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Einlatung

1 Einleitung
1.1 Historische Entwicklung: die Geschichte des Zdltods

Einer der ersten dokumentierten Berichte Uber den nattrlich auftretenden Zdltod ssammt von Carl
Vogt, der 1842 u. a den Tod von Knorpezdlen im Verlauf der Entwicklung von Amphibien
beschrieb (CLARKE und CLARKE, 1995; CLARKE und CLARKE, 1996). 1885 wurden die mit dem
Zdltod verbundenen morphologischen Ereignisse durch FHemming geschildert, welcher jenen
zusammenfassend den Namen "Chromatolyse’ gab. Dieser Name sollte die nachsten 30 Jahre
hauptsichlich verwendet werden. Das schwindende Interesse an der Aufkl&rung des Zdlltods um die
Jahrhundertwende wird hauptséchlich auf eine Sprachbarriere zurtickgefiihrt, da die meisten friihen
Studien in deutsch geschrieben wurden, ener Sprache, die damas immer weniger Forscher
beherrschten (LINCZ, 1998). Erst 1964 prégten Lockshin und Williams den Begriff "programmierter
Zdltod" zur Besthrelbung der im Verlauf der Transformation einer Mottenlarve zur Adultform
auftretenden Eliminierung spezifischer Zelen (LOCKSHIN und WILLIAMS, 1964).

Der Begriff "Apoptoss” (griechisch fur das Fallen der Bléter von enem Baum im Herbst)
wurde schlieldich 1972 von Kerr, Currie und Wyllie engefihrt, welche damit die algemenen, im
Velauf der zdluldren Sdbdzerstorung auftretenden, morphologischen  Veranderungen
zusammenfal¥en KERR et al., 1972). Diese morphologischen Vorgange hatten nicht unbedingt die
de novo-Expresson bestimmter Gene zur Voraussetzung. Der Ausdruck "programmierter Zdltod"
wurde dagegen urspriinglich eingesetzt, um eine von der Expresson besimmter Gene abhéngige,
entwicklungshiologisch bedingte Vernichtung von Zellen zu charakteriseren, die durch definierte
physiologische Stimuli induziert worden war. Obwohl die Begriffe "Apoptose’ und "programmierter
Zdltod" urspriinglich nicht zwangdéufig den gleichen Prozel3 beschrieben, haben beide tber die
Jahre hinweg ihre spezifische Bedeutung verloren und werden heute synonym angewandt
(BAUMGARTNER-PARZER, 1996). Unabhangig von dem aud dsenden Stimulus oder der Expression
neuer Gene beschreiben sie heute den Vorgang des von der betroffenen Zdle dirigierten Zdltods,
welcher Sch von dem "zufdligen” Zdltod, der Nekrose, unterscheidet (s. 1.2).

1.2 M or phologische und biochemische Deter minanten der Apoptose und Nekrose

Apoptose bzw. programmierter Zelltod ist eine morphologisch distinkte Form des Zdlltods, welche
durch eine Vidfdt an physologischen und pathologischen Stimuli ausgel 6t wird (RAFF, 1992; RAFF
et al., 1993; STELLER und GRETHER, 1994). So sorgt diese natlirliche Form des Zelltods be

multizelluléren Organismen wéahrend der Embryogenese, der Seneszenz, der Gewebshomdostase,
der Abwehr von Pathogenen und nach Schédigung durch exogene oder endogene Faktoren fiir eine
Entfernung nicht mehr bendtigter und unerwiinschter Zellen, ohne umgebendes Gewebe zu schédigen
oder eine Immunantwort hervorzurufen SAUNDERS, 1966; GOLSTEIN et al., 1991; WILLIAMS,

1



Einlatung

1991; RAFF, 1992; VAUX et al., 1994). Zusizlich zu den niitzlichen Effekten der Apoptose kann
eine deplacierte Aktivierung des programmierten Zdltods auch bestimmte Krankheitsformen fordern
bzw. initiieren. Zu erwahnen snd hierba vor adlem Autoimmunerkrankungen und neurodegenerdtive
Stérungen (THOMPSON, 1995; YANG und KORSMEYER, 1996).

Der Prozel3 des Zdltods 1&% sch in mehrere Phasen gliedern, beginnend mit dem
gpoptotischen Stimulus (Induktionsphase). Dieser Stimulus kann ein externes Signd sein (z. B.
Tumor-Nekrose-Faktoren), welches Uber Rezeptoren der Zele in das Zdlinnere geleitet wird
(s. 1.4). Er kann aber auch sainen Ursprung direkt in der Zdle ds Folge der Einwirkung von
Toxinen, Oxidantien, Produkten des zdlluldren Metabolismus usw. haben (s. Tab. 1.1). Die néchste
Phase beinhdtet die Detektion des Signds oder des metabolischen Zustands und die
Sgndtransduktion. Die Signaweiterleitung erfolgt Uber unterschiedliche, intrazeluldre Wege, die
zdltypspezifisch und wenig aufgeklat snd. In der Effektorphase minden diese jedoch in enen
dlgemenglltigen Mechanismus, welcher fir dle Gewebe identisch sein dirfte (VAUX und
STRASSER, 1996). Mit der Aktivierung dieser exekutiven Mechanismen setzt die dritte Phase, die
Effektorphase, ein. Diese Phase umfad hauptsichlich Proteasen, welche zu diesem Zeitpunkt
aktiviert werden, sowie deren positive und regative Regulatoren (s. 1.5). Die letzte Phase wird ds
Post-Mortem-Phase bezeichnet. Hier erfolgt die Chromatin-Kondensierung, der DNA-Abbau und
schliefdich die Phagocytose durch benachbarte Zellen oder Makrophagen (VAUX und STRASSER,
1996).

Die Apoptose dellt einen energieabhangigen, sreng regulierten Prozef3 dar, welcher en
zymatisch katalyserte Schritte involviert. Sie betrifft meist nur einzelne Zdlen und weig en breites
Spektrum charakteristischer morphologischer Verénderungen auf (SEARLE et al., 1975). In frihen
Stadien it eine Abrundung der betroffenen Zdle und ene Kondenserung des Chrometins entlang
der inneren Membran des Zdlkerns zu beobachten. Der Riickgang des Cytoplasmas bewirkt en
Zusammendrangen der Organellen und die Losung von Kontakten zu benachbarten Zdlen. Pardld
zur Zelegung des Zdlkerns in klenere Fragmente 168 sch die Zdle in membranumhtillte
Bruchstiicke (apoptotic bodies) auf, welche ein breites Spektrum zdlulérer Elemente enthdten, bis
hin zu intakten Organdlen und nuklegren Fragmenten. Diese apoptotic bodies werden im
Interzellularraum verstreut und schnell durch benachbarte Zellen und Makrophagen phagocytiert und
abgebaut. Dabel wird keine Entziindungsreaktion hervorgerufen (KERR et al., 1972).

Diese morphologschen Erscheinungen werden im Verlauf der Apoptose von einer Reihe
biochemischer Veranderungen begleitet (SARRASTE und PULKKI, 2000). Dazu zahlt die prdytische
Fragmentierung des Genoms in Oligomere von 180 - 200 bp (WYLLIE, 1987). Der Abbau erfolgt in
zwel Schritten, wobel zuerst recht grofe (50 - 300 kb) DNA-Fragment gebildet werden, gefolgt von
der Produktion kleinerer, internukleosomaer Fragmente BROWN et al., 1993). Dieser durch eine
endogene Endonuklease, ein DNase l-atiges Enzym, katdyserte Vorgang ist typisch fur die
Apoptose, jedoch nicht obligat (COHEN et al., 1992). Wéahrend des programmierten Zelltods erfolgt
aullerdem der Abbau bestimmter zdluldrer Proteine und Enzyme, z. B. der Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (KAUFMANN et al., 1993). Dieses Enzym fuhrt im Fal von DNA-Schéden zur

2
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Synthese von Polymeren der Poly(ADP-Ribose), welche zwar keine direkte Funktion bel der DNA-
Reparatur haben, aber das Chromatin im Bereich der DNA-Schéden reorganisieren (LINDAHL,
1995). Somit scheint aufgrund des Zusammenhangs zwischen dem Enzym und der DNA-Reparatur
dessen Inaktivierung Voraussetzung fir die DNA-Fragmentierung bei der Apoptose zu sein. Die
Ansauerung des Cytoplasmas ist ein weiteres biochemisches Kennzeichen der Apoptose, wodurch
pH-abhéngige Enzyme aktiviert werden (MEISENHOLDER et al., 1996). In Verbindung damit treten
Verdnderungen in der Plasmamembran auf: In gesunden Zdlen ist Phosphatidylserin ausschliefdich an
der Innensaite der Lipid-Doppe schicht von Zdlmembranen postioniert. Im Fall des programmierten
ZdItods wird Phosphatidylserin dagegen auf die Aullensaite verlagert, wo es vermutlich mit anderen
Molekilen Komplexe bildet, die von Rezeptoren erkannt werden kdnnen (FADOK et al., 1992). Die
Présentation dieser Komplexe erlaubt die Phagocytose der markierten Zellen und verhindert dadurch
die Entstehung von Entziindungsprozessen (SCHLEGEL et al., 1993).

Physiologische Nichtphysiologische Sonstige Agenzien,
Aktivatoren Induktoren Toxine usw.
TNF-Familie Hitzeschock Ethanol
Wachstumsfaktorentzug Frele Radikae Xenobiotika

Calcium Oxidantien b-Amyloid Peptid
Glucocorticoide Cytolytische T-Zellen Methotrexat
Verlust der Matrixadhasion Virale Infektionen Natriumazid
Neurotransmitter Strahlung Phorbol ester

Tab. 1.1:  Auswahl apoptoseinduzierender Faktoren (nach THOMPSON, 1995 und KONOPLEVA et al., 1999).
Nekrose oder passver Zdltod it im Vergleich zur Apoptose ein pathologischer, unkontrollierter
Prozel3, der unter dem Uberm&digen Einfluld physikaischer, chemischer oder virder Faktoren eintritt
(WYLLIE et al., 1980; STELLER, 1995). Die dabel hervorgerufenen massven Zelschédigungen
fUhren zu enem Verlus der PlasmamembranIntegritdt (THOMPSON, 1995). Der Vorgang der
Nekrose beginnt mit dem Kollgps des Zdlgoffwechsds und der Unfahigkeit der Zdle, ihre
Homoodase aufrechtzuerhdten, woraufhin extrazelluléres Wasser und lonen in das Zdlinnere
eingromen. Die Zelle und ihre Organdlen, insbesondere die Mitochondrien, schwellen daher an,
brechen auf und ergiel¥en ihren Inhdt in den extrazdlul&en Raum (TRUMP et al., 1965). Im
Gegensatz zur Apoptose fuhrt die Nekrose in vivo deshdb oft zu Gewebeschéden und
Entziindungen (VAN-FURTH und VAN-ZWET, 1988). Sie is aul¥erdem ein energieunabhangiger
Prozel3, der meist einen Zellverband betrifft und zu einem willkdrlichen, postlytischen Abbau der
DNA fihrt (JACKEL, 1998). Eine Expresson neuer Gene findet wéhrend der Nekrose nicht stait
(McCONKEY, 1998).
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1.3 Kernelemente der Apoptose

Aufgrund der Kenntnis saines Zdlsammbaums und der neuerdings kompletten Sequenz seines
Genoms (www.The Sanger Centre Web Server.ac.uk) stellt der Nematode C. elegans en her-
vorragendes Moddl-System dar, in welchem die Kernedlemente der Apoptose-Maschinerie sowie
die enzelnen Phasen des programmierten Zdltods wahrend der Entwicklung des Organismus
beobachtet werden kénnen. Vor alem Untersuchungen von Horvitz und seinen Kollegen an C.
elegans haben vid zum heutigen Verstdndnis der Kontrollmechanismen des programmierten Zdltods
beigetragen. Von den 1090 somatischen Zellen des Nematoden, die wahrend der Genese produziert
werden, sterben genau 131 (DRISCOLL, 1992; HENGARTNER und HORVITZ, 1994a). Dabel handelt
es sch immer um die gleichen Zdlen, die sets zum gleichen Zatpunkt der Entwicklung absterben.
1986 wiesen ELLIS und HORVITZ mit ced-3, ced-4 und ced-9 (ced steht fir cell death abnormal)
die wichtiggen von ewa 14 Genen nach, welche am programmierten Zeltod betelligt snd.
Mutationsexperimente belegten die Notwendigkeit der Gene ced-3 und ced-4 fir den Tod der
erwahnten 131 Zellen sowie die Erfordernis des ced-9 fiir das Uberleben der restlichen Zelen
(ELLIS und HORVITZ, 1986; HENGARTNER et al., 1992). Die meisten der restlichen ced-Gene (ced-
1, -2, -5, -6, -7, -8, -10) werden fir die Besdtigung der toten Zelkorper benttigt, die von
benachbarten Zdlen erkannt und phagocytiert werden (ELLIS et al., 1991). Soist beispid sweise die
Nuklease Nuc-1 zwar nicht essentiell fir den Zeltod, wird aber fir den Abbau der DNA toter
Zdlen gebraucht. Auch in Saugetierzellen werden die mit der Apoptose verbundenen Vorgange im
Nukleus nicht fur die in anderen Telen der Zdle ablaufenden Prozesse des Zdltods bendtigt
(JAcoBsON et al., 1994). Die Komponenten der am programmierten Zelltod beteiligten
Mechanismen exidieren im Cytoplasma, bereit aktiviert zu werden, ohne dal3 se vorher erst
synthetisert werden missen (VAUX und WEISSMAN, 1993).

Strukturdle und funktionde Andysen bildeten die Grundlage fir die ldentifizierung der
Saugetier-Homologen der wesentlichen ced-Gene und lieferten wichtige Hinwelse auf den pro-
grammierten Zdltod ds en im Verlauf der Evolution konserviertes Ereignis (HENGARTNER und
HORVITZ, 1994b). Diese aufschiuf¥eichen Experimente erbrachten dabel den Nachweis, dal3 eine
Expression d Proteine CED-3 und CED-4 in Sugetierzellen zu deren Zdltod fuhrt (NGUYEN et
al., 1993; MIURA et al., 1993) und im Gegenzug die Expresson des antigpoptotisch wirksamen
Bcl-2 der Saugetiere (s. u.) in C. elegans die antigpoptotische Funktion des CED-9 ersetzen kann
(VAUX et al., 1992b). CED-3 ewies sch im weiteren Verlauf ds Homolog eines Saugetierenzyms
(der ICE-Protease), das einer Familie von Cysteinproteasen angehort (YUAN et al., 1993; WALKER
et al., 1994). Diese auch ads Caspasen bezeichneten Proteasen verkérpern die wichtigsten
Effektoren der Apoptose. Se snd in einer autokatalytischen Kaskade angeordnet und tragen
entscheidend zum ZdItod durch den Abbau |ebenswichtiger Proteine bel (s. 1.5; YUAN et al., 1993;
COHEN, 1997).

