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Einleitung 6

I Einleitung

1. PML-Kerndoméanen

Die Zellkerne hoherer Eukaryonten enthalten zahlreiche, morphologisch unterschiedliche
Substrukturen, die in ihrer Gesamtheit Kernkorperchen genannt werden (Matera, 1999).
Diese einzelnen Kernkdrperchen unterscheiden sich von anderen nukledren Organellen und
wurden erstmals mit Hilfe von Autoimmunseren entdeckt. Eine Subspezies dieser
Kernkorperchen sind die nukledren Domdnen, die auch PML-Kerndoménen, Kremer-
Korper, ND10 oder POD (PML onkogene Doménen) genannt werden. Der Name PML
Kerndominen und POD stammt aus verschiedenen Studien in denen gezeigt werden
konnte, dass das Promyelozytische Leukdmie Protein (PML) mit diesen Strukturen
assoziiert ist (Ascoli and Maul, 1991; Dyck et al., 1994; Hodges et al., 1998; Koken et al.,
1994; Maul et al., 2000). Im Folgenden werden diese nukledren Dominen PML-
Kerndominen genannt. PML-Kerndominen stellen Multiproteinkomplexe dar, die meist zu
einem groBBen Teil an die unlosliche nukledre Matrix, gebunden sind. Die
Zusammensetzung dieser Multiproteinkomplexe, deren Anzahl, Morphologie und
Beweglichkeit sind jedoch stark Zelltyp sowie von endogenen und exogenen Faktoren
abhéngig. Durch Immunfluoreszenzmikroskopie mit geeigneten Antikdrpern kdnnen die
PML-Kerndoménen in Interphase-Zellkernen meist als einzelne punktformige oder
ringdhnliche Strukturen sichtbar gemacht werden. Abhidngig vom Zelltyp sind meist 10-30
dieser nukledren Doménen pro Zellkern vorhanden (Ascoli and Maul, 1991), mit einem
Durchmesser von 0,2 bis 1pm. Anzahl und Grofe der PML-Kerndoménen dndern sich
wihrend des Zellzyklus (Koken et al., 1995). Die Untersuchung der molekularen
Zusammensetzung der PML-Kerndoméadnen war Gegenstand zahlreicher Forschungen der
vergangenen Jahre und ist auch heute noch ein sehr aktives Forschungsgebiet. So konnte
bereits eine Vielzahl von permanent oder transient mit PML-Kerndoménen assoziierten
Komponenten identifiziert werden, von denen ein Grossteil in Abbildung 1.1 aufgefiihrt
ist. Die Art der in den PML-Kerndoménen gefundenen Proteine l14dsst vermuten, dass eine
Vielzahl unterschiedlicher Signalwege der Zelle von und nach der dynamischen Interaktion
dieser Proteine mit diesen Kerndomédnen beeinflusst werden kann. So ist fiir einige
Proteine, die in PML-Kerndoménen lokalisieren, bekannt, dass sie an der Regulation der

Transkription von Genen sowie an Signaliibertragungswegen der Apoptose beteiligt sind
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(Hess and Korsmeyer, 1998; Salomoni and Pandolfi, 2002). Weitere Beobachtungen
zeigen, dass PML-Kerndoménen durch die Infektion der Zelle mit verschiedenen DNA-
und RNA-Viren beeinflusst werden, wobei die PML-Kerndoménen entweder ganz zerstort
oder die Zusammensetzung und Morphologie verdndert wird (Carvalho et al., 1995;
Chelbi-Alix and de The, 1999; Everett et al., 1998; Maul et al., 1996).

Ausgehend von diesen Daten wird angenommen, dass PML-Kerndoménen ein Depot zur
Lagerung und Titration nukledrer Proteine und einen Ort post-transkriptioneller
Modifikationen darstellen konnten. Desweiteren wird ihnen eine Rolle in der
Genregulierung, in der Wachstumskontrolle, Differenzierung und Apoptose zugesprochen

(Seeler and Dejean, 1999).

1.1 Zellulare Proteine der PML-Kerndoménen

PML-Kerndoménen reprisentieren eine Klasse von hochdynamischen Strukturen. Eine
Liste der zelluldren Proteine, die mit diesen nukledren Doménen assoziiert sind (Abbildung
1.1), basiert auf Ergebnissen von Lokalisierungsstudien mit spezifischen Antiseren, von
Interaktionsstudien (Hefe 2-hybrid System) sowie von funktionellen Tests (z.B.
transkriptionelle Aktivierung). Neben dem PML-Protein, das im Interphasestadium in
PML-Kerndomédnen lokalisiert und als Geriist des ND-Netzwerkes betrachtet wird,
lokalisieren verschiedene Transkriptionsfaktoren (Li et al., 2000; Zhong et al., 2000b),
Proteine mit der Funktion in DNA-Reparatur (Bischof et al., 2001; Carbone et al., 2002),
Tumorsuppressoren (Salomoni and Pandolfi, 2002)und Proto-Onkogene (Le et al., 1996)
an diesen Strukturen.

Im Folgenden werden einige Proteine, die an PML-Kerndoménen lokalisieren und fiir das

Verstdndnis dieser Dissertation und einiger Experimente wichtig sind, vorgestellt.
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PML
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HIPK2/3
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Abbildung 1.1. Bisher bekannte zelluliire Proteine, die mit PML-Kerndoménen assoziieren.
Das Bild stammt aus der Publikation: Hofmann, T. G., and Will, H. (2003). ,,Body language:
the function of PML nuclear bodies in apoptosis regulation. “ Cell Death and
Differentiation 10, 1290-1299.

