvolumen an konditioniertem Medium wurde
schrittweise in der gleichen Ultrafilterzentrifugeneinheit konzentriert. Die Filtrate wurden verworfen.
Nachdem das Volumen des Rickstandes auf ca. 500ul reduziert worden war, wurden in zwei
aufeinander folgenden Waschschritten jeweils 10ml PBS™ zugegeben und wiederum bis zu einem
Rickstandsvolumen von ca. 500ul filtriert. Hiermit sollte das Camptothecin vollstandig aus der
Lésung ausgewaschen werden. AnschlieBend wurde das Volumen des Rickstandes mit PBS™ auf
11,0 des urspriinglichen Volumens an konditioniertem Medium aufgefiillt, so dass ein 20x Konzentrat

entstand. Diese Lésung wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.
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2.21.3.1 Enzymatische Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH) in
konditionierten Medien Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten

Ein entscheidender Unterschied zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod besteht in der
Aufrechterhaltung der Plasmamembranintegritdt wahrend der Apoptose. Die zellulare
Plasmamembran bleibt wahrend der Ausfiihrung des apoptotischen Programms intakt, wodurch ein
Austreten intrazellularer Komponenten in den extrazelluldaren Raum verhindert wird. Nekrose
hingegen ist ein unkontrollierter Prozess, in dessen Verlauf es aufgrund einer Ruptur der
Plasmamembran schnell zu einer Freisetzung intrazellularer Bestandteile kommt. Hierbei
unterscheidet man zwischen primarer und sekundarer Nekrose. Wahrend die primare Nekrose durch
chemische oder mechanische Einflisse induziert wird, tritt die sekundare Nekrose bei Zellen auf, die
im Verlauf der Apoptose nicht durch Phagozyten entsorgt werden und infolgedessen sekundar in die
Nekrose Ubergehen. Um den Anteil nekrotischer Zellen in einer Zellpopulation nachzuweisen,
bedient man sich dem enzymatischen Nachweis der Lactatdehydrogenase (LDH) in
Zellkulturmedien. Dieses ubiquitar exprimierte Enzym ist im Zytosol lebender Zellen lokalisiert und
wird wahrend der Nekrose in den extrazellularen Raum freigesetzt. Dieser Vorgang erfolgt passiv
und in energieunabhangiger Weise. Die Menge an extrazellularer LDH dient als Mal3stab, um den
Anteil nekrotischer Zellen einer Zellpopulation zu bestimmen.

Das Prinzip der in dieser Arbeit verwendeten enzymatischen Bestimmung freigesetzter LDH beruht
auf einer gekoppelten zweistufigen Reaktion (Abb. 2.2.3.1). Der erste Schritt beinhaltet die Oxidation
von Lactat zu Pyruvat, einer enzymatischen Reaktion, die spezifisch durch das Enzym
Lactatdehydrogenase katalysiert wird. Hierbei wird vorhandenes NAD® zu NADH/H® reduziert.
Letzteres dient in einem zweiten Schritt dazu, ein gelbes Tetrazoliumsalz zu einem roten Farbstoff
(Formazan) zu reduzieren. Diese Reduktion wird von dem im Reaktionsansatz vorhandenen Enzym
Diaphorase katalysiert Die Menge des entstehenden Farbstoffes kann man anschlieRend durch
Bestimmung der Absorption bei 492nm colorimetrisch quantifizieren. Die Menge an LDH und des

produzierten Formazans stehen hierbei in einem direkt proportionalen Verhaltnis.

coor ?00'
. |
1. Schritt HO—C—H c—0
(I:H.\ CH:
Lactat Pyruvat
unD+

N.RI]H +H*

1
ST o
. 4/" N //N—N
] r
2- Schritt Q_C\" é i KataIYSator Q_C\ I' *

Nm=N
"m (Diaphorase) Om}

Formazansalz (rot) Tetrazoliumsalz (gelb)

Abbildung 2.2.1.3.1: Prinzip des colorimetrischen Nachweises zur enzymatischen
Bestimmung des Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH)
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Loésungen:
Cytotoxicity Detection Kit (Roche Diagnostics):

enthalt: Ldsung 1: Katalysator (Diaphorase, NAD")
Lésung 2: Jodotetrazoliumchlorid, Natriumlactat

Protokoll:

Rat1-Fibroblasten wurden in 175cm? Kulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert und anschlieRend
unter serumfreien Bedingungen mit 3uM Camptothecin bzw. DMSO (Kontrolle) fiir 6h, 12h, 24h, 36h
und 48h inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde nach entsprechender Inkubationszeit in 50mi
Roéhrchen dekantiert und tote Zellen sowie Zelltrimmer fiir 30 min bei 2000xg und 4°C sedimentiert.

Fir die Bestimmung der LDH-Aktivitdt in den konditionierten zellfreien Kulturliberstdnden wurden
diese zunachst in einem Verhaltnis von 1:50 mit frischem serumfreien Medium verdiinnt und 100l
dieser Verdinnungen in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte vorgelegt. Anschlielend wurden Lésung 1
(Katalysator) und Losung 2 im Verhaltnis 1:45 gemischt und jeweils 100 ul hiervon zu den Proben in
die 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben. Nach Inkubation im Dunklen fir 30min bei Raumtemperatur
wurde die Absorption der Proben bei 492nm in einem 96-Loch-Mikrotiterplatten-Lesegerat bestimmt.
Fir jeden einzelnen Kulturiberstand wurde eine 3-fach-Bestimmung durchgefiihrt. Da sich wahrend
der Inkubation das Jodotetrazoliumchlorid in geringer Menge auch spontan zu Formazan umsetzt,
wurden Kontrollwerte mit unkonditioniertem frischem serumfreien Kulturmedium ermittelt. Um bei
den Messungen nur den durch die LDH-Aktivitat vermittelten Anteil an entstandenem Formazan zu

erfassen, wurden diese Kontrollwerte als Hintergrundwerte von allen Messwerten abgezogen.

2.21.4 Praparation nekrotischer Zellen

In dieser Arbeit wurden sowohl primar nekrotische als auch sekundar nekrotische Zellen eingesetzt.
Die Praparation primar nekrotischer Zellen erfolgte durch das mechanische Aufbrechen lebender
Zellen durch 5-maliges Schockgefrieren in flissigem Stickstoff sowie Auftauen der Suspension bei
37°C im Wasserbad. Diese Vorgehensweise stellt eine gangige Methode zur Préaparation
nekrotischer Zellen dar (Basu et al. 2000, Li et al. 2001, Scaffidi et al. 2002; Kariko et al. 2004a).
Apoptotische Zellen, die durch 5-maliges Einfrieren und Auftauen aufgebrochen wurden, wurden als
sekundar nekrotische Zellen definiert. Der Unterschied zwischen primarer und sekundarer Nekrose
besteht darin, dass bei sekundar nekrotischen Zellen vor Desintegration apoptotische Prozesse

induziert wurden.

Protokoll:

Zellen wurden in Kulturflaschen (175cm?) bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™ gewaschen,
durch Trypsinbehandlung vom GefaBboden geldst und in PBS™ resuspendiert. Zur Entfernung des
Trypsins wurden die Zellen fir 10min bei 100xg und 4°C sedimentiert und in 20ml serumfreiem
Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde ein Aliquot der Suspension 1:50 verdiinnt und die
Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt (2.2.1.1.6). Dann wurde die Zelldichte der

Ausgangssuspension durch Verdiinnung mit serumfreiem Medium auf 5x10° Zellen/ml eingestellt.
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Das Aufbrechen der Zellen erfolgte durch 5-maliges Einfrieren in flissigem Stickstoff und Auftauen
der Suspension bei 37°C im Wasserbad. Auf diese Weise behandelte Zellen wurden als primar
nekrotische Zellen definiert. Bei der Praparation sekundar nekrotischer Zellen wurden zunachst
apoptotische Zellen prapariert (2.2.1.2) und anschlieRend ebenfalls durch 5-maliges Schockgefrieren
der Zellsuspension aufgebrochen. Nach Praparation wurden nekrotische Zellen in flissigem

Stickstoff eingefroren und bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

2.21.5 Praparation von Zellextrakt

Die Praparation von Zellextrakt vitaler Zellen folgt prinzipiell dem Protokoll zur Praparation von
Zytosol (2.2.1.6). Der Unterschied besteht im Verfahren des Aufbrechens der Zellen. Bei der
Zytosolpraparation werden die Zellen durch Scherkrafte mittels Passage durch eine Kanlle
aufgeschlossen. Bei der Praparation von Zellextrakt erfolgt dies durch einmaliges Einfrieren in
flissigem Stickstoff. Die Brechungsrate der Zellen betragt hierbei 100% (Zytosolpraparation 25-
35%). Da alle Nuklei unter dem Mikroskop im Phasenkontrast eine zusammenhangende, dunkle
granuldre Struktur aufweisen, ist davon auszugehen, dass bei dieser Praparationsmethode neben
der Plasmamembran auch die Kernmembran sowie die Membranen verschiedener Organellen
zerstort werden. Die Suspension wurde zundchst bei 3000xg und anschlieBend bei 100.000xg
zentrifugiert. Der entstehende Uberstand wurde als Zellextrakt definiert und stellt eine Mischung

I6slicher Komponenten aus dem Zytosol, der Kernmatrix sowie anderer Organellen dar.

Protokoll:

Zellen wurden in Kulturflaschen (175 cm?) bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™ gewaschen,
durch Trypsinbehandlung vom GefaRboden geldst und in PBS™ resuspendiert. Zur Entfernung des
Trypsins wurden die Zellen fiir 10min bei 100xg und 4°C sedimentiert und in 20ml serumfreiem
Medium resuspendiert. AnschlieRend wurde ein Aliquot der Suspension 1:50 verdinnt und die
Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt (2.2.1.1.6). Jeweils 5x10” Zellen wurden in 15ml
Roéhrchen Uberfuhrt und nochmals zentrifugiert (10min, 100xg, 4°C). Die Zellen wurden dann in
jeweils 1ml serumfreiem Medium resuspendiert (5x10” Zellen/ml) und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Nach dem Auftauen der Suspension bei 37°C im Wasserbad wurde ein Aliquot
entnommen und die Brechungsrate unter dem Lichtmikroskop im Phasenkontrast auf Vollstandigkeit
Uberprift. AnschlieBend wurde die Suspension fir 20min bei 3000xg und 4°C zentrifugiert, um groflRe
Zelltrimmer und Zellkerne zu sedimentieren. Der Uberstand wurde dann in Ultrazentrifugenréhrchen
Uberflhrt und far 60min bei 40.000U/min (100.000xg) und 4°C in der Ultrazentrifuge (Centrikon T-
1065, Kontron Instruments) mit Ausschwingrotor (TST 55.5) zentrifugiert. Anschlielend wurde die
oberste Schicht des Uberstandes abgenommen und verworfen. Hierbei handelte es sich um Lipide,
die wahrend der Ultrazentrifugation aufgrund ihrer geringen Dichte an der Flissigkeitsoberflache
akkumulierten. Der restliche Uberstand (Zellextrakt) mit einer Konzentration von 5x10’ Zellen/ml

wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

46



Material und Methoden

2.21.6 Praparation von Zytosol

Das Prinzip der hier verwendeten Methode zur Praparation von zelluldarem Zytosol besteht darin,
adharente Zellen nach Trypsinbehandlung zunachst in einem hypotonischen Puffer zu Gberflhren.
Hierbei kommt es aufgrund der niedrigen Osmolaritat des Puffers zu einem Anschwellen der Zellen.
Mit Hilfe einer Einwegspritze und einer Kanlle mit definiertem Innendurchmesser erfolgt das
Aufbrechen der Zellen durch mehrfaches Aufziehen der Zellsuspension. Hierbei kommt es durch
Scherkrafte zur selektiven Ruptur der Plasmamembran. Die Membran der freigesetzten Nuklei bleibt
intakt. Unter dem Phasenkontrastmikroskop sind die freien Zellkerne anhand ihres hellen
Membransaums deutlich zu erkennen und konnen aufgrund ihrer GréRe von intakten Zellen
unterschieden werden. Beschadigte Zellkerne erscheinen als dunkle granuldre Strukturen ohne
hellen Saum. Die freien Zellkerne kénnen anschlieRend bei 3000xg sedimentiert werden. Der als
PNS (postnuclear supernatant) bezeichnete kernfreie Uberstand wird schlieRlich fiir 60min bei
100.000xg und 4°C in der Ultrazentrifuge (Centrikon T-1065, Kontron Instruments) mit
Ausschwingrotor (TST 55.5) zentrifugiert, um weitere Organellen (Endosomen, Lysosomen,

Mitochondrien, Ribosomen) zu entfernen. Der resultierende Uberstand wird als Zytosol definiert.

Loésungen:

Homogenisierungspuffer: 250 mM Saccharose
3 mM Imidazol

Protokoll:

Rat1-Fibroblasten wurden in Kulturflaschen (175 cm?) bis zur Konfluenz kultiviert, 2x mit PBS™
gewaschen, durch Trypsinbehandlung vom GefalRboden geldst und in PBS™ resuspendiert. Zur
Entfernung des Trypsins wurden die Zellen fir 10min bei 100xg und 4°C sedimentiert und in
40-50 ml PBS™ resuspendiert. Anschlielend wurde die Zellzahl bestimmt, indem ein Aliquot einer
1:10 verdliinnten Suspension mittels Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt wurde (2.2.1.1.6). Jeweils
5x10” Zellen wurden in 15ml Réhrchen (iberfiihrt, sedimentiert (10min, 100xg, 4°C) und in je 3ml
Homogenisierungspuffer resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10min, 100xg,
4°C) wurden die Zellen in jeweils 500ul Homogenisierungspuffer resuspendiert, so dass die
Zelldichte der Suspension 1x10® Zellen/ml betrug. Nach einer 10miniitigen Inkubation auf Eis
erfolgte das Aufbrechen der Zellen mittels Einwegspritze (1ml) durch mehrmaliges vollstandiges
Aufziehen der gesamten Suspension durch eine Kanile (& 22,5 gauge). Nach jeder einzelnen
Passage wurde ein Aliquot der Zellsuspension auf einen Objekttrager Uberfiihrt, ein Deckglaschen
aufgelegt und unter dem Phasenkontrastmikroskop der Zustand der freigesetzten Zellkerne
Uberprift. Waren nur intakte Nuklei zu erkennen, erfolgte eine weitere Passage der Zellsuspension
durch die Kanule. Beim Auftreten erster beschadigter Zellkerne, die als dunkle, granulare Strukturen
zu erkennen waren, wurde der Vorgang beendet. In der Regel erfolgten 4 Passagen der gesamten
Zellsuspension. AnschlieRend wurde die Brechungsrate der Zellen ermittelt, indem ein Aliquot der

Suspension mittels Neubauer-Zahlkammer analysiert wurde. Hierzu wurde sowohl die Anzahl der
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freien Nuklei als auch die Anzahl intakter Zellen in zwei kleinen Quadraten bestimmt. Die

Brechungsrate wurde anschlielend wie folgt ermittelt:

> freie Zellkerne

= Brechungsrate [%]
2 freie Zellkerne + intakte Zellen

In der Regel betrug die Brechungsrate 25-35%. Die Suspension wurde anschlieend fur 15min bei
3000xg und 4°C zentrifugiert, um die freien Zellkerne und intakte Zellen zu sedimentieren. Der
daraus resultierende, als PNS (postnuclear supernatant) bezeichnete kernfreie Uberstand wurde
dann in Ultrazentrifugenréhrchen tberfihrt und fir 60min bei 40.000 U/min (100.000xg) und 4°C in
der Ultrazentrifuge (Centrikon T-1065, Kontron Instruments) mit Ausschwingrotor (TST 55.5)
zentrifugiert. AnschlieRend wurde die oberste Schicht des Uberstandes abgenommen und
verworfen. Der restliche Uberstand (Zytosol) wurde dann entsprechend der Brechungsrate sowie der
Zelldichte der urspriinglichen Suspension (1><1O8 Zellen/ml) mit serumfreiem Rat1-Medium verdiinnt,
so dass sich eine Zytosolkonzentration von 5x10° Zellen/ml ergab. Die Lésung wurde anschlieRend

in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

2.21.7 Colorimetrische Zellvitalitatsbestimmung mittels MTS-Assay

Um den relativen Anteil lebender Zellen einer Population zu bestimmen, wurde in dieser Arbeit eine
modifizierte Methode des MTT-Assays angewandt (Buttke et al. 1993). Diese beruht darauf, dass
lebende, metabolisch aktive Zellen das Substrat MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium], eine modifizierte MTT-Verbindung, zu
einem wasserloslichen Formazan-Produkt reduzieren. Diese Reduktion wird durch die zellularen
Reduktionsaquivalente NADH und NADPH vermittelt. Nur in metabolisch aktiven Zellen werden
diese Reduktionsaquivalente durch Dehydrogenasen in die reduzierte Form Gberflhrt und stehen fur
eine Reduktion des Substrats MTS zur Verfigung (Abb. 2.2.7). Das entstehende Formazan kann
anschlieRend durch Bestimmung der Absorption bei 492nm quantifiziert werden und steht in direkt
proportionalem Verhaltnis zur Anzahl lebender Zellen in einer Population.

Die hier verwendete MTS-Methode hat mehrere Vorteile gegeniber dem klassischen MTT-Test.
Zum einen sind samtliche Komponenten, inklusive des Elektronenkopplungsreagenzes PES, in Form
einer einzigen stabilen Losung vorhanden, wodurch die Rekonstitution von Einzelkomponenten in
entsprechenden L&sungsmitteln entfallt. Zum anderen ist es nicht notwendig, vor Messung der
Absorption das in der Probe prazipitierte Formazan zu resolubilisieren, da die Modifikation des MTT
zu MTS zur Entstehung einer wasserldslichen Form des Formazans flhrt. Diese Methode ist auch
dazu geeignet, Zellproliferationsuntersuchungen durchzufiihren. Sie kann alternativ zur klassischen

Methode der [*H]Thymidin-Inkorporation angewendet werden.
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Abbildung 2.2.1.7: Prinzip des MTS-Assays

Loésungen:

CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega):

enthalt: MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium]
Elektronenkopplungsreagenz: PES (Phenazinethosulfat)

Protokoll:

Fiir Experimente wurden jeweils 5x10° Zellen pro Loch in 96-Loch-Mikrotiterplatten ausgesat und fiir
24h unter serumhaltigen Bedingungen kultiviert. Nach vollstandiger Entfernung des Kulturmediums
wurden die Zellen 2x mit 100l PBS” gewaschen und anschlieRend unter den in den einzelnen
Experimenten beschriebenen Bedingungen fir 12h-72h in einem Gesamtvolumen von 100l
frischem Kulturmedium inkubiert. Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurde die
Vitalitdt der Zellen in den einzelnen Ansatzen bestimmt. Hierzu wurde zunachst das Kulturmedium
vollstdndig abgenommen und die verbliebenen adharenten Zellen 2x mit 100yl PBS™ gewaschen.
AnschlieBend wurden pro Loch 100pl frisches serumfreies Medium sowie 20pl der CellTiter 96°
AQueous One Solution Cell Proliferation-Losung zugegeben. Um die spontane Umsetzung des MTS
zu erfassen, wurden zellfreie Kontrollen zur Hintergrundbestimmung angesetzt. Diese Kontrollwerte
wurden spater von den Probenwerten subtrahiert. Nachdem die Losungen durch leichtes Klopfen der
96-Loch-Mikrotiterplatte gemischt waren, erfolgte die Reaktion flir exakt 4h im CO.-Inkubator. Die
Absorption der Proben bei 492nm wurde anschliefend mit einem 96-Loch-Mikrotiterplatten-
Lesegerat bestimmt. Ebenso wurde mit Proben verfahren, bei der die Zellvitalitatsbestimmung zu
Beginn des jeweiligen Experimentes durchgefiihrt wurde (0h). Sdmtliche Werte wurden jeweils durch
eine 3-fach-Bestimmung ermittelt. Um innerhalb des experimentellen Zeitraums die relative
Zunahme- bzw. Abnahme der Anzahl vitaler Zellen zu bestimmen, wurden in jedem Experiment die
Werte der einzelnen Proben als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des jeweiligen

Experimentes ermittelten Ausgangswert (Oh) ausgedriickt.
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2.2.2 Methoden zur Isolierung ApoJ-induzierender und zytoprotektiver Faktoren
2.2.2.1 Ultrafiltration

Das Prinzip der Ultrafiltration beruht auf der Trennung von Molekilen unterschiedlichen
Molekulargewichts durch Verwendung einer Membran mit definierter PorengréRRe. Die Ultrafiltration
stellt eine einfache und schnelle Methode dar, um Proteine in nativer Form zu konzentrieren sowie
niedermolekulare Substanzen effizient aus Proteinldsungen zu entfernen. Die Wahl der Membran mit
einer geeigneten Ausschlussgrenze (MWCO, molecular weight cut-off) hangt hierbei vom
Molekulargewicht der zu trennenden Komponenten bzw. des zu konzentrierenden Proteins ab. In
dieser Arbeit wurden Zentrifugeneinheiten mit einer Membran aus regenerierter Zellulose verwendet
(Amicon Ultra, Millipore). Die Ultrafiltration wurde unter anderem zur Fraktionierung von Zellextrakt,
dem Entfernen von Camptothecin aus konditionierten Medien sowie zur Konzentration der Proben

vor Gelpermeationschromatographien eingesetzt.

Material:

Ultrafilterzentrifugeneinheiten (Amicon Ultra, Millipore):
Amicon Ultra-15 PLGC Centrifugal Filter Unit 10kDa MWCO
Amicon Ultra-15 PLTK Centrifugal Filter Unit 30kDa MWCO
Amicon Ultra-15 PLHK Centrifugal Filter Unit 100kDa MWCO

Protokoll:

Die Ultrafilterzentrifugeneinheiten wurden mit einem geeigneten Volumen der entsprechenden
Ausgangsldsungen beschickt und anschlieBend bei 3000xg und 4°C in einer Zentrifuge mit
Ausschwingrotor (Universal 16R, Hettich) zentrifugiert, bis das Volumen des Ruckstandes ca. 500ul
betrug. Zur vollstandigen Entfernung niedermolekularer Substanzen (Camptothecin, DTT) und des

Trypsins erfolgten zwei zusatzliche Waschschritte mit jeweils 10ml PBS™.

2.2.2.2 Anionenaustauscherchromatographie

Zur  Fraktionierung komplex zusammengesetzter Proben kann die Methode der
lonenaustaucherchromatopgraphie angewandt werden. Hierbei werden die verschiedenen
Komponenten der Probe anhand ihrer unterschiedlichen Nettoladung voneinander getrennt.
Aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen erfolgt im Falle eines Anionenaustauschers die
Bindung negativ geladener Moleklle an eine positiv geladene immobilisierte Matrix. Positiv geladene
Komponenten kénnen dagegen nicht binden und durch Waschen entfernt werden. Die gebundenen
Molekile kénnen anschliefend durch Erhéhung des Salzgehaltes der Losung selektiv von der Matrix
geldst werden. Hierbei werden diese durch den Anstieg der Konzentration an negativ geladenen
lonen kompetitiv von der Matrix verdrangt und wieder in die Lésung freigesetzt (Elution). Die
Salzkonzentration, die notwendig ist, um ein bestimmtes Molekll zu eluieren, hangt von dessen
Nettoladung ab, die wiederum vom pH-Wert der Lésung beeinflusst wird.

Fir die Anionenaustauscherchromatographie wurden in dieser Arbeit zentrifugierbare

Sauleneinheiten mit regenerierter Zellulose als Matrix sowie quaternarem Ammonium als
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funktioneller Gruppe benutzt. Als Puffersysteme wurden sowohl ein basischer Tris/HCI-Puffer
(pH 8,0) als auch ein saurer Natriumacetat-Puffer (pH 5,5) verwendet. Die Elution erfolgte in beiden
Fallen schrittweise mit steigenden Konzentrationen an Natriumchlorid. Mit Hilfe der
Anionenaustauscherchromatographie wurden sowohl Zellextrakt als auch konditioniertes Medium
Camptothecin-behandelter Rat1-Zellen im analytischen und praparativen Malstab fraktioniert.

Vorteil der hier verwendeten Zentrifugeneinheiten gegeniber der FPLC-basierenden
Chromatographie war der geringe Arbeits- und Zeitaufwand, der zur Durchfiihrung von
Chromatographien im praparativen MalRstab nétig war. Zudem war eine vorangehende Entgasung
des Puffers nicht notwendig. Ein Elutionsprofil konnte hingegen nicht erstellt werden. Die
Uberpriifung des Proteingehaltes einzelner Fraktionen erfolgte durch Proteinbestimmung (2.2.2.5)
und denaturierender SDS-Polyacrylamidgelelektrophoese (SDS-PAGE) (2.2.2.6).

Lésungen und Material:

Zentrifugeneinheit:  Vivapure Maxi H Typ Q (Vivascience)
Matrix: regenerierte Zellulose, 2,7ml Bettvolumen
funktionelle Gruppe: quaternares Ammonium (R-CH,-N" -(CH3)s3)
maximales Probenvolumen: 19ml
maximale Bindekapazitat: 60-80mg Protein

Puffersystem 1: Puffer A:  25mM Tris/HCI, pH 8,0
Puffer B:  25mM Tris/HCI, 2M NaCl, pH 8,0

Puffersystem 2: Puffer A:  25mM Natriumacetat, pH 5,5
Puffer B:  25mM Natriumacetat, 2M NaCl, pH 5,5

Protokoll:

Alle Arbeitschritte (Aquilibration, Bindung, Waschen, Elution) wurden fir 5min bei 400xg und 4°C in
einer Zentrifuge mit Ausschwingrotor (Universal 16R, Hettich) durchgefiihrt, bis die Lésung das
Saulenmaterial komplett durchlaufen hatte. Zudem wurden die Zentrifugeneinheiten fir jeden
Arbeitschritt in ein frisches 50ml Réhrchen Uberflihrt. Alle Puffer wurden auf 4°C vorgekulhlt. Der
Durchfluss sowie sdmtliche Eluate wurden sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C gelagert.

Vor Beginn der Chromatographie wurde das Saulenmaterial zunadchst mit 5ml Puffer A des
jeweiligen Puffersystems aquilibriert. Das Ausgangsmaterial (Zellextrakt, konditioniertes Medium
Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten) wurde dann in einem Verhaltnis von 1:5 in Puffer A
verdinnt und in Portionen von 15 ml durch das Saulenmaterial zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
ein weiteres Mal Uber die Saule gefiuihrt, um die Bindungseffizienz entsprechender Proteine zu
maximieren. AnschlieRend wurde mindestens 3x mit 15ml Puffer A gewaschen, um ungebundene
Proteine aus der Saulenmatrix zu entfernen. Die Elution erfolgte schrittweise mit steigender
Salzkonzentration (50mM — 1M NacCl). Hierzu wurden Puffer A und Puffer B zuvor in einem
entsprechenden Verhaltnis gemischt und jeweils 15ml fir jeden Elutionsschritt eingesetzt.

Nach Abschluss der Chromatographie wurde das Saulenmaterial zunachst 3x mit 15ml Puffer B

gewaschen und anschlieBend 1x mit 15ml Puffer A entsalzt. Nach Zugabe von 5ml Puffer A wurde
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die Zentrifugeneinheit dicht verschlossen und bei 4°C gelagert. Nach Regeneration konnten die

Zentrifugeneinheiten mehrmals verwendet werden.

2.2.2.3 Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie stellt eine effiziente Methode zur Fraktionierung komplexer Proben
dar. Hierbei kénnen Biomolekile aufgrund ihrer biologischen Funktion oder ihrer individuellen
chemischen Struktur voneinander getrennt werden. Das Prinzip dieser Methode besteht darin, eine
spezifische Substanz (Ligand) kovalent an ein immobilisiertes Tragermaterial (Matrix) zu koppeln.
Bei anschlieliender Chromatographie der Probe kommt es zu einer reversiblen ligandenspezifischen
Bindung von Molekiilen an die Matrix. Ungebundenes Material kann ausgewaschen werden. Durch
Erhéhung der lonenstarke bzw. Zugabe des Liganden in |8slicher Form wird die reversible Bindung
adsorbierter Molekile an die Matrix aufgehoben. Es ist méglich, die gebundenen Molekile spezifisch
vom immobilisierten Tragermaterial zu eluieren. Mit Hilfe der Affinitdtschromatographie lassen sich
hoch effiziente Reinigungen in nur einem Trennschritt erreichen.

In vorliegender Arbeit wurde die Affinitdtschromatographie angewandt, um Zellextrakt zu
fraktionieren. Es sollte Uberpriift werden, ob verschiedene Saulenmaterialien zur Reinigung ApoJ-
induzierender und zytoprotektiver Faktoren geeignet sind. Als gruppenspezifischer Ligand wurden
Heparin und der Farbstoff Cibacron™ Blue F3G-A benutzt. Beide Liganden lagen als Agarose-
Konjugat in gepackten Saulen vor (HiTrap Heparin HP, HiTrap Blue HP). Die Chromatographie
wurde mit einer FPLC-Apparatur (fast performance liquid chromatography) durchgefihrt. Als
Puffersystem diente in beiden Fallen 25mM TRIS/HCI, pH 7,4. Die Elution erfolgte durch eine

schrittweise Erhéhung der Natriumchloridkonzentration (250mM-2M).

Lésungen und Material:

HiTrap Heparin HP, 5ml (Amersham-Pharmacia):

Saulenmaterial: Agarose, 5ml Volumen
Ligand: Heparin (sulfatiertes Glucosaminoglykan)
Gruppenspezifitat: DNA-bindende Proteine, Wachstumsfaktoren, Proteine der

Blutgerinnungskaskade, Steroidhormonrezeptoren, u.a.

HiTrap Blue HP, 5ml (Amersham-Pharmacia)

Saulenmaterial: Agarose, 5ml Volumen
Ligand: Cibacron™ Blue F3G-A
Gruppenspezifitat:  NAD*/NADP’-bindende Enzyme, Albumin, Proteine der

Blutgerinnungskaskade, Interferon, u.a.

Puffersystem: Puffer A:  25mM Tris/HCI, pH 7,4
Puffer B:  25mM Tris/HCI, 2M NaCl, pH 7,4

Protokoll:
Vor Beginn der Arbeiten wurden beide Puffer frisch entgast, indem sie fir mindestens 30min unter
Vakuum (Wasserstrahlpumpe) gerihrt wurden. Zudem wurden beide Puffer steril filtriert (0,22uM

Porengrofie), um etwaige Partikel zu entfernen.
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Die Chromatographie wurde mit einer FPLC-Apparatur (Econo System, Bio-Rad) bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Zunachst wurde die Saule mit Puffer A fir mindestens 30min bei
einer Flussrate von 1ml/min aquilibriert. 1ml Zellextrakt einer Konzentration von 5x10" Zellen/ml
wurde in einem Verhaltnis von 1:5 in Puffer A verdinnt, steril filtriert (0,22uM Porengrof3e) und mit
einer Einwegspritze Uber die Injektionseinheit komplett auf die Saule aufgetragen. Die
anschlieRende Chromatographie wurde bei einer konstanten Flussrate von 1ml/min mit Puffer A
durchgefiihrt. Das Volumen der tber die gesamte Chromatographie gesammelten Fraktionen betrug
1ml. Die Absorption des Durchflusses bei einer Wellenlange von 280nm wurde mit Hilfe eines UV-
Monitors detektiert und mittels Schreiber ein entsprechendes Elutionsprofil erstellt. Nachdem die
Absorption wieder auf den Ausgangswert gefallen war, wurden die an die Saule gebundenen
Proteine eluiert, indem die Natriumchloridkonzentration des Puffers schrittweise erhoht wurde
(250mM — 500mM — 1M — 2M). Hierzu wurden Puffer A und Puffer B mittels Gradientenmischers
jeweils in einem entsprechenden Verhaltnis gemischt. Fur jede Konzentrationsstufe an
Natriumchlorid erfolgte die Elution mit konstanter Flussrate (1ml/min) bis die Absorption des Eluats
bei 280nm wieder auf den Ausgangswert gefallen war. Alle Fraktionen wurden sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren.

Nach Abschluss der Chromatographie wurde die Sdule zunachst fir 30min mit Puffer B gewaschen
und dann fiur mindestens 30min mit Puffer A aquilibriert. AnschlieRend konnte die Saule direkt
wieder verwendet werden. Wurde die Saule langere Zeit nicht bendtigt, wurde sie in 0,1% (w/v)

Natriumazid bei 4°C dauerhaft gelagert.

2.2.2.4 Gelpermeationschromatographie

Mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie ist es moglich, Molekiile nach ihrem molekularen
Radius (M;) voneinander zu trennen. Im Falle globuldrer Proteine ist der molekulare Radius direkt
proportional zum Molekulargewicht (MW). Das Prinzip dieser Methode besteht darin, die Probe in
einem geeigneten Puffer durch eine pordse Gelmatrix laufen zu lassen. Hierbei kommt es durch die
Filterwirkung des Gelmaterials zu einer Trennung der Probenkomponenten. Hochmolekulare
Substanzen, die nicht oder nur in geringem MaRe in die Poren der Gelmatrix diffundieren,
durchlaufen das Gelvolumen deutlich schneller und eluieren somit friiher als Molekiile mit geringem
Molekulargewicht. Niedermolekulare Substanzen diffundieren in das porése Material. Aus diesem
Grund durchlaufen sie ein groReres Volumen, verbleiben langer in der Gelmatrix und eluieren
zeitverzogert. Durch Kalibrierung der Gelpermeationssdule mit globularen Proteinen bekannten
Molekulargewichts ist es zudem maoglich, das Molekulargewicht unbekannter Proteine anhand ihres
Elutionsvolumens zu bestimmen.

In dieser Arbeit wurde die Gelpermeationschromatographie zur Fraktionierung von Zellextrakt und
konditioniertem  Medium  Camptothecin-behandelter = Rat1-Fibroblasten = angewandt.  Die
Chromatographie wurde mit einer FPLC-Apparatur bei Raumtemperatur durchgefihrt. Als Puffer
diente PBS™. Nach Kalibrierung der verwendeten Gelpermeationssaule (HiLoad 16/60 Superdex 200

prep grade) mit den Proteinen Katalase (232kDa), Rinderserumalbumin (BSA, 69kDa) und
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Cytochrom c (12,3kDa) konnten die jeweiligen Elutionsvolumina (Vg) in einem halblogarithmischen
Diagramm gegen das Molekulargewicht aufgetragen werden. Anhand einer daraus abgeleiteten
Eichgerade war schlieBlich eine Abschatzung des Molekulargewichts der ApoJ-induzierenden und

zytoprotektiven Faktoren moglich.

Lésungen und Material:

Saule: HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (Amersham-Pharmacia)
Gelmatrix: kovalentes Dextran-Agarose-Konjugat
Partikelgrofie: 34um
Male: &1,6cm, Lange 60cm
Gelvolumen: 120ml

Trennbereich: 10.000 — 600.000 Da fur globulare Proteine

Kalibrierlésungen:

Dextranblau (2.000.000 Da): 1mg/ml in PBS™
Katalase (aus Rinderleber, 232.000 Da): 10mg/ml  in PBS™
BSA (69.000 Da): 10mg/ml  in PBS™
Cytochrom ¢ (12.300 Da): 5mg/ml in PBS™
Protokoll:

Vor Beginn der Arbeiten wurde PBS™-Puffer durch Riihren unter Vakuum (Wasserstrahlpumpe) fiir
mindestens 30min frisch entgast und anschlieRend steril filtriert (0,22uM PorengréRe), um etwaige
Partikel zu entfernen. Die Chromatographie wurde mit einer FPLC-Apparatur (Econo System, Bio-
Rad) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Zunichst wurde die Saule mit 2x Saulenvolumen PBS™ bei
einer Flussrate von 1ml/min &aquilibriert. 1ml der Probe wurde zunachst steril filtriert (0,22uM
Porengrofe) und mit einer Einwegspritze Uber die Injektionseinheit komplett auf die Saule
aufgetragen. Die Chromatographie wurde bei einer konstanten Flussrate von 0,5ml/min
durchgefliihrt. Als Chromatographiepuffer diente PBS™. Die Absorption des Eluats bei einer
Wellenlange von 280nm wurde mit Hilfe eines UV-Monitors detektiert und mittels Schreiber ein
entsprechendes Profil erstellt. Fraktionen mit einem Volumen von 1ml wurden gesammelt und sofort
in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach Abschluss der Chromatographie wurde die Saule mit 2
Saulenvolumen PBS™ bei einer Flussrate von 1ml/min gewaschen und konnte anschlief3end direkt
wieder verwendet werden. Wurde die Saule Uber einen langeren Zeitraum nicht bendtigt, wurde sie
in 0,1% (w/v) Natriumazid bei 4°C dauerhaft gelagert.

Vor Beginn der Experimente wurde zunachst das Ausschlussvolumen (Vo) der Saule mit Hilfe von
1ml der Dextranblau-Lésung ermittelt Die anschlieRenden Kalibrierungsschritte erfolgten separat mit
jeweils 1ml der oben angegebenen Proteinlésungen. Fur die Fraktionierung von Zellextrakt und
konditioniertem Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten nach einer vorangegangenen
Anionenaustauscherchromatographie war es notwendig, das Probenvolumen vor Beginn der
Gelpermeationschromatographie mittels Ultrafiltration (MWCO 30kDa) (2.2.2.1) auf 1ml zu

reduzieren.
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2.2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehaltes von Ldésungen erfolgte colorimetrisch nach der von Bradford
beschriebenen Methode (Bradford 1976). Dieses Verfahren basiert auf einer unspezifischen
Komplexierung von Proteinen mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250. Die Zugabe dieses
Farbstoffes flihrt zu einem Farbumschlag proteinhaltiger Lésungen und somit zu einer Erhéhung der
Absorption bei einer Wellenlange von 595nm. Die Absorption verhalt sich hierbei direkt proportional
zur Proteinkonzentration der Loésung. Durch Vergleich mit einer Verdinnungsreihe einer
Standardlésung mit definiertem Proteingehalt Iasst sich auf diese Weise die Proteinkonzentration

von Proben bestimmen.

Lésungen und Material

Bradford-Reagenz: Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)
Proteinstandard: 0,5 mg/ml BSA

Ameisensaure, p.a.

Einwegkulvetten: Kunststoff, 1,5ml Volumen, 1cm Schichtdicke

Protokoll:

5-50ul der Proben wurde mit H,O auf ein Volumen von 50ul aufgefiillt. Nach Zugabe von 50ul
Ameisensaure wurden die Ansatze grindlich gevortext und fir 30min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlielend wurden 900ul des 1:5 in H,O verdiinnten Bradford-Reagenzes zugegeben, grindlich
gemischt und weitere 30min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Uberflihrung der Anséatze in
Einwegklvetten wurde die Absorption bei einer Wellenlange von 595nm im Spektralphotometer
bestimmt. Durch parallele Messung einer linearen Verdiinnungsreihe des Proteinstandards (Oug,
2ug, 4ug, 6ug, 8ug 10ug BSA) wurde eine Eichgerade erstellt, mit Hilfe derer die Proteinmengen in
den einzelnen Ansatzen bestimmt wurden. AnschlieRend konnten die Proteinkonzentrationen der
unverdinnten Ausgangsproben errechnet werden. Bei allen Proteinbestimmungen diente ein
proteinfreier Ansatz mit entsprechendem Puffer als Referenz. Die Proteinmengen aller Proben

wurden jeweils durch eine Doppelbestimmung ermittelt.

2.2.2.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Lammli

In dieser Arbeit wurde ein diskontinuierliches Gelsystem angewandt, das aus einem Trenngel sowie
einem Sammelgel besteht. Die Matrix beider Gele unterscheidet sich sowohl im pH-Wert als auch im
Polyacrylamidgehalt. Zu Beginn der Elektrophorese durchlaufen die Proben zunachst das
Sammelgel, das keine Trenneigenschaften besitzt. An der Grenze zum Trenngel erfolgt eine
Konzentration der Probe, was in der Entstehung einer feinen gleichmaRigen Lauffront zu erkennen
ist. Bei der anschlielRenden Migration durch das Trenngel kommt es zu einer Trennung einzelner
Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Der Vorteil dieses Systems gegenuiber kontinuierlichen

Gelen ist eine deutlich héhere Auflésung der Proteintrennung.
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Nach Anionenaustauscher-, Affinitats- und Gelpermeationschromatographie von Zellextrakt und
konditionietem Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten wurde die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese zur Uberpriifung der Proteinverteilung in den einzelnen Fraktionen
herangezogen. Zudem konnten nach partieller Reinigung der Apod-induzierenden und
zytoprotektiven Faktoren einzelne Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten und mittels
massenspektrometrischer Analyse (MALDI-TOF-MS) untersucht werden. Alle Proben wurden vor
Beginn der Elektrophorese durch das im Probenpuffer vorhandene Dithiothreitol (DTT) reduziert. Bei

jeder Gelelektrophorese wurde zudem ein Proteinmolekulargewichtsstandard aufgetragen.

Losungen und Material:

Gelapparatur: Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad)
mit geeigneten Glasplatten, Spacern, KAmmen, Elektrophoresekammer,
Halterung zum Giel3en der Gele

Molekulargewichtsstandard: Roti®-Mark PRESTAINED (Roth)
Molekulargewichtsbereich: 17 kDa — 245 kDa
Acrylamid-Stamml&sung: Rotiphorese® 30; 37,5:1 (Roth)

29,2% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid

Elektrophoresepuffer, pH 8,3 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

Probenpuffer (2x): 500 mg SDS
1,5 mg EDTA
4,0 mg Bromphenolblau
250 mg DTT
10 ml Glycerin
6,25 ml  1,5M Tris/HCI, pH 8,8
ad 25 ml H,O

Trenngelpuffer 3M Tris, pH 8,8
Sammelgelpuffer 1M Tris, pH 6,8
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Ammoniumpersulfat (APS), 10% (w/v)

SDS, 10% (w/v)

Essigsaure, 40% (v/v)

Zusammensetzung des Trenngels (10ml):

Polyacrylamidgehalt 7,5 % 10 % 12,5 %
H20 [mi] 6,1 5,3 4.4
Trenngelpuffer [ml] 1,25 1,25 1,25
SDS [uI] 100 100 100
Acrylamid [mi] 2,5 3,3 4,2
TEMED [u] 10 10 10
APS [ui] 50 50 50
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Zusammensetzung des Sammelgels (10ml):

Polyacrylamidgehalt 5%
H,O [mi] 6,9
Sammelgelpuffer [ml] 1,25
SDS [wl] 100
Acrylamid [mi] 1,7
TEMED [wl] 10
APS [wl] 50
Protokoll:

Nach griindlicher Reinigung der Glasplatten mit Ethanol und Aceton wurden diese zusammen mit
den Spacern in entsprechender Halterung befestigt. AnschlieRend wurde das Trenngel zwischen die
Glasplatten auf eine Hohe von ca. 5-6cm gegossen und vorsichtig mit H,O Uberschichtet, um eine
waagerechte Oberflache des Trenngels zu gewahrleisten. Nachdem das Trenngel vollstandig
polymerisiert war, wurde das H,O entfernt, das Sammelgel bis zur Oberkante der Glasplatten
gegossen (1-2cm) und schlief3lich der Kamm angebracht. Nachdem auch das Sammelgel vollstandig
polymerisiert war, wurde die Gelapparatur nach Herstellerangaben zusammengebaut und beide
Pufferreservoirs mit Elektrophoresepuffer geflllt. Nach Zugabe von 20ul Probenpuffer (2x) zu den
TCA-prazipitierten Proben (2.2.2.6.2) wurden diese fur 5min bei 100°C im Heizblock denaturiert, kurz
zentrifugiert und anschlieend mit ausgezogenen Pipettenspitzen komplett auf das Gel aufgetragen.
Auf jedes Gel wurden zudem 6pl des Proteinmolekulargewichtsstandards aufgetragen. Freie
Taschen wurden mit 20ul Probenpuffer gefillt. Die Elektrophorese wurde zunachst bei 150V
durchgefihrt, bis sich die Proben an der Grenze zwischen Trenn- und Sammelgel zu einer feinen
gleichmaRigen Lauffront konzentriert hatten. Anschlieend wurde die elektrophoretische Trennung
der Proteine bei einer Spannung von 200V durchgefiihrt. Nach etwa 40min wurde die
Elektrophorese beendet und das Gel in eine Plastikwanne Uberfihrt. Durch Inkubation des

Polyacrylamidgels fir 2h in 40% Essigsaure wurden die Proteine fixiert.

2.2.2.6.1 Kolloidal-Coomassie-Farbung

Die Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen kann mit zwei verschiedenen Methoden erfolgen.
Die gangigste Methode besteht darin, die Proteine durch Komplexierung mit einem blauen Farbstoff
(Coomassie) nachzuweisen. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, Silbernitrat zur Detektion zu
verwenden. Gegenlber der klassischen Coomassie-Farbung besteht der Vorteil dieses als
Silverstaining bezeichneten Verfahrens in einer deutlich héheren Sensitivitdt des Nachweises. Fir
die MALDI-TOF-Analyse war eine Coomassie-Farbung eine zwingende Vorraussetzung. Deshalb

wurden die Proteine standardmaRig mit einem Kolloidal-Coomassie-Kit (Invitrogen/Novex)
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nachgewiesen. Mit Hilfe dieser Farbemethode kénnen Banden mit einem Proteingehalt von 15ng

oder hoher detektiert werden.

Lésungen:

Coomassie-Farbeldsung: Colloidal Blue Staining Kit (Invitrogen/Novex)
enthalt: Farbelbsung A, Farbeldsung B

Methanol, p.a.

Protokoll:

Nach Fixierung der Proteine wurde das Gel mehrmals kurz gewassert und anschlielend mit 50ml
der frisch angesetzten Coomassie-Farbelésung flr mindestens 6h unter Schitteln inkubiert. Die
Farbeldsung setzte sich folgendermalRen zusammen:

27,5 m  HyO

10 ml  Methanol

2,5 ml Farbelésung B
10 ml Farbelésung A

Das Gel wurde anschlieBend durch mehrmaliges Waschen mit H,O entfarbt, bis der Hintergrund
vollstandig farblos war. Nach luftdichtem Einschweil3en des Gels in einer klaren Plastikfolie erfolgte

die Dokumentation mittels Computer und handelsiiblichem Scanner.

2.2.2.6.2 TCA-Prazipitation von Proteinen

Durch Zugabe von Trichloressigsaure zu Proteinldsungen kommt es aufgrund der Erniedrigung des
pH-Wertes zur Denaturierung und Préazipitation der Proteine. Dies stellt eine einfache und sehr
effiziente  Methode  dar, um Proteine in Loésung fur eine  anschlieRende

Polyacrylamidgelelektrophorese zu konzentrieren.

Losungen:

Trichloressigsaure (TCA): 72% (w/w) in H,O
Lysozym 100 pg/ml  in HO
Aceton, p.a.

Protokoll:

Nach Zugabe von '/5 Volumen der TCA-Losung wurde die Probe griindlich gemischt und fiir 30min
auf Eis inkubiert. Die prazipitierten Proteine wurden anschliefsend durch Zentrifugation fir 15min bei
14.000xg und 4°C sedimentiert. Um Reste an TCA zu entfernen, wurde das Pellet mit 1ml Aceton
Uberschichtet und ein weiteres Mal zentrifugiert (15min, 14.000xg, 4°C). Das Aceton wurde
anschlieBend vorsichtig abgenommen und das Prazipitat vollstandig luftgetrocknet. Prazipitierte
Proteine wurden fir die anschlieRende Polyacrylamidgelelektrophorese in 20ul Probenpuffer (2x)

aufgenommen. Um bei Proben mit einer sehr geringen Proteinkonzentration eine vollstandige und
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somit quantitative Fallung zu gewahrleisten, wurde den Proben vor TCA-Prazipitation 1ug Lysozym

als Tragerprotein zugesetzt.

2.2.3 RNA-Praparation nach Chomczynski und Sacchi

Beim Umgang mit RNA besteht die Gefahr, dass diese durch eine Kontamination mit RNAsen
degradiert wird. Diese RNAsen kénnen zum einen durch Hautkontakt in die Praparation gelangen,
zum anderen konnen sie aus nicht ausreichend gereinigten Geraten stammen. Alle Gerate und
Verbrauchsmaterialien wurden vor Beginn der Tatigkeit entweder fir mindestens 1h in 0.3% H,0O,
eingelegt oder fur 60min autoklaviert. Samtliche Ldsungen wurden ausschlieBlich mit 0.01%
Dieethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser angesetzt. Hierzu wurde ein Liter H,O mit 100l

DEPC versetzt, kraftig geschuttelt und nach einer Einwirkungsdauer von 1h fir 60min autoklaviert.

Lésungen und Puffer:

GTC-Puffer: 4 M Guanidinthiocyanat
25 mM Natriumcitrat, pH 7
0.5% (w/v) Natriumlaurylsarkosin
7.2 pl/ml B-Mercaptoethanol (Zugabe kurz vor Gebrauch)

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCl), 25:24:1 (v/viv), pH 4,0 (AppliChem)
Chloroform-Isoamylalkohol, 24:1 (v/v)

Natriumacetat, 2M, pH 4,0

Isopropanol, p.a.

Ethanol, 70% (v/v)

Protokoll:

Nach Ablauf der Stimulierungsdauer wurde das Kulturmedium abgezogen und die adharenten Zellen
einer @ 9,4cm Schale 2x mit 5ml PBS™ gewaschen, um Zelltrimmer sowie sich abgeléste Zellen
komplett zu entfernen. Anschlielfend wurden 2,5ml GTC-Puffer (mit B-Mercaptoethanol) zugegeben
und sofort Uber die gesamte Schalenflache verteilt. Hierbei wurden die Zellen lysiert und zudem
endogene RNAsen inaktiviert. Die Zelllysate wurden mit einem Zellschaber gesammelt, vollstandig in
15ml Réhrchen Gberflhrt und 280ul 2M Natriumacetat sowie 3ml Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
(PCIl) zugegeben. Nach grindlichem Vortexen wurden die Proben fir mindestens 15min auf Eis
gestellt und anschlieBend flir 15 Minuten bei 5000xg und 4°C zentrifugiert. Nach der
Phasentrennung wurde die obere, wassrige Phase in ein frisches 15ml Rohrchen Uberfihrt und ein
zweites Mal mit 3ml PCl extrahiert. Die wassrige Phase wurde nach Uberfiihrung in ein frisches 15ml
Roéhrchen mit 3ml Chloroform-lsoamylalkohol (24:1) versetzt, gevortext und bei 5000xg und 4°C fir
15min zentrifugiert. Die wassrige, obere Phase wurde abgenommen und mit 0.7x Volumen
Isopropanol gemischt. Die anschlieRende Fallung der RNA fand Uber Nacht bei -20°C statt. Die
prazipitierte RNA wurde bei 5000xg und 4°C fiir 60min sedimentiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet mit 1ml 70% Ethanol Uberschichtet. Nach Zentrifugation (5000x%g, 4°C, 30min) wurde der

Uberstand komplett abgenommen, das Pellet kurz luftgetrocknet und die RNA schlieBlich in 100-
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600ul H,O (abhangig von der Menge sedimentierter RNA) aufgenommen. RNA-L&ésungen wurden
dauerhaft bei —20°C gelagert.

2.2.3.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung praparierter Gesamt-RNA

Es wurden 1:100-Verdinnungen der RNA-Stammlésungen in einer 1ml Quarzkiivette photometrisch
(Spektrophotometer, Hitachi) auf Konzentrationsgehalt und Reinheitsgrad untersucht. Dazu wurde
die Absorption der Lésung bei den Wellenlangen 260nm (Nukleinsauren) und 280nm (Proteine)

gemessen. Dabei gilt:

Abs260nm =1
Abs,s0nm/Absogonm = 1,8 - 2.0 2 reine RNA-LOsung

>

40ug/ml RNA (einzelstrangig)

|>

224 Northern-Blot-Analyse

Zur qualitativen und quantitativen Analyse eines spezifischen RNA-Transkripts in der Gesamt-RNA
wurde die Methode der Northern-Blot-Analyse angewandt. Das Prinzip dieses Verfahrens besteht
darin, die verschiedenen RNA-Molekile der Gesamt-RNA unter denaturierenden Bedingungen in
einem formaldehydhaltigen Agarosegel nach ihrer Grolke aufzutrennen, auf eine Membran zu
transferieren und dort zu immobilisieren. AnschlieRend ist es moglich, das gewtlinschte RNA-
Transkript nachzuweisen, indem man mit einer zum entsprechendem Transkript komplementaren
markierten RNA- oder DNA-Sonde hybridisiert. Die entstehenden Hybridmolekile kdnnen mit einer
dem Markierungsverfahren entsprechenden Methode sichtbar gemacht werden.

Mit Hilfe der Northern-Blot-Analyse sind neben qualitativen Untersuchungen auch quantitative
Aussagen Uber die relativen Mengen eines spezifischen RNA-Transkriptes in verschiedenen Proben
moglich. Die Methode wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um Genregulationsanalysen durchzufihren.
Zum Nachweis einzelner mRNAs dienten mit Radionukleotiden markierte sequenzspezifische DNA-

Moleklile als Sonden.

2.2.4.1 Denaturierende Agarosegelelektrophorese

Einzelstrangige = RNA-Molekile koénnen unter physiologischen Bedingungen aufgrund
intramolekularer komplementarer Sequenzen Sekundarstrukturen ausbilden. Dies flihrt zum einen
dazu, dass sie wahrend einer Gelelektrophorese mit einer Geschwindigkeit migrieren, die nicht ihre
tatsachliche MolekulgroRe widerspiegelt. Zum anderen sinkt die Effizienz, mit der eine markierte
Sonde mit einem immobilisierten komplementaren RNA-Transkript hybridisieren kann. Um eine
exakte Auftrennung der verschiedenen RNA-Spezies wahrend der Gelelektrophorese sowie eine
hohe Hybridisierungseffizienz zu gewahrleisten, wurden die RNA-Proben vor dem Auftragen auf das
Agarosegel denaturiert und die Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen in einem

formaldehydhaltigen Agarosegel durchgefihrt.
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Lésungen und Material:

MOPS/EDTA, pH 7 (10x): 400 mM MOPS (3-(N-Morpholino-)-propansulfonsaure)
100 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

RNA-Probenpuffer: 1 mM EDTA, pH 8
0.25%(w/v) Bromphenolblau

Ethidiumbromid-Farbeldsung: 0.5ug/ml  Ethidiumbromid in H,O
Agarose (peqGOLD Universal Agarose, peglab)

Zusammensetzung des Formaldehydgels
Die Elektrophorese wurde in einem Agarosegel (1% (w/v) Agarose) mit einem Formaldehydgehalt

von 6% durchgefihrt. Das Gel besal} ein Volumen von 250ml, das sich wie folgt zusammensetzte:

25 g Agarose
184 ml H.O
— Losen der Agarose durch Erhitzen
25 ml 10xMOPS/EDTA
41 ml Formaldehyd

Das Gel wurde in eine horizontale Flachbettgelapparatur (AGS, Heidelberg) gegossen. Das
anschlieRende Ausharten erfolgte fir mindestens 2h. Die Gelkammer wurde dann mit 2,5l
Elektrophoresepuffer (1x MOPS/EDTA) geflllt. Vor Beladung des Gels wurde ein Vorlauf fir 10min
bei einer Spannung von 130 Volt durchgefihrt.

Bevor die Proben auf das Agarosegel aufgetragen wurden, wurde die RNA denaturiert. Hierzu
wurden 5-20ug Gesamt-RNA in einem Eppendorf-Gefal unter Vakuum vollstéandig lyophilisiert und
anschlie®end in folgenden Komponenten geldst:

7 ul H.O

3 ul 10x MOPS/EDTA
5 ul Formaldehyd

15 ul Formamid

Die Denaturierung erfolgte fir 20min bei 65°C im Wasserbad. AnschlieBend wurden die Proben
sofort auf Eis gestellt, mit 6yl RNA-Probenpuffer versetzt und dann auf das Gel aufgetragen. In
jedem Experiment wurden die Proben doppelt aufgetragen. Anschlieliend wurde die Elektrophorese
fur 2,5 Stunden bei 130 Volt durchgefihrt.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde eine Halfte des Gels 2x fiir 15min in H,O gewaschen und
anschlieRend fir 30min in einer Ethidiumbromid-Lésung angefarbt. Dann wurde das Gel fur 30min in
H,O entfarbt, um ungebundenes Ethidiumbromid zu entfernen. Unter UV-Licht (245nm) konnte
anschlieRend anhand der erkennbaren ribosomalen RNA-Banden die GleichmaRigkeit der RNA-
Menge in den verschiedenen Proben sowie deren Qualitdt (evil. Degradierung) Uberpruft und
dokumentiert werden. Die andere Halfte des Gels, die nicht mit Ethidiumbromid angefarbt wurde,

wurde fur den Kapillarblot verwendet.
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2.2.4.2 Kapillarblot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde die Gesamt-RNA auf eine positiv geladene
Nylonmembran transferiert. Dabei wurde die Methode des Kapillarblots angewandt. Bei dieser wird
mittels Saugpapier Puffer durch das Gel und die aufliegende Membran geleitet. Wahrend der
Transferpuffer durch das Gel flieRt, wird mit ihm die RNA auf die dariber liegende Membran

transferiert. Dieser Vorgang wird durch Kapillarkrafte angetrieben.

Losungen und Material:

Denaturierungspuffer: 50 mM NaOH

1,5 M NaCl
Neutralisierungspuffer, pH 7,4: 05 M Tris/HCI

1,5 M NacCl
Transferpuffer (20x SSC), pH 7: 30 M NaCl

0,3 M Natriumcitrat

Nylonmembran, positiv geladen (Roche Diagnostics)
Blotting-Papier (GB002, Schleicher&Schuell)

Protokoll:

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel fir 30min in Denaturierungspuffer inkubiert.
Dabei sollten grolke RNA-Transkripte (> 2 kb) durch den alkalischen pH-Wert der Losung partiell
hydrolysiert werden, um deren Transfereffizienz zu steigern. Dann wurde das Gel fir 20min in
Neutralisierungspuffer inkubiert und flr 45min in Transferpuffer (20x SSC) aquilibriert. Der Transfer
der RNA auf die positiv geladene Nylonmembran erfolgte mittels Kapillarblot unter Verwendung von
20x SSC als Transferpuffer Gber Nacht (12—16 Stunden) bei Raumtemperatur.

Am nachsten Tag wurde die Membran fir mindestens 1h bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Immobilisierung der RNA erfolgte durch Bestrahlung der Membran mit UV-Licht (0,24 Joule/cm?).
Hierbei wird die RNA kovalent an die Nylonmembran gebunden. Die Membran wurde bis zur

Hybridisierung bei 4°C gelagert.

2.2.4.3 Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der cDNA-Sonden erfolgte nach dem Prinzip des ,random-primed-
labeling“. An der denaturierten einzelstrangigen cDNA wird der komplementare Strang durch eine
DNA-Polymerase-Reaktion (Klenow-Enzym) neu synthetisiert. Die radioaktive Markierung erfolgt
durch die Zugabe eines Radionukleotids (a-*?P-dCTP). Die fir die Reaktion notwendigen anderen
Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP) liegen als unmarkierte Nukleotide vor. Die zum Start der
Polymerasereaktion notwendige freie 3'-OH-Gruppe wird von einem Gemisch an Oligonukleotiden
aller moglichen Sequenzenkombinationen bereitgestellt (,random primer®), die an entsprechend
komplementare Sequenzen an der nach Denaturierung einzelstrangig vorliegenden cDNA-Matrize
hybridisieren. Wahrend der Synthese des komplementdren DNA-Stranges kommt es durch die

statistische Verteilung der Oligonukleotid-Primer an der cDNA-Matrize als auch durch die 5 —3'-

62



Material und Methoden

Exonukleaseaktivitat des Klenow-Enzyms zu einer gleichmaRig radioaktiven Markierung der DNA.
Die verschiedenen in dieser Arbeit als spezifische Sonden verwendeten cDNAs wurden zuvor nach
Restriktionsverdau entsprechender cDNA-Plasmidkonstrukte (2.2.5.2) bzw. nach Amplifikation
entsprechender cDNAs durch eine PCR (2.2.5.5) mittels DNA-Gelextraktion (2.2.5.4) prapariert.

Lésungen und Material:

High-Prime-Kit (Roche Diagnostics)
enthalt: Klenow-Enzym, 5x Reaktionspuffer, randomisiertes Oligonukleotid-Gemisch,
unmarkierte Desoxyribonukleotide (dATP, dGTP, dTTP)

a-?P-dCTP EasyTides® (3000 Ci/mMol, 10 uCi/ul) (Perkin Elmer)
EDTA, 200mM, pH 8

Ansatz: 11 cDNA (80-100ng DNA)
— Denaturierung fiir 10min bei 95°C
— sofort auf Eis
+ 4 ul High-Prime-Kit
+ 5yl a->?P-dCTP (50uCi)
— Reaktion flr 10min bei 37°C

Alle Inkubationsschritte wurden in einem PCR-Prozessor durchgefiihrt. Die Reaktion wurde
anschlieBend durch Zugabe von 2ul 200mM EDTA gestoppt. Nach Denaturierung des kompletten
Ansatzes fiur 10min bei 95°C wurden pro Hybridisierung jeweils 10ul des Ansatzes als spezifische

radioaktiv markierte cDNA-Sonde eingesetzt.

2.2.4.4 Hybridisierung

Léosungen:
50x Denhardt’s-Lésung: 1% (w/v)  Ficoll
1% (w/v)  Polyvinyl-Pyrrolidon
1% (w/v)  BSA, Fraktion V
20x SSC, pH 7: 3 M NaCl
0,3M Natriumcitrat
Hybridisierungspuffer: 5x SSC
5x Denhardt’s-Losung
50% (v/v) Formamid
1% (w/v) SDS
Waschpuffer 1: 2% SSC
0,1% (w/v) SDS
Waschpuffer 2: 0,2x% SSC

0,1% (w/v) SDS
degradierte DNA aus Heringssperma (10 mg/ml) (Sigma)

Protokoll:
Zunachst wurde die Nylonmembran mit der immobilisierten RNA kurz in H,O eingelegt. Der

Hybridisierungspuffer wurde vor Gebrauch fiir mindestens 20min bei 80°C erhitzt und anschlieRend
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mit 100ug/ml degradierter Heringssperma-DNA versetzt. Die Prahybridisierung der Membran erfolgte
in 15ml Hybridisierungspuffer fir mindestens 2h in einer Hybridisierungsréhre unter Rotation bei
42°C in einem Hybridisierungsofen. Dies diente zur Absattigung unspezifischer Bindestellen auf der
Membran. Anschlielend wurden 10ul der kurz zuvor denaturierten radioaktiven cDNA-Sonde
(2.2.4.3) zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht (12-16 Stunden) unter Rotation bei
42°C.

Am nachsten Tag wurden dann ungebundene Sondenmolekiile und freie Radionukleotide sowie
unspezifisch gebundene Sondenmolekile von der Membran entfernt. Hierzu wurde die Membran

zwei niederstringenten sowie zwei hochstringenten Waschschritten unterzogen.

niederstringent: 2x 50 ml Waschpuffer 1 25°C 5 min
hochstringent: 1x 150 ml Waschpuffer 2 42 °C 30 min
hochstringent: 1x 250 ml Waschpuffer 2 42 °C 60 min

Zwischen den einzelnen Waschschritten wurde die Radioaktivitdt der Membran mit dem
Handmonitor Uberprtft. Bei geringer Signalstarke wurde der Waschvorgang vorzeitig beendet. Die
Membran wurde in Plastikfolie verpackt und konnte anschlieBend fir die phosphorimager-

basierende Auswertung sowie eine Autoradiographie verwendet werden.

2.2.4.5 Hybridisierung mit Rapid Hyb Buffer

Losungen:
Rapid Hyb Buffer (Amersham-Pharmacia)

20x SSC, pH 7: 30 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

Protokoll:

Fir die Hybridisierung mit dem kommerziell erhaltlichen Rapid Hyb Buffer musste das Protokoll
leicht modifiziert werden, da dieser im Gegensatz zu dem selbst hergestellten Hybridisierungspuffer
kein Formamid enthalt. Zunachst wurde die Nylonmembran mit der immobilisierten RNA ebenfalls
kurz in H,O eingelegt. 15ml des Rapid Hyb Buffers wurden vor Gebrauch fiir mindestens 30min bei
65°C erhitzt und konnten anschlieRend direkt fur die Prahybridisierung bei 65°C fir mindestens 2h
eingesetzt werden. Nach Zugabe von 10ul der denaturierten radioaktiven cDNA-Sonde (2.2.4.3)
erfolgte die Hybridisierung uber Nacht (12-16 Stunden) unter Rotation bei 65°C.

Die Entfernung von ungebundenen Sondenmolekilen und freien Radionukleotiden sowie
unspezifisch gebundener Sondenmolekiile von der Membran erfolgte unter Verwendung der unter

2.2.4.4 beschriebenen Puffer durch zwei niederstringente und zwei hochstringente Waschschritte.

niederstringent: 2x 50 ml Waschpuffer 1 25°C 60 min
hochstringent: 1x 150 ml Waschpuffer 2 42 °C 60 min
hochstringent: 1x 250 ml Waschpuffer 2 42 °C 60 min
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Nach Abschluss des Waschvorgangs wurde die Membran in Plastikfolie verpackt und konnte
anschlieBend fiir die phosphorimager-basierende Auswertung sowie eine Autoradiographie

verwendet werden.

2.2.4.6 Auswertung und Autoradiographie
Material:
Hyperfilm MP (Amersham-Pharmacia)

Photochemikalien (Entwickler+Fixierer), (Kodak)

Die Exposition eines Phosphorimaging-Screens (BAS-IP MP 2025, FujiFilm) mit der Membran
erfolgte fir 24h bei Raumtemperatur in entsprechender Kassette. AnschlieRend wurden die Daten
an einem Phosphorimager (BAS 1800, FujiFilm) mit entsprechender Software ausgelesen (BAS
Reader) und densitometrisch quantifiziert (AIDA Image Analyzer). Zusatzlich wurde eine
Autoradiographie durchgefiihrt. Hierzu wurde die Membran zusammen mit einem R&ntgenfilm
(Hyperfilm MP, Amersham) in einer Rdntgenkassette mit Verstarkerfolie fur 1-6 Tage (je nach
Signalstarke) bei -80°C exponiert. Der Roéntgenfilm wurde anschlieRend unter Verwendung

entsprechender Photochemikalien nach Herstellerangaben entwickelt.