Be dem Sdugetier-Homolog des CED-4 handdt es sch um das ers kirzlich identifizierte
Adapterprotein Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1; Zou et al., 1997). Dieses |6t in
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Folge ener Schédigung der Mitochondrien und ihrer Energieproduktion die Aktivierung der
Caspase-Kaskade aus. Apaf-1 wird durch die Bindung an das Homolog des CED-9 in einem
inaktiven Zugtand gehdten. Bel diessm Homolog handdt es sch um Bcl-2, dem Prototyp einer
grofRen Familie HENGARTNER und HORVITZ, 1994b). Bcl-2 Proteine umfassen sowohl pro- ds
auch antigpoptotische Mitglieder, die zu den wichtigsten Regulatoren der Apoptose gehdren und
deshdb eine Schilisselpostion einnehmen (s 1.6). Sie entscheiden dabel nicht nur durch Bindung an
Apaf-1 Uber dessen Aktivierungszustand, sondern kdnnen auch durch Insertion in Membranen die
Homéostase von Organellen wahrend der A poptose beeinflussen.

In den folgenden Kapiteln wird die Rolle der Caspasen, des Apaf-1 und der Bcl-2 Familieds
Hauptakteure im Verlauf der Apoptose ndher erléutert und der Ablauf apoptotischer Prozesse an
den Mitochondrien genauer erklért werden. Ein erstes Kapitel ist den Rezeptoren des Zdltods
gewidmet. Diese membrangténdigen Rezeptoren leiten gpoptotische Stimuli, ausgeést durch die
Bindung von Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF), in das Zdlinnere und verursachen eine Caspase-
Aktivierung weitgehend unabhéngig des Apaf-1 und der Bcl-2 Homologen.

Simuli Regulataren Adapter Effektaren
antigpoptatischeBd-2
Subfamilie

4

CytaakischeAganzien  ——— Apaf-1 \

proegjq&tg;ﬁ; Bd-2 Capasn /> Zdltod

TNFRezeptor-Ligand Interaktion —— FADDL’BN” ADD, /

Abb. 1.1:  Schematische Darstellung der zur Apoptose fiihrenden Signalwege inkl. beteiligter Hauptak-
teure: Mannigfaltige Stimuli (z. B. cytotoxische Agenzien oder TNF-Rezeptor-Liganden-Inter-
aktionen) fihren zu einer adaptervermittelten Aktivierung der wichtigsten Effektoren der
Apoptose, der Caspasen. Diese Aktivierung wird in vielen Fallen durch Mitglieder der Bcl-2
Familiereguliert.
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14 Die TNF-Rezeptor Familie: Rezeptoren des Zdlltods

Uberlebenssignale von benachbarten Zellen und interne Sensoren bewahren Zelen normaerweise
vor Apoptose. Verlieren diese jedoch den Kontakt zu ihren Nachbarn, erleiden einen irreparablen
internen Scheden oder empfangen smultan widerspriichliche Signadle, welche die Zdltellung
verzogern bzw. aktivieren, wird in diesen Zdlen Apoptose initiiert (EVAN und LITTLEWOOD, 1998).
Die Todesfaktorrezeptoren der Saugetiere Snd eine weitere Méglichket, Zellen gezidt zu zerstOren.
Die Beeligung der Rezeptoren an der Apoptose i vor dlem in Zusammenhang mit dem
Immunsysem essentidl (OSBORNE, 1996). Die auf der Zelloberfldche exponierten Rezeptoren
Ubertragen ein apoptotisches Signd, indem se nach Bindung ihres Liganden in Sekundenschnelle
intrazellul&re Proteasen, sog. Caspasen (s. 1.5), aktivieren. So fuhren Se innerhab von Stunden zum
Tod der Zelle. Die Todesfaktorrezeptoren gehdren zur grolien Familie der Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF) -Rezeptoren. Diee Familie ist durch den Bestz dnlicher, cysteinreicher extrazdlulérer
Doménen gekennzeichnet (SMITH et al., 1994). Sie weisen zudem eine homologe cytoplasmatische
Sequenz auf, die Death Domain (DD), welche meist, aer nicht immer, die Apoptose-Maschinerie
der Zdle in Gang zu bringen vermag (TARTAGLIA et al., 1993; NAGATA, 1997). Diese Region ist
auch in anderen, an der Apoptose beteiligten Proteinen vorhanden, wie z. B. RIP, TRADD und
FADD (s. u,; NAGATA, 1997). Die Liganden der Todesfaktorrezeptoren sind strukturell verwandte
Molekille, die zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren gehdren (SMITH et al., 1994). Se snd
sowohl auf den Zedloberflachen ds auch, nach Abspdtung eines transmembranen Bereichs,
extrazdlulér in16dicher Form zu finden (GEARING et al., 1994).

Der bisher am besten charakteriserte Rezeptor wird as CD95 bezeichnet (auch Fas oder
Apol genannt; KRAMMER, 1999). Es handelt sich dabei um ein transmembranes Glykoprotein, das
insbesondere an der peripheren Deletion aktivierter T-Zdlen am Ende der Immunantwort beteiligt ist.
Be diessm Schutzmechanismus werden Uberschiissge Lymphozyten im AnschluR an ene
Immunresktion diminiert. Zu Beginn der Immunantwort verursacht die antigenspezifische Erkennung
infizierter Zdlen durch T-Zellen die Vernichtung ersterer sowie die anhdtende Aktivierung letzterer.
Mit detiger Abnahme infizierter Zellen und kontinuierlicher Zunahme aktivierter T-Zdlen deigt die
Wahrscheinlichkeit der T/T-Zelen Interaktion mit dem Resultat der durch Rezeptor-Liganden
Interaktion ausgel 6sten Apoptose dieser Zdlen (GReeN und WARE, 1997). Aul3erdem spielt CD95
ene Rolle ba der Vernichtung von Krebszdlen und virusnfizieten Zdlen durch cytotoxische
T-Zdlen und nattrliche Killerzellen (OeHM et al., 1992; NAGATA, 1997).

Wie andere Mitglieder der TNF-Familie it auch der CD95-Ligand (CD95L) eéin Homotrimer,
der drei CD95-Molekile bindet SMITH et al., 1994). Diese Oligomeriserung fihrt die Death
Domains (DD) des Rezeptor-Clugters zusammen, an welche jeweils ein Adaptermolekil FADD
(Fas-Associated Death Domain) mit seiner eigenen Death Domain bindet (CHINNAIYAN et al.,
1995). Uber eine weitere Doméne der Adapter, die Death Effector Domain (DED), die sich in
andoger Form im Zymogen der Caspase-8 befindet, binden se jewells ein Molekil dieser Protease.
Die Death Effector Domain is ein spezifisches Beisoid fir ene mehr globae, homophile
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Interaktions-Doméne, die auch ds CARD (Caspase-Recruitment Domain) bezeichnet und in viden
Caspasen angetroffen wird (HOFMANN et al., 1997). Procaspasen besitzen nur eine geringe
Aktivitét, die aber in Folge ihrer Oligomeriserung ausreichend fur ihre autokatalytische Spaltung und
Aktivierung i (THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998). Caspase-8 fuhrt darauf zur Aktivierung
welterer Effektor-Cagpasen und letztendlich zum Zdltod durch den Abbau zdllulérer, |ebenswichtiger
Proteine (Muzio et al., 1998; s. Abb. 1.2).

TNFR1 und Apo3 delen zwel weitere, gut charakteriserte Rezeptoren mit hoher Se-
guenzhomologie dar (KITSON et al., 1996). Die Bindung ihrer Liganden, TNF an TNFR1 bzw.
Apo3L an Apo3, fuhrt zu einer Trimerisierung der jewelligen Rezeptoren und zur Assoziierung ihrer
Death Domains (SMITH et al., 1994). Das Adaptermolekil TRADD (TNFR-Associated Death
Domain) bindet darauf Gber seine Death Domain an die DD der geclusterten TNFR1- bzw. Apo3-
Molekile und erdffnet damit zwei Mdglichkeiten: Die Bindung von FADD an TRADD und von
Caspase-8 an FADD fuhrt zur Aktivierung der Apoptose, wéhrend durch die Assoziation des
Receptor-Interacting Proteins (RIP) mit TRADD und dem TNFR-assoziierten Faktor 2 (TRAF2)
Uber mehrere Schritte eine Aktivierung von NFkB (und zusédtzlich INK im Fal des TNFR1)
erreicht wird. NF-kB und JNK fordern schliefdich die Expression antigpoptotischer Gene (ROTHE et
al.,, 1995; Hsu et al.,, 1996; CHINNAIYAN et al., 1996; ASHKENAZI und DixIT, 1998).
Unterschiede zwischen den Systemen TNFRLUTNF enerseits, und Apo3/Apo3L andererseits
ergeben sch hauptsachlich in der Expresson und Lokdisation von Liganden und Rezeptoren
(TARTAGLIA und GOEDDEL, 1992; CHICHEPORTICHE et al., 1997). Trotz Uberlappender
Signdwege scheinen daher beide Rezeptorsysteme distinkte biologische Rollen einzunehmen.

An die in viden Geweben vorkommenden Rezeptoren DR4 und DR5 bindet ein weiteres
Mitglied der TNF-Familie, welches ds Apo2L bezeichnet wird und die héchste Homologie zu
CD95L aufweist (WILEY et al., 1995). Die Wirkungsweise dieses Liganden ist bisher kaum
aufgeklért, jedoch fihrt dessen Bindung zu einer Aktivierung von Caspasen, evtl. unter Betelligung
von Adaptermolekilen (MARSTERS et al., 1996). In viedlen Geweben werden Apo2L und DR4
bzw. DR5 konditutiv exprimiert (WILEY et al., 1995). Daher verfigen diese Zdlen Uber einen
einmaigen Schutz vor willkrlicher Apoptose-Induktion: Scheinrezeptoren (DcR1 und DcR2) mit
grolRer Ahnlichkeit zu DR4 und DR5, jedoch ohne Signaltransduktionsfunktion, konkurrieren mit
diesen um die Bindung des Apo2L (GOLSTEIN, 1997). Die Aktivitét des Apo2L scheint jene des
CD95L in der Weise zu komplementieren, dal3 Zellen mit Resstenz gegen einen Liganden besonders
empfindlich gegeniiber dem anderen snd (MARIANI et al., 1997).
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Abb. 1.2:  Schematische Darstellung der wichtigsten, iiber extrazellulére Rezeptoren vermittelten, pro- und
antiapoptotischen Signalwege (nach ASHKENAZzI und DIXIT, 1998; modifiziert). Die durch Bin-
dung der Liganden (dunkelblau) herbeigefihrte Rezeptor-Oligomerisierung (hellgriin) erlaubt
nach Kopplung entsprechender Adaptermolekiile (FADD [gelb], TRADD [blau]) tber Death
Domains (DD) die weitere Interaktion entweder Uber Death Effector Domains (DED) mit der
Procaspase-8 (grau), welche daraufhin im oligomerisierten Zustand autokatalytisch aktiviert
wird und Apoptose einleitet oder Uber Death Domains mit weiteren Adaptern (RIP [orange],
TRAF2 [braun]), welche zur Aktivierung von NF-kB/IJNK flhrt, die die Expression anti-
apoptotischer Generegulieren.

15 Caspasen: Effektoren der Apoptose

Vidfdtige extra- oder intrazdlulére, den Tod auddsende Impulse laufen tber verschiedene Wegein
ene Kontrollgele zusammen (s 1.6) und fuhren schliefdich zur Exekution der Zdle. An diesem
Punkt setzt die Aktivierung der Caspasen ein, welche die typischen, die Apoptose begleitenden
Verdnderungen in der Zdlgtruktur hervorruft (s. 1.2). Durch den Nachweis der Verwandtschaft des
am Zdltod von C. elegans beteiligten CED-3 (s. 1.3) mit dem Interleukin-1b-Converting Enzyme
(ICE, auch Caspase-1 genannt) der Sauger, wurden Caspasen mit der Apoptose in Verbindung
gebracht (THORNBERRY et al., 1992; YUAN et al., 1993). Die ICE-Protease bewirkt durch
Spaltung des IL-1b Prékursors die Freisetzung von aktivem IL-1b, welches am Entziindungsprozel3
und anderen pahologischen Zusténden beteligt it (DINARELLO, 1991). Heute sind etwa 13
Mitglieder der Caspase-Familie bekannt, die sch aufgrund ihrer Spezifitédten in dra Subfamilien
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entellen lassen: Gruppe | (z. B. Caspase-1, -4 und -5), Gruppe Il (z. B. Caspase-2, -3 und -7)
sowie Gruppe Il (z. B. Caspase-6, -8 und -10) (THORNBERRY €t al., 1997).

Alle Caspasen zeigen Ahnlichkeiten in ihrer Aminosiuresequenz, Struktur und Substrat-
soezifitdt (NICHOLSON et al., 1997). Sie werden ds Proenzyme (Zymogene) exprimiert (30—
50 kDa), welche Uber drei Doménen verfligen: eine N-terminale Prodomane sowie zwel fur ene
grofl}e (ca. 20 kDa) und eine kleine Untereinheit (ca. 10 kDa) kodierende Doménen. Bel einer
Aktivierung der Enzyme werden die Doménen proteolytisch an Caspase-K onsensussequenzen
voneinander getrennt. Diese Tatsache impliziet, dald die Aktivierung entweder in einem
autokatalytischen Prozef3 oder durch Caspasen mit dhnlicher Spezifitét erfolgt. Im Anschiuld an die
Trennung vereinen sch die grofe und die klene Untereinhet zu einem Heterodimer. Zwel
Heterodimere bilden darauf einen aktiven Tetramer mit zwe unabhéngigen kataytischen Zentren
(WILSON et al., 1994; ROTONDA et al., 1996). An diesen Zentren snd Aminosauren beider
Untereinheiten in komplexer Weise betalligt (WALKER et al., 1994).

Die Lénge der N-terminden Prodoméne variiert von 23 AS (Caspase-6 und -7) bis 219 AS
(Caspase-10). Caspasen mit grof3er Prodoméne (s. u.) werden as Initiator-Caspasen bezeichnet, da
se durch Aktivierung weiterer Cagpasen die Effektorphase der Apoptose initiieren, wahrend solche
mit kleiner Doméne durch Initiator-Caspasen aktiviert und as Effektor- Caspasen tituliert werden
(EARNSHAW et al., 1999). Unterschiedliche progpoptotische Signde rufen ene Aktivierung
spezifischer  Initiator-Caspasen  hervor.  Dem  Oligomeriserungs-Moddl  zufolge  verursachen
Adapterproteine eine raumliche Anndherung zweier oder mehrerer monomerer Procaspasen (s. 1.4
und 1.6.6.2). Die geringe Protesse-Aktivitdt der Procaspasen it be Ansammlung mehrerer
Moleklle ausreichend, um ene intermolekulare, autokataytische Aktivierung zu induzieren (Gu et
al.,, 1995, Muzio et al., 1998). Aktivierte Initiator-Caspasen bewirken darauf in einer
kaskadeartigen Resktion die Aktivierung von Effektor-Caspasen und verursachen letztendlich den
Tod der betroffenen Zdle (s. Abb. 1.3).