1.2 Das PML-Protein

In Patienten, die an akuter promyelozytischer Leukdmie (APL) leiden, wurde das PML-
Gen (Promyelozytisches Leukdmie-Gen) urspriinglich als t(15;17) chromosomaler
Translokationspartner des Retinsdurerezeptorgens RARalpha entdeckt (de The et al., 1991;
Goddard et al., 1991; Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et al., 1991). Diese reziproke
Translokation fiihrt zur Expression der Fusionsproteine PML-RARalpha und RARalpha-
PML. Die APL ist eine hdmatopoetische Erkrankung, in der die normale Entwicklung
myeloider Leukozyten auf der promyelozytischen Ebene arretiert ist. Die Expression des
PML-RARalpha Fusionsproteins in APL-Zellen &uBlert sich in einer massiven

Umverteilung der nukledren Doménen in sogenannte ,,Mikrodots“ im Vergleich zu nicht
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leukdmischen Zellen (Melnick and Licht, 1999). Diese Umverteilung kann durch
Behandlung mit Retinsdure sowie mit Arsentrioxid behoben werden (Chen et al., 1997;
Huang et al.,, 1988). Eine Therapie mit Retinsdure fiihrt zu einer Aufhebung des
Differenzierungsblocks, wihrend Behandlung mit Arsentrioxid zur Induktion von
Apoptose in APL-Zellen fiihrt. Beide Therapeutika fiithren zu einer klinischen Remission
bei einer Vielzahl von Patienten.

Das PML-Protein besitzt eine C3HC4-Zinc-Finger-dhnliche Domine (RING-Finger), zwei
B-Boxen und eine ,,coiled coil* Dimerisationsdoméine (Dyck et al., 1994).

Die RING-Finger Doméne spielt bei den Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle (Borden
et al., 1995), wobei die Dimerisierungsdoméne fiir die Aufrechterhaltung von PML und
PML-RARalpha Homo- und Heterodimeren notwendig ist (Kastner et al., 1992). Bisher
sind 15 PML-Isoformen bekannt, die sich hauptsdchlich im C-Terminus des Proteins
unterscheiden (Jensen et al., 2001). Das PML-Protein ist normalerweise in vereinzelten,
punktformigen nukledren PML-Kerndoméinen zusammen mit anderen nukledren Proteinen
zu finden. In Zellen, in denen das PML-RARalpha-Fusionsprotein exprimiert wird oder in
denen PML nicht vorhanden ist, zeigen auch andere Bestandteile der PML-Kerndoménen
wie z.B. SUMO-1, Spl00, Spl40, CBP, BLM und Daxx ein aberrantes
Lokalisierungsmuster (Ishov et al., 1999; Zhong et al., 2000c). Andererseits fiihrt der
Verlust anderer PML-Kerndoménen-Bestandteile nicht zu einer Verdnderung der PML
Lokalisation (Zhong et al., 1999). Diese Daten legen nahe, dass PML fiir die Bildung der
PML-Kerndoménen nicht nur bendtigt wird, sondern auch der definierende Marker dieser
nukledren Strukturen ist.

Diverse Untersuchungen weisen auf eine Vielzahl von physiologischen Funktionen hin, in
denen PML eine Rolle zu spielen scheint. Interferone des Typs I und II konnen die
Transkription des PML-Gens wie auch des Sp100 Gens erheblich erhdhen und dies ist zum
Teil durch ein ISRE- (Interferon-stimulated response element) als auch ein GAS- (IFN-y
activation site) Sequenzelement im PML-Promoter vermittelt. Durch die so verstirkte
Transkription erhoht sich die Gro3e und Anzahl der PML-Kerndoménen (Grotzinger et al.,
1996a; Grotzinger et al., 1996b; Guldner et al., 1992; Lavau et al., 1995; Stadler et al.,
1995). Diese und spétere Studien lassen vermuten, dass PML und PML-Kerndoménen eine
Rolle bei der intrazelluldren Virusabwehr spielen. Verschiedene Experimente zeigten auch,
dass die Uberexpression von PML in verschiedenen Zelllinien mithilfe von
Expressionsvektoren zu einem Anstieg der Apoptose filhren kann, woraus geschlossen

wurde, dass PML als pro-apoptotischer Faktor agieren kann (Borden et al., 1997; Fagioli et
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al., 1998; Quignon et al., 1998; Wang et al., 1998). Desweiteren wird dem PML-Protein
tumorsuppressive Aktivitdt zugeschrieben, die sich auf der Ebene der Kontrolle des
Zellwachstums, des Uberlebens der Zellen sowie der genomischen Stabilitéit manifestieren
konnte. Da PML mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren (z.B: CBP, Daxx, p53)
interagiert, wird auch eine wichtige Rolle bei der transkriptionellen Regulation einer
Vielzahl von Genen angenommen (Fogal et al., 2000; Li and Chen, 2000; Pearson et al.,
2000; Zhong et al., 2000b). Weitere Untersuchungen werden nétig sein, um die genaue

biologische Funktion von PML zu kléren.

1.3 Das Sp100-Protein

Der Einsatz von Seren der Patienten mit der Priméren Bilidren Zirrhose (PBC) mit diesen
Autoantikérpern fiir einen Immunoscreen einer cDNA-Bibliothek fiihrte zu der
Entdeckung und Charakterisierung des ersten PML-Kerndominen-spezifischen Proteins,
das Sp100 (Speckled protein 100 kDa) genannt wurde (Szostecki et al., 1990; Szostecki et
al., 1987)

Sp100 ist ein saures Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 54 kDa und
einem aberranten elektrophoretischen Laufverhalten zwischen 70 und 100 kDa, je nach
benutztem SDS-Polyacrylamidgelsystem und Bedingungen der Elektrophorese (Szostecki
et al., 1990). Das an den nukledren Doménen lokalisierende Sp100 ist meist zum grof3en
Teil fest an die nukledre Matrix gebunden, ein Teil ist auch in der leicht 16slichen

Zellfraktion enthalten (Szostecki et al., 1987; Zong et al., 2000).