2.2.4.7 Rehybridisierung der Membran

Um dieselbe Membran mehrmals mit verschiedenen radioaktiv markierten cDNA-Sonden
hybridisieren zu kdnnen, ist es notwendig, die Sonde einer vorangegangenen Hybridisierung zu
entfernen. Hier ist zu beachten, dass die Membran zwischen den verschiedenen Hybridisierungen

nicht austrocknet, da eine Entfernung der Sonde sonst nicht mehr mdéglich ist.

Lésungen:
Stripping-Puffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8.0
1% (wiv) SDS
50% (v/v) Formamid
Protokoll:

Zur Entfernung hybridisierter radioaktiver cDNA-Sonden wurde die Membran zunachst fur 30min bei
67°C mit 100ml Stripping-Puffer unter Rotation im Hybridisierungsofen inkubiert und daraufhin kurz
mit H,O gewaschen. AnschlieRend konnte die Membran fiir eine Hybridisierung mit einer weiteren
cDNA-Sonde verwendet werden (2.2.4.4, 2.2.4.5).
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2.2.5 Praparation und Analyse von DNA

2.2.5.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Praparation grofler Mengen Plasmid-DNA erfolgt in der Regel durch das als Transformation
bezeichnete Einbringen entsprechender Plasmide in Bakterien (Escherichia coli), Selektion
plasmidtragender Einzelzellen (Klonierung) sowie deren anschlieRender Vermehrung. Hierbei kommt
es zu einer Amplifikation der eingebrachten Plasmid-DNA, die anschlieRend in grolem MalRstab aus
den Bakterien isoliert werden kann.

In dieser Arbeit wurden mehrere rekombinante Plasmidkonstrukte verwendet, die cDNA-
Teilsequenzen verschiedener Gene enthielten. Eine ApodJ-spezifische SGP2-cDNA, eine a-Aktin-
cDNA sowie eine GAPDH-cDNA aus Rattenzellen (rGAPDH-cDNA) waren in das Plasmid
pBluescript 1l SK einkloniert. Die cDNA fiir die ribosomale 18S-Untereinheit (18S-cDNA) lag als
rekombinantes pUC 19-Plasmid, die humane GAPDHCcDNA als rekombinates pCR 4 Blunt TOPO-
Plasmid vor. Alle Plasmidkonstrukte lagen in Form transformierter Escherichia coli-Klone (Stamm
XL-1 blue, Stamm DH5a.) vor.

Die Amplifikation der cDNA-Plasmidkonstrukte erfolgte durch die Vermehrung der entsprechend
transformierten Bakterienklone in LB-Medium mit anschlieBender Praparation der Plasmid-DNA
nach Methode der alkalischen Lyse (QlAfilter Plasmid-Maxi-Kit, QIAGEN). Auf diese Weise war es
mdglich, groRe Mengen an Plasmid-DNA zu isolieren und diese von chromosomaler DNA, RNA und
bakteriellen Proteinen zu trennen. Die gereinigten Plasmidkonstrukte konnten dann zur Praparation

der entsprechenden cDNAs mittels Restriktionsverdau oder PCR eingesetzt werden.

Lésungen und Material:

Plasmid pBluescript Il SK/ SGP2-cDNA (1289 bp, Ratte) in XL-1 blue  (Christina Weindel, Mainz)
Plasmid pBluescript Il SK/ rGAPDH-cDNA (515 bp, Ratte) in XL-1 blue (Christina Weindel, Mainz)
pUC 19/ 18S-cDNA (1078 bp, Ratte) in XL-1 blue (Christina Weindel, Mainz)
Plasmid pBluescript Il SK/ a-Aktin-cDNA (1500 bp, Maus) in XL-1 blue (

Plasmid pCR 4 Blunt TOPO / hGAPDH-cDNA (433 bp, human) in DH5a. (

Stratagene)
Dr. Rolf Postina, Mainz)

LB-Medium: 1%  (wWiv) Casein
0,5% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl

Ampicillin, 50mg/ml
Ethanol, 70% (v/v)
Isopropanal, p.a.

QlAfilter Plasmid-Maxi-Kit (QIAGEN):

enthalt: Puffer P1 (Resuspensionpuffer), Puffer P2 (Lysispuffer), Puffer P3 (Neutralisierungspuffer),
Puffer QBT (Aquilibrierungspuffer), Puffer QC (Waschpuffer), Puffer QF (Elutionspuffer),
QIA-Filter-Maxi-Cartridges, QIAGEN tip 500 Saulen
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Protokoll:

Zunachst wurden die Bakterienklone, welche die entsprechenden cDNA-Plasmide enthielten,
vermehrt. Hierzu wurde 150ml steriles LB-Medium, das mit Ampicillin (50ug/ml) versetzt war, mit der
entsprechenden Bakteriendauerkultur angeimpft und Uber Nacht im Wasserbadschittler bei 37°C
inkubiert.

Am néachsten Tag wurden dieser Kultur 100ml entnommen, die Bakterien fir 20min bei 5000xg und
4°C sedimentiert und anschlie®Bend in 10ml Puffer P1 resuspendiert. Um die Bakterien zu lysieren
und die Plasmid-DNA freizusetzen, wurden der Suspension 10ml Puffer P2 zugegeben, kurz
gemischt (nicht gevortext) und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 10ml kalten
Puffer P3 wurde das Lysat in einen Filter (QIA-Filter-Maxi-Cartridge) Uberfuhrt und 10min inkubiert.
Anschlielfend wurde das Lysat durch den Filter direkt auf eine QIAGEN-tip500-Saule aufgetragen,
die zuvor mit 10ml Puffer QBT &quilibriert worden war. Nachdem das Filtrat die Saule vollstandig
durchlaufen hatte, wurde die an das Saulenmaterial gebundene Plasmid-DNA 2x mit 30ml Puffer QC
gewaschen und anschlieRend mit 15ml Puffer QF eluiert.

Als letzter Schritt der Praparation wurde die eluierte Plasmid-DNA gefallt. Hierzu wurde das Eluat mit
10.5ml Isopropanol gemischt und fir 60 Minuten bei 5000%g und 4°C zentrifugiert. Die prazipitierte
DNA wurde anschlieBend mit 5ml 70% Ethanol Uberschichtet und nochmals zentrifugiert (20
Minuten, 5000xg, 4°C). SchlieRlich wurde die Plasmid-DNA kurz luftgetrocknet und in 1000pl H,O

aufgenommen.

2.2.5.1.1 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung praparierter Plasmid-DNA

Es wurden 1:100-Verdinnungen der DNA-Stammldsungen in einer 1ml Quarzkivette photometrisch
(Spektrophotometer, Hitachi) auf Konzentrationsgehalt und Reinheitsgrad untersucht. Hierzu wurde
die Absorption der Losung bei den Wellenlangen 260nm (Nukleinsduren) und 280nm (Proteine)

gemessen. Dabei gilt:

>

Abszgonm = 1 2 50ug/ml RNA (doppelstrangig)
AbS60nm/AbS280nm = 1,8 - 2.0 = reine DNA-L6sung

|>

2.2.5.2 Restriktionsverdau rekombinanter Plasmide

Um die in die Plasmide einklonierten Apolipoprotein J-spezifische SGP2-cDNA, die a-Aktin-cDNA,
die aus der Ratte stammende GAPDH-cDNA (rGAPDH) sowie die ribosomale 18S-cDNA zu
isolieren, mussten zunachst die rekombinanten Plasmide mit Hilfe geeigneter
Restriktionsendonukleasen hydrolysiert werden.

Hierzu wurden die rekombinanten Plasmide pSK-SGP2 und pUC19-18S mit den Enzymen BamHI
und Hindlll, das Plasmid pSK-rGAPDH mit den Enzymen Apal und Accl und das Konstrukt pSK-a-
Aktin mit den Enzymen EcoRI und Xhol verdaut. Alle cDNAs waren jeweils Uber die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen in das Plasmid integriert worden und konnten somit vollstandig

herausgeschnitten werden.
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Lésungen und Reagenzien:

Restriktionsendonukleasen: EcoRl 10 U/ul (Roche Diagnostics)
HindIll 10 U/ul (Roche Diagnostics)
BamHI 10 U/ul (Roche Diagnostics)
Apal 10 U/ul (Roche Diagnostics)
Accl 10 U/ul (New England Biolabs)
Xhol 20 U/ul (New England Biolabs)

10x Restriktionspuffer B (Roche Diagnostics)
10x Restriktionspuffer H (Roche Diagnostics)
10x Restriktionspuffer NEB 4 (New England Biolabs)

Restriktionsansatze:
pSK-SGP-2 x BamHI + Hindlll, pUC19-18S x BamHI + Hindlll:

75 dg  Plasmid-cDNA-Konstrukt
30 i 10x Restriktionspuffer
5 ] Hindlll (10 U/ul)
5 ul BamHI (10 U/pl)
ad 300 i H.O

pSK-a-Aktin x EcoRI + Xhol:

75 ug  Plasmid-cDNA-Konstrukt
30 10x Restriktionspuffer H
5 pl EcoRI (10 U/pl)
5 1] Xhol (20 U/pl)

ad 300 H,O

pSK-rGAPDH x Apal + Accl:

75 pg  Plasmid-cDNA-Konstrukt
30 i 10x Restriktionspuffer NEB 4
5 ] Apal (10 U/pul)
ad 294 i H.O
—  Inkubation fiir 6h bei 30°C
+ 6 ul Accl (10 U/pul)

Beim Doppelverdau des pSK-rGAPDH-Konstruktes war es notwendig, beide Restriktionen
nacheinander durchzufiihren. Grund hierfir war das unterschiedliche Temperaturoptimum der
verwendeten Enzyme. Deshalb wurde das Plasmidkonstrukt zunachst mit Apal fur 6h bei 30°C
linearisiert und anschlieffend mit dem Enzym Accl, wie alle anderen Restriktionsansatze auch, Gber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Restriktionen auf
Vollstandigkeit Uberprift, indem 2ul der Ansatze elektrophoretisch in einem Agarosegel (0.7%
Agarose) aufgetrennt wurden (2.2.5.3). Bei einem vollstdndigen Verdau waren jeweils 2 DNA-
Fragmente zu erkennen, die in ihrer GréRe den linearisierten Plasmiden pSK (x2.9kb) bzw. pUC19
(~2.7kb) und der cDNA (SGP-2: 1289 bp, 18S: 1078 bp, a-Aktin: 1500 bp, rGAPDH: 515 bp)
entsprachen. Bei unvollstandigem Verdau wurden nochmals je 2ul der entsprechenden
Restriktionsendonukleasen zugegeben und der Ansatz fur weitere 5-6 h inkubiert. Nach vollstandiger
Restriktion der Plasmid-cDNA-Konstrukte wurden die einzelnen cDNAs mittels praparativer DNA-

Agarosegelelektrophorese und anschliellender Gelextraktion isoliert.

68



Material und Methoden

2.2.5.3 Agarosegelelektrophorese von DNA

Die DNA-Agarosegelelektrophorese wurde in vorliegender Arbeit unter anderem zur Uberpriifung
von Plasmid-DNA-Restriktionen, zum Nachweis von PCR-Produkten, zur Auswertung
semiquantitativer RT-PCRs sowie zur Uberprifung der Reinheit isolierter DNA (Plasmid-DNA,
cDNA) verwendet. Neben analytischen Untersuchungen wurde die Agarosegelelektrophorese auch
eingesetzt, um spezifische DNA-Molekile aus einem komplexen Gemisch im praparativen Mal3stab
zu isolieren. Hierzu wurden nach elektrophoretischer Trennung einzelne DNA-Banden aus dem Gel
ausgeschnitten und die entsprechenden DNA-Fragmente anschliefend mittels Gelextraktion
gereinigt (2.2.5.4).

Lésungen und Material:

1x TBE-Puffer, pH 8,3: 89 mM Tris
89 mM Borsaure
2 mM EDTA
6x Probenpuffer: 0.25%(w/v)  Bromphenolblau

40% (w/v)  Saccharose
DNA-Langenstandards VIl + XIV (Roche Diagnostics)
Ethidiumbromid, 10mg/ml
Agarose MP (Roche Diagnostics)

Protokoll:

Je nach Agarosegehalt des Gels wurde eine entsprechende Menge Agarose in einem
Erlenmeyerkolben mit 75ml 0,5%x TBE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis sich die
Agarose vollstandig geldst hatte. Nach Zugabe von 1pl Ethidiumbromidldsung wurde der Ansatz in
eine Flachbettgelapparatur gegossen. Nach dem Ausharten (15-20min) und dem Uberschichten des
Gels mit 0,5x TBE-Puffer wurden die Proben aufgetragen und die Elektrophorese bei einer
Spannung von 10V/cm Gellange fiir 30min durchgefiihrt. Alle Proben wurden vorher mit '/5 Volumen
Probenpuffer versetzt. Zusatzlich wurde bei jeder Agarosegelelektrophorese 1ug DNA eines DNA-
Langenstandards aufgetragen. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel auf einem UV-

Transilluminator analysiert und mit einem Kamerasystem dokumentiert.

2.2.5.4 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Sowohl die durch Restriktionsverdau der entsprechenden Plasmidkonstrukte als auch die durch PCR
hergestellten cDNAs wurden mit Hilfe einer praparativen Agarosegelelektrophorese (2.2.5.3) und
anschlieRender Extraktion der cDNAs aus dem Gel aufgereinigt.

Wahrend der praparativen Gelelektrophorese werden die cDNAs aufgrund von
Molekulargewichtsunterschieden von der linearisierten Plasmid-DNA bzw. von unspezifischen PCR-
Produkten getrennt. Nach Ablauf der Elektrophorese wird dann die gewlinschte DNA-Bande unter
UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Das Prinzip der anschliefienden DNA-

Gelextraktion besteht darin, die in dem Gelstlick enthaltene DNA durch Schmelzen der Agarose in
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einem geeigneten Puffer in Losung zu bringen. AnschlieRend wird die DNA an eine Matrix
gebunden, die als immobilisiertes Sdulenmaterial (QlAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN) vorliegt.

Nach mehreren Waschschritten kann die DNA schlief3lich in reiner Form eluiert werden.

Losungen und Material:

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
enthalt: Puffer QG, Puffer PE, Puffer EB, QIAquick-Zentrifugensaulen

Isopropanol, p.a.

Protokoll:

Das aus dem Agarosegel ausgeschnittene Gelstiick wurde gewogen und in einem entsprechenden
Volumen an Puffer QG (300ul Puffer QG / 100mg Gel) bei 50°C im Wasserbad vollstandig
geschmolzen. AnschlielRend wurden 100yl Isopropanol pro 100mg Gel zugesetzt und die Probe
gemischt. Der gesamte Ansatz wurde dann auf eine QIAquick-Zentrifugensaule gegeben und fir
1min bei 10.000xg in einer Tischzentrifuge (Labotech) zentrifugiert. War das Gesamtvolumen gréler
als 750ul, wurde dieser Schritt wiederholt. Dabei war darauf zu achten, dass die DNA-Menge die
maximale Bindekapazitat der Saule (10ug DNA) nicht Gberschritt. Nach Bindung der DNA an das
Saulenmaterial folgte zunachst ein Waschschritt mit 500ul Puffer QG und anschliel3end ein weiterer
Waschschritt mit 750ul Puffer PE. Das essentielle Trocknen des Saulenmaterials erfolgte dann durch
Zentrifugation der Saule fir mindestens 2min bei 10.000xg. Anschliellend wurden 60ul Puffer EB auf
die Saule gegeben und die DNA nach 5minutiger Inkubation bei Raumtemperatur durch
Zentrifugation (1min, 10.000xg) eluiert. Menge und Reinheit der isolierten DNA wurden schlieflich
mittels Agarosegelelektrophorese (2.2.5.3) tberpruft.

2.2.5.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

In dieser Arbeit wurde mittels PCR unter anderem eine Teilsequenz der humanen cDNA fir das
Enzym Glycerinaldehyddehydrogenase (GAPDH) in groRen Mengen hergestellt, die anschliel3end
als spezifische Sonde fiir die Northern-Blot-Hybridisierung eingesetzt wurde. Als Matrize diente
hierbei ein rekombinantes Plasmidkonstrukt, das die entsprechende GAPDH-Sequenz enthielt. Flr
die Praparation anderer cDNAs wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. RT-PCRs wurden zudem als
qualitative Methode flr Genexpressionsanalysen sowie als semiquantitative Methode fir

Genregulationsanalysen (semiquantitative RT-PCR) herangezogen.

2.2.5.5.1 Erststrangsynthese mittels reverser Transkription von RNA

Die Erststrangsynthese erfolgt durch reverse Transkription von RNA in einzelstrangige DNA durch
das Enzym Reverse Transkriptase, einer retroviralen RNA-abhangigen DNA-Polymerase. Dieses
Enzym synthetisiert einen zu einzelstrangiger RNA (Matrize) komplementaren DNA-Strang. Das freie
3-OH Ende, das zum Start der DNA-Polymerasereaktion benétigt wird, wird in Form

einzelstrangiger Oligo-dT-Nukleotide zur Verfugung gestellt. Diese hybridisieren an das
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polyadenylierte 3-Ende aller in der Gesamt-RNA vorliegenden mRNA-Molekile. Wahrend der
Polymerasereaktion entstehen intermediar RNA-DNA-Hybride. Der RNA-Anteil dieser
doppelstrangigen Bereiche wird durch die RNAseH-Aktivitat der reversen Transkriptase hydrolysiert,
was zu einem Abbau des RNA-Matrizenmolekiils fuhrt. Der neu synthetisierte komplementare DNA-
Gegenstrang (cDNA) eines mRNA-Molekils liegt schlieRlich als einzelstrangige DNA vor. Durch
reverse Transkription zellularer Gesamt-RNA entsteht ein Gemisch verschiedener einzelstrangiger
cDNA-Molekile (Erststrange), welche anschlielend als Ausgangsmaterial fiir die Amplifikation einer
spezifischen doppelstrangigen cDNA mittels PCR unter Verwendung genspezifischer Primer

eingesetzt werden kann.

Léosungen und Reagenzien:

SuperScript Il Reverse Transcriptase (200 U/pul), (Invitrogen, Cat.No. 18064022)
5x Reaktionspuffer (250mM Tris/HCI, pH 8,3, 375mM KCI, 15mM MgCl,)

DTT (100mM)

dNTP-Mix (10mM, 4x 2,5mM), (Invitrogen)

Oligo-dT-Primer (500ng/ul), (Invitrogen)

Protokoll:
5ug zelluldre Gesamt-RNA wurden unter Vakuum lyophilisiert und anschlie®Bend in 10ul H,O gelést.

Die Erststrangsynthese wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Ansatz: 10 pl Gesamt-RNA (5ug)
1 ul Oligo-dT-Primer
1 pl dNTP-Mix
—  Denaturierung fir 5 min bei 65°C
—  sofort fir 2 min auf Eis

+ 4 pl  5x Reaktionspuffer
+ 2yl DTT
+ 1 pl H,0

—  Aquilibrierung fiir 2 min bei 42°C
+ 1 Superscript || Reverse Transcriptase (200 U/ul)
Die Reaktion erfolgte fir 50min bei 42°C im Thermocycler. Die reverse Transkriptase wurde
anschlieBend far 15min bei 70°C inaktiviert und der Ansatz schlieBlich mit 30ul H,O auf ein
Gesamtvolumen von 50ul aufgefillt. Hiervon wurden in der Regel 5l als Erststrang (+RT) fur die
anschlieRenden PCRs verwendet. Bei jeder Erststrangsynthese wurde zudem ein Kontrollansatz
pipettiert, bei dem statt der reversen Transkriptase 1ul H,O zugegeben wurde. Dieser als Erststrang
(-RT) bezeichnete Ansatz wurde bei PCR-basierenden Genexpressionsanalysen als Matrize in

entsprechenden Kontrollreaktionen eingesetzt.
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2.2.5.5.2 Amplifikation von cDNA mittels PCR

Als DNA-Polymerase wurde in dieser Arbeit eine chemisch modifizierte Taq-Polymerase (Hot Star
Taq Master Mix Kit (QIAGEN, Cat.No. 203443)) verwendet, die vor Beginn der Reaktion zunachst fir
15min bei 94°C aktiviert werden musste. Dieses Enzym war Teil eines bereits vorgefertigten, 2x
konzentrierten Reaktionsgemisches, das zusatzlich dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP),

Reaktionspuffer und die bendtigten enzymatischen Kofaktoren enthielt.

2.2.5.5.21 Verwendete Primer

GroRe des
Bezeichnung Orientierung Sequenz PCR-
Amplifikats
GAPDH-F sense 5’- GAA GGG CTC ATG ACC ACA -3’
GAPDH-R antisense 5-TCATTG TCG TAC CAG GAA ATG -3’ b
MMP-3-F sense 5- TGA AGA TGA CAG GGAAGC TG -3’
MMP-3-R antisense 5-CTG ACT GCA TCG AAG GAC AA -3’ oso e
CTGF-F2 sense 5- GGG AAATGC TGT GAG GAG TG -3’
CTGF-R antisense 5- TGT AAT GGC AGG CAC AGG TC -3’ oriee
iNOS-F2 sense 5’- CAG AAG CAG AAT GTG ACC ATC -3’
iNOS-R antisense 5’- CAT GGT GAACAC GTT CTT GG -3’ o27bp
MIP-2-F sense 5- CTC AAT GCT GTACTG GTC CTG -3’
MIP-2-R antisense 5-AGT TAGCCTTGC CTTTGT TCAG -3’ 217bp
TLR2-F sense 5- CGT GAG ATATTT AGA ACT AAG AG -3’
TLR2-R antisense 5-CTAACATCC AAC ACC TCC AG -3’ reone
TLR3-F sense 5- GGA GGG TCT TGA GAATCT AG -3’
TLR3-R antisense 5-TCTCTGTCTTTC TGG GCA TG -3’ reeee
TLR4-F sense 5-TCATGG GTC TAG AAGAGC TG -3°
TLR4-R antisense 5’- AAG ATA CAC CAACGG CTC TG -3’ oo4be
IFN-B-F sense 5’- GAT GGA GAA GAG TTACAC TG -3’
IFN-B-R antisense 5- GTA CCC TCC AGT AAT AGC TC -3’ 2590e
IFN-o1-F sense 5- GCACAAATGAGGAGACTCTC -3’
IFN-a1-R antisense 5-ACT TCT GCT TTG ACC ACC TC -3’ 2590
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2.2.5.5.2.2 Praparative RT-PCR

In vorliegender Arbeit wurden mittels praparativer RT-PCR groRe Mengen genspezifischer cDNA
hergestellt, um diese nach Markierung als cDNA-Sonden fir Northern-Blot-Analysen sowie fir
Sequenzierungsreaktionen zu verwenden. Fur die Praparation einer einzigen cDNA wurden in der

Regel mehrere (4-6) identische PCR-Reaktionen parallel angesetzt.

PCR-Ansatz: 12,5 pl Hot Star Taq Master Mix Kit (QIAGEN)
5 i Erststrang (+RT)
2 ul Sense-Primer (10pmol/ul)
2 pl Antisense-Primer (10pmol/pl)
3,5 i H.O

Die anschlielfende PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler mit folgendem Programm
durchgefihrt:

15min 94 °C initiale Denaturierung, Aktivierung der Tag-Polymerase
Tmin 94 °C  Denaturierung

1min 57 °C  Hybridisierung x 30 - 35 Zyklen

1min 72°C  Elongation

10min  72°C finale Extension

Die PCR-Amplifikate wurden mit Hilfe einer praparativen Agarosegelelektrophorese (2.2.5.3) und
anschlieBender Gelextraktion (2.2.5.4) aufgereinigt. Um die Spezifitat aller in dieser Arbeit
verwendeten PCR-Amplifikate sicherzustellen, wurden diese unter Verwendung der entsprechenden

spezifischen Primer im Auftrag sequenziert (GENterprise GmbH, Universitat Mainz).

2.2.5.5.2.3 Genexpressionsanalyse mittels analytischer RT-PCR

Um zu Uberprifen, ob Zellen ein bestimmtes Gen exprimieren, wurde ebenfalls die Methode der RT-
PCR angewandt. Grundvoraussetzung fir die Expression eines bestimmten Proteins ist die
Transkription des entsprechenden Gens, was zur Synthese der genspezifischen mRNA fiihrt. Diese
mMRNA kann schlieBlich nach Praparation der zellularen Gesamt-RNA, reverser Transkription und
nachfolgender PCR mit spezifischen Primern nachgewiesen werden. Ist ein bestimmtes Gen
transkriptionell aktiv, entsteht hierbei wahrend der PCR ein entsprechendes genspezifisches PCR-
Amplifikat. Dieses lasst sich dann mit Ethidiumbromid unter UV-Licht im Agarosegel sichtbar
machen. Im Falle transkriptionell inaktiver, nicht exprimierter Gene erfolgt keine Amplifikation
genspezifischer PCR-Produkte wahrend der PCR.

Um auszuschlief3en, dass eine Kontamination von PCR-Komponenten durch fremde DNA bzw. eine
Kontamination der RNA durch genomische DNA fir die Entstehung des PCR-Amplifikates
verantwortlich ist, wurden Kontroll-PCRs durchgefiihrt, denen Erststrang (-RT) (2.2.5.5.1) als Matrize
zugesetzt wurde. Zudem wurden ausschlief3lich sterile gestopfte Pipettenspitzen verwendet, um eine

Kontamination durch Aerosole zu vermeiden.
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PCR-Ansatz: 12,5 pl Hot Star Tag Master Mix Kit (QIAGEN)
5 Ml Erststrang (+RT / -RT)
1 pl Sense-Primer (10pmol/ul)
1 i Antisense-Primer (10pmol/pl)
55 H,O

Die anschlieRende PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler mit folgendem Programm
durchgeflhrt:

15min 94 °C  initiale Denaturierung, Aktivierung der Taq-Polymerase
1min 94 °C  Denaturierung

1min 50 °C  Hybridisierung x 25 Zyklen

1min 72°C  Elongation

10min  72°C finale Extension

Im Anschluss wurden 10yl der PCR-Ansatze auf ein Agarosegel aufgetragen und die DNA
elektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5.3). Auswertung und Dokumentation erfolgte mit einem UV-

Transilluminator und entsprechender Kamera.

2.2.5.5.2.4 Genregulationsanalyse mittels semiquantitativer RT-PCR

Die Methode der RT-PCR kann auch fir quantitative Analysen herangezogen werden. In dieser
Arbeit wurde hierfiir die semiquantitative Endpunkt-RT-PCR angewandt. Mit dieser ist es moglich,
eine Aussage Uber die relativen Mengen einer bestimmten mRNA in verschiedenen Proben zu
machen. Unterscheiden sich diese Mengen deutlich voneinander, sind nach Erststrangsynthese,
PCR wund anschlielfender Agarosegelelektrophorese unter UV-Licht unterschiedlich starke
Bandenintensitaten des entsprechenden PCR-Amplifikates bei verschiedenen Proben zu erkennen.
Im Gegensatz zur quantitativen Real-Time-PCR oder der Northern-Blot-Analyse sind aufgrund der
logarithmischen  Amplifikation des Signals wahrend der PCR sowie des optischen
Detektionsverfahrens durch Ethidiumbromid unter UV-Licht jedoch keine exakten quantitativen
Aussagen moglich. Mengenunterschiede einer bestimmten mRNA um Faktor >10 sind jedoch
nachweisbar. Ein grofer Vorteil der semiquantitativen RT-PCR gegeniber der Northern-Blot-
Analyse ist der geringe Zeitaufwand. Zudem ist es mdglich, mehrere verschiedene mRNAs zeitgleich
in einem Experiment zu untersuchen.

In der Durchfiihrung unterscheidet sich die semiquantitative RT-PCR nur gering von der analytischen
RT-PCR. Aufgrund des quantitativen Charakters dieser Experimente soll das entsprechende
Protokoll dennoch separat erwdhnt werden. Die Erststrangsynthesen verschiedener Proben
desselben Experimentes wurden zeitgleich durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz war identisch zu dem der
analytischen RT-PCR. Um Pipettierfehler zu minimieren, wurden Sense, Antisenseprimer und H,O in
entsprechendem Verhaltnis zuvor gemischt und 7,5ul hiervon fur eine PCR-Reaktion eingesetzt. Fir
jede untersuchte mRNA einzelner Proben wurde jeweils eine separate PCR angesetzt. Um zu
gewabhrleisten, dass in allen PCRs eines Experimentes gleiche Mengen an revers transkribierter

Gesamt-RNA eingesetzt wurden, wurde fir jede Probe zusatzlich eine Reaktion mit GAPDH-
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spezifischen Primern angesetzt. Das entsprechende PCR-Amplifikat diente hierbei als interner
Standard. Alle PCRs eines Experimentes wurden zeitgleich im selben Thermocycler mit folgendem

Programm durchgefiihrt:

15min 94 °C initiale Denaturierung, Aktivierung der Tag-Polymerase
Tmin 94 °C  Denaturierung

1min 54 °C  Hybridisierung x 25 Zyklen

Tmin 72°C  Elongation

10min  72°C finale Extension

Anschlielend wurden 3pl-20ul der einzelnen PCR-Ansatze (je nach Spezifitat der PCR) in einem
1,5%igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Auswertung und Dokumentation erfolgte mit

einem UV-Transilluminator und entsprechender Kamera.

2.2.5.5.2.5 Praparative PCR zur Amplifikation der humanen GAPDH-cDNA

Fir die Herstellung grofler Mengen an humaner GAPDH-cDNA als Sonde fiir die Northern-Blot-
Analyse wurde eine praparative PCR durchgefiihrt. Diese cDNA lag in Form eines rekombinanten
Plasmidkonstruktes (pCR 4 Blunt TOPO / GAPDH-cDNA) vor, das als Matrize fir die PCR diente.
Bei der Integration des humanen GAPDH-RT-PCR-Amplifikates (437 bp) in das Plasmid kam es zu
einer Deletion von 4 Basenpaaren am 5-Ende der cDNA. Somit konnte sich der entsprechende
GAPDH-spezifische Sense-Primer in der folgenden PCR nur Uber die 14 3 -terminalen Nukleotide an
die Matrizen-DNA anlagern. Aus diesem Grund musste die Hybridisierungstemperatur wahrend der
PCR auf 38°C herabgesetzt werden. Dem PCR-Ansatz wurden 40ng DNA des pCR 4 Blunt TOPO /
GAPDH-cDNA-Plasmids sowie jeweils 20pmol Sense-Primer (GAPDH-F) und Antisense-Primer
(GAPDH-R) zugesetzt. Die anschlieBende PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler mit

folgendem Programm durchgefihrt:

15min 94 °C initiale Denaturierung, Aktivierung der Taq-Polymerase
1min 94 °C  Denaturierung

1min 38 °C  Hybridisierung x 30 Zyklen

Tmin 72°C  Elongation

10min  72°C finale Extension

Das PCR-Amplifikat wurde dann mit Hilfe einer praparativen Agarosegelelektrophorese (2.2.5.3) und
anschlieRender Gelextraktion (2.2.5.4) aufgereinigt und konnte daraufhin als spezifische GAPDH

cDNA-Sonde fir Northern-Blot-Analysen eingesetzt werden.
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3 Ergebnisse

3.1. Einfluss nekrotischer Zellen auf die ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-
Fibroblasten in Gegenwart von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin

Wie Ergebnisse unsere Arbeitsgruppe zeigten, flhrt eine Inkubation von embryonalen Fibroblasten
der Zelllinie Rat1 mit Fragmenten apoptotischer und nekrotischer Zellen unter serumhaltigen
Bedingungen zu einer Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in diesen Zellen (Bach et al. 2001).
Dass die Apod-induzierenden Komponenten der sedimentierbaren Zellfragmente sowohl hitze- als
auch trypsinresistente Eigenschaften aufwiesen und auch eine Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit
phosphatidylserinhaltigen Liposomen zu einer vermehrten Expression von ApoJ-mRNA flihrte, ist ein
Hinweis darauf, dass in zellularen Membranfragmenten vorhandenes Phosphatidylserin an der durch
nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression beteiligt sein kdnnte (Bach et al. 2001).
Weiterfhrende Untersuchungen an einem Zellsystem von Rat1-Fibroblasten, die zuvor auf eine
Kultivierung unter permanent serumfreien Bedingungen adaptiert wurden, zeigten, dass eine
Inkubation mit phosphatidylserinhaltigen Liposomen ausschlieRlich in Gegenwart von fetalem
Kalberserum, nicht jedoch unter serumfreien Bedingungen, eine Akkumulation ApoJ-spezifischer
MRNA induziert. Im Gegensatz hierzu fuhrte die Inkubation mit nekrotischem Zellmaterial auch unter
serumfreien Bedingungen zu einer Aktivierung der ApoJ-Genaktivitat in diesen Zellen. Zudem waren
unter serumfreien Bedingungen die Phospholipide Phosphatidsdure und Lysophosphatidsaure in der
Lage, eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in serumfrei-adaptierten Rat1-Fibroblasten zu induzieren.
Dies deutete darauf hin, dass die Modulation der ApoJ-Genexpression durch nekrotische Zellen in
diesen adaptierten Rat1-Zellen nicht durch Phosphatidylserin vermittelt wird. Zugleich war dies ein
Hinweis darauf, dass in Membranfragmenten nekrotischer Zellen enthaltene Phosphatidsaure an der
Regulation der ApoJ-Genexpression in serumfrei-adaptierten Rat1-Fibroblasten beteiligt sein kénnte
(M. Baiersdorfer, Diplomarbeit).

Weiterflhrende Untersuchungen im Rahmen vorliegender Arbeit zeigten, dass fur eine durch
Phosphatidylserin induzierte 2-fache Erhéhung der ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten,
die nicht auf eine permanente Kultivierung unter serumfreien Bedingungen adaptiert wurden,
ebenfalls die Gegenwart von Serumkomponenten notwendig ist (ohne Abb.). Um auch in diesem
Zellsystem eine potentielle serumunabhangige Induktion der ApoJ-Genexpression durch
nekrotisches Zellmaterial zu untersuchen, sollten in ersten Experimenten Rat1-Zellen, die
standardmaRig in Gegenwart von 5% fetalem Kalberserum (FKS) kultiviert werden, sowohl unter
serumhaltigen Bedingungen als auch in Abwesenheit von Serum mit nekrotischen Zellen koinkubiert
werden. AnschlieRend sollte mittels Northern-Blot-Analysen der ApoJ-mRNA Gehalt der vitalen
Rat1-Zellen mit dem entsprechender Kontrollzellen verglichen werden. Eine vermehrte Expression
von Apod in vivo erfolgt haufig in degenerierenden Geweben, in denen Zellen nach Induktion
apoptotischer Prozesse absterben und es als Folge zu einer lokalen Akkumulation apoptotischer und
sekundar nekrotischer (postapoptotischer) Zellen kommt. Um den Einfluss einer vorausgehenden

Induktion apoptotischer Prozesse auf die ApoJ-induzierenden Eigenschaften nekrotischer Zellen zu

76



Ergebnisse

untersuchen, sollte zudem Uberprift werden, ob primar nekrotische oder sekundar nekrotische
(postapoptotische) Zellen in unterschiedlicher Weise die ApoJ-mRNA-Expression vitaler Rat1-Zellen
beeinflussen. Mittels differentieller Zentrifugation von nekrotischem Zellmaterial sollte anschlief3end
Uberpruft werden, zu welchem Anteil 16sliche bzw. sedimentierbare Faktoren die ApoJ-induzierenden

Eigenschaften nekrotischer Zellen vermitteln.

3.1.1  Die Inkubation mit nekrotischen Zellen induziert in serumunabhéngiger
Weise die ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten
Zunachst wurden nekrotische Zellen wie unter 2.2.1.4 beschrieben durch 5-maliges Einfrieren und
Auftauen lebender Rat1-Fibroblasten (primare Nekrose) bzw. apoptotischer Rat1-Fibroblasten
(sekundare Nekrose) in flissigem Stickstoff prapariert. Als apoptotische Zellen wurden hierbei Rat1-
Fibroblasten verwendet, die nach serumfreier Inkubation fir 18h mit 3uM Camptothecin wie unter
2.2.1.2 beschrieben prapariert wurden und die apoptosespezifische Merkmale (Caspase 3-
Aktivierung, DNA-Fragmentierung, Externalisierung von Phosphatidylserin) aufwiesen (ohne Abb.).
Die nekrotischen Zellen lagen in beiden Fallen in serumfreiem Medium vor, das 2mM N-Acetyl-L-
Alanyl-L-Glutamin enthielt.
Um den Einfluss der auf diese Weise praparierten primar und sekundar nekrotischen Zellen auf die
Regulation des ApoJ-Gens lebender Zellen zu untersuchen, wurden vitale Rat1-Fibroblasten unter
serumfreien Bedingungen bzw. in Gegenwart von 5% FKS mit 7x10° primar bzw. sekundar
nekrotischen Rat1-Fibroblasten fur 6h-48h inkubiert. Kontrollzellen wurden unter den
entsprechenden Bedingungen (0% FKS, 5% FKS) in Abwesenheit nekrotischer Zellen inkubiert. Das
fur dieses Experiment verwendete Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als
Glutaminersatz. Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden
Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.
Wie Abbildung 3.1.1 zeigt, fihrt die Koinkubation lebender Rat1-Fibroblasten mit primar und
sekundar nekrotischen Zellen zu einem Anstieg des ApoJ-mRNA-Gehaltes in den vitalen Rat1-
Fibroblasten. Eine deutliche Erhéhung der Menge an ApoJ-spezifischer mRNA ist hierbei nach einer
Inkubationsdauer von etwa 24h zu beobachten. Weiterhin ist die durch nekrotische Zellen induzierte
Akkumulation von ApoJ-mRNA in lebenden Rat1-Fibroblasten serumunabhangig. Dartber hinaus ist
kein deutlicher Unterschied in der ApodJ-induzierenden Wirkung primar und sekundar nekrotischer
Zellen zu erkennen. Eine Aktivierung der ApodJ-induzierenden Faktoren wahrend der Apoptose
scheint somit nicht notwendig zu sein. Der Einfluss von Serum beschrankt sich auf die Reduktion
des relativen Ausmales der ApoJ-Regulation nach 48h. Eine densitometrische Auswertung mittels
Phosphorimager zeigt, dass relativ zu entsprechenden Kontrollzellen die Inkubation mit primar
nekrotischen Zellen nach 48h eine Erhdhung des ApoJ-mRNA/GAPDH-mRNA-Verhaltnisses in
vitalen Rat1-Fibroblasten um Faktor 6,43 (0% FKS) bzw. 1,94 (5% FKS) induziert. Das
entsprechende ApoJ-mRNA/GAPDH-mRNA-Verhaltnis in Rat1-Fibroblasten nach 48-stiindiger
Inkubation mit sekundar nekrotischen Zellen ist gegentiiber den jeweiligen Kontrollen um Faktor 3,46
(0% FKS) bzw. 1,50 (5% FKS) erhoht.
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Abbildung 3.1.1: Die Inkubation mit nekrotischen Zellen induziert in serumunabhéngiger Weise die ApoJ-
mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten: Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-
Zellen, die fiir 6, 12, 24, 36 und 48h unter serumfreien (0% FKS) sowie serumhaltigen (5% FKS) Bedingungen mit
7x10° primar nekrotischen Rat1-Zellen bzw. 7x10° sekundar nekrotischen Rat1-Zellen inkubiert wurden.
Kontrollzellen wurden mit entsprechendem Medium allein inkubiert (Kontrolle). Das Zellkulturmedium enthielt
2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.

Wie weitere Experimente zeigten, beeinflusst die Inkubation mit 5x10° apoptotischen Zellen die
Regulation des ApoJ-Gens in vitalen Rat1-Fibroblasten in dhnlicher Weise wie primar und sekundar
nekrotische Rat1-Zellen (ohne Abb.). Wie sich zeigte, besitzen auch apoptotische Rat1-Fibroblasten
die Eigenschaft, nach einer Inkubationsdauer von etwa 24h in serumunabhangiger Weise eine
Akkumulation ApoJ-spezifischer mRNA in lebenden Rat1-Zellen zu induzieren. Allerdings ist
aufgrund der relativ langen Inkubationsdauer anzunehmen, dass wahrend dieser Experimente
zumindest ein Teil der apoptotischen Zellen in eine sekundare Nekrose Ubergegangen war und
somit der Anteil sekundar nekrotischer Zellen nicht unerheblich zur Induktion der ApoJ-mRNA-
Expression in den vitalen Rat1-Fibroblasten beigetragen hat.

3.1.2 Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten

wird durch sedimentierbare und losliche Faktoren nekrotischer Zellen
vermittelt

Um zu Uberprifen, ob die Induktion der transkriptionellen Aktivitdt des ApoJ-Gens durch I8sliche
oder sedimentierbare Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt wird, sollten primar nekrotische Rat1-
Fibroblasten zunachst mittels differentieller Zentrifugation fraktioniert und die einzelnen Fraktionen
anschlieBend getrennt voneinander auf ihre ApodJ-induzierenden Eigenschaften hin untersucht

werden.
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Die Praparation primar nekrotischer Rat1-Zellen erfolgte wie unter 2.2.1.4 beschrieben durch 5-
maliges Einfrieren und Auftauen einer Suspension vitaler Rat1-Fibroblasten (5x10° Zellen/ml) in
flissigem Stickstoff. Die Zellen lagen hierbei in serumfreiem Medium vor, dem 2mM N-Acetyl-L-
Alanyl-L-Glutamin zugesetzt war. Durch Zentrifugation der nekrotischen Zellen fir 60min bei
14.000xg und 4°C wurden sedimentierbare Komponenten von léslichen Faktoren getrennt. Das
Pellet wurde anschlieBend in PBS™ resuspendiert und ein weiteres Mal fiir 60min bei 14.000xg und
4°C zentrifugiert. Nach erneuter Resuspension in serumfreiem Medium wurde dieses schlief3lich als
14.000xg Pellet fiir das Experiment eingesetzt. Die Praparation des 100.000xg Uberstandes erfolgte
durch Zentrifugation des 14.000xg Uberstandes fiir 60min bei 100.000xg und 4°C in der
Ultrazentrifuge (Centrikon T-1065 (Kontron Instruments) mit Ausschwingrotor TST 55.5).
Anschlielend wurden Rat1-Fibroblasten fur 48h unter serumfreien Bedingungen bzw. in Gegenwart
von 5% FKS mit 5x10° primar nekrotischen Rat1-Fibroblasten, der sedimentierbaren (14.000xg
Pellet) sowie der I6slichen Fraktion (14.000xg Uberstand, 100.000xg Uberstand) von 5x10° primar
nekrotischen Rat1-Fibroblasten inkubiert. Kontrollzellen wurden mit entsprechendem Medium allein
inkubiert. Das verwendete Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als
Glutaminersatz. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden Rat1-
Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.

Wie Abbildung 3.1.2 zeigt, fuhrt unter serumfreien Bedingungen (0% FKS) nur die Inkubation mit
nekrotischen Zellen, dem 14.000xg Uberstand sowie dem 100.000xg Uberstand nekrotischer Zellen
zu einem ca. 7-fachen Anstieg der ApoJ-mRNA-Menge in Rat1-Fibroblasten. Zellen, die mit
sedimentierbaren Komponenten nekrotischer Zellen in Form des 14.000xg Pellets inkubiert wurden,
weisen einen ApoJ-mRNA-Gehalt auf, der dem der entsprechenden Kontrollen nahezu identisch ist.
Nach densitometrischer Auswertung der Northern-Blot-Analyse zeigt sich, dass unter serumfreien
Bedingungen nekrotische Zellen sowie die beiden daraus praparierten Uberstédnde (14.000xg
100.000xg) keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer Apod-induzierenden Eigenschaften
aufweisen (Abb. 3.1.2 b). In Gegenwart von 5% FKS hingegen fiihrt neben der Inkubation mit
nekrotischen Zellen und beiden Uberstdnden (14.000xg 100.000xg) auch eine Inkubation mit
sedimentierbaren Komponenten in Form des 14.000xg Pellets zu einer Erh6hung des ApoJ-mRNA-
Gehaltes in vitalen Rat1-Zellen. Das Ausmal’ der durch sedimentierbare Faktoren induzierten ApoJ-
Regulation ist hierbei schwacher (1,7-fach) als das Ausmal} der durch nekrotische Zellen oder
I6sliche Faktoren induzierten Akkumulation von ApoJ-mRNA (ca. 2,3-fach). Zudem ist, wie unter
serumfreien Bedingungen, kein signifikanter Unterschied zwischen nekrotischen Zellen und den
beiden daraus praparierten Uberstanden beziglich ihrer ApoJ-induzierenden Eigenschaft zu
erkennen. Zudem zeigt sich, dass die Gegenwart von Serum zu einer Reduktion des relativen
Ausmales der durch nekrotische Zellen bzw. der 16slichen Fraktion nekrotischer Zellen induzierten

ApoJ-Regulation fiihrt.
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Abbildung 3.1.2: Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten wird durch
sedimentierbare und l6sliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug
Gesamt-RNA aus Rat1-Zellen, die fir 48h unter serumfreien (0% FKS) sowie serumhaltigen (5% FKS)
Bedingungen mit 5x10° primar nekrotischen Rat1-Zellen, sedimentierbaren Komponenten (14.000xg Pellet)
sowie I8slichen Faktoren (14.000xg Uberstand, 100.000xg Uberstand) von 5x10° primar nekrotischen Rat1-
Zellen inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit Medium allein inkubiert (Kontrolle). Das Zellkulturmedium
enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. b+c) Densitometrische Auswertung der
Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensititen der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert
der entsprechenden Kontrolle dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der Dreifachbestimmung) b) zeigt
die densitometrische Auswertung des Experimentes unter serumfreien Bedingungen (0% FKS), c) in
Gegenwart von 5% FKS.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Induktion des ApoJ-Gens in vitalen Rat1-Fibroblasten sowohl
durch l6sliche als auch durch sedimentierbare Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt wird. Losliche
Komponenten scheinen hierbei eine primare Rolle zu spielen, da sie in der Lage sind, die ApoJ-
MRNA-Expression Uber einen serumunabhangigen Mechanismus zu induzieren und zudem zu einer
starkeren Regulation des ApoJ-Gens filhren als sedimentierbare Komponenten. Fir eine Induktion
der ApoJ-Genaktivitat durch die sedimentierbare Fraktion des nekrotischen Zellmaterials scheint die
Gegenwart von Serumfaktoren notwendig zu sein. In weiteren Experimenten stellte sich zudem
heraus, dass auch die durch sekundar nekrotische Zellen induzierte ApoJ-Genaktiviat iberwiegend

durch ldsliche Faktoren vermittelt wird. Die ApoJ-induzierende Wirkung sedimentierbarer
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Komponenten sekundar nekrotischer Zellen war hierbei ebenfalls serumabhangig und weniger stark

als die der l6slichen Fraktion (ohne Abb.).

3.1.3 Losliche Faktoren nekrotischer Zellen besitzen zytoprotektive Wirkung

auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten

Wahrend der Experimente zur Untersuchung des Einflusses nekrotischer Zellen auf die ApodJ-
Regulation in lebenden Rat1-Fibroblasten konnte beobachtet werden, dass es unter serumfreien
Bedingungen zu einem Absterben der Zellen in den Kontrollansdtzen kam. Bei Inkubation mit
nekrotischen Zellen und I6slichen Faktoren nekrotischer Zellen waren hingegen tber einen Zeitraum
von bis zu 48h kaum absterbende Zellen in den jeweiligen Kulturschalen zu erkennen. Die
Morphologie der Rat1-Fibroblasten in den entsprechenden Ansatzen des unter 3.1.2 beschriebenen
Experimentes wurde im Lichtmikroskop mit Hilfe eines digitalen Kamerasystems dokumentiert und
ist in Abb. 3.1.3 a) — d) dargestellt. Um diese zellschitzende Wirkung nekrotischer Zellen sowie der
daraus praparierten |0slichen Faktoren auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten quantitativ zu
erfassen, wurde in einem separaten Experiment eine MTS-basierende Zellvitalitatsbestimmung
durchgefiihrt. Hierzu wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten unter serumfreien
Bedingungen fir 48h mit 5x10* primar nekrotischen Rat1-Zellen sowie daraus prapariertem
14.000xg Pellet, 14.000xg und 100.000xg Uberstand inkubiert. Kontrollzellen wurden mit
serumfreiem Medium allein inkubiert. In einem weiteren Ansatz wurden Zellen mit 5% FKS inkubiert.
Das verwendete Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.
Nach 48h wurde die relative Menge vitaler Zellen in den einzelnen Ansatzen, wie unter 2.2.1.7
beschrieben, mit Hilfe eines MTS-basierenden colorimetrischen Verfahrens bestimmt.

Wie in Abb. 3.1.3 deutlich zu sehen ist, flhrt eine Inkubation flr 48h unter serumfreien Bedingungen
bei einem Grofiteil der Rat1-Fibroblasten zum Verlust der Zellvitalitdt (Abb. 3.1.3 b). Dies aulert sich
in der Ablésung einzelner Zellen aus dem Zellverband, was verglichen mit der Morphologie der
Zellen zu Beginn des Experimentes (Abb. 3.1.3 a) nach 48h zu einer deutlich geringeren Anzahl
adharenter Zellen fiihrt. Bei Inkubation der Rat1-Fibroblasten mit primar nekrotischen Zellen
hingegen ist trotz einiger abgeldster Zellen nach 48h ein konfluenter Zellmonolayer erkennbar (Abb.
3.1.3 c¢). Eine hiermit identische Morphologie besitzen Rat1-Fibroblasten, die fir 48h mit 16slichen
Faktoren primar nekrotischer Zellen in Form des 100.000xg Uberstandes inkubiert wurden (Abb.
3.1.3 d). Die colorimetrische Zellvitalitatsbestimmung (Abb. 3.1.3 e) zeigt zudem, dass bei Inkubation
serumfrei kultivierter Rat1-Zellen mit primar nekrotischen Zellen sowie daraus praparierten l6slichen
Faktoren (14.000xg und 100.000xg Uberstand) die Anzahl lebender Zellen (iber den experimentellen
Zeitraum von 48h zunimmt. Eine Inkubation mit sedimentierbaren Komponenten nekrotischer Zellen
fuhrt, ahnlich wie bei den Kontrollen, bei etwa 90% der Zellen zu einem Verlust der Lebensfahigkeit.
Rat1-Fibroblasten, die in Gegenwart von Serum (5% FKS) kultiviert wurden, zeigen hingegen ein fir

diese Zelllinie typisches Proliferationsverhalten.
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Abbildung 3.1.3: Losliche Faktoren primar nekrotischer Zellen besitzen zytoprotektive Wirkung auf
serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten: Morphologie von Rat1-Fibroblasten zu Beginn des Experimentes
(@) und nach Inkubation fiir 48h mit serumfreiem Medium allein (b), mit 5x10° primar nekrotischen Rat1-
Zellen (c) sowie einer entsprechenden Menge an 100.000xg Uberstand (d). Das Zellkulturmedium enthielt
2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. e) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat
mittels MTS-Assays von Rat1-Fibroblasten zu Beginn des Experimentes (0h) sowie nach Inkubation fir 48h
mit serumfreiem Medium allein (Kontrolle), 5x10* primar nekrotischen Rat1-Zellen, daraus prapariertem
14.000xg Pellet, 14.000xg Uberstand und 100.000xg Uberstand sowie 5% FKS. Das Zellkulturmedium
enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption
bezogen auf den zu Beginn (0Oh) des Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%) dargestellt.
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Zusammenfassend zeigt sich, dass ein Entzug von Serumkomponenten innerhalb von 48h zu einem
Absterben von Rat1-Fibroblasten fuhrt. Die Gegenwart |6slicher Faktoren primar nekrotischer Zellen
kann diesen Serumentzug jedoch teilweise kompensieren und ein Uberleben der Rat1-Fibroblasten

unter serumfreien Kulturbedingungen gewahrleisten.

3.1.4 Zusammenfassung

Wie gezeigt werden konnte, flhrt eine Koinkubation lebender Rat1-Fibroblasten mit primar und
sekundar nekrotischen Zellen zu einem Anstieg der ApoJ-mRNA-Menge in den vitalen Zellen. Der
Beginn der ApoJ-mRNA-Akkumulation ist hierbei nach 24h detektierbar. Ahnlich wie fiir eine
Induktion der ApoJ-mRNA-Expression durch phosphatidylserinhaltige Liposomen ist fiir eine durch
die sedimentierbare Fraktion des nekrotischen Zellmaterials induzierte ApoJ-mRNA-Akkumulation in
Rat1-Fibroblasten die Gegenwart von Serumkomponenten wahrend der Inkubation notwendig. Dies
deutet darauf hin, dass unter serumhaltigen Bedingungen Phosphatidylserin als ApoJ-induzierende
Komponente in den Membranfragmenten nekrotischer Zellen fungieren kénnte. Im Vergleich zur
sedimentierbaren Fraktion induzieren l6sliche Faktoren nekrotischer Zellen in serumunabhangiger
Weise eine starkere Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten, was ein deutlicher Hinweis
darauf ist, dass die ApoJ-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen primar durch l6sliche Faktoren
vermittelt wird. Diese besitzen zudem zellschiitzende Eigenschaften, da sie in der Lage sind, einem
durch Serumentzug induzierten Zelltod kultivierter Rat1-Fibroblasten entgegenzuwirken.

Die Korrelation zwischen der durch l6sliche Faktoren nekrotischer Zellen induzierten ApodJ-
Genaktivitat sowie deren zytoprotektiver Wirkung war im Hinblick auf die beschriebenen
antiapoptotischen bzw. zytoprotektiven Eigenschaften von ApoJ eine interessante Beobachtung. Aus
diesem Grund wurden weiterfihrende Experimente unter serumfreien Bedingungen durchgefihrt,
wobei sowohl die Apod-induzierenden als auch die zytoprotektiven Faktoren charakterisiert und

identifiziert werden sollten.

3.2. Charakterisierung und Identifizierung loslicher ApoJ-induzierender und
zytoprotektiver Faktoren nekrotischer Zellen

3.21 Die ApoJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt auf
serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten ist dosisabhangig

In Vorversuchen zeigte sich, dass l6slichen Faktoren nekrotischer Zellen und Zellextrakt, der wie

unter 2.2.1.5 beschrieben durch einmaliges Einfrieren und Auftauen lebender Rat1-Fibroblasten in

flissigem Stickstoff sowie anschlielender Zentrifugation bei 3.000xg und 100.000xg prapariert

wurde, keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer ApodJ-induzierenden und zytoprotektiven

Eigenschaften aufwiesen (ohne Abb.). Aus diesem Grund wurde aus vitalen Rat1-Fibroblasten

praparierter Zellextrakt als Ausgangsmaterial fir eine weiterfihrende Charakterisierung der Apod-

induzierenden und zytoprotektiven Faktoren herangezogen.
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Um die fur die ApoJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung notwendige minimale Konzentration
an Zellextrakt zu ermitteln sowie eine potentielle Dosisabhangigkeit beider Effekte zu untersuchen,
wurden Rat1-Fibroblasten fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit steigenden Konzentrationen
an Zellextrakt inkubiert.

Zur Uberpriifung einer dosisabhangigen Induktion des ApoJ-Gens durch Zellextrakt wurden Rat1-
Fibroblasten unter serumfreien Bedingungen fiir 48h mit Zellextrakt in Konzentrationen von 5x10° -
1x10° Rat1-Fibroblasten/ml inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der ApoJ-mRNA-
Gehalt der lebenden Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-
Analyse untersucht. Zur Uberpriifung einer Dosisabhangigkeit der durch Zellextrakt vermittelten
Zytoprotektion wurde in einem weiteren Experiment ein MTS-basierender Zellvitalitdtsassay
durchgefihrt (2.2.1.7). Hierzu wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten unter
serumfreien Bedingungen fiir 48h mit Zellextrakt in Konzentrationen von 5x10° — 2,5x10° Rat1-
Fibroblasten/ml inkubiert. In einem weiteren Ansatz wurden Zellen mit Kulturmedium inkubiert, dem
5% FKS zugesetzt wurde. Kontrollzellen beider Experimente wurden in Abwesenheit von Zellextrakt
inkubiert. In beiden Experimenten enthielten sowohl Kulturmedium als auch Zellextrakt 2mM
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.

Wie Abbildung 3.2.1 a, b zeigt, ist Zellextrakt in einer Konzentration von 2,5 — 5x10* Zellen/ml
notwendig, um die ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Zellen zu induzieren. Eine Maximalkonzentration
an Zellextrakt von 1x10°® Zellen/ml fiihrt in vitalen Rat1-Zellen zu einer Erhéhung der ApoJ-mRNA-
Menge um Faktor 7,8. Dass die Inkubation mit zunehmenden Mengen an Zellextrakt zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg des ApoJ-mRNA-Gehaltes in lebenden Rat1-Fibroblasten fihrt,
zeigt deutlich, dass die durch Zellextrakt induzierte Erhéhung der ApoJ-Genaktivitat dosisabhangig
ist. Die in diesem Experiment eingesetzten Konzentrationen an Zellextrakt scheinen zudem noch
aulderhalb eines potentiellen Sattigungsbereiches des Effekts zu liegen.

Das AusmaR des zellschutzenden Effekts auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten ist ebenfalls
abhangig von der eingesetzten Konzentration an Zellextrakt (Abb. 3.2.1 c¢). In Anséatzen, in denen die
Zellen mit Zellextrakt einer Konzentration von mindestens 1x10° Zellen/ml inkubiert wurden, ist im
Vergleich zu den Kontrollen ein signifikant erhéhter Anteil vitaler Rat1-Fibroblasten detektierbar.
Zellextrakt in einem Konzentrationsbereich von 1x10°-2,5x10° Zellen/ml scheint hierbei das
Absterben der Zellen Uber den experimentellen Zeitraum von 48h zu vermindern und in einer
Konzentration von 5x10° Zellen/ml vollstandig zu verhindern, da in diesem Fall die Anzahl vitaler
Rat1-Fibroblasten liber den experimentellen Zeitraum von 48h nahezu konstant bleibt. Zellextrakt in
Konzentrationen von 1x10° Zellen/ml oder hoher scheint zudem zu einer Zunahme der Anzahl vitaler
Zellen zu flihren und somit eine proliferative Wirkung zu besitzen. Die Inkubation mit Zellextrakt in
einer Konzentration von 2,5x10° Zellen/ml fiihrt innerhalb von 48h zu einem Anstieg der Zellzahl
serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten um Faktor 2,5. Werden die Zellen in Gegenwart von 5% FKS
kultiviert, ist deren typisches Proliferationsverhalten zu beobachten. Dies &aufert sich in einer
Zunahme der Zellzahl nach 48h um Faktor 3,5 - 4.
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Abbildung 3.2.1: Die ApodJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt auf serumfrei
kultivierte Rat1-Fibroblasten ist dosisabhédngig: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-
Zellen, die fur 48h unter serumfreien Bedingungen mit Zellextrakt in Konzentrationen von 5x10% - 1x10° Rat1-
Zellen/ml inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert. Das Zellkulturmedium
enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-
Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitéaten der entsprechenden GAPDH-
Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Mittelwert der Kontrollen (0)
dargestellt. Dieser wurde durch eine Vierfachbestimmung ermittelt (Mittelwert +Standardabweichung der
Vierfachbestimmung) ¢) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-
Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit Zellextrakt von 5x10° — 2,5><106 Rat1-Zellen/ml
sowie 5% FKS inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert. Das
Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative
Absorption bezogen auf den zu Beginn (0h) des Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt)
dargestellt (Mittelwert £Standardabweichung der Dreifachbestimmung).

Zusammenfassend zeigt sich, dass unter serumfreien Bedingungen im Zellextrakt von Rat1-
Fibroblasten vorhandene Faktoren nach Freisetzung in den extrazellularen Raum bereits in geringen
Konzentrationen (2,5 — 5x10* Zellen/ml) zu einer Induktion des ApoJ-Gens in vitalen Rat1-
Fibroblasten fiihren und erst in 2-4 héheren Konzentrationen einem durch Serumentzug induzierten

Absterben dieser Zellen entgegenwirken.
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3.2.2 Die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren sind im Zytosol
lebender Zellen lokalisiert
Dass die Faktoren, welche unter serumfreien Bedingungen die ApodJ-induzierenden und
zytoprotektiven Eigenschaften nekrotischer Zellen vermitteln, 16sliche Komponenten darstellen, die
bereits durch einmaliges Einfrieren und Auftauen lebender Rat1-Fibroblasten freigesetzt werden, liel3
vermuten, dass es sich in beiden Fallen um zytosolische Faktoren handeln koénnte. Um die
subzellulare Lokalisation dieser Komponenten naher zu charakterisieren, sollte Uberprift werden, ob
eine Inkubation mit Zytosol ahnlich wie mit Zellextrakt zu einer Induktion der ApoJ-Genaktivitat in
serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten fihrt und in der Lage ist, unter diesen Bedingungen ein
Uberleben der Zellen zu gewahrleisten.
Hierzu wurde Zytosol, wie unter 2.2.1.6 beschrieben, durch Aufbrechen Ilebender und in
Homogenisierungspuffer  suspendierter  Rat1-Fibroblasten mittels Kanile sowie einer
anschlieRenden Zentrifugation der Suspension bei 3.000xg (kernfreier Uberstand, PNS) und
100.000xg (Zytosol) prapariert. AnschlieRend wurden Rat1-Fibroblasten unter serumfreien
Bedingungen fiir 48h mit Zellextrakt von 5x10° Rat1-Fibroblasten/ml sowie kernfreiem Uberstand
(PNS, postnuclear supernatant) und Zytosol von 5x10° Rat1-Fibroblasten/ml inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden Rat1-Fibroblasten nach Praparation
der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Um die zellschiitzenden Eigenschaften
von Zytosol zu Uberprifen, wurde in einem weiteren Experiment ein MTS-basierender
Zellvitalitdtsassay durchgefihrt. Hierzu wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten unter
serumfreien Bedingungen fiir 48h mit Zellextrakt von 5x10° Rat1-Fibroblasten/ml sowie Zytosol von
5x10° Rat1-Fibroblasten/ml inkubiert. In einem weiteren Ansatz wurden Zellen mit Kulturmedium
inkubiert, dem 5% FKS zugesetzt wurde. In beiden Experimenten wurden Kontrollzellen sowohl in
serumfreiem Medium allein als auch in Gegenwart eines entsprechenden Volumens an
Homogenisierungspuffer (HP) inkubiert. Fir beide Experimente wurde Kulturmedium verwendet, das
2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz enthielt.
Wie in Abbildung 3.2.2 a, b zu sehen ist, fihrt neben Zellextrakt auch die Inkubation mit kernfreiem
Uberstand (PNS, postnuclear supernatant) und Zytosol zu einer Induktion der ApoJ-mRNA-
Expression in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten. Das Ausmald der ApodJ-Regulation ist in
beiden Fallen annahernd gleich. Relativ zur serumfreien Kontrolle (K) scheint Zytosol jedoch weniger
stark induzierend zu wirken als Zellextrakt (ZE). Bezogen auf den ApoJ-mRNA-Gehalt von Rat1-
Zellen, die nur mit Homogenisierungspuffer (HP) inkubiert wurden, ergibt sich jedoch eine durch
Zytosol induzierte relative ApoJ-Regulation um Faktor 3,3. Diese ist nahezu identisch mit der durch
Zellextrakt induzierten Erhéhung der ApoJ-mRNA-Menge um Faktor 3,4.
Eine Bestimmung der Zellvitalitat zeigt, dass sich die zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt und
Zytosol nicht signifikant unterscheidet (Abb. 3.2.2 c). In beiden Fallen flhrt eine Inkubation fiir 48h zu
einem Anstieg der Zellzahl um etwa 50%. Eine Inkubation mit Homogenisierungspuffer fiihrt

hingegen, ahnlich wie bei den serumfreien Kontrollen, bei etwa 90% der Rat1-Fibroblasten zu einem
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Abbildung 3.2.2: Die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren sind im Zytosol lebender Zellen
lokalisiert: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die fiur 48h unter
serumfreien Bedingungen mit Zellextrakt von 5x10° Rat1-Zellen/ml (ZE), Homogenisierungspuffer (HP) sowie
kernfreiem Uberstand (PNS) und Zytosol von 5x10° Rat1-Zellen/ml inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit
serumfreiem Medium allein inkubiert (K). Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als
Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ-
Banden wurden zu den Intensitdten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als
relatives Verhaltnis bezogen auf den Mittelwert der Kontrollen (K) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung
der Mehrfachbestimmungen) c¢) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von
Rat1-Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit Zellextrakt von 5x10° Rat1-Zellen/ml (ZE),
Homogenisierungspuffer (HP), Zytosol von 5x10° Rat1-Zellen/ml sowie 5% FKS inkubiert wurden. Kontrollzellen
wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert (K). Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des
Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung).

Verlust der Lebensfahigkeit.

Proliferationsverhalten.