Obwohl die Prodoménen der Initiator- Caspasen untereinander weniger Homologien zeigen ds
die kataytischen Segmente, kdnnen zwel Motive in dieser Region unterschieden werden: Diein den
Caspasen-8 und -10 vertretene Death Effector Domain (DED), welche an der Interaktion mit
DEDs der Adapterproteine FADD und TRADD (s. 1.4) betelligt i, plaziert diese beiden Proteasen
an die Spitze der Cagpase-Kaskade (FERNANDES-ALNEMRI €t al., 1996). Das gleiche gilt fur diein
den Caspasent1, -2, -4 und -9 vorgefundene Caspase-Recruitment Domain (CARD; ALLEN et
al., 1998, KONOPLEVA et al., 1999; s. 1.4). Diese i nachgewiesenermal3en im Fal der
Procaspase-9 an ener Interaktion mit der CARD des Adapters Apaf-1 beteligt (s. 1.3 und
1.6.6.2), wodurch die Aktivierung der Protease induziert wird (LI et al., 1997). Unter den Effektor-
Cagpasen nimmt vor alem die Caspase- 3 eine zentrde Stellung innerhalb der Caspase- Kaskade ein,
da sie direkt die Procaspasen-2, -6, und -7 prozessiert (SRINIVASULA et al., 1996; FALEIRO et al.,
1997) und selbst von vielen Caspasen aktiviert wird, darunter Caspase-1, -8 und -10 (ENARI €t al.,
1996).
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Abb. 1.3:  Schematische Darstellung der Struktur von Initiator- und Effektor-Caspasen und der Aktivierung
der Caspase-Kaskade. Prodoméanen sind griin, grofRe (gU) und kleine Untereinheiten (kU) blau
gezeichnet. Anstelle der Death Effector Domain (DED) weisen andere Initiator-Caspasen eine
Caspase-Recruitment Domain (CARD) auf.

Caspasen sind sehr spezifische Cysteinproteasen, welche immer Gtermind eines Aspartatrestes
schneiden. VVon den eukaryotischen Proteasen beditzt nur noch die Serinprotease Granzym B eine
ahnlich hohe Spezifitét (GREENBERG, 1996). AulRerdem bendtigen Caspasen zur proteolytischen
Spdtung eine Erkennungssequenz N-termind der Schnittstelle. Dieses Tetrapeptid-Motiv variiert
zwischen den enzenen Cagpasen und eklat die Diversta ihrer biologischen Funktion
(THORNBERRY et al., 1997). Aber nicht jedes Protein, welches diese Erkennungssequenz tréagt, wird
durch die jewallige Caspase gespdten. Vidmehr scheint auch die Tertisrstruktur des Zidproteins in
dem Erkennungsprozef eine Rolle zu spiden. Diese Spezifitét geht einher mit der Beobachtung, dal3
im Verlauf der Apoptose Proteine nicht wahllos verdaut werden, sondern nur bestimmte Roteine
koordiniert, meist an nur einer Stelle, gespalten werden und dadurch ihre Funktion verlieren oder
verandern (THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998).

Die Auswirkungen der Caspasen snd mannigfdtig: Trennung von Zelkontakten, Reor-
ganisation des Cytoskeetts, Hemmung von DNA-Reparatur und - Replikation sowie Freisetzung von
Sgnden, wdche die Zdle fir die Phagocytose markieren und damit letztendlich zur Bildung
apoptotischer Korper fuhren. Um diese Effekte zu erziden, verfolgen Caspasen daher mehrere

10



Einlatung

Strategien. Dazu gehort die Inaktivierung zedlschiltzender Proteine, wie z. B. die Proteolyse des 1,
einem Inhibitor der Nuklease CAD (Caspase Activated Deoxyribonuclease), welche fir die
Fragmentierung von genomischer DNA verantwortlich ist (ENARI et al., 1998). Auch Mitglieder der
Bcl-2 Familie - Regulatoren der Apoptose (s. 1.6) - werden durch Caspasen gespaten, wobei die
resultierenden Fragmente wahrscheinlich progpoptotisch wirken (XUE und HORVITZ, 1997). Ebenso
sind Caspasen an der Zerstorung zelulérer Strukturen betelligt. Hierfir ist sowohl die Spatung des
am Aufbau der nukledren Lamina partizipierenden Lamins ein wichtiges Beispid (ORTH et al., 1996)
asauch jene der an der Regulation des Cytoskeletts betelligten Proteine (KOTHAKOTA et al., 1997,
WEN et al., 1997; RUDEL und BOKOCH, 1997). Schlieldich bewirken Caspasen die Inaktivierung
betimmter Enzyme, indem de durch Proteolyse regulatorische und kataytische Doménen
vonelnander trennen. Zide dieser Inaktivierung sind z. B. Enzyme fir die DNA-Reparatur oder —Re-
plikation (CRYNsund YUAN, 1998; RHEAUME et al., 1997).

Eine Mdglichkeit, die Caspase-Aktivitét zu regulieren, sdlen FADD-Like ICE Inhibitory
Proteins (FLIPs) dar, welche dhnliche Sequenzen wie Caspasen aufweisen, jedoch kein funk-
tiongféhiges kataytisches Zentrum besitzen. Sie kompetitieren mit den Caspasen um die Bindung von
Adaptern und verhindern dadurch die Aktivierung der Proteasen (SHU et al., 1997; IRMLER et al.,
1997). Neben der Kontrolle der Genexpression auf transkriptionaer Ebene ermdglichen auch die
Kompartimentierung der Caspasen sowie der Bedarf von Adaptern eine gezielte Regulation der
Caspase-Aktivitét. Als inzwischen klasssches Beispid wird hier die durch die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien (als Folge apoptotischer Stimuli) bewirkte Aktivierung der
Caspase-9 angesehen (GREEN und REED, 1998; s. auch 1.6.6.2). Schliefdich snd auch Inhibitoren
an der Kontrolle der Caspasen beteiligt. IThre Wirkung erreichen diese, indem se Schwellenwerte
aktiver Caspasen festlegen. Erst bei deren Uberschreiten wird Apoptose ausgelost (RAY et al.,
1992; UREN et al., 1998). Vor dlem Vertreter, die apika der Caspase-Kaskade Sitzen, sind eher
von Modifikationen durch endogene Regulator-Moleklle beeinflul¥ar as andere Vertreter, die den
letzten und irreversiblen Schritt der Apoptose einleiten.

1.6 Die Bcl-2 Familie: Regulatoren der Apoptose

Die sténdig wachsende Familie der Bcl-2 Proteine registriert diverse Formen intrazel lulérer Schéden,
erfald die von anderen Zdlen gdieferten postiven oder negativen Stimuli und verarbeitet schliefdich
diese miteinander konkurrierenden Signale, um Uber das weitere Schicksal der Zelle zu entscheiden.
Bestimmte Todessgnde, wie z. B. manche der von den TNF-Rezeptorenin das Zdlinnere geleiteten
Signde, umgehen dabe die durch Bd-2 Proteine kontrollierten Schritte (STRASSER et al., 1995;
s. auch 1.4).

Mit Hilfe funktionder und struktureller Anaysen erwies sch Bd-2, der Prototyp der grof3en Bcl-2
Familie, ds Homolog des be C. elegans antigpoptotisch wirkenden CED-9 (ELLIS und HORVITZ,
1986; VAUX et al., 1992b; s. 1.3 und 1.6.1). Im Hinblick auf den Nachweis der Homologen des
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CED-3 und CED-4 ba SAugetieren war damit en zusdizlicher Hinwels auf die Konservierung der
Apoptose zwischen Nematode und Mensch gdliefert, obwohl u. a durch die Entdeckung weiterer
Mitglieder der Bcl-2 Familie mit gegensétzlicher Wirkung deutlich wurde, dal3 dieser Prozef3 im
Verlauf der Evolution eine hthere Komplexitét erreicht hatte. Diejenigen Proteine mit héchster
Homologie zu Bd-2 inhibieren Apoptose angesichts einer Vidfdt an cytotoxischen Einfliissen,
entferntere Verwandte unterstiitzen dagegen den programmierten Zdltod (s 1.6.2). In der Tat
beanflul¥ das Verhdlitnis zwischen beiden die Anféligkat einer Zdle gegeniiber einer Vidzahl von
Todessgnden (OLTVAI et al., 1993; s. 1.6.5). Bdl-2 Proteine Uben ihre Rolle as Regulatoren
sowohl beziiglich der dch im Velauf des programmierten Zdltods ergebenden Organell-
Dysfunktionen as auch der Aktivierung vieer Caspasen aus (s 1.6.6). In beiden Féllen basiert die
Funktion der Bcl-2 Proteine auf ihrer Fahigkeit sowohl zur Homo- as auch zur Heterodimerisierung
sowie auf dem Potentid vider Familienangehériger, in Membranen zu inserieren und Poren zu bilden
(s.1.6.3 und 1.6.4). Eine Regulaion der Bcl-2 Proteine erfolgt schliedich auf transkriptionaer
Ebene, durch posttrandationde Modifikationen und durch die Bindung von Effektormolekiilen
(s 1.6.7).

1.6.1 Bcl-2: der Prototyp ener grol3en Familie

Das B-Zdlen Lymphom/Leukdmie Gen 2, besser bekannt ds bcl-2, wurde urspriinglich aufgrund
sner Betalligung an maignen Lymphomen der B-Zdlreihe identifiziert (TSUIMOTO et al., 1985).
Infolge einer t(14:18) chromosomalen Trandokation wird hierbel das bcl-2 Gen aus seiner Ublichen
Pogtion neben den Locus der schweren Kette des Immunglobulins trandoziert. Dadurch gerét es
unter den Einflul starker Enhancer-Elemente dieser Region, welche eine Uberexpression des Bdl-2
verursachen (SETO et al., 1988). Bcl-2 représentiert daher eine neue Klasse der Onkogene, die
neoplastisches Wachstum nicht durch Forderung der Zdlproliferation, sondern durch Unterdriickung
des Zdltods ermdglichen (MCDONNELL, 1993). Vaux et al. waren die ersten, die bel einer Bal-2
Uberexpression ein verlangertes Uberleben der Zellen nachweisen konnten. 11-3-abhdngige Zellen
konnten in vitro auch ohne Zugabe von exogenem II-3 Uberleben, sofern sie Bcl-2 exprimierten
(VAUX et al., 1988). Satdem wurde fur viele Zellinien die Hemmung des von ener Vidzahl an
Faktoren induzierten Zdltods durch Bcl-2 festgestdllt (THOMPSON, 1995; MERRY und K ORSMEYER,
1997). Jedoch nicht jeder derart eingeleitete Zdltod 1&3% sich von Bcl-2 inhibieren. Umgekehrt hat
die Abwesenheit deses Proteins nicht unweigerlich den Tod der Zdle zur Folge VAUX et al.,
1992a; KITADA et al., 1993). Dies impliziert die Betalligung weiterer Proteine an der Aktivierung
und Hemmung der Apoptose.

12



Einlatung

1.6.2 DieBd-2 Homologie Doménen

Weniggens 15 Mitglieder der Bcl-2 Familie wurden bisher in Saugetierzellen nachgewiesen und
mehrere andere in Viren (CoRY, 1995; YANG und KORSMEYER, 1996; CHAO und KORSMEYER,
1998). Alle Mitglieder besitzen mindestens eines von vier konservierten Mativen, die auch dsBcl-2
Homologie Doménen (BH1 - BH4) bezeichnet werden (ADAMS und CORY, 1998; KELEKAR und
THOMPSON, 1998). Die meisten pro-surviva Mitglieder weisen mindestens die Doménen BH1 und
BH2 auf, solche mit grofter Ahnlichkeit zu Bd-2 (26 kDa) verfiigen Uber ale vier Doméanen.
Proapoptotische Mitglieder sind durch eine geringere Sequenzhomol ogie gekennzei chnet und werden
in zwe Subfamilien eingetellt: Die Mitglieder der ersten, der Bax Subfamilie, zeigen noch eine rddiv
hohe Ahnlichkeit zu Bd-2 und sind mit den Doménen BH1 - BH3 verschen. Die Mitglieder der
zweiten Subfamilie besitzen dagegen nur die Doméne BH3 (daher BH3-Doménen Subfamilie) und
weisen songt sowohl untereinander as auch beziiglich anderer Proteine kaum eine Verwandtschaft
auf (ADAMS und CORY, 1998).

Antiapoptotisch Proapoptotisch

Bcl-2 Subfamilie Bax Subfamilie

Bdl-2 BH1 HBH2-H ™ |- Bax —— BH3{ BH1 BH2 ™ |
Bal-x, BH1 BH2}{T™ |- Bak ——[BH3}{ BH1 BHZ ™™ |-
Bdl-w BHL |BHZ}-{T™ Bok ——  BH3}{_BHL HBH2H ™ |-
Mcl-1 BH1 BH2}{T™ |- Bad —  BH3H BH1 HBH2—
Al BH3 Subfamilie

NR-13 BH1 —BH2}H T™ |- Bik [BH3] [T™ -
CED-9 BHL BH2}{ ™ |- Blk [BH3] [T™ |-
ORF16 — [BH1 HBRZH{ ™M |- Hrk
KS-Bdl-2 —— [BHI HBH2ZH M BNIP3 [BH3] [T™ -
BHRF1 — [BHT BHZH ™™ | Bim, [BH3] ™
LMWS-HL Bid e

E1B-19K [BH1 | EGL-1 [BH3]

Abb. 1.4:  Doménenstruktur der pro- und antiapoptotischen Vertreter der Bcl-2 Subfamilien. BH1 bis BH4

stellen konservierte Sequenzmotive und TM einen transmembranen Bereich dar. Mit Ausnahme
von NR-13 (Gallus gallus), Ced-9, EGL-1 (C. elegans) und ORF16, KS-Bcl-2, BHRF1, LMW5-
HL, E1B-19K (alleviral) handelt es sich um SAugetierproteine.