Das Spl00-Protein enthélt eine sogenannte HSR-Domine (homogeneously staining
region), die fiir seine Oligomerisierung, Protein-Protein Interaktionen sowie fiir die
Lokalisierung an PML-Kerndomidnen benétigt wird (Sternsdorf et al.,, 1999). Diese
Doméne erweist Homologie zur Maus HSR-Doméne welche durch starke Gen
Vervielfachung entstanden ist (Agulnik et al., 1993; Grotzinger et al., 1996). Desweiteren
gibt es am N-Terminus von Sp100 ein Sequenzabschnitt, der eine hohe Ahnlichkeit zu
Teilen des peptidbindenen Bereiches der Gruppe der MHC Klasse I Molekiilen besitzt. Die
Bedeutung dieser Doméne fiir Sp100 ist bisher jedoch unklar. In der zentralen Region des
Sp100-Proteins liegt eine transaktivierende Domédne (Aminosdure 297-334), die eine

Ahnlichkeit zu Sequenzen aufweist, die in verschiedenen viralen transaktivierenden
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Proteinen, z.B. in dem HIV-1 Nef Protein, vorkommt (Xie et al., 1993). Am C-terminalen
Ende des Sp100-Proteins konnte ein funktionelles Kernlokalisierungssignal (NLS) kartiert
werden, welches notwendig und ausreichend fiir dessen Kerntransport ist (Sternsdorf et al.,

1999).

Spl00 wird in verschiedenen Isoformen exprimiert, die sich in ihrer C-terminalen
Aminosduresequenz unterscheiden (Guldner et al., 1999; Seeler et al., 1998). Diese
Spleissvarianten wurden von unserer Arbeitsgruppe SpAltC, SpAlt212 und SpAlt-HMG
benannt. Spleissvarianten SpAlt-212 und SpAlt-HMG, enthalten eine SAND-&hnliche
Domaine, (SAND wird abgeleitet von Sp100, AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1) (Dent et al.,
1996; Guldner et al., 1999). Diese Art von DNA-Bindungsdoménen sind zurzeit bekannt
fiir ithre Funktion bei Chromatin-assoziierter Regulation von Transkriptionsvorgingen
(Bottomley et al., 2001). Die Sp100- Spleissvariante mit einer fast vollstindigen High
Mobility Group 1-Proteinsequenz am C-Terminus ist SpAlt-HMG (Guldner et al., 1999).
Da viele Proteine der HMG-Superfamilie zu den Kategorien der Transkriptionsfaktoren
und Koaktivatorproteinen gehoren, wird vermutet, dass auch die SpAlt-HMG Variante eine

regulatorische Funktion bei der Transkription hat.

In letzten Jahren hdufen sich Hinweise, dass Sp100 eine Rolle in der transkriptionellen
Regulation spielt. So wurde z.B. im Jahr 1998 von der Interaktion zwischen Sp100 und
dem Heterochromatin-Protein 1 (HP1) berichtet (Lehming et al., 1998; Seeler et al., 1998).
HP1 gehort zu der Familie der nicht-Histon chromosomalen Proteine. Die Interaktion
dieser beiden Proteine weist indirekt auf eine Funktion von Spl00 bei der
transkriptionellen Regulation hin. So wurde berichtet, dass die Sp100-Wechselwirkung mit
HP1 auf einen reprimierend wirkenden Komplex schlielen lésst, der durch Interaktion mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren an die DNA rekrutiert wird (Lehming et al., 1998;
Seeler et al., 1998). Desweiteren konnte fiir Spl00 eine reprimierende Wirkung der
transaktivierenden Aktivitit von Bright (B-cell regulator of IgH transcription), einem mit
Sp100 kolokalisierendem Protein, gezeigt werden (Zong et al., 2000). AuBler der
reprimierenden Wirkung wurde kiirzlich berichtet, dass Spl00 die Transkription
spezifischer Gene auch aktivieren kann, durch Wechselwirkung mit dem
Transkriptionsfaktor ETS-1, das anscheinend eine Konformationsinderung und
Aktivierung von ETS-1 bewirkt (Wasylyk et al., 2002). Letztes Jahr wurde dariiberhinaus
berichtet, dass Sp100 mit der Serin-Threonin Kinase HIPK?2 interagiert. Dabei verstérkt
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Sp100 die HIPK2-vermittelte Regulation der p53-Transkription (Moller et al., 2003b).
Somit ist Sp100 in der Lage, die Transkription nicht durch direkte Bindung an DNA,
sondern durch Interaktion mit einem Transkriptionsfaktor, einer Kinase und direkt oder
indirekt mit einem Tumorsuppressor-Protein zu regulieren.

Sp100 interagiert auch mit NBS1, ein Protein welches das sogenannte Nijmegen breakage
syndrome (NBS) auslost (Naka et al., 2002). In den Zellen von NBS-Patienten wurden
Defekte in der Erkennung von DNA-Schidden nachgewiesen, die zu chromosomalen
Abberationen fiihren, (Weemaes et al., 1994). Basierend auf dieser Arbeit wurde
spekuliert, dass die Interaktion mit Spl00 und Lokalisation von NBS1 in PML-
Kerndominen bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit eine Rolle spielen

konnte (Weemaes et al., 1994).