Obwohl

In Gegenwart von 5%

nicht auszuschlieffen

FKS zeigen die Zellen ihr typisches

ist,

dass

ApodJ-induzierende

und

zellschitzende Faktoren auch in anderen Zellkompartimenten vorliegen, zeigt dieses Experiment,

dass zumindest der Uberwiegende Anteil dieser Komponenten im Zytosol lebender Zellen lokalisiert

ist.
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3.2.3 Parallele Freisetzung von Lactatdehydrogenase, ApoJ-induzierenden und
zytoprotektiven Faktoren aus Camptothecin-behandelten Rat1-Fibroblasten
Wie gezeigt werden konnte, handelt es sich bei den ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven
Faktoren um l6sliche zytosolische Komponenten lebender Zellen, die nach Einfrieren und Auftauen
lebender und apoptotischer Rat1-Fibroblasten freigesetzt werden. Dass es moglich ist, diese
Faktoren mittels Ultrafiltration (MWCO 100kDa) zu konzentrieren, zeigt deutlich, dass sowohl die
ApodJ-induzierenden als auch die zytoprotektiven Komponenten ein Molekulargewicht von =100kDa
besitzen (ohne Abb.). Wie bereits erwahnt wurde, fihrt auch die Koinkubation mit apoptotischen
Zellen in serumunabhangiger Weise zu einer ApoJ-Induktion in lebenden Rat1-Fibroblasten (ohne
Abb.) Da unter serumfreien Bedingungen jedoch ausschlieBlich 16sliche intrazellulare Komponenten
diesen Effekt vermitteln, war anzunehmen, dass diese Faktoren auch von apoptotischen Zellen in
den extrazellularen Raum abgegeben werden. Durch einen Vergleich des zeitlichen Verlaufs der
Akkumulation des Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) mit der ApoJ-induzierender und
zytoprotektiver Faktoren im Kulturmedium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten sollte in
folgendem Experiment Uberprift werden, ob ein Verlust der zellularen Plasmamembranintegritat mit
der Freisetzung dieser Faktoren aus apoptotischen Zellen in Zusammenhang steht.
Zunachst wurden konfluente Rat1-Fibroblasten unter serumfreien Bedingungen fir 6h, 12h, 24h, 36h
und 48h mit 3uM Camptothecin bzw. DMSO (Kontrolle) inkubiert. Hierbei kam es in Gegenwart von
Camptothecin bereits nach 6h zu einem massiven Absterben der Zellen. Dass dies auf eine
Induktion apoptotischer Prozesse zurlickzufihren ist, konnte bereits in Vorexperimenten durch
Untersuchung Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten auf apoptosespezifische Merkmale
(Caspase 3-Aktivierung, DNA-Fragmentierung, Externalisierung von Phosphatidylserin) bestatigt
werden (ohne Abb.). Verglichen hiermit war die Menge absterbender Zellen in den Kontrollansatzen
(DMSO) deutlich geringer. Nach Sedimentation der toten Zellen und der Zelltrimmer wurden
Aliquots der =zellfreien konditionierten Medien, wie unter 2.2.1.3.1 beschrieben, flir die
colorimetrische Bestimmung der LDH-Aktivitdt herangezogen. Um das Camptothecin aus den
Medien zu entfernen, wurden anschlielend jeweils 20ml der einzelnen konditionierten Medien, wie
unter 2.2.1.3 beschrieben, ultrafiltriert (MWCO 100kDa). Die Rickstande, welche die ApoJ-
induzierenden und zytoprotektiven Faktoren enthalten, wurden daraufhin auf ein Volumen von
jeweils 2ml mit PBS™ aufgefillt, so dass sich relativ zum Ausgangsvolumen von 20ml 10x
Konzentrate ergaben. Zur Uberpriifung der ApoJ-induzierenden Eigenschaften der konditionierten
Kulturmedien wurden Rat1-Fibroblasten mit jeweils 500yl dieser Konzentrate unter serumfreien
Bedingungen fir 48h in einem Gesamtvolumen von 10ml inkubiert. Kontrollen wurden 500pl PBS™
zugesetzt. AnschlieRend wurde ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden Rat1-Fibroblasten nach
Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Zur Uberpriifung der
zellschitzenden Eigenschaften der konditionierten Medien, wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-
Mikrotiterplatten fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit jeweils 2ul dieser Konzentrate in einem
Gesamtvolumen von 100yl inkubiert. Kontrollen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert.

Anschlielend wurde, wie unter 2.2.1.7 beschrieben, eine colorimetrische Zellvitalitdtsbestimmung
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Abbildung 3.2.3: Der zeitliche Verlauf der Freisetzung von ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven
Faktoren aus Camptothecin-behandelten Rat1-Fibroblasten erfolgt parallel zur LDH-Freisetzung: a)
Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien
Bedingungen mit konditioniertem Medium DMSO- bzw. Camptothecin-behandelter Rat1-Zellen inkubiert
wurden. Die vorangehende Konditionierung erfolgte jeweils fiir 6-48h. Alle konditionierten Medien lagen nach
Ultrafiltration (MWCO 100kDa) als 10x Konzentrat in PBS™ vor und wurden 1:20 verdiinnt eingesetzt.
Kontrollzellen wurden mit PBS™ inkubiert (K). Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
als Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der
ApoJ-Banden wurden zu den Intensitdten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind
als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der Kontrolle (K=0h) dargestellt.
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Abbildung 3.2.3 (vorausgehende Seite): Der zeitliche Verlauf der Freisetzung von ApoJ-induzierenden
und zytoprotektiven Faktoren aus Camptothecin-behandelten Rat1-Fibroblasten erfolgt parallel zur
LDH-Freisetzung: c¢) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-
Fibroblasten, die fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit konditionietem Medium DMSO- bzw.
Camptothecin-behandelter Rat1-Zellen inkubiert wurden. Die vorangehende Konditionierung erfolgte jeweils flr
6-48h. Alle konditionierten Medien lagen nach Ultrafiltration (MWCO 100kDa) als 10x Konzentrat in PBS™ vor
und wurden 1:50 verdiinnt eingesetzt. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert (Oh). Das
Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative
Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt)
dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der Dreifachbestimmung). d) Colorimetrische Bestimmung der
enzymatischen Aktivitat der Lactatdehydrogenase (LDH) in konditionierten Medien DMSO- bzw. Camptothecin-
behandelter Rat1-Zellen. Die Konditionierung erfolgte jeweils fiir 6-48h. Alle Werte sind als absolute Absorption
dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der Dreifachbestimmung).

mittels MTS-basierendem Assay durchgefiihrt. In beiden Experimenten wurde Kulturmedium
verwendet, das 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz enthielt.

Wie Abbildung 3.2.3 a, b zeigt, enthalt bereits das Kulturmedium von Rat1-Fibroblasten, die fir 12h
mit 3uM Camptothecin inkubiert wurden, Apod-induzierende Faktoren. Im weiteren Verlauf der
Konditionierung kommt es zu einer extrazellularen Akkumulation dieser Komponenten. Nach 24h
erreicht die Konzentration dieser Faktoren ein Niveau, das bis zu 48h nahezu konstant bleibt. Die fur
24h-48h konditionierten Medien Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten filhren zu einer
Erhéhung des ApoJ-mRNA-Gehaltes lebender Zellen um Faktor 7-8. Im Gegensatz hierzu enthalten
die konditionierten Medien DMSO-behandelter Rat1-Zellen nur sehr geringe Konzentrationen an
ApoJ-induzierenden Faktoren. Eine Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit konditioniertem Medium
von Zellen, die fir 48h mit DMSO behandelt wurden, fihrt zu einer Erhéhung der ApoJ-Genaktivitat
um Faktor 1,5. Neben ApoJ-induzierenden Faktoren akkumulieren auch zytoprotektive Faktoren im
Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten (Abb. 3.2.3 c). Der Beginn der Freisetzung
scheint im Vergleich zu den ApoJ-induzierenden Faktoren etwas verzogert zu sein. AusschlieRlich
Medien von Zellen, die fir mindestens 24h mit Camptothecin behandelt wurden, weisen
zellschitzende Eigenschaften auf. Ebenso wie bei den ApoJ-induzierenden Faktoren steigt die
Konzentration zytoprotektiver Komponenten im Medium im weiteren Verlauf der Inkubation mit
Camptothecin an. Eine Behandlung von Rat1-Zellen mit DMSO fihrt hingegen zu keiner Freisetzung
deutlich wirksamer Mengen an zytoprotektiven Faktoren.

Die colorimetrische Bestimmung der enzymatischen LDH-Aktivitdt in den konditionierten Medien
zeigt deutlich, dass es bei Inkubation mit Camptothecin nach 12h zu einer Freisetzung dieses
zytosolischen Enzyms aus Rat1-Fibroblasten fihrt (Abb. 3.2.4 d). Der zeitliche Verlauf der
extrazellularen Akkumulation von LDH ist hierbei sehr ahnlich der ApoJ-induzierender und
zytoprotektiver Faktoren. Die konditionierten Medien DMSO-behandelter Zellen besitzen hingegen
nur eine geringe LDH-Aktivitat.

Das zytosolische Enzym Lactatdehydrogenase (LDH) wird nur nach Verlust der
Plasmamembranintegritat aus Zellen freigesetzt. Eine energieabhangige aktive Sekretion dieses
Proteins durch lebende Zellen ist nicht mdglich. Die Bestimmung extrazellularer LDH-Aktivitat ist aus
diesem Grund eine klassische Methode zum Nachweis nekrotischer Zellen. Da im Rahmen

vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, dass eine Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit
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Camptothecin sowohl apoptotische Prozesse induziert (ohne Abb.) sowie zu einer Freisetzung des
Enzyms Lactatdehydrogenase aus diesen Zellen fiihrt, muss angenommen werden, dass bereits
nach 12h ein Teil der Zellen, welche die Apoptose durchlaufen haben, ihre Plasmamembranintegritat
verlieren. Diese Zellen sind folglich als postapoptotisch bzw. sekundar nekrotisch zu bezeichnen.
Der nahezu parallele zeitliche Verlauf der extrazellularen Akkumulation von LDH sowie der ApoJ-
induzierenden und zytoprotektiven Faktoren ist somit ein deutlicher Hinweis auf eine passive
Freisetzung dieser Komponenten aus postapoptotischen (sekundar nekrotischen) Zellen. Eine aktive
Sekretion dieser Faktoren aus lebenden Zellen scheint nicht zu erfolgen, da die konditionierten
Medien DMSO-behandelter Rat1-Zellen neben einer geringen LDH-Aktivitdt nur eine schwache

ApodJ-induzierende und keine zytoprotektive Wirkung besitzen.

3.2.4 Die ApodJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung von Zellextrakten ist
spezies- und zelltypunabhangig

In samtlichen vorangehenden Experimenten dienten Rat1-Fibroblasten als Quelle intrazellularer
ApoJ-induzierender und zytoprotektiver Faktoren. Um eine Beteiligung Rat1-Fibroblasten-
spezifischer Komponenten auszuschliel3en, sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden, ob
Zellextrakt anderer Zelltypen bzw. Zellextrakt, der aus Zellen anderer Spezies prapariert wurde,
ebenfalls ApoJ-induzierende sowie zellschitzende Wirkung auf serumfrei Kkultivierte Rat1-
Fibroblasten besitzt.. Zudem sollte Gberprift werden, ob die Wirkungsweise der entsprechenden
Faktoren potentiellen zelltyp- bzw. speziesspezifischen Restriktionen unterliegt.

Hierzu wurden, wie unter 2.2.1.5 beschrieben, Zellextrakte aus 7 weiteren Zelllinien prapariert und
anschlieBend deren Apod-induzierende und zytoprotektive Eigenschaften durch Inkubation mit
serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten untersucht. Bei den entsprechenden Zelllinien handelte es
sich um MEF-1 (Embryonalfibroblasten, Mus musculus), HEK 293 (embryonale Nierenzellen, Homo
sapiens), HelLa (epitheliale Gebarmutterhalszellen, Homo sapiens), 10A (embryonale
Dottersackzellen, Mus musculus), J774A.1 (Monozyten/Makrophagen, Mus musculus), MDCK
(epitheliale Nierenzellen, Canis familiaris) sowie BHK21 (Nierenfibroblasten, Microcricetus aureus).
Alle Zellextrakte lagen in serumfreiem Rat1-Medium vor, das 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als
Glutaminersatz enthielt. Zur Uberpriifung der ApoJ-induzierenden Eigenschaften wurden Rat1-
Fibroblasten fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit jeweils unterschiedlichen Konzentrationen
(1-5x10° Zellen/ml) der verschiedenen Zellextrakte inkubiert und anschlieRend der ApoJ-mRNA-
Gehalt der lebenden Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-
Analyse untersucht. Zur Untersuchung der zellschitzenden Wirkung dieser Zellextrakte wurden in
einem weiteren Experiment Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten fiir 48h unter serumfreien
Bedingungen mit unterschiedlichen Konzentrationen (2,5-10x10° Zellen/ml) der verschiedenen
Zellextrakte inkubiert und anschlieRend eine colorimetrische Zellvitalitatsbestimmung mittels MTS-
basierendem Assay durchgefiihrt. Das in beiden Experimenten verwendete Kulturmedium enthielt

2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.
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Abbildung 3.2.4: Die ApoJ-induzierende und zytoprotektive Wirkung von Zellextrakten ist spezies- und
zelltypunabhéangig: a) Northern-Blot-Analysen von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die fur 48h unter
serumfreien Bedingungen mit Zellextrakten der Zelllinien Rat1, MEF-1, HEK 293, HelLa, 10A, J774A.1 und
MDCK inkubiert wurden. Die Zellextrakte wurden in Konzentrationen von 1-5x10° Zellen/ml eingesetzt.
Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert (K). Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-
L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analysen aus a). Die
Intensitédten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhéltnis
gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf die Werte der entsprechenden Kontrollen (K) dargestellt. c)
Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-Fibroblasten, die unter
serumfreien Bedingungen flir 48h mit Zellextrakten der Zelllinien Rat1, MEF-1, HEK 293, HelLa, BHK21, 10A,
J774A.1 und MDCK inkubiert wurden. Die Zellextrakte wurden in Konzentrationen von 2,5-10x10° Zellen/ml
eingesetzt. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert (K). Das Zellkulturmedium enthielt
2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den
zu Beginn des Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert
+Standardabweichung der Dreifachbestimmung).

Die Inkubation mit Zellextrakten aus allen Zelllinien fihrt zu einer Akkumulation von ApoJ-mRNA in
Rat1-Fibroblasten (Abb. 3.2.4 a, b). Bis auf die Zellextrakte aus den beiden murinen Zelllinien 10A
und J774A.1 ist zudem eine deutliche Dosisabhangigkeit der induzierten ApoJ-Genaktivitat zu
erkennen. Die unterschiedlichen Zellextrakte in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml induzieren
eine maximale ApoJ-Regulation um Faktor 4-5. Dieses Maximum wird im Falle der aus 10A-Zellen
und J774A.1-Zellen stammenden Extrakte bereits bei einer Konzentration von 2,5x10° Zellen/ml
erreicht, was in beiden Fallen auf einen potentiellen Sattigungsbereich dieses Effekts hindeutet. Mit
Ausnahme dieser beiden Zelllinien scheinen die Extrakte der anderen Zelllinien &hnliche
Konzentrationen an ApodJ-induzierenden Komponenten zu enthalten. Dieses Experiment zeigt

weiterhin, dass sich das Vorkommen ApoJ-induzierender Faktoren nicht auf Fibroblasten
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beschrankt, da auch Epithelzellen und Monozyten diese Komponenten enthalten. Zudem scheint der
Mechanismus einer durch diese Faktoren induzierten ApoJ-Regulation speziesunabhangig zu sein,
da neben dem Extrakt aus Rat1-Fibroblasten auch die Extrakte verschiedener muriner (MEF-1, 10A,
J774A.1), humaner (HEK 293, HeLa) und aus dem Hund stammender Zellen (MDCK) wirksam sind.
Die Bestimmung der Zellvitalitdt zeigt, dass die Extrakte aus allen verwendeten Zelllinien
zytoprotektive Wirkung auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten besitzen (Abb. 3.2.4 c). Wie bei
der Induktion der ApoJ-Genaktivitat ist in allen Fallen das Ausmald des Effektes abhangig von der
eingesetzten Konzentration an Zellextrakt. Extrakt aus Monozyten der Zelllinie J774A.1 besitzt die
starkste proliferative Wirkung. Eine Konzentration von 1x10° Zellen/ml fiihrt hierbei zu einer
Erhdhung der Anzahl lebender Rat1-Fibroblasten um Faktor 4. In den Extrakten aller anderen
Zelllinien scheinen die entsprechenden Komponenten in dhnlichen Konzentrationen vorhanden zu
sein. Neben ApodJ-induzierenden sind somit auch zytoprotektive Faktoren in allen verwendeten
Zelltypen (Fibroblasten, Epithelzellen, Monozyten) vorhanden. Ebenso ist der Mechanismus der
Zytoprotektion, bezogen auf den Ursprung der entsprechenden Faktoren, speziesunabhangig, da
neben Rat1-Fibroblasten auch verschiedene Zelllinien aus der Maus (MEF-1, 10A, J774A.1), dem
Hamster (BHK21), dem Menschen (HEK 293, HeLa) und dem Hund (MDCK) Faktoren enthalten, die
ein Uberleben serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten gewahrleisten. In weiteren Experimenten
zeigte sich, dass aus Rat1-, MEF-1- sowie MDCK-Zellen praparierte Extrakte auch in der Lage sind,
ein durch Serumentzug induziertes Absterben kultivierter MEF-1-Zellen zu inhibieren (ohne Abb.),
was den speziesunabhangigen Mechanismus der zytoprotektiven Wirkung intrazellularer
Komponenten bestatigt.

Zusammenfassend deutet das Ergebnis dieses Experimentes auf eine potentiell ubiquitare
Expression intrazellularer ApoJ-induzierender und zytoprotektiver Faktoren hin, die nach Freisetzung
in den extrazellularen Raum auch Uber Speziesgrenzen hinweg wirksam sind. Eine Beteiligung
zelltypspezifischer Komponenten wie beispielsweise bestimmter Wachstumsfaktoren scheint somit

unwahrscheinlich.

3.2.5 Die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren aus Zellextrakt sind
hitzelabil

Um erste Hinweise dariber zu erhalten, welcher Stoffgruppe die ApoJ-induzierenden und
zytoprotektiv wirksamen Bestandteile des Zellextraktes angehdren, sollte zunachst Gberprift werden,
ob diese hitzestabil sind oder ob deren Wirkung durch eine vorausgehende Erhitzung des
Zellextraktes vermindert werden kann. Hierzu wurde aus Rat1-Fibroblasten praparierter Zellextrakt
bzw. serumfreies Medium (Kontrolle) fur jeweils 30min auf 60°C oder 90°C erhitzt. Anschlie3end
wurden Rat1-Fibroblasten fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit unbehandelten oder
hitzebehandelten Zellextrakten einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml inkubiert. Kontrollen wurde
jeweils ein entsprechendes Volumen an unbehandeltem bzw. hitzebehandeltem serumfreiem
Medium zugesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden

Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Zur
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Uberprifung der zellschiitzenden Eigenschaften hitzebehandelter Zellextrakte wurden Rat1-
Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit unbehandelten
oder hitzebehandelten Zellextrakten einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml inkubiert und
anschlieBend eine colorimetrische Zellvitalitdtsbestimmung mittels MTS-basierendem Assay
durchgefihrt. In beiden Experimenten enthielt das verwendete Kulturmedium 2mM N-Acetyl-L-

Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.
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Abbildung 3.2.5: Die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren aus Zellextrakt sind hitzelabil:
a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien
Bedingungen mit unbehandelten oder hitzebehandelten Zellextrakten (ZE) einer Konzentration von 5x10° Rat1-
Fibroblasten/ml inkubiert wurden. Entsprechende Kontrollen (K) wurden in serumfreiem Medium inkubiert, dem
jeweils 1ml unbehandeltes oder hitzebehandeltes serumfreies Medium zugesetzt wurde. Die vorausgegangene
Hitzebehandlung erfolgte fiir jeweils 30min bei 60°C oder 90°C. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-
Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die
Intensitédten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitdten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis
gesetzt und sind als relatives Verhéltnis bezogen auf den Wert der unbehandelten Kontrolle dargestellt
(Mittelwert +Standardabweichung der Doppelbestimmung). ¢) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat
mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-Fibroblasten, die unter serumfreien Bedingungen fir 48h mit
unbehandelten oder hitzebehandelten Zellextrakten (ZE) einer Konzentration von 1x10°® Rat1-Fibroblasten/ml
inkubiert wurden. Entsprechende Kontrollen (K) wurden in serumfreiem Medium inkubiert, dem jeweils 20pl
unbehandeltes oder hitzebehandeltes serumfreies Medium zugesetzt wurde. Die vorangegangene
Hitzebehandlung erfolgte fiir jeweils 30min bei 60°C oder 90°C. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-
Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des
Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung).
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Verglichen mit unbehandeltem Zellextrakt flihrt eine vorangegangene Inkubation fiir 30min bei 60°C
zu einer Reduktion der ApoJ-induzierenden Eigenschaft um 50% (Abb. 3.2.5 a, b). Rat1-
Fibroblasten, die mit Zellextrakt inkubiert wurden, welcher zuvor fir 30min auf 90°C erhitzt wurde,
weisen hingegen keine deutliche Akkumulation ApoJ-mRNA auf. Dies deutet auf eine nahezu
vollstandige Inaktivierung der ApoJ-induzierenden Komponenten hin. Die aus Zellextrakt
stammenden ApodJ-induzierenden Faktoren sind somit hitzelabil. Dennoch scheinen sie gegeniber
moderat erhéhten Temperaturen eine gewisse Stabilitdt zu besitzen, da eine Inkubation des
Zellextrakts fur 30min bei 60°C nur zu einer partiellen Inaktivierung der entsprechenden Faktoren
fuhrt. Der ApoJ-mRNA-Gehalt der Kontrollzellen, die mit hitzebehandelten serumfreien Medien
inkubiert wurden, liegt auf dem Niveau der unbehandelten Kontrollen, so dass eine Entstehung
ApoJ-induzierender Faktoren durch Erhitzung des serumfreien Mediums ausgeschlossen werden
kann.

Ebenso wie die Induktion der ApoJ-Genaktivitdit wird auch die zellschitzende Wirkung von
Zellextrakt durch hitzelabile Komponenten vermittelt (Abb. 3.2.5 c¢). Die Inkubation von Rat1-
Fibroblasten mit Zellextrakt, der zuvor ftr 30min auf 60°C erhitzt wurde, fihrt nach 48h bei 70% der
Zellen zu einem Verlust der Lebensfahigkeit. In Gegenwart von unbehandeltem Zellextrakt kommt es
hingegen im selben Zeitraum zu einer Verdopplung der Anzahl lebender Zellen. Vergleicht man
diese Werte mit der gezeigten Dosisabhangigkeit des Effekts (Abb. 3.2.1 c¢), entspricht die Wirkung
des bei 60°C behandelten Zellextrakts einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml in etwa der von
unbehandeltem Zellextrakt einer Konzentration von 2x10° Zellen/ml. Dies deutet darauf hin, dass
eine 30-minltige Inkubation bei 60°C zu einer Inaktivierung von etwa 80% der entsprechenden
Faktoren fihrt. Eine Erhitzung des Zellextrakts auf 90°C flihrt zu einem vollstandigen Verlust der
zytoprotektiven Eigenschaften. Nach 48h betragt der Anteil vitaler Zellen im entsprechenden Ansatz,
ahnlich wie bei den Kontrollansatzen, nur noch etwa 5% der fir das Experiment eingesetzten Menge

lebender Zellen.

3.2.6 Die zytoprotektiven Faktoren aus Zellextrakt sind trypsinsensitiv

Die Inaktivierung ApodJ-induzierender und zytoprotektiver Eigenschaften von Zellextrakt durch
Hitzebehandlung koénnte in beiden Fallen ein Hinweis darauf sein, dass die entsprechenden
Faktoren der Stoffgruppe der Proteine angehdren. Um diese Vermutung zu bestatigen, sollte
Uberprift werden, ob die Inkubation von Zellextrakt mit der Protease Trypsin zu einer Inaktivierung
der zytoprotektiven Komponenten fiihrt. Hierbei zeigte sich jedoch im Rahmen mehrerer
Vorversuche, dass Trypsin, selbst in Gegenwart hoher Konzentrationen an Trypsininhibitor, wahrend
der anschlieBenden Inkubation des Ansatzes mit serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten
zytotoxische Wirkung besitzt. Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs unterschied sich hierbei ein durch
Trypsin induziertes Absterben der Zellen von einem durch Serumentzug induzierten Zelltod. Da sich
das Molekulargewicht des Trypsins (ca. 30kDa) deutlich vom Molekulargewicht der zytoprotektiven
Faktoren (>100kDa) unterscheidet, wurde versucht, beide Komponenten nach vorausgegangener

Koinkubation mittels Ultrafiltration (MWCO 100kDa) wieder voneinander zu trennen. Fur den
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tryptischen Verdau wurde 1ml Zellextrakt einer Konzentration von 5x10’ Rat1-Fibroblasten/ml in
einem Verhaltnis von 1:10 mit PBS™ verdinnt und mit 1mg/ml Trypsin (aus Rinderpankreas) in
einem Gesamtvolumen von 10ml fir 3h bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Als Kontrolle diente ein
Ansatz, dem kein Trypsin zugegeben wurde. Anschlieend wurden beide Ansatze getrennt
voneinander in entsprechenden Zentrifugeneinheiten (MWCO 100kDa) bei 3.000xg und 4°C
ultrafiltriert, bis das Restvolumen des Rickstandes 250ul betrug. Zur vollstdndigen Entfernung des
Trypsins wurden beide Ansatze daraufhin 2x mit jeweils 10mlI PBS™ gewaschen und die Riickstinde
(250ul) schlieRlich mit PBS” auf ein Gesamtvolumen von jeweils 1ml aufgefiillt, so dass die
Konzentration an Faktoren mit einem Molekulargewicht von >100kDa dem des Ausgangsmaterials
entsprach (5x10” Zellen/ml). Zur Uberpriifung der zytoprotektiven Eigenschaft wurden Rat1-
Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit verschiedenen
Konzentrationen beider Ultrafiltrationsriickstinde, die Zellextrakt einer Konzentration von 1x10° -
5x10° Zellen/ml entsprachen, inkubiert. Kontrollen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert.
AnschielRend erfolgte die colorimetrische Zellvitalitdtsbestimmung wie unter 2.2.1.7 beschrieben.
Das in diesem Experiment verwendete Kulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als

Glutaminersatz.
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Abbildung 3.2.6: Die zytoprotektiven Faktoren aus Zellextrakt sind trypsinsensitiv: Colorimetrische
Bestimmung der Zellvitalitdt mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-Fibroblasten, die unter serumfreien
Bedingungen fiir 48h mit Ultrafiltrationsriickstand (MWCO 100kDa) von Zellextrakt aus Rat1-Fibroblasten
inkubiert wurden, welcher zuvor in Abwesenheit bzw. Gegenwart von 1mg/ml Trypsin fir 3h bei 37°C prainkubiert
wurde. Die Rickstande der Ultrafiltration wurden in Verdiinnungen eingesetzt, die Zellextraktkonzentrationen von
1x10° - 5x10° Zellen/ml entsprechen. Kontrollen (K) wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert. Das
Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative
Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt)
dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der Dreifachbestimmung).

Wie Abbildung 3.2.6 zeigt, fuhrt ein Verdau mit Trypsin zu einem vollstdndigen Verlust der
zellschitzenden Eigenschaften im Zellextrakt vorhandener hochmolekularer Komponenten
(>100kDa). Dass dieser inhibitorische Effekt auf die Inkubation mit Trypsin zurlckzufiihren ist und

nicht durch endogene Proteasen aus dem Zellextrakt vermittelt wird, zeigt der entsprechende

Kontrollansatz, der in Abwesenheit von Trypsin fiir 3h bei 37°C inkubiert wurde. Hier bleiben die
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zytoprotektiven Eigenschaften der hochmolekularen Fraktion des Zellextrakts erhalten. Der
Ultrafiltrationsriickstand des entsprechenden Kontrollansatzes zeigt im Hinblick auf seine
zellschiitzenden Eigenschaften eine dosisabhangige Wirkung, wobei ab Konzentrationen von 1x10°
Zellen/ml eine Sattigung des Effekts erreicht wird. Hierbei kommt es innerhalb von 48h zu einem
Anstieg der Anzahl vitaler Rat1-Fibroblasten von ca. 75%. Der Ultrafiltrationsriickstand des mit
Trypsin verdauten Zellextraktes hingegen zeigt selbst in einer Konzentration von 5x10° Zellen/ml
keine zytoprotektiven Eigenschaften. Eine potentiell toxische Wirkung dieses Riickstandes aufgrund
einer unvollstdndigen Entfernung des Trypsins wahrend der Ultrafiltration ist unwahrscheinlich, da
der Verlust der Lebensfahigkeit der entsprechenden Zellen im zeitlichen Verlauf dem der serumfrei
inkubierten Kontrollen entsprach. Anhand des Ergebnisses dieses Experimentes Iasst sich jedoch
keine Aussage darlber treffen, ob ein Verdau mit Trypsin zu einer vollstandigen Inaktivierung der im
Zellextrakt vorhandenen zytoprotektiven Faktoren fiihrt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
tryptische Fragmente, die nach Ultrafiltration im Durchfluss vorliegen, ihre zellschitzende Wirkung
beibehalten. Diese Fraktion konnte jedoch aufgrund der toxischen Wirkung des darin enthaltenen
Trypsins nicht fur eine Inkubation mit den Zellen eingesetzt werden. Dass sich aber das
Molekulargewicht der zytoprotektiven Faktoren durch Trypsinverdau auf <100kDa verringert, zeigt
jedoch, dass es sich bei diesen Komponenten um Proteine oder proteinassoziierte Faktoren handeln
muss.

Wie weiterflihrende Experimente zeigten, werden die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven
Eigenschaften von Zellextrakt durch eine 3-stiindige Inkubation mit 100mM Dithiothreitol (DTT) nicht
beeintrachtigt (ohne Abb.). Dies zeigt, dass die fir beide Effekte verantwortlichen Komponenten
unter reduzierenden Bedingungen stabil sind, was bedeutet, dass die Funktion der zytoprotektiv
wirksamen Proteine nach Reduktion potentieller Disulfidbriicken erhalten bleibt und dass sich
hieraus ergebende strukturelle Veranderungen keine Beeintrachtigung der Proteinfunktion zur Folge

haben.

3.2.7 Fraktionierung von Zellextrakt mittels Anionenaustauscher-
chromatographie

Um nahere Informationen Uber den pl-Wert der zytoprotektiven Proteine zu erhalten, wurde zunachst
versucht, Zellextrakt mittels lonenaustauscherchromatographie zu fraktionieren. Hiermit sollte zudem
Uberprift werden, ob eine Trennung im Zellextrakt enthaltener Proteinen auf Ebene ihrer
Ladungseigenschaften als erster Schritt zur Reinigung ApodJ-induzierender Komponenten und
zytoprotektiver Proteine geeignet war.

In vorausgehenden Experimenten zeigte sich, dass nach Kationenaustauscherchromatographie von
Zellextrakt mittels Zentrifugeneinheit (Vivapure Mini H Typ S, funktionelle Gruppe: R-CH2-SOj3,
Vivascience) in einem Natriumacetat-Puffersystem (25mM Natriumacetat, pH 5,5) die
zytoprotektiven Proteine ausschlieBlich im Durchfluss zu finden waren. Bei Verwendung eines
starken Anionenaustauschers mit quaterndrem Ammonium (R-CH,-N* -(CHs)3) als funktioneller

Gruppe und einem Tris/HCI-Puffersystem (25mM Tris/HCI, pH 8,0) wurden sowohl die zytoprotektiv
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wirksamen Proteine als auch die ApoJ-induzierenden Komponenten an das Saulenmaterial
gebunden und konnten anschliefend mit einer Natriumchloridkonzentration von 300mM-400mM
gemeinsam eluiert werden (ohne Abb.). Eine Analyse dieser Fraktionen mittels denaturierender
Polyacrylamidgelelektrophorese und anschliefender Coomassie-Farbung zeigte jedoch, dass die
Trenneigenschaften der Anionenaustauscherchromatographie unter alkalischen Bedingungen (pH
8,0) nicht zufriedenstellend waren. Um diese zu verbessern, sollte die Fraktionierung von Zellextrakt
mittels  Anionenaustauscherchromatographie und unter Verwendung des fir die
Kationenaustauscherchromatographie eingesetzten sauren Natriumacetat-Puffersystems (pH 5,5)
wiederholt werden.

Hierzu wurden zunichst 2ml Zellextrakt einer Konzentration von 5x10” Rat1-Fibroblasten/ml in
einem Verhaltnis von 1:5 in 25mM Natriumacetat (pH 5,5) verdinnt. 2ml hiervon wurden als
Ausgangsmaterial fur die spateren Experimente abgenommen. Die verbliebenen 8ml wurden fiir die
Anionenaustauscherchromatographie mittels entsprechender Zentrifugeneinheit (Vivapure Maxi H
Typ Q, Vivascience) eingesetzt (2.2.2.2). Nach Bindung der Komponenten an das Saulenmaterial
wurde dieses 2x mit jeweils 8ml des Natriumacetat-Puffers gewaschen. Die Elution erfolgte
anschlieBend schrittweise mit jeweils 8ml des Natriumacetat-Puffers, dem 50, 100, 150, 200, 250,
300, 350 bzw. 400mM Natriumchlorid zugesetzt war.

Zur Uberpriifung der ApodJ-induzierenden Eigenschaften einzelner Fraktionen wurden Rat1-
Fibroblasten fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit jeweils 500ul des Ausgangsmaterials, des
Durchflusses, der Eluate beider Waschschritte sowie der einzelnen NaCl-Eluate in einem
Gesamtvolumen von 10ml inkubiert. Kontrollen wurden 500ul des natriumchloridfreien
Chromatographiepuffers zugesetzt. Anschliel’iend wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden Rat1-
Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Zur
Uberpriifung der zytoprotektiven Wirkung einzelner Fraktionen wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-
Mikrotiterplatten fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit jeweils 10ul des Ausgangsmaterials,
des Durchflusses, der Eluate beider Waschschritte sowie der einzelnen NaCl-Eluate in einem
Gesamtvolumen von 100pl inkubiert und anschlieend eine colorimetrische Zellvitalitatsbestimmung
mittels MTS-basierendem Assay durchgefihrt. Kontrollen wurden 10ul des natriumchloridfreien
Chromatographiepuffers zugesetzt. In beiden Experimenten enthielt das eingesetzte
Zellkulturmedium 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.

Wie Abbildung 3.2.7 zeigt, eluieren sowohl die ApoJ-induzierenden Komponenten als auch die
zytoprotektiven Proteine unter sauren Bedingungen (pH 5,5) bei einer Natriumchloridkonzentration
von 200-250mM. Die Apod-induzierenden und zellschitzenden Eigenschaften sowohl des
Durchflusses als auch aller anderen Fraktionen entsprechen in etwa denen der Kontrollen. Somit
scheinen die entsprechenden Faktoren zunachst komplett an das Saulenmaterial zu binden und bei
einer Konzentration von 200mM und 250mM NaCl vollstadndig zu eluieren. Beide Fraktionen fuhren
unter serumfreien Bedingungen sowohl zu einer 4-fachen Erhéhung des ApoJ-mRNA-Gehaltes in
Rat1-Fibroblasten als auch innerhalb von 48h zu einer Verdopplung der Anzahl lebender Zellen.

Verglichen mit dem Ausgangsmaterial ist das Ausmal} der Effekte hierbei etwas geringer, was ver-
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Abbildung 3.2.7: Uberpriifung der ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Eigenschaften einzelner
Fraktionen nach Anionenaustauscherchromatographie von Zellextrakt: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug
Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die unter serumfreien Bedingungen fiir 48h mit Ausgangsmaterial (AM),
Durchfluss (D), Eluaten der beiden Waschschritte (W1, W2) sowie den mit Natriumchlorid eluierten Fraktionen
(50-500mM NaCl) nach Anionenaustauscherchromatographie (pH 5,5) von Zellextrakt (1><107 Rat1-Zellen/ml)
inkubiert wurden. Samtliche Fraktionen wurden 1:20 verdiinnt eingesetzt. Kontrollen (K) wurde 500ul
natriumchloridfreier Chromatographiepuffer (25mM Natriumacetat, pH 5,5) zugesetzt. Das Zellkulturmedium
enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-
Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitédten der entsprechenden GAPDH-
Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der Kontrolle dargestellt. c)
Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitdt mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-Fibroblasten, die unter
serumfreien Bedingungen fiir 48h mit Ausgangsmaterial (AM), Durchfluss (D), Eluaten der beiden Waschschritte
(W1, W2) sowie den mit Natriumchlorid eluierten Fraktionen (50-500mM NaCl) nach
Anionenaustauscherchromatographie (pH 5,5) von Zellextrakt (1x10” Rat1-Zellen/ml) inkubiert wurden. Samtliche
Fraktionen wurden 1:10 verdinnt eingesetzt. Kontrollen (K) wurde 10upl natriumchloridfreier
Chromatographiepuffer (25mM Natriumacetat, pH 5,5) zugesetzt. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-
Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des
Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung).

mutlich auf die Verteilung der entsprechenden Komponenten auf zwei Fraktionen und somit auf eine
verringerte Konzentration dieser Faktoren in den entsprechenden Fraktionen zurlickzuflihren ist.
Eine anschlieRende Uberprifung der Proteinverteilung zwischen den einzelnen Fraktionen mittels
Polyacrylamidgelelektrophorese und Coomassie-Farbung zeigte gegeniber dem alkalischen

Puffersystem (25mM Tris/HCI, pH 8,0) deutlich verbesserte Trenneigenschaften. Somit scheint eine
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Fraktionierung von Zellextrakt durch Anionenaustauscherchromatographie unter Verwendung des
sauren Natriumacetat-Puffersystems (pH 5,5) als erster Schritt zur Reinigung der ApodJ-
induzierenden und zytoprotektiven Komponenten geeignet. Weiterhin zeigt dieses Experiment, dass
sowohl die im Zellextrakt enthaltenen ApoJ-induzierenden als auch die zytoprotektiven Faktoren
unter den gewahlten Bedingungen eine negative Nettoladung besitzen und somit zumindest der
isoelektrische Punkt (pl) der an der Zytoprotektion beteiligten Proteine in einem Bereich <5,5 liegt.
Dass die ApoJ-induzierenden Komponenten gemeinsam mit den zytoprotektiven Proteinen eluieren,

ist zudem ein Hinweis darauf, dass beide Effekte durch dieselben Faktoren vermittelt werden.

3.2.8 Fraktionierung von Zellextrakt mittels Gelpermeationschromatographie

Parallel zur Etablierung der Anionenaustauscherchromatographie als primarem Schritt zur Reinigung
der Apod-induzerenden und zytoprotektiven Faktoren wurde untersucht, ob eine an die
Anionenaustauscherchromatographie anschlieende Gelpermeationschromatographie zur weiteren
Anreicherung dieser Faktoren geeignet ist. Zudem sollte mit Hilfe dieser Methode eine Abschatzung
der nativen Molekulargewichte entsprechender Faktoren stattfinden. Far die
Gelpermeationschromatographie wurde eine vorgepackte Superdex 200-Saule (HiLoad 16/60
Superdex 200 prep grade, Amersham-Pharmacia) verwendet. Die Gelmatrix dieser Saule besteht
aus einem Dextran-Agarose-Konjugat und besitzt nach Herstellerangaben einen Trennbereich von
10.000 — 600.000 Da fur globulare Proteine. Dieses Saulenmaterial schien somit zur Reinigung und
Molekulargewichtsbestimmung der ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Komponenten geeignet.
Vor Beginn der Experimente wurde zunachst das Ausschlussvolumen (Vo) der Saule mittels
Dextranblau (MW 2.000.000 Da) bestimmt. Die anschliefiende Kalibrierung erfolgte in Einzelschritten
mit 10mg Katalase (232 kDa), 10mg Rinderserumalbumin (BSA, 69 kDa) und 5mg Cytochrom c
(12,3 kDa). Das Probenvolumen betrug hierbei jeweils 1ml. Die Chromatographie wurde, wie bei den
spateren Experimenten auch, mit einer FPLC-Apparatur (Econo System, Bio-Rad) bei
Raumtemperatur und einer konstanten Flussrate von 0,5ml/min durchgeflihrt. Als Puffer wurde
PBS™ verwendet. Bei der Kalibrierung der Saule mit Katalase und BSA konnte beobachtet werden,
dass wahrend der Gelpermeationschromatographie beide Proteine scheinbar sowohl als Monomere
als auch als Dimere eluierten. Durch Analyse der Stammlésungen sowie der entsprechenden
Fraktionen mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese konnte dies bestatigt werden und
zugleich eine Kontamination mit anderen Proteinen ausgeschlossen werden. Zudem wurde sowohl
fur Katalase als auch fiir Rinderserumalbumin eine Aggregation zu Dimeren bereits beschrieben
(Takeda und Samejima 1977, Hunter und Carta 2001). In beiden Fallen wurde das Elutionsvolumen
der Dimere fir die Kalibrierung der Saule mit herangezogen. Durch Auftragen der einzelnen
Elutionsvolumina gegen das Molekulargewicht der entsprechenden Proteine bzw. Proteinkomplexe
in einem halblogarithmischen Diagramm wurde eine Kalibriergerade erstellt (Abb. 3.2.8.1), die spater
zur Bestimmung des Molekulargewichts der ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren

diente.
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Abbildung 3.2.8.1: Kalibriergerade der HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade Saule: Die Kalibrierung der
Saule erfolgte in Einzelschritten mit Katalase, BSA und Cytochrom c. Die Elutionsvolumina (Ve) der monomeren
bzw. dimeren Proteine sind gegen den Logarithmus der entsprechenden Molekulargewichte aufgetragen. Die
einzelnen Elutionsvolumina (Ve) betragen 42ml fir dimere Katalase (464 kDa), 52ml fir monomere Katalase
(232 kDa), 60ml fur dimeres BSA (138 kDa), 70ml fur monomeres BSA (69 kDa) und 92ml fir Cytochrom c (12,3
kDa). Die dargestellte Kalibriergerade wurde zur Bestimmung des Molekulargewichtes ApoJ-induzierender
Faktoren und zytoprotektiver Proteine verwendet. Das Ausschlussvolumen (Vo) der Saule wurde mit Hilfe von
Dextranblau (2.000 kDa) ermittelt und betragt 39ml.

Als Ausgangsmaterial fir die Gelpermeationschromatographie wurde aus Rat1-Fibroblasten
praparierter Zellextrakt eingesetzt, der zuvor mittels Anionenaustauscherchromatographie unter
Verwendung des alkalischen Puffersystems (25mM Tris/HCI, pH 8,0) fraktioniert wurde. Das 400mM
NaCl-Eluat, welches die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren enthielt, wurde dann
mittels Ultrafiltration (MWCO 30kDa) auf ein Volumen von 1,2ml eingeengt, steril filtriert (0,22uM)
und anschlieBend als Ausgangsmaterial fir die Gelpermeationschromatographie eingesetzt. Die
Chromatographie wurde bei Raumtemperatur und einer konstanten Flussrate von 0,5ml/min
durchgefiihrt. Als Pufferldsung wurde PBS™ verwendet. Wahrend der Chromatographie wurde die
Absorption des Eluats bei 280nm mittels UV-Monitor detektiert und mit Hilfe eines Schreibers
aufgezeichnet. Es wurden Fraktionen von 1ml Volumen gesammelt.

Anschliellend wurden Rat1-Fibroblasten unter serumfreien Bedingungen fur 48h mit jeweils 250yl
vier aufeinander folgender Fraktionen inkubiert und der ApoJ-mRNA-Gehalt der lebenden Rat1-
Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Kontrollen
wurde 1ml PBS™ zugesetzt. Zur Uberpriifung der durch die einzelnen Fraktionen vermittelten
Zytoprotektion wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten unter serumfreien
Bedingungen fiir 48h pro Loch mit jeweils 8l zweier aufeinander folgender Fraktionen sowie 8yl des
Ausgangsmaterials in einem Gesamtvolumen von 100ul inkubiert und anschlielend eine
colorimetrische Zellvitalitatsbestimmung mittels MTS-basierendem Assay durchgefiihrt. Kontrollen
wurden 16pl PBS™ zugesetzt. In beiden Experimenten enthielt das eingesetzte Zellkulturmedium

2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz.
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Abbildung 3.2.8.2: Gelpermeationschromatographie der ApoJ-induzierenden/zytoprotektiven Fraktion
nach vorausgegangener Anionenaustauscherchromatographie von Zellextrakt: a) Northern-Blot-Analyse
von 8ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die unter serumfreien Bedingungen fir 48h mit jeweils 250ul der
angegebenen Fraktionen inkubiert wurden. Kontrollen (K) wurde 1ml PBS™ zugesetzt. Das Zellkulturmedium
enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. b) Densitometrische Auswertung der Northern-
Blot-Analyse aus a). Die Intensitédten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitdten der entsprechenden 18S-
Banden ins Verhéltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Mittelwert der vier Kontrollen in
Form eines Profils dargestellt (Apod/18S, braun). Als weiteres Profil ist die Absorption des Durchflusses bei
280nm (schwarz) dargestellt. ¢) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitédt mittels MTS-basierendem Assay von
Rat1-Fibroblasten, die fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit jeweils 8ul zweier aufeinander folgender
Fraktionen (39+40 - 99+100) inkubiert wurden. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes
ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) in Form eines Profils (Abs. 492nm, griin) dargestellt (Mittelwert
+Standardabweichung der Dreifachbestimmung). Als weiteres Profil ist die Absorption des Eluats bei 280nm
(schwarz) dargestellt. In b) und c) sind Ausschlussvolumen (V) sowie die ermittelten Elutionsvolumina (Vg) der
bei der Kalibrierung der Saule verwendeten Proteine angegeben (Pfeile).
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Die Uberprifung der ApoJ-induzierenden Eigenschaften der Fraktionen zeigt, dass die Inkubation
mit den vereinigten Fraktionen 53-56 und 57-60 zu einer Erh6hung des ApoJ-mRNA-Gehaltes in
serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten (Faktor 2,8 bzw. 2,1) fluhrt (Abb. 3.2.8.2 a, b). Alle anderen
Fraktionen zeigen keine ApoJ-induzierende Wirkung. Dies zeigt, dass alle ApoJ-induzierenden
Komponenten bei einem Volumen von 53-60ml in einem einzelnen Peak eluieren. Das native
Molekulargewicht dieser Faktoren liegt somit in einem Bereich von 130-220 kDa.

Wie in Abbildung 3.2.8.2 ¢ zu sehen ist, eluieren die zellschiitzenden Proteine wahrend der
Gelpermeationschromatographie bei einem Volumen von 55-58ml. Nur die vereinigten Fraktionen
55+56 und 57+58 zeigen deutliche =zellschitzende Eigenschaften, die in etwa der des
Ausgangsmaterials entsprechen (nicht dargestellt) und die wahrend der 48-stiindigen Inkubation zu
einer Zunahme der Anzahl vitaler Zellen um 60% fihrt. Bei Inkubation mit allen anderen Fraktionen
kommt es, wie bei den Kontrollen auch (nicht dargestellt), bei etwa 90% der Rat1-Zellen zu einem
Verlust der Lebensfahigkeit. Es zeigt sich, dass auch die zellschiitzenden Proteine in einem einzigen
Peak eluieren und sich deren Molekulargewicht auf einen Bereich von etwa 150-190 kDa eingrenzen
|&sst.

Dass sowohl die ApoJ-induzierenden Faktoren als auch die zytoprotektiven Proteine jeweils in einem
einzelnen Peak eluieren, lasst vermuten, dass beide Effekte jeweils durch einen einzigen Faktor
vermittelt werden. Vergleicht man das Elutionsprofil der zytoprotektiven Proteine mit dem der
Gesamtproteinmenge (Abs. 280nm), zeigt sich, dass kein korrelierender Peak auf Ebene der
Absorption bei 280nm zu erkennen ist. Die fur die zellschiitzenden Eigenschaften verantwortlichen
Proteine scheinen somit in den entsprechenden Fraktionen unterreprasentiert zu sein. Dass ApoJ-
induzierende Faktoren und zytoprotektiv wirksame Proteine wahrend der
Gelpermeationschromatographie gemeinsam eluieren (Fraktionen 55-58), zeigt, dass diese neben
ahnlichen Ladungseigenschaften auch ein ahnliches natives Molekulargewicht besitzen. Dies ist ein
weiterer deutlicher Hinweis darauf, dass beide Effekte durch das gleiche Protein vermittelt werden.
Nach  TCA-Prazipitation von jeweils 600yl der Fraktionen 50-63 wurde deren
Proteinzusammensetzung mittels denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese und Coomassie-
Farbung analysiert. Es konnte jedoch keine Korrelation einzelner Proteinbanden mit den ApodJ-
induzierenden und zellschutzenden Eigenschaften der entsprechenden Fraktionen hergestellt
werden, da in einem Teil der Fraktionen eine dominante Proteinbande vorhanden war, die eine

Analyse unterreprasentierter Proteine nicht zuliel3 (ohne Abbildung).
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3.29 Partielle Reinigung des zytoprotektiven Proteins aus konditioniertem
Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten

Wie in den vorausgehenden Abschnitten (3.2.7, 3.2.8) gezeigt werden konnte, schien die
Fraktionierung von Zellextrakt mittels Anionenaustauscherchromatographie unter sauren
Bedingungen (pH 5,5) und einer anschlieBenden Gelpermeationschromatographie der aktiven
Fraktionen zur partiellen Reinigung Apod-induzierender und zytoprotektiver Proteine geeignet. Wie
sich jedoch in Folgeexperimenten herausstellte, war die Kopplung beider Reinigungsschritte nicht
ausreichend, um nach Polyacrylamidgelelektrophorese eine Korrelation einzelner Proteinbanden mit
den zytoprotektiven Eigenschaften der entsprechenden Fraktionen herzustellen. Grund hierfir war
der zu hohe Gehalt an Gesamtprotein in den zytoprotektiven Fraktionen, der eine Analyse
unterreprasentierter Proteinbanden unmdglich machte (ohne Abbildung). Deshalb wurde in weiteren
Experimenten versucht, zusatzliche Reinigungsschritte zu etablieren. Hierfir wurde, wie unter
2.2.2.3 beschrieben, Zellextrakt mittels Affinitatschromatographie fraktioniert. Es zeigte sich jedoch,
dass die zwei verwendeten Saulenmaterialien unterschiedlicher Gruppenspezifitat (HiTrap Heparin
HP, HiTrap Blue HP, Amersham-Pharmacia) zur Reinigung der zytoprotektiven Proteine nicht
geeignet waren. In beiden Fallen erfolgte keine Bindung der zytoprotektiven Proteine an das
Saulenmaterial (ohne Abb.).

In weiteren Experimenten sollte schlielllich untersucht werden, ob die Verwendung von
konditioniertem Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten als Ausgangsmaterial fiir eine
partielle Reinigung der zytoprotektiven Proteine mittels Anionenaustauscher- und anschlieRender
Gelpermeationschromatographie geeignet ist. Die Idee hierbei war, die Gesamtproteinmenge bereits
auf Ebene des fir die Reinigung verwendeten Ausgangsmaterials zu reduzieren. Wahrend einer
Inkubation serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten mit 3uM Camptothecin kommt es zu einer
extrazelluldaren Akkumulation ApodJ-induzierender sowie zytoprotektiver Komponenten im
Kulturmedium. Diese lassen sich auch nach 48-stiindiger Konditionierung durch Ultrafiltration
(MWCO 100kDa) des konditionierten Mediums im Uberstand konzentrieren (Abb. 3.2.3). Es ist
anzunehmen, dass wahrend der Konditionierung ein Teil der freigesetzten Proteine ohne ApoJ-
induzierende oder zellschitzende Wirkung degradiert und sich mittels Ultrafiltration (MWCO 100kDa)
aus dem konditionierten Medium entfernen lasst. Somit sollte der relative Anteil zytoprotektiver
Proteine an der Gesamtproteinmenge im Ruickstand hoher sein in Zellextrakt, was eine
anschlieBende Reinigung dieser zellschitzenden Faktoren mittels Anionenaustauscher- und
Gelpermeationschromatographie  begiinstigen wirde. Um wahrend der anschlieRenden
Fraktionierung von konditioniertem Medium Camptohecin-behandelter Rat1-Fibroblasten mit Hilfe
der beiden etablierten chromatographischen Reinigungsschritte den zeitlichen Aufwand der Analyse
einzelner Fraktionen zu reduzieren, wurden diese ausschlieBlich mittels MTS-basierendem
Zellvitalitdtsassay auf zellschiutzende Eigenschaften (dberprift. Aufgrund der &hnlichen
Eigenschaften ApoJ-induzierender und zytoprotektiver Faktoren war anzunehmen, dass die
entsprechenden zytoprotektiv wirksamen Proteine zumindest zum Teil an der Regulation der ApoJ-

Genaktivitat in Rat1-Fibroblasten beteiligt sind.
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Als Ausgangsmaterial fir die Anionenaustauscherchromatographie wurde konditioniertes Medium
von 18x 175cm? Kulturflaschen konfluenter Rat1-Fibroblasten verwendet, die fir 48h mit 3uM
Camptothecin in jeweils 20ml serumfreiem Medium pro Kulturflasche inkubiert wurden. AnschlieRend
erfolgte die Praparation und Konzentrierung des konditionierten Mediums mittels Ultrafiltration
(MWCO  100kDa) wie unter 2.2.1.3 beschrieben. Das Ausgangsmaterial der
Anionenaustauscherchromatographie (15ml) besald eine Proteinkonzentration von etwa 1,3mg/ml
und eine Gesamtproteinmenge von 19,5 mg. Dieses Ausgangsmaterial wurde zunachst in einem
Verhaltnis von 1:5 in Chromatographiepuffer (25mM Natriumacetat, 100mM NaCl, pH 5,5) verdinnt
und anschlie®end, wie unter 2.2.2.2 beschrieben, fir die Anionenaustauscherchromatographie mit
einer Zentrifugeneinheit (Vivapure Maxi H Typ Q, Vivascience) eingesetzt. Die Elution erfolgte mit
jeweils 15ml Chromatographiepuffer bei Natriumchloridkonzentrationen von 150mM, 250mM,
500mM und 2M. Die beiden letzten Elutionsschritte (500mM und 2M NaCl) dienten der Uberpriifung
der vorangegangenen Elution zellschiitzender Proteine auf Vollstandigkeit.

Zur Uberpriifung der zellschiitzenden Eigenschaften einzelner Fraktionen wurden Rat1-Fibroblasten
in 96-Loch-Mikrotiterplatten unter serumfreien Bedingungen fir 48h pro Loch mit jeweils 10ul des 1:5
in Chromatographiepuffer verdinnten Ausgangsmaterials, des Durchflusses sowie der einzelnen
Eluate (150mM, 250mM, 500mM, 2M NaCl) inkubiert. Kontrollzellen wurden 10ul des
Chromatographiepuffers (25mM Natriumacetat, 100mM NaCl, pH 5,5) zugesetzt. Das verwendete
Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Anschlief3end

wurde eine colorimetrische Zellvitalitdtsbestimmung mittels MTS-basierendem Assay durchgefihrt.
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Abbildung 3.2.9.1: Uberpriifung der zytoprotektiven Eigenschaften einzelner Fraktionen nach
Anionenaustauscherchromatographie von konditioniertem Medium Camptothecin-behandelter Rat1-
Fibroblasten: Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-
Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit Ausgangsmaterial (AM), Durchfluss (D) und den
mit Natriumchlorid eluierten Fraktionen (150, 250, 500, 2000mM NaCl) inkubiert wurden. Samtliche Fraktionen
wurden 1:10 verdiinnt eingesetzt. Kontrollen (K) wurde 10ul Chromatographiepuffer (25mM Natriumacetat,
100mM NaCl, pH 5,5) zugesetzt. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als
Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes
ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung).
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Wie Abbildung 3.2.9.1 zeigt, binden die zytoprotektiven Proteine aus konditioniertem Medium
Camptothecin-behandelter Rat1-Zellen unter Verwendung des sauren Chromatographiepuffers
(25mM Natriumacetat, 100mM NaCl, pH 5,5) vollstandig an das Saulenmaterial. Der iberwiegende
Anteil dieser Proteine eluiert anschlieBend bei einer Natriumchloridkonzentration von 250mM. Dass
auch das 500mM NaCl-Eluat in geringem Male zellschitzende Eigenschaften besitzt, deutet auf
eine unvollstandige Elution dieser Proteine bei 250mM NaCl hin. Vergleicht man die Fraktionierung
mittels Anionenaustauscherchromatographie von konditioniertem Medium mit der von Zellextrakt
(Abb. 3.2.7), ist kein Unterschied im Elutionsverhalten der zytoprotektiv wirksamen Proteine
festzustellen. Die im Vergleich zum 250mM NaCl-Eluat geringere zellschitzende Wirkung des
Ausgangsmaterials 1asst sich vermutlich darauf zurtickfihren, dass fur die Zellvitalitdtsbestimmung
gleiche Volumina (jeweils 10ul) eingesetzt wurden, die Konzentration entsprechender Proteine
jedoch in dem mit Chromatographiepuffer verdiinnten Ausgangsmaterial (75ml) geringer war als im
250mM NaCl-Eluat (15ml). Eine Bestimmung des Proteingehaltes der 250mM NaCl-Fraktion ergab
eine Proteinkonzentration von 83,4pug/ml und somit eine Gesamtproteinmenge von 1,25mg. Bezogen
auf die Gesamtproteinmenge des Ausgangsmaterials (19,5mg) wurden die zytoprotektiven Proteine
durch Anionenaustauscherchromatographie um Faktor 15,6 angereichert.

Das 250mM NaCl-Eluat wurde  anschlieRend als  Ausgangsmaterial  fur  die
Gelpermeationschromatographie eingesetzt. Hierzu wurde zunachst das Volumen der Probe mittels
Ultrafiltration (MWCO 30kDa) auf 1,5ml reduziert und anschlielRend steril filtriert (0,22uM). Die
Gelpermeationschromatographie unter Verwendung einer FPLC-Apparatur (Econo System, Bio-Rad)
sowie einer HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade Saule (Amersham-Pharmacia) erfolgte, wie
unter 2.2.2.4 beschrieben, bei Raumtemperatur und einer konstanten Flussrate von 0,5ml/min.
Fraktionen von 1ml Volumen wurden gesammelt. Zur Uberprifung der zytoprotektiven
Eigenschaften einzelner Fraktionen wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten fir 48h
unter serumfreien Bedingungen pro Loch mit jeweils 10ul zweier aufeinander folgender Fraktionen
sowie 10yl des fur die Gelpermeationschromatographie eingesetzten Ausgangsmaterials in einem
Gesamtvolumen von 100l inkubiert. Kontrollen wurde 20ul PBS™ zugesetzt. Das eingesetzte
Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz. Anschlieend
wurde eine colorimetrische Zellvitalitadtsbestimmung mittels MTS-basierendem Assay durchgefihrt.
Wie in Abbildung 3.2.9.2 zu sehen ist, eluieren die zytoprotektiven Proteine bei einem Volumen von
54ml-61ml als einzelner Peak. Hierbei weisen die vereinigten Fraktionen 56+57 sowie 58+59 die
starksten zellschitzenden Eigenschaften auf. Diese fihren bei 48-stlindiger Inkubation mit serumfrei
kultivierten Rat1-Zellen zu einer Zunahme der Anzahl lebender Zellen um 50%. Verglichen hiermit ist
die zytoprotektive Wirkung der vereinigten Fraktionen 54+55 sowie 60+61 nur etwa halb so stark,
was darauf hindeutet, dass eine wirksame Konzentration zellschitzender Proteine jeweils nur in den
beiden Fraktionen vorhanden ist, die dem Elutionsmaximum jeweils am nachsten liegen (Fraktion
55, Fraktion 60). Somit scheint sich das effektive Elutionsvolumen dieser Proteine auf 55ml-60ml

einschranken zu lassen. Das hieraus abgeleitete Molekulargewicht der Proteine betragt 130-190kDa
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Abbildung 3.2.9.2: Gelpermeationschromatographie @ der zytoprotektiven  Fraktion nach
vorausgegangener Anionenaustauscherchromatographie von konditioniertem Medium Camptothecin-
behandelter Rat1-Fibroblasten: a) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitdt mittels MTS-basierendem
Assay von Rat1-Fibroblasten, die fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit 10pl des Ausgangsmaterials
sowie jeweils 10ul zweier aufeinander folgender Fraktionen (38+39 - 90+91, 2x10ul) inkubiert wurden. Den
Kontrollen (K) wurde 20l PBS™ zugesetzt. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes
ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung). b) Darstellung der unter a) ermittelten Werte als Elutionsprofil (Abs. 492nm, griin). Als
weiteres Profil ist die Absorption des Eluats bei 280nm (schwarz) dargestellt. Zudem sind Ausschlussvolumen
(Vo) sowie die ermittelten Elutionsvolumina (Ve) der bei der Kalibrierung der Saule verwendeten Proteine
angegeben (Pfeile).

und ist somit gegenlber dem Molekulargewicht der im Zellextrakt vorhandenen zellschitzenden
Proteine nahezu unverandert (Abb. 3.2.9.2). Ein Vergleich des Elutionsprofils der zytoprotektiv
wirksamen Proteine mit dem Profil der Gesamtproteinmenge (Abs. 280nm) zeigt, dass in letzterem
kein korrelierender Proteinpeak zu erkennen ist und somit die zytoprotektiven Proteine in den
entsprechenden Fraktionen scheinbar unterreprasentiert sind. Eine Bestimmung des Proteingehaltes
der Fraktionen 55-60 ergab relativ gleichmaRige Konzentrationen, die im Mittel etwa 25ug/ml
betrugen. Die Gesamtproteinmenge der Fraktionen 55-60 betragt folglich ca. 150ug. Bezogen auf

die Proteinmenge des Ausgangsmaterials von 1,25mg ergibt sich somit eine mittels
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Gelpermeationschromatographie erzielte Anreicherung der zytoprotektiven Proteine um Faktor 8,3.
Bezieht man nur die Fraktionen 56-59, welche die starkste zytoprotektive Wirkung haben, in die
Berechnung ein, ergibt sich ein Gesamtproteingehalt von etwa 100ug und folglich ein
Reinigungsfaktor von 12,5. Ausgehend von ultrafiltriertem konditioniertem Medium (19,5mg
Gesamtprotein) wurden die zellschitzenden Proteine mit Hilfe der beiden chromatographischen
Reinigungsschritte um Faktor 195 angereichert.

Um eine potentielle Korrelation einzelner Proteine mit der zytoprotektiven Wirkung entsprechender
Fraktionen zu Uberprifen, sollten die Proteinzusammensetzungen der Fraktionen 50-65 mittels
denaturierender Polyacrylamidgelelektrophorese analysiert werden. Hierzu wurden jeweils 400l
zweier aufeinander folgender Fraktionen vereinigt, 1ug Lysozym als Tragerprotein (Carrier)
zugesetzt und die Proteine anschlielRend mittels TCA-Prazipitation (2.2.2.6.2) quantitativ gefallt. Die
Proteinprazipitate wurden nach Reduktion unter denaturierenden Bedingungen in einem 10%igem
Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und mittels eines Colloidal Blue Staining Kits
(Invitrogen/Novex) gefarbt. Um die Trenneigenschaften des Gels im hochmolekularen Bereich zu
verbessern, wurde eine weitere Elektrophorese in einem 7,5%igem Polyacrylamidgel durchgefinhrt.
Als Proben wurden in diesem Fall die TCA-prazipitierten Proteine der Fraktionen 49-54, 55-60 sowie
61-66 eingesetzt. Vor der Proteinfallung wurden hierflr jeweils 100ul der entsprechenden 6
Fraktionen vereinigt.

Vergleicht man nach elektrophoretischer Trennung in einem Polyacrylamidgel die
Proteinzusammensetzung der vereinigten Fraktionen 50+51 - 64+65 auf Ebene des Bandenmusters,
so zeigt sich, dass die drei in Abbildung 3.2.9.3 a markierten Proteine nur in Fraktionen enthalten
sind, die zellschitzende Eigenschaften aufweisen (Fraktionen 54+55 - 60+61). Zudem korreliert
deren Bandenintensitat mit dem Ausmal} der zytoprotektiven Wirkung der jeweiligen Fraktionen. Alle
anderen in den aktiven Fraktionen zu erkennenden Banden sind entweder auch in Fraktionen
enthalten, die keine zellschiitzende Wirkung besitzen (Fraktionen 50+51, 52+53, 62+63, 64+65),
oder korrelieren auf Ebene ihrer Bandenintensitat nicht mit dem Ausmal} des zytoprotektiven Effekts.
Somit scheinen nur die drei markierten Banden als potentiell zellschitzende Proteine in Frage zu
kommen. Aufgrund der nicht zufrieden stellenden Auflosung des verwendeten Gels im Bereich der
Proteinbande 1 wurden die Fraktionen 55-60 nochmals unter Verwendung eines 7,5%igen
Polyacrylamidgels elektrophoretisch getrennt. Nach Coomassie-Farbung der Proteine ist deutlich zu
erkennen, dass die als Protein 1 markierte Bande nur in den zytoprotektiv wirksamen Fraktionen 55-
60 enthalten ist (Abb. 3.2.9.3 b). Die anhand des Molekulargewichtsstandards abgeschatzten
Molekulargewichte der drei markierten Proteinbanden betragen 75kDa (Protein 1), 65kDa (Protein 2)
und 50kDa (Protein 3). Alle drei Proteinbanden wurden fir eine spatere Analyse mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie (3.3.4) aus den Gelen ausgeschnitten.