In Deletions- und Mutagenese- Studien wurde die Présenz der amphipatischen, a-hdikden BH3-
Doméne ds unverzichtbare Voraussetzung fur eine Apoptose-Induktion nachgewiesen. Hierflr
soricht auch die Tatsache, dal3 ale Bcl-2 Proteine, welche nur die BH3-Doméne bestzen,
proapoptotisch sind (GRoss et al., 1999). Die Grof3e der Doménen im Vergleich einzelner Vertreter
ist variabel. Snd dle vier Doménen vorhanden, befindet sch BH4 dem N-Terminus am néchgen, in
carboxyterminder Richtung gefolgt von BH3, BH1 und schliefdich BH2. Ein transmembraner,
hydrophober Bereich, sofern exigent, befindet sch am C-Terminus. Diessr emoglicht die
posttrandationae Verankerung der Proteine in Organelen- Membranen und bewirkt die Orientierung
der Proteine zum Cytoplasma hin (TsudmMoTo und CROCE, 1986; CHEN-LEVY und CLEARY, 1990).
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1.6.3  Strukturelle Grundlagen intrafamiliérer Interaktionen

Eine herausragende Eigenschaft der Bcl-2 Proteine ist die Fahigkelt zur Hetero- und Homo-
dimeriserung (OLTVAI et al., 1993; SEDLAK et al., 1995; ZHA et al., 1996a). Die Aufklarung der
3D-Struktur des Bcl-x (ein dem Bdl-2 in Aminoséuresequenz und Funktion sehr nahestehendes
Protein) durch NMR- und rontgenkristalographische Untersuchungen lieferte eine Erklarung,
weshab die Doménen BH1 bis BH3 Dimeriserungen entscheidend beeinflussen (YIN et al., 1994;
CHITTENDEN et al., 1995a): Durch den Zusammenschluf? der a -Helices dieser Doménen bildet Sch
ein hydrophober Spdt. In ener Resktion, welche stark an eine Rezeptor-LigandenInteraktion
erinnert, bindet die amphipatische a-Hdix der BH3-Doméne enes dimeriserenden Bd-2 Proteins
(z B. des Bax, dem Prototyp der proapoptotischen Bax Subfamilie) an diesen Spat (MUCHMORE et
al., 1996; DIAZ et al., 1997). Damit i die BH3-Doméne sowohl an der Taschenbildung des
"Rezeptors’ ds auch an der in die Tasche inserierenden Heix des "Liganden® beteligt. Die
hydrophobe Seite der BH3-Doméne des Bax & jedoch o tief im Molekil verborgen, dal3 eine
Interaktion mit Bal-x erst nach einer Konformationsdnderung des Bax in Folge eines Todessignds
madglich wird (SATTLER et al., 1997). Deshdb kann davon ausgegangen werden, dal3 Bcl-2
Proteine, insbesondere solche mit progpoptotischer Funktion wie die Mitglieder der Bax Subfamilie,
dternative Konformationen eingehen konnen. Ein dimeriserender Partner spidt hierba die Rolle des
Liganden (mit nach aul3en gestiilpter BH3-Doméne), der andere die des Rezeptors - dhnlich des
Bcl-x - (REED, 1997). Somit konnen Bcl-2 Familienmitglieder in zwel konformationsabhéngige
Untergruppen eingetellt werden: solche mit freliegendem und solche mit verborgenem BH3
(MCDONNELL et al., 1999). Moglicherweise sind dle Bcl-2 Proteine mit verborgener BH3-Doméne
antigpoptotische oder inaktive progpoptotische Molekile. Umgekehrt waren Molekile mit fre-
liegender BH3-Doméne kongtitutiv aktiv (progpoptotisch). AulRerdem wirden nach diesem Modell
inaktive oder sogar proapoptotische Molekile im Anschlufd an ein Todessignd durch Frellegung der
BH3-Doméne aktiv werden (GRoss et al., 1999).

1.6.4  Strukturele Grundliagen der Porenbildung

Die Wirkung vider Mitglieder der Bd-2 Familie I&% Sch nicht dleine durch intrafamilidre
Interaktionen begrinden: Zwar ist eine Heterodimerisierung fir die progpoptotische Aktivitét der
Mitglieder der BH3-Doméanen Gruppe unerl&dich (CHITTENDEN et al., 1995a), fur die Mitglieder
der zweiten progpoptotischen Subfamilie, der Bax Subfamilie, ist se dagegen nicht zwingend.
Vidmehr kdnnen die Vertreter dieser Gruppe einen von antigpoptotischen Mitgliedern unabhdngigen,
cytotoxischen Effekt ausiiben, z. B. die Aufhebung des mitochondrialen Membranpotentials (GREEN
und REED, 1998; s. 1.6.6.2). Auch fur antigpoptotische Bcl-2 Proteine ist eine Heterodimerisierung
fur die Ausiibung der pro-surviva Funktion nicht zwingend erforderlich (CHENG et al., 1996).
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Eine mdgliche Erklérung fur diese Phénomene lieferten die Untersuchungen von MUCHMORE et al.
(1996) an der réumlichen Strukiur des Bdl-x. Hierbe wurden be Bd-x, in saner
membrangtandigen Konformation, seben a-Heices in ener Anordnung nachgewiesen, welche an
die transmembranen Doménen porenbildender bakterieler Toxine und des Diphterie-Toxins erinnert.
In Zusammenhang mit der Lokaisaion des Bd-2 an Stdlen, an denen sch innere und &ul3ere
Mitochondrien-Membranen anndhern, deutet dies auf eine Fahigkeit zur lonenkandbildung hin
(REED, 1994). In der Tat sind Bcl-2, Bax und Bcl-x in der Lage, in synthetischen Membranen
lonenkande zu formen, jedoch nicht, wenn zwel an der Porenbildung beteiligte und zentra liegende
Helices (a5 und a6) deletiet wurden (SCHENDEL et al., 1997). Uber die Moglichkeit der
Porenbildung wéren die Bd-2 Proteine somit in der Lage, die Hombosiase ener Zdle durch
Veranderung der Membran-Permeshiilitét zu beeinflussen (KROEMER, 1997a).

1.6.5 Moddl zur multifunktionalen Wirkungsweise der Bal-2 Familie

Anhand der in 1.6.3 und 1.6.4 erlauterten strukturdlen und funktionalen Untersuchungen lassen Sch
fur die Bcl-2 Homologen folgende Wirkungsmechanismen vermuten: Mitglieder der BH3-Doménen
Subfamilie (z. B. EGL-1, Bik und Bid), denen die hydrophoben Kernhelices fehlen, agieren
upstream ds Death Ligands, indem Se antigpoptotische Bcl-2 Proteine binden und somit deren
Funktion neutrdiseren (BH3-Doménen Gruppe mit Ligandenfunktion). Im Gegensatz dazu besitzt
der andere Tell der proapoptotischen Molekile, die Bax Subfamilie, die konservierten Doménen
BH1 und BH2 inklusive ihrer hydrophoben Kernhdices a5 und a 6. Diese erlauben eine Integration
in Membranen (inshesondere mitochondriade) und die Auddsung cytotoxischer Effekte, unabhéngig
von antigpoptotischen Bcl-2 Proteinen. Die Bax Subfamilie arbeitet daher paralld oder downstream
von Bd-2/Bcl-x. Mittds der BH3-Doméne ig dlerdings auch die Bindung und Inhibierung
antigpoptotischer Proteine moglich (Poren und Ligandenfunktion).

Mitglieder der antigpoptotischen Bcl-2 Subfamilie Gbernehmen durch den Besitz der Doménen
BH1, BH2 und BH3 sowohl die Funktion der Porenbildung as auch die des BH3-Akzeptors
(Poren- und Rezeptorfunktion). Der antigpoptotische Effekt der Bcl-2 Subfamilie wird dabe
enersats durch Heterodimeriserung mit porenbildenden Mitgliedern der Bax Subfamilie erreicht,
deren proapoptotische Wirkung durch diese Interaktion inhibiert wird, andererseits indem se durch
ihre Fahigkeit der Porenbildung an der Wiederherstellung der Homoostase geschédigter Organellen
beteligt sSnd.

1.6.6  Verknipfung von Lokdisation und Funktion der Bcl-2 Familie

Vide progpoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie weisen im Vergleich zu antigpoptotischen
Mitgliedern ene unterschiedliche subzdlulae Lokdisaion auf. Erdere befinden sich mes vor
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Eintreffen eines gpoptotischen Signds im Cytosol bzw. am Cytoskdett (GRoss et al., 1998;
PUTHALAKATH et al., 1999), wéhrend letztere Uberwiegend in den Membranen von Mito-
chondrien, aber auch von ER und Nukleus, anzutreffen snd (HOCKENBERY et al., 1990;
KRAJEWSKI et al., 1993; ZHU et al., 1996). Im Anschlul? an ein Todessignd unterziehen sich die
progpoptotischen Mitglieder einer Konformationsanderung, welche ihnen nicht nur die Interaktion mit
ihren antigpoptotischen Gegenspidern erlaubt (s. 1.6.3), sondern potentiell auch die Membran
Integration ermdglicht (s. 1.6.4; DESAGHER et al., 1999). Bereits unter 1.2 wurde gezeigt, dal3 Sich
der Prozef3 der Apoptose aus einer Vielzahl komplexer Reaktionen zusammensetzt, welche nicht nur
ene zetliche, sondern auch eine réumliche Determinierung aufweisen. Die membrangtandige
Lokalisation der Bcl-2 Proteine elaubt ihnen den regulaiven Eingriff in die fundamentaen
Resktionen, welche sch im Verlauf der Apoptose in den Zdlorganellen abspiden. Dabel it die
Modifizierung des tranamembranen Transports kleiner Molekiile und Proteine mit Signafunktion von
entscheidender Bedeutung KROEMER, 1997a; GREEN und REED, 1998). Die Untersuchungen in
diesem Zusammenhang stehen dlerdings erst an Anfang und konzentrieren sich bisher meist auf den
Einfluld der Bdl-2 Proteine auf mitochondriale und postmitochondriae Prozesse.

1.6.6.1 Regulation mitochondrider Prozesse durch die Bcl-2 Familieim Verlauf der Apoptose

Apoptose manifestiert sich im Anschlul? an ein Todessgnd hauptséchlich durch die Vallstreckung
zweler Mechanismen, welche den Tod der Zelle nach sich ziehen: die Aktivierung der Caspase-
Kaskade (s. 1.5 und 1.6.6.2) sowie Organdl-Dysfunktionen, von welchen die mitochondride
Dysfunktion bisher am haufigden beschrieben wurde (GREEN und REED, 1998). Der
Zusammenbruch des transmembranen Potentials der inneren MitochondrientMembran gelt en
wichtiges Charakteristikum im Verlauf der Apoptose dar (KROEMER et al., 1997). Dieser Vorgang
|&% sich wahrscheinlich auf das Offnen eines Membran-Kanas zuriickfiihren, welcher as
mitochondriale PT- (Permeability Transition) Pore bezeichnet wird und aus geclusterten
Komponenten der inneren und aul3eren Membran bestent (BERNARDI €t al., 1994; PeETIT et al.,
1996).
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Apoptose-Signal
proapoptotisch: u antiapoptotisch:
Bax Subfamilie
m Bcl-2 Subfamilie
BH3 Subfamilie

Kontrollpunkt

52 o
PN l
> Apai ===

—»  Cytochromc Procaspase
¢ ROS '-
Dy, —
PT-
Porendéffnung aktive Caspase

Zelltod

Abb. 1.5:  Schematisches Modell zur Regulation mitochondrialer Vorgéange durch die Bcl-2 Familieim Ver-
lauf der Apoptose. Apoptotische Stimuli passieren einen Kontrollpunkt, welcher sich aus Ange-
horigen der Bcl-2 Familie zusammensetzt. Das Verhaltnis von pro- zu antiapoptotischen Bcl-2
Proteinen entscheidet (iber das weitere Schicksal der Zelle. Uberwiegen antiapoptotische Mit-
glieder, ist das Uberleben der Zelle gesichert. Ein Uberwiegen proapoptotischer Mitglieder fuhrt
dagegen zur Apoptose durch Caspase-Aktivierung (s. 1.5) und mitochondriale Dysfunktionen.
Letztere umfassen eine verstarkte ROS-Produktion, Verlust des Membranpotentials Dy, Off-
nung der PT-Pore und Freisetzung von Apaf-1 und Cytochrom c, welche ebenfalls eine Caspase-
Aktivierung induzieren.

Die Offnung der PT-Pore - ds en nichtsdektiver Kand der inneren Membran- erlaubt den
Audausch von lonen zwischen Matrix und Intermembranraum, wodurch der H'-Gradient
zusammenbricht und die Atmungskette entkoppelt wird. Gleichzeitig bewirkt der ungehinderte
Eindrom von Wasser in den hyperosmolaren Matrixraum ein Anschwellen und schlieldich en
Aufbrechen der Mitochondrien. Dadurch werden Caspasen, apoptoseinduzierende Faktoren und
Cytochromc in das Cytoplasma entlassen (LIU et al., 1996; SUSIN et al., 1999). In viden
Mitochondrien ist daraufhin noch immer genug Cytochromc vorhanden, so dal3 der Elektro-
nentransport aufrechterhalten und ATP produziert wird, wahrend anderenorts in der Zelle Caspasen
bereits ihre cytosolischen und nuklegren Substrate umsetzen (GREEN und REED, 1998). Eine
Freisetzung gpoptoseinduzierender Faktoren aus dem Intermembranraum &% sich auch mit dem
Offnen von entsprechend grofRRen, in der &uReren Membran befindlichen Poren erkldren und wiirde
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damit der Tatsache Rechnung tragen, dal3 viele Mitochondrien im Verlauf der Apoptose nicht
anschwellen, sondern intakt bleiben WYLLIE et al., 1980). Nicht zuletzt haben die wahrend der
Apoptose auftretenden Storungen der Atmungskette auch die Entstehung cytotoxischer ROS
(Reactive Oxygen Species) zur Folge, da jeder Vorgang, der die Effektivitd des
Elektronentransports  verringert, gleichzetig die  Wahrschenlichkeit der  Bildung  von
Sauerstoffradikalen erhoht (HOCKENBERY et al., 1993; BREDESEN, 1995).

Die Beteiligung der Bd-2 Homologen an den oben geschilderten mitochondridlen Ereignissen
i unbedtritten (XIANG et al., 1996; ZAMzAMI et al., 1996). Die genauen Wirkungsmechanismen
hierzu snd dlerdings noch ungewif3, beruhen aber sowohl auf der Fahigkelt der Bcl-2 Proteine zur
Dimeriserung ds auch der Porenbildung. Aullerdem ist die Méglichkeit der Regulation bereits
bestehender Poren (z. B. der PT-Pore) nicht von der Hand zu weisen (VANDER-HEIDEN et al.,
1997). Damit liel}e sich fur proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie ba Eintreffen eines
entsprechenden Signds eine Induktion der Porendffnung bzw. die Bildung eigener Poren mit
glechem cytotoxischem Effekt vermuten (SUSIN et al., 1997). Antigpoptotische Bcl-2
Familienmitglieder wirden dagegen die Porentffnung blockieren bzw. eigene Poren bilden, um die
Homoostase der Organellen wiederherzustellen und evil. sogar entwichenes Cytochromc in die
Mitochondrien zurtickzufiihren (YANG et al., 1997). In diesem Modell entscheidet also der relative
Gehdt aktiver pro- und antigpoptotischer Bcl-2 Proteine Uber das weitere Schicksa der Zdle
(s. Abb. 1.5).