Homologie zu MHC Klasse | (9-49) . . .
HSR-Domine SUMOylierung Transaktivierungsdomédne
|

NLS

NN

HP 1-Bindung

NBS-1-Bindung EST-1-Bindung

Abbildung 1.2. Schematische Darstellung des Sp100-Proteins.

1.4 Das SUMO-1 Protein

PML und Sp100 werden posttranslational durch SUMO-1, einem Mitglied der Familie von
Proteinen, die Homologien zu Ubiquitin aufweisen, modifiziert (Sternsdorf et al., 1997).
Die c¢DNA, die fiir das Protein kodiert, wurde gleichzeitig von verschiedenen
Arbeitsgruppen beschrieben und trigt daher die verschiedenen Namen PIC1 (PML
interacting clone 1 (Boddy et al., 1996)), SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier,
(Mahajan et al., 1997)), GMPI1 (GAP modifying protein, (Matunis et al., 1996)), Sentrin
(Okura et al., 1996) und UBL1 (ubiquitin-like 1 (Shen et al., 1996)). Im weiteren Verlauf
wird das Protein SUMO-1 genannt. SUMO-1 ist ein 101 As langes Polypeptid, das iiber
eine Thioesterbindung an bestimmte Lysinreste seiner Zielproteine angeheftet wird (Saitoh
et al., 1997). Im Gegensatz zur Ubiquitin Modifikation, die zur sofortigen Degradation des
Zielproteins durch das 26S Proteosom fiihrt, scheint die SUMOylierung einen Einfluss auf
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die Stabilisierung des Zielproteins, sowie auf seine subzelluldre Lokalisation und die
Interaktion auszuiiben. (Desterro et al., 1998a; Mahajan et al., 1997; Matunis et al., 1998).
In Falle von IkB-alpha, einem bekannten Substrat des Ubiquitin/Proteasom-Systems, fuhrt
die SUMOylierung zu einer Stabilisierung und Unempfindlichkeit des IkB-alpha Molekiils
gegeniiber der Degradation durch das Ubiquitin/Proteasom System (Desterro et al., 1998b).
SUMO-1 wurde ebenfalls in PML-Kerndoménen gefunden. Studien in PML-negativen
Fibroblasten legten nahe, dass SUMO-1 kovalente Modifikation von PML essentiell fiir die
Aufrechterhaltung von PML-Kerndoménen ist und ebenso fiir die PML-abhéngige
Rekrutierung von Proteinen wie Daxx oder CBP zu diesen Dominen (Doucas et al., 1999;
Ishov et al., 1999; Zhong et al., 2000a).

Sp100 wird auch durch SUMO-1 kovalent modifiziert, wobei diese Modifikation jedoch
nicht notwendig fiir Sp100-Lokalisierung an PML-Kerndoménen ist (Sternsdorf et al.,
1997) (Muller et al., 1998).

1.5 Dynamische Eigenschaften der PML-Kerndomiinen

Der eukaryotische Zellkern enthélt verschiedenartige Doménen, in welchen Komponenten
mit spezifischen Funktionen akkumulieren. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass diese
Multiprotein Komplexe einen dynamischen Charakter aufweisen. Fluoreszenz- und
Photobleichungsexperimente zeigten, dass die Mehrheit der Proteine im Nukleoplasma
mobile Eigenschaften besitzt und, dass deren funktioneller Austausch zwischen Chromatin
und nukledren Subdoménen dynamisch verlauft (Misteli, 2001).

PML-Kerndoménen sind in verschiedenartigen zelluldren Prozessen involviert, deshalb ist
deren genaue Funktion schwer zu ermitteln. Unterschiedliche Arbeitsmodelle fiir die
Aufkldrung der PML-Kerndomédnen Funktionen wurden bisher vorgeschlagen, eine
Hypothese wire, dass PML-Kerndoménen in Form eines Depots, die Proteinmenge im
Nukleoplasma regulieren und diese bei Bedarf an die Wirkorte entlassen werden (Maul et
al., 2000). In einem anderen Model stellen PML-Kerndoménen die Verschrottungsorte dar,
da die 11S Proteasomen unter bestimmten Bedingungen, wie die Behandlung mit
Arsentrioxid in die PML-Kerndomédnen rekrutieren und somit die Proteasome-abhéngige
Degradation von PML bewirken (Lallemand-Breitenbach et al., 2001).

Eine Reihe von Studien weisen drauf hin, dass PML-Kerndominen einen dynamischen

Charakter besitzen. So fiihrt die Induktion von Stress mittels Hitzeschock,
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Schwermetallbehandlung oder der Expression viraler Proteine zur Abtrennung von PML-
enthaltenden sogenannten Mikrodots (Eskiw et al., 2003; Everett et al., 1998; Maul et al.,
1995). Interessanterweise, fusionieren diese Mikrodots mit Uberresten von ,parentalen‘
PML-Kerndoménen, nach dem Stress (Eskiw et al., 2003). Wiederhergestellte PML-
Kerndominen lokalisieren nicht zufdllig in Kern, sondern an den Seiten der alten PML-
Kerndoménen, was darauf hindeutet, dass die Lokalisation und Akkumulation der PML-
Kerndomidnkomponenten festgelegt ist (Eskiw et al., 2003). AnschlieBend wurde
herausgefunden, dass SUMO-1-Protein, welches in Mikrodots nicht présent ist, wihrend
der Fusion in Mikrodots akkumuliert (Eskiw et al., 2003). Die transiente Uberexpression
von SUMO-1 verhindert die Stress-assoziierte Dissoziation von PML-Kerndoménen in
Mikrodots. Diese Daten implizieren eine Schliisselrolle von SUMO-1 im Mechanismus der
Stress-induzierten Dissoziation und Wiederherstellung von PML-Kerndoménen.
Interessanterweise wurde herausgefunden, dass auch einzelne Komponenten der PML-
Kerndominen dynamisch mit PML-Kerndoménen assoziieren und dissoziierern. Eine von
diesen Komponenten ist der Transkriptions-Koaktivator CBP (CREB-binding Protein).
CBP kann sich schnell in PML-Kerndoméinen hinein und heraus bewegen (Boisvert et al.,
2001). Weiterhin wurde gezeigt, dass Sp100 nicht nur in statischen PML-Kerndominen
lokalisiert, sondern auch in kleineren, dynamischen Dominen, die allerdings kein PML
beinhalten (Wiesmeijer et al., 2002). Kleine, Sp100-haltige Doménen verschmelzen nach
einiger Zeit mit den PML-Kerndoménen. Obwohl das PML-Protein fiir die
Aufrechterhaltung der PML-Kerndoménen wichtig ist, lokalisiert ein Teil von PML in
separaten, dynamischen Doménen (Wiesmeijer et al., 2002).