Um die Korrelation dieser drei Proteinbanden mit der zytoprotektiven Wirkung entsprechender
Fraktionen zu bestatigen, wurde eine weitere Praparation (Praparation2) durchgefiihrt. Hierbei diente
280ml konditioniertes Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten (14x 175cm? Kultur-

flaschen) als Ausgangsmaterial. Nach Gelpermeationschromatographie wurden die zytoprotektiven
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Abbildung 3.2.9.3: Proteinzusammensetzung zytoprotektiver Fraktionen nach denaturierender SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (Praparation 1): a) Jeweils 400ul zweier aufeinander folgender
Fraktionen der Gelpermeationschromatographie (Fraktionen 50+51, 52+53, 54+55, 56+57, 58+59, 60+61,
62+63, 64+65) wurden vereinigt. Nach TCA-Prazipitation wurden die Proteine in einem 10%igem
Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und anschlieBend mit Coomassie gefarbt. Ein Vergleich der
Bandenmuster zwischen den Proben zeigt drei Proteinbanden, die mit dem Ausmaly der zytoprotektiven
Wirkung der entsprechenden Fraktionen korrelieren (Pfeile 1-3). Um diese Korrelation zu verdeutlichen, sind
darGber die entsprechenden Werte der zuvor durchgefiihrten Zellvitalititsbestimmung (Abb. 3.3.2)
dargestellt. b) Jeweils 100ul von sechs aufeinander  folgenden Fraktionen der
Gelpermeationschromatographie (Fraktionen 49-54, 55-60, 61-66) wurden vereinigt. Nach TCA-Prazipitation
wurden die Proteine in einem 7,5%igem Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt und anschlieRend mit
Coomassie gefarbt. Ein Vergleich der Bandenmuster zwischen den Proben zeigt, dass die bereits unter a)
markierten drei Proteinbanden nur in der Probe enthalten sind, die den zellschitzenden Fraktionen 55-60
entspricht (Pfeile 1-3). Aufgrund der besseren Auflosung im hochmolekularen Bereich ist die Proteinbande 1
hier deutlicher zu erkennen als unter a). St: Molekulargewichtsstandard
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Eigenschaften der Fraktionen wie bei der ersten Praparation (Abb. 3.2.9.2) mit Hilfe des MTS-
basierenden Zellvitalitidtsassays bestimmt. Die zytoprotektiven Proteine eluieren wie in Praparation 1
in einem einzelnen Peak bei einem Volumen von 54-59ml (ohne Abbildung). Fiir eine anschliellende
Analyse der Proteinzusammensetzung zellschitzender Fraktionen wurden jeweils 400ul zweier
aufeinander folgender Fraktionen vereinigt (Fraktionen 50+51 - 62-63) und die TCA-prazipitierten
Proteine nach Reduktion unter denaturierenden Bedingungen in einem 7,5%igem Polyacrylamidgel

elektrophoretisch getrennt.
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Abbildung 3.2.9.4: Proteinzusammensetzung zytoprotektiver Fraktionen nach denaturierender SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (Praparation 2): Jeweils 400ul zweier aufeinander folgender Fraktionen der
Gelpermeationschromatographie (Fraktionen 50+51, 52+53, 54+55, 56+57, 58+59, 60+61, 62+63) wurden
vereinigt. Nach TCA-Prazipitation wurden die Proteine in einem 7,5%igem Polyacrylamidgel elektrophoretisch
getrennt und anschlieRend mit Coomassie gefarbt. Ein Vergleich der Bandenmuster zwischen den Proben zeigt
eine Proteinbande, die mit der zytoprotektiven Wirkung der entsprechenden Fraktionen korreliert (Pfeil 1). Zur
Verdeutlichung dieser Korrelation, sind darliber die entsprechenden Werte der zuvor durchgefiihrten
colorimetrischen Zellvitalitdtsbestimmung dargestellt. Diese erfolgte mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-
Fibroblasten, die fur 48h unter serumfreien Bedingungen mit jeweils 2x 10ul zweier aufeinander folgender
Fraktionen (50+51 - 62+63) inkubiert wurden. Das Zellkulturmedium enthielt 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
als Glutaminersatz. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes
ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert <+ Standardabweichung der
Dreifachbestimmung). St: Molekulargewichtsstandard

Wie bereits bei der ersten Praparation (Abb. 3.2.9.3) ist bei Vergleich der Bandenmuster zwischen
den einzelnen Proben auch in dieser Praparation eine Proteinbande zu erkennen, die nur in den
zytoprotektiv wirksamen Fraktionen 54+5, 56+57 und 58+59 enthalten ist (Abb. 3.2.9.4 Pfeil 1). Das
geschatzte Molekulargewicht des entsprechenden Proteins betragt etwa 75kDa und entspricht somit

dem Molekulargewicht der in der ersten Praparation als Protein 1 bezeichneten Bande. Die beiden
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Proteinbanden 2 (65kDa) und 3 (50kDa) der ersten Praparation sind in diesem Gel nicht zu
erkennen. Grund hierfiir konnte die verringerte Menge an Ausgangsmaterial sein, die fir diese
zweite Praparation verwendet wurde. Die in Abbildung 3.2.9.4 als Protein 1 markierte Proteinbande
wurde fUr eine anschlieRende Analyse mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie aus dem Gel

ausgeschnitten.

3.2.10 Identifizierung potentiell zytoprotektiver Proteine mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie

Um die drei potentiell zytoprotektiven Proteine relativ zlgig identifizieren zu kénnen, sollten diese
mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie (matrix-assisted-laser-desorption-ionization-time-of-flight)
analysiert werden. Das Prinzip dieses Verfahrens besteht darin, die zu untersuchenden Proteine
zunachst proteolytisch (meist mit Trypsin) zu fragmentieren und anschlielend die Massen der
entstandenen Peptide zu bestimmen. Hierzu werden diese in eine geeignete Matrix eingebettet und
mittels kurzer Laserimpulse ionisiert. Dies flhrt zu einer Freisetzung der Proteinfragmente aus der
Matrix in die Gasphase. In einem elektrostatischen Feld werden dann alle ionisierten Bruchstiicke
auf die gleiche kinetische Energie von mehreren keV beschleunigt. Nach Durchfliegen einer
feldfreien Driftstrecke treffen diese auf einen Detektor, der schlieflich Uber einen
Sekundarelektronenvervielfacher ein Signal generiert. Bei diesem Vorgang kann die Zeit, welche die
ionisierten Proteinfragmente zum Durchfliegen der feldfreien Driftstrecke bendtigen, exakt bestimmt
werden. Da Teilchen gleicher kinetischer Energie und ungleichem Masse/Ladungsverhaltnis diese
Distanz unterschiedlich schnell zurlicklegen, ist es mdglich, die Massen der einzelnen ionisierten
Proteinfragmente anhand ihrer Flugzeiten genau zu berechnen. Die eigentliche |dentifikation der
Proteine erfolgt anschlieRend durch einen Abgleich der berechneten Fragmentmassen mit einer
Datenbank. Diese enthalt samtliche Peptidmassen gespeicherter Proteinsequenzen nach
rechnerischer  Trypsin-Fragmentierung, wobei die wichtigsten Aminosauremodifikationen,
Isotopenverteilungen und Redoxzustande von Sulfhydrylgruppen berlcksichtigt werden. Mit
speziellen Algorithmen werden nun diese theoretischen Fragmentmassen mit den in der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie ermittelten Fragmentmassen der zu identifizierenden Proteine verglichen.
Idealerweise liefert dieser rechnerunterstiitzte Datenbankabgleich ein Protein, dessen theoretische
Fragmentmassen sich allen in der Massenspektrometrie bestimmten Fragmentmassen exakt
zuordnen lassen. Aufgrund von Messungenauigkeiten sowie dem beztglich der Massenunterschiede
limitierten Aufldsungsvermdgen des massenspektrometrischen Verfahrens erhalt man in der Praxis
gewohnlich eine Liste potentieller ,Kandidatenproteine®, deren Rangfolge sich nach der Anzahl exakt
zugeordneter MALDI-TOF-Fragmentmassen richtet. Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche
Identifizierung von Proteinen ist hierbei, dass deren Sequenzinformationen bereits in der Datenbank
verfugbar sind. Unbekannte Proteine lassen sich mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie nicht
identifizieren. Hierzu muss deren Aminosauresequenz direkt bestimmt werden.

Zur ldentifikation wurden die aus den Polyacrylamidgelen ausgeschnittenen Proteinbanden (Protein
1 (Abb. 3.2.9.4), Protein 2, Protein 3 (Abb. 3.2.9.3 a)) mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie
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analysiert. Die massenspektrometrische Analyse wurde von Dr. Monica Linder (Biochemisches
Institut (FB11), Justus-Liebig-Universitat, Gielen) im Rahmen einer Kooperation durchgefiihrt. Die
mit der MALDI-TOF-Massenspektirometrie erhaltenen Fragmentmassen der drei analysierten
Proteinbanden wurden im Rahmen einer computerunterstiitzten Auswertung mit dem Programm
Mascot (www.matrixscience.com) mit der NCBI-Datenbank abgeglichen. Dies lieferte fiir jede
analysierte Proteinbande eine Reihenfolge potentieller ,Kandidatenproteine“. An erster Stelle
standen das Enzym Acylpeptidhydrolase fiir Protein 1, Hsc 70 (heat shock cognate protein 70) fir
Protein 2 und Glutamatdehydrogenase fiur Protein 3 (Tab. 3.2.10.1). Der vom Programm Mascot
verwendete Mowse-Algorithmus ermittelt zusatzlich einen Wert (Mowse-Score), mit dem die
Wahrscheinlichkeit (P) angegeben wird, nach der die Ubereinstimmung zwischen den theoretischen
Peptidmassen des angegebenen Proteins und den gemessenen Peptidmassen ein zufalliges
Ereignis ist (Mowse-Score = -10xlog(P)). Somit steigt mit dem Wert des Mowse-Scores auch die
Wahrscheinlichkeit,

Mowse-Scores >67 sind als signifikant (p<0,05) anzusehen. Bei allen drei identifizierten Proteinen

dass das identifizierte Protein dem analysierten Protein entspricht.
liegt der Wert des Mowse-Scores deutlich Gber der Signifikanzgrenze. Relativ hoch sind auch der
Anteil zugeordneter Peptidmassen und der abgedeckte Sequenzbereich der identifizierten Proteine.
Die durchschnittlichen Abweichungen der gemessenen Peptidmassen von den theoretischen Werten
betragen zudem lediglich 31-91 ppm (parts per million). Die Identifikation der drei Proteine kann

somit als nahezu sicher angesehen werden.

Anzahl durchschnittliche durch Peptide
identifiziertes emessener Differenz zwischen abgedeckter
Protein- Protein PegptideIAnzahI theoretischer und Sequenzanteil Mowse-
bande (NCBI-Database iibereinstimmender gemessener des Score
Accession Nr.) Pebti Peptidmasse identifizierten
eptide K -
in Appm Proteins
Acylpeptid-
1 hydrolase 22/13 91 29,9% 133
(CAA33040)
heat shock
2 cognate protein 70 33/14 82 28,2% 101
(NP 077327)
Glutamat-
3 dehydrogenase 26/14 31 26,9% 131
(NP 036702)

Tabelle 3.2.10.1:

Ergebnisse der MALDI-TOF-Massenspektrometrie:

Die Proteinbande 1 wurde als

Acylpeptidhydrolase, die Proteinbande 2 als Hsc70 (heat shock cognate protein 70) und die Proteinbande 3 als
Glutamatdehydrogenase identifiziert. Angegeben sind fir jedes Protein die Accession Number der NCBI-
Datenbank, die Anzahl der gemessenen Peptide sowie die Anzahl der gemessenen Peptide, die mit den
errechneten Peptiden auf Ebene der Proteinfragmentmassen Ubereinstimmen. Des Weiteren sind die
durchschnittlichen Abweichungen zwischen den gemessenen und errechneten Peptidmassen Gbereinstimmender
Proteinfragmente in ppm (parts per million) sowie der durch die Ubereinstimmenden Peptide abgedeckte
Sequenzanteil des jeweiligen Proteins angegeben. Zudem ist der mittels Mowse-Algorithmus errechnete Wert
angegeben. Dieser driickt das Mal der Wahrscheinlichkeit aus, mit der identifiziertes und analysiertes Protein
Ubereinstimmen. Werte >67 sind in diesem Zusammenhang als signifikant anzusehen (p<0,05).
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Um nahere Hinweise dartiber zu erhalten, welches dieser drei identifizierten Proteine die
zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt bzw. konditioniertem Medium Camptothecin-behandelter
Rat1-Fibroblasten vermitteln konnte, sollten diese drei Proteine zunachst auf Ebene ihres
Expressionsmusters, ihrer subzelluldren Lokalisation, ihres Molekulargewichtes sowie ihres
isoelektrischen Punktes (pl) mit dem im Zellextrakt vorhandenen zellschiitzenden Protein verglichen
werden (Tab. 3.2.10.2). Eine Recherche in der Proteindatenbank  Swiss-Prot
(http://au.expasy.org/sprot/sprot-top.html) ergab, dass alle drei identifizierten Proteine ubiquitar und
konstitutiv exprimiert werden, was mit der zelltypunabhdngigen Expression des zytoprotektiven
Proteins (Abb. 3.2.4) korrelieren wirde. Acylpeptidhydrolase (ACPH) und Hsc70 sind als
zytosolische Proteine beschrieben, was ebenfalls mit der subzelluldren Lokalisation des
zellschitzenden Proteins (Abb. 3.2.2) Ubereinstimmen wirde. Das Enzym Glutamatdehydrogenase
(GDH) hingegen ist ein mitochondriales Matrixprotein mit einem isoelektrischen Punkt von 8,05. Der
pl-Wert des zytoprotektiven Proteins hingegen liegt unterhalb von 5,5 (Abb. 3.2.7, Abb. 3.2.9.1) und
somit in einem Bereich, in dem auch die isoelektrischen Punkte der beiden Proteine
Acylpeptidhydrolase (pl=5,46) und Hsc70 (pl=5,37) liegen. Die Molekulargewichte der drei
identifizierten Proteine betragen 81,4kDa (ACPH), 70,9kDa (Hsc70) und 61,4kDa (GDH). Dass diese
Proteine wahrend der Gelpermeationschromatographie mit einem scheinbaren Molekulargewicht von
130-190kDa eluieren, deutet darauf hin, dass sie unter nativen Bedingungen als hochmolekulare
Proteinkomplexe vorliegen. Bei dem als Chaperon beschriebenen Hsc70 ist aufgrund seiner
Funktion eine Komplexierung mit anderen intrazellularen Proteinen denkbar. Das Enzym ACPH ist
als Homotetramer (300kDa), GDH als Homohexamer beschrieben. In beiden Fallen kdnnte die
Elution mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 130-190kDa auf eine in Rat1-Fibroblasten

vorliegende dimere Form der ACPH bzw. trimere Form der GDH hindeuten.

Protein Expression subzellulédre Molekulargewicht I
P Lokalisation (native Struktur) P
Acylpeptidhydrolase ubiquitar Monomer: 81,4 kDa
(ACPH) konstitutiv Zytosol (Homotetramer) 5,46
(EC 3.4.19.1)
Hsc70 k%l::gtl#ltft‘:;/ Zytosol Monomer: 70,9 kDa 5,37
Glutamatdehydrogenase A )
(GDH) kUb'qtl.Jt'tat‘.r Mitochondrienmatrix Mo|_r|10mer|;. 61,4 kDa 8,05
(EC 1.4.1.3) onstitutiv (Homohexamer)
zytoprotektives Protein zgtz:ﬂz:,l Zytosol 130-190 kDa <55

Tabelle 3.2.10.2: Vergleich der Eigenschaften der drei identifizierten Proteine mit denen des
zytoprotektiven Proteins: Dargestellt sind Expressionsmuster, subzellulare Lokalisation, Molekulargewicht und
native Struktur sowie der isoelektrische Punkt der mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifizierten
Proteine Acylpeptidhydrolase (ACPH), Hsc70 und Glutamatdehydrogenase (GDH). Im Vergleich sind die
entsprechenden Eigenschaften des zytoprotektiven Proteins angegeben.
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Das Enzym Acylpeptidhydrolase (EC 3.4.19.1) katalysiert die Hydrolyse von N-terminalen
Peptidbindungen in N-acetylierten Peptiden unter Freisetzung einer freien N-acetylierten Aminosaure
und eines um eine Aminosaure verklrzten Peptids mit freiem N-Terminus. Es wird vermutet, dass
dieses Enzym eine Rolle im Abbau durch N-Acetylierung stabilisierter intrazellularer Proteine spielt.
Das Enzym Acylpeptidhydrolase ist eine Serinpeptidase und wird der Familie der
Prolyloligopeptidasen zugeordnet (Polgar 2002). In der Literatur wird die Acylpeptidhydrolase auch
als OPH (oxidized protein hydrolase) bezeichnet, da sie die Eigenschaft besitzt, durch Oxidation
modifizierte Proteine wie z.B. Rinderserumalbumin proteolytisch abzubauen (Fujino et al. 2000a,
Fujino et al. 2000b). Das Enzym Glutamatdehydrogenase (EC 1.4.1.3) ist Mitglied der Familie von
Aminosauredehydrogenasen und katalysiert die oxidative Deaminierung von Glutamat zu
a-Ketoglutarat, wobei freies NH," entsteht und parallel eine Reduktion von NAD(P)" zu NAD(P)H/H*
erfolgt. Bei niedriger Energieladung der Zelle wird auf diese Weise Glutamat abgebaut, wobei das
entstehende a-Ketoglutarat anschlieRend zur Gewinnung von Stoffwechselenergie im Citratzyklus
katabolisiert wird. Hsc70 ist ein Mitglied der Hsp70-Familie von Hitzeschockproteinen (Hsp) und
fungiert als intrazellulares Chaperon. Hitzeschockproteine spielen eine wichtige Rolle in der
korrekten Faltung neusynthetisierter Proteine sowie in der Stabilisierung und Funktionserhaltung von
Proteinen in thermal- oder oxidativ-gestressten Zellen.

Von den drei identifizierten Proteinen ist ausschlieflich fir Hsc70 eine extrazellulare Funktion
beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass aus Muskelgewebe prapariertes Hsc70/Hsp70 nach
Zugabe in das Kulturmedium eine Differenzierung humaner promonozytarer U-937 Zellen in vitro
induziert und dariber hinaus einer durch TNF-a induzierten Apoptose in diesen Zellen entgegenwirkt
(Guzhova et al. 1998). In einer weiteren Studie wurde beschrieben, dass Proteine der Hsp70-Familie
nach Freisetzung aus nekrotischen Zellen eine partielle Aktivierung und Differenzierung
dendritischer Zellen induzieren. Zudem scheinen diese Proteine auch Einfluss auf die zellulare
Genexpression zu haben, da Makrophagen nach Inkubation mit Hsp70 die Zytokine IL-13, TNF-a
sowie IL-12 vermehrt sekretieren (Basu et al. 2000). Auch in Mikrogliazellen induziert extrazellulares
Hsp70 die Sekretion der inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a (Kakimura et al. 2002). Bei der
Vermittlung der beschrieben Eigenschaften von extrazellularem Hsc70/Hsp70 scheinen bestimmte
Mitgliedern der Toll-like-Rezeptorfamilie (TLR2, TLR4) eine wichtige Rolle als signaltransduzierende
Rezeptoren zu spielen (Kakimura et al. 2002, Dybdahl, et al. 2002, Vabulas et al. 2002a, Asea et al.
2002). Zudem wurden das Protein CD91/LRP (LDL-receptor-related protein) und der Scavenger-
Rezeptor LOX-1 als Endozytoserezeptoren fiir extrazellulares Hsp70 beschrieben (Basu et al. 2001,
Delneste et al. 2002). Eine extrazellulare Funktion der beiden anderen identifizierten Proteine,
Acylpeptidhydrolase und Glutamatdehydrogenase, ist nicht beschrieben.

Hinsichtlich ihrer Eigenschaften (Tab. 3.2.10.2) weisen nur Hsc70 und Acylpeptidhydrolase deutliche
Gemeinsamkeiten mit dem zytoprotektiven Protein auf. Somit schien es am wahrscheinlichsten,
dass eines dieser beiden Proteine an der Inhibierung eines durch Serumentzug induzierten Zelltods
kultivierter Rat1-Fibroblasten und mdglicherweise auch an der Regulation der ApoJ-Genexpression

in diesen Zellen beteiligt ist. Da N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, das in samtlichen vorausgehenden
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Experimenten dem Kulturmedium als Glutaminsupplement zugesetzt worden war, ein potentielles
Substrat fir das Enzym Acylpeptidhydrolase darstellt, sollte zunachst Uberprift werden, inwiefern
dieses N-acetylierte Dipeptid bei Inkubation mit Zellextrakt oder nekrotischen Zellen die Zellvitalitat

und die Regulation der ApoJ-Genexpression von serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten beeinflusst.

3.2.11 Einfluss von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf die Zellvitalitat und einer
durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-

Fibroblasten

3.211.1 Die zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt auf serumfrei kultivierte
Rat1-Fibroblasten ist abhdngig von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin

Um zu Uberprifen, ob eine mdgliche Hydrolyse von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin durch das Enzym
Acylpeptidhydrolase die zellschiitzende Wirkung von Zellextrakt auf serumfrei kultivierte Rat1-
Fibroblasten vermittelt, sollte in einem ersten Experiment untersucht werden, ob die in Gegenwart
von 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin gezeigten dosisabhangigen zytoprotektiven Eigenschaften
von Zellextrakt (Abb. 3.2.1) auch unter glutaminfreien Bedingungen und in Gegenwart von 2mM
freiem L-Glutamin (anstatt N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin) zu beobachten sind. In einem weiteren
Experiment sollte zudem untersucht werden, ob die zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt durch
verminderte Konzentrationen N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin im Kulturmedium (< 2mM) limitiert wird.
Hierflr wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten in einem ersten Experiment sowohl in
glutaminfreiem Kulturmedium als auch in Medium, dem 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin bzw.
2mM freies L-Glutamin zugesetzt wurde, fir 48h unter serumfreien Bedingungen mit Zellextrakt in
Konzentrationen von 1x10° - 1x10° Rat1-Fibroblasten/ml inkubiert. Der verwendete Zellextrakt lag
hierbei in glutaminfreiem Kulturmedium vor. Entsprechende Kontrollzellen wurden jeweils ohne
Zellextrakt in den verschiedenen serumfreien Medien inkubiert. In einem weiteren Experiment
wurden Rat1-Fibroblasten fiir 48h in serumfreien Kulturmedien mit unterschiedlichen
Konzentrationen (0, 40uM, 100uM, 200uM, 400uM, 1TmM, 2mM) an N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
bzw. freiem L-Glutamin sowohl ohne Zellextrakt als auch mit Zellextrakt einer Konzentration von
1x10° Rat1-Fibroblasten/ml inkubiert. In beiden Experimenten erfolgte die anschlieRende
Zellvitalitatsbestimmung mit Hilfe des MTS-basierenden Assays.

Wie in Abbildung 3.2.11.1 a zu sehen ist, besitzt Zellextrakt ausschlief3lich in Gegenwart von 2mM
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin die Fahigkeit, ein Absterben serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten zu
verhindern. Diese zytoprotektive Wirkung ist, wie schon unter 3.2.1 gezeigt, abhangig von der
eingesetzten Konzentration an Zellextrakt. Unter diesen Bedingungen fihrt eine 48-stindige
Inkubation der Rat1-Fibroblasten mit Zellextrakt von 1x10° Zellen/ml zu einer Verdopplung der
Anzahl lebender Zellen. Unter glutaminfreien Bedingungen hingegen weisen selbst hohe
Konzentrationen an Zellextrakt keine zellschitzenden Eigenschaften auf. Fir die zytoprotektive

Wirkung von Zellextrakt ist somit die Gegenwart des N-acetylierten Dipeptids notwendig. Ist im Kul-
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Abbildung 3.2.11.1: Die zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten
ist abhangig von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin: a) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-
basierendem Assay von Rat1-Fibroblasten, die flir 48h unter serumfreien Bedingungen mit Zellextrakt in
Konzentrationen von 1x10° — 1x10° Rat1-Zellen/ml inkubiert wurden. Die Inkubation erfolgte in glutaminfreiem
Kulturmedium (w/o Glutamin) sowie in Kulturmedium, dem 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin bzw. 2mM L-
Glutamin zugesetzt war. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes
ermittelten  Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung). b) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von Rat1-
Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien Bedingungen ohne Zellextrakt (w/o Zellextrakt) bzw. mit Zellextrakt
einer Konzentration von 1x10° Rat1-Zellen/ml inkubiert wurden. Die Inkubation erfolgte jeweils in glutaminfreiem
Kulturmedium sowie in Kulturmedium, dem 40uM, 100uM, 200pM, 400uM, 1mM oder 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin bzw. L-Glutamin zugesetzt war. Alle Werte sind als relative Absorption bezogen auf den zu Beginn des
Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt) dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der
Dreifachbestimmung).

turmedium statt N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin freies L-Glutamin vorhanden, ist ebenfalls kein
signifikanter Einfluss von Zellextrakt auf die Lebensfahigkeit serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten
zu erkennen. Unter diesen Bedingungen ist freies L-Glutamin auch in Abwesenheit von Zellextrakt in
der Lage, ein Uberleben der Zellen zu gewahrleisten. Eine 48-stiindige Inkubation von Rat1-Zellen
mit 2mM L-Glutamin allein filhrt dhnlich wie die gemeinsame Inkubation mit Zellextrakt (1x10°
Zellen/m) und 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin im experimentellen Zeitraum von 48h zu einer
Verdopplung der Zellzahl. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass der Mechanismus der durch

Zellextrakt vermittelten Zytoprotektion auf einer enzymatischen Hydrolyse des N-acetylierten
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Dipeptids und der Freisetzung von L-Glutamin beruht. Vergleicht man in Abwesenheit von Zellextrakt
den Einfluss beider Glutaminsupplemente auf die Lebensfahigkeit serumfrei kultivierter Rat1-Zellen,
so zeigt sich, dass im Gegensatz zu freiem L-Glutamin N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin unter
serumfreien Bedingungen scheinbar vollkommen wirkungslos ist.

Auch das Ergebnis des zweiten Experimentes (Abb. 3.2.11.1 b) deutet darauf hin, dass der
Mechanismus, der die zellschitzende Wirkung von Zellextrakt vermittelt, eine Hydrolyse von N-
Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin und die Freisetzung von L-Glutamin umfasst. Bei einer konstanten
Konzentration an Zellextrakt (1x10° Zellen/m) ist das Ausmaf der zytoprotektiven Wirkung abhangig
von der Konzentration an eingesetztem N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin. Geringe Konzentrationen an
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (100-400uM) limitieren diesen Effekt. Zudem entspricht das Ausmal}
der zellschitzenden Wirkung, das von Zellextrakt in Gegenwart der verschiedenen Konzentrationen
an N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin vermittelt wird, in etwa dem der entsprechenden Konzentrationen
an freiem L-Glutamin. Wie schon in Abb. 3.2.11.1 a gezeigt, besitzt Zellextrakt in Gegenwart von
L-Glutamin keinen deutlichen Einfluss auf die Zellvitalitdt serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten.
Eine 48-stiindige Inkubation in Abwesenheit von Zellextrakt fihrt unabhangig von der verwendeten
Konzentration an N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin bei etwa 95% der Rat1-Zellen zu einem Verlust der
Lebensfahigkeit. Dies zeigt deutlich, dass Rat1-Fibroblasten das in Form des N-acetylierten
Dipeptids vorliegende L-Glutamin unter serumfreien Bedingungen und in Abwesenheit von

Zellextrakt nicht verwerten kbnnen.

3.2.11.2 Einfluss von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf die durch nekrotische
Zellen induzierte ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten

Die Charakterisierung der durch Zellextrakt induzierten ApoJ-Genaktivitat und Zytoprotektion zeigt,
dass beide Effekte durch Faktoren vermittelt werden, die hinsichtlich ihrer Eigenschaften
(Molekulargewicht, isoelektrischer Punkt, Expressionsmuster, subzellulare Lokalisation, Freisetzung
aus primar und sekundar nekrotischen Zellen) groRe Ahnlichkeiten aufweisen. Da sich die
zellschitzende Eigenschaft von Zellextrakt scheinbar auf eine durch das Enzym Acylpeptidhydrolase
katalysierte Umsetzung des Glutaminsupplements N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin und der damit
einhergehenden Freisetzung von L-Glutamin zurlckfihren lasst, stellte sich die Frage, ob bzw. zu
welchem Anteil diese enzymatische Reaktion fir die durch nekrotische Zellen induzierte
Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten verantwortlich ist. Zudem sollte Uberpruift
werden, ob das unter der Bezeichnung Glutamax (Invitrogen) kommerziell erhaltliche stabile
Glutaminsupplement L-Alanyl-L-Glutamin &hnlichen Einfluss auf Zellvitalitdt und ApoJ-Regulation
kultivierter Rat1-Fibroblasten besitzt wie N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin. Weiterhin sollten die
Experimente sowohl unter serumfreien Bedingungen als auch in Gegenwart von 5% FKS
durchgefiihrt werden, um unter den verschiedenen Bedingungen den Einfluss von Serum auf die
ApodJ-Regulation und Vitalitat von kultivierter Rat1-Fibroblasten zu erfassen.

Hierzu wurden Rat1-Fibroblasten fir 48h jeweils in glutaminfreiem Kulturmedium sowie in

Gegenwart von 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 2mM L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) oder 2mM
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L-Glutamin mit 5x10° primar nekrotischen Rat1-Fibroblasten bzw. ohne nekrotische Zellen in einem
Gesamtvolumen von 10ml inkubiert. Das Experiment wurde sowohl unter serumfreien Bedingungen
als auch in Gegenwart von 5% FKS durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der
lebenden Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse
untersucht. Auf gleiche Weise wurde RNA von Zellen analysiert, die zu Beginn des Experimentes
(0Oh) geerntet wurden. Zur Uberpriifung des Einflusses nekrotischer Zellen auf die Vitalitat der unter
verschiedenen Bedingungen kultivierten Rat1-Fibroblasten wurde ein MTS-basierender
Zellvitalitdtsassay durchgefuhrt. Hierzu wurden Rat1-Fibroblasten in 96-Loch-Mikrotiterplatten fiir
48h mit 5x10* primar nekrotischen Rat1-Fibroblasten bzw. ohne nekrotische Zellen in einem
Gesamtvolumen von 100yl inkubiert. Das Experiment wurde unter serumfreien Bedingungen bzw. in
Gegenwart von 5% FKS jeweils in glutaminfreiem Kulturmedium sowie in Kulturmedium, dem zuvor
2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 2mM L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) oder 2mM L-Glutamin
zugesetzt wurde, durchgeflhrt. Die colorimetrische Zellvitalitdtsbestimmung erfolgte anschlielRend
wie unter 2.2.1.7 beschrieben.

Verglichen mit entsprechenden Kontrollen (-nekrotische Zellen) fihrt unter serumfreien Bedingungen
die Inkubation mit primar nekrotischen Zellen unabhangig von der Art des verwendeten
Glutaminsupplements zu einer Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibrobasten (Abb.
3.2.11.2 a, b). Hierfur scheint jedoch die Gegenwart von Glutamin notwendig zu sein, da unter
glutaminfreien Bedingungen keine deutliche, durch nekrotische Zellen induzierte Akkumulation von
ApoJ-mRNA in den Zellen zu erkennen ist. Im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen wird unter
serumfreien Bedingungen jedoch das Ausmal der durch nekrotische Zellen induzierten Apod-
mRNA-Akkumulation die verschiedenen Glutaminsupplemente beeinflusst. Die Inkubation mit
nekrotischen Zellen fuhrt in Gegenwart von N-Acety-L-Alanyl-L-Glutamin zu einer relativen Erhéhung
der zellularen ApoJ-mRNA-Menge um Faktor 4,8. Unter Verwendung von L-Alanyl-L-Glutamin bzw.
L-Glutamin kommt es hingegen nur zu einer relativen ApoJ-mRNA-Akkumulation um Faktor 1,8 bzw.
2,0. Grund hierflr ist der Einfluss der einzelnen Glutaminsupplemente auf die zeitliche ApoJ-mRNA-
Regulation in den entsprechenden serumfrei kultivierten Kontrollzellen. Wahrend das Verhaltnis der
mRNA-Mengen von ApoJ und GAPDH in Gegenwart des N-acetylierten Dipeptids dhnlich wie unter
glutaminfreien Bedingungen Uber den experimentellen Zeitraum von 48h nahezu konstant bleibt,
fuhrt allein die serumfreie Kultivierung in Gegenwart von L-Alanyl-L-Glutamin bzw. L-Glutamin zu
einem Anstieg der zellularen ApoJ-mRNA-Menge um Faktor 3,1-3,8. Dies ist ein deutlicher Hinweis
darauf, dass sich die durch nekrotische Zellen induzierte Akkumulation der ApoJ-mRNA unter
serumfreien Bedingungen unter Verwendung von N-Acety-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminersatz
auf zwei unterschiedliche Mechanismen zurtickfihren lasst. Zum einen scheint eine durch das
Enzym Acylpeptidhydrolase katalysierte Umsetzung des N-acetylierten Dipeptids eine Rolle zu
spielen, wobei das freigesetzte L-Glutamin schlielich eine Akkumulation der ApoJ-mRNA induziert.
Zum anderen scheinen jedoch noch weitere Faktoren nekrotischer Zellen, unabhangig von der Art

des verwendeten Glutaminsupplements die Expression von ApoJ-mRNA in Rat1-Zellen zu erhdhen.
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Abbildung 3.2.11.2: Einfluss verschiedener Kulturbedingungen auf Zellvitalitat und Induktion der ApoJ-
mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten bei Inkubation mit nekrotischen Zellen: a) Northern-Blot-Analyse
von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten zu Beginn des Experimentes (Oh) und nach Inkubation fiir 48h
ohne (-) bzw. mit (+) 5x10° primar nekrotischen Rat1-Zellen. Das Experiment wurde sowohl unter serumfreien
(-) Bedingungen als auch in Gegenwart von 5% FKS (+) jeweils in glutaminfreiem Kulturmedium (w/o Glutamin)
sowie in Gegenwart von 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 2mM L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) oder 2mM
L-Glutamin durchgefiihrt. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten
der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis gesetzt und
sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert zu Begin des Experimentes (0h) dargestellt. Dieser
Kontrollwert (Oh) wurde durch eine Zweifachbestimmung ermittelt (Mittelwert +Standardabweichung der
Zweifachbestimmung) ¢) Colorimetrische Bestimmung der Zellvitalitat mittels MTS-basierendem Assay von
Rat1-Fibroblasten, die fir 48h ohne (-) bzw. mit (+) 5x10* primar nekrotischen Rat1-Zellen inkubiert wurden.
Das Experiment wurde sowohl unter serumfreien (-) Bedingungen als auch in Gegenwart von 5% FKS (+)
jeweils in glutaminfreiem Kulturmedium (w/o Glutamin) sowie in Gegenwart von 2mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin, 2mM L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) oder 2mM L-Glutamin durchgeflhrt. Alle Werte sind als relative
Absorption bezogen auf den zu Beginn des Experimentes ermittelten Ausgangswert (100%, nicht gezeigt)
dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung der Dreifachbestimmung).

Hierflr ist jedoch die Gegenwart von Glutamin notwendig. Weiterhin zeigt dieses Experiment, dass

Serum in Gegenwart von N-Acety-L-Alanyl-L-Glutamin, L-Alanyl-L-Glutamin und L-Glutamin die

ApoJ-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen inhibiert.
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Eine Untersuchung des Einflusses verschiedener Kulturbedingungen auf die Vitalitdt der Rat1-
Fibroblasten zeigt, dass nekrotische Zellen nur unter serumfreien Bedingungen und bei Verwendung
von N-Acety-L-Alanyl-L-Glutamin als Glutaminsupplement das Absterben der Zellen verhindern
kénnen (Abb. 3.2.11.2 c). Dieser Effekt lasst sich vermutlich auf die Umsetzung des N-acetylierten
Dipeptids durch das Enzym Acylpeptidhydrolase und der daraus resultierenden Freisetzung von
L-Glutamin zurltckflhren. Bestatigt wird diese Annahme zum einen dadurch, dass unter
glutaminfreien Bedingungen eine zytoprotektive Wirkung nekrotischer Zellen nicht zu beobachten ist.
Zum anderen bestatigt sich, dass unter serumfreien Bedingungen allein die Gegenwart von
L-Glutamin ein Uberleben der Rat1-Zellen ermdglicht. Die Wirkung nekrotischer Zellen reduziert sich
unter diesen Bedingungen auf einen schwachen proliferativen Effekt. Relativ zur entsprechenden
serumfreien Kontrolle ist jedoch in Gegenwart von L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamax) eine deutlich
starkere proliferative Wirkung nekrotischer Zellen zu erkennen, was vermuten lasst, dass es unter
diesen Bedingungen auch zu einer Hydrolyse des nicht-acetylierten Dipeptids und somit ebenfalls zu
einer Freisetzung von L-Glutamin kommt. Wie weitere Experimente zeigten, scheinen die
entsprechenden Enzyme ahnlich wie das Enzym Acylpeptidhydrolase wahrend einer Inkubation mit
Camptothecin passiv aus sekundar nekrotischen (postapoptotischen) Rat1-Fibroblasten freigesetzt
zu werden. Der isoelektrische Punkt dieser unbekannten Hydrolasen unterscheidet sich jedoch
deutlich von dem der Acylpeptidhydrolase, da diese Enzyme im Gegensatz zur Acylpeptidhydrolase
bei einer Anionenaustauscherchromatographie von Zellextrakt unter sauren Bedingungen (pH 5,5)
nicht an das Saulenmaterial binden (ohne Abb.). Die extrazellulare Hydrolyse von N-Acety-L-Alanyl-
L-Glutamin und L-Alanyl-L-Glutamin in Gegenwart nekrotischer Zellen scheint somit durch
unterschiedliche Enzyme katalysiert zu werden, wobei die Umsetzung des N-acetylierten Dipeptids
spezifisch durch das Enzym Acylpeptidhydrolase vermittelt zu werden scheint. Vergleicht man in
Abwesenheit nekrotischer Zellen den Einfluss der verschiedenen Glutaminsupplemente auf die
Lebensfahigkeit serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten, zeigt sich, dass sich diese in ihrer Wirkung
stark voneinander unterscheiden. Bei Kultivierung mit N-Acety-L-Alanyl-L-Glutamin (Biochrom)
kommt es wie unter glutaminfreien Bedingungen zu einem Absterben von etwa 90% der Zellen, was
darauf hindeutet, dass die Zellen das in Form des N-acetylierten Dipeptids vorliegende L-Glutamin
nicht verwerten kénnen. Wird dieses Dipeptid hingegen in nicht-acetylierter Form als L-Alanyl-L-
Glutamin (Glutamax, Invitrogen) eingesetzt, sind die Zellen scheinbar in der Lage, ihren Bedarf an
L-Glutamin zu decken und unter serumfreien Bedingungen zu Uberleben. Die Zugabe von freiem L-
Glutamin fOhrt dartiber hinaus zur Proliferation der Rat1-Fibroblasten unter serumfreien
Bedingungen. In Gegenwart von Serum unterscheiden sich die drei Glutaminsupplemente hingegen
kaum in ihrer Wirkung. In allen drei Fallen fuhrt die Inkubation mit 5% FKS zu einer deutlichen
Proliferation der Zellen, was Uber einen Zeitraum von 48h zu einer Zunahme der Zellzahl um Faktor
3-4 fuhrt. Fur eine effektive Verwertung des L-Glutamins in Form beider Dipeptide scheint somit die
Gegenwart von Serum notwendig zu sein. Dass die zellschitzende Wirkung von Serum unter
glutaminfreien Bedingungen deutlich schwacher ist als die von 2mM L-Glutamin unter serumfreien

Bedingungen, lasst zudem vermuten, dass sich das unter Verwendung von N-Acety-L-Alanyl-L-
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Glutamin beschriebene Absterben der Rat1-Fibroblasten nach Serumentzug primar auf einen
Glutaminmangel zurlckfiihren Iasst.

Vergleicht man den Einfluss verschiedener Kulturbedingungen auf die Regulation des ApoJ-Gens
und die Vitalitdt der Rat1-Fibroblasten, ist zu erkennen, dass unter Bedingungen, die zu einem
Absterben der Zellen filhren, das Verhaltnis der mRNA-Mengen von ApoJ und GAPDH konstant
bleibt. Hierbei ist anzumerken, dass fir die Northern-Blot-Analysen nur die Gberlebenden adharenten
Zellen der entsprechenden Ansatze verwendet wurden, so dass eine Beeinflussung der ApoJ-
mRNA-Bestimmungen durch abgestorbene Zellen weitestgehend ausgeschlossen werden kann.
Kulturbedingungen, die ein Uberleben der Rat1-Fibroblasten erméglichen, filhren hingegen (ber
einen Zeitraum von 48h zu einer Akkumulation von ApoJ-mRNA in den Zellen. Zusammenfassend
deuten die Ergebnisse dieses Experimentes darauf hin, dass eine Hydrolyse des Glutaminersatzes
N-Acety-L-Alanyl-L-Glutamin durch das Enzym Acylpeptidhydrolase unter Freisetzung von L-
Glutamin nicht nur die unter serumfreien Bedingungen beschriebenen zellschitzenden
Eigenschaften nekrotischer Zellen vermittelt sondern auch zum Teil deren ApoJ-induzierende
Wirkung.

3.212 Zusammenfassung

Die Charakterisierung ApoJ-induzierender und zytoprotektiver Komponenten aus Zellextrakt zeigte,
dass beide Effekte durch hitzelabile und im Zytosol lebender Zellen lokalisierte Faktoren vermittelt
werden, die unter nativen Bedingungen ein Molekulargewicht von etwa 130-190kDa besitzen, eine
negative Nettoladung aufweisen (pl<5,5), unter reduzierenden Bedingungen stabil sind und in
Zellextrakten aller verwendeten Zelllinien vorhanden sind. Die Wirkungsweise dieser Komponenten
unterliegt keinen speziesspezifischen Restriktionen. Zudem zeigte sich, dass diese Faktoren im
Verlauf einer durch Camptothecin induzierten Apoptose passiv aus sekundar nekrotischen Rat1-
Fibroblasten freigesetzt werden. Dass die ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Faktoren nahezu
identische physiochemische Eigenschaften aufweisen, deutet darauf hin, dass beide Effekte durch
dieselben Komponenten induziert werden. Mit Hilfe eines tryptischen Verdaus konnte anschlieRend
gezeigt werden, dass zumindest die zytoprotektive Wirkung von Zellextrakt durch Proteine oder
proteinassoziierte Faktoren vermittelt wird.

In  weiterflhrenden Experimenten wurde das zytoprotektiv wirksame Protein mittels
Anionenaustauscherchromatographie und Gelpermeationschromatographie aus konditioniertem
Medium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten partiell gereinigt. Nach
Polyacrylamidgelelektrophorese konnten drei Proteinbanden, die mit den zellschitzenden
Eigenschaften entsprechender Fraktionen korrelierten, mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie als
Acylpeptidhydrolase, Hsc70 und Glutamatdehydrogenase identifiziert werden. Eine anschlielende
Uberprifung des Einflusses des stabilen Glutaminsupplements N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf die
Zellvitalitdt serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten zeigte, dass Zellextrakt ausschlieRlich in
Gegenwart von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin zytoprotektive Eigenschaften besitzt. Dies ist ein

deutlicher Hinweis darauf, dass sich die zellschitzenden Eigenschaften von Zellextrakt und
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nekrotischen Zellen nahezu vollstdndig auf das Enzym Acylpeptidhydrolase zuriickfuhren lassen.
Zudem scheint dieses Enzym zumindest teilweise an der durch nekrotische Zellen induzierten
Erhdhung der ApoJ-Genaktivitat in vitalen Rat1-Zellen beteiligt zu sein. Der Mechanismus lasst sich
vermutlich auf eine Hydrolyse des im Kulturmedium enthaltenen stabilen Glutaminersatzes N-Acetyl-
L-Alanyl-L-Glutamin zu N-Acetyl-L-Alanin und L-Glutamin zuriickfihren. Entstehendes freies
L-Glutamin erméglicht das Uberleben der Zellen und fiihrt somit zu einer Akkumulation von ApoJ-
mRNA in Rat1-Fibroblasten. In Abwesenheit von Zellextrakt oder nekrotischen Zellen scheinen
serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten nicht in der Lage zu sein, das in Form des N-acetylierten
Dipeptids vorliegende L-Glutamin zu verwerten. Dass auch unter Verwendung von freiem L-Glutamin
die Inkubation mit nekrotischen Zellen zu einer Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in lebenden
Rat1-Fibroblasten fiihrt, zeigt deutlich, dass nekrotische Zellen noch weitere Faktoren enthalten, die
in der Lage sind, eine Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in lebenden Zellen zu vermitteln. Far
deren ApodJ-induzierende Wirkung ist jedoch die Gegenwart von L-Glutamin notwendig. Diese
glutaminabhangige Wirkungsweise scheint sich jedoch nicht allein darauf zurtickfihren zu lassen,
dass L-Glutamin fir die Erhaltung der Zellvitalitdt notwendig ist. Wie in weiteren Experimenten
gezeigt werden konnte, sind unter glutaminfreien Bedingungen auch nicht-essentielle Aminosauren
(NEA) in der Lage, ein Uberleben serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten zu gewahrleisten. Unter
diesen Bedingungen kommt es, ahnlich wie in Gegenwart von L-Glutamin, innerhalb von 48h zu
einer Akkumulation von ApoJ-mRNA um Faktor 3,5. Die Inkubation mit nekrotischen Zellen flihrt in
Gegenwart nicht-essentieller Aminosauren jedoch zu keiner verstarkten ApoJ-mRNA-Expression
(ohne Abb.).

Zusammenfassend zeigt Abbildung 3.2.12 den hypothetischen Mechanismus, der unter Verwendung
von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin die zytoprotektiven und ApoJ-induzierenden Eigenschaften
nekrotischer Zellen vermittelt. Im Verlauf der Fraktionierung nekrotischer Zellen und der partiellen
Reinigung zytoprotektiver und ApoJ-induzierender Komponenten scheint es zu einer Trennung des
Enzyms Acylpeptidhydrolase von weiteren ApoJ-induzierenden Faktoren gekommen zu sein.
Aufgrund der glutaminabhangigen Wirkungsweise dieser Komponenten war jedoch nicht moglich,
deren Apod-induzierende Eigenschaften in Abwesenheit des Enzyms Acylpeptidhydrolase zu

erfassen.
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Abbildung 3.2.12: Hypothetischer Mechanismus der durch nekrotische Zellen vermittelten Zytoprotektion
und ApoJ-Induktion in Gegenwart von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin: a) Unter serumfreien Bedingungen und
in Abwesenheit nekrotischer Zellen erfolgt keine extrazelluldre Hydrolyse des stabilen Glutaminsupplements
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (Ac-Ala-GIn). Dies hat zur Folge, dass serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten
aufgrund eines Mangels an verfligharem freiem L-Glutamin absterben. Zudem bleibt der Gehalt an zellularer
ApoJ-mRNA unter diesen Bedingungen Uber einen Zeitraum von 48h nahezu konstant. b) Die passive Freisetzung
des zytosolischen Enzyms Acylpeptidhydrolase (ACPH) aus nekrotischen Zellen katalysiert die extrazellulare
Hydrolyse von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (Ac-Ala-GIn) zu N-Acetyl-L-Alanin (Ac-Ala) und freiem L-Glutamin
(GIn). Dieses ist in der Lage, ein Uberleben serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten zu ermdglichen
(Zytoprotektion). Als Folge hiervon kommt es zu einem Anstieg des zellularen ApoJ-mRNA-Gehaltes
(ApoJ-Induktion). Nekrotische Zellen induzieren jedoch in glutaminabhangiger Weise durch weitere freigesetzte
oder membranassoziierte Faktoren (X) eine zusatzliche Akkumulation von ApoJ-mRNA in vitalen Rat1-Zellen (+).
c) Im Verlauf der Fraktionierung nekrotischer Zellen und der partiellen Reinigung zytoprotektiver Faktoren wurden
Acylpeptidhydrolase und diese unbekannten ApoJ-induzierenden Faktoren voneinander getrennt. Dies hatte zur
Folge, dass ausschlieRlich die acylpeptidhydrolase-vermittelte Zytoprotektion und ApoJ-Induktion erfasst wurden.
Bei Inkubation mit acylpeptidhydrolase-freien Fraktionen erfolgte keine extrazellulare Hydrolyse des im
Kulturmedium vorhandenen N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamins. In Abwesenheit von L-Glutamin waren die
unbekannten Faktoren (X) nicht in der Lage, die ApoJ-mRNA-Expression in serumfrei kultivierten Rat1-
Fibroblasten zu induzieren. Ac: Acetyl-Gruppe, Ala: L-Alanin, GIn: L-Glutamin, ACPH: Acylpeptidhydrolase, X:
membranassoziierte oder freigesetzte ApoJ-induzierende Faktoren nekrotischer Zellen
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3.3 Charakterisierung einer durch nekrotischen Zellen induzierten ApoJ-mRNA-
Expression in vitalen Zellen in Gegenwart von L-Glutamin
Die im vorausgehenden Abschnitt (3.2) dargestellten Ergebnisse sind ein deutlicher Hinweis darauf,
dass in Gegenwart von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin eine durch nekrotische Zellen induzierte ApoJ-
mMRNA-Expression in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten zum Teil auf eine acylpeptidhydrolase-
katalysierte Spaltung des im Kulturmedium vorhandenen acetylierten Dipeptids und der Freisetzung
von L-Glutamin zurlickzufiihren ist. Dieser Mechanismus scheint jedoch physiologisch irrelevant zu
sein. Dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen auch unter Verwendung von L-Glutamin eine
Akkumulation von ApoJ-mRNA induziert, deutet darauf hin, dass noch weitere bislang
uncharakterisierte Komponenten nekrotischer Zellen an der Regulation der ApoJ-Genaktivitat in
serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten beteiligt sind. Um nahere Informationen Uber die
Eigenschaften dieser Faktoren zu erhalten, war es notwendig, unter Verwendung von freiem
L-Glutamin als Kulturmedienzusatz eine durch nekrotische Zellen induzierte Regulation der ApodJ-

MRNA-Expression erneut zu charakterisieren.

3.3.1 Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten

durch nekrotische Zellen ist dosisabhangig
Um eine Abhangigkeit des Ausmalies der ApoJ-mRNA-Expression von der eingesetzten Menge an
nekrotischen Zellen zu Uberprifen sowie die flr eine ApoJ-Induktion notwendige Menge an
nekrotischen Zellen zu ermitteln, wurden Rat1-Fibroblasten fiir 48h unter serumfreien Bedingungen
und in Gegenwart von 2mM L-Glutamin mit 2x10° - 8x10° primar nekrotischen Rat1-Fibroblasten in
einem Gesamtvolumen von 10ml inkubiert. AnschlieRend wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der
lebenden Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse
untersucht. Durch Hybridisierung mit einer MMP-3-spezifischen cDNA-Sonde wurde zudem
untersucht, ob die Inkubation mit nekrotischen Zellen eine Transkription des Matrix-
Metalloproteinase-3-Gens (MMP-3, Stromelysin-1) in vitalen Rat1-Fibroblasten induziert. Dieses
Enzym wird von Fibroblasten exprimiert und u.a. in verletzten Geweben vermehrt synthetisiert
(Henney et al. 1991, Galis et al. 1994, Madlener 1998, Cursio et al. 2001). Es katalysiert den
proteolytischen Abbau verschiedener Komponenten der extrazellularen Matrix und spielt eine
wichtige Rolle bei inflammatorischen und gewebsregenerativen Prozessen (Chin et al. 1985,
Wilhelm et al. 1987, Bullard et al. 1999, Wang et al. 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass bei
Inkubation mit nekrotischen Zellen die MMP-3-Genexpression in embryonalen Mausfibroblasten in
NF-«kB-abhangiger Weise induziert wird (Li et al. 2001). Eine Analyse der MMP-3-mRNA-Expression
diente in erster Linie als Kontrolle, um die von Li et al. beschriebene Modulation der zellularen
Genexpression durch nekrotische Zellen in dem hier verwendeten Zellsystem embryonaler

Rattenfibroblasten zu Gberprifen.
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Abbildung 3.3.1: Die Induktion der ApoJ- und MMP-3-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten
durch nekrotische Zellen ist dosisabhdngig: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-
Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien Bedingungen mit 2x10° - 8x10° primar nekrotischen Rat1-Zellen
inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert (0). Das Zellkulturmedium
enthielt 2mM L-Glutamin. b+c) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten
der ApoJ- (b) bzw. MMP-3-Banden (c) wurden zu den Intensitaten der entsprechenden 18S-Banden ins
Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der Kontrolle (0) dargestellit.

Wie Abbildung 3.3.1 zeigt, fiihrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen in Rat1-Fibroblasten sowohl
zu einer Akkumulation von ApoJ-mRNA als auch zu einer vermehrten Expression von MMP-3-
mRNA, was die von Li et al. beschriebene Induktion der MMP-3-Genexpression in murinen
Fibroblasten bei Inkubation mit nekrotischen Zellen bestatigt (Li et al. 2001). Dies zeigt deutlich, dass
sich das in veroffentlichter Studie verwendete Zellsystem embryonaler Mausfibroblasten zumindest
auf Ebene der durch nekrotische Zellen induzierten MMP-3-Regulation mit dem in vorliegender
Arbeit verwendeten Zellsystem embryonaler Rattenfibroblasten vergleichen lasst. Wie Abbildung
3.3.1 auch zeigt, wird hierbei die transkriptionelle Aktivitdt des MMP-3-Gens deutlich starker induziert
als die des ApoJ-Gens. Die Inkubation mit 8x10° nekrotischen Zellen fiihrt zu einem Anstieg der
mRNA-Mengen um Faktor 2 (ApoJ) und Faktor 5,7 (MMP-3). Zudem zeigt dieses Experiment, dass
eine durch nekrotische Zellen induzierte transkriptionelle Regulation beider Gene dosisabhangig ist.
Fir eine deutliche Akkumulation von Apod- und MMP-3-mRNA ist eine Inkubation mit mindestens
2x10° nekrotischen Zellen notwendig. Um eine deutliche ApoJ-mRNA-Expression zu induzieren,
scheint in Gegenwart von L-Glutamin eine vierfach héhere Menge an nekrotischen Zellen notwendig
zu sein als unter Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (Abb. 3.2.1). Wie in parallelen
Experimenten unserer Arbeitsgruppe mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung Apod-
spezifischer Antikorper gezeigt werden konnte, fihrt die Inkubation serumfrei kultivierter Rat1-

Fibroblasten mit 1x10” primar nekrotischen Zellen nach 48h zu einem um Faktor 2 erhdhten ApoJ-
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Gehalt im Kulturmedium (M. Schwarz, unverdffentlicht). Dies zeigt deutlich, dass nekrotische Zellen
neben einer Akkumulation von ApoJ-mRNA auch eine vermehrte Synthese und Sekretion des reifen

Proteins induzieren.

3.3.2 Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten wird
durch sedimentierbare und losliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt
Um nahere Informationen dartiber zu erhalten, ob die Induktion der ApoJ-Genaktivitat in Gegenwart
von L-Glutamin durch sedimentierbare oder l6sliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt wird,
wurden primar nekrotische Rat1-Fibroblasten (1x10” Zellen/ml) zunachst fiir 60min bei 14.000xg
zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde anschlieRend fiir 60min bei 100.000xg nochmals
zentrifugiert. Um zu untersuchen, ob sich etwaige I6sliche ApoJ-induzierende Komponenten mit Hilfe
geeigneter  Ultrafiltermembranen gegebenenfalls flir eine weiterflhrende Fraktionierung
konzentrieren lassen, wurde der gewonnene 100.000xg Uberstand ultrafiltriert (MWCO 30kDa).
Samtliche Fraktionen (14.000xg Pellet, 14.000xg Uberstand, 100.000xg Uberstand, Durchfluss und
Rickstand der Ultrafiltration) wurden anschlielend getrennt voneinander fiir eine 48-stiindige
Inkubation mit Rat1-Fibroblasten in serumfreiem Kulturmedium (2mM L-Glutamin) eingesetzt. Um
einen potentiellen Verlust ApoJ-induzierender Faktoren wahrend der Ultrafiltration zu erfassen,
wurden Durchfluss und Rickstand in einem weiteren Ansatz zusammen eingesetzt. AnschlieRend
wurde sowohl der ApoJ-mRNA-Gehalt als auch der MMP-3-mRNA-Gehalt der lebenden Rat1-
Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Die ApoJ-
bzw. MMP-3-induzierenden Eigenschaften aller eingesetzten Fraktionen wurden jeweils durch eine
Zweifachbestimmung ermittelt.
Wahrend unter serumfreien Bedingungen und der Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
ausschlieBlich die l6sliche Fraktion nekrotischer Zellen ApoJ-induzierende Eigenschaften aufweist
(Abb. 3.1.2), wird in Gegenwart von L-Glutamin die Induktion der ApoJ-Genexpression in serumfrei
kultivierten Rat1-Fibroblasten sowohl durch I8sliche als auch durch sedimentierbare Komponenten
nekrotischer Zellen vermittelt (Abb. 3.3.2). Dies zeigt deutlich, dass sich bereits auf Ebene der
Fraktionierung nekrotischer Zellen mittels Zentrifugation ApodJ-induzierende Faktoren vom Enzym
Acylpeptidhydrolase trennen lassen. Dass nach Ultrafiltration der I6slichen Fraktion die vom
Filtermaterial zuriickgehaltenen Komponenten in Form des Ruckstandes (R) zu einer 2-fachen und
somit starkeren Induktion des ApoJ-Gens fiihren als der Durchfluss (Faktor 1,4), deutet darauf hin,
dass der Gberwiegende Anteil I6slicher ApoJ-induzierender Faktoren ein Molekulargewicht > 30kDa
besitzt bzw. dass diese Faktoren Bestandteile hochmolekularer Komplexe darstellen.
Zusammenfassend betrachtet zeigt dieses Experiment jedoch, dass eine mogliche weiterfiihrende
Reinigung und Identifizierung der ApoJ-induzierenden Faktoren nekrotischer Zellen aufgrund ihrer
Verteilung auf sedimentierbare und ldsliche Fraktionen erheblich erschwert werden wirde. Im
Gegensatz zur ApoJ-Genexpression wird die Induktion der MMP-3-mRNA-Expression durch
nekrotische Zellen nahezu ausschliel3lich durch l6sliche Faktoren mit einem Molekulargewicht
> 30kDa vermittelt.
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Abbildung 3.3.2: Die Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten wird durch
sedimentierbare und losliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug
Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die fiir 48h unter serumfreien Bedingungen (2mM L-Glutamin) mit 1x10’
primar nekrotischen Rat1-Zellen sowie einer entsprechenden Menge an sedimentierbaren (14.000xg Pellet) und
I6slichen Faktoren (14.000xg Uberstand, 100.000xg Uberstand) nekrotischer Zellen inkubiert wurden. Zusétzlich
wurden nach Ultrafiltration (MWCO 30kDa) des 100.000xg Uberstandes Durchfluss (D), Riickstand (R) sowie
beide Fraktionen zusammen (R+D) eingesetzt. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert
(Kontrolle). b+c) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ- (b)
bzw. MMP-3-Banden (c) wurden zu den Intensitéaten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis gesetzt
und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der Kontrolle dargestellt (Mittelwert +Standardabweichung

der Zweifachbestimmung).

In einem weiteren Experiment konnten die in Abb. 3.3.2 dargestellten Ergebnisse bestatigt werden.

Zudem zeigte sich, dass in Gegenwart von Serum sowohl die Induktion der ApoJ-Genexpression

durch lI6sliche und sedimentierbare Faktoren als auch die Induktion der MMP-3-Genexpression

durch l6sliche Komponenten nekrotischer Zellen inhibiert wird (ohne Abbildung). Um zu Gberprifen,
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ob l6sliche ApoJ-induzierende Faktoren nach Durchlaufen der Apoptose passiv aus sekundar
nekrotischen Zellen freigesetzt werden, wurden in einem zusatzlichen Experiment vitale Rat1-
Fibroblasten in Gegenwart von 2mM L-Glutamin mit den bereits unter 3.2.3 verwendeten
konditionierten Medien Camptothecin- bzw. DMSO-behandelter Rat1-Fibroblasten inkubiert. Hierbei
zeigte sich, dass ausschlielllich die konditionierten Medien von Zellen, die fir 24-48h mit
Camptothecin inkubiert wurden, ApoJ-induzierende Eigenschaften aufweisen, was darauf hindeutet,
dass die l6slichen Apod-induzierenden Faktoren passiv. aus sekundar nekrotischen
(postapoptotischen) Zellen freigesetzt werden (ohne Abbildung). In diesem Experiment war jedoch
nicht auszuschlieRen, dass ein Teil der freigesetzten ApoJ-induzierenden Faktoren bei der
Ultrafiltration (MWCO 100kDa) der konditionierten Medien die Filtermembran passierte und somit

verloren ging.

3.3.3 Die ApodJ-induzierende Wirkung von Zellextrakten auf vitale Rat1-

Fibroblasten ist spezies- und zelltypunabhangig

Da sich die beobachtete ApoJ-induzierende Wirkung von Zellextrakten verschiedener Zelllinien unter
Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (Abb. 3.2.4) vermutlich teilweise auf das ubiquitar
exprimierte Enzym Acylpeptidhydrolase zurlckfiihren lasst, stellte sich die Frage, ob es auch in
Gegenwart von L-Glutamin bei Inkubation mit Zellextrakten unterschiedlicher Zelllinien zur Induktion
der ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten kommt. Durch dieses Experiment sollte geklart
werden, ob die aus Rat1-Fibroblasten stammenden l6slichen ApoJ-induzierenden Faktoren
zelltypspezifische Komponenten darstellen oder ob diese auch in anderen Zelltypen bzw. Zellen
anderer Spezies exprimiert werden. Zudem sollte Uberprift werden, ob die Wirkungsweise dieser
I6slichen Faktoren moéglicherweise zelltyp- oder speziesspezifischen Restriktionen unterliegt.

Hierzu wurden wie unter 2.2.1.5 beschrieben Zellextrakte von 6 verschiedenen Zelllinien prapariert
und deren Apod-induzierende Eigenschaften durch Inkubation mit vitalen Rat1-Fibroblasten
Uberpruft. Bei den verwendeten Zelllinien handelte es sich um MEF-1 (Embryonalfibroblasten, Mus
musculus), HEK 293 (embryonale Nierenzellen, Homo sapiens), 10A (embryonale Dottersackzellen,
Mus musculus), J774A.1 (Monozyten/Makrophagen, Mus musculus), MDCK (epitheliale
Nierenzellen, Canis familiaris) und BHK21 (Nierenfibroblasten, Microcricetus aureus). Alle
Zellextrakte lagen in serumfreiem Rat1-Medium vor, das 2mM L-Glutamin enthielt. Zur Uberprifung
der Induktion der ApoJ-Genexpression wurden Rat1-Fibroblasten unter serumfreien Bedingungen fur
48h mit den verschiedenen Zellextrakten in einer Konzentration von jeweils 5x10° Zellen/ml
inkubiert. Das verwendete Zellkulturmedium enthielt 2mM L-Glutamin. Der ApoJ-mRNA-Gehalt der
Rat1-Fibroblasten wurde nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse
untersucht.

Wie in Abbildung 3.3.3 zu sehen ist, flhrt die Inkubation mit allen Zellextrakten zu einer Erhdhung
des ApoJ-mRNA-Gehaltes in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten. Dies zeigt deutlich, dass die
Expression der intrazellularen I8slichen ApoJ-induzierenden Faktoren nicht auf die embryonale

Fibroblastenzelllinie Rat1 beschrankt ist. Diese Komponenten sind Bestandteil des Zellextraktes aller
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Abbildung 3.3.3: Die ApodJ-induzierende Wirkung von Zellextrakten auf vitale Rat1-Fibroblasten ist
spezies- und zelltypunabhangig: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-Fibroblasten, die
flr 48h unter serumfreien Bedingungen mit Extrakten von jeweils 5x10° Zellen der Zelllinien MEF-1, BHK21, HEK
293, J774A.1, 10A und MDCK inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert
(Kontrolle). Das Zellkulturmedium enthielt 2mM L-Glutamin. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-
Analyse aus a). Die Intensitdten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitdten der entsprechenden GAPDH-
Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der Kontrolle dargestellt.

verwendeten Zelltypen, die neben Fibroblasten (MEF-1, BHK21, HEK 293) auch Epithelzellen
(MDCK) und Monozyten/Makrophagen (J774A.1) umfassen. Dass die Inkubation mit Extrakten aus
einer humanen Zelllinie (HEK 293) sowie Maus-, Hamster- und Hundezellen die ApoJ-mRNA-
Expression in embryonalen Rattenfibroblasten induziert, zeigt zudem, dass diese Faktoren in der
Lage sind, Uber die Speziesgrenzen hinweg eine Erhéhung der ApoJ-Genexpression zu induzieren.
Einzig im Ausmal der induzierten ApoJ-Regulation unterscheiden sich die Zellextrakte der
verwendeten Zelllinien. Wahrend Extrakte der Zelllinien J774A.1 (Monozyten/Makrophagen) und
MDCK (epitheliale Nierenzellen) einen Anstieg der ApoJ-mRNA-Expression um Faktor 1,5 - 1,6
induzieren, fuhren aus Fibroblasten (MEF-1, BHK21, HEK 293) praparierte Zellextrakte zu einer
Erhéhung des Apod-mRNA-Gehaltes um Faktor 2,1 - 2,3. Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem
unter 3.2.4 beschriebenen Experiment, bei dem N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin  als
Glutaminsupplement verwendet wurde, liegt die Vermutung nahe, dass sich die ApoJ-induzierende
Wirkung aller verwendeten Zellextrakte nicht allein auf das ubiquitdr exprimierte Enzym
Acylpeptidhydrolase zurlckfiihren lasst. Somit scheinen auch die in Gegenwart von L-Glutamin

wirksamen l6slichen ApoJ-induzierenden Faktoren mdglicherweise ubiquitar exprimiert zu werden.
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3.3.4 Kinetische Analyse der durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-

Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten

Unter Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin ist ein deutlich erhéhter ApoJ-mRNA-Gehalt
nur in Rat1-Fibroblasten zu erkennen, die fir mindestens 24h mit nekrotischen Zellen bzw.
Zellextrakt inkubiert wurden (Abb. 3.1.1). Die unter diesen Bedingungen verzdgerte Induktion der
Apod-mRNA-Expression deutet darauf hin, dass im Anschluss an primare Prozesse die Regulation
des ApoJ-Gens Teil einer sekundaren Antwort der Rat1-Fibroblasten auf die Gegenwart nekrotischer
Zellen sein konnte. Da eine durch das Enzym Acylpeptidhydrolase vermittelte Freisetzung von L-
Glutamin unter Verwendung des N-acetylierten Dipeptids einen primaren Vorgang darstellen kdnnte,
sollte untersucht werden, ob unter Verwendung von L-Glutamin die Induktion der ApoJ-mRNA-
Expression durch nekrotische Zellen einen anderen zeitlichen Verlauf aufweist. Zugleich sollte die
Kinetik der durch nekrotische Zellen induzierten MMP-3-Genexpression untersucht sowie ein
potentieller Einfluss nekrotischer Zellen auf die Genregulation von CTGF (connective tissue growth
factor) Uberprift werden. CTGF ist ein sekretiertes cysteinreiches Protein und Mitglied der CCN-
Familie von Wachstumsfaktoren, das profibrotische Eigenschaften besitzt und an
Wundheilungsprozessen beteiligt ist. CTGF induziert die Expression extrazellularer Matrixproteine
(Kollagen, Fibronektin) vor allem in Fibroblasten und bewirkt deren Differenzierung zu kontraktilen
Myofibroblasten (Frazier et al. 1996, Leask und Abraham 2003).