1.6.6.2 Regulation posimitochondrider Prozesse durch die Bdl-2 Familie im Velauf der
Apoptose

Bel dem Nematoden C. elegans liegen CED-9, CED-4 und proCED-3, der CED-3 Vorlaufer, in
einer gesunden Zdle ds inaktiver Komplex vor (CHINNAIYAN et al., 1997). Dieser trimolekulare
Komplex wird durch einen progpoptotischen Stimulus auf bisher unbekannte Weise aufgelodt.
Darauthin gent CED-4 nicht nur eine Bindung mit proCED-3 ein, sondern ist auch in der Lage, ein
weiteres CED-4 Molekll zu binden. Durch diese Oligomeriserung liegt eine Reihe von proCED-3
Molekilen in enger Nachbarschaft und schafft damit die Voraussetzung fir deren autokatalytische
Prozesserung und Aktivierung (s. 1.5). Die Bindung des CED-9 an CED-4 verhindert dagegen die
Oligomeriserung des CED-4 und bewahrt CED-3 damit in sainer inaktiven, monomeren Form.

Be Sdugetieren scheinen die Homologen des CED-9, CED-4 und CED-3 (Bcl-2/Bcl-x;,
Apaf-1 und Caspase-9) den gleichen Regeln zu folgen, jedoch mit ener zusdizlichen Beteiligung des
Cytochrom c: Durch die Bindung von Bd-2 oder Bcl-x an Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor-1, dem CED-4 Homolog der Saugetiere) wird die Interaktion zwischen den CARDs
(Caspase-Recruitment Domain) des Apaf-1 und der Procaspase-9 verhindert. Somit wird die
Aktivierung der Caspase unterbunden (VAUX, 1997). Ein Stimulus in Form von progpoptotischen
Bcl-2 Homologen (insbesondere Mitglieder der BH3-Doménen Gruppe) und von aus den
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Mitochondrien entlassenem Cytochromc 10s, be Anwesenheit von ATP, Apaf-1 von seiner
Bindung an den Apoptose-Inhibitor Bal-2 oder Bcl-x (PAN et al., 1998; Hu et al., 1998).
Cytochrom ¢ gehdrt zu den wichtigsten apoptoseinduzierenden Faktoren, die im Anschiuld an en
entsprechendes Signd aus den Mitochondrien ins Cytoplasma entlassen werden und  bildet
zusammen mit Apaf-1 und der Procaspase-9 einen as Apoptosom bezeichneten Komplex (LIU et
al., 1996; LI et al., 1997). Die dadurch emdglichte Oligomeriserung mehrerer
Apaf-1/Procaspase-9 Molekile bewirkt die autokatalytische Prozesserung der Caspase und die
Aktivierung der Caspase-Kaskade (Zou et al., 1997).

Auch postmitochondrid entscheidet die relative Konzentration pro- und antigpoptotischer
Bcl-2 Proteine Uber das weitere Schicksal der Zelle, da ein Uberschul? an Bcl-2/Bcl-x die durch
Cytochrom ¢ und proapoptotische Bcl-2 Proteine induzierte Freisetzung des Apaf-1 und die damit
verbundene Aktivierung der Caspasen verhindert (CHINNAIYAN et al., 1997). Ein Uberschul® an
Mitgliedern der BH3 Subfamilie bewirkt dagegen die Auflésung dieser chaperondhnlichen
Verbindung (HU et al., 1998).

1.6.7 Reguldion der Bcl-2 Proteine

Die beschriebenen Wirkungsmechanismen und Interaktionen (s 1.6.6) verdeutlichen, dald die
jewaligen Konzentrationen der zur Verfligung stehenden, funktionsfdhigen pro- und anti-
gpoptotischen Bcl-2 Proteine die Resktion einer Zdle auf einen gpoptotischen Stimulus beainflussen
(OLTvAI €t al., 1993). An der Regulation der Aktivitét dieser Apoptose-Regulatoren sind reben
den vidfdtigen Homo- und Heterodimeriserungszusténden der Bcl-2 Proteine (s. 1.6.3) vor dlem
posttrandationae Modifikationen beteiligt (KONOPLEVA et al., 1999). Hierbel hat insbesondere der
Phosphorylierungszustand  eénen Einflu? auf die Aktivitdt der Bcl-2 Familienmitglieder: Vide
proapoptotische Bcl-2 Homologe liegen vor einem apoptotischen Stimulus ds phosphorylierte,
inaktive Monomere im Cytosol vor oder snd mit dem Cytoskelett assoziiert. Die im Anschiufd an
enen Simulus erfolgende, durch Dephosphorylierung induzierte Konformationsénderung dieser
Proteine erlaubt ihre subzdllulére Trandokation zu den Organdlen-Membranen. Dabel gelangen die
Bcl-2 Proteine in die Reichwete ihrer membrangtdndigen, funktionden Antagonisten, welche im
Anschlud an eine Dimerigerung in ihrer Funktion inhibiert werden (GOPING et al., 1998;
PUTHALAKATH et al., 1999). Eine besondere Bedeutung kommt hier dem Bad zu, einem BH3
Subfamilienmitglied, welches urspringlich im Cytosol durch Bindung an en 14-3-3 Protein
zurtickgehalten wird ZHA et al., 1996b). Als Folge eines Todessignds (z. B. 1L-3 Entzug) wird
Bad dephosphoryliert, worauf die dadurch induzierte Konformationsanderung eine Freilegung der
BH3-Doméne, ene Translokation zu den Mitochondrien und die Interaktion mit Bd-x/Bcl-2
ermdglicht KELEKAR et al., 1997; ZHA et al., 1997). Durch die Assoziation von Bad mit Bcl-x
wird das von Bcl-x gebundene Bax freigesetzt, welches daraufhin seine progpoptotische Wirkung
ausiiben kann (LINCz, 1998). Bis heute wurde die Betelligung mehrerer Kinaser/Phosphatasen an
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der Phosphorylierung/Dephosphorylierung des Bad beschrieben (DATTA et al., 1997; DEL-PESO et
al., 1997; BLUME-JENSEN et al., 1998). Da diese Enzyme haufig slbst Bestandteil der unterschied-
lichsten Signatransduktionsivege sind, die u. a durch externe Stimuli aktiviert werden, scheint Bad
ein Bindeglied zwischen diesen und der redlichen Bd-2 Familie darzugtdlen. Nicht nur be
proapoptotischen, sondern auch bei antigpoptotischen Bcl-2 Proteinen wurde eine durch Phos-
phorylierung induzierte Konformationsanderung beobachtet, welche diese Proteine ebenfalsin einen
funktiona inaktiven Zustand Uberfiihrt (HALDAR et al., 1995; CHANG et al., 1997).

Eine dternative Moglichkeit posttrandationaler Modifikationen mit anschliel¥ender Aktivierung
sellt die durch eine Caspase katdyserte proteolytische Abspatung des N-Terminus einiger Bal-2
Proteine dar (LI et al., 1998). Die dadurch hervorgerufene Konformationsdnderung des
Restproteins erlaubt dessen Trandokation zu den Mitochondrien und zu anderen Organdlen. Im Fl
des Bid, enem progpoptotischen BH3 Subfamilienmitglied, ist dessen gekappte Form potentiell an
der Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien beteiligt (MCDONNELL et al., 1999).

Eine Regulierung der Aktivitét vider Familienmitglieder vollzieht sSch ebenfdls durch die
direkte Bindung sgndtransduzierender Proteine - z. B. RAF-1 oder Prion-Protein PrP - an die
BH4-Doméne (LINCZ, 1998).

Unabhdngig von podtrandaionden Modifikationen und/oder Konformationsanderungen
erfolgt schliefldich eine Regulation der Bcl-2 Proteine auf transkriptionder Ebene. Um Toxizité in
gesunden Zdlen zu verhindern, wird so die Transkription einiger kongtitutiv aktiver, proapoptotischer
Proteine erst ba Eintreffen eines apoptotischen Signds initiiert INOHARA et al., 1997). Aber auch
die Expresson vider antigpoptotischer Proteine (z. B. Bcl-x, Bcl-2 und MCL-1) wird unter
bestimmten Bedingungen transkriptiona reguliert (BoISE et al., 1995; KozorAset al., 1993).

1.7 Porifera

1.7.1 Biologieder Schwamme

Die Porifera (vom lateinischen porus = Pore und ferre = tragen) gehdren zu den dtesten multi-
zdluldren Organismen (Metazoa). Fossile Funde weisen auf eine Existenz schon vor 550 Millionen
Jahren hin (REITNER und MEHL, 1995), molekularbiologische Andlysen lassen sogar auf ein Alter
von etwa 800 Millionen Jahren schliel¥en (WILLMER 1994; MULLER, 1995). Sat ihrem Erscheinen
vor der "Kambrischen Explosion” (CONWAY-MORRIS, 1998) haben einige Taxa der Porifera, z. B.
der Taxon Geodiidae, bis heute Uberdauert (GRUBER und REITNER, 1991).
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Abb. 1.6: Der marine Schwamm Geodia cydoniumin seinem natiirlichen Habitat auf fir Demospongien
typischem, felsigem Untergrund in ca. 25 m Tiefe (A) und in gereinigter Form (B). Durchmesser
etwa 45 cm.

Be den Schwammen handelt es sch um sessile, aquatische Organismen von haufig unregelméaiiger
Geddt. Sie bilden enen der grofden, im marinen Benthos auf harten Griinden angesiedelten
Tiersdmme, sowohl beziiglich der Biomasse ds auch der Speziesvidfdt SARA und VACELET,
1973). Mit Ausnahme der SiRwasserschwamme (etwa 120 Arten) besiedeln ca. 9000 bisher
bekannte Schwammarten alle Weltmeere. Nach LAFAY et al. (1992) werden Schwadmme in zwel
Unterreiche eingetellt. Das Unterreich der Symplasma beinhdtet lediglich die Klasse der
Hexactindlida (Glasschwémme), wéahrend jenes der Cdlularia die Klassen der Cadcarea
(Kakschwamme) und der Demospongiae (Kiesdschwamme) umfald. 80 - 90 % dler Arten werden
dabel den Kiesd schwammen zugeordnet, die sowohl in den Gewéassern der Kiistenregion dsauch in
Tiefen bis zu 8600 m gefunden werden (GRUNER et al., 1993). Die Klasse der Calcarea dagegen
zieht ein Leben fagt ausschliedich in flachen Zonen vor (bis zu 100 m Tiefe), indes Qasschwamme
meigtensin grof3eren Tiefen vorgefunden werden (KASTNER, 1993; BERGQUIST, 1978).

Hacke podulierte 1866 ersdmals die Zugehtrigkeit der Porifera zu den Metazoen, von
welchen sie sich jedoch durch das Fehlen von Nervensystem, Muskulatur, Blutgefél3en und Organen
unterscheiden. Als Filtrierer nehmen Schwamme Wasser durch ein System zahlreicher kleiner
Eingroméffnungen (Ostien) auf und filtern Nahrungspartikel (Plankton, Algen und Bakterien) Uber
Kande und Geilfdkammern ab. Nahrung wird dabel endocytotisch aufgenommen und intrazdlulér
verdaut. Exkrete und Exkremente werden exocytotisch an das Wasser abgegeben, das schlieldich
den Organismus Uber groRere Offnungen (Oscula) wieder verldd. Im Schwamm  |ebende
Mikrosymbionten (Griinadgen, Bakterien und Cyanobakterien) tragen haufig zur Erndhrung be
(WILKINSON et al., 1980). Abhangig von der Grole des Schwamm-Organismus kann die
Filterkapazitét mehrere tausend Liter pro Tag betragen (VOGEL, 1977), wobei die Wasseraufnahme
sowohl passv durch Wasserstromung as auch aktiv durch den koordinierten Gell¥dschlag
spezidiserter Zdlen, den Kragengel¥dzdlen (Choanocyten), efolgen kann. Aufgrund der
unterschiedlichen Komplexitét des Kanalsystems werden bel Schwammen drel Organi sationstypen
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unterschieden: Ascon-, Sycon und Leucontyp. Die einfachsten Schwamme gehdren dem Ascon
Typ an und bestehen lediglich aus einem porendurchbrochenen, mit Choanocyten besetzten Schlauch
und einem digalen Osculum. Beim SyconTyp weis ein Zentrdraum radidre Ausbuchtungen auf,
deren Wande mit Kragengei3elzdllen besetzt snd. Schwémme, bel denen diese Gell3ekammern nicht
direkt, sondern Uber ein verzweigtes Kandsysem in den Gastrdraum minden, werden dem
komplexen Leukor Typ zugeordnet.

Das von dem Kandsysem durchzogene Mesohyl des Kérperinneren wird von enem
Aul¥enepithd  (Pinacoderm) und einem dle Kanawandungen umkleidenden Innenepithel
(Choanoderm) begrenzt. Bel beiden handdt es sich nicht um echte Epithelien, sondern nur um
epithelartige Gewebeschichten WESTHEIDE und RIEGER, 1996). In die extrazdluldre Matrix des
Mesohyls snd zahlreiche, meis amdboid bewegliche Zdltypen eingdagert. Zu diesen werden
totipotente Archaeocyten gerechnet (aus welchen sch dle anderen Zdltypen entwickeln kdnnen),
phagocytotisch tdtige Amobocyten und Geschlechtszelen. Weiterhin bilden  Sclerocyten mit
kontraktilen Collencyten eine Art Mesohylgeriist und sind durch die Sezernierung von Skelettnadeln
(Skleriten) am Aufbau des Skeletts beteiligt. Dieses enthdlt entweder Kak oder Kiesdsdure und
verhindert ein Kollabieren des Schwammkérpers. Ein Kakgerlist besitzen nur die Cdcares, dle
Ubrigen Schwamme weisen Kiesdsklerite auf (GRUNER et al., 1993). Durch die Ausbildung dicker
Kollagenfibrillen tGbernehmen auch Lophocyten eine Stitzfunktion beziiglich des Schwammkorpers.
Pinacocyten (im Pinacoderm) begrenzen das Mesohyl nach auf3en, kleiden aber auch innere
Kanawandungen aus.

Die Fortpflanzung der Schwamme erfolgt sowohl sexudl as auch asexudl. Bel der sexudlen
Reproduktion werden Geschlechtszellen aus Amoebocyten oder Choanocyten gebildet (HARRISON
und CoOwDEN, 1976). Die wetere Entwicklung schlieft ene Lavenbildung en. Vide
Schwammarten and hermaphroditisch, jedoch it be  SiRwasserschwdmmen  Getrennt-
gechlechtlichkeit die Regd. Eine asexudle Vermehrung erfolgt durch Fragmentierung oder durch
Bildung spezidler Dauerknospen, den kapsdformigen Gemmulae, die sch hauptséchlich aus
totipotenten Archaeocyten zusammensetzen. Die Gemmulaeentstehung erfolgt nicht nur zum Zwveck
der Fortpflanzung, sondern wird auch durch eine Verschlechterung der Lebensbedingungen induziert.