Die dynamischen Eigenschaften der PML-Kerndoménkomponenten, spielen
wahrscheinlich bei deren Funktionen eine gro3e Rolle. Es kann aber derzeit auch nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Komponenten allein oder zusitzlich innerhalb der
PML-Kerndominen spezifische Aufgaben ausiiben. Zumindest fiir PML ist die Présenz
von intakten PML-Kerndoménen fiir deren Aktivitit in unterschiedlichen biochemischen

Prozessen wichtig (Salomoni and Pandolfi, 2002).
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2. Der programmierte Zelltod (Apoptose)

Zellen konnen sich selbst mittels eines intrinsischen Zelltodzelltodprogramms zerstéren
(Steller, 1995). Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes und ist
charakterisiert durch spezifische morphologische und biochemische Eigenschaften (Wyllie
et al, 1980). Morphologisch zeigt die Apoptose eine Reihe von spezifischen
Verdnderungen: die Zelle schrumpft, das Chromatin wird kondensiert und die Stabilitét der
Plasmamembran geht verloren. Dies fiihrt zur Ausstiilpungen der Zelle und schlieBlich
zum Abschniiren membranumbhiillter Apoptosekorperchen (Steller, 1995; Wyllie et al.,
1980). Biochemisch ist Apoptose durch Chromatindegradation in 200 Basenpaare grof3e
Fragmente charakterisiert (Oberhammer et al., 1993; Wyllie et al., 1980). Weitere
biochemische Marker der Apoptose sind erhohte Menge des Proteins Clusterin (Pearse et
al., 1992), und Aktivierung des Enzyms Typ II Transglutamase, welches die Ausbildung
der Apoptosekdrperchen induziert (Fesus et al., 1991). Apoptose ist ein komplexes
Phinomen von zusammenhidngenden morphologischen und biochemischen Prozessen und
kann in Abhéngigkeit von den Geweben und dem Zelltyp variieren (Zakeri and Lockshin,

1994).

Die  Apoptose kann man, im  Gegensatz zur Nekrose, mit einem
Selbstverdauungsprogramm der Zelle vergleichen. Dieser genau kontrollierte
Eliminierungsvorgang entfernt gezielt innerhalb eines Organismus mutierte, Virus-
befallene, gealterte oder iiberfliissig gewordene Zellen (Vaux et al., 1994). Im Gegensatz
dazu fiihrt die Nekrose, die beispielsweise durch Gewebeschidigungen verursacht wird,
zum Anschwellen der Zelle und schlieBlich zum Platzen, was aufgrund des Verlustes der

Membranintegritéit zur Freisetzung des Zellinhalts fiihrt (Nicotera et al., 1999).

Apoptose besitzt innerhalb der vielzelligen Organismen eine fundamentale Bedeutung. Bei
Prozessen wie der Embryonalentwicklung, Organogenese, Homeostase von Geweben, oder
der Immunantwort spielt die Apoptose eine zentrale Rolle (Thompson, 1995). Obwohl sie
in der normalen Entwicklung von essentieller Bedeutung ist, kann die verstirkte,
unkontrollierte  Apoptose bei  verschiedenen Krankheiten, wie AIDS oder
neurodegenerativen Krankheiten, zum Krankheitsbild beitragen (Thompson, 1995).
Storungen der Apoptose, die zur Blockade des Zelltodes fiithren, konnen bei

Autoimmunerkrankungen, viralen Infektionen oder Krebs von Bedeutung sein. Es wurden
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einige Mechanismen beschrieben, wie sich Tumorzellen von der Eliminierung schiitzen
konnen. So wurde berichtet, dass Tumorzellen verschiedenen Ursprungs in der Lage sind,
den Apoptose-auslosenden CDO95-Liganden zu exprimieren und dariiber die
tumorreaktiven cytotoxischen T-Zellen eliminieren konnen (Hahne et al., 1996; Strand et
al., 1996). Ein weiterer Mechanismus besteht in der verstirkten Expression von anti-
apoptotischen Proteinen, wie beispielsweise anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2
Proteinfamilie (Adams and Cory, 1998). Weiterhin wurde gezeigt, dass Tumorzellen die
Expression verschiedener pro-apoptotischer Proteine reprimieren bzw. diese verstérkt
degradieren (Antonia et al., 1998). Das pro-apoptotische Protein Bax wird, z.B. durch
Prostata Krebszellen degradiert (Li and Dou, 2000).