Wie bereits gezeigt werden konnte, wird die durch nekrotische Zellen induzierte ApoJ-mRNA-
Expression durch Serumkomponenten inhibiert (Abb. 3.2.11.2). Um eine negative Beeinflussung der
ApoJ-Induktion durch Serumkomponenten zu minimieren, wurden die Zellen in allen weiteren
Experimenten vor Zugabe nekrotischer Zellen zunachst fur 24h in serumfreiem Medium prainkubiert.
Nach Zugabe nekrotischer Zellen erfolgte die anschlieRende Inkubation im gleichen Kulturmedium.
Ein vollstandiger Wechsel des Kulturmediums vor Zugabe nekrotischer Zellen, wie in samtlichen
vorausgehenden Experimenten, wurde nicht durchgefihrt. Zudem wurde in allen folgenden
Experimenten fir die 24-stiindige Prainkubation serumfreies Medium verwendet, dem ein
Supplement bestehend aus Insulin, Transferrin und Natriumselenit (ITS) zugesetzt war.

Fir das Experiment wurden Rat1-Fibroblasten zunachst fir 24h in 9ml serumfreiem, ITS-
supplementiertem Medium prainkubiert. AnschlieRend wurden 1x10” primar nekrotische Rat1-Zellen
bzw. 1ml serumfreies Medium (Kontrollen) zugesetzt und die Zellen fiir weitere 1-48h inkubiert. Nach
Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurden der ApoJ-, MMP-3- und CTGF-mRNA-Gehalt
der Rat1-Fibroblasten nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.
Ebenso wurde mit zwei Proben verfahren, die von Zellen stammen, die vor der serumfreien

Prainkubation (-24h) bzw. direkt vor Zugabe nekrotischer Zellen (0Oh) geerntet wurden.
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Abbildung 3.3.4: Einfluss nekrotischer Zellen auf den zeitlichen Verlauf der ApoJ-, MMP-3- und CTGF-
mRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus Rat1-
Fibroblasten vor einer 24-stiindigen Prainkubation in serumfreiem Medium (-24h), zu Beginn des Experimentes
(Oh) und nach Inkubation fir 1h, 3h, 6h, 12h, 24h und 48h mit 1x10’ primar nekrotischen Rat1-Zellen (nekrotische
Zellen) bzw. serumfreiem Medium allein (Kontrollen). b-d) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-
Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ- (b), MMP-3 (c) bzw. CTGF-Banden (d) wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden 18S-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den zu Beginn
des Experimentes ermittelten Wert (Oh) dargestellt.

131



Ergebnisse

Wie in Abbildung 3.3.4 zu sehen ist, fuhrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen erst nach 12h zu
einer Akkumulation der ApoJ-mRNA in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten. Dies zeigt deutlich,
dass auch unter Verwendung von L-Glutamin die vermehrte Transkription des ApoJ-Gens einer
Verzégerung von mindestens 6h unterliegt, was darauf hindeuten koénnte, dass eine durch
nekrotische Zellen induzierte Erhdhung der ApoJ-Genaktivitat ~modglicherweise Uber
autokrine/parakrine Mechanismen verlauft. Im weiteren Verlauf des Experimentes steigt die ApoJ-
mMRNA-Menge der Zellen bis zu 48h nahezu linear an. Nach 48h weisen jedoch auch die
Kontrollzellen einen um Faktor 2,3 erhéhten ApoJ-mRNA-Gehalt auf, womit die bereits beobachtete
zeitliche Regulation des ApoJ-Gens unter Bedingungen, die ein Uberleben der Zellen gewahrleisten,
bestatigt wird (Abb. 3.2.11.2). Das relative Maximum der durch nekrotische Zellen induzierten ApodJ-
mRNA-Akkumulation ist nach 24h zu erkennen. Zu diesem Zeitpunkt weisen die mit nekrotischen
Zellen inkubierten Rat1-Fibroblasten gegenuber den entsprechenden Kontrollen einen um Faktor 2
erhéhten ApoJ-mRNA-Gehalt auf.

Der zeitliche Verlauf der MMP-3-mRNA-Expression ist der von ApoJ-mRNA sehr ahnlich. Auch hier
ist fir eine deutliche Akkumulation von MMP-3-mRNA eine Inkubation der Rat1-Fibroblasten mit
nekrotischen Zellen fir mindestens 12h notwendig. Da die Kontrollzellen nach 48h ebenfalls einen
stark erhohten MMP-3-mRNA-Gehalt aufweisen, ist auch in diesem Fall das relative Maximum der
durch nekrotische Zellen induzierten Akkumulation von MMP-3-mRNA nach etwa 12-24h zu sehen
(Faktor 4,5).

Wie eine Analyse der CTGF-mRNA zeigt, fiuhrt die Inkubation serumfrei kultivierter Rat1-
Fibroblasten mit nekrotischen Zellen zu einer Repression der CTGF-Genaktivitat. Gegenlber den
entsprechenden Kontrollen weisen mit nekrotischen Zellen inkubierte Rat1-Fibroblasten nach 6-12h
einen um 60% verringerten CTGF-mRNA-Gehalt auf. Der Beginn der CTGF-Repression ist hierbei
schon nach 3h deutlich zu erkennen. Da mit zunehmender Inkubationszeit auch bei den
Kontrollzellen eine Abnahme des CTGF-mRNA-Gehaltes zu beobachten ist, ndhern sich die
entsprechenden CTGF-mRNA-Mengen der Kontrollen im weiteren Verlauf des Experimentes denen
von Rat1-Fibroblasten an, die mit nekrotischen Zellen inkubiert wurden.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Inkubation serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten mit
nekrotischen Zellen die Regulation aller drei untersuchten Gene beeinflusst. Im Falle von ApodJ und
MMP-3 kommt es zu einer verzogerten Induktion der mRNA-Expression; die Genaktivitdt von CTGF
hingegen wird inhibiert. Dass eine ahnliche Regulation aller drei analysierten Gene im weiteren
Verlauf des Experimentes jedoch auch bei den Kontrollzellen zu sehen ist, lasst vermuten, dass es
bei langer andauernder Kultivierung (3 Tage) von Rat1-Fibroblasten unter serumfreien Bedingungen
zu einer verzogerten Induktion dhnlicher Prozesse kommt wie bei einer Inkubation mit nekrotischen

Zellen. In den serumfreien Kontrollansatzen kénnten absterbende Zellen eine Rolle spielen.
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3.3.5 Einfluss nekrotischer Zellen auf die ApoJ-mRNA-Expression in glatten
GefaBmuskelzellen (CRL 2018) und embryonalen Dottersackzellen (10A)

Fir alle bisherigen Untersuchungen zur Induktion der ApoJ-Genaktivitat in vitalen Zellen bei
Inkubation mit nekrotischen Zellen wurden ausschlieBlich embryonale Fibroblasten der Zelllinie Rat1
verwendet. In weiteren Experimenten sollte Uberprift werden, ob die Inkubation mit nekrotischen
Zellen auch in anderen Zelltypen zu einer erhéhten ApoJ-mRNA-Expression flihrt. Fir diese
Analysen wurden aus der Aorta stammende glatte Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 (Rattus
norwegicus) sowie aus dem Dottersack stammende embryonale Zellen der Linie 10A (Mus
musculus) herangezogen. Die Zelllinie CRL2018 schien geeignet, da eine verstarkte ApoJ-
Expression glatter GefalRmuskelzellen in atherosklerotischen Lasionen bereits gezeigt werden
konnte (Jordan-Starck et al. 1994, Ishikawa et al. 1998). Des Weiteren wurde beschrieben, dass
nach Verletzung der Aorta mittels Ballondilatation eine starke Induktion der ApoJ-Genexpression in
glatten GefaBmuskelzellen der Media stattfindet (Miyata et al. 2001). In beiden Fallen besteht folglich
die Moglichkeit, dass nekrotisches Zellmaterial an der Regulation der ApoJ-Genexpression in glatten
Gefalmuskelzellen beteiligt ist. Neben drei weiteren Zelllinien gehért die embryonale
Dottersackzelllinie 10A als LRP- (LDL-receptor-related protein, CD91) und Megalin- (LRP2)
exprimierende Zelllinie zu einem Zellsystem, an dem in unserer Arbeitsgruppe die Funktion von
Rezeptoren der LDL-Rezeptorfamilie untersucht wird. Es sollte Uberprift werden, ob die Apod-
Genexpression in 10A-Zellen durch Inkubation mit nekrotischen Zellen induziert wird, um
gegebenenfalls mit Hilfe entsprechender LRP- und Megalin-defizienter Zelllinien eine Beteiligung
beider Rezeptoren an der durch nekrotische Zellen induzierten Regulation des ApoJ-Gens zu
untersuchen.

Zur Uberpriifung des Einflusses nekrotischer Zellen auf die ApoJ-Genregulation beider Zelllinien
wurden CRL2018- und 10A-Zellen zunachst fir 24h in 9ml entsprechendem serumfreiem, ITS-
supplementiertem Medium prainkubiert. AnschlieBend wurden 1x10” homologe, primar nekrotische
Zellen (CRL2018 bzw. 10A) bzw. 1ml serumfreies Medium (Kontrollen) zugesetzt und fiir weitere
6-48h inkubiert. Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeiten wurde der ApoJ-, MMP-3- und
CTGF-mRNA-Gehalt lebender CRL2018- und 10A-Zellen nach Praparation der Gesamt-RNA mittels
Northern-Blot-Analyse untersucht. Ebenso wurde mit jeweils zwei Proben verfahren, die von Zellen
stammen, die vor der serumfreien Prainkubation (-24h) bzw. direkt vor Zugabe nekrotischer Zellen
(Oh) geerntet wurden. Um die ApodJ-induzierende Wirkung primar nekrotischer CRL2018-Zellen zu
iiberpriifen, wurden wie in 3.3.4 Rat1-Fibroblasten fiir 24h unter serumfreien Bedingungen mit 1x10’
primar nekrotischen CRL2018-Zellen bzw. mit serumfreiem Rat1-Medium allein (Kontrolle) inkubiert.
Auf eine Uberpriifung der ApodJ-induzierenden Eigenschaften nekrotischer 10A-Zellen wurde
verzichtet, da bereits gezeigt werden konnte, dass aus 10A-Zellen stammender Zellextrakt und somit
zumindest I6sliche Faktoren dieser Zellen in der Lage sind, eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in
Rat1-Fibroblasten zu induzieren (Abb. 3.3.3).
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Abbildung 3.3.5.1: Einfluss nekrotischer Zellen auf den zeitlichen Verlauf der ApoJ- und CTGF-mRNA-
Expression in vitalen CRL2018-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-Zellen
vor einer 24-stiindigen Prainkubation in serumfreiem Medium (-24h), zu Beginn des Experimentes (Oh) und nach
Inkubation fur 6h, 12h, 24h und 48h mit 1x10’ primar nekrotischen CRL2018-Zellen (NZ) bzw. serumfreiem
Medium allein (K). Rat1-Fibroblasten, die fiir 24h mit 1x10" primar nekrotischen CRL2018-Zellen (NZ) bzw.
serumfreiem Rat1-Medium allein (K) inkubiert wurden, dienten als Kontrolle zur Uberpriifung ApoJ-induzierender
Eigenschaften primar nekrotischer CRL2018-Zellen. b+c) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-
Analyse aus a). Die Intensitdten der ApoJ- (b) bzw. CTGF-Banden (c) wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden 18S-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den zu Beginn
des Experimentes ermittelten Wert (Oh) dargestellt.
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Ahnlich wie in Rat1-Fibroblasten fihrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen auch in serumfrei
kultivierten CRL2018-Zellen zu einer Erhdhung des ApoJ-mRNA-Gehaltes (Abb. 3.3.5.1). Dies zeigt
deutlich, dass eine durch nekrotische Zellen induzierte Erhéhung der ApoJ-mRNA-Expression nicht
auf Rat1-Fibroblasten beschrankt ist sondern auch in den in diesem Experiment verwendeten glatten
Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 erfolgt. Der zeitliche Verlauf der ApoJ-mRNA-Expression
in beiden Zelllinien unterscheidet sich jedoch. In CRL2018-Zellen fuhrt eine Inkubation mit
nekrotischen Zellen innerhalb von 12h zu einem vergleichsweise starken Anstieg des ApoJ-mRNA-
Gehaltes um Faktor 2,5, wobei eine deutlich erhéhte ApoJ-mRNA-Menge bereits nach 6h zu
erkennen ist (Faktor 1,8). Ahnlich wie bei Rat1-Fibroblasten ist auch bei den hier verwendeten
CRL2018-Zellen eine Regulation des ApoJ-Gens in den Kontrolizellen zu erkennen. Deren Apod-
MRNA-Gehalt steigt wahrend des experimentellen Zeitraums von 48h nahezu linear an. Gegenuber
Zellen, die zu Beginn des Experimentes geerntet wurden (0Oh), weisen die Kontrollen nach 48h einen
um Faktor 1,9 erhohten ApoJ-mRNA-Gehalt auf. Die Inkubation serumfrei kultivierter Rat1-
Fibroblasten mit nekrotischen CRL2018-Zellen fiihrt, wie bei Verwendung nekrotischer Rat1-Zellen,
sowohl zu einer Induktion der ApoJ- und MMP-3-Genexpression als auch zu einer Repression der
CTGF-Genaktivitat. Dies bestatigt zum einen den Einfluss nekrotischer Zellen auf die Regulation
dieser drei Gene und zeigt zum anderen, dass neben den unter 3.3.3 verwendeten Zelllinien auch
nekrotische CRL2018-Zellen ApoJ-induzierende Komponenten enthalten. Bei samtlichen Proben, die
aus CRL2018-Zellen stammen, ist hingegen kein MMP-3-spezifisches Hybridisierungssignal
detektierbar. Dies deutet darauf hin, dass glatte GefaBRmuskelzellen dieses Enzym nicht oder nur in
sehr geringem Malle exprimieren. Somit scheinen Expression und Regulation des MMP-3-Gens
durch nekrotische Zellen zelltypspezifisch und auf Fibroblasten beschrankt zu sein. Ahnlich wie in
Rat1-Fibroblasten wird auch die CTGF-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen bei Inkubation mit
nekrotischen Zellen inhibiert, womit eine durch nekrotische Zellen induzierte Repression der CTGF-
Genaktivitat bestatigt wird. Im Vergleich mit Rat1-Zellen erfolgt die Abnahme der CTGF-mRNA-
Menge in CRL2018-Zellen jedoch verzogert. Erst nach 12h ist ein gegenlber den entsprechenden
Kontrollen deutlich verringerter CTGF-mRNA-Gehalt zu erkennen, der sich im weiteren Verlauf des
Experimentes auf etwa 30% des Ausgangswertes (Oh) reduziert. Anders als in Rat1-Fibroblasten
bleibt bei CRL2018-Zellen die CTGF-mRNA-Expression in den Kontrollzellen tGber den gesamten
experimentellen Zeitraum von 48h relativ konstant.

Wie Abbildung 3.3.5.2 zeigt, fuhrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen zu keiner deutlichen
Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in serumfrei kultivierten embryonalen Dottersackzellen der
Zelllinie 10A. Anders als in Rat1-Fibroblasten und glatten GefaBmuskelzellen der Zelllinie CRL2018
bleibt der ApoJ-mRNA-Gehalt sowohl in den mit nekrotischen Zellen inkubierten 10A-Zellen als auch
in den Kontrollzellen (ber den gesamten experimentellen Zeitraum von 48h relativ konstant. Nach
24-stundiger Inkubation mit nekrotischen Zellen ist zwar eine leicht erh6hte Menge an ApoJ-mRNA
(Faktor 1,3) zu erkennen, die sich nach 48h jedoch wieder dem Ausgangswert (Oh) annahert. Da
bereits gezeigt werden konnte, dass aus 10A-Zellen stammender Extrakt zu einer Erh6hung der
ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten fiihrt (Abb. 3.3.3), ist auszuschlieen, dass die in
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diesem Experiment verwendeten primar nekrotischen 10A-Zellen Grund fiir eine ausbleibende
Induktion der ApoJ-Genaktivitat in vitalen 10A-Zellen sind. Zudem ist die bei Rat1-Fibroblasten und
CRL2018-Zellen beobachtete Akkumulation von ApoJ-mRNA in den Kontrollzellen nicht zu
erkennen. Nach Hybridisierung der Membran mit einer MMP-3-spezifischen und einer CTGF-
spezifischen cDNA-Sonde waren keine Signale detektierbar. Dies deutet darauf hin, dass die in
diesem Experiment verwendeten embryonalen Dottersackzellen beide Proteine nicht oder nur in

sehr geringem Male exprimieren.
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Abbildung 3.3.5.2: : Einfluss nekrotischer Zellen auf den zeitlichen Verlauf der ApoJ-mRNA-Expression in
vitalen 10A-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus 10A-Zellen vor einer 24-stiindigen
Prainkubation in serumfreiem Medium (-24h), zu Beginn des Experimentes (Oh) und nach Inkubation fir 6h, 12h,
24h und 48h mit 1x10’ primar nekrotischen 10A-Zellen (nekrotische Zellen) bzw. serumfreiem Medium allein
(Kontrolle). b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitdaten der ApoJ-Banden
wurden zu den Intensitaten der entsprechenden 18S-Banden ins Verhdltnis gesetzt und sind als relatives
Verhaltnis bezogen auf den zu Beginn des Experimentes ermittelten Wert (Oh) dargestellt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die in Rat1-Fibroblasten nachgewiesene Erhohung der ApoJ-
MmRNA-Expression sowie die Repression der CTGF-mRNA-Expression bei Inkubation mit
nekrotischen Zellen auch in glatten GefalRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 erfolgt, was den
Einfluss nekrotischer Zellen auf die Regulation beider Gene bestatigt. In embryonalen
Dottersackzellen der Zelllinie 10A fihrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen hingegen zu keiner
deutlichen Erhéhung der ApoJ-mRNA-Expression. Dies lasst vermuten, dass die beiden in 10A-
Zellen exprimierten Proteine der LDL-Rezeptorfamilie (LRP/CD91 und Megalin) nicht an der
Induktion der ApoJ-Genexpression durch nekrotische Zellen beteiligt sind oder deren Expression

allein nicht ausreichend ist.
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3.3.6 Differentielle Expression von Toll-like Rezeptoren in Rat1-, CRL2018- und
10A-Zellen

Wie gezeigt werden konnte, fihrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen in Rat1-Fibroblasten und
CRL2018-Zellen zu einer Induktion der ApoJ-mRNA-Expression sowie zu einer Repression der
CTGF-Genaktivitdt. Des Weiteren induzieren nekrotische Zellen eine Akkumulation von MMP-3-
mRNA in Rat1-Fibroblasten. Die Suche nach Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Regulation der
ApoJ-, CTGF- und MMP-3-Genexpression im Rahmen einer Literaturrecherche ergab, dass eine
Induktion der ApoJ- und MMP-3-Genaktivitat in Fibroblasten sowie eine Repression der CTGF-
Expression in Fibroblasten und glatten Gefalimuskelzellen scheinbar durch den Transkriptionsfaktor
NF-xB vermittelt wird (Li et al. 2002, Li et al. 2001, Lin et al. 1998, Abraham et al. 2000, Villacorta et
al. 2003). Zudem wurde beschrieben, dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen in dendritischen
Zellen, Makrophagen und Fibroblasten zu einer Aktivierung von NF-xB flihrt sowie in NF-xB-
abhangiger Weise die Genexpression in Makrophagen und Fibroblasten moduliert (Basu et al. 2000,
Li et al. 2001). Unter diesen Bedingungen wird unter anderem die MMP-3-mRNA-Expression in
embryonalen Mausfibroblasten in NF-kB-abhangiger Weise induziert (Li et al. 2001). Dies lasst
vermuten, dass bei Inkubation mit nekrotischen Zellen die Regulation der ApoJ-, MMP-3- und CTGF-
MRNA-Expression in vitalen Rat1-Fibroblasten und CRL2018-Zellen mdglicherweise in NF-«xB-
abhangiger Weise erfolgt.

TLR2, ein Mitglied der Toll-like Rezeptorfamilie, wurde als Signalrezeptor identifiziert, der die NF-kB-
aktivierende Wirkung nekrotischer Zellen vermittelt (Li et al. 2001). Dass eine Aktivierung dieses
Transkriptionsfaktors auch von anderen Toll-like Rezeptoren vermittelt werden kann und zudem
vermutet wird, dass u.a. aus nekrotischen Zellen freigesetzte Hitzeschockproteine (Hsp60, Hsp70,
Hsp90, gp96) und RNA potentielle endogene Agonisten fir die Toll-like Rezeptoren TLR4 bzw. TLR3
darstellen (1.2.5.2), fuhrte zur Hypothese, dass Mitglieder der Toll-like Rezeptorfamilie an der
Regulation des ApoJ-Gens beteiligt sein konnten. Hierbei kdénnten von nekrotischen Zellen
exponierte membranassoziierte oder freigesetzte Komponenten als endogene TLR-Agonisten
fungieren und in TLR-abhangiger Weise Uber eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB die
ApoJ-induzierenden Eigenschaften nekrotischer Zellen vermitteln. Unterstitzt wird diese Hypothese
durch bereits verdffentlichte Studien, die zeigen, dass eine Inkubation primarer Astrozyten und
gemischter Gliazellkulturen mit dem TLR4-spezifischen Agonisten Lipopolysaccharid (LPS) zu einer
vermehrten Expression von ApoJ fihrt (Saura et al. 2003, LaDu et al. 2000).

Um eine potentielle Beteiligung von Mitgliedern der Toll-like Rezeptorfamilie an der Induktion der
ApoJ-Genexpression durch nekrotische Zellen zu Uberprifen, sollte mittels RT-PCR zunachst die
Expression von TLR2, TLR3 und TLR4 in den verwendeten Zelllinien Rat1, CRL2018 und 10A
untersucht werden. Hierfir wurden jeweils 0,5ug revers transkribierte Gesamt-RNA aus Rat1-,
CRL2018- und 10A-Zellen fir eine PCR mit TLR2-, TLR3- und TLR4-spezifischen Primern
eingesetzt. Die fir die reverse Transkription eingesetzte Gesamt-RNA stammte aus Zellen, die
jeweils zu Beginn (Oh) der unter 3.3.4 und 3.3.5 beschriebenen Experimente geerntet wurden. Um

einen mdglichen Einfluss kontaminierender genomischer DNA auf das Ergebnis der PCR-Analyse
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auszuschlieen, wurden jeweils entsprechende Kontrollreaktionen mit nicht-revers transkribierter
Gesamt-RNA (-RT) angesetzt (2.2.5.5.1). Jeweils 10ul der einzelnen PCR-Ansatze wurden

anschlielRend mittels Agarosegelelektrophorese (0,7% Agarose) analysiert.

CRL2018 Rat1 10A

S S A
«V&«& ,\\9- ,\\?3'&\3- «\g' ,\\33',\& ,\& St

1000 bp
500 bp

1000 bp
500 bp

Abbildung 3.3.6: Differentielle Expression der Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR3 und TLR4 in CRL2018-,
Rat1- und 10A-Zellen: Gesamt-RNA aus glatten GefaRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018, embryonalen
Fibroblasten der Zelllinie Rat1 sowie aus epithelialen Dottersackzellen der Zelllinie 10A wurde revers transkribiert
(+RT) und anschlieBend fiir eine PCR mit TLR2-, TLR3- und TLR4-spezifischen Primern eingesetzt. Als Kontrolle
dienten Ansatze, bei denen die Erststrangsynthese in Abwesenheit reverser Transkriptase durchgefiihrt wurde (-
RT). Jeweils 10yl der einzelnen PCR-Ansatze wurden in einem Agarosegel (0,7% Agarose) elektrophoretisch
getrennt. Die GroRe der einzelnen PCR-Amplifikate betragt 726 bp (TLR2), 728 bp (TLR3) und 994 bp (TLR4).
Zusatzlich wurde 1ug DNA eines Langenstandards (XIV, Roche Diagnostics) aufgetragen (St).

Abbildung 3.3.6 zeigt, dass unter Verwendung revers transkribierter RNA aus glatten
GefalRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 eine PCR mit TLR2-, TLR3- und TLR4-spezifischen
Primern zu Amplifikaten fihrt, deren Molekulargewichte mit den jeweiligen theoretischen
Molekulargewichten der TLR-spezifischen PCR-Amplifikate Ubereinstimmen. Durch eine
anschlieRende Sequenzierung dieser PCR-Produkte konnte deren Spezifitat bestatigt werden. Da in
den entsprechenden Kontrollansatzen (-RT) keine PCR-Amplifikate zu detektieren sind, lasst sich
ein Einfluss kontaminierender genomischer DNA auf das Ergebnis dieser PCR-Analyse
ausschlief3en. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass CRL2018-Zellen die Toll-like Rezeptoren
TLR2, TLR3 und TLR4 exprimieren. Embryonale Fibroblasten der Zelllinie Rat1 hingegen
exprimieren nur TLR3 und TLR4. Ein TLR2-spezifisches PCR-Amplifikat ist nicht detektierbar.
Murine embryonale Dottersackzellen exprimieren weder TLR2 noch TLR3 und scheinbar nur sehr
geringe Mengen an TLR4, da die Bande, die dem TLR4-spezifischen PCR-Amplifikat entspricht, eine
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vergleichsweise geringe Intensitat aufweist. Wie bei den CRL2018-Zellen sind auch in den einzelnen
Kontrollansatzen (-RT) der beiden Zelllinien Rat1 und 10A keine PCR-Amplifikate detektierbar,
womit auch in diesem Fall ein Einfluss kontaminierender genomischer DNA auf die Resultate der
Genexpressionsanalyse ausgeschlossen werden kann. Das in Abbildung 3.3.6 dargestellte Ergebnis
konnte in zwei weiteren unabhangigen Experimenten bestatigt werden.

Vergleicht man die durch nekrotische Zellen induzierte ApoJ-mRNA-Expression in den drei
verschiedenen Zelllinien mit deren Expression von Toll-like Rezeptoren, so ist eine deutliche
Korrelation zu erkennen. Bei Inkubation mit nekrotischen Zellen ist in glatten Gefallmuskelzellen der
Zelllinie CRL2018, welche die Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR3 und TLR4 exprimieren, bereits nach
6h ein deutlich erhéhter Gehalt an ApoJ-mRNA detektierbar (Abb. 3.3.5.1). Embryonale Rat1-
Fibroblasten exprimieren hingegen nur die beiden Toll-like Rezeptoren TLR3 und TLR4 und weisen
bei Inkubation mit nekrotischen Zellen eine gegentiber den CRL2018-Zellen verzdgerte Induktion der
ApoJ-mRNA-Expression auf. Eine deutliche Erhéhung der ApoJ-mRNA-Menge ist in diesen Zellen
erst nach einer 12-stiindigen Inkubation mit nekrotischen Zellen nachweisbar (Abb. 3.3.4). Bei
embryonalen Dottersackzellen der Zelllinie 10A, die weder TLR2 noch TLR3 und scheinbar nur
geringe Mengen an TLR4 exprimieren, flhrt eine Inkubation mit nekrotischen Zellen hingegen zu
keiner deutlichen Erhéhung der ApoJ-mRNA-Expression (Abb. 3.3.5.2).

Zusammenfassend unterstitzt die Korrelation der differentiellen Induktion der ApoJ-mRNA-
Expression durch nekrotische Zellen mit der unterschiedlichen Expression von TLR2, TLR3 und
TLR4 in den drei untersuchten Zelllinien die Hypothese, dass diese Rezeptoren an der durch
nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression in vitalen CRL2018- und Rat1-Zellen beteiligt

sind.

3.3.7 Zusammenfassung

Unter Verwendung von L-Glutamin als Mediumsupplement ist die Induktion der ApoJ-mRNA-
Expression in Rat1-Fibroblasten durch nekrotische Zellen dosisabhangig und wird sowohl durch
sedimentierbare als auch I6sliche Faktoren nekrotischer Zellen vermittelt. Zudem ist die durch
I6sliche Faktoren induzierte Erhéhung der ApoJ-Genaktivitat in Rat1-Fibroblasten unabhangig von
Zelltyp und Spezies der nekrotischen Zellen, was auf eine breite Expression dieser 16slichen ApoJ-
induzierenden Faktoren hindeutet sowie deren speziesunabhangige Wirkungsweise zeigt. Eine
Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-
Expression in Rat1-Fibroblasten zeigt, dass die Akkumulation von ApoJ-mRNA verzdgert erfolgt und
erst nach einer Inkubation von etwa 12h detektierbar ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
nekrotische Zellen auch die Expression zweier weiterer Gene beeinflussen, die beide eine Rolle in
geweberegenerativen Prozessen und wahrend der Wundheilung spielen. Die Inkubation mit
nekrotischen Zellen fiihrt in Rat1-Fibroblasten zum einen zu einer Induktion der mRNA-Expression
des Enzyms Matrix-Metalloproteinase-3 (MMP-3, Stromelysin-1) sowie zu einer Repression der
CTGF-mRNA-Expression (connective tissue growth factor). Eine Uberpriifung des Einflusses

nekrotischer Zellen auf die ApoJ-Genexpression in zwei weiteren Zelllinien zeigt, dass die Inkubation
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mit nekrotischen Zellen auch in glatten GefdRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 zu einer
Akkumulation von ApoJ-mRNA fiihrt. In embryonalen Dottersackzellen der Zelllinie 10A erfolgt unter
diesen Bedingungen hingegen keine deutliche Regulation der ApoJ-mRNA-Expression. Eine
Genexpressionsanalyse von Mitgliedern der Toll-like Rezeptorfamilie zeigt eine deutliche Korrelation
der Expression von TLR2, TLR3 und TLR4 mit der durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-
Genexpression in Rat1-Fibroblasten, CRL2018- und 10A-Zellen. Wahrend CRL2018-Zellen, die
bereits nach 6-stiindiger Inkubation mit nekrotischen Zellen einen erhdhten ApoJ-mRNA-Gehalt
aufweisen, alle drei Toll-like Rezeptoren exprimieren, konnte in embryonalen Dottersackzellen der
Zelllinie 10A, die bei Inkubation mit nekrotischen Zellen keine deutliche Induktion der ApoJ-
Genaktivitat aufweisen, nur eine schwache Expression von TLR4 nachgewiesen werden. TLR2 und
TLR3 werden in diesen Zellen nicht exprimiert. Embryonale Rat1-Fibroblasten hingegen exprimieren
TLR3 und TLR4. Diese Korrelation ist ein Hinweis darauf, dass TLR2, TLR3 und TLR4 als
signaltransduzierende Rezeptoren die ApoJ-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen vermitteln
konnten und von nekrotischen Zellen exponierte membranassoziierte oder freigesetzte IGsliche

Faktoren als endogene TLR-Agonisten fungieren kénnten.

3.4 Charakterisierung der ApoJ-Regulation durch Toll-like Rezeptoren

Um eine potentielle Beteiligung der Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR3 und TLR4 an der durch
nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genaktivitdt zu Uberprifen, sollte in weiterfihrenden
Experimenten zunachst untersucht werden, ob und gegebenenfalls welche dieser drei Rezeptoren
Einfluss auf die ApoJ-Regulation in vitalen Zellen besitzen. Diese Untersuchungen sollten mit Hilfe
synthetischer und gereinigter Substanzen durchgefiihrt werden, die als spezifische Agonisten fiir die
einzelnen Toll-like Rezeptoren beschrieben sind. Als TLR2-spezifischer Agonist wurde das
kationische Lipohexapeptid PamsCys-Ser-Lys; (PamsCSKy4, (S)-[2,3-Bis(palmitoyloxy)-(2-RS)-
propyl]-N-palmitoyl-(R)-Cys-(S)-Ser-(S)-Lyss-OH) verwendet, das ein synthetisches Analogon zum
immunstimulatorischen N-terminalen Anteil bakterieller Lipoproteine darstellt (Muller et al. 2001,
Toshchakov et al. 2002, Takeuchi et al. 2002). Das synthetische Homopolymer Polyinosin-
Polycytidin (Poly(1:C)), eine doppelstrangige Ribonukleinsaure, ist als spezifischer Agonist fir TLR3
beschrieben (Alexopoulou et al. 2001). Aus dem Gram-negativen Bakterienstamm Salmonella
minnesota R595 isoliertes hochreines Lipopolysaccharid (LPS) wurde als TLR4-spezifischer Agonist

eingesetzt (Tapping et al. 2000).

3.4.1 Einfluss der TLR-spezifischen Agonisten Pams;Cys-Ser-Lys,, Poly(l:C) und
LPS auf die ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen

In einem ersten Experiment sollte zunachst Uberprift werden, ob bei Inkubation glatter
GefalBmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 mit verschiedenen Konzentrationen an Pam3;Cys-Ser-Lys,,
Poly(1:C) und LPS die transkriptionelle Aktivitdt des ApoJ-Gens induziert werden kann. Als Zelllinie

wurden glatte Gefalmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 gewahlt, da diese die Toll-like Rezeptoren
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Abbildung 3.4.1: Einfluss der TLR-spezifischen Agonisten Pam;Cys-Ser-Lys4 Poly(l:C) und LPS auf die
ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-
Zellen, die fur 16h unter serumfreien Bedingungen mit 1ng/ml-10pug/ml des TLR2-spezifischen Agonisten
Pam3Cys-Ser-Lyss bzw. des TLR4-spezifischen Agonisten Lipopolysaccharid (LPS) oder mit 2ug/ml-250pg/mi
des TLR3-spezifischen Agonisten Poly(l:C), einer synthetischen doppelstrangigen RNA, inkubiert wurden.
Kontrollzellen (K) wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert. b) Densitometrische Auswertung der
Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitéaten der entsprechenden
18S-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der Kontrolle (K,
Mittelwert + Standardabweichung der Zweifachbestimmung) dargestellt.
TLR2, TLR3 und TLR4 exprimieren (Abb. 3.3.6). CRL2018-Zellen wurden zunachst fur 24h in 9ml
serumfreiem |TS-supplementiertem Medium prainkubiert und anschlieBend fir 16h unter
serumfreien Bedingungen mit 1ng/ml-10ug/ml PamsCys-Ser-Lys,4, 2ug/mi-250ug/ml Poly(I1:C) bzw.
1ng/ml-10pg/ml LPS inkubiert. Kontrollen wurden in serumfreiem Medium kultiviert. AnschlieRend
wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der CRL2018-Zellen nach Praparation der Gesamt-RNA mittels
Northern-Blot-Analyse untersucht.
Wie in Abbildung 3.4.1 zu sehen ist, fiihrt der TLR2-spezifische Agonist Pam3Cys-Ser-Lys, selbst in
einer Konzentration von 10ug/ml zu keinem signifikanten Anstieg der ApoJ-mRNA-Menge in
serumfrei kultivierten CRL2018-Zellen. Die synthetische doppelstrangige RNA Poly(l:C) hingegen ist
in der Lage, in konzentrationsabhangiger Weise die ApoJ-mRNA-Expression in diesen Zellen zu
induzieren. Bereits eine Konzentration von 2ug/ml des TLR3-spezifischen Agonisten fihrt zu einem
deutlichen Anstieg des ApoJ-mRNA-Gehaltes in CRL2018-Zellen (Faktor 1,7). Zellen, die mit

250ug/ml Poly(I:C) inkubiert wurden, weisen gegenuber den Kontrollen einen um Faktor 6,5

141



Ergebnisse

erhdhten Gehalt an ApoJ-mRNA auf. Der TLR4-spezifische Agonist Lipopolysaccharid (LPS) hat
verglichen mit Poly(l:C) relativ geringen Einfluss auf die ApoJ-Regulation in CRL2018-Zellen. Eine
deutliche Akkumulation von ApoJ-mRNA ist hierbei nur in den Zellen nachweisbar, die mit einer
Konzentration von mindestens 1ug/ml LPS inkubiert wurden (Faktor 1,5). Eine 10-fach hdhere
Konzentration an LPS (10ug/ml) fiihrt zu keinem deutlich starkeren Effekt.

Dass von den eingesetzten Substanzen ausschliellich Poly(l:C) zu einer starken Induktion der
ApoJd-mRNA-Expression in glatten GefaBmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 fiihrt, Iasst vermuten,
dass von den drei Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR3 und TLR4 vor allem die Aktivierung TLR3-
vermittelter Signaltransduktionskaskaden zu einer Induktion der transkriptionellen Aktivitat des ApodJ-
Gens fuhrt. Die Aktivierung einer TLR2- bzw. TLR4-abhangigen Signaltransduktion scheint hingegen
keinen bzw. nur geringen Einfluss auf die transkriptionelle Regulation des ApoJ-Gens zu besitzen.
Mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung ApodJ-spezifischer Antikdrper konnte in parallelen
Experimenten unserer Arbeitsgruppe zudem gezeigt werden, dass es bei Inkubation mit 50ug/mi
Poly(1:C) zu einer deutlich verstarkten Akkumulation von ApoJ im Kulturmedium von CRL2018-Zellen
kommt (M. Schwarz, unveréffentlicht). Dies zeigt, dass die Inkubation mit Poly(I:C) nicht nur die
Expression von ApoJ-mRNA induziert sondern auch zu einer gesteigerten Synthese sowie zu einer

vermehrten Sekretion des reifen Proteins flhrt.

3.4.2 Die ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen wird spezifisch durch

doppelstrangige RNA induziert
TLR3 ist als Rezeptor beschrieben, der spezifisch durch doppelstrangige RNA aktiviert wird
(Alexopoulou et al. 2001, Matsumoto et al. 2002). Um eine TLR3-vermittelte Regulation des ApoJ-
Gens zu bestatigen, sollte in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob die doppelstrangige
Struktur der synthetischen RNA Poly(l:C) notwendig fir die Apod-induzierende Wirkung ist. Hierzu
wurden glatte GefaBmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 nach 24-stindiger Prainkubation in ITS-
suplementiertem serumfreiem Medium fir 16h mit jeweils 10ug/ml und 50ug/ml der doppelstrangigen
RNA Poly(l:C), den beiden einzelstrangigen Ribonukleinsauren Polyinosin (Poly(l)) und Polycytidin
(Poly(C)) sowie 50ug/ml doppelstrangiger DNA in Form von Polydesoxyinosin-Polydesoxycytidin
(Poly(dl:dC)) inkubiert. Zudem sollte Uberprift werden, ob eine vorausgehende Hybridisierung der
beiden komplementaren einzelstrangigen Ribonukleinsduren Poly(l) und Poly(C) zu einer
veranderten ApoJ-mRNA-Expression fuhrt. Hierzu wurde CRL2018-Zellen in einem weiteren Ansatz
jeweils 10ug/ml  Poly(l) und Poly(C) sowie jeweils 50ug/ml Poly(l) und Poly(C) nach
vorangegangener 1-stindiger Hybridisierung in PBS™ bei Raumtemperatur zugesetzt. Kontrollen
wurden in serumfreiem Medium allein inkubiert. Da samtliche synthetischen Nukleinsauren in PBS™
geldst vorlagen, wurde weiteren Zellen ein entsprechendes Volumen an PBS™ zugesetzt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der CRL2018-Zellen nach Praparation der

Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.
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Abbildung 3.4.2: Einfluss synthetischer Nukleinsduren auf die ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-
Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-Zellen, die fiir 16h unter serumfreien
Bedingungen mit jeweils 10pg/ml und 50ug/ml Poly(l:C), Poly(l) und Poly(C) bzw. 50ug/ml Poly(dl:dC) inkubiert
wurden. Weitere Zellen wurden mit Poly(l) und Poly(C) nach 1-stiindiger Hybridisierung dieser beiden
komplementaren  Ribonukleinsduren inkubiert (Poly(l)+Poly(C)). Die Konzentrationen der beiden
Ribonukleinsauren betrug hierbei jeweils 10ug/ml bzw. SOpg/mI. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem Medium
allein inkubiert (Kontrollen). Weiteren Zellen wurde 1ml PBS™ zugesetzt (PBS"') b) Densitometrische Auswertung
der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensititen der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert
der Kontrolle (Mittelwert + Standardabweichung der Vierfachbestimmung) dargestellt. Der ApoJ-mRNA-Gehalt
der mit PBS™ inkubierten Zellen wurde in einer Zweifachbestimmung ermittelt und ist ebenfalls relativ zu den
Kontrollen dargestellt (Mittelwert + Standardabweichung der Zweifachbestimmung).

Neben der doppelstrangigen Ribonukleinsaure Poly(l:C) fihrt auch die Inkubation mit 50ug/ml Poly(1)
und den beiden prahybridisieten komplementaren einzelstrdngigen Ribonukleinsauren
Poly(I)+Poly(C) zu einer deutlichen Induktion der ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen (Abb.
3.4.2). Einzelstrangige RNA in Form von Poly(C) sowie die doppelstrangige DNA Poly(dl:dC) sind
hingegen nicht in der Lage, die transkriptionelle Aktivitdt des ApoJ-Gens deutlich zu erhéhen. Poly(l)
hingegen flhrt in einer Konzentration von 10ug/ml zu einer vergleichsweise schwachen (Faktor 1,8)
und in einer Konzentration von 50ug/ml zu einer deutlichen (Faktor 3,6) Akkumulation von ApoJ-
MmRNA. Zellen, die mit den beiden prahybridisierten komplementaren einzelstrangigen
Ribonukleinsauren Poly(l)+Poly(C) inkubiert wurden, besitzen einen um Faktor 5,4 erhéhten Apod-
MRNA-Gehalt. Dieser Synergismus der ApoJ-induzierenden Wirkung von Poly(l) und Poly(C) lasst

sich hochstwahrscheinlich auf die Ausbildung doppelstrangiger RNA-Strukturen zurtckfihren, die
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wahrend der 1-stindigen Prainkubation durch Hybridisierung beider komplementdren RNAs
miteinander entstanden sind. Dies flihrte zur Rekonstitution der Struktur und der ApoJ-induzierenden
Wirkung von Poly(l:C). Ahnlich kénnte sich die Induktion der ApoJ-Genexpression durch Poly(l)
erklaren lassen, das im Gegensatz zu Poly(C) in der Lage ist, inter- und intramolekulare
doppelstrangige Bereiche auszubilden. Grund hierfir ist die Eigenschaft des Inosins, nicht nur mit
Cytosin, Adenosin oder Uracil zu paaren, sondern auch mit anderen Inosinmolekilen unter
Ausbildung zweier Wasserstoffbriicken Basenpaarungen einzugehen. Poly(C) hingegen bendtigt zur
Ausbildung doppelstrangiger Bereiche die Gegenwart anderer komplementarer Nukleotide wie Inosin
oder Guanosin. Poly(C) alleine ist folglich nicht in der Lage doppelstrangige Strukturen auszubilden,
was erklaren wirde, dass es keinen Einfluss auf die ApoJ-Genexpression von CRL2018-Zellen
besitzt. Dass die synthetische doppelstrangige DNA Poly(dl:dC), die sich in ihrer
Basenzusammensetzung nicht von Poly(l:C) unterscheidet, ebenfalls zu keiner deutlichen
Akkumulation von ApoJ-mRNA flihrt, zeigt zudem, dass die transkriptionelle Aktivitat des ApoJ-Gens
nicht generell durch doppelstrangige Nukleinsduren sondern vielmehr spezifisch durch
doppelstrangige RNA reguliert wird.

Zusammenfassend zeigt dieses Experiment, dass unter Verwendung synthetischer Nukleinsduren
ausschlieBlich die Inkubation mit RNA, die doppelstrangige Strukturen besitzt bzw. ausbilden kann,
zu einer Akkumulation von ApoJ-mRNA in den verwendeten CRL2018-Zellen fiihrt. Dies ist ein
deutlicher Hinweis darauf, dass eine Aktivierung von TLR3, der als Rezeptor flr doppelstrangige
RNA beschrieben ist, zu einer vermehrten Expression von ApodJ in glatten GefalRmuskelzellen der
Zelllinie CRL2018 fihrt.

3.4.3 Additive Wirkung von Pams;Cys-Ser-Lys, und LPS auf die durch Poly(l:C)
induzierte ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen
Da es wahrend der zellularen Nekrose zu einem Verlust der Plasmamembranintegritat kommt, ist es
wahrscheinlich, dass verschiedene potentielle endogene TLR-Agonisten von nekrotischen Zellen
freigesetzt bzw. exponiert werden. Diese koénnten schlie3lich in vitalen Nachbarzellen eine
Aktivierung mehrerer unterschiedlicher Toll-like Rezeptoren bewirken. Denkbar wére, dass neben
doppelstrangiger RNA als TLR3-Agonisten auch diverse Mitglieder der Familie der
Hitzeschockproteine nach Freisetzung aus nekrotischen Zellen als endogene TLR2- bzw. TLR4-
Agonisten fungieren. Dies wiederum kénnte dazu flhren, dass nekrotische Zellen eine parallele
Aktivierung TLR2-, TLR3- und TLR4-vermittelter Signaltransduktionskaskaden in vitalen Zellen
bewirken. Im  Vergleich zur  Aktivierung einzelner  spezifischer = TLR-abhangiger
Signaltransduktionskaskaden kénnte somit in Gegenwart verschiedener TLR-Agonisten die zellulare
Genexpression auf unterschiedliche Weise modifiziert werden. Deshalb sollte in einem weiteren
Experiment untersucht werden, ob verschiedene Kombinationen von Pam;Cys-Ser-Lys, Poly(l:C)
und LPS in unterschiedlicher Weise die Regulation der ApoJ-mRNA-Expression in glatten

GefalBmuskelzellen beeinflussen.
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Hierzu wurden CRL2018-Zellen nach 24-stindiger Prainkubation in 9ml ITS-supplementiertem
serumfreiem Medium fir 18h mit jeweils 1ug/ml Pam;Cys-Ser-Lyss 25ug/ml Poly(1:C) und 1ug/ml
LPS allein sowie mit verschiedenen Kombinationen dieser Substanzen inkubiert. Kontrollen wurden
in serumfreiem Medium kultiviert. AnschlieRend wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der CRL2018-Zellen

nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.
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Abbildung 3.4.3: Additive Wirkung von Pam;Cys-Ser-Lyss und LPS auf die durch Poly(l:C) induzierte
ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-
Zellen, die unter serumfreien Bedingungen fur 18h in Gegenwart (+) oder Abwesenheit (-) von 1ug/ml PamsCys-
Ser-Lyss, 25ug/ml Poly(l:C) und 1ug/ml LPS allein sowie mit verschiedenen Kombinationen dieser TLR-Agonisten
inkubiert wurden. b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitaten der ApoJ-
Banden wurden zu den Intensitaten der entsprechenden 18S-Banden ins Verhalinis gesetzt und sind als relatives
Verhéltnis bezogen auf den Wert der Kontrollen dargestellt (Mittelwert + Standardabweichung der
Zweifachbestimmung).

Wie Abbildung 3.4.3 zeigt, fihrt die Inkubation der CRL2018-Zellen mit Poly(l:C) zu einer starken
Akkumulation von ApoJ-mRNA (Faktor 4,6). Die ApoJ-induzierende Wirkung von Pam3Cys-Ser-Lys,
und LPS ist hingegen deutlich schwacher. Wahrend Zellen, die mit dem TLR2-spezifischen
Agonisten inkubiert wurden (PamsCys-Ser-Lys,), einen um Faktor 1,6 erhéhten ApoJ-mRNA-Gehalt
aufweisen besitzen Zellen, die in Gegenwart von LPS als TLR4-spezifischen Agonisten kultiviert
wurden, eine um Faktor 1,8 erhdhte Menge an ApoJ-mRNA enthalten. Dies bestatigt, dass unter den
verwendeten TLR-Agonisten vor allem die synthetische doppelstrangige RNA Poly(l:C) als TLR3-
spezifischer Agonist zu einer starken Induktion der ApoJ-mRNA-Expression fuhrt. Weiterhin zeigt
dieses Experiment, dass PamsCys-Ser-Lys, in Gegenwart von LPS zu keiner zusatzlichen
Akkumulation von ApoJ-mRNA fiihrt. Dies kénnte daraufhin deuten, dass eine von TLR2 und TLR4
vermittelte Signaltransduktion hinsichtlich der Regulation des ApoJ-Gens redundant ist und in

Gegenwart von 1ug/ml des TLR4-spezifischen Agonisten LPS bereits maximal aktiviert ist. Bei
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Inkubation mit Pol(I:C) und PamsCys-Ser-Lyss bzw. mit Poly(l:C) und LPS ist in beiden Fallen eine
um Faktor 1,4 starkere Akkumulation von ApoJ-mRNA zu beobachten als unter Verwendung von
Poly(l:C) alleine. Dies zeigt, dass eine TLR2- bzw. TLR4-vermittelte Signaltransduktion in additiver
Weise die TLR3-vermittelte Induktion der ApoJ-Genexpression verstarkt. Zudem fihrt die
gemeinsame Inkubation mit allen drei TLR-Agonisten zu einer zusatzlichen Akkumulation von ApoJ-
mMRNA. Zellen, die in Gegenwart von Pam3;Cys-Ser-Lys,, Poly(l:C) und LPS kultiviert wurden, weisen
gegenuber den Kontrollen einen um Faktor 8,0 erhéhten Gehalt an ApoJ-mRNA auf, wohingegen die
Inkubation mit Pam3;Cys-Ser-Lys, und Poly(I:C) bzw. LPS und Poly(l:C) jeweils nur zu einer
6,4-fachen Induktion der ApoJ-Genexpression fiihrt. Dies zeigt, dass in Gegenwart von Poly(l:C)
eine gleichzeitige Aktivierung TLR2- und TLR4-vermittelter Signaltransduktionswege die Apod-
MRNA-Expression in synergistischer Weise beeinflusst.

Zusammenfassend zeigt dieses Experiment, dass die Inkubation von CRL2018-Zellen mit mehreren
verschiedenen TLR-Agonisten zu einer verstarkten Induktion der ApoJ-Genexpression fiihren kann.
Vorrausetzung hierfur ist jedoch die Gegenwart von Poly(l:C) und damit einhergehend die
Aktivierung von TLR3. Zudem weisen Pam3;Cys-Ser-Lys, und LPS hinsichtlich ihrer Apod-
induzierenden Wirkung deutliche Ahnlichkeiten auf, was vermuten lasst, dass in den verwendeten
glatten GefalRmuskelzellen die Aktivierung von TLR2 und TLR4 zu einer Induktion &hnlicher
Signaltransduktionskaskaden fihrt, die gegenliber TLR3-abhangigen Signaltransduktionskaskaden
einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die ApoJ-Genexpression besitzen. Unter der
Vorraussetzung, dass nekrotische Zellen durch Freisetzung bzw. Exposition endogener Agonisten in
TLR-abhangiger Weise die ApoJ-Genexpression in lebenden Zellen induzieren, ware somit denkbar,
dass unterschiedliche Komponenten nekrotischer Zellen verschiedene Toll-like Rezeptoren
aktivieren, welche schlieRlich in kooperativer Weise die Regulation des ApoJ-Gens beeinflussen

kdnnten.

3.4.4 Kinetische Analyse der durch Poly(l:C) induzierten Expression von ApoJ-

mRNA in CRL2018-Zellen
Eine Inkubation von Makrophagen und humanen Embryonalfibroblasten (HEK293) mit Poly(l:C) fiihrt

in TLR3-abhangiger Weise zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und zu einer
Induktion der Expression der Typl-Interferone IFN-a und IFN-B (Alexopoulou et al. 2001, Matsumoto
et al. 2002, Oshiumi et al. 2003, Jiang et al. 2004). Nach Sekretion in den extrazellularen Raum
vermitteln diese Interferone in autokriner/parakriner Weise die Expression weiterer Gene. Somit
lassen sich Gene, deren Expression in TLR3-abhangiger Weise erhdht wird, in zwei verschiedenen
Gruppen aufteilen. Gene wie z.B. IFN-B, fir deren Aktivierung eine funktionelle Proteinbiosynthese
nicht notwendig ist, werden als primar induzierte Gene bezeichnet. Deren Expression wird nach
Aktivierung von TLR3 direkt durch Transkriptionsfaktoren induziert, wobei NF-kB und IRF-3
(interferon regulatory factor 3) eine zentrale Rolle spielen. Fir die TLR3-abhangige Expression einer
zweiten Gruppe von Genen ist hingegen eine funktionelle Proteinbiosynthese notwendig. Diese

werden im Rahmen einer sekundaren Antwort in autokriner/parakriner Weise durch IFN-B und/oder
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IFN-a reguliert Dieser biphasische Charakter der zellularen Antwort nach Aktivierung von TLR3
aulert sich auch im zeitlichen Verlauf der Regulation primar und sekundar induzierter Gene.
Wahrend eine Induktion primar regulierter Gene bereits nach 1-2h erfolgt, ist eine IFN-B-vermittelte
Induktion sekundar regulierter Gene verzogert und erst nach etwa 2-6h detektierbar (Doyle et al.
2002).

Um nahere Informationen dariber zu erhalten, ob die Induktion der ApoJ-Genexpression bei
Inkubation glatter Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 mit Poly(l:C) Teil einer TLR3-
vermittelten primaren oder sekundaren IFN-B-abhangigen Antwort darstellt, sollte der zeitliche
Verlauf der durch Poly(l:C) induzierten ApoJ-Regulation mit dem primar (IFN-B) und sekundar
(TLRS3, iNOS) regulierter Gene verglichen werden. Dass eine Inkubation von Makrophagen und
dendritischen Zellen mit Poly(l:C) zu einer vermehrten Expression des Toll-like Rezeptors 3 sowie zu
einer Induktion der Genexpression der induzierbaren Stickstoffmonoxid- (NO-) Synthase (iNOS,
NOS2) und damit einhergehen zu einer vermehrten Produktion von Stickstoffmonoxid fihrt, wurde
bereits beschrieben (Doyle et al. 2003, Tanabe et al. 2003, Kariko et al. 2004a, Alexopoulou et al.
2001, Punturieri et al. 2004, Whitmore et al. 2004). Wahrend unter diesen Bedingungen die TLR3-
Expression scheinbar ausschlieBlich in autokriner/parakriner Weise durch Typl-Interferone,
insbesondere IFN-B, vermittelt wird, ist fir die Induktion der iINOS-Expression eine zuséatzliche
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB essentiell. Eine IFN-B-induzierte Signaltransduktion
fuhrt hierbei zusammen mit aktiviertem NF-kB in synergistischer Weise zu einer starken Expression
dieses Enzyms (Doyle et al. 2003, Heinz et al. 2003, Fujihara et al. 1994, Gao et al. 1998, Jacobs
und Ignarro 2001, Toshchakov et al. 2002, Heitmeier et al. 1998). Zusatzlich sollte in diesem
Experiment der Einfluss von Poly(l:C) auf die Regulation des Typl-Interferons IFN-a1 als Vertreter
der IFN-a-Multigenfamilie untersucht werden.

Zur Uberpriifung des zeitlichen Verlaufs der durch Poly(l:C) induzierten ApoJ-mRNA-Expression
wurden CRL2018-Zellen nach 24-stiindiger Prainkubation in 9ml ITS-supplementiertem serumfreiem
Medium fir 1-24h mit 50ug/ml Poly(l:C) inkubiert. Kontrollzellen wurden in serumfreiem Medium
kultiviert. Anschliefend wurde der ApoJ-, TLR3-, und iNOS-mRNA-Gehalt der CRL2018-Zellen nach
Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Ebenso wurde mit zwei
Proben verfahren, die von Zellen stammen, die zu Beginn des Experimentes (Oh) geerntet wurden.
Die Analyse des IFN-B- und IFN-a1-mRNA-Gehaltes erfolgte, wie unter 2.2.5.5.2.4 beschrieben,
mittels semiquantitativer RT-PCR unter Verwendung genspezifischer Primer. Hierbei dienten PCRs
mit iINOS-spezifischen Primern als Kontrolle, um das Ergebnis der Northern-Blot-Analyse zu
bestatigen. Zur Uberpriifung der fiir die einzelnen Reaktionen eingesetzten Mengen an revers
transkribierter RNA wurden PCRs mit GAPDH-spezifischen Primern durchgefihrt. Jeweils 10ul (IFN-
B), 5ul (IFN-a1), 10upl (iINOS) und 7,5ul (GAPDH) der entsprechenden PCR-Ansatze wurden

anschlieRend mittels Agarosegelelektrophorese (1,5% Agarose) analysiert.

147



Ergebnisse

Kontrolle Poly(l:C)
a)
0 6 12 24 01 2 3 4 6 9 12 24 h
SRS | ApoJ
. — . - TLR3
- - iNOS
W oo o - oo | 155
1400% 800%
) 1200% c) 700% A
" " [\
1000% / 600% / \
?; 800% 3 500%
Z ° / N — Kontrolle
g A 2 Poly(t:C)
g 300% —— Poly(l:
T Loo% [
/ 200% -
200% — 100% [—egt A —— —
0% T T T T T T T T T T T T T 0% T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
h h
Poly(I:C) K

d)

St 0 1 2 3 4 6 9 12 12 h

1000 bp iINOS
500 bp GAPDH
IFN-B
1000 bp
500bp IFN-a1

Abbildung 3.4.4: Zeitlicher Verlauf der durch Poly(l:C) induzierten ApoJ-, TLR3-, iNOS-, IFN-B- und IFN-a1-
mRNA-Expression in CRL2018-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-Zellen
zu Beginn des Experimentes (0h) und nach Inkubation fir 1-24h mit 50ug/ml Poly(l:C). Kontrollen (K) wurden fir
6h, 12h und 24h mit serumfreiem Medium allein inkubiert. b+c) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-
Analyse aus a). Die Intensitaten der Apod- (b) bzw. TLR3-Banden (c) wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden 18S-Banden ins Verhaltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert zu
Beginn des Experimentes (Oh) dargestellt. Eine Quantifizierung der relativen Mengen an iNOS-mRNA konnte
aufgrund des nicht detektierbaren Hybridisierungssignals bei den Kontrollen nicht durchgefiihrt werden. d)
Semiquantitative RT-PCR zur Analyse des relativen Gehaltes an IFN-B-, IFN-a1- und iNOS-mRNA in CRL2018-
Zellen zu Beginn des Experimentes (Oh) und nach Inkubation fir 1-12h mit 50ug/ml Poly(I:C). Revers
transkribierte RNA aus Zellen, die flir 12h mit serumfreiem Medium allein inkubiert wurden, diente als Kontrolle
(K). Die einzelnen PCR-Ansatze wurden mittels Agarosegelelektrophorese (1,5% Agarose) analysiert. Die GroRke
der einzelnen PCR-Amplifikate betragt 927 bp (iNOS), 239 bp (IFN-B), 389 bp (IFN-a1) bzw. 437 bp (GAPDH).
Zusatzlich wurden 500ng DNA eines Langenstandards (XIV, Roche Diagnostics) aufgetragen (St).
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Die Inkubation glatter GefaRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 mit Poly(I:C) flihrt sowohl zu einer
Akkumulation der ApoJ-mRNA als auch zu einer Erhéhung der Menge an TLR3- und iNOS-
spezifischer mMRNA (Abb. 3.4.4 a). Dies zeigt deutlich, dass die in Makrophagen und dendritischen
Zellen beschriebene Induktion der TLR3- bzw. iNOS-Genexpression durch Poly(l:C) auch in glatten
Gefalkmuskelzellen erfolgt (Doyle et al. 2003, Whitmore et al. 2004). Eine durch Poly(l:C) induzierte
Akkumulation von ApoJ-mRNA ist in diesem Experiment nach etwa 3-4h detektierbar. Im weiteren
Verlauf des Experimentes kommt es zu einem linearen Anstieg des ApoJ-mRNA-Gehaltes in
CRL2018-Zellen. Gegenuber Zellen zu Beginn des Experimentes (0Oh) fiuhrt eine 24-stiindige
Inkubation mit Poly(l:C) zu einer um Faktor 11,8 erhéhten Menge an zellularer ApoJ-mRNA (Abb.
3.4.4 b). Der ApoJ-mRNA-Gehalt der Kontrollzellen, die mit serumfreiem Medium allein inkubiert
wurden, bleibt hingegen lber den gesamten experimentellen Zeitraum von 24h nahezu konstant.
Weiterhin sieht man, dass Poly(l:C) eine transiente Akkumulation von TLR3-mRNA induziert (Abb.
3.44 c). Der Beginn der TLR3-mRNA-Akkumulation erfolgt nach etwa 4h. Nach einer
Inkubationsdauer von 6h ist das Maximum (Faktor 7,5) der Poly(l:C) induzierten TLR3-mRNA-
Akkumulation erreicht. Im weiteren Verlauf des Experimentes nimmt die TLR3-mRNA-Menge der
Zellen wieder ab. Der TLR3-mRNA-Gehalt der Kontrollzellen hingegen bleibt wahrend des gesamten
Experimentes nahezu unverandert. Ein INOS-mRNA-spezifisches Hybridisierungssignal ist in diesem
Experiment nur in den Proben detektierbar, die von Zellen stammen, welche flir mindestens 4h mit
Poly(l:C) inkubiert wurden (Abb. 3.4.4 a). Dies zeigt deutlich, dass in den verwendeten glatten
Gefallmuskelzellen auch die transkriptionelle Aktivitdt des INOS-Gens durch Poly(l:C) positiv
reguliert wird.

Die durch Poly(I:C) induzierte Akkumulation von iNOS-mRNA Iasst sich ebenfalls durch eine
semiquantitative RT-PCR-Analyse der entsprechenden Gesamt-RNAs nachweisen (Abb. 3.4.4 d),
was den quantitativen Charakter dieser Methode bestatigt. Aufgrund der gegenlber der Northern-
Blot-Analyse scheinbar hoheren Sensitivitat Iasst sich mit Hilfe der RT-PCR-Analyse bereits nach
einer 3-stlindigen Inkubation mit Poly(l:C) ein iNOS-spezifisches Transkript in der Gesamt-RNA
nachweisen. Unter Verwendung von RNA aus Zellen zu Beginn des Experimentes (Oh) sowie aus
Zellen, die fur weniger als 3h mit Poly(l:C) oder fir 12h mit serumfreiem Medium allein (K) inkubiert
wurden, ist nach RT-PCR mit iNOS-spezifischen Primern kein PCR-Amplifikat detektierbar. Eine RT-
PCR-Analyse mit spezifischen Primern fur das Typl-Interferon IFN-3 zeigt, dass Zellen, die fur 2-4h
mit Poly(l:C) inkubiert wurden, einen deutlich erhéhten Gehalt an IFN-B-spezifischen Transkripten
aufweisen. Dies lasst auf eine durch Poly(l:C)-induzierte transiente Regulation der IFN-B-
Genexpression in einem Zeitraum von 2-4h schlieBen und zeigt, dass die in Makrophagen,
dendritischen Zellen und Fibroblasten beschriebene Poly(l:C)-induzierte IFN-B-Genexpression auch
in glatten Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 erfolgt. Der Einfluss von Poly(l:C) auf die
transkriptionelle Regulation des Typl-Interferons IFN-a1 ist hingegen weniger stark ausgepragt.
Nach RT-PCR unter Verwendung von RNA aus Zellen, die fir 1h-12h mit Poly(l:C) inkubiert wurden,
sind die Bandenintensitaten der IFN-a1-spezifischen PCR-Amplifikate dennoch deutlich starker als in

den entsprechenden Kontrollproben (0h, 12h Kontrolle). Dies stimmt mit dem beschriebenen,
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gegenuber der IFN-B-Regulation weniger starken Einfluss von Poly(l:C) auf die IFN-a-
Genexpression in Makrophagen Uberein (Alexopoulou et al. 2001). In séamtlichen Proben weisen die
Banden der GAPDH-spezifischen PCR-Amplifikate identische Intensitdten auf. Dies zeigt, dass fiir
alle PCR-Ansatze gleiche Mengen an revers transkribierter RNA eingesetzt wurden und somit die
Unterschiede in der Menge an iNOS-, IFN-B- und IFN-a-spezifischen PCR-Amplifikaten auf
unterschiedliche mRNA-Konzentrationen in den verwendeten Proben zurickzuflhren sein mussen.
Das Ergebnis der dargestellten semiquantitativen RT-PCR konnte in zwei weiteren Experimenten
bestatigt werden.

Vergleicht man den zeitlichen Verlauf der durch Poly(l:C) induzierten Akkumulation von ApoJ-mRNA
mit der durch Poly(l:C) induzierten Regulation primarer (IFN-B) und sekundarer Gene (TLR3, iNOS),
zeigt sich, dass die Induktion der transkriptionellen Aktivierung von ApoJ, TLR3 und iNOS nahezu
zeitgleich etwa 3-4h nach Zugabe von Poly(l:C) erfolgt. Dem vorausgehend wird die Transkription
des IFN-B-Gens bereits nach 1-2h induziert. Dies ist zum einen ein deutlicher Hinweis darauf, dass
mit Poly(l:C) inkubierte CRL2018-Zellen vermehrt funktionelles IFN-B synthetisieren, das nach
Sekretion in autokriner/parakriner Weise die Expression von TLR3 und iNOS vermittelt. Zum
anderen deuten die Ahnlichkeiten im zeitlichen Verlauf der Regulation der TLR3-, iNOS- und ApoJ-
mRNA-Expression darauf hin, dass eine autokrine/parakrine Wirkung von IFN-B auch an der durch

Poly(l:C) induzierten ApoJ-Genexpression beteiligt sein konnte.