1.7.2  Schwadmme Moddl-Organismen fir Untersuchungen der Apoptose

Kein enzdliger Organismus kann tber einen Mechanismus des programmierten Zdltods verfigen,
da ene im Velauf der Entwicklung obligate Ausfiihrung dieses Programms unweigerlich zur
Vernichtung des Organismus fihren wiirde. Zudem dtern Einzdler vermutlich nicht auf die gleiche
Weise wie Pflanzen und Tiere, die Uber ene vorbesimmte Lebensdauer verfligen. Konventiondles
Altern und zdluldre Seneszenz entwickdten sch wahrscheinlich erst im Laufe der Evolution der
Multizellularia mit separaten somatischen Zdlen und Kemzdlen YAux und STRASSER, 1996).
Trotzdem verfligen manche enzelige Organismen Uber die Fahigkat, sch in bedrohlichen
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Stuationen salbst zu vernichten, um - dtruistisch oder defensiv - die Infektion oder das Verhungern
benachbarter, verwandter Zedlen zu verhindern (SHuB, 1994; YARMOLINSKY, 1995). Die
Aktivierung dieses Mechanismus ist nicht obligat und die Gene, auf welchen er beruht, sterben nicht
mit dem Individuum, sondern leben in den verwandten Zellen weiter. Vidlecht fungierte der Zdltod
in Einzdlern urspriinglich as eine Abwehrstrategie, basierend auf Mechanismen, welche sch nach
der Evolution der Multizdlularia auch in Entwicklung und Homéostase manifestierten.

Das Phylum der Porifera stdlt den phylogenetisch dtesten dler Metazoen Tiersamme dar
(MULLER, 1995). Seine Mitglieder haben charakterisdische funktionde, gtrukturdle und
regulaiorische Proteine mit den redlichen Metazoen gemein und liefern damit einen deutlichen
Hinweis auf den monophyletischen Ursprung der Metazoa (MULLER, 1997; MULLER, 1998). Zu den
erwédhnten Proteinen gehdren insbesondere Proteine der extrazdlul&ren Matrix, Zelmembran
Rezeptoren, immunmodulatorische und cytokinartige Molekiile, die bisher weder in Pflanzen noch
Filzen oder Protozoen nachgewiesen werden konnten (MULLER und SCHACKE, 1996; PANCER et
al., 1997; BLUMBACH et al., 1999; MULLER et al., 1999). Die Zdlen der Schwamme lassen keine
eindeutige Trennung von Keimzellen und somatischen Zdlen zu. Jedoch weisen Seen hohesMal3 an
Teomerase-Aktivitdt und eine scheinbar unbegrenzte Kapazitét zur Proliferation auf (KozioL et al.,
1998). Diese Tatsachen verdeutlichen die Erfordernis eines regulativen Mechanismus, um den
Korperbauplan des Organismus zu erhdten (WAGNER et al., 1998). Zudem verdeutlicht die durch
die einzigartige Filterkapazitét der Schwamme bedingte Exposition gegenlber einer Fille potentiell
toxischer Inhdtsstoffe des aguatischen Milieus den Bedarf nach einem entsprechend wirksamen
Schutzmechanismus.

Be Sdugdieren, dem in diesem Zusammenhang wichtigden Model-System der Deu
terostomia, ist die Apoptose entscheidend an der Embryo- und Morphogenese beteiligt, und ihre
Hemmung stdlt einen wesentlichen Vorgang im Rahmen der Karzinogenese dar. Zuséidich hat se
Antell am Abwehrmechanismus des Organismus durch die Eliminierung infizierter und beschédigter
Zdlen (s 1.2, 1.4 und 1.6.1). Auch beim Nematoden C. elegans, einem bedeutenden Moddl-
System der Protostomia, wurden bereits die elementaren Komponenten der Apoptose-Maschinerie
identifiziert und deren Betelligung an der Entwicklung des Organismus nachgewiesen (s. 1.3). Somit
scheint unter Berticksichtigung des monophyletischen Ursprungs der Metazoen (MULLER, 1995;
BORCHIELLINI et al., 1998) die Existenz gleicher oder 8hnlicher apoptotischer Mechanismen, welche
u. a der kontrollierten Morphogenese und der Abwehr dienen, auch in Schwammen wahrscheinlich.
Die Porifera erdffnen somit ds engse Verwandte der Urmetazoa, den potentiellen gemeinsamen
Vorfahren dler Metazoen-Tiersdmme (MULLER et al., 1999), neue Mdglichkeiten, die Grundlagen
der Apoptose-Maschinerie zu erforschen.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Apoptose igt ene streng regulierte Form des Zdltods, mit Hilfe dessen Organismen unerwiinschte,
beschédigte oder infizierte Zellen diminieren. Diese gpoptotischen Zellen sind durch charakterigtische
morphologische Verénderungen und biochemische Prozesse gekennzeichnet.

Bisherige Untersuchungen bestétigen eine Konservierung des dem Zelltod zugrunde liegenden
Instrumentariums (Regulatoren, Adapter und Effektoren) vom Nematoden zum Menschen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbet sollten die Porifera, der phylogenetisch dteste Tiersamm dler
rezenten Metazoen-Phyla, auf die Exigenz eines der Kerndemente der Apoptose untersucht
werden, welches einen Hinwes auf die Konservierung der Apoptose in dlen Metazoen liefern
wirde. Hierzu sollten Mitglieder einer dch aus pro- und antigpoptotischen Regulatoren
zusammensetzenden Familie, der Bdl-2 Famiilie, unter Verwendung molekularbiologischer Methoden
in dem marinen Schwamm G. cydonium identifiziert werden. Im Anschluf3 an ihre Klonierung sollten
ausgiebige Andysen ene eindeutige Zugehtrigket zu der Bal-2 Familie belegen. Hierfur sollten die
Bcl-2-homologen Proteine mittds Sequenz- und Strukturandysen charakterisert und auf das
Vorkommen der die Bcl-2 Familie kennzeichnenden Merkmale untersucht werden. Im Anschlufd an
die Auswahl enes der Bc-2-homologen Proteine ollte die gleichfdls charakterisische
srefinduzierte Expression Uberprift werden. Untersuchungen der Transkription beinhdteten in
diesem Zusammenhang den Vergleich mit einem bereits etablierten Strel3marker (Hitzeschockprotein
HSP70) sowie mit einem Vitditdtsmarker (Septin SEP1), welcher zuvor kloniert werden mufde. Die
sch auf die Trandation beziehenden Untersuchungen erforderten zusiizlich die Hergdlung eines
polyklonden AntikOrpers, der as essentidles Werkzeug auch Verwendung in nachfolgenden
immunologischen Untersuchungen fand.

Mit dem Zid der Funktionsanalyse sollten Saugetierzellen zum bisher ersten Ma mit der fiir ein
Schwammprotein kodierenden genetischen Information (hier mit jener enes Bd-2-homologen
Schwammproteins) stabil trandfiziert und die Expresson des Proteins kontrolliert werden. Da
antigpoptotische  Bcl-2 Proteine mit  Mitochondrien assoziiet snd, sollten  zusédiche
immuncytochemische  Untersuchungen trandfizierter Zdlen die subzdluldre Lokdisaion des
Schwammproteins aufdecken. Anschlief3end sollte dessen Wirkung auf die Vitdité der Zdlen, im
Vergleich zu jener mock-trandfizierter Zelen, unter dem Einfluld zweler Moddll- Stressoren untersucht
werden. Eine Uberpriifung des Aktivierungszustands der Caspase-Kaskade sollte zudem die
potentielle Einflunahme des Bdl-2-homologen Proteins auf den Prozel3 der durch die gewéhlten
Stressoren induzierten Apoptose verdeutlichen.

In ener Kombination der im Zuge dieser Arbeit erzidten Ergebnisse und bisheriger Er-
kenntnisse gpoptotischer Mechanismen sollte schliefdich ein Modell zur Funktionsweise des Bcl-2-
homologen Proteins der Schwémme und der zugrunde liegenden Signatransduktion erstellt werden.
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3 Material und M ethoden

31 Material

3.1.1 Chemikdien

Agar

Agarose

Albumin Fraktion V
Amidoschwarz 10 B extra
Ammoniumperoxodisulfat
Ampidllin-Natriumsalz
Blocking- Reagenz
BorsdureRoth, Karlsruhe

5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b - D-gdactopyranosid

5-Brom-4- chlor-3-indolylphosphat
Bromphenolblau

Caseinhydrolysat

Caspase-3 Substrat Ac-DEVD-AMC
CDP-Star

Chloroform

3-[(3-Cholamidaopropyl)-dimethylammonio]- 1-pro-

panesuifonate
Coomeassie Brilliant-Blue R250
Dimethylformamid
Dimethyl pyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithicthretol
DMEM (high glucose)
DNA-Leiter GeneRuler
DNA-Leater 1 kb Plus
DNA-Leiter Low Mass
dNTP-Set
Essgsaure (Eisessig)
Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylendiamin-N,N,N',N'-tetraacetat

Life Technologies, Karlsruhe
Eurobio, Raunheim

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Peptide Ingtitute, Osaka; J
Boehringer, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

PAA, Cdlbe

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim

Roth, Karlsruhe
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Ethylenglycal- bis(aminoethylether)-N,N,N*,N'-

tetraacetat
Hussgdtickgtoff
Formadehyd
Formamid
Fotales Kélberserum
Freud'sches Adjuvans
FUGENES
G418
Gdaine
Glucose D(+) - wasserfrei
Glycerdl
Glyan
Hefeextrakt
| sopropanol
Isopropy!-b - D-thiogdactopyranosd
Kdiumchlorid
Kaiumdihydrogenphosphat
Kdiumhydroxid
Kanamycin
Magnesumchlorid
Magnesumsulfat
Madensiure
Maltose
Meeressdlz "Tropic Marine'
2-Mercaptoethanol
Methanol
Methylenblau
4-Morpholinopropansulfonséure
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Neatriumdi hydrogenphosphat- 2- hydrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumphosphat

Sigma, Deisenhofen

Linde, Wiesbaden
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Groningen; NL
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Dr. Binder GmbH, Wartenberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
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N-2- Hydroxyethylpiperazin-N'- 2-ethansulfonsiure
Nitrotetrazoliumblauchlorid

N-Lauroylsarcosin

N,N-Dimethylformamid

N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin

OptiMem

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phytoplankton "Marin Niedere Tiere Futter”
Polyethylenglycerol 7500

Protease- Inhibitor-Cocktail Complete-Mini
Protein-Langenstandard SDS-PAGE Broad Range
Resin AG 501-X8

RNA Langenstandard | Digoxigenin gelabdlt

RNA Léangengtandard |1 Digoxigenin gelabdt

RNA Léangenstandard 111 Digoxigenin gelabelt
Roéntgenfilmentwickler LX24

Rontgenfilmfixierer AL4

Rotiphorese Gdl 30

Roti- Quant

RPMI 1640

Saccharose

Sdzsdure

Schwefe siure

Tetracydin

3,3',5,5-Tetramethylbenzidin

Toluidinblau

Tributylzinnchlorid

Trichlormethan
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100 (Octylphenol poly(ethylenglycolether),
TRIzol Reegenz

Trypanblau

TrypsEDTA

Tween 20 (Poly(oxyethylen) - sorbitan-monolaurat)
Wasserstoffperoxid 30%

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Amtra Aquaristik, Rodgau
Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Minchen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Kodak, Stuttgart

Kodak, Stuttgart

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Desenhofen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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312 Ewyme

BamH |

Kpn

RNase A

Sl

T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase
Xba

3.1.3 Kits

Chemiluminescence Blotting Subdrate Kit

NucleoSpin Extract 2in 1: DNA extraction from
agarose gegPurification of PCR products

NucleoSpin System: Purification of plasmide DNA

PCR DIG Probe Synthess Kit

pGEM-T Vector System |

QlAexpress Expresson System

Qiagen Blood & Cdll Culture DNA Kit

Qiagen Plasmid Midi Kit

SequaGel XR

Superscript Preamplification System for First
Strand cDNA Synthesis

Thermo Sequenase fluorescent Iabelled primer
cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP

314 Gede

Brutschrénke:
Queue Moddl QWJ 500
Typ BK 2/56
ELISA-Reader Titertek Multiskan Plus MK 1
Fluoreszenzmikroskop AH3
Fluorometer Fluoroskan I
Folien- Schwel l3gerét
Gefrierschrank Modell Basic, -85°C

Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

Qiagen, Hilden

Pharmacia, Freiburg

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Boehringer, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Boehringer, Mannheim
Macherey/Nagel, Duren

Macherey/Nagel, Duren
Boehringer, Mannheim
Promega, Mannheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Biozym, Hess. Oldendorf
Life Technologies, Karlsruhe

Amersham, Braunschweig

Nunc, Wiesbaden

Ehret, Emmendingen
Bartolomey, Rheinbach
Olympus, Planegg
Labsysems, Helsinki; FIN
Petra-eectric, Burgau
Nunc, Wiesbaden
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Geformen fir die Horizontal el ektrophorese

Heizblock fir Reaktionsgefal3e Thermodtat 5320

Kammern und diverse K&mme fir die
Horizontal el ektrophorese

Laminar How Sterilbank

pH-Meter CG 840

Phosphol mager

Powersupply fur Gelelektrophorese und Western Blot:

Modell 1000/500

Modell PowerPac 200
Proteinelektrophoreseeinheit Mini-Protean |1
Rotoren GSA und HB 6
Schittelinkubator mit Hel zhaube Certomat H/R
Schiittler Modell Kiihner
SemiDry-Blottingkammer Trans-Blot SD
Sequenzierer LI-COR 4000 S
Sonifier Branson B-12
Spectrophotometer:

DU 64

Genequant 11
Sterilisator
ThermoBlock Unitek HB-130
Thermocycler:

Hybaid Touchdown

Perkin Elmer Geneamp 9600
Tranglluminator mit Geldokumentationssystem
UV-Crosdinker Stratalinker 1800
Vortexer Reax 2000
Waage PT 120
Waage R6
Wasserbad mit Thermostat und Schiittler
Zentrifugen:

gekuhlte Zentrifuge 5402

Haemofuge

Sorvdl RC-5B

Vaccum Zentrifuge SVC 100

techn. Werkstatt des Indtituts
Eppendorf, Hamburg
techn. Werkstatt des Indtituts

See, Manz
Schott, Mainz
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

DuPont, Bad Homburg

Braun, Mesungen

Braun, Mesungen

Bio-Rad, Minchen

MWG Biotech, Ebersberg
Heinemann, Schwabisch Gmiind

Beckmann, Miinchen
Pharmacia, Freiburg

WTB Binder, Tuttlingen
Sdmon Electronics, Luton; UK

MWG Biotech, Ebersberg
Applied Biosystems, Weiterstadt
UVP Limited, Cambridge; UK
Stratagene, La Jolla; USA
Heldolph, Kehlhem