Einige der molekularen Komponenten des apoptotischen Programms sind evolutiondr
konserviert (Steller, 1995). Vier von diesen Genen; ced-9, ced-3, ced-4 (ced steht fiir cell
death defective) und egl-1 sind homolog zu humanen Genen: dem proto-onkogen Bcl-2,
der ice-Familie (interleukin-1-beta-converting enzyme), auch Caspasen genannt, dem apaf-
1 (apoptosis protease—activating factor 1) und der BH3-only-Proteinfamilie (Adams and
Cory, 1998; Conradt and Horvitz, 1998; Yang et al., 1998; Zou et al., 1997) Ektopische
Expression von ced-9/bcl2 verhindert Apoptose in verschiedenen experimentalen
Systemen (Reed, 1995).

ced-3/ice enthalten einen Cysteinrest im aktiven Zentrum, und sind in der Lage, die
Substrate nach einem Aspartatrest zu spalten (Martin et al., 1996). Deshalb werden die
menschlichen ICE-Proteasen auch Caspasen (Cystein Aspartasen) genannt (Henkart,
1996). Ced-3-Mutationen inhibieren Apoptose in C.elegans und deren ektopische
Expression induziert Apoptose in unterschiedlichen Zelltypen (Martin et al., 1996).
Ced-4/apaf-1 haben eine Aktivator- oder Effektor-Funktion in der zelluldren
Todesmaschinerie. So bindet Apaf-1 an die CED-3-homologe Caspase-9 und aktiviert sie
(Hengartner, 1998). Auf der anderen Seite, flihrt die CED-4-Interaktion mit CED-9 zur
Inhibition der CED-3 pro-apoptotischen Aktivititen (Xie and Ding, 2000).

Das EGL-1-Protein, welches im Besitz einer BH3-Doméne ist (BH3-only proteins), wirkt
pro-apoptotisch in dem es mit dem CED-9 interagiert und somit dem Adapterprotein CED-
4 die Interaktion und die Aktivierung von CED-3 ermdglicht (Conradt and Horvitz, 1998)
In der letzten Dekade wurden unterschiedliche molekulare Mechanismen innerhalb der
apoptotischen Signale untersucht. Zwei Hauptsignalwege, der erste wird {ber

Todesrezeptoren induziert (extrinsischer Signalweg), und der zweite, der iiber
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Mitochondrien verlduft (intrinsischer Signalweg), benutzen Caspasen als Effektor
Molekiile. In den letzten Jahren haufen sich aber immer mehr Hinweise, dass bestimmte

Formen von Zelltod auch in der Abwesenheit der Caspasen verlaufen konnen (Quignon et

al., 1998).

2.1 Die Signaltransduktion des CD95-Rezeptors

Todesrezeptoren sind Zelloberfldchenrezeptoren, welche durch spezifische Liganden an
der Zellmembran ausgeldste Signale in das Zellinnere vermitteln. In der Apoptose spielen
sie eine wichtige Rolle, wobei sie nach der Aktivierung, binnen Sekunden die Caspase-
Kaskade aktivieren konnen. Todesrezeptoren gehoren zur TNF-Superfamilie (Tumor
Nekrose Faktor) (Smith and Baglioni, 1992) und besitzen, auler in der Apoptose auch
weitere Funktionen. Die am besten charakterisierten Todesrezeptoren sind CD95 (Fas,
Apo-1), TNFR-1 (TNF-Rezeptor-1) und TRAIL-Rezeptor (TNF-related apoptosis
inducing ligand).

Die Aktivierung von CD95 erfolgt folgendermallen: Der CD95-Rezeptor, welcher im Form
eines Heterotrimeres an der Zelloberfliche exprimiert ist, wird durch die Bindung des
CD95-Ligandes (CD95L) aktiviert (Papoff et al., 1999; Siegel et al., 2000). Der
zytoplasmatische Teil des CDO95-Rezeptors enthdlt eine fiir Todesrezeptoren
charakteristische etwa 60 Aminosduren lange Todesdomine (DD, Death domain) (Peter et
al., 1999).

An die zytoplasmatische Todesdoméne des Rezeptors bindet die homologe Todesdoméine
eines Adapterproteins, sog. FADD (MORT-1) (Fas-associated death domain containing
protein) (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995; Kischkel et al., 1995). AuBBer der
Todesdomine enthdlt FADD auch eine Todeseffektordomidne (DED, Death effector
domain). Diese N-terminale Doméne wird fiir die Weiterleitung des apoptotischen Signals
benoétigt. Mutationsanalysen haben gezeigt, dass FADD-DN, eine FADD-Mutante, welcher
der N-Terminus fehlt, ein dominant negativer Inhibitor der CD95-vermittelten Apoptose ist
(Chinnaiyan et al., 1996).

Die DED von FADD erlaubt die Bindung der Pro-Caspase-8 an den CD95-FADD
Komplex (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Pro-Caspase-8, auch bekannt als FLICE
(FADD-like ICE), assoziiert mit FADD iiber ihre eigene Todeseffektordoméne. Pro-

Caspase-8 wird als katalytisch inaktives Proenzyme (Zymogene) synthetisiert, das nach
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proteolytischen Spaltung nach definierten Aspartatresten, was zur Freisetzung einer groflen
und einer kleinen aktiven Untereinheit fiihrt, aktiviert wird. (Medema et al., 1997). Auller
der essentiellen Rolle beim apoptotischen Zelltod, wird Caspase-8 paradoxerweise auch
bei der Proliferation von Lymphozyten benoétigt. T-Zellen ohne Caspase-8 Aktivititen, sind
nicht nur resistent gegeniiber der Apoptose, sondern auch nicht in der Lage Interleukin-2
zu produzieren und zu proliferieren. Diese duale Rolle der Caspase-8 ist wichtiger
Kontrollpunkt, um sicher zu stellen, dass aktive Lymphozyten nach der Aktivierung
eliminiert werden (Chun et al., 2002; Salmena et al., 2003).