3.4.5 Einfluss nicht-synthetischer Ribonukleinsduren auf die ApoJ-mRNA-
Expression in CRL2018-Zellen

Wie gezeigt werden konnte, fihrt ausschlielich die Inkubation mit synthetischen Ribonukleinsaduren,
die doppelstrangige Bereiche besitzen bzw. ausbilden kénnen, zu einer vermehrten ApoJ-mRNA-
Expression in glatten GefaBmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 (Abb. 3.4.2), was ein deutlicher
Hinweis auf eine Beteiligung des Toll-like Rezeptors 3 an der ApoJ-Genregulation ist. Dieser
Rezeptor wird neben Poly(l:C) auch durch andere extrazelluldre doppelstrangige Ribonukleinsauren
wie dem synthetischen Homopolymer Polyadenosin-Polyuridin (Poly(A:U)), siRNA (small interfering
RNA), shRNA (short hairpin RNA) sowie in vitro transkribierter mRNA aktiviert. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass auch isolierte virale doppelstrangige RNA und aus Eiern des Endoparasiten
Schistosoma mansoni praparierte RNA TLR3-Agonisten darstellen (Alexopoulou et al. 2001, Kariko
et al. 2004a, Kariko et al. 2004b, Kariko et al. 2004c, Matsumoto et al. 2003, Aksoy et al. 2005).

Ausgehend von der Hypothese, dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen ebenfalls zu einer
Aktivierung dieses Rezeptors in vitalen Zellen fihrt und in TLR3-abhangiger Weise die Apod-
Genexpression dieser Zellen induziert, lasst vermuten, dass in freigesetzter zellularer RNA
enthaltene doppelstrangige Sekundarstrukturen als potentiell endogene TLR3-Agonisten fungieren
kénnten, welche die ApoJ-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen vermitteln. In diesem
Zusammenhang sollte zun&chst untersucht werden, ob bei Inkubation mit nicht-synthetischen
Ribonukleinsauren, ahnlich wie mit Poly(l:C), die ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen
induziert wird. Hierfir wurden CRL2018-Zellen nach 24-stiindiger Prainkubation in 9ml ITS-
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supplementiertem serumfreiem Medium fir 16h mit jeweils 5ug/ml, 50ug/ml und 500ug/ml aus
Kalbsleber isolierter Gesamt-RNA (Typ V), aus Hefe isolierter Gesamt-RNA (Typ Ill) und aus Hefe
isolierter t-RNA inkubiert. Weitere Zellen wurden mit 10ug/ml und 50ug/ml Poly(l:C) inkubiert.
Kontrollen wurden in serumfreiem Medium kultiviert. Da samtliche Nukleinsauren in PBS™ gelost
vorlagen, wurden weiteren Zellen 1ml PBS™ zugesetzt. Anschliefiend wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt
der CRL2018-Zellen nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.
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Abbildung 3.4.5: Einfluss nicht-synthetischer Ribonukleinsduren auf die ApoJ-mRNA-Expression in
CRL2018-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-Zellen, die fur 16h unter
serumfreien Bedingungen mit 10ug/ml und 50ug/ml Poly(I:C) sowie jeweils 5ug/ml, 50ug/ml und 500ug/ml RNA
aus Kalbsleber, RNA aus Hefe und t-RNA aus Hefe inkubiert wurden. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem
Medium allein inkubiert (Kontrolle). Weiteren Zellen wurde 1ml PBS™ zugesetzt (PBS’/') b) Densitometrische
Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitdten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden 18S-Banden ins Verhéltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der
Kontrolle dargestellt.

Wie Abbildung 3.4.5 zeigt, fihrt neben Poly(l:C) auch eine Inkubation mit Gesamt-RNA aus
Kalbsleber und Hefe sowie aus Hefe isolierter t-RNA zu einer zu einer Akkumulation von ApoJ-
mRNA in CRL2018-Zellen. Dies kénnte auf eine Aktivierung des Toll-like Rezeptors 3 auch durch die
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in diesem Experiment eingesetzten nicht-synthetischen Ribonukleinsduren hindeuten. Verglichen mit
Poly(l:C) sind jedoch relativ hohe Konzentrationen (500ug/ml) an Gesamt-RNA und t-RNA
notwendig, um eine deutliche Erhéhung des zellularen ApoJ-mRNA-Gehaltes zu induzieren.
Wahrend Konzentrationen von 10ug/ml und 50ug/ml Poly(l:C) eine Akkumulation von ApoJ-mRNA
um Faktor 3,9 bzw. 7,0 bewirken, flihrt die Inkubation mit jeweils 500ug/ml der verschiedenen
nicht-synthetischen RNAs zu einem Anstieg der ApoJ-mRNA-Menge um Faktor 1,8-2,2. Dieser
Unterschied lasst sich mdoglicherweise auf einen, gegeniber dem Homopolymer Poly(l:C),
geringeren molaren Anteil doppelstrangiger Bereiche in den verwendeten nicht-synthetischen
Ribonukleinsauren erklaren oder an den Nukleotidsequenzen liegen, die an der Ausbildung von
Sekundarstrukturen beteiligt sind. Fir letztgenannte Moglichkeit spricht, dass im Vergleich zu
Poly(l:C) das synthetische Homopolymer Poly(A:U) deutlich weniger starke TLR3-aktivierende
Eigenschaften besitzt (Alexopoulou et al. 2001). Das Ausmall der ApoJ-mRNA-Expression, das
durch die verwendeten nicht-synthetischen RNAs sowie durch 1x10” nekrotische Zellen induziert
wird, liegt jedoch in etwa auf gleichem Niveau (ca. 2-fach). Somit besteht die Mdglichkeit, dass auch
aus nekrotischen Zellen freigesetzte oder membranassoziierte RNA ApoJ-induzierende Wirkung

besitzen konnte.

3.4.6 Einfluss verschiedener Nukleasen auf die ApoJ-induzierenden

Eigenschaften nekrotischer Zellen

Um eine Beteiligung von Ribonukleinsduren an der Induktion der ApoJ-Genexpression durch
nekrotische Zellen zu lberprifen, wurde in einem weiteren Experiment untersucht, inwiefern eine
Prainkubation mit verschiedenen Nukleasen die Apod-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen
bzw. daraus praparierter |6slicher Faktoren beeinflusst. Fir dieses Experiment wurden drei
verschiedene Endonukleasen mit unterschiedlicher Substratspezifitat verwendet. Zur Uberpriifung
einer Beteiligung von Desoxyribonukleinsauren an der ApoJ-Regulation wurde das Enzym DNase |
eingesetzt, das in sequenzunspezifischer Weise ausschliellich einzelstrangige und doppelstrangige
DNA-Molekile hydrolysiert. Weiterhin wurde das Enzym RNAse A eingesetzt, das spezifisch
einzelstrangige RNA verdaut. Die Ausbildung intramolekularer Sekundarstrukturen ist Grund dafir,
dass in zellularer Gesamt-RNA ein gewisser Anteil doppelstrangiger RNA-Bereiche enthalten ist. Um
den Einfluss dieser doppelstrangigen RNA-Bereiche auf die ApoJ-Genregulation zu Uberprifen,
wurden nekrotische Zellen und daraus praparierte 16sliche Faktoren in weiteren Ansatzen mit dem
Enzym Benzonase inkubiert. Benzonase (EC 3.1.30.2) ist eine rekombinant in E. coli exprimierte
sekretierte Endonuklease des Bakteriums Serratia marcensens, die unspezifisch neben einzel- und
doppelstrangige DNA auch einzelstrangige RNA und zu einem gewissen Anteil doppelstrangige RNA
hydrolysiert (Moreno et al. 1991, Meiss et al. 1999).

Nach Praparation von 5x10° primar nekrotischen CRL2018-Zellen und der l6slichen Fraktion von
5x10° priméar nekrotischen CRL2018-Zellen in Form des 14.000xg Uberstandes wurden diese fiir 4h
bei 37°C mit 400ug/ml RNAse A, 300U/ml Benzonase oder 60kU/ul DNAse | inkubiert.

Entsprechende Kontrollansatze wurden ohne Enzym fiir 4h sowohl bei 37°C als auch bei 4°C
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inkubiert, um eine potentiell unspezifische Degradierung ApoJ-induzierender Faktoren wahrend der
4-stiindigen Inkubation bei 37°C zu erfassen. Nekrotische Zellen und der daraus praparierte
14.000xg Uberstand lagen in serumfreiem Medium vor. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden
jeweils 35l der einzelnen Ansatze mittels nicht-denaturierender Agarosegelelektrophorese (2.2.5.3)
analysiert, um den RNA- und DNA-Verdau auf Vollstandigkeit zu Uberprifen. AnschlieRend wurden
die einzelnen Ansatze fir eine Inkubation mit serumfrei kultivierten CRL2018-Zellen eingesetzt.
Hierzu wurden CRL2018-Zellen nach 24-stiindiger Prainkubation in 9ml ITS-supplementiertem

serumfreiem Medium fir 16h mit jeweils 1ml der einzelnen Ansatze inkubiert. Dies entsprach einer
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Abbildung 3.4.6: Einfluss verschiedener Nukleasen auf die ApoJ-induzierenden Eigenschaften
nekrotischer Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15ug Gesamt-RNA aus CRL2018-Zellen, die fiir 16h unter
serumfreien Bedingungen mit 5x10° primar nekrotischen CRL2018-Zellen (NZ) und daraus praparierten
14.000xg Uberstand (U) inkubiert wurden. Nekrotische Zellen sowie der 14.000xg Uberstand wurden zuvor
jeweils fir 4h ohne Nukleasen bei 4°C (NZ 4°C, U 4°C) und 37°C (NZ, U) bzw. mit 400ug/ml RNAse A,
300U/ml Benzonase und 60kU/ul DNAse | fir 4h bei 37°C inkubiert. Kontrollzellen wurden mit serumfreiem
Medium allein inkubiert (Kontrolle). b) Densitometrische Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die
Intensitaten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der entsprechenden GAPDH-Banden ins Verhaltnis
gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der entsprechenden Kontrolle dargestellt.
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Menge von 5x10° primar nekrotischen CRL2018-Zellen bzw. der Iéslichen Fraktion (14.000%g
Uberstand) von 5x10° primar nekrotischen CRL2018-Zellen. Kontrollen wurde 1ml serumfreies
Medium zugesetzt. Anschlielend wurde der ApoJ-mRNA-Gehalt der CRL2018-Zellen nach
Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.

Abbildung 3.4.6 zeigt, dass die Prainkubation nekrotischer Zellen mit Benzonase sowie die
Prainkubation der I6slichen Fraktion nekrotischer Zellen mit RNAse A, Benzonase oder DNAse | zu
keiner Verminderung der ApodJ-induzierenden Eigenschaften fihrt. Unabhangig von den
Bedingungen wahrend der 4-stiindigen Prainkubation induzieren nekrotische Zellen bzw. daraus
praparierter 14.000xg Uberstand eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in CRL2018-Zellen
(Faktor 1,8-2,3). Vor Beginn des Experimentes war nach nicht-denaturierender
Agarosegelelektrophorese und anschlieRender Ethidiumbromidfarbung keine RNA in den mit
RNAse A und Benzonase verdauten Ansatzen detektierbar (ohne Abbildung). Dies zeigt, dass die
ApoJ-induzierenden Faktoren nekrotischer Zellen resistent gegenliber einem 4-stlindigem Verdau
mit den hier verwendeten Nukleasen sind und deutet darauf hin, dass weder DNA noch RNA an der
durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-Zellen beteiligt ist. Um
dies zu bestatigen und somit eine Beteiligung doppelstrangiger RNA an der ApoJ-Regulation definitiv
auszuschliel3en, ist es jedoch notwendig, das Enzym RNAse Il in weiterfilhrende Untersuchungen
einzubeziehen. Dieses Enzym hydrolysiert spezifisch doppelstrangige RNA und ist unter
physiologischen Bedingungen in der Lage, die TLR3-aktivierenden Eigenschaften aus Eiern des

Parasiten Schistosoma mansoni isolierter RNA vollstandig zu inaktivieren (Aksoy et al. 2005).

3.4.7 Einfluss von Pam;Cys-Ser-Lys4, Poly(l:C) und LPS auf die ApoJ-mRNA-
Expression in Rat1- Fibroblasten und 10A-Zellen

Wie unter 3.3.6 gezeigt werden konnte, unterscheiden sich die in dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien CRL2018, Rat1 und 10A in der Expression verschiedener Toll-like Rezeptoren. Wahrend
glatte Muskelzellen der Zelllinie CRL2018 TLR2, TLR3 und TLR4 exprimieren, beschrankt sich die
Expression in embryonalen Rattenfibroblasten der Zelllinie Rat1 auf TLR3 und TLR4. Murine
embryonale Dottersackzellen der Zelllinie 10A hingegen exprimieren weder TLR2 noch TLR3 und
scheinbar nur geringe Mengen an TLR4. Um eine Abhangigkeit der durch die verschiedenen TLR-
Agonisten induzierten Genregulation von der Expression des jeweiligen Toll-like Rezeptors zu
Uberprifen, sollte in einem weiteren Experiment der Einfluss von Pam3;Cys-Ser-Lys4, Poly(l:C) und
LPS auf die transkriptionelle Regulation des ApoJ-, MMP3- und iNOS-Gens von CRL2018-, Rat1-
und 10A-Zellen untersucht werden. Vergleichend hierzu sollte der Einfluss nekrotischer Zellen auf
die Regulation dieser Gene uberpriift werden.

CRL2018-Zellen, Rat1-Fibroblasten und 10A-Zellen wurden nach 24-stiindiger Prainkubation in 9ml
ITS-supplementiertem serumfreiem Medium fiir 18h mit jeweils 5x10° primar nekrotischen MEF-1-
Zellen (embryonale Mausfibroblasten), 1ug/ml Pam3;Cys-Ser-Lyss 50ug/ml Poly(1:C) und 1ug/ml LPS

in einem Gesamtvolumen von 10ml inkubiert. Entsprechende Kontrollen wurden jeweils in

154



Ergebnisse

serumfreiem Medium allein kultiviert. AnschlieBend wurde der ApoJ-, MMP-3-, bzw. iINOS-mRNA-

Gehalt der Zellen nach Praparation der Gesamt-RNA mittels Northern-Blot-Analyse untersucht.
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Abbildung 3.4.7: Einfluss von Pam3;Cys-Ser-Lyss, Poly(l:C), LPS und nekrotischen Zellen auf die ApoJ-,
MMP-3- und iNOS-mRNA-Expression in CRL2018-, Rat1- und 10A-Zellen: a) Northern-Blot-Analyse von 15p%
Gesamt-RNA aus CRL2018-, Rat1- und 10A-Zellen, die unter serumfreien Bedingungen fiir 18h mit jeweils 5x10
primar nekrotischen MEF-1-Zellen (NZ), 1ug/ml PamsCys-Ser-Lyss (PamszCSK4), 25ug/ml Poly(l:C) und 1ug/ml
LPS inkubiert wurden. Kontrollen (K) wurden mit serumfreiem Medium allein inkubiert. b) Densitometrische
Auswertung der Northern-Blot-Analyse aus a). Die Intensitédten der ApoJ-Banden wurden zu den Intensitaten der
entsprechenden 18S-Banden ins Verhéltnis gesetzt und sind als relatives Verhaltnis bezogen auf den Wert der

entsprechenden Kontrollen dargestellt.
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Wie in Abbildung 3.4.7 zu sehen ist, bestatigt dieses Experiment, dass die Inkubation mit
nekrotischen Zellen nur in glatten Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 und embryonalen
Fibroblasten der Zelllinie Rat1, nicht jedoch in embryonalen Dottersackzellen der Zelllinie 10A eine
Akkumulation von ApoJ-mRNA induziert (CRL2018: Faktor 1,8; Rat1: Faktor 1,5). Gleiches gilt fur
die Inkubation mit Poly(I:C), das nur in den beiden TLR3-exprimierenden Zelllinien CRL2018 und
Rat1, nicht jedoch in 10A-Zellen zu einer Erhéhung der ApoJ-mRNA-Expression flhrt. Dies bestéatigt,
dass eine durch Poly(l:C) induzierte Aktivierung der ApoJ-Gentranskription in TLR3-abhangiger
Weise erfolgt. Das Ausmal} der durch Poly(l:C) induzierten Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-
Fibroblasten (Faktor 2,1) ist jedoch deutlich geringer als in CRL2018-Zellen (Faktor 6,3). Wahrend in
CRL2018-Zellen die Inkubation mit Pam3Cys-Ser-Lys, und LPS jeweils eine Erhéhung des Apod-
MmRNA-Gehaltes um Faktor 1,9 induziert, besitzen diese beiden TLR-Agonisten keinen deutlichen
Einfluss auf die ApoJ-mRNA-Expression in Rat1-Zellen. In 10A-Zellen flihrt neben der Inkubation mit
nekrotischen Zellen und Poly(l:C) auch die Inkubation mit Pam3Cys-Ser-Lys, und LPS zu keinem
Anstieg der intrazellularen ApoJ-mRNA-Menge.

Eine Untersuchung des zellularen Gehaltes an MMP-3-mRNA zeigt, dass nur in RNA, die aus Rat1-
Fibroblasten = stammt, eine mittels Northern-Blot-Analyse  detektierbare Menge an
MMP-3-spezifischer mRNA vorhanden ist. Dies bestatigt, dass von den drei verwendeten Zelllinien
scheinbar ausschlieRlich Rat1-Zellen dieses Enzym exprimieren. Zudem wird die MMP-3-mRNA-
Expression der Rat1-Fibroblasten nicht nur bei Inkubation mit nekrotischen Zellen, sondern auch in
Gegenwart der TLR3- bzw. TLR4-spezifischen Agonisten Poly(l:C) und LPS induziert. Unterschiede
bestehen jedoch im Ausmall der MMP-3-induzierenden Wirkungen. Wahrend nekrotische Zellen
eine 1,6-fache MMP-3-mRNA-Akkumulation induzieren, fihrt die Inkubation mit Poly(l:C) und LPS zu
einem deutlich starkeren Anstieg des zellularen MMP-3-mRNA-Gehaltes (Faktor 14,7 bzw. Faktor
5,1). Pam3Cys-Ser-Lys, hingegen besitzt keinen Einfluss auf die MMP-3-mRNA-Expression in Rat1-
Fibroblasten, was vermutlich auf die fehlende Expression von TLR2 in diesen Zellen zurtickzufiihren
ist.

Eine Analyse der transkriptionellen Regulation der iNOS-Genexpression zeigt, dass nur in Gesamt-
RNA aus CRL2018- und Rat1-Zellen, die mit Poly(l:C) inkubiert wurden, durch Northern-Blot
nachweisbare Mengen an iNOS-spezifischer mRNA vorhanden sind. In der entsprechenden Probe
TLR3-negativer 10A-Zellen hingegen ist kein iNOS-mRNA-spezifisches Hybridisierungssignal
detektierbar. Dies deutet darauf hin, dass auch in Rat1-Fibroblasten die Inkubation mit Poly(l:C) in
TLR3-abhangiger Weise die Expression Interferon-regulierter Gene induziert. Die Inkubation mit
nekrotischen Zellen, Pam;Cys-Ser-Lys, und LPS hingegen fiuhrt scheinbar in keiner der drei
verwendeten Zelllinien zu einer Induktion der iNOS-mRNA-Expression.

Dass in Rat1-Fibroblasten neben nekrotischen Zellen ausschlief3lich die Inkubation mit Poly(1:C) zu
einer deutlichen Akkumulation von ApoJ-mRNA fihrt, konnte ein weiterer Hinweis auf eine
Beteiligung von TLR3 an der durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression sein. Da in
CRL2018-Zellen der ApoJ-mRNA-Gehalt zudem durch Pam3;Cys-Ser-Lys, und LPS erhéht wird,

ware eine zelltypspezifische Beteiligung von TLR2 und TLR4 an der durch nekrotische Zellen
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induzierten ApoJ-Genregulation in glatten GefaBmuskelzellen denkbar. Interessanterweise I1asst sich
in Rat1-Fibroblasten auch die MMP-3-Genexpression durch Poly(l:C) und LPS induzieren, was
darauf hindeuten koénnte, dass in diesen Zellen TLR3 und TLR4 auch die MMP-3-induzierende
Wirkung nekrotischer Zellen vermitteln. Zudem zeigt dies deutlich, dass eine durch LPS aktivierte
TLR4-abhangige Signaltransduktion in Rat1-Fibroblasten funktionell ist, jedoch keinen deutlichen
Einfluss auf die ApoJ-Genexpression in diesen Zellen besitzt. Ein deutlicher Unterschied besteht
aber in der durch Poly(l:C) und durch nekrotische Zellen induzierten Regulation der iNOS-
Genexpression. Wahrend Poly(l:C) in den beiden TLR3-exprimierenden Zelllinien CRL2018 und
Rat1 zu einer Akkumulation der iNOS-mRNA fiihrt, scheint die Inkubation mit nekrotischen Zellen die

Regulation dieses Gens nicht zu beeinflussen.

3.4.8 Einfluss nekrotischer Zellen auf die IFN-B- und IFN-a1-mRNA-Expression in
Rat1-Fibroblasten

Wie gezeigt werden konnte, flihrt eine Aktivierung des Toll-like Rezeptors 3 durch den spezifischen
Agonisten Poly(l:C) zu einer Induktion der Genexpression von Typl-Interferonen sowie zu einer
Akkumulation von ApoJ-mRNA in CRL2018-Zellen (Abb. 3.4.4). Geht man davon aus, dass
bestimmte Komponenten nekrotischer Zellen in der Lage sind, diesen Rezeptor zu aktivieren, so
sollte die Inkubation TLR3-exprimierender Zellen mit nekrotischen Zellen ebenfalls zu einer
vermehrten Transkription von IFN-a-Genen sowie des IFN-B-Gens fiihren. Dass neben einer
Inkubation mit nekrotischen Zellen ausschliel3lich Poly(l:C), nicht jedoch Pam3;Cys-Ser-Lys, und
LPS, eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten bewirkt (Abb. 3.4.7), deutet darauf
hin, dass zumindest in diesen Zellen TLR3 eine zentrale Rolle in der durch nekrotische Zellen
induzierten ApoJ-Genaktivitdt spielen konnte. Deshalb sollte in einem weiteren Experiment der
Einfluss nekrotischer Zellen auf die IFN-a1- und IFN-B-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten
untersucht werden.

Hierzu wurden entsprechende RNA-Proben des unter 3.3.4 dargestellten Experimentes zunachst
revers transkribiert und anschlieRend mittels semiquantitativer RT-PCR unter Verwendung IFN-a1-
und IFN-B-spezifischer Primer analysiert. Die Gesamt-RNA stammte hierbei aus serumfrei
kultivierten Rat1-Fibroblasten, die fur 1-24h mit 1x107 primar nekrotischen Rat1-Zellen bzw. fir 3-
24h mit serumfreiem Medium allein (Kontrollen) inkubiert wurden. PCRs mit MMP-3-spezifischen
Primern dienten in diesem Experiment als Kontrolle, um zum einen das Ergebnis der unter 3.3.4
dargestellten Northern-Blot-Analyse zu bestatigen und zum anderen den quantitativen Charakter der
PCR-Analyse zu Uberprifen. PCRs mit GAPDH-spezifischen Primern dienten zur Uberpriifung der
fur die einzelnen Reaktionen eingesetzten Mengen an revers transkribierter RNA. Jeweils 17l (IFN-
B), 12ul (IFN-a1), 4ul (MMP-3) und 3pl (GAPDH) der einzelnen PCR-Ansatze wurden anschliel3end

mittels Agarosegelelektrophorese (1,5% Agarose) analysiert.
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Abbildung 3.4.8: Einfluss nekrotischer Zellen auf die IFN-B- und IFN-a1-mRNA-Expression in Rat1-
Fibroblasten: Semiquantitative RT-PCR zur Analyse des relativen Gehaltes an IFN-B-, IFN-a1- und MMP-3-
mRNA in Rat1-Zellen, die fir 1-24h mit 1x10’ primar nekrotischen Rat1-Zellen inkubiert wurden. Gesamt-RNA
aus Rat1-Zellen, die fir 3-24h in serumfreiem Medium allein kultiviert wurden, diente als Kontrolle. Die
einzelnen PCR-Ansatze wurden mittels Agarosegelelektrophorese (1,5% Agarose) analysiert. Die GréRRe der
einzelnen PCR-Amplifikate betragt 239 bp (IFN-B), 389 bp (IFN-a1), 685 bp (MMP-3) bzw. 437 bp (GAPDH).
Zusatzlich wurden 500ng DNA eines Langenstandards (XIV, Roche Diagnostics) aufgetragen (St).

Wie Abbildung 3.4.8 zeigt, fiuhrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen sowohl zu einer Akkumulation
von IFN-B- als auch IFN-a1-mRNA in Rat1-Fibroblasten. Wahrend in den Kontrollproben nur sehr
geringe Mengen der entsprechenden PCR-Amplifikate enthalten sind, weisen die Proben, die mit
nekrotischen Zellen inkubierten Rat1-Fibroblasten entsprechen, einen deutlich héheren Gehalt an
IFN-B- und IFN-a1-spezifischen PCR-Amplifikaten auf. Dies zeigt, dass es als Folge der Inkubation
mit nekrotischen Zellen zu einer Akkumulation der beiden Typl-Interferon-mRNAs in Rat1-
Fibroblasten gekommen ist. Der zeitliche Verlauf der IFN-B- und IFN-a1-mRNA-Expression deutet
darauf hin, dass es in einem Zeitraum von 1-3h nach Zugabe nekrotischer Zellen zu einer Induktion
der transkriptionellen Aktivitat beider Gene kommt. Nach 6h erreicht der IFN-B- und IFN-a1-mRNA-
Gehalt der Zellen ein Niveau, das anschlieBend fir mindestens 18h konstant bleibt. Der hier
dargestellte zeitliche Verlauf der IFN-B-Genregulation unterscheidet sich jedoch von dem der durch
Poly(I:C) induzierten IFN-B-Genexpression in CRL2018-Zellen. Es zeigt sich, dass der TLR3-
spezifische Agonist eine deutlich starkere sowie transiente IFN-B-mRNA-Expression in CRL2018-
Zellen induziert (Abb. 3.4.4). Hinsichtlich des Einflusses auf die Regulation des IFN-a1-Gens
scheinen jedoch kaum Unterschiede zwischen Poly(I:C) und nekrotischen Zellen zu bestehen. Wie
bereits die Analyse der entsprechenden Gesamt-RNAs mittels Northern-Blot zeigte, fiihrt die
Inkubation mit nekrotischen Zellen nach etwa 6h zu einer Induktion der MMP-3-mRNA-Expression
von Rat1-Fibroblasten (Abb. 3.3.4). Dass sich diese Regulation der MMP-3-Genexpression auch in
vorliegendem Experiment nachvollziehen lasst, bestatigt den quantitativen Charakter der
durchgefihrten RT-PCR-Analyse. Zudem weisen die Banden der GAPDH-spezifischen PCR-
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Amplifikate aller Proben nahezu identische Intensitdten auf. Dies zeigt, dass fir alle PCR-Ansatze
gleiche Mengen an revers transkribierter RNA eingesetzt wurden und somit die Unterschiede in der
Menge an MMP-3-, IFN-B- und IFN-a-spezifischen PCR-Amplifikaten auf jeweils unterschiedliche
mRNA-Konzentrationen in den verwendeten Gesamt-RNAs zurtickzufiihren sein mussen.

Zusammenfassend zeigt dieses Experiment, dass Poly(l:C) und nekrotische Zellen neben der
Induktion der ApoJ-Genexpression in TLR3-exprimierenden Zellen und einer Induktion der MMP-3-
Genaktivitat in Rat1-Fibroblasten auch die gemeinsame Eigenschaft besitzen, die Expression der
beiden Typl-Interferone IFN-B- und IFN-a1 zu induzieren. Dies konnte als weiterer Hinweis
angesehen werden, dass bei Inkubation mit nekrotischem Zellmaterial eine Aktivierung TLR3-
vermittelter Signaltransduktionswege in lebenden Zellen erfolgt. Weiterhin zeigt dieses Experiment,
dass die bei Inkubation mit nekrotischen Zellen beschriebene Induktion der IFN-a- und IFN-B-
Expression in primaren dendritischen Zellen und primaren humanen Fibroblasten auch in

embryonalen Fibroblasten der Zelllinie Rat1 erfolgt (Kariko et al. 2004a, Brentano et al. 2005).

3.4.9 Zusammenfassung und weiterfiihrende Arbeiten

Wie im vorausgehenden Abschnitt gezeigt werden konnte, besitzen die verschiedenen TLR-
spezifischen Agonisten PamsCys-Ser-Lys,, Poly(I:C) und LPS eine ApodJ-induzierende Wirkung auf
glatte Gefalmuskelzellen der Zelllinie CRL2018. Dies wirde die Hypothese einer potentiellen
Beteiligung von Toll-like Rezeptoren an der durch nekrotische Zellen induzierten Regulation des
ApoJ-Gens unterstitzen. Unter den verwendeten Substanzen induziert der TLR3-spezifische
Agonist Poly(l:C), eine synthetische doppelstrangige RNA, die starkste Akkumulation von ApoJ-
mRNA. Dass zum einen der doppelstrangige Charakter von Poly(l:C) fir dessen ApoJ-induzierende
Wirkung notwendig ist und zum anderen Poly(I:C) nur in den beiden TLR3-exprimierenden Zelllinien
CRL2018 und Rat1, nicht jedoch in TLR3-negativen embryonalen Dottersackzellen der Zelllinie 10A
zu einer vermehrten ApoJ-Genexpression fuhrt, ist ein sehr deutlicher Hinweis darauf, dass die
Expression des ApoJ-Gens im Rahmen TLR3-vermittelter Signaltransduktionswege reguliert wird.
Aufgrund des zeitlichen Verlaufs der durch Poly(l:C) induzierten ApoJ-Genexpression scheint sich
Apod hierbei in die Gruppe sekundar regulierter Gene einordnen zu lassen, denen eine vermehrte
Expression des primar regulierten Typl-Interferons IFN-B vorausgeht. Weiterhin deuten die
durchgefiihrten Experimente darauf hin, dass in CRL2018-Zellen TLR2- und TLR4-vermittelte
Signaltransduktionswege hinsichtlich einer Aktivierung der ApoJ-Gentranskription redundant sind
und verglichen mit Poly(I:C) zu einer deutlich geringeren Akkumulation von ApoJ-mRNA flhren.
Dass Pam3Cys-Ser-Lys4 und LPS in additiver Weise die durch Poly(l:C) induzierte Akkumulation von
ApoJ-mRNA verstarken, zeigt zudem, dass eine parallele Aktivierung von TLR2 und TLR3 bzw.
TLR4 und TLR3 einen zusatzlichen positiven Einfluss auf die Regulation des ApoJ-Gens besitzt.
Dass unter den verwendeten TLR-Agonisten der TLR3-spezifische Agonist Poly(I:C) die starkste
Akkumulation von ApoJ-mRNA in CRL2018-Zellen induziert, nach Inkubation mit nekrotischen Zellen
ausschlieB3lich in den beiden TLR3-exprimierenden Zelllinien CRL2018 und Rat1 eine vermehrte

ApoJ-mRNA-Expression nachweisbar ist und LPS trotz der Expression von TLR4 keinen deutlichen
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Einfluss auf die ApoJ-Genregulation in Rat1-Fibroblasten besitzt, kénnte darauf hindeuten, dass von
den untersuchten Toll-like Rezeptoren mdglicherweise TLR3 eine zentrale Rolle in der durch
nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression spielt. Dass auch die Inkubation mit nicht
synthetischen Ribonukleinsauren, insbesondere t-RNA, eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in
CRL2018-Zellen induziert, deutet in diesem Zusammenhang darauf hin, dass freigesetzte bzw.
membranassoziierte RNA die ApoJ-induzierende Komponente nekrotischer Zellen darstellt (Kariko et
al. 2004a, Brentano et al. 2005). In zellularer RNA enthaltene doppelstrangige Sekundarstrukturen
kénnten hierbei als potentielle endogene TLR3-Agonisten fungieren. Dass eine 4-stlindige
Prainkubation nekrotischer Zellen und daraus prapariertem Uberstand (14.000xg) mit verschiedenen
Nukleasen (RNAse A, Benzonase, DNAse |) deren Apod-induzierende Wirkung nicht vermindert,
spricht zunachst gegen eine Beteiligung von Nukleinsduren an der durch nekrotische Zellen
induzierten ApoJ-Genexpression (Abb. 3.4.6). Um eine Beteiligung doppelstrangiger RNA an der
ApoJ-Regulation definitiv auszuschlief3en, sind jedoch weiterflihrende Untersuchungen notwendig. In
diesem Zusammenhang kénnte untersucht werden, inwiefern ein Verdau mit dem Enzym RNAse III,
das spezifisch doppelstrangige RNA hydrolysiert, die Apod-induzierenden Eigenschaften
nekrotischer Zellen vermindert (Aksoy et al 2005). Alternativ hierzu ware es mdglich, den Verdau
nekrotischer Zellen mit RNAse A unter salzfreien Bedingungen durchzuflihren. Wie Aksoy et al.
zeigen konnten, lassen sich die TLR3-aktivierenden Eigenschaften aus Eiern des Parasiten
Schistosoma mansoni isolierter RNA sowie von Poly(l:C) unter salzfreien Bedingungen, nicht jedoch
in Gegenwart physiologischer Salzkonzentrationen, durch RNAse A vollstandig inaktivieren (Aksoy
et al. 2005). Zudem koénnte untersucht werden, ob eine langere Inkubation (>4h) mit RNAse A und
Benzonase die ApoJ-induzierenden Eigenschaften nekrotischer Zellen vermindert. Eine parallele
Inkubation von Poly(l:C) mit entsprechenden Nukleasen wéare in allen Fallen eine geeignete
Kontrolle, um unter den gewahlten Bedingungen eine effiziente Inaktivierung TLR3-aktivierender
Eigenschaften doppelstrangiger RNA zu Uberprifen. Durch Inkubation von CRL2018- bzw. Rat1-
Zellen kénnten die ApoJ-induzierenden Eigenschaften einzelner Reaktionsansatze anschlielRend
mittels Northern- oder Western-Blot-Analyse untersucht werden. Dass Poly(l:C) und nekrotische
Zellen neben ihrer ApoJ-induzierenden Wirkung weiterhin die gemeinsame Eigenschaft besitzen, die
Expression der beiden Typl-Interferone IFN-B und IFN-a1 sowie eine Akkumulation von MMP-3-
mMRNA in Rat1-Fibroblasten zu induzieren, konnte ein weiterer Hinweis darauf sein, dass es in
vitalen Zellen in Gegenwart von nekrotischem Zellmaterial zu einer Aktivierung TLR3-vermittelter
Signaltransduktionskaskaden kommt.

Um einen klaren Beweis flir eine Beteiligung von TLR3 an der durch nekrotische Zellen induzierten
Regulation der ApoJ-Genexpression zu erhalten, ware es zunachst notwendig, durch Transfektion
der TLR3-negativen 10A-Zellen mit einem TLR3-Expressionsplasmid Zellen zu generieren, die eine
stabile Expression von rekombinantem TLR3 aufweisen. Durch eine vergleichende Untersuchung
des Einflusses nekrotischer Zellen auf die ApoJ-Regulation von Wildtypzellen und TLR3-
Transfektanten ware im Anschluss eine klare Aussage hinsichtlich der Beteiligung von TLR3 an der

durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression moglich. In alternativen Experimenten
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konnte mittels RNAi (RNA interference) unter Verwendung sequenzspezifischer siRNAs (small
interference RNA) die Auswirkung einer Suppression der TLR3-Expression in CRL2018-Zellen und
Rat1-Fibroblasten auf die durch nekrotische Zellen induzierte ApoJ-Genexpression dieser Zellen
untersucht werden (Li et al. 2005). Dariuber hinaus kdnnte eine funktionelle Inhibierung dieses
Rezeptors in CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten durch Expression von mutiertem TLR3 mit

deletierter TIR-Domane und dominant-negativer Wirkungsweise erfolgen (Alexopoulou et al. 2001).
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4 Diskussion

41 Einfluss des Glutaminsupplements N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin auf

Zellvitalitat und ApoJ-Genexpression kultivierter Rat1-Fibroblasten

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, fuhrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen zu einer
vermehrten Transkription des ApoJ-Gens in serumfrei kultivierten Fibroblasten der Zelllinie Rat1. Fir
diesen Effekt ist jedoch die Gegenwart von extrazelluldarem L-Glutamin im Kulturmedium notwendig.
Dass diese Aminosaure selbst eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in serumfrei kultivierten Rat1-
Fibroblasten bewirkt, hat zur Folge, dass verschiedene Glutaminsupplemente in Abhangigkeit von
den verwendeten Kulturbedingungen (+/- Serum, +/- nekrotische Zellen) in unterschiedlicher Weise
nicht nur das Proliferationsverhalten und die Zellvitalitit, sondern auch die transkriptionelle
Regulation der ApoJ-Genexpression in Kkultivierten Rat1-Fibroblasten beeinflussen. Unter
serumhaltigen Kulturbedingungen weisen diese Zellen unabhangig von der Art des verwendeten
Glutaminsupplements ihr typisches Proliferationsverhalten auf. Zudem ist in Gegenwart von Serum,
hinsichtlich der Regulation des ApoJ-Gens, kein Unterschied zwischen den verschiedenen
Glutaminformen feststellbar. N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, L-Alanyl-L-Glutamin sowie freies L-
Glutamin unterscheiden sich jedoch in ihrer Eigenschaft, ein Uberleben serumfrei kultivierter Rat1-
Fibroblasten zu gewahrleisten. Dies wiederum wirkt sich auf die Regulation der ApoJ-Genexpression
in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten aus. So stellte sich im Verlauf der vorliegenden Arbeit
heraus, dass unter Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als stabilem Glutaminsupplement
das relative Ausmall einer durch nekrotischen Zellen induzierten Erhéhung der ApoJ-
Gentranskription beeinflusst wird (Abb. 3.2.11.2 a, b). Grund hierflr scheint eine Hydrolyse des N-
acetylierten Dipeptids durch das aus nekrotischen Zellen freigesetzte zytosolische Enzym
Acylpeptidhydrolase zu sein. Kontrollzellen sind unter diesen Bedingungen scheinbar nicht in der
Lage, das in Form des N-acetylierten Dipeptids vorliegende L-Glutamin zu verwerten und sterben
folglich aufgrund eines Mangels an verfiigbarem L-Glutamin ab. Fir die Northern-Blot-Analysen
wurde jedoch ausschliel3lich der Anteil an Kontrollzellen verwendet, der in der Lage war, unter
diesen Bedingungen zu Uberleben. Es stellte sich heraus, dass es in diesen Zellen zu keiner
Akkumulation von ApoJ-mRNA kommt. Werden die Rat1-Fibroblasten jedoch in Gegenwart von L-
Glutamin unter serumfreien Bedingungen kultiviert, weisen diese nach 48h einen um Faktor 3,1-3,6
erhohten Gehalt an ApoJ-mRNA auf. Hieraus lasst sich schlieRen, dass sich die unter serumfreien
Bedingungen und unter Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin beobachtete ApoJ-
induzierende Wirkung nekrotischer Zellen ebenfalls zum Teil auf eine Hydrolyse des N-acetylierten
Dipeptids und der damit zusammenhangenden Entstehung von freiem L-Glutamin zurtckfihren
lasst. Hierbei scheint diese Aminosadure zum einen selbst ApoJ-induzierende Eigenschaften zu
besitzen und zum anderen fir eine zusatzliche Erhéhung der ApoJ-Genexpression durch weitere
unbekannte Komponenten nekrotischer Zellen bendtigt zu werden.

Aufgrund des unterschiedlichen Einflusses verschiedener Glutaminsupplemente auf Zellvitalitat,

Proliferation sowie die Regulation der ApoJ-Genexpression in kultivierten Rat1-Fibroblasten soll
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zunachst auf die Verwendung stabiler Glutaminsupplemente als Ersatz fiir freies L-Glutamin in
Zellkulturmedien eingegangen sowie deren potentielle Wirkungsmechanismen unter verschiedenen
Kulturbedingungen erldutert werden. Anschliefend soll eine Betelligung des Enzyms
Acylpeptidhydrolase an der zytoprotektiven und ApoJ-induzierenden Wirkung nekrotischer Zellen auf
serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten unter Verwendung des stabilen Glutaminsupplements
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin diskutiert werden.

4.1.1 L-Glutamin-enthaltende Dipeptide als stabile Glutaminsupplemente von
Zellkulturmedien

Glutamin wird als nicht essentielle Aminosaure klassifiziert, da Saugerzellen in der Lage sind,
Glutamin in einem bestimmten Umfang zu synthetisieren. Unter bestimmten Bedingungen jedoch,
wie z.B. bei starker zellularer Proliferation, kann die bendtigte Menge an Glutamin die mittels
Synthese bereitgestellte Menge Ubersteigen. In dieser Situation sind entsprechende Zellen auf
extrazellulares Glutamin angewiesen, weshalb Glutamin auch als konditionell essentielle
Aminosaure bezeichnet wird. Um ein optimales Wachstum kultivierter Saugerzellen in vitro zu
gewabhrleisten, ist Glutamin als Zusatz von Kulturmedien notwendig. Die Aufnahme von
extrazellularem  Glutamin  wird  zelltyp- bzw. gewebespezifisch von verschiedenen
Aminosauretransportsystemen (System ASC, System N, System B°, System B°") in Na*-abhangiger
Weise vermittelt (Tapiero et al. 2002). Intrazellulares Glutamin spielt schlieBlich eine zentrale Rolle
im zelluladren Stoffwechsel und dient u.a. der Gewinnung von Stoffwechselenergie sowie als Vorstufe
fur die Synthese vieler verschiedener Biomolekiile wie z.B. Aminosauren und Glutathion (y-Glu-Cys-
Gly) sowie Purin- und Pyrimidinnukleotiden.

Freies L-Glutamin besitzt jedoch die Eigenschaft, sich in Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert
des Kulturmediums spontan zu Pyrrolidoncarboxylat und Ammoniak umzusetzen (Tritsch und Moore,
1962). Diese spontane Degradierung des L-Glutamins fiihrt gleichsam zu einer Akkumulation von
Ammoniak im Kulturmedium, das aufgrund seiner proliferationsinhibierenden sowie toxischen
Wirkung das Wachstum entsprechend sensitiver Zelllinien beeintrachtigen kann (Hassell et al.
19991). Um dieses Problem zu umgehen, wurde versucht, durch Modifikation des L-Glutamins
stabile Glutaminsupplemente zu entwickeln. Das zugrunde liegende Prinzip dieser Modifikationen
besteht darin, die freie a-Aminogruppe des L-Glutamins durch eine kovalente Bindung zu
stabilisieren und somit die spontane Zyklisierung des freien L-Glutamins zu verhindern. In
Zellkulturmedien werden gegenwartig Dipeptide als Ersatz fir freies L-Glutamin haufig verwendet.
Das als Glutamax bezeichnete Dipeptid L-Alanyl-L-Glutamin (Invitrogen) und das N-acetylierte
Dipeptid N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (Biochrom) sind kommerziell erhaltlich. Wie sich im Verlauf
dieser Arbeit herausstellte, sind in Gegenwart von Serum beide Dipeptide, ahnlich wie L-Glutamin, in
der Lage, das Wachstum kultivierter Rat1-Fibroblasten zu gewahrleisten. Verglichen mit L-Glutamin
zeigen sich unter serumfreien Bedingungen jedoch deutliche Unterschiede in der Wirkungsweise
beider Dipeptide. Wahrend die Zellen in Gegenwart von L-Alanyl-L-Glutamin Gberleben, jedoch nicht

proliferieren, kommt es unter Verwendung des N-acetylierten Dipeptids zu einem massiven
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Absterben der Zellen. In Kulturmedium, dem 2mM freies L-Glutamin zugesetzt ist, sind Rat1-Zellen
hingegen in der Lage, selbst unter serumfreien Bedingungen zu proliferieren, was die bereits
beschriebene mitogene Wirkung eines Uberschusses an freiem L-Glutamin bestétigt (Zetterberg und
Engstrom 1981). Da Rat1-Fibroblasten unter glutaminfreien und serumhaltigen Bedingungen jedoch
nicht in der Lage sind, zu Uberleben, zeigt deutlich, dass sich das in vorliegender Arbeit beobachtete
Absterben serumfrei kultivierter Rat1-Fibroblasten unter Verwendung des N-acetylierten Dipeptids
primar nicht auf einen Entzug von Wachstumsfaktoren, sondern vielmehr auf einen Mangel an
verfligbarem L-Glutamin zurtckflhren |asst. Diese Zellen scheinen unter serumfreien Bedingungen
das in den beiden Dipeptiden enthaltene L-Glutamin nicht (N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin) bzw. nur
teilweise (L-Alanyl-L-Glutamin) verwerten zu kénnen.

Der Mechanismus, mit dem das in Form von Dipeptiden vorliegende L-Glutamin fiir kultivierte Zellen
verfugbar gemacht wird, ist jedoch nur wenig bekannt. Diskutiert wird eine extrazellulare Hydrolyse
dieser Peptide durch sekretierte bzw. zelloberflachenassoziierte Hydrolasen, wobei die Identitat der
beteiligten Enzyme unbekannt ist (Hubl et al. 1989, Christie und Butler 1994). Auch von Mitarbeitern
der Firma Biochrom waren keine naheren Informationen Gber den Wirkungsmechanismus des
N-acetylierten Dipeptids in Erfahrung zu bringen. Geht man von einer extrazellularen Hydrolyse aus,
kénnte der unterschiedliche Einfluss beider Dipeptide auf die Zellvitalitdt von Rat1-Fibroblasten
darauf zurickzuflhren sein, dass verschiedene Hydrolasen in substratspezifischer Weise die
Umsetzung beider Dipeptide zu freien Aminosauren katalysieren, wobei Rat1-Fibroblasten
ausschlieBlich das fur die Hydrolyse von L-Alanyl-L-Glutamin benétigte Enzym in ausreichender
Menge synthetisieren. Denkbar ware auch, dass eine einzige Hydrolase fir die extrazellulare
Umsetzung beider Dipeptide verantwortlich ist, wobei das entsprechende Enzym eine deutlich
hoéhere Affinitdt zu dem Substrat L-Alanyl-L-Glutamin besitzt. Weiterhin lasst sich eine Beteiligung
von Mitgliedern der Oligopeptidtransporterfamilie, wie z.B. Pept-1, nicht ausschlieRen. Der
entsprechende Mechanismus wuirde hierbei die zellulare Aufnahme der Dipeptide sowie eine
anschlieBende intrazellulare Hydrolyse durch zytosolische Peptidasen umfassen (Thamotharan et al.
1998, Walker et al. 1998). Die unterschiedlichen Wirkungsweisen beider Dipeptide kdnnten unter
dieser Voraussetzung beispielsweise auf eine differentielle Transportrate von N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin und L-Alanyl-L-Glutamin zurtickzufihren sein. Dass Rat1-Fibroblasten in Gegenwart von
Serum ihr typisches Proliferationsverhalten unabhangig von der Art des verwendeten
Glutaminsupplements aufweisen, zeigt, dass die Zellen unter diesen Bedingungen das in beiden
Dipeptiden enthaltene L-Glutamin verwerten kénnen. Grund hierfur kénnte eine durch
Serumkomponenten induzierte vermehrte Synthese sekretierter oder zelloberflachenassoziierter
Hydrolasen bzw. eine vermehrte Synthese bestimmter Oligopeptidtransporter sein. Alternativ hierzu
ware auch eine Beteiligung im Serum enthaltener Hydrolasen denkbar. Es wurde bereits
beschrieben, dass Plasma und Serum in geringem Male hydrolytische Eigenschaften gegenuiber L-
Alanyl-L-Glutamin aufweisen. Allerdings wird die Beteiligung von Serumhydrolasen an der effizienten
Umsetzung von L-Alanyl-L-Glutamin durch kultivierte Hybridomazellen als zu gering eingeschatzt

(Christie und Butler 1994). Interessant ist, dass das in vorliegender Arbeit als zytoprotektives Protein
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identifizierte Enzym Acylpeptidhydrolase, das im Zytosol lebender Zellen lokalisiert ist, scheinbar
auch in humanem sowie aus der Ratte stammendem Blutplasma vorhanden ist (Fujino et al. 2000b,
Fujino et al. 2000c). Somit scheint die Mdoglichkeit zu bestehen, dass das Enzym
Acylpeptidhydrolase auch in fetalem Kalberserum vorhanden ist und unter serumhaltigen
Kulturbedingungen eine Hydrolyse von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin im Kulturmedium katalysiert.
Das entstehende freie L-Glutamin stdnde den Zellen unter diesen Bedingungen in ausreichendem
Male zur Verfigung, was erklaren wirde, dass Rat1-Fibroblasten in serumhaltigem Kulturmedium
und bei Verwendung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin als stabilem Glutaminsupplement ihr
typisches Proliferationsverhalten aufweisen.

Die in dieser Arbeit gezeigte zytoprotektive bzw. proliferative Wirkung nekrotischer Zellen auf
serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten unter Verwendung beider Dipeptide lasst sich vermutlich auf
deren effiziente extrazellulare Hydrolyse durch freigesetzte zellulare Peptidasen zurtickfiihren, wobei
die entsprechenden Effekte schliel3lich von freiem L-Glutamin vermittelt werden. Hierbei scheint die
Hydrolyse von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin spezifisch durch das zytosolische Enzym
Acylpeptidhydrolase katalysiert zu werden, die Umsetzung von L-Alanyl-L-Glutamin jedoch durch
andere intrazellulare Peptidasen mit weniger saurem Charakter vermittelt zu werden (ohne Abb.).
Letztere scheinen ebenfalls im Zytosol lebender Zellen lokalisiert zu sein, wobei deren l|dentitat
jedoch nicht bekannt ist (Christie und Butler 1994). Dies zeigt, dass Rat1-Fibroblasten
entsprechende zytosolische Enzyme zur Verwertung beider Dipeptide zwar exprimieren, diese
jedoch nur von primar bzw. sekundar nekrotischen Rat1-Zellen in ausreichender Menge freigesetzt
werden, um eine effiziente Hydrolyse beider Glutaminsupplemente zu gewahrleisten. Dass diese
Freisetzung auf passive Weise erfolgt, zeigt sich dadurch, dass die Akkumulation entsprechender
Enzyme im Kulturmedium Camptothecin-behandelter Rat1-Fibroblasten im zeitlichen Verlauf parallel
zur Freisetzung des Enzyms Lactatdehydrogenase erfolgt. Das konditionierte Kulturmedium vitaler
Kontrollzellen hingegen besitzt keine deutlichen hydrolytischen und somit
zytoprotektiven/proliferativen Eigenschaften (Abb. 3.2.3, ohne Abb.). Inwiefern diese Enzyme an der
Verwertung entsprechender glutaminenthaltender Dipeptide durch vitale Rat1-Fibroblasten beteiligt
sind, ist nicht bekannt. Da neben Rat1-Fibroblasten auch embryonale Fibroblasten der Zelllinie
MEF-1 unter serumfreien Bedingungen nicht in der Lage sind, das in Form des N-acetylierten
Dipeptids zugesetzte L-Glutamin zu verwerten, schliel3t einen flr die Zelllinie Rat1 spezifischen
Defekt in der Verwertung von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin aus (ohne Abb.). Drei weitere
untersuchte Zelllinien (10A, MDCK, BHK) waren jedoch in der Lage, unter serumfreien Bedingungen
und unter Verwendung des N-acetylierten Dipeptids zu Uberleben (ohne Abb.). Da den
entsprechenden Kulturmedien jedoch standardmafRig nicht-essentielle Aminosauren (NEA)
zugesetzt waren und diese die Eigenschaft besitzen, einem Absterben serumfrei kultivierter Rat1-
Fibroblasten unter glutaminfreien Bedingungen entgegenzuwirken, lasst keine Aussage dariber zu,
inwiefern eine  Umsetzung von  N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin  durch  sekretierte  bzw.
zelloberflachenassoziierte Hydrolasen an der Erhaltung der Zellvitalitat serumfrei kultivierter 10A-,
MDCK- und BHK-Zellen beteiligt ist.
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Zusammenfassend wurde in vorliegender Arbeit gezeigt, dass glutaminenthaltende Dipeptide in
Abhangigkeit der Kulturbedingungen teils massiven Einfluss auf Vitalitat und Genexpression in vitro
kultivierter Zellen besitzen. Obwohl Dipeptide als stabile Glutaminsupplemente in Zellkulturmedien
haufig Verwendung finden, ist nur wenig Uber deren Wirkungsmechanismus bekannt. In diesem
Zusammenhang konnte das in dieser Arbeit identifizierte ubiquitdr exprimierte Enzym
Acylpeptidhydrolase an einer zellvermittelten Hydrolyse des Dipeptids N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
beteiligt sein. Da dieses Enzym ebenfalls ein potentieller Bestandteil von fetalem Kalberserum ist,
kénnte es unter serumhaltigen Kulturbedingungen zudem die extrazelluldare Hydrolyse von

N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin im Kulturmedium katalysieren.

4.1.2 Beteiligung des Enzyms Acylpeptidhydrolase an der zytoprotektiven und
ApoJ-induzierenden Wirkung nekrotischer Zellen

Das Enzym Acylpeptidhydrolase (EC 3.4.19.1) wird als Serinpeptidase der Familie der
Prolyloligopeptidasen zugeordnet. Es wurde von mehreren Arbeitsgruppen aus unterschiedlichen
Spezies und Geweben, unter anderem der Leber (Rind, Ratte), dem Gehirn (Ratte), der
Skelettmuskulatur (Kaninchen), der Darmschleimhaut (Schwein), der Augenlinse (Rind) sowie
humanen und Schafserythrozyten isoliert (Gade und Brown 1981, Tsunasawa et al. 1975, Kobayashi
et al. 1987, Marks et al. 1983, Witheiler und Wilson 1972, Schdnberger und Tschesche 1981,
Radhakrishna und Wold 1989, Sharma und Ortwerth 1993, Raphel et al. 1993, Raphel et al. 1999).
Das native Protein besitzt ein Molekulargewicht von etwa 300kDa und setzt sich aus vier
identischen, nicht kovalent verbundenen Untereinheiten zusammen, die jeweils ein Molekulargewicht
von 75-80kDa besitzen. Jede Untereinheit enthalt 18 Cysteinreste, wovon 12 eine reduzierte
Sulfhydrylgruppe besitzen und die anderen an der Ausbildung dreier intramolekularer
Disulfidbriicken beteiligt sind (Scaloni et al 1994). Nach Klonierung der humanen cDNA und der
cDNA aus Ratte und Schwein konnte die Aminosauresequenz des Enzyms aufgeklart werden (Mitta
et al. 1996, Mitta et al. 1989, Kobayashi et al. 1989). Eine Untereinheit des Enzyms setzt sich hierbei
aus 732 Aminosauren zusammen, wobei die Primarstruktur zwischen den Spezies zu mehr als 90%
identisch ist. Der aus der Aminosauresequenz abgeleitete theoretische isoelektrische Punkt eines
Monomers betragt 5,46, der mittels isoelektrischer Fokussierung experimentell bestimmte pl-Wert
des aus humanen Erythrozyten isolierten Homotetramers ist mit 4,1 beschrieben (Scaloni et al.
1994). Das zytosolische Enzym wird ubiquitéar exprimiert, wobei einzig bestimmte Tumorzellen aus
Niere und Lunge sehr geringe Mengen bzw. aufgrund einer chromosomalen Deletion keine
Expression der Acylpeptidhydrolase aufweisen (Erlandsson et al. 1991, Scaloni et al. 1992).

Das Enzym katalysiert die Hydrolyse der N-terminalen Peptidbindung von Oligopeptiden, deren N-
Terminus durch Acylierung modifiziert vorliegt (N-Acetyl-, N-Chloroacetyl-, N-Formyl- oder N-
Carbamyl-), wobei eine freie N-acylierte Aminosaure sowie ein um eine Aminosaure verkirztes
Oligopeptid entstehen (Jones et al. 1986). N-acylierte Proteine hingegen stellen kein Substrat dar.
Von der Gruppe N-acetylierter Oligopeptide werden vor allem Di- und Tripeptide, die Alanin,

Methionin oder Serin als N-terminal modifizierte Aminosaure enthalten, effizient von der
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Acylpeptidhydrolase umgesetzt, wobei mit zunehmender Kettenlange des Substrats die maximale
Geschwindigkeit der Hydrolyse (Vmax) abnimmt (Kobayashi und Smith 1987, Jones und Manning
1988, Jones et al. 1991, Radakrishna und Wold 1992, Sokolik et al. 1993, Raphel et al. 1993,
Raphel et al. 1999). Zudem wird die enzymatische Aktivitat dieses Enzyms durch N-acetylierte
Aminosauren, die u.a. als Produkte wahrend der acylpeptidhydrolase-katalysierten Hydrolyse N-
terminal acetylierter Oligopeptide entstehen, kompetitiv inhibiert (Jones et al. 1986, Sharma und
Ortwerth 1993, Raphel et al. 1999). Da dieses Enzym eine Seringruppe im aktiven katalytischen
Zentrum besitzt, Iasst es sich durch DFP (Diisopropylfluorophosphat) irreversibel inhibieren. Der
Proteaseinhibitor PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) hingegen scheint die Aktivitat dieses Enzyms
kaum zu beeintrachtigen (Raphel et al. 1999). Aufgrund seiner enzymatischen Eigenschaften wird
eine Funktion der Acylpeptidhydrolase im Abbau intrazellularer N-terminal modifizierter Proteine und
Oligopeptide vermutet. Zwei Arbeitsgruppen konnten zudem unabhangig voneinander eine
endoprotease-ahnliche Aktivitat der Acylpeptidhydrolase gegeniber oxidativ modifizierten Proteinen
nachweisen, weshalb dieses Enzym in der Literatur auch als OPH (oxidized protein hydrolase)
bezeichnet wird. In diesem Zusammenhang wird eine Funktion der Acylpeptidhydrolase im Abbau
intrazellularer denaturierter Proteine in oxidativ gestressten Zellen diskutiert (Beppu et al. 1994,
Fujino et al. 1998, Fujino et al. 2000a, Fujino et al. 2000b, Fujino et al. 2000c, Sharma und Ortwerth
1993, Chongcharoen und Sharma 1998). Aktuelle Studien zeigen, dass eine Uberexpression des
rekombinanten Enzyms in COS-7-Zellen diesen eine gewisse Resistenz gegeniber oxidativen
Substanzen (z.B. H,0,) verleiht und unter diesen Bedingungen den Anteil absterbender Zellen
vermindert (Shimizu et al. 2003, Shimizu et al. 2004).

Geht man davon aus, dass das in dieser Arbeit identifizierte Enzym Acylpeptidhydrolase die
zellschitzende und Apod-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen vermittelt, indem es die
hydrolytische Freisetzung von L-Glutamin aus dem stabilen Glutaminsupplement N-Acetyl-L-Alanyl-
L-Glutamin katalysiert, wiirde dies erklaren, dass beide Effekte ausschliellich durch einen Idslichen,
im Zytosol lebender Zellen lokalisierten Faktor vermittelt werden, der nicht aktiv sekretiert, sonder
nur nach Verlust der Plasmamembranintegritat in passiver Weise aus Zellen freigesetzt wird. Das
ubiquitére Expressionsmuster dieses Enzyms ware eine Erklarung dafiir, dass Zellextrakte aus allen
untersuchten Zelllinien in spezies- und zelltypunabhangiger Weise zytoprotektive und ApoJ-
induzierende Eigenschaften besitzen. Obwohl sich die enzymatische Aktivitat der
Acylpeptidhydrolase nicht durch einen tryptischen Verdau inaktivieren lasst, wird dieses Enzym
dennoch durch die proteolytische Wirkung des Trypsins in zwei Fragmente gespalten, die ein
Molekulargewicht von 22 kDa und 55 kDa aufweisen (Sharma und Ortwerth 1993, Chongcharoen
und Sharma 1998). Dies wirde erklaren, dass nach einem tryptischen Verdau von Zellextrakt sowie
einer anschlieBenden Ultrafiltration (MWCO 100kDa) zur Entfernung des Trypsins keine
zellschiitzende Wirkung vom Rickstand ausgeht (Abb. 3.2.6), da wahrend der Ultrafiltration das
enzymatisch aktive Fragment (55 kDa) der Acylpeptidhydrolase die Filtermembran passiert hat. Wie
bereits erwahnt wurde, bilden pro Monomer 6 der 18 Cysteinreste 3 intramolekulare Disulfidbriicken

aus. Jedoch scheint eine Reduktion dieser Disulfidbricken durch DTT oder p-Mercaptoethanol die
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enzymatische Aktivitat des Enzyms nicht signifikant zu beeintrachtigen (Raphel et al. 1999). In
Ubereinstimmung hierzu lasst sich auch die zytoprotektive und ApoJ-induzierende Wirkung von
Zellextrakt durch eine Inkubation mit DTT nicht vermindern (ohne Abb.). Sowohl der theoretische (pl
5,46) als auch der experimentell bestimmte isoelektrische Punkt (pl 4,1) der Acylpeptidhydrolase
liegen in einem Bereich, der das Elutionsverhalten des zytoprotektiven und ApodJ-induzierenden
Faktors wahrend der Anionenaustauscherchromatographie erklaren wirde. Dieser bindet unter
sauren Bedingungen (pH 5,50 an das Saulenmaterial und eluiert bei einer
Natriumchloridkonzentration von 200-250mM vollstandig, was einen pl-Wert von <5,5 voraussetzt
(Abb. 3.2.7). Einzig im Molekulargewicht scheint sich die Acylpeptidhydrolase von dem des
zellschitzenden und Apod-induzierenden Faktors zu unterscheiden. Wahrend das native
Molekulargewicht des Enzyms mit etwa 300kDa beschrieben ist, scheint dieser Faktor unabhangig
von der Art des Ausgangsmaterials (Zellextrakt, konditioniertes Medium Camptothecin-behandelter
Zellen) wahrend der Gelpermeationschromatographie mit einem Molekulargewicht von etwa 130-
190kDa zu eluieren (Abb. 3.2.8.2, Abb. 3.2.9.2). In den entsprechenden Fraktionen mit
zellschitzender Wirkung ist jedoch ein Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 75kDa
enthalten, das mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie als Acylpeptidhydrolase identifiziert werden
konnte (Abb. 3.2.9.3, Abb. 3.2.9.4). Eine Erklarung hierfir ware, dass dieses Enzym in Rat1-
Fibroblasten ausschlief3lich als Homodimer vorliegt, das sich aus zwei identischen 75kDa
Untereinheiten zusammensetzt. Dass die tetramere Form der Acylpeptidhydrolase fir deren
Enzymaktivitdt nicht notwendig ist, konnte im Rahmen von Dissoziations-Reassoziations-
Experimenten unter Verwendung hoher Konzentration an chaotropen Salzen nachgewiesen werden
(Senthilkumar und Sharma 2002). Dies wirde die Hypothese einer enzymatisch aktiven dimeren
Form des Enzyms in Rat1-Fibroblasten unterstitzen. Den deutlichsten Hinweis auf eine Beteiligung
der Acylpeptidhydrolase an der zytoprotektiven und ApoJ-induzierenden Wirkung nekrotischer Zellen
auf serumfrei kultivierte Rat1-Fibroblasten liefert jedoch die Beobachtung, dass diese Effekte
vollstandig (Zytoprotektion) bzw. partiell (ApoJ-Induktion) abhangig von der Gegenwart des stabilen
Glutaminsupplements  N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin sind. Dieses besitzt alle strukturellen
Eigenschaften eines hochaffinen Substrats der Acylpeptidhydrolase. Jedoch wurde dieses
N-acetylierte Dipeptid bislang in keiner Studie als Substrat fiir das Enzym eingesetzt, so dass keine
Informationen Uber die kinetischen Parameter einer entsprechenden Reaktion verfligbar sind. Dass
freies L-Glutamin zum Teil ahnliche zellschitzende und ApoJ-induzierende Eigenschaften besitzt
wie nekrotische Zellen in Gegenwart des stabilen Glutaminsupplements N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin, lasst vermuten, dass unter diesen Bedingungen eine durch das Enzym
Acylpeptidhydrolase katalysierte Hydrolyse des N-acetylierten Dipeptids an der zytoprotektiven und
ApodJ-induzierenden Wirkung nekrotischer Zellen beteiligt ist. Hierbei scheint sich der zellschitzende
Effekt nahezu vollstandig, die Induktion der ApoJ-Genexpression jedoch nur teilweise auf die
enzymatische Freisetzung von L-Glutamin zurlickfihren zu lassen.