Sartorius, Gottingen

Mettler, Giefen

K éttermann, Hanigsen

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Du Pont, Bad Nauheim
Savant, Farmingdale; USA
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3.15 Wateres Laborzubendr und Verbrauchsmateridien

Cdlophanfolie
Deckgléser, /£ 12 mm
Driga sky- Spatel
Filmcassette Hypercassette RPN 1643
Filterpapier fur Western Blot
K ol benhubpi petten:
100 - 1000 pl
20 - 200 pl
2-20pl
0,5- 10yl
05-2ul
Kryorohrchen
Membranfilter BA83, 0,2 um Porengrolie
M Orser
Multiwelplatten:
96-wells
24-wells
12-wells
6-wells
Nitrocd lulosemembran
Nylon-Blottingmembran, positiv geladen
Objekttrager
Pasteurpipetten
PCR- Reaktionsgefalie:
02ml
03ml
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen ART mit Filtereinsaiz
Fiill
Mastikbeutdl Plastibrand

Polyvinylidendifluorid- Blottingmembran, Immobilon

Reaktionsgefdie:
1.5ml
20ml
Rontgenfilm Fuji RX New
Screeningplatten
Stevilfilter, PorengréfRe 0,2 pm

Insula, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Amersham, Braunschweig
Pharmacia, Freiburg

Brand, Werthem
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Villiers-Le-Bd; F
Nunc, Wiesbaden
Schleicher & Schiill, Dassdl
Ha denwanger, Berlin

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Falcon, New Jersey; USA
Nunc, Wiesbaden
Schieicher & Schill, Dassdl
Boehringer, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Dianova, Hamburg

MWG Biotech, Ebersberg
Eppendorf, Hamburg
Biozym, Hess. Oldendorf
Ha denwanger, Berlin
Brand, Wertheim
Millipore, NewIsenburg

Brand, Werthem
Eppendorf, Hamburg
Bechthold, Kelkheim
Nunc, Wiesbaden
Sartorius, Gottingen
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Whatman-Papier DE 81
Zahlkammer Neubauer
Zdlkulturflaschen:

50 ml

250m
Zdlkulturpetrischaen:

A 35 mm

A 90 mm
Zd|schaber
Zentrifugenréhrchen:

10ml

15ml

50 mli

3.1.6 Antikorper

Anti-DIG-Alkalische Phosphatase (Schaf)
Anti-His (C-termind)-1gG (Maus)
Anti-Mouse-1gG-Cy3 (Ziege)

Anti-p33/gC1gR (Kaninchen)

Anti-Rabbit- 1gG- Alkdische- Phosphatase (Ziege)
Anti- Rabbit-1gG-Cy3 (Ziege)

Anti- Rabbit-1gG-FITC (Ziege)

Anti- Rabbit-1gG- Peroxidase (Ziege)

3.1.7  Phagen, Bakterieng@mme, Zdlinien und Schwamme

ExAssg-Hdferphagen

E. coli XL1-Blue MRF'
Genotyp: D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mirr)
173endA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 rel Al
lac [F proAB laclZDM15 Tn10 (Tet')]

XLOLR
Genotyp: D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mir)
173endA1 thi-1recAl gyrA96 rdAllac [F
proAB lacl%ZDM15 Tn10 (Tet)] Su, |

Whatman, Gottingen
Merck, Darmstadt

Falcon, New Jersey; USA
Falcon, New Jersey; USA

Nunc, Wieshaden
Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wieshaden

Greiner, Nartingen
Falcon, New Jersey; USA
Falcon, New Jersey; USA

Boehringer, Mannheim
Invitrogen, Groningen; NL
Dianova, Hamburg

Dr. J. Dedio, Mainz
Sigma, Deisenhofen
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

NEB, Schwalbach

Stratagene, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg
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HEK-293 (ATCC CRL 1573) American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville; USA

NIH/3T3 (ATCC CRL 1658) American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville; USA

Geodia cydonium (Demospongiae, Geodiidae) Rovinj; HR

3.1.8 cDNA-Bibliothek und Vektoren

Geodia cydonium cDNA-Bibliothek (I -ZapExpress) Dr. M. Kruse, Mainz
pcDNA3 Invitrogen, Groningen; NL
pGEM-T Promega, Heidelberg
pQE 32 Qiagen, Hilden

| -ZapExpresspBK-CMV Stratagene, Heidelberg
319 Pime

Unmarkierte und IR-markierte Vektorprimer fir pGEM-T:

M13(-20) 5'-TGT AAAACGACGGCCAGTG-3 Tm=58°C
SP6 5 -TAGGTGACA CTATAGAATACTC-3 Tm=60°C
T7 5' - GTA ATA CGA CTCACT ATAGG - 3 Tm=56°C

Unmarkierte und IR-markierte V ektorprimer fur pQE 32:
pQE.F 5 -GAATTCATT AAA GAGGAGAAAT -3 Tm=56°C
pQE.R 5 -CATTACTGGATCTAT CAACAGG-3 Tm=62°C

Unmarkierte und |R-markierte Vektorprimer fir pcDNAS3:
SP6 5-GCATTITAGGTGA CACTATAG-3 Tm=56°C
T7 5 -TAATACGACTCACTATAGGG -3 Tm=56°C

Unmarkierte und IR-markierte Vektorprimer fiir | -ZapExpress/pBK-CMV:

BK 5' - ACA GGA AACAGCTATGACCITG-3 Tm=1064°C
CMVF 5'-CTTGATTACGCCAAGCTC-3 Tm=54°C
CMVR 5 -TAGGGCGAATTGGGT ACAC- 3 Tm=58°C
M13(-20) 5'-TGT AAAACGACGGCCAGTG-3 Tm=58°C
T3 5' - CGGAAT TAACCCTCA CTAAAG-3 Tm=60°C
T7 5' - GTA ATA CGACTCACT ATAGGGC- 3 Tm=1064°C
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Spezifische Primer fiir die Klonierung des GCHSP70 aus Geodia cydonium (KozioL et al., 1996):
HSP F1 5 - ACCAAGGGT CCGTGT CGA GTA - 3 Tn=64°C
HSP R1 5 -AAGTCCTGGAGA AGTTTCTGA -3 T=60°C

Degenerierte und spezifische Primer fr die Klonierung des GCSEP1 aus Geodia cydonium:
Septingg R1 5'- TTI CCl AGI CCI GAY TCI CCI ACI ACCAT -3  T,=68°C
Septin F1 5 - AAGATGAGCGACCAGCTAG-3 Tm=58°C
Septin R2 5'- TGA TAA GCA TCGTCCGCA ACT - 3 Tm=62°C

Depgenerierte und spezifische Primer fir die Klonierung des GCBHP1 und des GCBHP2 aus
Geodia cydonium und fir die DNA-Sondenhergdlung:

BHPy R1 5' - AAAIAGACI IACTAAICGICCCCA -3 Tm=56°C
BHP1 F1 5'-ACTTGT TACTCCTTCACCCA -3 Tm=58°C
BHP1 R2 5' - ATCCGA TGA CGCTGT CAATCT - 3 Tm=62°C
BHP2 F1 5 -TGA TGGAGGAGCTCTACAG-3 Tm=58°C
BHP2 R1 5'- CCA ACA CCAATGACACCAATA-3 Tm=60°C

Spezifische Primer fir die eukaryotische Expresson des GCBHP2:
BHP2euex F1 5 - GGT AAC TCA CGACGGTCGGCGTATTA -3 Tm=62°C
BHP2euleEX R1 5'- TCT AGATCA GTGATGGIGATGGIGATG

TTGTCT CAT TCCAAGAGCCAG- 3 Tm=62°C

Spezifische Primer flr die prokaryotische Expression des GCBHP2:
BHP2 proEX F1 5'- GGATCC TGA TGGAGGAGCTCT ACAGAA - 3 Tm=62°C
BHP2 proEX R1 5'- GTC GAC ATGACA CCAATACCGGCTACT -3 Tm=62°C

Spezifische Primer des GCBHP2 und der GAPDH (Glycerind dehyd- 3- phosphat- Dehydrogenase)
fUr die RT-PCR:

BHP2RTPCRF1 5 - AGT ATT GTT GAT GGCAGC TCG - 3 Tm=62°C
BHP2RTPCRR1 5 - GTGTGT CTG CGT AGA CAATGA - 3 Tm=62°C
GAPDHF 5'-AATGCCTCCTGCACCACCAA -3 Tm=62°C
GAPDHR 5' - GTCGTT GAG GGC AAT GCCAGC- 3 Tm=70°C

Samtliche Primer wurden von der Fa MWG Biotech (Ebersberg) bezogen, welche auch die
Markierung vornahm (IRD800, 5-Ende). Die kursven Basensequenzen ddlen die Erken
nungspaindrome der Restriktionsenzyme dar, Stopp-Codons sind fett-gedruckt und der 6° His-
Tag unterstrichen Bel der Berechnung der Schmelztemperaturen wurden diese markierten
Nukleotide nicht berlicksichtigt.
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3.1.10 Online-Diengte und Computerprogramme

Denstometrische Anaysen
Molecular Analyst Ver. 1.4.1 Bio-Rad, Miinchen

Grafische Umsetzung von Sequenzvergleichen
GeneDoc (NICHOLASund NICHOLAS, 1998) Freeware: ftp.uam.ed/pub/mirror/molbio/ibmpc

Sequenzvergle che mittels Nukleotid- und Protein-Datenbanken

BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) http://genome.eeriefr./blast/blast-query.html
BLITZ (SMITH und WATERMAN, 1981) http://mww.ebi.ac.uk/searches/blitz_input.html
FASTA (PEARSON und LIPMAN, 1988) http://www.ebi.ac.uk/htbin/fasta.py request

Sequenzvergle che und phylogenetische Anadysen (neighbour joining)
CLUSTALW V1.6 (THOMPSON €t al., 1994) Freeware: ftp.ebi.ac.uk

Softwarepaket fir Phylogenievergleiche
PHYLIP (FELSENSTEIN, 1993) Freaware: http://evolution.geneticswashington.-
edu/phylip/html/

Softwarepaket zur automati schen DNA-Seguenzierung mit dem Sequenzierer LI-COR 4000 S
Baselmagl R/Data Collection VV02.31 MWG Biotech, Ebersberg
BasalmaglR/Image Andlysis V4 MWG Biotech, Ebersberg

Trandation von Nukleotidsequenzen, Sequenz- und Sekunddrstrukturanalysen, ldentifizierung von
Prote ndoméanen und Strukturmotiven

DNASISV5 Hitachi Software Engineering, Y okohama; J
NPSA http://npsa- pbil.ibcp.fr

PC/Gene (PC/GENE, 1995) IntelliGenetics Inc., Mountain View; USA
Prosite (BAIROCH, 1988) http:/Avww.ebi.ac.uk/searches/prosite.input.htm
PSORT II http://psort.nibb.ac.jp

Zugriff auf Nukleotid- und Aminoséure-Datenbanken
ENTREZ http:/Aww3.nchi.nim.nih.gov/Entrez/
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3.2 M ethoden
3.21  Schwammkultur
3.2.1.1 Héterung der Schwamme

Die Schwdmme der Spezies Geodia cydonium (Demospongiae, Geodiidag) wurden in der
nordlichen Adria in der Nahe von Rovinj (Kroatien) durch Tauchen oder Dredgen aus Tiefen von
10- 30 Meten engesammet. Ein Tel der Exemplare wurde sofort in flissgem Stickstoff
eingefroren, der Rest wurde in gefiltertem, artifizidlem Meerwasser (hergestellt aus dem Meeressdz
"Tropic Marine’) ba 16°C unter Bellftung bis zur weiteren Verwendung gehaten. Zweima pro
Woche wurde das Wasser mit Phytoplankton ("Marin - Niedere Tiere Futter”, 30 pl/l) versetzt.

3.2.1.2 Apoptose-Induktion

Die Hdterung von Schwammen unter stref3induzierenden und apoptoseaud 6senden Bedingungen
liefert Materid sowohl fir eine RNA-Isolation ds auch fir eine Hergedlung von Proteinextrakten
(s.3.25.2 und 3.2.20.1). Damit werden die Voraussstzungen fir Untersuchungen ener
differentiellen Genexpression gescheffen.

Lebende, gereinigte Schwamme wurden in &quale Stlicke geschnitten, wobe fir jedes
Experiment (Stref3einwirkung und Kontralle) Telle desselben Individuums eingesetzt wurden. Die
Inkubationen wurden in Behdtern mit gefiltertem, belUftetem Meerwasser durchgefihrt, welches
zuvor auf die entsprechenden Schockbedingungen eingestellt worden war. Fdls nicht anders
angegeben, betrug die Wassertemperatur 16°C. Sollte das Schwammgewebe zwecks RNA-
Prgparation verarbeitet werden, wurde es nach der Schockeinwirkung vom Cortex befreit, in 0,5 -
1 cnt grofie Stiicke geschnitten und in fl. Stickstoff eingefroren. War dagegen die Proteinexpression
des Schwammgewebes Gegenstand der Untersuchung, wurde das Gewebe nach der
Schockeinwirkung und vor der weteren Verarbeitung fir 18h (be 16°C) in en Re-
generationshecken Uberfihrt. Dieser Schritt diente der Regeneration der Schwamme und liefd ihnen
Zait, auf die vorherigen Strel¥ainfliisse zu reagieren und damit ihren Stoffwechsel den verénderten
Bedingungen anzupassen. Im salben Becken befanden sich wéhrend der gesamten Versuchsdauer
auch die Schwammstiicke der Kontrolle. Als absolute Negativkontrolle dienten Schwammstiicke,
die sofort nach der Entnahme aus dem Meer in fl. Stickstoff gegeben worden waren. Die Lagerung
dler Proben erfolgte bei -80°C. Folgende Stref3modalitéten wurden gewdhlt:

Hitzeschock:
Inkubation der Schwammstticke fir 1, 2, 3, 4 oder 5 h bai 26°C.
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Tributylzinn (TBT) -Schock:

Inkubation der Schwammstiicke fur 1, 2, 3, 4, 6 oder 8h mit 1 uM TBT. Da TBT in ener
ethanolhdtigen StammlGsung vorlag, wurde den Kontrollschwammen die gleiche Menge an Ethanol
zugesetzt (Endkonzentration: 0,1 % [v/V]).