An der Aktivierung der Caspase-8 am CD95-Rezeptor soll ein weiteres Protein, genannt
FLASH (FLICE associated huge protein), beteiligt sein (Imai et al., 1999). Es wurde
berichtet, dass FLASH mit dem Adapterprotein FADD und der Pro-Caspase-8 interagiert
und mittels dieser Interaktion einen verstirkten Effekt auf die Aktivierung der Pro-
Caspase-8 ausiibt (Imai et al., 1999). Zusitzlich spielt die Oligomerisierung von FLASH
eine Rolle bei der Rekrutierung von Pro-Caspase-8 an den aktivierenden CD95-Rezeptor
(Imai et al., 1999). Der so entstehende Komplex der Proteine CD95, FADD, FLASH und
Pro-Caspase-8, welcher die Pro-Caspase-8 Aktivierung begiinstigt, wird auch DISC (Death
Inducing Signalling Complex) genannt (Abbildung 1.3). Nach der Aktivierung wird die
Caspase-8 in das Zytosol freigesetzt um dort weitere Substrate, wie Pro-Caspase-3, zu

spalten und so zu aktivieren (Stennicke et al., 1998).

CASP-3

Abbildung 1.3. Die
Signal-transduktion des
CD95. Siehe Text fiir
Erliuterungen.

APOPTOSE
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Die Menge der am DISC aktivierten Caspase-8 ist vom Zelltyp abhidngig. Sogenannte Typ
I Zellen zeigen eine fulminante Aktivierung der gesamten zelluldren Caspase-8 Menge am
DISC, was wahrscheinlich in einer direkten Aktivierung der Effektor Caspase-3 resultiert
(Scaffidi et al., 1998). In Typ Il Zellen werden nur sehr geringe Mengen Caspase-8 und mit
viel langsamer Kinetik am DISC rekrutiert und aktiviert. Diese Zellen benutzen einen
alternativen, verstirkenden Signalweg, der zumindest teilweise liber die Spaltung des
Caspase-8-Substrats BID lduft und dessen Translokation in die Mitochondrien bewirkt (L1
et al., 1998). BID ist Mitglied der Bcl-2 Familie, dessen gespaltene Form (tBID) eine pro-
apoptotische Funktion an den Mitochondrien ausiibt (Wei et al., 2001). Dies resultiert in
einer Depolarisation des mitochondrialen Transmembranpotentials, der, unter anderen,
eine Freisetzung von Cytochrom C und Smac/DIABLO (second mitochondria-derived
activator of caspase) folgt (Peter et al., 1999). Cytochrom C bildet mit Apaf-1 und Pro-
Caspase-9 einen Komplex, der auch Apoptosom genannt wird (Li et al., 1997). Die durch
das Apoptosom aktivierte Caspase-9 spaltet nun die Effektor-Caspase-3 und 16st so die
Apopose aus (Zou et al., 1997). Smac/DIABLO wird mit Cytochrom C von Mitochondrien
freigesetzt und unterstiitzt die Aktivierung von Caspasen durch Inhibierung der
Mitgliedern der IAP-Familie (inhibitor of apoptosis) (Deng et al., 2002).

Typ II Zellen stehen unter dem Einfluss der anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-
Familie. Die Expression von Bcl-2 oder Bcl-xp fiihrt in Typ II Zellen zur Resistenz
gegeniiber der CD95-vermittelten Apoptose (Scaffidi et al., 1998). Die physiologische
Bedeutung dieser zwei unterschiedlichen Signalwege wurde mit Hilfe einer BID-
defizienten Maus dargestellt. Der Verlust von BID fiihrte zur normalen CD95-induzierten
Apoptose bei Maus-Thymozyten. Dagegen waren Hepatozyten gegeniiber der CD95-
induzierten Apoptose geschiitzt (Yin et al, 1999). Daraus ldsst sich schlieBen, dass

Thymozyten Typ I und Hepatozyten Typ II Zellen darstellen.

2.2 Das FLASH-Protein

Im Jahr 1999 haben Imai und Kollegen mit Hilfe der Hefe-2-Hybrid Methode nach neuen
Interaktionspartnern der Caspase-8 gesucht. Sie fanden aufler bekannten Caspase-8-
Interakionspartnern wie FADD oder cFLIP (FLICE inhibitory protein) auch ein bis dato
unbekanntes Protein mit partiellen Sequenzhomologien zur Caspase-§8 DED-Domiéne.

Dieses Protein nannten sie FLASH (FLICE associated huge protein) und seine DED-
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dhnliche Doméne, DRD (DED-related domain) (Imai et al., 1999). FLASH ist ein langes
Polypeptid mit 1962 Aminoséduren und einem Molekulargewicht von ca. 220 kDa. FLASH
interagierte in den Studien auBer mit Caspase-8 auch mit FADD, die Interaktion zwischen
FADD und FLASH fand jedoch nur nach der Stimulation von CD95-Rezeptor statt (Imai
et al., 1999). Immunprazipitationsstudien mit aktiviertem CD95-Rezeptor ergaben, dass
FLASH mit CD9-Rezeptor assoziiert. Daraus schlossen Imai und Kollegen, dass FLASH
eine neue Komponente des Rezeptor-assoziierten DISC-Komplexes darstellt (Abbildung
1.3). In weiteren Studien wurde mittels Uberexpression gezeigt, dass FLASH mit seiner
DED-dhnlichen Domine (DRD) die Aktivierung der Caspase-8 in der CD95-vermittelten
Apoptose verstarkt. AuBer der Interaktion mittels seiner DRD-Doméne scheint die
Oligomerisierung von FLASH wichtig fiir die Rekrutierung der Pro-Caspase-8 an DISC zu
sein (Imai et al., 1999). Die dafiir verantwortliche Oligomerisierungsdoméne liegt im

mittleren Teil der FLASH-Sequenz (Abbildung 1.4).