Wahrend sich die zellschiitzenden Eigenschaften von L-Glutamin vermutlich durch dessen zentrale

Rolle im zellularen Stoffwechsel erklaren lassen, sind die Mechanismen, welche die ApoJ-
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induzierende Wirkung von L-Glutamin vermitteln, vollkommen unklar. Denkbar wére, dass eine durch
L-Glutamin induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 hierbei eine Rolle spielt. Wie
Rhoads und Mitarbeiter zeigen konnten, besitzt L-Glutamin die Eigenschaft, in kultivierten
Darmepithelzellen (IEC-6, IPEC-J2) eine Aktivierung von ERK-1/2 (extracellular signal regulated
kinase1/2, p42/p44) und JNK (c-Jun N-terminal kinase), zwei Mitgliedern der MAPK-Familie, zu
induzieren. Dies hat zur Folge, dass es in Gegenwart von L-Glutamin zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 und damit einhergehend zu einer um Faktor 4 erhdhten
Transkriptionsrate AP-1-abhangig regulierter Gene kommt (Rhoads et al. 1997, Rhoads et al. 2000).
Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie scheinen auch die ApoJ-Genexpression positiv zu
beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dass ein im ApoJ-Promotor lokalisiertes AP-1-Motiv
funktionell ist und eine Rolle bei der durch TGF-B induzierten Erhéhung der transkriptionellen
Aktivitat des ApoJ-Gens von Epithelzellen und Fibroblasten spielt (Jin und Howe 1997, Jin und Howe
1999). Zudem zeigen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, dass die Inkubation von PC12-Zellen mit
NGF und EGF in AP-1-abhangiger Weise zu einer vermehrten Transkription des ApoJ-Gens fuhrt
(Gutacker et al. 1999). Eine Aktivierung von ERK-1/2 scheint zudem nicht nur an einer durch
Glutamin induzierten Genexpression beteiligt zu sein, sondern auch eine wichtige Rolle bei der
durch IGF-I (insulin-like growth factor 1) induzierten ApoJ-Genexpression in der Zelllinie MCF-7 zu
spielen (Criswell et al. 2005). Zusammenfassend besteht somit die Médglichkeit, dass durch
L-Glutamin aktivierte Signalwege auch die Regulation des ApoJ-Gens in Rat1-Fibroblasten positiv
beeinflussen kénnten, wobei vor allem ERK-1/2 sowie Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie als
vermittelnde Komponenten eine wichtige Rolle spielen kdnnten. L-Glutamin kénnte jedoch noch Uber
einen weiteren Mechanismus die Regulation des ApoJ-Gens beeinflussen. So ware es madglich, dass
in Abwesenheit von L-Glutamin dessen fehlende supprimierende Wirkung auf apoptotische
Signalwege dazu fihrt, dass diese aktiviert werden. Dies kdnnte letztlich zu einer Inhibierung der
ApoJ-Genexpression auf transkriptioneller Ebene filhren, was den ApoJ-mRNA-Gehalt in
glutaminfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten negativ beeinflussen wirde. Dass der Entzug von
Glutamin in einer Reihe verschiedener Zelltypen zu einer Aktivierung apoptotischer Signalwege
fuhrt, konnte bereits mehrfach gezeigt werden (Petronini et al. 1996, Sanfeliu und Stephanopoulos
1999, Papaconstantinou et al. 2000, Fumarola et al. 2001, Tinto et al. 2002, Paquette et al. 2005).
Zudem konnten Arbeiten unserer und anderer Arbeitsgruppen zeigen, dass eine Induktion
apoptotischer Prozesse in verschiedenen Zellen (u.a. MDCK und HUVEC) zu einer Repression der
ApoJ-Genexpression fuhrt (Flach et al. 1995, Zwain und Amato 2001, Artwonhl et al. 2004).

Da das synthetische Dipeptid N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin keine physiologische Bedeutung hat und
den Geweben im Allgemeinen ausreichende Mengen an L-Glutamin zur Verfigung stehen, muss
man davon ausgehen, dass das Enzym Acylpeptidhydrolase in nekrotischen Geweben keine Rolle
bei der Regulation der ApoJ-Genexpression in vitalen Zellen spielt. Aufgrund seiner
endoproteolytischen Aktivitdt gegenuber oxidativ modifizierten Proteinen lasst sich jedoch in
nekrotischen Geweben eine mdgliche Beteiligung der Acylpeptidhydrolase am Abbau extrazellularer

denaturierter Proteine nicht ausschlieRen, zumal das Enzym nach Freisetzung aus sekundar
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nekrotischen (postapoptotischen) Zellen stabil und enzymatisch aktiv zu sein scheint (Abb. 3.2.3).
Dass jedoch die Inkubation mit nekrotischen Zellen auch unter Verwendung von freiem L-Glutamin
zu einer Akkumulation von ApoJ-mRNA in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten fiihrt, zeigt, dass
nekrotische Zellen neben dem Enzym Acylpeptidhydrolase zusatzliche Faktoren freisetzen bzw.
exponieren, die unabhangig von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin eine vermehrte ApoJ-Genexpression

in vitalen Zellen induzieren kdnnen.

4.2. Regulation der ApoJ-Genexpression durch Toll-like Rezeptoren

Die unter Verwendung von L-Glutamin durchgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss nekrotischer
Zellen auf die Genexpression in vitalen Zellen zeigten, dass eine Inkubation mit nekrotischen Zellen
in serumfrei kultivierten Rat1-Fibroblasten die Expression von Apod und dem Enzym Matrix-
Metalloproteinase-3 (MMP-3, Stromelysin-1) induziert und zugleich die Expression des
profibrotischen Wachstumsfaktors CTGF (connectiv tissue growth factor) reprimiert. Eine
Uberpriifung weiterer Zelllinien zeigte, dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen auch in glatten
Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 zu einer Induktion der ApoJ-Genexpression und zu einer
Repression der CTGF-Expression fiihrt. Die Expression des ApoJ-Gens in embryonalen
Dottersackzellen der Zelllinie 10A hingegen wird in Gegenwart nekrotischer Zellen nicht beeinflusst.
Dass die ApoJ-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen in gleichem Malfie durch sedimentierbare
sowie l6sliche Faktoren vermittelt wird, deutet auf eine mdglicherweise komplexe Natur der
entsprechenden Komponenten hin. Eine erfolgreiche Isolierung der ApodJ-induzierenden Faktoren
schien somit wenig vielversprechend.

Eine Literaturrecherche ergab, dass eine vermehrte Expression von ApoJ- und MMP-3 in
Fibroblasten sowie eine Repression der CTGF-Expression in Fibroblasten und glatten
Gefalmuskelzellen durch das inflammatorische Zytokin TNF-a induziert und scheinbar durch den
Transkriptionsfaktor NF-xB vermittelt wird (Li et al. 2002, Li et al. 2001, Lin et al. 1998, Abraham et
al. 2000, Villacorta et al. 2003). Dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen in dendritischen Zellen,
Makrophagen und Fibroblasten ebenfalls zu einer Aktivierung von NF-xB fihrt sowie in NF-xB-
abhangiger Weise die Genexpression in Makrophagen und Fibroblasten moduliert und in diesem
Zusammenhang eine NF-kB-abhangige Induktion der MMP-3-Expression in embryonalen
Mausfibroblasten erfolgt, wurde als Hinweis darauf gedeutet, dass auch die in vorliegender Arbeit
gezeigte Regulation der ApoJ-, MMP-3- und CTGF-Genexpression in vitalen Rat1-Fibroblasten und
CRL2018-Zellen bei Inkubation mit nekrotischen Zellen mdglicherweise in NF-kB-abhangiger Weise
erfolgen konnte (Basu et al. 2000, Li et al. 2001).

TLR2, ein Mitglied der Toll-like Rezeptorfamilie, wurde als Signalrezeptor identifiziert, der die NF-kB-
aktivierende Wirkung nekrotischer Zellen vermittelt (Li et al. 2001). Die TLR2-aktivierenden Faktoren
nekrotischer Zellen wurden in der zitierten Studie jedoch nicht identifiziert. Da eine Aktivierung
dieses Transkriptionsfaktors von allen Toll-like Rezeptoren vermittelt werden kann und zudem
vermutet wird, dass u.a. aus nekrotischen Zellen freigesetzte Hitzeschockproteine (Hsp60, Hsp70,

Hsp90, gp96) und RNA potentielle endogene Agonisten fiir die Toll-like Rezeptoren TLR4 bzw. TLR3
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darstellen, fiihrte schlieRlich zu der Hypothese, dass in Gegenwart nekrotischer Zellen Mitglieder der
Toll-like Rezeptorfamilie als signaltransduzierende Rezeptoren an der Regulation des ApoJ-Gens in
vitalen Rat1-Fibroblasten und CRL2018-Zellen beteiligt sein konnten (Vabulas et al. 2002a, Vabulas
et al. 2002b, Vabulas et al. 2002¢c, Vabulas et al. 2001, Asea et al. 2002, Kakimura et al. 2002,
Dybdahl, et al. 2002, Ohashi et al. 2000, Beg 2002, Kariko et al. 2004a, Brentano et al. 2005).
Hierbei koénnten von nekrotischen Zellen exponierte membranassoziierte bzw. freigesetzte
Komponenten als endogene TLR-Agonisten fungieren und in TLR-abhangiger Weise durch
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB die ApoJ-induzierenden Eigenschaften nekrotischer
Zellen vermitteln. Unterstitzt wird diese Hypothese durch bereits veréffentlichte Studien, die zeigen,
dass eine Inkubation primarer Astrozyten sowie gemischter Gliazellkulturen mit dem TLR4-
spezifischem Agonisten Lipopolysaccharid (LPS) zu einer vermehrten Expression von ApoJ flhrt
(Saura et al. 2003, LaDu et al. 2000).

Eine mittels RT-PCR durchgefihrte Genexpressionsanalyse zeigte, dass Rat1-Fibroblasten TLR3
sowie TLR4 und CRL2018-Zellen TLR2, TLR3 sowie TLR4 exprimieren. 10A-Zellen hingegen, bei
denen eine Inkubation mit nekrotischen Zellen keine Akkumulation von ApoJ-mRNA induziert,
exprimieren weder TLR2 noch TLR3 und weisen nur eine geringe Expression von TLR4 auf. In
weiterfllhrenden Experimenten zeigte sich, dass eine Inkubation mit TLR-spezifischen Agonisten zu
einer Induktion der ApoJ-Genexpression in glatten Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 flihrt,
wobei der starkste Effekt durch den TLR3-spezifischen Agonisten Poly(l:C), einer synthetischen
doppelstrangigen RNA, induziert wird. Die Inkubation dieser Zellen mit dem TLR2-spezifischen
Agonisten Pam3Cys-Ser-Lys, und dem TLR4-spezifischen Agonisten Lipopolysaccharid (LPS) fiihren
zu einer vergleichsweise geringen Erhohung der ApoJ-Genexpression. Eine vergleichende
Untersuchung des Einflusses TLR-spezifischer Agonisten und nekrotischer Zellen auf die ApoJ-
Genregulation embryonaler Fibroblasten der Zelllinie Rat1 zeigte, dass diese Zellen nur bei
Inkubation mit Poly(l:C) und nekrotischen Zellen eine deutlich vermehrte ApoJ-Genexpression
aufweisen. Zudem besitzen neben nekrotischen Zellen auch Poly(l:C) und LPS positiven Einfluss auf
die MMP-3-Genexpression dieser Zellen. Die ApoJ-Genregulation von 10A-Zellen hingegen wird
weder durch die verwendeten TLR-Agonisten noch durch nekrotische Zellen beeinflusst.
Zusammenfassend kdnnten diese vergleichenden Untersuchungen auf eine Beteiligung von Toll-like
Rezeptoren an einer durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression hindeuten, wobei
eine Aktivierung des Toll-like Rezeptors 3 durch endogene Agonisten eine zentrale Rolle spielen
konnte.

Es zeigte sich, dass kaum Informationen hinsichtlich einer Beteiligung TLR-vermittelter Signalwege
an der ApoJ-Genregulation existieren. Bislang wurde ausschlie3lich die ApoJ-induzierende Wirkung
von Lipopolysaccharid, einem TLR4-spezifischen Agonisten, auf primare Astrozyten und gemischte
Gliazellkulturen beschrieben. Hierbei scheint im Rahmen LPS induzierter Signalkaskaden eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB essentiell fir eine vermehrte ApoJ-Genexpression zu
sein (Saura et al. 2003, LaDu et al. 2000). Die in vorliegender Arbeit durchgefiihrten

Untersuchungen zum Einfluss unterschiedlicher TLR-spezifischer Agonisten auf die ApodJ-
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Genexpression in glatten GefalBmuskelzellen der Zellinie CRL2018 stellen somit die erste
vergleichende Studie hinsichtlich einer TLR2-, TLR3- sowie TLR4-vermittelten Regulation des ApoJ-
Gens dar. Da sich die Signalwege, welche durch die drei untersuchten Toll-like Rezeptoren aktiviert
werden, teilweise deutlich voneinander unterscheiden und vor allem durch extrazellulare
doppelstrangige RNA induzierte TLR3-vermittelte Signalwege zu einer starken Erhéhung der ApoJ-
Genexpression in CRL2018-Zellen fuhren, konnten neue, bislang unbekannte Perspektiven
hinsichtlich der Regulation der ApoJ-Genexpression eroffnen. Deshalb sollen an dieser Stelle
zunachst potentielle Mechanismen diskutiert werden, die im Rahmen TLR2-, TLR3- und TLR4-
vermittelter Signaltransduktionskaskaden die Regulation der ApoJ-Genexpression von CRL2018-
Zellen und Rat1-Fibroblasten beeinflussen konnten. Anschlieend soll auf eine potentielle
Beteiligung endogener TLR-Agonisten an der durch nekrotische Zellen induzierten Apod-

Genexpression eingegangen werden.

4.2.1 Einfluss TLR2-, TLR3- und TLR4-vermittelter Signalwege auf die Regulation
der ApoJ-Genexpression in CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten
Essentiell fur die signaltransduzierende Funktion aller Toll-like Rezeptoren ist eine konservierte
zytoplasmatische Doméne aus etwa 200 Aminosauren, die als TIR-Domane (Toll/IL-1R-Doméanen)
bezeichnet wird (Slack et al. 2000, Akira und Takeda 2004). Diese ermdglicht nach
Rezeptoraktivierung die Anlagerung verschiedener TIR-Domanen-enthaltender Adaptorproteine an
die TIR-Domane der Toll-like Rezeptoren und somit die Aktivierung verschiedener intrazellularer
Signalwege. Die Interaktion mit unterschiedlichen intrazellularen Adaptorproteinen definiert hierbei
die von verschiedenen Toll-like Rezeptoren initiieten Signalkaskaden. Diese lassen sich
grundséatzlich in zwei verschiedenen Gruppen einteilen, MyD88-abhangige und MyD88-unabhangige
Signaltransduktionskaskaden (1.2.4). Eine Aktivierung TLR2-vermittelter Signalkaskaden erfolgt
hierbei ausschlie3lich in MyD88-abhangiger Weise und verlauft Uber die beiden Adaptorproteine
MyD88 (myeloid differentiation primary-response protein 88) und TIRAP/MAL (TIR-domain
containing adaptor protein / MyD88-adaptor like protein) (Horng et al. 2001, Yamamoto et al. 2002a,
Horng et al. 2002, Akira und Takeda 2004). Im Verlauf dieser Signaltransduktion kommt es
schlieBlich es zu einer raschen (<1h) Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und einer davon
abhangigen Expression inflammatorischer Zytokine, Chemokine und kostimulierender
Signalmolekiile. Im Gegensatz hierzu erfolgt eine Aktivierung TLR3-vermittelter Signalwege
ausschlieBlich in MyD88-unabhangiger Weise. Als zentrale Komponente dieser MyD88-
unabhangigen Signalwege konnte das Adaptorprotein TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein
inducing IFN-) identifiziert werden (Yamamoto et al. 2002b, Oshiumi et al. 2003a). Dieses vermittelt
eine zeitlich verzogerte (1-2h) Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB sowie eine Aktivierung
der beiden zytosolischen Proteinkinasen IKK-¢ (IKK-i, inducible IKK) und TBK1 (TRAF-family-
member-associated NF-kB activator (TANK)-binding kinase), welche die Phosphorylierung des
konstitutiv exprimierten Transkriptionsfaktors IRF-3 (interferon-regulatory factor 3) katalysieren

(Sharma et al. 2003, Fitzgerald et al. 2003a). Ein wesentlicher Unterschied zu MyD88-abhangigen
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Signalwegen besteht somit in der IRF-3-abhangigen Induktion der IFN-B-Expression sowie in der
autokrinen/parakrinen Regulation Interferon-induzierter Gene im Rahmen TLR3-vermittelter MyD88-
unabhangiger, TRIF-abhangiger Signalkaskaden (Akira und Takeda 2004). Bezogen auf die
Signaltransduktion nimmt TLR4 eine Sonderstellung ein. Dieser ist als einziger Vertreter der TLR-
Familie in der Lage, sowohl MyD88-abhangige als auch MyD88-unabhangige Signalkaskaden zu
aktivieren. Die Aktivierung MyD88-abhangiger Signalkaskaden erfolgt hierbei wie bei TLR2 durch die
Interaktion von TLR4 mit den beiden Adaptorproteinen MyD88 und TIRAP/MAL (Horng et al. 2001,
Fitzgerald et al. 2001, Yamamoto et al. 2002a, Horng et al. 2002, Akira und Takeda 2004). Im
Gegensatz zu TLR3 ist fir eine TLR4-vermittelte Aktivierung MyD88-unabhangiger Signalkaskaden
neben dem Adaptorprotein TRIF mit TRAM (TRIF-related adaptor molecule) jedoch ein weiteres
Adaptorprotein notwendig (Yamamoto et al. 2002b, Fitzgerald et al. 2003b, Oshiumi et al. 2003b,
Akira und Takeda 2004).

Wie in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, fuhrt die Inkubation glatter GefaBmuskelzellen der
Zelllinie CRL2018, welche die Toll-like Rezeptoren TLR2, TLR3 und TLR4 exprimieren, mit
entsprechenden TLR-spezifischen Agonisten zu einer vermehrten Expression von ApoJ-mRNA.
Dass eine Aktivierung von TLR2 ausschliellich MyD88-abhangige Signalwege, eine Aktivierung von
TLR3 jedoch ausschlieRlich MyD88-unabhangige Signalwege induziert, zeigt, dass die Expression
von ApoJ im Rahmen beider Signaltransduktionskaskaden induziert wird, MyD88-unabhangige
Signalwege jedoch zu einer deutlich starkeren Akkumulation von ApoJ-mRNA fiihren. Vergleicht
man die Wirkung von LPS und Pam3Cys-Ser-Lys, hinsichtlich ihrer ApoJ-induzierenden Wirkung, ist,
selbst unter Verwendung hoher Konzentrationen beider Substanzen (= 1ug/ml), kein deutlich
starkerer Effekt des TLR4-Agonisten zu erkennen (Abb. 3.4.1, Abb. 3.4.3, Abb. 3.4.7). Zudem
besitzen LPS und Pam3Cys-Ser-Lys, keine additive Wirkung hinsichtlich der ApoJ-Genexpression,
was darauf hindeuten konnte, dass in CRL2018-Zellen TLR2- und TLR4-vermittelte Signalwege
redundant sind und bereits allein durch Pam3Cys-Ser-Lys, oder LPS maximal aktiviert werden (Abb.
3.4.3). Dies lasst vermuten, dass im Gegensatz zu dendritischen Zellen und Makrophagen eine
Aktivierung von TLR4 in CRL2018-Zellen zu keiner bzw. nur zu einer schwachen Induktion MyD88-
unabhangiger Signalwege fiihrt und die ApoJ-induzierende Wirkung von LPS hierbei tUberwiegend
durch MyD88-abhangige Signalwege vermittelt wird. Dies kdnnte auf eine unterschiedlich starke
TLR4-vermittelte Aktivierung MyD88-unabhangiger Signalwege in verschiedenen Zelltypen
zuriickzufiihren sein. Durch Uberexpression von rekombinantem MyD88 mit dominant negativer
Wirkungsweise konnte gezeigt werden, dass in primaren humanen Fibroblasten und Endothelzellen
das Adaptorprotein MyD88 essentiell fir eine LPS-induzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB ist, wahrend in primaren humanen Makrophagen eine TLR4-vermittelte NF-kB-Aktivierung
auch in MyD88-unabhangiger Weise erfolgt (Andreakos et al. 2004, Sacre et al. 2004). Verglichen
mit TLR3 scheinen zudem das Ausmal einer TLR4-vermittelten Aktivierung MyD88-unabhangiger
Signaltransduktionskaskaden und einer damit verbundenen Induktion der IFN-B-Genexpression
deutlich schwacher zu sein (Doyle et al. 2003, Akira und Takeda 2004, Brentano et al. 2005). Eine

173



Diskussion

ausbleibende bzw. unzureichende Induktion der INF-B-Genexpression im Rahmen TLR4-vermittelter
MyD88-unabhangiger Signalwege kénnte auch eine Erklarung dafiir sein, dass im Gegensatz zu
Poly(l:C) eine Inkubation mit LPS (1ug/ml) in keiner der beiden TLR4-exprimierenden Zelllinen
CRL2018 und Rat1 zu einer Expression des Enzyms iNOS fiuhrt (Abb. 3.4.7). Fir eine
transkriptionelle Aktivierung des INOS-Gens sind neben aktiviertem NF-kB auch vom INF-a/B-
Rezeptor (IFNAR) vermittelte Signale notwendig. Dieser Rezeptor wird in LPS-stimulierten
Makrophagen durch INF-f in autokriner/parakriner Weise aktiviert (Gao et al. 1998, Toshchakov et
al. 2002).

Welche Mechanismen im Rahmen MyD88-abhangiger Signalwege die Induktion der ApodJ-
Gentranskription vermitteln, ist nicht bekannt. Wie bereits gezeigt werden konnte, ist fir eine deutlich
vermehrte ApoJ-Genexpression gemischter Gliazellkulturen und primarer Astrozyten eine Inkubation
mit LPS fir mindestens 12h notwendig (Saura et al. 2003, LaDu et al. 2000). Dass eine Aktivierung
TLR4-vermittelter Signalwege innerhalb kirzester Zeit (<1h) zu einer vermehrten Expression
primarer Zielgene fihrt, lasst vermuten, dass die Induktion der ApoJ-Genexpression indirekt verlauft
und durch sekundare Prozesse vermittelt wird. Ob hierbei die im Promotorbereich des ApoJ-Gens
vorhandenen potentiellen NF-kB-Bindestellen eine Rolle spielen, ist nicht bekannt. Die beschriebene
Suppression einer LPS-induzierten ApoJ-Genexpression durch NF-kB-Inhibitoren kénnte sich auch
auf eine Inhibierung TLR4-vermittelter, NF-kB-abhangiger primarer Prozesse zurlckfiuhren lassen.
Dies konnte zugleich auch eine nachfolgende Aktivierung sekundarer, Apod-induzierender Prozesse
verhindern. Eine sekundare Induktion der ApoJ-Genexpression nach Aktivierung von TLR2 und
TLR4 konnte beispielsweise in autokriner/parakriner Weise durch inflammatorische Zytokine wie
TNF-q, IL-1B oder IL-6 vermittelt werden, zumal die ApoJ-induzierende Wirkung dieser drei Zytokine
bereits mehrfach nachgewiesen wurde (Kyprianou et al. 1991, Hardardottir et al. 1994, Hardardottir
et al. 1997, Zwain et al. 1994, Berge et al. 1997, Van Lenten et al. 20014, Li et al. 2002, Patel et al.
2004). Eine durch TNF-a induzierte Expression von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten konnte zudem
im Verlauf dieser Arbeit gezeigt werden (ohne Abb.). Dass im Gegensatz zu CRL2018-Zellen eine
18-stiindige Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit LPS zu keiner deutlich erhéhten Expression von
Apod-mRNA fliihrt, kdnnte mdglicherweise auf eine unzureichende Synthese inflammatorischer
Zytokine zurlckzuflhren sein. Grund hierfir kénnte die beschriebene NF-kB-inhibierende Wirkung
von ApoJ sein (Santilli et al. 2003). Weil Rat1-Fibroblasten gegeniiber CRL2018-Zellen eine um
Faktor 2,5 erhdhte Basalexpression an ApoJ-mRNA aufweisen (Abb. 3.4.7), kdnnte eine vermehrte
Synthese von ApoJ in Rat1-Fibroblasten einer TLR4-vermittelten NF-kB-Aktivierung starker
entgegenwirken, was wiederum zu einer verminderten Expression inflammatorischer Zytokine fihren
wuirde. Die ausbleibende Induktion der ApoJ-Genexpression durch LPS in 10A-Zellen lasst sich
wahrscheinlich auf das geringe Expressionsniveau an TLR4 zurlickfiihren. Um eine Beteiligung
inflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1B, IL-6) an der TLR2- und TLR4-vermittelten ApoJ-
Genexpression zu untersuchen, ware es zunachst notwendig, mittels RT-PCR oder ELISA die

vermehrte Expression dieser Proteine in Gegenwart von Pam3;Cys-Ser-Lys, und LPS zu Uberprifen.
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Anschlielend kénnte der Nachweis einer funktionellen Beteiligung dieser Zytokine an der Regulation
der ApoJ-Genexpression in CRL2018-Zellen durch Zugabe zytokinspezifischer neutralisierender
Antikérper in das Kulturmedium erbracht. Dass die Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit LPS zu
einer vermehrten Expression von MMP-3 fihrt, zeigt deutlich, dass in diesen Zellen TLR4-vermittelte
Signalwege funktionell sind, was die in Fibroblasten und Epithelzellen beschriebene Induktion dieses
Enzyms durch LPS bestatigt (Warner et al. 2004). Dass eine induzierende Wirkung von
Peptidoglykan, einem TLR2-spezifischen Agonisten, auf die MMP-3-Genexpression in humanen
Fibroblasten beschrieben wurde, eine Inkubation mit Pam3;Cys-Ser-Lys, jedoch zu keiner vermehrten
MMP-3-mRNA-Expression in Rat1-Zellen fihrt, lIasst sich durch die fehlende Expression von TLR2 in
diesen Zellen erklaren (Kyburz et al. 2003). Zugleich bestatigt dies die spezifische Aktivierung TLR2-

vermittelter Signalwege durch Pam3;Cys-Ser-Lys,.

Eine Beteiligung der autokrinen/parakrinen Wirkung inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-18
oder IL-6 lasst sich auch an der durch Poly(l:C) induzierten ApoJ-Genexpression nicht ausschlief3en.
Dass die Inkubation von CRL2018-Zellen mit Pams;Cys-Ser-Lys, und LPS gemeinsam zu keiner
starkeren Akkumulation von ApoJ-mRNA flhrt als mit jeweils beiden Substanzen separat, diese
jedoch in Gegenwart von Poly(l:C) in additiver Weise die ApoJ-Genexpression erhéhen (Abb. 3.4.3),
lasst vermuten, dass im Rahmen TLR3-vermittelter, MyD88-unabhangiger Signalwege unabhangige
Mechanismen zu einer Aktivierung des ApoJ-Gens flihren. Zudem induziert Poly(l:C) eine deutlich
starkere Akkumulation von ApoJ-mRNA in CRL2018-Zellen als Pam3;Cys-Ser-Lys, und LPS. Ein
wesentlicher Unterschied MyD88-abhangiger und MyD88-unabhangiger Signalkaskaden besteht
darin, dass es im Verlauf letzterer zu einer Phosphorylierung des konstitutiv exprimierten
Transkriptionsfaktors IRF-3 und damit einhergehend zu einer Induktion der IFN-B-Genexpression
kommt (Abb. 4.2.1). IFN-B wiederum aktiviert nach Sekretion in autokriner/parakriner Weise den
IFN-0/B-Rezeptorkomplex, bestehend aus den beiden Transmembranproteinen IFNAR-1 und
IFNAR-2. Dies fiihrt zu einer Kreuzaktivierung der beiden rezeptorassoziierten Tyrosinkinasen Jak 1
und Tyk 2, Mitgliedern aus der Familie der Janus Proteintyrosinkinasen. Diese phosphorylieren
schlieRlich die im Zytosol vorliegenden Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT2 (signal
transducers and activators of transcription). Durch Homodimerisierung von STAT1 formiert sich der
Proteinkomplex AAF (IFN-a-activated factor), phosphoryliertes STAT2 hingegen bildet mit STAT1
und IRF-9 (p48, ISGF3y) einen heterotrimeren Proteinkomplex, der als ISGF3 (interferon stimulated
gene factor 3) bezeichnet wird. Beide Proteinkomplexe translozieren in den Nukleus, wo sie durch
Bindung an spezifische DNA-Sequenzen im Promotorbereich von Zielgenen deren Expression
induzieren. Hierbei bindet der Transkriptionsfaktorkomplex AAF an GAS-Elemente (IFN-y-activated
sequence), ISGF3 hingegen bindet an ISRE-Elemente (interferon-stimulated response element)
(Darnell et al. 1994, Stark et al. 1998). Unter den zahlreichen, durch IFN-B-induzierten Genen
befinden sich auch Mitglieder der IRF-Familie, von denen IRF-7, das normalerweise nur in geringen
Mengen im Zytosol von Zellen vorliegt, eine entscheidende Rolle bei der Induktion von mehreren

IFN-a-Subtypen spielt. Die beiden im Rahmen MyD88-unabhangiger Signalwege aktivierten Kinasen
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IKKe und TBK1 phosphorylieren neu synthetisiertes IRF-7, das nach Dimerisierung schliellich an
entsprechende, auch als PRD-LE (positive regulatory domain-like elements) bezeichnete ISRE-

Elemente im Promotorbereich verschiedener IFN-a-Gene bindet und deren Expression induziert.
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Abbildung 4.2.1: Mechanismus einer TLR3-abhdngigen und durch Poly(l:C) induzierten Expression
Interferon-regulierter Gene: a) Die Aktivierung von TLR3 durch Poly(l:C) fuhrt in MyD88-unabhangiger Weise
zu einer Aktivierung der beiden zytosolischen Proteinkinasen IKKe und TBK1. Diese phosphorylieren den im
Zytosol vorliegenden konstitutiv exprimierten Transkriptionsfaktor IRF-3, der nach Dimerisierung an
entsprechende ISRE-Elemente (PRDI, PRDIIl) im Promotorbereich des IFN-B-Gens bindet und die
IFN-B-Expression induziert. b) Neusynthetisiertes und sekretiertes IFN-B aktiviert anschlieBend in
autokriner/parakriner Weise den heterodimeren IFNAR-Rezeptorkomplex (IFNAR-1, IFNAR-2). Nach
Aktivierung der beiden rezeptorassoziierten Tyrosinkinasen Jak 1 und Tyk 2 phosphorylieren diese die beiden
zytosolischen Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT2. Phosphoryliertes STAT1 bildet sowohl homodimere
(AAF) als auch zusammen mit phosphoryliertem STAT2 und IRF-9 heterotrimere Transkriptionsfaktorkomplexe
(ISGF3) aus, welche in den Nukleus translozieren und unterschiedliche Gene aktivieren. Durch Bindung an
GAS-Elemente induziert homodimeres STAT1 u.a. die Expression des Transkriptionsfaktors IRF-1, der nach
Aktivierung an spezifische ISRE-Elemtente (IRF-E) bindet und die Expression weiterer Gene (u.a. iNOS, TLR3)
vermittelt (vereinfacht dargestellt). Der Transkriptionsfaktorkomplex ISGF3 induziert durch Bindung an andere
ISRE-Elemente die Expression weiterer Interferon-regulierter Gene. Hierbei spielt die Induktion der IRF-7-
Expression eine besondere Rolle, da neusynthetisiertes IRF-7 nach Phosphorylierung durch die aktivierten
Proteinkinasen IKKe und TBK1 an ISRE-Elemente (PRD-LE) im Promotorbereich verschiedener IFN-a-Gene
bindet und deren Expression induziert. Nach Sekretion ist neusynthetisiertes IFN-a, dhnlich wie IFN-B, in der
Lage, den IFNAR-Rezeptorkomplex zu aktivieren. Dies fuhrt schlieflich zu einer Amplifikation der
Interferonantwort und damit einhergehend zu einer verstarkten Expression Interferon-regulierter Gene.
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Neu synthetisiertes IFN-a schliellich aktiviert nach Sekretion in autokriner/parakriner Weise den
IFN-a/B-Rezeptorkomplex, was letztlich zu einer Amplifikation der Interferonantwort fiihrt (Taniguchi
und Takaoka 2002, Takaoka und Taniguchi 2003, Sharma et al. 2003).

Fir eine Induktion der transkriptionellen Aktivitdt des TLR3-Gens durch Poly(l:C) scheint die
autokrine/parakrine Wirkung von IFN-B ausreichend zu sein. Wie Heinz und Mitarbeiter zeigen
konnten, spielt bei einer durch IFN-B induzierten TLR3-Genexpression die Bindung des
Transkriptionsfaktors IRF-1 (interferon regulatory factor 1) an ein ISRE-Element im Promotorbereich
des TLR3-Gens eine entscheidende Rolle (Heinz et al. 2003). Dies deutet darauf hin, dass die
Induktion der TLR3-Genexpression durch IFN-B nach Aktivierung des IFNAR-Rezeptorkomplexes
Uber eine AAF-vermittelte Induktion der IRF-1-Genexpression verlauft, wobei schlieRlich
neusynthetisiertes und aktiviertes IRF-1 die Transkription des TLR3-Gens induziert (Taniguchi und
Takaoka 2002, Takaoka und Taniguchi 2003). Ein ahnlicher Mechanismus scheint auch an einer
durch Poly(l:C) induzierten Genexpression von iNOS beteiligt zu sein (Kamijo et al. 1994, Martin et
al. 1994, Jacobs und Ignarro 2001, Taniguchi und Takaoka 2002, Takaoka und Taniguchi 2003).
Hierbei scheint eine durch die autokrine/parakrine Wirkung von IFN-B vermittelte Aktivierung von
IRF-1 zwar notwendig, jedoch nicht ausreichend fiir eine effiziente Expression dieses Enzyms zu
sein und zusatzlich eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zu bendétigen (Heitmeier et al.
1998, Toshchakov et al. 2002). Uber welche Mechanismen neusynthetisiertes IRF-1 aktiviert wird,
scheint bislang unklar. Untersuchungen von Watanabe et al. deuten jedoch darauf hin, dass eine

Phosphorylierung von IRF-1 hierbei eine Rolle spielen kdnnte (Watanabe et al. 1991).

Wie in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, fihrt die Inkubation von CRL2018-Zellen mit dem
TLRS3-spezifischen Agonisten Poly(I:C) sowohl zu einer transienten Induktion der IFN-B-Expression
(2-4h) als auch zu einer vermehrten Expression der beiden sekundar durch IFN-B induzierten Gene
TLR3 und iNOS (23h). Zudem kommt es in diesem Zusammenhang auch zu einer Erhéhung des
zellularen Gehalts an IFN-a1-spezifischer mRNA. Dies zeigt deutlich, dass die Inkubation mit
Poly(I:C) zu einer Initiation des IFN-a/B-Systems in CRL2018-Zellen fiihrt. Vergleicht man den
zeitlichen Verlauf der TLR3- und iNOS-Genregulation mit der von ApodJ, fallt auf, dass die Induktion
der transkriptionellen Aktivitdt des ApoJ-Gens nach 3-4h zeitgleich zur Induktion der beiden
IFN-B-regulierten Gene erfolgt. Dies lasst vermuten, dass ApoJ bei Inkubation mit Poly(l:C) im
Rahmen einer TLR3-vermittelten Interferonantwort reguliert werden kdnnte. Ein Zusammenhang
zwischen der ApoJ-Genregulation und dem Typ I-Interferonsystem ist bislang jedoch noch nicht
beschrieben worden. Eine Analyse des 5’-untranskribierten Bereichs des ApoJ-Gens der Ratte
(GenBank accession number M64733) mit dem Programm Matlnspector 2.2 (Quandt et al. 1995)
zeigte, dass dieser Genbereich mehrere potentielle GAS/STAT- und ISRE/IRF-Elemente enthalt.
Aktuelle Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen jedoch, dass weder eine Inkubation von
CRL2018-Zellen mit rekombinantem IFN-B noch mit IFN-B und Pam3;Cys-Ser-Lys, gemeinsam zu
einer deutlich vermehrten Expression von Apod fuhrt (M. Schwarz, unveréffentlicht). Somit scheint

weder eine Aktivierung des IFN-a/B-Rezeptorkomplexes noch eine synergistische Wirkung IFNAR-
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und TLR2-vermittelter Signalwege zu einer starken Aktivierung des ApoJ-Gens zu fiihren. Dass eine
Induktion der TLR3-Expression durch IFN-B sowie eine Induktion der iNOS-Genexpression bei
gleichzeitiger Inkubation mit IFN-B und Pam3Cys-Ser-Lys, bereits beschrieben wurde (Heinz et al.
2003, Toshchakov et al. 2002), zeigt, dass sich die Mechanismen, welche im Rahmen einer durch
Poly(l:C) aktivierten und TLR3-vermittelten Signaltransduktionskaskade zu einer Induktion der ApoJ-
Genexpression fihren, von denen unterscheiden, welche die Regulation des iINOS- bzw. TLR3-Gens
beeinflussen (Abb. 4.2.1).

Da eine stark vermehrte Expression von ApodJ in CRL2018-Zellen weder durch IFN-B noch durch die
gleichzeitige Inkubation mit Pam3;Cys-Ser-Lys, und IFN-B, jedoch durch Poly(l:C) induziert werden
kann, muss es folglich im Rahmen TLR3-vermittelter, MyD88-unabhangiger Signalwege neben einer
Aktivierung von NF-kB und einer IFNAR-vermittelten Aktivierung von ISGF3 und AAF zu einer
Aktivierung weiterer Signalkomponenten kommen, welche letztlich fiir die starke Induktion der ApoJ-
MRNA-Expression verantwortlich sind. Verglichen mit TLR2- und IFNAR-vermittelten Signalwegen
besteht ein essentieller Unterschied TLR3-vermittelter Signalwege in der Aktivierung der beiden
Kinasen IKKe und TBK1 (Abb. 1.2.4, Abb. 4.2.1), welche die Phosphorylierung der zytosolischen
Transkriptionsfaktoren IRF-3 und IRF-7 katalysieren (Sharma et al. 2003). Dies bedeutet, dass zwar
bei Inkubation mit Poly(l:C), nicht jedoch bei Inkubation mit Pam3;Cys-Ser-Lys, und/oder IFN-3, eine
Aktivierung dieser beiden Transkriptionsfaktoren erfolgt. Die im Promotorbereich des ApoJ-Gens der
Ratte vorhandenen potentiellen ISRE/IRF-Elemente (relative Position zum Transkriptionsstart: -
1689/-1679, -1502/-1483, -981/-962, -565/-546, -460/-441) stellen mogliche DNA-Bindestellen fir
diese beiden Transkriptionsfaktoren dar, was darauf hindeutet, dass phosphoryliertes IRF-3/IRF-7 an
der Regulation der ApoJ-Genexpression beteiligt sein kdnnte. Eine Inkubation von CRL2018-Zellen
mit Poly(I:C) kénnte unter diesen Voraussetzungen Uber eine von den beiden Kinasen IKKe und
TBK1 vermittelte Aktivierung von IRF-3 zunachst direkt zu einer geringen Induktion der ApoJ-
Genexpression fiihren, die im Verlauf einer durch IFN- vermittelten Induktion und Amplifikation der
Interferonantwort Gber eine vermehrte Expression und Aktivierung von IRF-7 verstarkt wirde. In
diesem Zusammenhang ware zudem denkbar, dass neben IRF-3- oder IRF-7-Homodimeren auch
IRF-3/IRF-7-Heterodimere durch Bindung an die im Promotorbereich des ApoJ-Gens vorhandenen
potentiellen ISRE/IRF-Elemente dessen Transkription induzieren (Au et al. 2001, Honda et al. 2005).
Zur Uberprifung dieser Hypothese, ware es zundchst notwendig zu untersuchen, inwiefern ein
autokriner/parakriner Mechanismus von Typl-Interferonen an der durch Poly(l:C)-induzierten ApodJ-
Genexpression in CRL2018-Zellen beteiligt ist. Dies kdnnte mit Hilfe neutralisierender Antikdrper
Uberprift werden, die gegen IFN-a bzw. IFN-B gerichtet sind. Gegebenenfalls konnte anschliel3end
eine Beteiligung von IRF-3 und IRF-7 an der Regulation des ApoJ-Gens durch Uberexpression von
IRF-3- und IRF-7-Mutanten mit dominant negativer Wirkungsweise untersucht werden (Sharma et al.
2003, Fitzgerald et al. 2003, Au et al. 2001). Eine direkte Bindung von IRF-3 oder IRF-7 an einzelne
ISRE/IRF-Elemente im ApodJ-Promotor von Poly(l:C)-stimulierten CRL2018-Zellen kénnte mit Hilfe
von EMSA-Studien (electromobility shift assay) untersucht werden. Hierbei kdnnte die spezifische

Bindung von IRF-3 oder IRF-7 an einzelne ISRE-Elemente im ApoJ-Promotor mittels
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Supershiftassays unter Verwendung IRF-3 und IRF-7-spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden.
Alternativ hierzu konnte der Nachweis einer Assoziation dieser Transkriptionsfaktoren mit
entsprechenden ISRE-Elementen in Poly(l:C)-stimulierten CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten
auch mit Hilfe eines ChlP-Assays (chromatin immunoprecipitation assay) unter Verwendung IRF-3-
und IRF7-spezifischer Antikdrper sowie ISRE-flankierender Primerpaare erfolgen. Letztere dienen
zur PCR-basierenden Amplifikation spezifischer, nach Immunoprazipitation angereicherter
genomischer DNA-Sequenzen, welche die einzelnen |ISRE/IRF-Elemente des Apod-
Promotorbereichs beinhalten (Takaoka et al. 2003, Au und Pitha 2001). Gegenuber der EMSA-
Methode besteht der Vorteil des ChliP-Assays darin, dass hiermit der Nachweis einer intrazellularen

Bindung spezifischer Transkriptionsfaktoren an individuelle Promotorelemente mdglich ist.

Ahnlich wie in CRL2018-Zellen wird auch in Rat1-Fibroblasten die Expression von ApoJ und iNOS
durch Poly(l:C) induziert (Abb. 3.4.7). Zudem flhrt neben LPS auch eine Inkubation mit Poly(l:C) zu
einer starken Akkumulation von MMP-3-mRNA in Rat1-Zellen, was zeigt, dass dieses Enzym sowohl
in TLR4- als auch in TLR3-abhangiger Weise reguliert wird. Wie bereits gezeigt werden konnte,
induziert eine Inkubation mit IFN-B die MMP-3-Expression in der humanen Fibroblastenzelllinie FS-4
(Sciavolino et al. 1994). Die im Vergleich zu LPS deutlich starkere Aktivierung des MMP-3-Gens
durch Poly(l:C) kénnte folglich auf die autokrine/parakrine Wirkung von IFN-a/B zuriickzufiihren sein.
Gegenlber CRL2018-Zellen flhrt die Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit Poly(I:C) jedoch zu einer
schwacheren Induktion der ApoJ-Genexpression. Ein Grund hierfir kénnte sein, dass gegeniber
CRL2018-Zellen eine durch Poly(l:C)-induzierte Regulation der ApoJ-Genexpression in Rat1-Zellen,
ahnlich wie bei der Inkubation mit nekrotischen Zellen, zeitlich verzégert stattfindet. Hierbei kdnnte in
beiden Zelllinien eine teils unterschiedliche subzellulare Lokalisation von TLR3 eine Rolle spielen.
Wahrend TLR2 und TLR4 zelloberflaichenstandige Rezeptoren darstellen, scheint TLR3 in
dendritischen Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Fibrosarkomazellen (HT1080) nahezu
ausschlieB3lich in endosomalen/lysosomalen Kompartimenten lokalisiert zu sein (Matsumoto et al.
2003, Nishiya und DeFranco 2004, Sen und Sarkar 2005). Eine Studie beschreibt jedoch, dass in
zwei unterschiedlichen humanen Fibroblasten-Zelllinien (MRC-5, FS-4) dieser Rezeptor zum Teil auf
der Zelloberflache lokalisiert ist (Matsumoto et al. 2002). Im Vergleich zu dendritischen Zellen weisen
diese Fibroblasten zudem eine deutlich frihere Induktion der IFN-B-Expression bei Inkubation mit
Poly(I:C) auf. Die Autoren vermuten, dass bei dendritischen Zellen eine vorangehende
Internalisierung von Poly(l:C) notwendig flir eine effiziente Aktivierung von endosomal lokalisiertem
TLR3 ist und dies der Grund fir die verzogerte Aktivierung TLR3-vermittelter Signalwege in diesen
Zellen ist. Bei den verwendeten Fibroblasten hingegen kdnnte eine Aktivierung des Rezeptors direkt
an der Zelloberflache erfolgen (Matsumoto et al. 2003). Ahnliche Unterschiede in der subzellulren
Lokalisation dieses Rezeptors kdnnten auch die Poly(l:C)-induzierte ApoJ-Genexpression in
CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten beeinflussen, wobei CRL2018-Zellen méglicherweise einen
héheren Anteil an zelloberflachenstandigem TLR3 aufweisen, was eine friihere Induktion der ApoJ-

Genexpression zur Folge hatte. Die Lokalisation von TLR3 in beiden Zelllinien kénnte mikroskopisch
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mittels Immunofluoresenzfarbung unter Verwendung TLR3-spezifischer Antikdrper Uberpriift werden.
Des Weiteren koénnte eine relative Mengenbestimmung an oberflachenstandigem TLR3 beider

Zelllinien mittels FACS-Analyse durchgefiihrt werden.

Neben einer Aktivierung des Toll-like Rezeptors 3 kann eine Initiation des Interferonsystems durch
Poly(l:C) auch in TLR3- und TRIF-unabhangiger Weise erfolgen. Dies zeigt, dass neben TLR3 noch
weitere zellulare Komponenten an der Erkennung von doppelstrangiger RNA beteiligt sind (Hoebe et
al. 2003, Sen und Sarkar 2005, Honda et al. 2005). Diese TLR3-unabhangigen Mechanismen
scheinen jedoch ausschlieBlich durch intrazellulares Poly(I:C) aktiviert zu werden, da es hierfir
notwendig ist, Poly(l:C) mittels Transfektionsreagenzien in das Zytosol von Zellen einzubringen. Die
Erkennung von intrazellularem Poly(l:C) erfolgt insbesondere durch die beiden RNA Helikasen RIG-I
(retinoic acid inducible gene I) und MDA-5 (melanoma differentiation-associated gene 5). Diese sind
in der Lage, Uber ihre C-terminale D6mane an doppelstrangige RNA zu binden und mittels
N-terminaler CARD-Domane (caspase recruitment domain) Signalwege zu initiieren, die eine
Aktivierung von NF-kB und IRF-3 bewirken und damit verbunden die Expression von IFN-f
induzieren (Yoneyama et al. 2004, Andrejeva et al. 2004). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass
auch die Proteinkinase PKR (interferon-inducible dsRNA-dependent protein kinase) an der
Erkennung von intrazellularem Poly(l:C) beteiligt sein kdnnte (Diebold et al. 2003). Diese TLR3-
unabhangigen Mechanismen werden jedoch nicht durch extrazellulares Poly(l:C) aktiviert (Li et al.
2005). Dass in vorliegender Arbeit Poly(l:C) ausschlielich in wassriger Losung dem Kulturmedium
zugesetzt wurde und zudem eine Inkubation mit Poly(l:C) zu keiner vermehrten Expression von
ApoJ-mRNA in TLR3-negativen 10A-Zellen flhrt, spricht deutlich fiir eine TLR3-vermittelte Induktion
der ApoJ-Genexpression durch Poly(l:C) (Abb. 3.4.7). Dass Poly(I:C) in 10A-Zellen, die zuvor mit
einem TLR3-Expressionsplasmid transfiziert wurden, eine Akkumulation von ApoJ-mRNA induziert,
bestatigt die TLR3-abhangige Regulation des ApoJ-Gens durch Poly(l:C) (M. Schwarz,
unveroéffentlicht).

Dass neben dem TLR3-spezifischen Agonisten Poly(l:C), der als Analogon zu viraler
doppelstrangiger RNA angesehen wird, auch aus Reo- und Rotaviren isolierte doppelstrangige
genomische RNA in TLR3-abhangiger Weise eine Aktivierung von Immunzellen induziert, deutet
darauf hin, dass TLR3 an der Erkennung viraler Infektionen beteiligt ist (Alexopoulou et al. 2001,
Matsumoto et al. 2003). Viren werden jedoch auch tber TLR3-unabhangige Mechanismen erkannt.
Dies umfassen sowohl die oben erwadhnten intrazelluldren Helikasen RIG-I und MDA-5 als auch die
Toll-like Rezeptoren TLR7/8 und TLR9 (Li et al. 2005, Lund et al. 2004, Diebold et al. 2004, Heil et
al. 2004, Tabeta et al. 2004). Alle diese Proteine besitzen die Eigenschaft, durch Nukleinsduren
aktiviert zu werden, wobei einzelstrangige RNA mit GU-reichen Sequenzen als spezifischer Agonist
fir TLR7 und humanen TLR8 sowie DNA mit unmethylierten CpG-Motiven als TLR9-spezifischer
Agonist beschrieben sind (Heil et al. 2004, Diebold et al. 2004, Lund et al. 2004, Hemmi et al. 2000).
Zellen scheinen somit in der Lage zu sein, Uber unterschiedliche Mechanismen sowohl extrazellulare

als auch im Zytoplasma lokalisierte virale Nukleinsauren zu erkennen. In allen Fallen konvergieren
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die anschlieRenden Signalwege auf Ebene der Aktivierung von NF-kB und der Initiation des Typl-
Interferonsystems als essentiellem Bestandteil der antiviralen Antwort. Gegenliber der TLR3-
vermittelten, MyD88-unabhangigen Induktion der IFN-a/B-Expression erfolgte die TLR7/8- und TLR9-
vermittelte Aktivierung des Typl-Interferonsystems jedoch in MyD88-abhangiger Weise. Hierbei
scheint eine direkte Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF-7 als Teil eines Proteinkomplexes,
bestehend aus MyD88, TRAF6 und IRAK-1, die Expression von IFN-a zu induzieren. Diese MyD88-
abhangige Regulation der IFN-a- Expression scheint zudem spezifisch von den Toll-like Rezeptoren
TLR7/8 und TLR9 vermittelt zu werden, da eine Aktivierung von TLR2, TLR4 und TLR5 zwar
MyD88-abhangige Signalwege initiiert, jedoch nicht die Expression von IFN-a induziert (Kawai et al.
2004, Uematsu et al. 2005, Means et al. 2003). Geht man davon aus, dass eine TLR3-vermittelte
Induktion der IFN-a/B-Expression durch extrazellulares Poly(l:C) zu einer vermehrten Expression von
Apod beitragt, ware es interessant zu Uberprifen, ob eine Initiation des Typl-Interferonsystems durch
TLR3-unabhangige Mechanismen ebenfalls die Regulation des ApoJ-Gens beeinflusst. Um eine
Beteiligung intrazellularer doppelstrangiger RNA an der Regulation der ApoJ-Genexpression zu
untersuchen, konnte Poly(l:C) mittels Lipofektion in das Zytosol TLR3-negativer Zellen (z.B. 10A-
Zellen) eingebracht werden. Ein potentieller Einfluss TLR7/8- bzw. TLR9-aktivierter Signalwege auf
die Regulation des ApoJ-Gens kdnnte mit Hilfe synthethischer CpG-Oligodesoxynukleotide (CpG-
ODN) als TLR9-spezifische Agonisten bzw. synthetischer Imidazoquinolin-Verbindungen wie
Imiquimod oder Resiquimod (R-848), die als TLR7/8-spezifische Agonisten beschrieben sind, in
geeigneten Zellsystemen erfolgen (Hemmi et al. 2002, Jurk et al. 2002). In allen Fallen kénnte die
ApoJ-Genexpression entsprechender Zellen auf Protein- bzw. mMRNA-Ebene mittels Western- bzw.
Northern-Blot analysiert werden.

Interessant ware zu untersuchen, ob eine vermehrte Expression des ApoJ-Gens auch im Rahmen
viraler Infektionen erfolgt. Erste Hinweise aus der Literatur konnten auf einen solchen
Zusammenhang hindeuten. Wie Morgan und Mitarbeiter zeigen konnten, fiihrt eine Infektion
embryonaler Fibroblasten aus dem Huhn mit einem Herpesvirus (Marek’s disease virus) neben einer
Induktion Interferon-regulierter Gene (IRF-1, MHC Klasse | u.a.) auch zu einer zellularen
Akkumulation ApoJ-spezifischer mMRNA (Morgan et al. 2001). Die molekularen Mechanismen, die in
diesem Fall der Aktivierung der ApoJ-Gentranskription zugrunde liegen, sind jedoch nicht bekannt.
Weiterhin ist beschrieben, dass eine Transfektion humaner Endothelzellen (HUVEC) mit HIV-1-
basierenden Vektoren sowie eine Transfektion der humanen Tumorzelllinien KoTCC-1 und PC3 mit
einem rekombinanten adenoviral-basierenden Vektor (AdCMV-p53) eine vermehrte Expression des
ApoJ-Gens induziert (Zhao et al. 2005, Miyake et al. 2005, Yamanaka et al. 2005b). Ob in
letztgenanntem Fall die rekombinante Expression von p53 fir die ApoJ-Regulation verantwortlich ist,
ist allerdings unklar, da Experimente mit entsprechendem Kontrollvektor nicht durchgefiihrt wurden.
Die Beobachtung, dass in Mausen wahrend einer akuten Infektion mit Influenzaviren eine erhdhte
Menge an HDL-assoziiertem ApoJ nachweisbar ist, deutet darauf hin, dass die ApoJ-Genexpression

auch in vivo im Rahmen viraler Infektionen induziert werden kénnte (Van Lenten et al. 2001b).
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4.2.2 Potentielle Beteiligung endogener TLR-Agonisten an der Induktion der
ApoJ-Genexpression durch nekrotische Zellen

Apoptose wird als physiologische Form des Zelltodes angesehen und spielt unter anderem wahrend
der Embryonalentwicklung, der Aufrechterhaltung der Gewebshomobostase sowie der Selektion der
T-Zellen im Thymus eine wichtige Rolle. Durch die Induktion apoptotischer Prozesse werden nicht
mehr bendtigte, gealterte oder potentiell schadliche Zellen zunachst abgetétet und anschliefend von
professionellen Phagozyten wie Makrophagen oder dendritischen Zellen sowie von umliegenden
Gewebezellen durch Phagozytose entsorgt. Eine Aktivierung von Immunzellen findet hierbei nicht
statt. Treten Phagozyten mit apoptotischen Zellen in Kontakt, hat dies zur Folge, dass selbst in
Anwesenheit pathogenassoziierter Substanzen wie LPS in den Phagozyten die Expression
inflammatorischer Zytokine inhibiert und die Expression antiinflammatorischer Zytokine (TGF-,
IL-10) induziert wird. Dass apoptotische Zellen unter physiologischen Bedingungen in der Regel
rasch phagozytiert werden und zugleich immunsuppressive Wirkung besitzen, hat zur Folge, dass
lokale Entziindungsreaktionen vermieden werden (Voll et al. 1997, Savill et al. 2002, Fadeel 2003,
Fadok et al. 1998, Fadok et al. 2000, Cvetanovic und Ucker 2004). Nekrose als pathologische Form
des Zelltodes ist hingegen durch den Verlust der Plasmamembranintegritat betroffener Zellen
gekennzeichnet und tritt beispielsweise in hypoxischen Geweben oder als Folge mechanischer,
chemischer und thermaler Verletzungen sowie bakterieller und viraler Infektionen auf (priméare
Nekrose). In Geweben, in denen das lokale Entsorgungssystem flr apoptotische Zellen gestort ist
oder dessen Kapazitat nicht ausreichend ist, um die anfallende Menge an apoptotischen Zellen
vollstandig zu beseitigen, kann die Apoptose als Folge einer ausbleibenden Phagozytose sterbender
Zellen in ein Stadium voranschreiten, welches als sekundare Nekrose bezeichnet wird. Aufgrund des
Verlustes der Plasmamembranintegritat primar und sekundar nekrotischer Zellen kommt es zur
Freisetzung verschiedener Zellinhaltsstoffe in den extrazelluldaren Raum, wo einige dieser
intrazellularen Komponenten von Immunzellen und vitalen Nachbarzellen als Alarmsignale (danger
signals) interpretiert werden und lokale Entziindungsreaktionen auslésen kdnnen.

Bei der Aktivierung von Makrophagen und dendritischen Zellen scheinen in diesem Zusammenhang
neben Harnsaure (Shi et al. 2003), dem chromatinbindenden Protein HMGB1 (Scaffidi et al. 2002)
und bestimmten Proteasen (Fadok et al. 2001) vor allem Mitglieder der Familie der
Hitzeschockproteine eine Rolle zu spielen. Diese werden aus nekrotischen Zellen freigesetzt und
sind in der Lage, in Makrophagen und dendritischen Zellen die Expression inflammatorischer
Zytokine sowie die Aktivierung und Reifung dendritischer Zellen zu induzieren (Guzhova et al. 1998,
Todryk et al. 1999, Kol et al. 1999, Chen et al. 1999, Singh-Jasuja et al. 2000, Asea et al. 2000,
Binder et al. 2000a, Basu et al. 2000, Berwin et al. 2001, Kuppner et al. 2001, Somersan et al. 2001,
Vabulas et al. 2001, Vabulas et al. 2002a, Vabulas et al. 2002b, Panjwani et al. 2002, Bethke et al.
2002, Flohe et al. 2003, Radsak et al. 2003). Als Zelloberflachenrezeptoren fiir die
Hitzeschockproteine gp96, Hsp70, Hsp90 und Calreticulin ist CD91/LRP (LDL-receptor-related
protein), ein Protein der LDL-Rezeptorfamilie, beschrieben (Binder et al. 2000b, Basu et al. 2001,

Binder und Srivastava 2004). Freigesetzte Hitzeschockproteine binden auch an Scavenger-
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Rezeptoren, wobei LOX-1 als Rezeptor fir Hsp70, SRA (scavenger receptor class-A) und SREC-I
(scavenger receptor expressed by endothelial cells-I) als Rezeptoren flr gp96 und Calreticulin
identifiziert wurden (Delneste et al. 2002, Berwin et al. 2003, Berwin et al. 2004). Sowohl CD91/LRP
als auch die genannten Scavenger-Rezeptoren fungieren als Endozytoserezeptoren bei der
Aufnahme extrazelluldrer Hitzeschockproteine. Ob durch die Interaktion dieser Rezeptoren mit
Hitzeschockproteinen Signalkaskaden aktiviert werden, welche die =zelluldre Genexpression
modulieren oder zu einer Aktivierung von Immunzellen fihren, ist bislang nicht bekannt.

Als Signalrezeptoren, welche die immunstimulatorische Wirkung extrazellularer Hitzeschockproteine
vermitteln, wurden bisher einzig die beiden Toll-like Rezeptoren TLR2 und TLR4 beschrieben. Diese
scheinen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB und damit einhergehend die Expression
von Adhasionsmolekiilen, inflammatorischen Zytokinen, kostimulatorischen Molekiilen und somit die
Aktivierung dendritischer Zellen und Makrophagen in Gegenwart extrazellularer Hitzeschockproteine
(Hsp70, Hsp60, gp96) zu vermitteln (Kol et al. 2000, Ohashi et al. 2000, Vabulas et al. 2001,
Vabulas et al. 2002a, Vabulas et al. 2002b, Vabulas et al. 2002c, Asea et al. 2002, Beg 2002,
Kakimura et al. 2002, Dybdahl et al. 2002). Da Hitzeschockproteine die Eigenschaft besitzen,
bakterielles Lipopolysaccharid hochaffin zu binden, wird gegenwartig jedoch diskutiert, ob eine
Kontamination mit LPS fur die TLR4-aktivierende Wirkung einzelner
Hitzeschockproteinpraparationen verantwortlich sein kénnte (Bausinger et al. 2002, Wallin et al.
2002, Reed et al. 2003, Gao und Tsan 2003a, Gao und Tsan 2003b, Tsan und Gao 2004). TLR2
und TLR4 sind zudem als Signalrezeptoren beschrieben, welche die inflammatorische Wirkung von
extrazellularem HMGB1 (high mobility group box 1 protein) vermitteln (Park et al. 2004). Dartber
hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit nekrotischen Zellen zu einer Aktivierung von
TLR2, insbesondere des heterodimeren TLR2/TLR6-Rezeptorkomplexes, flhrt sowie in TLR2-
abhangiger Weise die Genexpression in Makrophagen und Fibroblasten moduliert (Li et al. 2001).
Die TLR2-aktiverenden Komponenten nekrotischer Zellen wurden in dieser Studie jedoch nicht
identifiziert. Weiterhin wird vermutet, dass aus nekrotischen Zellen freigesetzte RNA in TLR3-
abhangiger Weise die IFN-a-Expression in dendritischen Zellen und die Expression von IFN-3, IP-10
(CXCL10), RANTES (CCL5) und IL-6 in humanen Fibroblasten induziert (Kariko et al. 2004a,
Brentano et al. 2005). In beiden Fallen kénnten die in zellularen Ribonukleinsduren vorhandenen
doppelstrangigen Sekundarstrukturen eine Aktivierung dieses Rezeptors vermitteln. Auch aus
nekrotischen Zellen freigesetzte einzelstrangige RNA koénnte als endogener TLR-Agonist fungieren
und in TLR7/8-vermittelter Weise zu einer vermehrten Expression von IFN-a und inflammatorischen
Zytokinen beitragen (Heil et al. 2004, Diebold et al. 2004). In diesem Zusammenhang ware es
denkbar, dass sich die beschriebene immunstimulatorische Wirkung nekrotischer Zellen zumindest
teilweise auf die Exposition bzw. Freisetzung intrazellularer Komponenten wie HMGB1,
verschiedenen Hitzeschockproteinen sowie RNA und DNA zurlickfihren lasst. Diese Faktoren
kénnten schlieBlich durch Aktivierung entsprechender Toll-like Rezeptoren (TLR2, 3, 4, 7/8, 9) die

lokale Expression von Zytokinen und Chemokinen durch Immunzellen und vitale Gewebezellen
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induzieren, was schlieBlich zur Entstehung lokaler Entziindungsherde in den betroffenen Geweben
beitragen wirde.

Wie in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, fiihrt eine Inkubation von Rat1-Fibroblasten mit
nekrotischen Zellen zu einer vermehrten Expression von ApoJ und MMP-3 sowie zu einer
Repression der CTGF-Expression. Dass die Regulation dieser Gene in dhnlicher Weise durch das
inflammatorische Zytokin TNF-a moduliert wird, kénnte darauf hindeuten, dass die inflammatorische
Wirkung nekrotischer Zellen die Expression von ApoJ, MMP-3 und CTGF in Rat1-Zellen beeinflusst,
wobei Toll-like Rezeptoren als potentielle Signalrezeptoren involviert sein kénnten (Li et al. 2002, Li
et al. 2001, Sciavolino et al. 1994, Lin et al. 1998, Abraham et al. 2000, Villacorta et al. 2003). Da
TLR2 bislang als einziger Vertreter der Toll-like-Rezeptorfamilie identifiziert werden konnte, der
durch nekrotische Zellen aktiviert wird (Li et al. 2001), Rat1-Fibroblasten diesen Rezeptor jedoch
nicht exprimieren, zeigt deutlich, dass nekrotische Zellen auch in TLR2-unabhangiger Weise die
Genexpression in vitalen Zellen beeinflussen kénnen. Dies zeigt zudem, dass die in embryonalen
Mausfibroblasten beschriebene NF-kB-abhangige Induktion der MMP-3-Expression in Gegenwart
nekrotischer Zellen durch weitere Rezeptoren vermittelt werden kann. Hierbei kénnten die in Rat1-
Fibroblasten exprimierten Toll-like Rezeptoren TLR3 und TLR4 als weitere Vertreter dieser
Rezeptorfamilie eine Rolle als Signalrezeptoren spielen. Wie in vorliegender Arbeit gezeigt werden
konnte, fihrt die Inkubation dieser Zellen mit entsprechenden rezeptorspezifischen Agonisten
(Poly(I:C), LPS) zu einer vermehrten Expression von MMP-3-mRNA. Es besteht folglich die
Méoglichkeit, dass die MMP-3-induzierende Wirkung nekrotischer Zellen zum Teil auf die Freisetzung
endogener TLR-Agonisten wie beispielsweise RNA, Hitzeschockproteine oder HMGB-1
zurlickzufiihren ist, welche Uber eine Aktivierung TLR3- bzw. TLR4-vermittelter Signalwege die
Expression dieser Protease in vitalen Rat1-Fibroblasten induzieren. Ahnliche Mechanismen kénnten
auch an der durch nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression beteiligt sein. Hierflr spricht,
dass auch ApoJ in TLR-abhangiger Weise reguliert wird und zudem ausschlielich die beiden TLR-
exprimierenden Zelllinien CRL2018-Zellen (TLR2, TLR3, TLR4) und Rat1 (TLR3, TLR4), nicht
jedoch 10A-Zellen, welche weder TLR2 noch TLR3 und scheinbar nur geringe Mengen an TLR4
exprimieren, nach Inkubation mit nekrotischen Zellen einen erhéhten Gehalt an ApoJ-mRNA
aufweisen. Dass im Gegensatz zu glatten GefalBmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 neben
nekrotischen Zellen ausschlieRlich die synthetische doppelstrangige RNA Poly(l:C), nicht jedoch
LPS, eine deutliche Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Zellen induziert, kbnnte zudem darauf
hindeuten, dass in Gegenwart nekrotischer Zellen eine Aktivierung TLR3-vermittelter Signalwege
eine zentrale Rolle in der Regulation der ApoJ-Genexpression spielt. Hierbei konnte aus
nekrotischen Zellen freigesetzte bzw. mit nekrotischen Zellen assoziierte RNA als endogener TLR3-
Agonist fungieren (Kariko et al. 2004a, Hoffman et al. 2004, Brentano et al. 2005). Unterstutzt wird
diese Hypothese dadurch, dass neben Poly(l:C) auch eine Inkubation mit nicht-synthetischer
eukaryotischer Gesamt-RNA und t-RNA zu einer Akkumulation ApodJ-spezifischer mRNA in TLR3-
exprimierenden CRL2018-Zellen fihrt. Dass unter den verwendeten RNA-Spezies t-RNA die

deutlichste Induktion der ApoJ-Genaktivitat induziert, kénnte auf den hohen Anteil doppelstrangiger
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Sekundarstrukturen zurlckzufiihren sein. Im Gegensatz zu Poly(l:C) besitzen diese naturlichen
RNAs allerdings eine deutlich geringere ApoJ-induzierende Wirkung (Faktor 1,5-2,0), die jedoch mit
der von 0,5-1x10" nekrotischen Zellen vergleichbar ist. Die im Vergleich zu Poly(1:C) geringere ApoJ-
induzierende Wirkung der verwendeten nicht-synthetischen RNAs ist vermutlich darauf
zurlickzufiihren, dass Poly(l:C) gegeniiber anderen RNAs wie synthetischem Poly(A:U), viraler
doppelstrangiger RNA und in vitro transkribieter mRNA deutlich starkere TLR3-aktivierende
Eigenschaften besitzt (Alexopoulou et al. 2001, Matsumoto et al. 2003, Kariko et al. 2004a). Neben
der Apod-induzierenden Wirkung besitzen Poly(l:C) und nekrotische Zellen weiterhin die
gemeinsame Eigenschaft, die zellulare Expression der Typl-Interferone IFN-a1 und IFN-B zu
induzieren. Dies bestatigt den bereits beschriebenen Einfluss nekrotischer Zellen auf die Regulation
der IFN-a- und IFN-B-Genexpression in vitalen Zellen und kdénnte zugleich als weiterer Hinweis auf
eine Aktivierung TLR3-vermittelter Signalwege in Gegenwart nekrotischer Zellen gedeutet werden
(Kariko et al. 2004a, Brentano et al. 2005). Eine Analyse der iNOS- und TLR3-Expression in
CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten zeigte allerdings, dass im Gegensatz zu Poly(l:C) eine
Inkubation mit nekrotischen Zellen in keiner der beiden Zelllinien die Expression dieser beiden
sekundar durch Interferon regulierten Gene induziert (Abb. 3.4.7, ohne Abb.). Dies kdnnte
mdglicherweise darin begrindet sein, dass die durch nekrotische Zellen induzierte Menge an
neusynthetisierten Typl-Interferonen nicht ausreichend ist, um in autokriner/parakriner Weise die
Expression von iNOS und TLR3 zu erhéhen.