322 Zdlkultur
3.2.2.1 Kultivierung adhérenter Zdlen

Die Zdlen wurden in wasserdampfgeséttigter Atmosphére bel 37°C und 5% CO, im Brutschrank
gehdten. Fir HEK-293 Zdlen wurde ds Medium RPMI 1640-Hepes (25 mM) und fur NIH/3T3
Zdlen DMEM (high glucose) gewéhlt, welches jewels mit 10 % fétalem Kédberserum (viv)
angereichert worden war. Das in den Medien entheltene Puffersystem diente der Kongtanthatung
des pH-Wertes im Bereich von 7,2 - 7,4. Dieser Wert wurde durch den sich ebenfals im Medium
befindlichen Indikator Phenolrot kontrolliert. Ein Wechsdl des Mediums war erforderlich, sobald der
pH-Wert 7,0 unterschritt. Zur Sdektion und Kultivierung sabil trandfizierter Zellen mit Neomycin-
Resstenz wurde dem Medium zusétzlich noch das Neomyan-Analogon G418 zugesetzt (500 pg/ml
fur HEK-293, 400 pg/ml fiir NIH/3T3 Zdllen).

Sobdd die Zdlen einen konfluenten Monolayer gebildet hatten, war ein Passagieren der Zdllen
notwendig. Dazu wurde der Mediumiberstand entfernt, die Zellen mit warmem PBS gewaschen und
anschliefend mit 1 ml Tryps/EDTA (0,05 %/0,02 % [wiv]) pro 75 cnt bewachsener Flache
trypsniert. Nach Zugabe von Medium zum Trypsnat und ener anschlief}enden Zentrifugation
(10 min, 300" g, RT) konnte das Pdlet in frischem Medium aufgenommen und die Zdlen im
Verhdtnis 1/10 passagiert werden. Die Zdlzahl wurde mit Hilfe einer Z&hlkammer nach Neubauer
bestimmt.

Zusammensetzung des verwendeten PBS-Puffers:
- 137 mM NaCl
- 2,7mM KCI
- 8,1 mM NaH,PO,
- 1,8 mM KH,PO,
auf pH 7,2 eingdlen.
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3.2.2.2 Kryokonsarvierung

Zum Zweck ener Langzeit-Lagerung wurden trypsinierte und pdlletierte Zdlen (s. 3.2.2.1) inihrem
jeweligen Medium aufgenommen, welches zusitzlich 20 % FCS (v/v) und 10 % Dimethylsulfoxid
(viv) enthielt. Diese Suspenson wurde in Kryoréhrchen tberfuhrt und 12 h bei -80°C verwahrt,
bevor sein flissgem Stickstoff gelagert werden konnte.

3.2.2.3 Apoptose-Induktion

Apoptose wird unter dem Einflud vidfétiger Faktoren induziert, zu welchen u. a Toxine, Hitze,
Zdlschadigungen und der Entzug von Wachstumsfaktoren gerechnet werden (THOMPSON, 1995).
Vide antigpoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie hemmen bzw. vermindern den durch diese
Faktoren ausgel 6sten apoptotischen Stimulus.

Nach der dabilen Transfektion von HEK-293 Zdlen (s 3.2.18) mit einem pcDNAS-
GCBHP2-Kongrukt bzw. mit dem "leeren" Expressonsvektor pcDNA3 (mock-Transfektion)
sollten Wirkung und Funktion des konditutiv exprimierten BHP2-Proteins unter dem Einfluld
apoptoseaud Gsender Faktoren Uberpriift werden. Dazu wurden jeweils 1,5 10 trandfizierte bzw.
mock-trandfizierte HEK-293 Zdlen in 1ml Mediunv10 % FCS (v/v) in die Vertiefungen einer 24-
well Platte ausgesit. Bel Verwendung von 6-well Platten wurde eine entsprechend hohere Zdlzahl in
3ml Medium pro Vertigfung eingesetzt. Nach 24- 48 h und enem Eintritt der Zdlen in die
logarithmische Wachsumsphase wurde den Zdlen neues Medium zugefihrt und anschlief3end mit
der Apoptose-Induktion begonnen. Hierbei blieben in pardlelen Kontrollexperimenten trandfizierte,
mock-trandfizierte und nichttrandfizierte Zdlen unbehanddt. Folgende Strel3modditdten wurden
gewahlt:

Serumentzug
GCBHP2- und mock-trandfiziete HEK-293 Zellen wurden Uber den gesamten Zeitraum des

Experiments in Medium ohne Zusatz fétaen K&lberserums gehdten.

TBT-Inkubation

GCBHP2- und mock-trandfiziete HEK-293 Zellen wurden Uber den gesamten Zetraum des
Experiments in Medium gehdten, welches TBT in einer Endkonzentration von 0,25 uM in 0,1 %
Ethanol (viv) enthidt. Kontrollen wurden in Medium mit énem Zusaz von Ethanol in ener
Endkonzentration von 0,1 % (v/v) gehdten.
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3.2.24 Vitditasest

Die Vewendung des Farbsioffs Trypanblau erlaubt ene lichtmikroskopische Unterscheidung
lebender von toten Zdlen. Dieser Farbstoff dringt durch geschédigte Zellmembranen, wie Se be
Zdlen in vitro im Endstadium der Apoptose vorkommen (SARASTE und PULKKI, 2000), in das
Zdlinnere. Die dadurch blau gefarbten Zdlen konnen leicht von ungeférbten, vitden Zdlen
differenziert und quantitativ erfal® werden (PHILLIPS, 1973).

Wie unter 3.2.2.3 beschrieben, wurde in trandfizierten und mock-transfizieten HEK-293
Zdlen Apoptose induziert. 0, 20, 45, 68 und 92 h nach Induktions-Beginn wurde die Zahl der
lebenden Zdlen festigestdlt. Dazu wurden behanddte Zdlen und unbehanddte Kontrollen im
Triplikat trypsiniert (100 pl Tryps/EDTA pro cnt) und anschlieRend mit 2VVolumen Tryparblau
(0,3 % [wiV]) versetzt. Mit Hilfe einer Neubauer- Zéhikammer lief3 Sch dann lichtmikroskopisch die
Zahl vitder, ungefarbter Zdlen ermitteln. Nachfolgend wurde die Zahl Uberlebender trandfizierter
bzw. mock-trandfizierten Zdlen in Verhdtnis zu jener der jeweils unbehandelten Kontrollen gebracht.

3.2.2.5 Apoptose-Nachwes und Quantifizierung

Cagpasen gdllen die wohl wichtigsten Effektormolekile im Verlauf der Apoptose dar. Einmal
aktiviert, bauen se zahlreiche Substrate - fir die Zdlen |ebensnotwendige Proteine - proteolytisch ab
und fuhren irreversbel zum Zdltod. Die Spatung der Subdtrate erfolgt dabei immer C-termind enes
Agpartatrestes, welcher Tell einer flr nahezu jede Caspase spezifischen Erkennungssequenz ist. Die
Uberpriiffung der Caspase-Aktivititen in Zdlextrakten erméglicht somit eine frilhe Detektion der
Apoptose. Hierzu werden Zdlextrakte mit modifizierten, cagpasespezifischen Subsiraten inkubiert,
welche nach proteolytischer Spaltung durch de jeweilige Caspase einen fluoreszierenden Farbstoff
(AMC) freisatzen. Die Spdtung dieser Peptide erfolgt proportiona der Konzentration aktivierter
Caspasen. Nach entsprechender Exzitation kann die emittierte Sirahlung des AMC im FHuorometer
erfald werden und erlaubt daher eine quantitative Bestimmung der Caspase- Aktivitét.

Im Anschluf3 an eine Apoptose-Induktion (s. 3.2.2.3) wurde die Caspase-Aktivitét in be-
handelten Zellen und unbehandelten Kontrollzdlen 0, 20, 45, 68 und 92 h nach Versuchsbeginn im
Triplikat festgestellt. Dazu wurden die Zdlen nach Entfernung des Mediums in 500 pl Lysspuffer
lysert. Nach ener 5-minitigen Inkubation auf Eis wurde der Zdldebris aozentrifugiert (5 min,
14000° g, RT). In enem well ener 96-well Platte (FluoroNunc) wurden darauf 50 pl des
Uberstands mit 50 il 2~ Resktionspuffer versetzt, welcher 40 uM des Caspase-3-Subsirats
enthidt (Ac-DEVD-AMC). Fir Negativkontrollen wurde andelle des Ubergands Lysispuffer
verwendet. Nach ener Inkubation von 3h bel 37°C efolgte die Messung der Fluoreszenz im
Huorometer (Exzitations-Wdlenldnge 355nm, Emissons-Welenlénge 460nm). Be  der
Auswertung der Mel3werte wurden diese auf die jeweils eingesetzte Proteinkonzentration bezogen,
welche vom redlichen Uberdand jeder Probe bestimmt worden war (s 3.2.20.2). Die
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Fluoreszenzwerte der unbehanddten Kontrollen wurden zum jeweligen Zetpunkt der Messung
gleich 100 % gesetzt.

Zusammensetzung der verwendeten Puffer und LGsung:
PM SF-Losung:
- 0,1 M PMSF in Isopropanol
Lyssouffer:
- 10 MM Hepes-KOH, pH 7,4
- 4,2 mM EDTA
- 0,1 % CHAPS (VIv)
-1 mM PMSF
-5mM DTT
2" Reaktionspuffer:
- 40 mM Hepes-KOH, pH 7,4
- 20 % Glyceral (Viv)
-1 mM PMSF
-4mM DTT

3.2.3 Bakteienkultur

3.2.3.1 Kultivierung von Bakterien in Suspension

Zum Animpfen von Hissg-Medium mit E. coli XL1-Blue MRF' wurde dieses entweder mit
Bakteriensuspenson aus einem Glycerolstock oder mit einer von einer Agarplatte gepickten Kolonie
inokuliert (s.3.2.3.2 und 3.2.11.3). Waren de Bakterien bereits mit eénem Plasmid transformiert,
welches eine Ampidllin-Resstenz vermittdte (z. B. pGEM-T oder pQE), wurde dem Medium das
entsprechende, selektierende Agens zugefigt (100 pg/ml). Bereits mit dem Plasmid pBK-CMV
transformierte Zdlen wurden dagegen in kanamycinhdtigem und plasmidfreie E. coli XL1-Blue
MRF" in tetracydinhdtigem Medium vermehrt (50 pg/ml bzw. 10 pg/ml; SAMBROOK et al., 1989).
Anschlief?end wurde die Kultur G. N. bei 37°C, 250 rpm und unter ausreichender Sauerstoffzufuhr
inkubiert
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Zusammensetzung des verwendeten Mediums:
LB-Medium:
- 1% NaCl (wiv)
- 1 % Casainhydrolysat (w/v)
- 0,5 % Hefeextrakt (w/v)
auf pH 7,0 eingdlen.

3.2.3.2 Kryokonsarvierung

Das Einfrieren von Bakteriengocks in enem glycerolhdtigen Puffer erméglicht ene Langzeit-
Lagerung der Bakterien bei -80°C. Der Glycerolantell schiitzt die Zellen dabel vor einer evertudlen
Schédigung.

Zwecks Kryokonservierung wurde die jewellige Bakteriensuspenson mit 15 % dexilfiltriertem
Einfriermedium (v/v) versetzt und auf Trockenels schockgefroren.

Zusammensetzung des verwendeten Einfriermediums:
- 25mM Tris-HCI, pH 8,0
- 100 mM MgSO,
- 65 % Glyceral (viv)

3.24  DNA-Plasmidprgparationen

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde der NucleoSpin-Kit eingesetzt, der fir eine
Aufreinigung von bis zu 20 ug DNA ber Sdulenchromatographie aus 1 - 8 ml Kultur in LB-Medium
(s. 3.2.3.1) verwendet werden kann. Sollten grof3ere und hochgerenigte Mengen an Plasmid-DNA
isoliert werden (z. B. fUr Trandfektionen, s.3.2.18.2), fand der Qiagen Plasmid Midi-Kit seine
Vewendung. In beiden Fdlen entstehen durch eine zetlich begrenzte, unvollstdndige Lyse der
Bakterien Locher in der Zelwand, durch welche Plasmide freigesetzt werden. Mit Hilfe ener
folgenden Zentrifugation und der Bindung an en Anionenaustauscher-Resin werden diese von dem
bakteriellen Genom und songtigen Zdlinhatsstoffen getrennt. Alle benétigten Materidien und Puffer
snd Bestandteile der Kits.

3.24.1 Mini-Plasmidprdparation

Die Bakterien wurden aus 2ml Suspension durch Zentrifugeation pelletiert (5 min, 1500 g, 4°C)
und anschlief3end in 250 il RNase-hatigem Puffer A1 resuspendiert. Die Zugabe von 250 pl Puffer
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A2 und ene folgende 5-minitige Inkubation bei RT fuhrte durch das im Puffer enthatene
NaOH/SDS zu einer Proteindenaturierung und zum Aufbrechen der Zelmembranen. Durch die
Zugabe von 300 pl eiskdtem A3 und der darauffolgenden Inkubation (5 min, 4°C) wurde das Lysat
neutrdisiert und eine hohe Sazkonzentration engestellt, welche spéter die Voraussetzung fir das
Binden der DNA an die Silikagedmembran der Saulen war (BIRNBOIM und DoLy, 1979). Mit Hilfe
einer anschliel}enden Zentrifugation (12 min, 12000 " g, 4°C) lief¥en sich die ZdItrimmer abtrennen,
woraufhin der klare Uberstand auf die Siule gegeben werden konnte. Nach einer Zentrifugation
(1 min, 12000 * g, 4°C) wurde der Durchflul? verworfen, die Saule mit 750 pl A4 gewaschen (zum
Entfernen d6render Sdze) und zweimd bei maximaer Geschwindigkeit abzentrifugiert, um
ethanolhdtigen A4 quantitativ zu entfernen. Die an die Matrix gebundene und gereinigte DNA wurde
dann mit 50 pl Ag. bidest. duiert.

3.2.4.2 Midi-Plasmidprgparation

Die Zdlen aus 25 ml Bakterienzdlsuspenson wurden durch Zentrifugetion pelletiert (10 min,
6000~ g, 4°C) und anschlielfend in 4 ml RNase-hdtigem P1 resuspendiert. Nach Zusatz von 4 mi
P2 und 5-mindtiger Inkubation bei RT wurden 4 ml gekihlter Puffer P3 zugegeben. Im Anschlul an
eine Inkubation von 15 min auf Eis wurde der Zdldebris abzentrifugiert (30 min, 20000~ g, 4°C)
und der Uberstand auf eine mit QBT &quilibrierte Qiagen-tip 100-Saule gppliziert. Diese Saule
wurde mit 20ml QC gewaschen und die DNA mit 5ml QF, e@nem Puffer mit hoher
Sdzkonzentration, eluiert. Be der anschielfenden Falung wurde das Eluat mit 0,7 Volumen
Isopropanol versatzt, die gefdlte DNA abzentrifugiert (45 min, 20000 g, 4°C) und darauf mit
70 %igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugetion (15 min, 20000~ g, 4°C) wurde