Dass eine Prainkubation mit verschiedenen Nukleasen (RNAse A, Benzonase, DNAse 1) die ApoJ-
induzierende Wirkung nekrotischer Zellen und dem daraus praparierten Uberstand (14.000xg) nicht
vermindert, spricht zunachst gegen eine Beteiligung von Nukleinsduren an der ApoJ-Regulation
(Abb. 3.4.6). Das Enzym Benzonase ist als Endonuklease beschrieben, welche in unspezifischer
Weise einzel- und doppelstrangige DNA, einzelstrangige RNA sowie zu einem gewissen Anteil auch
doppelstrangige RNA hydrolysiert (Moreno et al. 1991, Meiss et al. 1999). Inwiefern die Inkubation
nekrotischer Zellen bzw. der daraus praparierten |6slichen Faktoren mit diesem Enzym zu einer
vollstandigen Hydrolyse der enthaltenen doppelstrangigen RNA flhrt, ist allerdings unklar. Eine
Analyse nekrotischer Zellen sowie daraus praparierter |Oslicher Faktoren mittels nicht-
denaturierender Agarosegelelektrophorese zeigte, dass nach Inkubation mit Benzonase keine durch
Ethidiumbromidfarbung detektierbaren Nukleinsduren mehr in den Proben vorhanden waren (ohne
Abb.). Ob hierbei jedoch eine vollstandige Hydrolyse niedermolekularer doppelstrangiger RNA-
Molekile stattfand, ist unklar, da die verwendeten Agarosegele (2% Agarose) flr eine Analyse
niedermolekularer Nukleinsduren nicht geeignet waren. Da auch doppelstrangige RNA-Molekiile mit
einer Lange von 21 Basenpaaren TLR3-aktivierende Eigenschaften besitzen (Kariko et al. 2004b,
Kariko et al. 2004c), lasst sich somit eine Beteiligung doppelstrangiger RNA an der durch
nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression in vitalen CRL2018-Zellen und Rat1-
Fibroblasten auf Ebene der bislang durchgeflihrten Experimente nicht vollstdndig ausschlielen. Dies
kénnte jedoch, wie unter 3.4.9 beschrieben, in weiterfiihrenden Untersuchungen (salzfreie

Reaktionsbedingungen, langere Inkubationszeiten, Verwendung des Enzyms RNAse lll) erfolgen.
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Hierbei wiirde ein paralleler Verdau von Poly(l:C) eine geeignete Kontrolle darstellen, um unter den
gewahlten Reaktionsbedingungen die vollstdndige Inaktivierung der TLR3-aktivierenden
Eigenschaften doppelstrangiger RNA zu Uberprifen.

Wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, korreliert die durch nekrotische Zellen
induzierte ApoJ-mRNA-Expression in CRL2018-, Rat1- und 10A-Zellen mit der zelllinienspezifischen
Expression von Toll-like Rezeptoren. Dass zugleich auch die ApoJ-induzierenden Eigenschaften
entsprechender TLR-spezifischer Agonisten gezeigt werden konnten, kénnte darauf hindeuten, dass
in Gegenwart nekrotischer Zellen Toll-like Rezeptoren die Induktion der ApoJ-Genexpression in
vitalen Zellen vermitteln. Um unter diesen Bedingungen eine Beteiligung einzelner Mitglieder der
Toll-like Rezeptorfamilie, insbesondere TLR3 und TLR4, an der Induktion der ApoJ-Genexpression
zu Uberprifen, sind jedoch weiterfiihrende Arbeiten notwendig. Ein experimenteller Ansatz kdnnte
darin bestehen, die Funktion einzelner Toll-like Rezeptoren in den beschriebenen Zellsystemen
(CRL2018, Rat1) spezifisch zu inhibieren. Eine Inhibierung der Rezeptorfunktion durch spezifische
blockierende Antikorper ist in diesem Fall jedoch nicht mdglich, da geeignete Antikbrper mit
entsprechenden funktionellen Eigenschaften und Speziesspezifitat nicht verfligbar sind. Durch
Inhibierung der Rezeptorexpression mittels RNAi (RNA interference) unter Verwendung
sequenzspezifischer siRNAs (small interference RNA) ware jedoch eine funktionelle Analyse von
TLR2, TLR3 und TLR4 in glatten Gefalimuskelzellen der Zelllinie CRL2018 und in Rat1-Fibroblasten
mdglich (Li et al. 2005). Weiterhin kénnte eine funktionelle Inhibierung endogen exprimierter TLRs in
CRL2018-Zellen und Rat1-Fibroblasten mittels Expression entsprechender spezifischer TLR-
Mutanten mit deletierter TIR-Doméane und dominant-negativer Wirkungsweise erfolgen (Alexopoulou
et al. 2001, Li et al. 2001). Ein anderer experimenteller Ansatz kénnte darin bestehen, murinen
TLR2, TLR3 bzw. TLR4 in 10A-Zellen stabil zu exprimieren. Durch Analyse der ApoJ-Genexpression
einzelner Zellklone nach Inkubation mit nekrotischen Zellen kdnnte anschlieRend eine funktionelle
Beteiligung entsprechender Toll-like Rezeptoren an der Induktion der ApoJ-Genexpression Uberprift
werden. Die fir diese Experimente notwendigen rekombinanten Expressionsplasmide fir murinen
TLR2, TLR3, TLR4 sowie dem Protein MD-2 als essentiellem Bestandteil des TLR4-
Rezeptorkomplexes wurden uns im Rahmen einer Kooperation von der Arbeitsgruppe Stefan Bauer
(Institut fir medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, TU Minchen) zur Verfiigung
gestellt. Aufgrund der bereits beschriebenen endogenen Agonisten kdnnte der Nachweis einer
Beteiligung einzelner Toll-like Rezeptoren an der Induktion der ApoJ-Genexpression in Gegenwart
nekrotischer Zellen zugleich ndhere Hinweise auf die Identitdt der ApoJ-induzierenden Faktoren

nekrotischer Zellen liefern.
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4.3 Induktion der ApoJ-Genexpression in geschadigten Geweben

In vivo ist eine Induktion der ApoJ-Genexpression haufig mit degenerativen und inflammatorischen
Prozessen assoziiert. Im Pankreas der Ratte wurde eine vermehrte Expression dieses Proteins im
Rahmen einer durch Streptozotozin induzierten Degeneration insulinproduzierender p-Zellen sowie
in verschiedenen Modellen akuter und chronischer Pankreatitis beschrieben, wobei
glucagonproduzierende a-Zellen und Azinuszellen verstarkt ApoJ synthetisieren (Park et al. 1999,
Calvo et al. 1998, Xie et al. 2001). Weiterhin flhrt eine Induktion nekrotischer Gewebeschaden durch
Tetrachlorkohlenstoff zu einer lokalen Expression ApoJ-spezifischer mRNA in der Leber (Bursch et
al. 1995). Auch eine Schadigung des Nierengewebes durch Cisplatin, als Folge einer induzierten
Entziindungsreaktion (Nephritis) und als Folge einer transienten Ischamie fiihrt zu einer vermehrten
Expression dieses Proteins (Silkensen et al. 1997, Yamada et al. 2001, Rosenberg und Paller 1991,
Witzgall et al. 1994, Yoshida et al. 2002). Auch nach mechanischer Verletzung von neuronalem
Gewebe wie Rickenmark, optischem Nerv und Gehirn sowie einer durch Hypoxie induzierten
Schadigung des Gehirns in unterschiedlichsten Modellen zerebraler Ischamie lasst sich eine
gesteigerte Menge an ApodJ in den verletzten Geweben nachweisen. Dieses Protein ist hierbei oft mit
abgestorbenen bzw. sterbenden Neuronen assoziiert; die lokale ApoJ-Synthese beschrankt sich
hingegen in erster Linie auf reaktive Astrozyten (Bonnard et al. 1997, Klimaschewski et al. 2001,
Ohlsson et al. 2003, Bellander et al. 2001, Gwon et al. 2004, May et al. 1992, Wiessner et al. 1993,
Kida et al. 1995, Walton et al. 1996, Yamashita et al. 1996, Van Beek et al. 2000, Wehrli et al. 2001,
Wiggins et al. 2003). Wie in verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden konnte, wird die ApoJ-
Genexpression auch nach Schadigung des Herzmuskels im Rahmen einer autoimmunen und viralen
Myokarditis sowie einer lokalen Ischamie in ventrikularen Myozyten induziert. Infiltrierende
Immunzellen synthetisieren dieses Protein hingegen nicht (Swertfeger et al. 1996, Silkensen et al.
1998, McLaughlin et al. 2000). Zudem ist ein erhdhter Gehalt an ApoJ auch in myokardialen
Lasionen von Patienten zu finden, die einen Herzinfarkt erlitten hatten (Vakeva et al. 1993). ApoJ
wird auch vermehrt in atherosklerotischen Lasionen gefunden, wobei scheinbar eine lokale Synthese
durch glatte Gefallmuskelzellen der Intima und Media zusatzlich zu dem aus dem Serum
stammenden ApoJ die Konzentration dieses Proteins in den Lasionen erhdéht (Jordan-Starck et al.
1994, Ishikawa et al. 1998). Darliber hinaus hat auch eine mittels Ballondilatation induzierte
mechanische Verletzung der Aorta innerhalb von 6h eine vermehrte Expression von ApodJ in glatten
GefaBmuskelzellen zur Folge (Miyata et al. 2001).

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine lokale Induktion der ApoJ-Genexpression in vielen
unterschiedlichen Geweben mit mechanischen, chemischen oder hypoxischen Schadigungen sowie
inflammatorischen Prozessen assoziiert ist. Die molekularen Mechanismen, die zu einer vermehrten
Expression von ApoJ im Rahmen degenerativer Gewebeprozesse filihren, sind bislang jedoch
unbekannt. Eine vermehrte Synthese dieses Proteins als Folge einer Schadigung ist auf intakte
Gewebebereiche beschrankt und erfolgt in unterschiedlichsten Zelltypen wie z.B. Astrozyten, glatten
GefaBmuskelzellen, Myozyten, Azinuszellen, Epithelzellen der Nierentubuli oder Endothelzellen.

Lokale bzw. infiltrierende Immunzellen weisen hingegen keine ApoJ-Expression auf (Swertfeger et
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al. 1996, Silkensen et al. 1998). Die Beobachtung, dass sich in vielen Fallen die Apod-
exprimierenden Zellen in unmittelbarer Nahe der entsprechenden Lasionen befinden und sich die
Intensitat der ApoJ-Genexpression mit zunehmender Distanz zu diesen Lasionen verringert, Iasst
vermuten, dass diffundierbare Faktoren in den geschadigten Bereichen die Aktivierung der ApoJ-
Genaktivitat in umliegenden Zellen vermitteln (Swertfeger et al. 1996). Hierbei kénnten auch in den
Lasionen vorhandene geschadigte Zellen durch Freisetzung |8slicher Faktoren zur Induktion der
ApoJ-Genexpression beitragen. Wie bereits in einer Veroffentlichung unserer Arbeitsgruppe
beschrieben wurde und auch in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, sind neben |6slichen
Faktoren auch sedimentierbare Komponenten nekrotischer Zellen in der Lage, eine Aktivierung der
ApoJd-Genaktivitat in vitalen Rat1-Fibroblasten zu induzieren (Bach et al. 2001, Ab. 3.4.2). Dieser
sedimentierbare Anteil nekrotischer Zellen, der vermutlich Fragmente zellularer Membranen und
Organellen enthalt, kdnnte somit zu einer gesteigerten ApoJ-Genexpression in den Zellen beitragen,
die in unmittelbarer Nahe der Gewebeldsionen lokalisiert sind und in direktem Kontakt mit
nekrotischem Zellmaterial stehen. Diese Hypothese unterstitzend konnte im Rahmen einer durch
Ischamie induzierten zerebralen und myokardialen Verletzung die starkste ApoJ-Expression in den
Zellen nachgewiesen werden, die sich an der Grenze zwischen nekrotischem und intaktem Gewebe
befinden (Swertfeger et al. 1996, Wehrli et al. 2001).

Interessant ist, dass viele der Zelltypen, die unter pathophysiologischen Bedingungen eine
vermehrte ApoJ-Genexpression aufweisen, als TLR-exprimierende Zelltypen beschrieben sind. Die
untersuchten Zelltypen umfassen hierbei in vitro kultivierte primare Hepatozyten (TLR2, TLR4),
primare Tubulusepithelzellen der Niere (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6), primare Astrozyten
(TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9), primare ventrikulare Kardiomyozyten (TLR2, TLR3, TLR4, TLR6),
primare Endothelzellen (TLR4) und primare glatte Gefallmuskelzellen (TLR2, TLR4) (Matsumura et
al. 2000, Frantz et al. 2001, Tsuboi et al. 2002, Bsibsi et al. 2002, Bowman et al. 2003, Carpentier et
al. 2005, Farina et al. 2005, Jimenez et al. 2005, Yang et al. 2005, Faure et al. 2000). Die
Expression von TLR3 in primaren glatten GefaBmuskelzellen wurde bislang noch nicht analysiert.
Dass die Inkubation mit Poly(l:C) die Genexpression dieser Zellen moduliert und dariiber hinaus in
humanen Arterien TLR3-mRNA nachgewiesen wurde, ist jedoch ein Hinweis darauf, dass neben der
stabilen Zelllinie CRL2018 auch primare glatte GefalRmuskelzellen TLR3 exprimieren (Yang et al.
2005, Edfeldt et al. 2002). Zudem wurde eine erhdéhte Expression von TLR2 und TLR4 in
Endothelzellen im Bereich atherosklerotischer Lasionen und eine erhéhte Expression von TLR4 in
Myozyten und Endothelzellen des Herzmuskels von Patienten mit Kardiomyopathien beschrieben
(Edfeldt et al. 2002, Frantz et al. 1999). Zudem konnte am Tiermodell der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) gezeigt werden, dass es im Rahmen steriler
inflammatorischer Prozesse zu einer Induktion der TLR-Expression (TLR1, TLR2, TLR4, TLR6,
TLR7, TLR8, TLR9) im Gehirn betroffener Mause kommt (Prinz et al. 2006). Dies zeigt, dass im
Rahmen degenerativer Prozesse eine lokale Induktion der TLR-Expression in den betroffenen
Geweben stattfinden kann. Dass in vivo auch in Abwesenheit bakterieller Infektionen eine

Aktivierung des Toll-like Rezeptors 4 als Folge einer transienten Ischamie in Leber und Herzmuskel
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erfolgt, konnte an zwei unterschiedlichen Stammen TLR4-defizienter Mause (C57/BL10 ScCr und
C3H/HeJ) gezeigt werden (Oyama et al. 2004, Zhai et al. 2004). Eine Aktivierung TLR4-vermittelter
Signalwege, insbesondere MyD88-unabhangiger/TRIF-IRF-3-abhangiger Signalwege, durch
endogene Agonisten scheint hierbei eine wichtige Rolle in der Initiation lokaler
Entziindungsreaktionen und damit einhergehend in der Entstehung und Extension von
Gewebelasionen zu spielen. Inwiefern eine Aktivierung TLR4-exprimierender Gewebezellen
(Hepatozyten, Myozyten, Endothelzellen) durch nekrotisches Zellmaterial zu diesen Prozessen
beitragt, ist allerdings nicht bekannt. Aktuelle Studien an knochenmark-chimaren Mausen zeigen,
dass die Aktivierung von TLR9 in nicht-hamatopoetischen zerebralen Zellen im Rahmen einer
experimentellen allergischen Enzephalomyelitis (EAE) zu einer beschleunigten Pathogenese flhrt
und die Aktivierung von TLR2 in Tubulusepithelzellen im Rahmen einer durch Ischamie induzierten
Verletzung der Niere eine Initiation inflammatorischer Prozesse vermittelt, welche letztlich zu einem
akuten Nierenversagen fihren (Prinz et al. 2006, Leemans et al. 2005). In beiden Fallen wird eine
Beteiligung von Pathogenen an der Aktivierung von TLR9 und TLR2 ausgeschlossen und vermutet,
dass von verletzten Zellen freigesetzte endogene Agonisten in den betroffenen Geweben zur lokalen
Aktivierung dieser Rezeptoren beitragen.

Zusammenfassend ware somit eine Beteiligung verschiedener Toll-like Rezeptoren an der ApoJ-
Regulation in verletzten Geweben denkbar, wobei lI6sliche und membranassoziierte Komponenten
geschadigter Zellen als endogene TLR-Agonisten fungieren und in TLR-abhangiger Weise zu einer
Induktion der ApoJ-Genexpression im umliegenden Gewebe beitragen kdnnten. Weiterhin kénnten
in Membranfragmenten nekrotischer Zelltrimmer enthaltene Phospholipide wie Phosphatidylserin
oder Phosphatidsaure Uber bislang unbekannte Mechanismen ebenfalls zu einer vermehrten
Expression dieses Proteins in degenerierten Geweben fiihren (Bach et al. 2001, M. Baiersdorfer
unverdéffentlicht). Dass in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, dass die ApoJ-Genexpression
durch bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), durch ein synthetisch hergestelltes bakterielles
Lipopeptid (PamsCys-Ser-Lys;) und durch doppelstrangige RNA induziert werden kann, lasst
vermuten, dass eine vermehrte Expression dieses Proteins auch im Rahmen bakterieller und viraler
Infektionen erfolgen konnte. Hierbei kdnnten pathogenassoziierte Strukturen (PAMPs) in TLR-
abhangiger Weise zu einer direkten Induktion der ApoJ-Genexpression fihren. Zudem kénnte im
Rahmen einer Infektion eine durch Bakterien oder Viren induzierte Schadigung des Gewebes zur
Freisetzung ApoJ-induzierender Faktoren aus verletzten Zellen fiihren und somit in indirekter Weise
die Expression dieses Proteins beeinflussen. Eine TLR-vermittelte Aktivierung von Gewebezellen
und insbesondere lokaler Immunzellen (Makrophagen, dendritische Zellen) durch
pathogenassoziierte Strukturen und aus nekrotischen Zellen freigesetzte endogene Agonisten hatte
zudem eine Aktivierung des Immunsystems und damit eine Entziindungsreaktion zur Folge. Es ist
anzunehmen, dass auch von Gewebezellen exprimierte Zytokine und Chemokine, welche in TLR-
abhangiger Weise durch nekrotische Zellen oder Pathogene induziert werden, zur Initiation lokaler
EntzGndungsreaktionen beitragen. In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass

eine Inkubation mit nekrotischen Zellen zu einer Induktion der Chemokinexpression (KC/GROa, MIP-
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Abbildung 4.3: Modell zur Regulation der ApoJ-Genexpression in verletzten Geweben: a) Friihe Phase:
Nekrotische Zellen, die als Folge mechanischer/chemischer Verletzungen, Hypoxie oder Infektionen entstehen,
kénnten durch Freisetzung endogener TLR-Agonisten bzw. durch Exposition bestimmter Phospholipide in
Membranfragmenten die ApoJ-Genexpression in umliegenden Gewebezellen induzieren. Im Falle einer Infektion
kénnen auch pathogenassoziierte Strukturen (PAMPs) an der Regulation der ApoJ-Genexpression beteiligt sein.
Eine Aktivierung von TLRs durch endogene Agonisten oder PAMPs fiihrt zudem zu einer Aktivierung lokaler
Immunzellen und induziert in Gewebe- und Immunzellen die Expression und Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen. In ihrer Gesamtheit initiileren diese Prozesse schlief3lich lokale Entziindungsreaktionen.
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Abbildung 4.3 (vorausgehende Seite): b) Inflammatorische Phase: Eingewanderte und aktivierte
Immunzellen verursachen im Rahmen inflammatorischer Vorgange zusatzliche Gewebeschaden und somit eine
Akkumulation nekrotischer Zellen. Diese tragen zusammen mit PAMPs sowie reaktiven Sauerstoffverbindungen
(ROS, reactive oxygen species) und inflammatorischen Zytokinen, welche von aktivierten Immunzellen in groRen
Mengen freigesetzt werden und an der Extension der Gewebeschaden beteiligt sind, zu einer gesteigerten ApoJ-
Expression im umliegenden vitalen Gewebe bei. Eine lokale Induktion der TLR-Expression in den betroffenen
Geweben verstéarkt hierbei die durch endogene Agonisten und PAMPs induzierte Expression von ApoJ.

2/GROB) in murinen Fibroblasten sowie in TLR2-abhangiger Weise zu einer Induktion der IL-8-
Expression in humanen HEK293-Zellen fihrt (Li et al. 2001). Wie zudem in einer kuirzlich
veroffentlichten Studie gezeigt werden konnte, fihrt die Inkubation humaner Fibroblasten mit
nekrotischen Zellen in vitro, ahnlich wie die Inkubation mit dem TLR3-spezifischen Agonisten
Poly(l:C), zu einer vermehrten Expression von IFN-3, der beiden Chemokine IP-10 (CXCL10) und
RANTES (CCL5) sowie des inflammatorischen Zytokins IL-6 (Brentano et al. 2005). Eine
anschlieBende Infiltration und Akkumulation aktivierter Immunzellen (neutrophile Granulozyten,
Makrophagen, natirliche Killerzellen, T-Zellen) wirde beispielsweise durch Freisetzung
inflammatorischer Zytokine, reaktiver Sauerstoffverbindungen oder Proteasen zu einer Verstarkung
der Gewebeschaden fiihren. Eine Akkumulation nekrotischer Zellen sowie eine verstarkte lokale
Expression von Toll-like Rezeptoren kdnnten schliellich eine weitere Erhéhung der Apod-
Genexpression in vitalen Gewebezellen zur Folge haben. Zudem ist es wahrscheinlich, dass im
Rahmen inflammatorischer Prozesse von Immunzellen freigesetzte reaktive Sauerstoffverbindungen
und Zytokine wie TNF-qa, IL-1B oder IL-6 durch eine direkte Induktion der ApoJ-Genexpression an
der Regulation dieses Proteins in den betroffenen Geweben beteiligt sind. Die ApoJ-induzierenden
Eigenschaften erwahnter Zytokine sowie eine vermehrte Expression von ApoJ als Folge von
oxidativem Stress konnten bereits mehrfach nachgewiesen werden (Kyprianou et al. 1991,
Hardardottir et al. 1994, Hardardottir et al. 1997, Zwain et al. 1994, Berge et al. 1997, Van Lenten et
al. 20014, Li et al. 2002, Patel et al. 2004, Calvo et al. 1998, Viard et al. 1999, Dumont et al. 2000,
Frippiat et al. 2001). Eine durch TNF-a induzierte Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-
Fibroblasten konnte zudem im Rahmen vorliegender Arbeit gezeigt werden (ohne Abb.). Eine
Induktion der ApoJ-Genexpression in degenerierenden Geweben kénnte somit in komplexer Weise
erfolgen, wobei nekrotische Zellen sowohl in einer durch Verletzung, durch Hypoxie oder durch
Pathogene induzierten frihen Phase der Gewebeschadigung (Abb. 4.3 a) als auch im Rahmen
nachfolgender inflammatorischer Prozesse an der Regulation dieses Proteins in vitalen
Gewebezellen beteiligt sein kénnten (Abb. 4.3 b). Zudem konnte neben Zytokinen und oxidativem
Stress eine Akkumulation von nekrotischem Zellmaterial als Folge einer Entziindungsreaktion eine
Erklarung dafir sein, dass eine vermehrte Expression von Apod haufig mit inflammatorischen
Prozessen assoziiert ist und im Bereich entziindlicher Lasionen lokalisierte Zellen die starkste ApoJ-

Genexpression aufweisen.
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4.4 Mogliche Funktionen von ApoJ in geschadigten Geweben

Eine spezifische Funktion von ApoJ in verletzten und degenerierenden Geweben konnte bislang
noch nicht identifiziert werden. Untersuchungen ApoJ-defizienter Mause zeigen jedoch, dass dieses
Protein im Rahmen einer autoimmunen Myokarditis gewebeschiitzende Eigenschaften besitzt,
indem es die Extension akuter entziindlicher Lasionen limitiert. Nach Abklingen der akuten
Entzindungsreaktion scheint ApoJ zudem an der Regeneration des geschadigten Herzmuskels
beteiligt zu sein (McLaughlin et al. 2000). Weiterhin konnte am Modell einer permanenten fokalen
zerebralen Ischamie gezeigt werden, dass verglichen mit Wildtyp- und ApoJ-defizienten Mausen die
Anzahl sterbender Zellen im geschadigten Gehirnbereich transgener Mause reduziert ist, welche
humanes Apod konstitutiv exprimieren. Dies zeigt deutlich die neuroprotektiven Eigenschaften
dieses Proteins im Rahmen einer durch Hypoxie induzierten zerebralen Entziindungsreaktion in vivo
(Wehrli et al. 2001). Untersuchungen an isolierten Lungen von Kaninchen zeigen zudem, dass eine
vorausgehende Perfusion mit ApodJ einer durch das Peptid N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP) induzierten
und durch Leukozyten vermittelten Schadigung des Lungengewebes entgegenwirken kann (Heller et
al. 2003). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die zytoprotektive Wirkung von Apod
zumindest teilweise auf dessen antiinflammatorische Eigenschaften zurtickzufiihren ist. In verletzten
Geweben konnte die lokale Expression dieses Proteins das Ausmall nachfolgender
Entziindungsreaktionen limitieren und somit einer im Rahmen inflammatorischer Prozesse
auftretenden sekundaren Schadigung des Gewebes entgegenwirken.

In funktioneller Hinsicht kédnnte hierbei die Inhibierung des Komplementsystems eine Rolle spielen.
ApoJ ist in der Lage, einer komplementvermittelten Hamolyse entgegenzuwirken, indem es die
Ausbildung des membranangreifenden Komplexes (MAC) auf Zelloberflachen verhindert. Diese
Inhibierung erfolgt auf Ebene der terminalen Komplementkomponenten, wobei zum einen die
Bindung von ApodJ an die Proteinkomplexe C5b-8 und C5b-9 eine Anlagerung und Polymerisierung
weiterer C9-Molekile und somit die Entstehung des porenbildenden Komplexes verhindert. Zum
anderen inhibiert die Bindung von ApoJ an den Proteinkomplex C5b-7 dessen Anlagerung an
zelluldre Plasmamembranen, was dazu fuhrt, dass der entstehende Proteinkomplex (sC5b-9) in
Ldsung verbleibt (Murphy et al. 1989b, Jenne und Tschopp 1989, Tschopp et al. 1993, McDonald
und Nelsestuen 1997). Aufgrund dieser Eigenschaften kdnnte ApodJ in verletzten Geweben eine
komplementvermittelte Lyse vitaler Zellen im Bereich entzindlicher Lasionen verhindern. Dass ApoJ
im Rahmen einer Glomerulonephritis sowie eines myokardialen Infarkts mit Immunkomplexen
assoziiert ist, Bestandteil des I6slichen membranangreifenden Komplementkomplexes ist sowie mit
terminalen Komplementkomponenten auf der Plasmamembran beschadigter Zellen kolokalisiert,
unterstltzt diese Hypothese (Murphy et al. 1988, Murphy et al. 1989a, Vakeva et al. 1993).

Zudem koénnte die Eigenschaft von Apod, einem durch oxidativen Stress und TNF-a induzierten
Zelltod entgegenzuwirken, an dessen zytoprotektiver Wirkung in degenerativen Geweben beteiligt
sein. Wie gezeigt werden konnte, ist dieses Protein in der Lage, in einer Reihe verschiedener
Zelltypen die Induktion apoptotischer Prozesse in Gegenwart oxidativer Substanzen wie H,O, zu
inhibieren (Schwochau et al. 1998, Viard et al. 1999, Dumont et al. 2002, Trougakos et al. 2004).
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Weiter wurde beschrieben, dass extrazelluldares ApodJ in dosisabhangiger Weise einen durch TNF-a
induzierten Zelltod humaner Prostatakarzinomazelllinien (PC3, LNCaP) und muriner Fibroblasten
(L929) inhibiert (Sensibar et al. 1995, Sintich et al. 1999, Humphreys et al. 1997). Somit ware
denkbar, dass ApoJ auch in verletzten Geweben im Bereich entziindlicher Lasionen umliegende
vitale Zellen vor der toxischen Wirkung von TNF-a und reaktiven Sauerstoffverbindungen schitzt,
welche im Verlauf einer lokalen Immunreaktion u.a. von aktivierten Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten freigesetzt werden.

Eine Inhibierung der Protease MT6-MMP/MMP-25 kdnnte zudem die zytoprotektiven Eigenschaften
von Apod erklaren. MT6-MMP/MMP-25 ist ein membranstandiges, glykosylphosphatidylinositol-
verankertes Mitglied der Matrix-Metalloproteinase-Familie, das nahezu ausschlieRlich von
neutrophilen Granulozyten exprimiert wird und als Folge einer Aktivierung dieser Zellen in I6slicher
Form in das extrazellulare Milieu freigesetzt wird. Dieses Enzym ist vor allem am Abbau
extrazellularer Matrixproteine beteiligt und scheint eine wichtige Rolle wahrend der Migration
neutrophiler Granulozyten zu Entziindungsherden zu spielen. In inflammatorischen Lasionen, in
denen eine Akkumulation dieser Zellen stattfindet, konnte eine erhohte Konzentration dieses
Enzyms zur Entstehung lokaler Gewebeschaden beitragen. Dass ApoJ die Eigenschaft besitzt, an
diese Protease zu binden und die entstehenden stabilen Proteinkomplexe katalytisch inaktiv sind,
kdnnte auf eine Funktion von ApodJ in der lokalen Regulation der enzymatischen Aktivitat von MT6-
MMP/MMP-25 im Bereich entzindlicher Lasionen hindeuten (Matsuda et al. 2003).

Durch Inhibierung einer NF-kB-abhangigen Genexpression kénnte ApoJ zudem an der Regulation
lokaler inflammatorischer Prozesse beteiligt sein. Wie Santilli und Mitarbeiter mit Hilfe NF-xB-
abhangiger Reporterplasmide zeigen konnten, weisen aus ApodJ-defizienten Mausen stammende
primdre Fibroblasten ein deutlich erhdhtes Niveau an konstitutiv aktivem NF-kB auf. Durch
Transfektion dieser Fibroblasten und einer humanen Neuroblastomazelllinie (LAN5) mit einem ApoJ-
cDNA-enthaltenden Expressionsplasmid war es mdglich, sowohl die basale NF-«kB-Aktivitadt zu
reduzieren, eine durch TNF-a und Doxorubicin induzierte Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors zu
inhibieren als auch einer durch TNF-a-induzierten NF-kB-abhangigen Genexpression
entgegenzuwirken (Santilli et al. 2003). Die molekularen Mechanismen, welche diese ApoJ-
abhangige Regulation der NF-kB-Aktivitat vermitteln, sind noch vdllig unklar. Hierbei scheinen eine
Stabilisierung und eine verminderte proteasomale Degradation von IkB-Proteinen, insbesondere
IkB-B3, eine Rolle zu spielen. In diesem Zusammenhang ware denkbar, dass eine erhéhte Expression
von ApodJ im Bereich entzindlicher Lasionen zu einer Inhibierung NF-kB-anhangiger Signalwege
fuhrt. Da ApoJ ein sekretiertes Protein ist, ware denkbar, dass sich dessen NF-kB-inhibierende
Wirkung zudem nicht nur auf ApoJ-exprimierende Gewebezellen beschrankt und Apod die
Genexpression eingewanderter Immunzellen dariiber hinaus in parakriner Weise beeinflusst.
Aufgrund der zentralen Rolle des Transkriptionsfaktors NF-kB in inflammatorischen Prozessen und
der Aktivierung von Immunzellen kénnte eine Inhibierung der NF-kB-Aktivitdt durch ApoJ einer
UbermaRigem Aktivierung lokaler Immunreaktionen entgegenwirken und in diesem Zusammenhang

eine Schadigung des umliegenden intakten Gewebes minimieren.
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Weiterhin kénnte ApoJ in degenerierenden Geweben als extrazelluldres Chaperon fungieren.
Studien der Arbeitsgruppe Wilson zeigen, dass ApodJ ahnliche Eigenschaften wie kleine intrazellulare
Hitzeschockproteine aufweist. Es ist in der Lage, hydrophobe Doméanen einer Vielzahl partiell
denaturierter Proteine zu binden und mit diesen stabile I6sliche hochmolekulare Komplexe zu bilden.
Auf diese Weise verhindert ApoJ zum einen die Prazipitation der denaturierten Proteine und
stabilisiert diese zum anderen in einem Stadium, das eine ATP-abhangige Rickfaltung in die native
Konformation erméglicht. Apod selbst ist jedoch nicht in der Lage, eine Renaturierung gebundener
Proteine zu initiieren. Hierfur ist die Gegenwart weiterer Chaperone wie z.B. Hsp70 notwendig. Ein
leicht saures Milieu verstarkt zudem die chaperonahnlichen Eigenschaften von ApoJ (Humphreys et
al. 1999, Poon et al. 2000, Wilson und Easterbrook-Smith 2000, Poon et al. 2002a, Poon et al.
2002b). Vorstellbar ware, dass ApoJ in verletzten Geweben eine vollstandige Denaturierung und
Prazipitation aus nekrotischen Zellen freigesetzter intrazelluldrer Proteine verhindert. Umliegende
Zellen konnten die entstehenden I6slichen ApoJ-Proteinkomplexe endozytieren und somit zu einer
Entsorgung von nekrotischem Zellmaterial beitragen. Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe deuten in
diesem Zusammenhang auf eine Adaptorfunktion von ApoJ hin, das nach Bindung an denaturierte
Proteine und Fragmente nekrotischer Zellen deren Endozytose durch Apod-bindende Rezeptoren
aus der LDL-Rezeptorfamilie (LRP, Megalin) vermittelt. Veroffentlichte wie aktuelle Daten unserer
Gruppe zeigen, dass bei einer Reihe verschiedener Zelllinien in Gegenwart von ApoJ eine vermehrte
LRP- und megalinabhangige Endozytose von hitzedenaturierten zytosolischen Proteinen und
Fragmenten nekrotischer Zellen erfolgt. Zudem verstarkt nekrotisches Zellmaterial in ahnlicher
Weise die rezeptorvermittelte Endozytose von ApodJ (Bartl et al. 2001, O. Bergner unveréffentlicht).
Unterstitzt wird diese Hypothese auch durch eine Studie, die zeigen konnte, dass in den Testes
ApodJ-defizienter Mause die Entsorgung durch Hitzebehandlung geschadigter Keimzellen vermindert
ist (Bailey et al. 2002). Zusammenfassend kénnte ApoJ in degenerierenden Geweben aufgrund
seiner beschriebenen chaperonahnlichen Eigenschaften die Prazipitation aus nekrotischen Zellen
freigesetzter denaturierender Proteine inhibieren sowie deren Endozytose durch Apod-spezifische
Rezeptoren vermitteln und somit zur Entsorgung von nekrotischem Zellmaterial beitragen. Dies
kénnte schlieRlich den Rlckgang lokaler Entziindungsreaktionen férdern und die Regeneration

postinflammatorischer Gewebe unterstiitzen.

Wie in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, flhrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen neben
einer vermehrten Expression von ApodJ auch zur Induktion der MMP-3—mRNA-Expression in Rat1-
Fibroblasten sowie zu einer Repression der CTGF-mRNA-Expression in Rat1-Fibroblasten und
glatten GefaRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 (Abb. 3.3.1, Abb. 3.3.2, Abb. 3.3.4, Abb. 3.3.5.1,
Abb. 3.4.7). Deshalb soll an dieser Stelle die mdgliche physiologische Bedeutung der durch
nekrotische Zellen modulierten Expression beider Gene kurz diskutiert werden.

MMP-3 (Stromelysin-1, EC 3.4.24.17) ist eine zinkabhangige Endopeptidase, die der Familie der
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) angehort. Matrix-Metalloproteinasen sind an einer Vielzahl

verschiedener biologischer (Embryogenese, Wundheilung, Angiogenese u.a.) und pathologischer
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Prozesse (rheumatoide Arthritis, Krebs, kardiovaskulare und fibrotische Erkrankungen u.a.) beteiligt
(Nagase und Woessner 1999, Chakraborti et al. 2003). Eine erhdéhte Expression von MMP-3 wurde
unter anderem als Folge einer durch Ischamie induzierten Schadigung in der Leber sowie in
atherosklerotischen Plaques beschrieben (Cursio et al. 2002, Henney et al. 1991, Galis et al. 1994).
Untersuchungen MMP-3-defizienter Mause zeigten, dass diese Protease eine Funktion in der
dermalen Wundheilung und in der Initiation T-Zell-vermittelter inflammatorischer Immunreaktionen
besitzt (Bullard et al. 1999, Wang et al. 1999). Die Expression dieses Proteins wird auf
transkriptioneller Ebene reguliert und in vielen Zelltypen, vor allem Fibroblasten, durch
inflammatorische Mediatoren wie TNF-a und IL-1B sowie den TLR-Agonisten LPS (TLR4) und
Peptidoglykan (TLR2) induziert (Sciavolino et al. 1994, Li et al. 2001, Ito et al. 1996, Kitamura 1998,
Witek-Zawada und Koj 2003, Warner et al. 2004, Kyburz et al. 2003). Zudem konnte im Rahmen
vorliegender Arbeit gezeigt werden, dass der TLR3-spezifische Agonist Poly(l:C) die MMP-3-mRNA-
Expression in embryonalen Rat1-Fibroblasten induziert (Abb. 3.4.7). Wie viele andere Matrix-
Metalloproteinasen auch wird neusynthetisiertes MMP-3 als katalytisch inaktives Vorlauferprotein
(pro-MMP-3) sekretiert. Dieses Vorlauferprotein setzt sich aus einer N-terminalen Propeptiddomane,
einer katalytischen Doméane mit der Zink-Bindestelle und einem konservierten Methioninrest sowie
einer C-terminalen hamopexindhnlichen Domane zusammen (Nagase und Woessner 1999,
Chakraborti et al. 2003). Durch Abspaltung der inhibitorischen N-terminalen Propeptiddoméne wird
das katalytisch inaktive Vorlauferprotein in die enzymatisch aktive Form (45kDa) tberflhrt. Diese
proteolytische Aktivierung von MMP-3 kann durch die Proteasen Plasmin, Kallikrein und Trypsin
katalysiert werden (Chin et al. 1998, Wilhelm et al. 1997, Chakaborti et al. 2003). Die aktivierte Form
des Enzyms besitzt ein breites Substratspektrum, wobei die primare Funktion von MMP-3 im
proteolytischen Abbau verschiedener Komponenten der extrazellularen Matrix besteht. Als MMP-3-
Substrate wurden verschiedene Kollagene (Typ lll, Typ IV, Typ V, Typ IX), Fibronektin, Laminin,
Osteonektin, Decorin und Proteoglykane beschrieben (Chin et al. 1998, Wilhelm et al. 1997,
Chakaborti et al. 2003). Durch proteolytische Abspaltung der Propeptiddomane der katalytisch
inaktiven Vorlauferformen von MMP-1 (Kollagenase-1), MMP-7 (Matrilysin), MMP-8 (Kollagenase-2),
MMP-9 (Gelatinase B) und MMP-13 (Kollagenase-3) ist MMP-3 zudem in der Lage, weitere
Mitglieder der MMP-Familie zu aktivieren und tragt auf diese Weise indirekt zum Abbau weiterer
extrazellularer Matrixproteine bei (Chakaborti et al. 2003). Eine zentrale Funktion der Matrix-
Metalloproteinase-3 besteht somit im Abbau der extrazellularen Matrix wahrend der frihen
inflammatorischen Phase der Wundheilung, was unter anderem die Einwanderung an
Wundheilungsprozessen beteiligter Zelltypen (Makrophagen, neutrophile  Granulozyten,
Fibroblasten, Keratinozyten u.a.) in die verletzten Gewebe fordert. Eine unkontrollierte Aktivierung
von MMP-3 und anderen Matrix-Metalloproteinasen kann in diesem Zusammenhang jedoch zu einer
zusatzlichen Schadigung betroffener Gewebe flihren (Nagase und Woessner 1999, Cursio et al.
2002). Da auch bestimmte Zytokine und Chemokine MMP-3-Substrate darstellen, scheint sich die
Funktion dieser Protease jedoch nicht auf die Degradierung der extrazellularen Matrix zu

beschranken. Dass die MMP-3-Genexpression durch das inflammatorische Zytokin IL-1B induziert
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wird und MMP-3 neben MMP-1, MMP-2 und MMP-9 in der Lage ist, IL-1B proteolytisch zu
inaktivieren, kdnnte bedeuten, dass dieses Enzym Teil eines negativen
Rickkopplungsmechanismus darstellt, der die lokale Expression und Aktivitat von Matrix-
Metalloproteinasen reguliert (Ito et al. 1996). Zugleich deutet dies auf eine Beteiligung von Matrix-
Metalloproteinasen an der Regulation von Entziindungsreaktionen hin. Unterstltzt wird dies durch
weitere Verodffentlichungen, die zeigen konnten, dass auch die Chemokine SDF-1a/f (stromal cell-
derived factor-1, CXCL-12), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1, CCL-2), MCP-2 (CCL-8),
MCP-3 (CCL-7) und MCP-4 (CCL-13) Substrate fir MMP-3 und andere Matrix-Metalloproteinasen
darstellen (McQuibban et al. 2001, McQuibban et al. 2002). Die durch MMPs katalysierte
proteolytische Modifikation dieser Chemokine beschrankt sich in allen Fallen auf eine Abspaltung
des N-terminalen Tetrapeptids. Wahrend dies bei SDF-1a/f zu einem Verlust der
Rezeptorbindungseigenschaften fuhrt, fungieren die verkirzten Formen der MCP-Chemokine als
Antagonisten fir die Chemokinrezeptoren CCR-2 und CCR-3. Die proteolytisch modifizierten MCP-
Chemokine binden an beide Rezeptoren ohne diese zu aktivieren und inhibieren zugleich eine
Rezeptoraktivierung durch die unprozessierten MCP-Formen (McQuibban et al. 2001). Somit scheint
MMP-3 neben anderen Matrix-Metalloproteinasen auch die Menge einwandernder Monozyten,
dendritischer Zellen, eosinophiler und basophiler Granulozyten, naturlicher Killerzellen sowie B- und
T-Lymphozyten in verletzte Gewebe zu regulieren. Zusammenfassend kénnte die bei Inkubation mit
nekrotischen Zellen beschriebene Induktion der MMP-3-mRNA-Expression in Fibroblasten in vitro (Li
et al. 2001, Abb. 3.3.1, Abb. 3.3.2, Abb. 3.3.4, Abb. 3.3.5.1, Abb. 3.4.7) darauf hindeuten, dass
geschadigte Zellen durch Induktion der MMP-3-Genexpression in umliegenden vitalen Gewebezellen
und Fibroblasten den lokalen Abbau der extrazellularen Matrix initiieren bzw. fordern und somit die
frihe Phase der Wundheilung einleiten bzw. Wundheilungsprozesse unterstiitzen. Denkbar ware
auch, dass eine vermehrte Expression und Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen in verletzten
Geweben proteolytisch zur Entsorgung von nekrotischem Zellmaterial beitragt. Da MMP-3 in der
Lage ist, das inflammatorische Zytokin IL-1B sowie bestimmte Chemokine zu inaktivieren, kénnten
nekrotische Zellen durch Induktion der MMP-3-Genexpression in vitalen Zellen zugleich an der
Regulation lokaler Entziindungsreaktionen in geschadigten Geweben beteiligt sein.

CTGF (connective tissue growth factor) ist ein sekretiertes cysteinreiches Protein mit einem
Molekulargewicht von 36-38kDa und profibrotischen Eigenschaften. CTGF ist Mitglied der CCN-
Familie (CTGF/cystein-rich 61/nephroblastoma-overexpressed gene) von Wachstumsfaktoren und
besitzt einen modularen Aufbau bestehend aus einer N-terminalen IFGBP- (insulin-like growth
factor-binding protein-) Doméne, einer vVWFC- (von Willebrand factor type C-) Doméane, einer TSP-1-
(thrombospondin type 1-) Domane und einer cysteinreichen C-terminalen CTCK- (C-terminal cystin
knot-like-) Doméane (Lau und Lam 1999, Moussad und Brigstock 2000, Leask und Abraham 2003).
CTGF-defiziente Mause weisen eine unzureichende Knochenbildung auf und sterben kurz nach der
Geburt, was auf die essentielle Rolle dieses Proteins in der Induktion der Genexpression
knochenspezifischer Matrixproteine sowie seine mitogene Wirkung auf Chondrozyten

zurlckzufihren ist (Ivkovic et al. 2003). In adulten Tieren erfolgt eine erhéhte Expression von CTGF
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im Rahmen von Wundheilungsprozessen in der Haut, der Leber und der Hornhaut der Augen
(Igarashi et al. 1993, Ujike et al. 2000, Blalock et al. 2003). Zudem exprimieren in humanen
atherosklerotischen Lasionen lokalisierte glatte Gefalmuskelzellen und Endothelzellen vermehrt
CTGF (Oemar et al. 1997). Eine konstitutiv erhdhte CTGF-Expression ist mit einer Vielzahl
fibrotischer Erkrankungen wie Sklerodermie oder fibrotischen Lasionen in der Leber, dem Pankreas,
der Lunge, der Niere oder dem Myokard assoziiert. Diese Erkrankungen sind durch eine Gbermafige
extrazellulare Ablagerung von Kollagen gekennzeichnet (Igarashi et al. 1996, Igarashi et al. 1998, Ito
et al. 1998, Lasky et al. 1998, Mori et al. 1999, Abraham et al. 2000, Stratton et al. 2001, Leask und
Abraham 2003, Dean et al. 2005). CTGF ist in der Lage, die Proliferation und Migration von
Fibroblasten und Endothelzellen zu induzieren (Bradham et al. 1991, Frazier et al. 1996, Shimo et al.
1999, Babic et al. 1999, Crean et al. 2002). Weiterhin vermittelt CTGF in integrin- und
heparinsulfatproteoglykan-abhangiger Weise die Zelladhasion von Fibroblasten und Endothelzellen
(Babic et al. 1999, Chen et al. 2001, Ball et al. 2003). Zudem induziert CTGF in Fibroblasten die
Genexpression der extrazellularen Matrixproteine Kollagen (Typ I) und Fibronektin. Weiterhin férdert
es die Differenzierung von Fibroblasten zu kontraktilen Myofibroblasten und somit die Ausbildung
von Granulationsgewebe in vivo (Frazier et al. 1996, Shi-wen et al. 2000, Crean et al. 2002).
Wahrend die mitogenen und zelladhasiven Eigenschaften durch das C-terminale 10kDa-Fragment
von CTGF vermittelt werden, ist fir eine Induktion der Kollagensynthese und eine Differenzierung
von Fibroblasten die N-terminale Domane von CTGF ausreichend (Brigstock et al. 1997, Ball et al.
2003, Grotendorst und Duncan 2005). Wahrend die CTGF-Expression in Fibroblasten, glatten
Gefalmuskelzellen und Endothelzellen durch TNF-a, IL-4, Prostaglandine und Prostazykline
supprimiert wird (Lin et al. 1998, Abraham et al. 2000, Villacorta et al. 2003, Rishikof et al. 2002,
Ricupero et al. 1999, Stratton et al. 2001, Stratton et al. 2002), besitzen u.a. Thrombin, der
Gerinnungsfaktor Vlla (FVIlla), Insulin und Glukose CTGF-induzierende Eigenschaften in vitro
(Chambers et al. 2000, Howell et al. 2001, Pendurthi et al. 2000, Paradis et al. 2001). Eine zentrale
Rolle in der Regulation dieses Wachstumsfaktors spielt jedoch TGF-B (transforming growth factor ),
das insbesondere in Fibroblasten die CTGF-Expression induziert (Igarashi et al. 1993, Grotendorst
et al. 1996). Es gibt deutliche Hinweise darauf, dass wahrend der proliferativen Phase der
Wundheilung CTGF in autokriner/parakriner Weise zumindest einen Teil der durch TGF-3
induzierten Effekte vermittelt und an der Ausbildung des Granulationsgewebes beteiligt ist, indem es
u.a. die Einwanderung von Fibroblasten in die verletzten Gewebe sowie deren Differenzierung zu
Myofibroblasten férdert und durch Induktion der Kollagen- und Fibronektinsynthese in Fibroblasten
zum Aufbau der extrazelluldaren Matrix beitragt (Grotendorst 1997, Kothapalli et al. 1997, Duncan et
al. 1999, Yokoi et al. 2001, Weston et al. 2003). Vermutet wird, dass in diesem Zusammenhang eine
deregulierte CTGF-Expression und somit ein konstitutiv erhéhtes Expressionsniveau dieses
Wachstumsfaktors in den betroffenen Geweben zu einer unkontrollierten lokalen Synthese und
Ablagerung von Kollagen fiihrt und auf diese Weise zur Entstehung chronischer fibrotischer
Lasionen beitragt (Leask und Abraham 2003). Dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen die
CTGF-Expression in Rat1-Fibroblasten und glatten GefalRmuskelzellen der Zelllinie CRL2018
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reprimiert sowie die Expression von MMP-3 in Rat1-Fibroblasten induziert, konnte darauf hindeuten,
dass geschadigte Zellen in verletzten Geweben die Genexpression umliegender vitaler
Gewebezellen dahingehend beeinflussen, dass ein MMP-vermittelter Abbau der vorhandenen
extrazellularen Matrix gefoérdert und zugleich eine durch CTGF-induzierte Synthese und Ablagerung
von extrazellularen Matrixproteinen inhibiert wird. Dies wiederum koénnte wahrend der frihen
inflammatorischen Phase der Wundheilung die Migration von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen in die verletzten Gewebe unterstiitzen und somit die Wundheilung beschleunigen.
Weiterhin ware denkbar, dass nekrotische Zellen wahrend der nachfolgenden proliferativen Phase
der Wundheilung (Granulationsphase) durch Suppression der CTGF-Expression in umliegenden
Gewebezellen zur Regulation einer durch CTGF induzierten Synthese und Ablagerung von
extrazellularen Matrixproteinen beitragen und auf diese Weise der Entstehung lokaler chronischer
Fibrosen entgegenwirken.

Interessant ist, dass CTGF auch ein Substrat flr verschiedene Matrix-Metalloproteinasen darstellt.
Wie Hashimoto et al. zeigen konnten, sind MMP-1, MMP-3, MMP-7 und MMP-13 in der Lage, eine
proteolytische Spaltung von CTGF zwischen der VvWFC- und der TSP-1-Domane
(Position Met194-lle195) zu katalysieren, wobei zwei Proteinfragmente mit einem Molekulargewicht von
jeweils etwa 20kDa entstehen (Hashimoto et al. 2002). Diese Proteolyse scheint jedoch zu keinem
Funktionsverlust von CTGF zu fiihren, da sowohl die N-terminalen als auch die C-terminalen
Bereiche unabhangig voneinander die diversen biologischen Effekte von CTGF vermitteln kénnen
(Brigstock et al. 1997, Ball et al. 2003, Grotendorst und Duncan 2005). Die physiologische
Bedeutung dieser MMP-vermittelten Reaktion scheint vielmehr darin zu bestehen, den angiogenen
Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor) durch Proteolyse von CTGF aus
inaktiven VEGF-CTGF-Proteinkomplexen freizusetzen. Wie gezeigt werden konnte, ist CTGF in der
Lage, Uber seine TSP-1-Domane an VEGF zu binden und auf diese Weise die Bindung von VEGF
an den Rezeptor VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor receptor-2) zu blockieren (Inoki et al.
2002). Zudem wird eine durch VEGF induzierte Tubulibildung humaner Endothelzellen in vitro durch
CTGF inhibiert (Inoki et al. 2002, Hashimoto et al. 2002). Durch Inkubation der inaktiven VEGF-
CTGF-Komplexe mit den Matrix-Metalloproteinasen MMP-1, MMP-3 und MMP-13 lasst sich jedoch
die angiogene Wirkung von VEGF rekonstituieren, wobei die spezifische proteolytische Modifikation
von CTGF zur Freisetzung von bioaktivem VEGF fuhrt. VEGF selbst ist kein Substrat dieser Matrix-
Metalloproteinasen und wird wahrend der Proteolyse der VEGF-CTGF-Komplexe nicht verdaut
(Hashimoto et al. 2002). Dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen sowohl zu einer Induktion der
MMP-3-Genexpression in Fibroblasten (Abb. 3.3.1, Abb. 3.3.2, Abb. 3.3.4, Abb. 3.3.5.1, Abb. 3.4.7,
Li et al. 2001) als auch zu einer Repression der CTGF-Expression in Fibroblasten und glatten
GefalRmuskelzellen fihrt (Abb. 3.3.4, Abb. 3.3.5.1) und dartber hinaus die VEGF-Expression in
embryonalen Mausfibroblasten induziert (Li et al. 2001), konnte darauf hindeuten, dass geschadigte
Zellen durch Modulation der Genexpression in umliegenden vitalen Zellen die Konzentration der
angiogen wirksamen Form von VEGF in verletzten Geweben erhdhen. Hierbei koénnten die

vermehrte Synthese von VEGF und die verminderte Synthese von CTGF der Ausbildung angiogen
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unwirksamer VEGF-CTGF-Komplexe entgegenwirken und eine erhdhte Expression von MMP-3
zugleich die Freisetzung von aktivem VEGF aus bestehenden VEGF-CTGF-Komplexen
beglinstigen. Nekrotische Zellen koénnten somit durch Induktion der VEGF- und MMP-3-
Genexpression sowie durch Repression der CTGF-Expression in lebenden Zellen zur lokalen
Erhéhung der Menge an angiogen wirksamen VEGF beitragen und auf diese Weise die

Neovaskularisation geschadigter Gewebe férdern.

Zusammenfassend zeigt sich, dass nekrotische Zellen in vielfaltiger Weise die Genexpression in
lebenden Zellen beeinflussen kénnen, wobei eine Induktion der Expression von Zytokinen und
Chemokinen in dendritischen Zellen (IL-12, IL-8, IFN-a, KC/GROa), Makrophagen (KC/GROa, MIP-
2/GROB) und Fibroblasten (IL-6, IL-8, KC/GROa, MIP-2/GROR, IP-10, RANTES, IFN-a, IFN-B) zur
Initiation lokaler Entziindungsreaktionen beizutragen scheint (Li et al. 2001, Kariko et al. 2004a,
Brentano et al. 2005, Abb. 3.4.8). Dass unter diesen Bedingungen in Fibroblasten die
Genexpression von MMP-3 und VEGF induziert wird sowie in Fibroblasten und glatten
GefaBmuskelzellen die CTGF-mRNA-Expression supprimiert wird (Li et al. 2001, Abb. 3.3.1, Abb.
3.3.2, Abb. 3.3.4, Abb. 3.3.5.1, Abb. 3.4.7), zeigt, dass nekrotische Zellen dariiber hinaus in der
Lage sind, in lebenden Zellen die Expression von Proteinen zu modulieren, welche eine Rolle in der
Regulation nachfolgender inflammatorischer Prozesse, der Reorganisation der extrazellularen Matrix
sowie der Neovaskularisation spielen und somit an der Heilung bzw. Regeneration geschadigter
Gewebe beteiligt sein konnten. Die in vivo beschriebenen Eigenschaften von ApoJ, dessen
potentielle Funktionen als Komplementinhibitor, Proteaseinhibitor und NF-kB-Inhibitor sowie seine
zellschitzende Wirkung gegenlber oxidativem Stress und TNF-a deuten darauf hin, dass Apod
unter diesen Bedingungen Teil eines Schutzmechanismus peripherer Gewebe ist. In verletzten und
degenerierenden Geweben kénnten hierbei zusatzlich zu einer durch nekrotische Zellen induzierten
ApoJ-Genexpression auch pathogenassoziierte Strukturen, inflammatorische Zytokine oder reaktive
Sauerstoffverbindungen die lokale Expression dieses zytoprotektiven/antiinflammatorischen Proteins
erhdohen. ApoJ koénnte als Teil eines negativen Ruckkopplungsmechanismus dazu beitragen,
unkontrollierten Entziindungsreaktionen entgegenzuwirken und somit eine tbermalige Schadigung
des Gewebes zu verhindern. Das multifunktionelle Glykoprotein kdnnte zudem als extrazellulares
Chaperon fungieren sowie an der lokalen Entsorgung von nekrotischem Zellmaterial beteiligt sein.
Damit konnte Apolipoprotein J zur Heilung und Regeneration geschadigter Gewebe einen

wesentlichen Beitrag leisten.
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5 Zusammenfassung

Apolipoprotein J (ApodJ) ist ein sekretiertes heterodimeres 80kDa Glykoprotein mit zytoprotektiven
und antiinflammatorischen Eigenschaften, dessen Expression in einer Vielzahl degenerierender und
verletzter Gewebe stark erhoht ist. Eine vermehrte Expression dieses Proteins ist hierbei
ausschlieBlich auf die intakten Bereiche der betroffenen Gewebe beschrankt. Die molekularen
Mechanismen, die unter pathophysiologischen Bedingungen einer gesteigerten ApoJ-Genexpression
zugrunde liegen, sind jedoch nicht vollstdndig geklart. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
konnten zeigen, dass eine Inkubation mit nekrotischem Zellmaterial in vitro eine Akkumulation von
ApoJ-mRNA in Fibroblasten der Zelllinie Rat1 induziert (Bach et al. 2001). Dies deutet darauf hin,
dass von geschadigten Zellen exponierte bzw. freigesetzte Faktoren durch Induktion der ApoJ-
Genexpression in umliegenden vitalen Zellen zu einer vermehrten Synthese dieses Proteins in
verletzten Geweben beitragen kénnen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, nahere Informationen
Uber die Identitat der ApoJ-induzierenden Komponenten nekrotischer Zellen sowie der an der ApoJ-
Regulation beteiligten Signalrezeptoren lebender Zellen zu erhalten.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zeigten, dass die Inkubation mit
nekrotischen Zellen unter Verwendung von serumfreiem und mit N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
supplementiertem Kulturmedium zu einer starken Akkumulation von ApoJ-mRNA in vitalen Rat1-
Fibroblasten fihrt und zugleich einem durch Serumentzug induzierten Zelltod dieser Fibroblasten
entgegenwirkt. Eine Charakterisierung der ApoJ-induzierenden und zytoprotektiven Komponenten
nekrotischer Zellen deutete darauf hin, dass beide Effekte durch ein I6sliches zytosolisches
130-190kDa Protein vermittelt werden, welches als Folge des nekrotischen Zelltods in den
extrazellularen Raum freigesetzt wird. In weiterfilhrenden Experimenten ist es gelungen, dieses
Protein mittels Ultrafiltration, Anionenaustauscher- und Gelpermeationschromatographie aus
konditioniertem Medium postapoptotischer Rat1-Fibroblasten partiell zu reinigen und nach
Polyacrylamidgelelektrophorese mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie als Acylpeptidhydrolase
zu identifizieren.  Anschlie@ende  Untersuchungen unter Verwendung verschiedener
Glutaminsupplemente deuteten darauf hin, dass Rat1-Fibroblasten das dem Kulturmedium
zugesetzte stabile Glutaminsupplement N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin ausschlieRlich in Gegenwart
von fetalem Kalberserum verwerten kénnen und sich die unter serumfreien Kulturbedingungen
beobachteten zellschiitzenden Eigenschaften nekrotischer Zellen nahezu vollstandig auf eine durch
das Enzym Acylpeptidhydrolase katalysierte Hydrolyse von N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin und der
damit einhergehenden Freisetzung von L-Glutamin zuriickflihren lassen. Dass freies L-Glutamin
zudem eine Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten induziert, ist ein deutlicher Hinweis
darauf, dass dieser Mechanismus unter den verwendeten Kulturbedingungen auch an der durch
nekrotische Zellen induzierten ApoJ-Genexpression beteiligt ist und als physiologisch irrelevant
angesehen werden muss.

In weiterfihrenden Experimenten zeigte sich, dass die Inkubation mit nekrotischen Zellen auch unter
Verwendung von serumfreiem und mit L-Glutamin supplementiertem Kulturmedium zu einer
Akkumulation von ApoJ-mRNA in Rat1-Fibroblasten flhrt, was ein deutlicher Hinweis darauf ist,
dass noch weitere Komponenten nekrotischer Zellen in der Lage sind, eine Induktion der ApoJ-
MRNA-Expression in vitalen Zellen zu induzieren. Unter diesen Kulturbedingungen werden die ApoJ-
induzierenden Eigenschaften in etwa gleichem Malfle durch sedimentierbare und I6sliche Faktoren
nekrotischer Zellen vermittelt. Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass bei Inkubation mit
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nekrotischen Zellen in Rat1-Fibroblasten die Expression zweier an Wundheilungsprozessen
beteiligter Proteine moduliert wird, wobei die mMRNA-Expression des Enzyms Matrix-
Metalloproteinase-3 (MMP-3) induziert und die des profibrotischen Wachstumsfaktors CTGF
(connective tissue growth factor) reprimiert wird. Eine in ahnlicher Weise durch nekrotische Zellen
induzierte Regulation der ApoJ- und CTGF-mRNA-Expression konnte auch in glatten
Gefallmuskelzellen der Zelllinie CRL2018 nachgewiesen werden. In embryonalen Dottersackzellen
der Zelllinie 10A hingegen fuhrt die Inkubation mit nekrotischen Zellen zu keiner deutlichen
Akkumulation von ApoJ-mRNA. Eine mittels RT-PCR durchgefilihrte Genexpressionsanalyse zeigte,
dass die drei verwendeten Zelllinien ein unterschiedliches Repertoire an Toll-like Rezeptoren (TLRs)
exprimieren, wobei in CRL2018-Zellen TLR2, TLR3 und TLR4, in Rat1-Fibroblasten TLR3 und TLR4
und in embryonalen Dottersackzellen der Zelllinie 10A ausschlieBlich geringe Mengen an TLR4
exprimiert werden. Toll-like Rezeptoren (TLRs) besitzen als signaltransduzierende Rezeptoren eine
zentrale Funktion in der Aktivierung des angeborenen und adaptiven Immunsystems und werden
sowohl durch pathogenassoziierte Strukturen (PAMPs) als auch durch kérpereigene Komponenten
wie z.B. Hitzeschockproteine, Nukleinsduren und bislang nicht identifizierte Faktoren nekrotischer
Zellen aktiviert. Mit Hilfe spezifischer TLR-Agonisten (Pam3;Cys-Ser-Lys,, Poly(l:C), LPS) konnte
gezeigt werden, dass eine Aktivierung aller drei Rezeptoren die ApoJ-mRNA-Expression in
CRL2018-Zellen induziert, wobei die Inkubation mit dem TLR3-spezifischen Agonist Poly(l:C), einer
synthetischen doppelstrangigen Ribonukleinsaure, zur starksten Akkumulation von ApoJ-mRNA
fuhrt. In weiterfihrenden Experimenten stellte sich unter anderem heraus, dass neben nekrotischen
Zellen auch Poly(l:C) ausschlief3lich in den beiden TLR3-exprimierenden Zelllinien CRL2018 und
Rat1, nicht jedoch in TLR3-negativen 10A-Zellen, die ApoJ-mRNA-Expression induziert. Darlber
hinaus fihrt auch die Inkubation mit nicht-synthetischer eukaryotischer RNA (Gesamt-RNA, t-RNA)
zu einer Akkumulation von ApoJ-mRNA in CRL2018-Zellen. Diese Ergebnisse zeigen erstmals, dass
die Expression von ApoJ-mRNA in TLR3-abhangiger Weise durch extrazellulare Ribonukleinsauren
induziert wird und deuten darauf hin, dass aus nekrotischen Zellen freigesetzte Ribonukleinsauren
Uber eine Aktivierung von TLR3 zu einer vermehrten ApoJ-Genexpression in vitalen Zellen
beitragen. Zugleich unterstitzen diese Ergebnisse die Hypothese, dass neben synthetischer und
viraler doppelstrangiger RNA auch aus nekrotischen Zellen freigesetzte Ribonukleinsduren TLR3-
aktivierende Eigenschaften besitzen (Kariko et al. 2004a, Brentano et al. 2005). Zur Uberpriifung
dieser Hypothese ist es im Rahmen weiterflihrender Arbeiten unter anderem notwendig zu
untersuchen, ob sich durch die ektopische Expression von TLR3 in TLR3-defizienten 10A-Zellen
eine durch nekrotische Zellen induzierte Erhdhung der ApoJ-Genexpression rekonstituieren lasst.

In ihrer Gesamtheit deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass in verletzten
und/oder infizierten Geweben eine Aktivierung von Toll-like Rezeptoren durch endogene Agonisten
und/oder pathogenassoziierte Strukturen zu einer Induktion der ApoJ-Genexpression in vitalen
Gewebezellen fiihrt. Aufgrund seiner antiinflammatorischen Eigenschaften kénnte Apolipoprotein J
hierbei an der Regulation TLR-induzierter Entziindungsreaktionen beteiligt sein und einer im
Rahmen akuter inflammatorischer Prozesse auftretenden sekundaren Schadigung intakter Gewebe
entgegenwirken. Eine Aufklarung der Mechanismen, die nach Aktivierung von Toll-like Rezeptoren
eine Induktion der Apolipoprotein J-Genexpression vermitteln, kénnte auch fiir die Therapie von
Erkrankungen von Nutzen sein, denen akute oder chronische Entziindungen zugrunde liegen.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis
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Strukturformeln

7.2 Strukturformeln verwendeter Substanzen
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