Von der gleichen Arbeitsgruppe wurde weiterhin berichtet, dass FLASH mit dem
adenoviralen anti-apoptotischen E1B 19K-Protein interagiert (Imai et al., 1999). Bis dahin
konnte der genaue Mechanismus des E1B 19K-Proteins bei der Inhibition der Caspase-8
Aktivierung in der CD95-vermittelten Apoptose nicht definiert werden, da E1B 19K weder
mit CD95, FADD oder Caspase-8 interagiert (Perez and White, 1998). Es wurde aber
gezeigt, dass E1B 19K die FADD-induzierte Apoptose, nicht aber die Caspase-8-induzierte
Apoptose verhindern kann was bedeutet, dass E1B 19K in der Signalkaskade zwischen
FADD und Caspase-8 agiert (Perez and White, 1998).

Die Endeckung von FLASH schloss diesen Kreis und entschliisselte den Mechanismus der

E1B19K-vermittelten Caspase-8 Inhibition.

E1B 19K besitzt eine Sequenzhomologie zu den anti-apoptotischen Mitgliedern der Bcl2-
Familie, Bcl-2 und Bcel-xg, (Chiou et al., 1994). Diese anti-apoptotischen Proteine weisen
funktionelle Homologie zum Nematoden-Protein CED-9 auf, welches die Aktivierung des
pro-apoptotischen CED-3-Proteins iiber die Interaktion mit CED-4 inhibiert (Korsmeyer,
1995; Wu et al., 1997). Es wurde nachgewiesen, dass liberexprimiertes E1B 19K mit CED-
4 interagiert und somit die Apoptose verhindert (Han et al., 1998). Aufgrunddessen wird
FLASH eine CED-4-dhnliche Funktion zugeschrieben. Eine weitere Gemeinsamkeit

zwischen CED4 und FLASH ist das Vorhandensein einer Oligomerisierungsdoméine. Die
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Oligomerisierung von CED4 fiihrt zu Aktivierung von CED3 in C.elegans (Yang et al.,
1998).

AuBer CD95, beeinflusst FLASH auch die TNF-R1-induzierte Signalkaskade (Choi et al.,
2001). FLASH interagiert mit dem Adapterprotein TRAF2 (TNF receptor-associated
factor) welches, in der TNF-R1-vermittelten Aktivierung von NF-kB involviert ist. Mittels
dieser Interaktion wird die anti-apoptotische Aktivitit des Transkriptionsfaktors NF-kB
verstirkt (Choi et al.,, 2001). Diese Daten deuten auf eine pro- und antiapoptotische
Funktion von FLASH in den Todesrezeptor vermittelten Signalaskaden.

Die neuesten Daten zeigen, dass FLASH auch bei der Apoptose wéhrend der embryonalen
Entwicklung eine Rolle spielt (Morgan et al., 2004). Die Hox Gene gehoren zur Familie
der hoch konservierten Transkriptionsfaktoren, welche die zelluldre Identitdt in der frithen
embryonalen Phase bestimmen. Die Fehlexpression einiger Hox Gene fiihrt zur
homeotischen Transformationen, wobei ein Korperteil durch einen anderen ersetzt werden
kann (Burke, 2000). So wurde gezeigt, dass FLASH im Notochord des Froschembryos
exprimiert wird, wobei die Expression durch den Transkriptionsfaktor Hoxb4 induziert
wird (Morgan et al., 2004). Die Behandlung des Notochords mit anti-sense RNA von
FLASH oder Hoxb4 fiihrte zur Resistenz gegeniiber der CD95-vermittelten Apoptose, was
fiir eine Bedeutung von Hoxb4 und FLASH bei der Apoptose von Notochord-Zellen
spricht (Morgan et al., 2004).

FLASH enthélt zwei vermutete, C-terminal gelegene Kernlokalisierungssignale und ein
vermutetes, ebenso C-terminal gelegenes Kernexportsignal (Imai et al., 1999).
Ubereinstimmenderweise wurde FLASH im Zellkern und im Zytoplasma detektiert. Im
Kern iibt FLASH eine Funktion bei der transkriptionellen Aktivitdt des Glukokortikoid
Rezeptors (GR) aus (Kino and Chrousos, 2003). FLASH interagiert mit dem
Kernrezeptorkoaktivator GRIP1 und antagonisiert dadurch die GRIP1-GR Interaktion und
verhindert die GR-induzierte Transaktivierung (Kino and Chrousos, 2003).

Oligomerisierungsdoméne
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung von FLASH. NAD (NF-kB activating domain) dient
der Interaktion mit TRAF2. Mittels DRD (DED recruiting domain)interagiert FLASH mit DISC.
GRIP-1 bindet an das C-terminale Ende der FLASH-Sequenz. NLS: Nukleéres
Lokalisierungssignal, NES: Nukledres Exportsignal. Fiir ndhere Erlduterungen sieche Text.

2.3 Die Todeseffektor-Filamente

Die Untersuchung der subzelluliren Lokalisation von Proteinen mit der
Todeseffektordoméne (DED), wie FADD, mittels transienter Expression ergab eine
zytoplasmatische, filamentose Verteilung dieser Proteine (Siegel et al., 1998). Die
Filamente zeigten einen schwer 10slichen Charakter und keine Assoziation mit dem
zytoskeletalen Protein Tubulin sowie intermedidren Filamenten. Die morphologische
Untersuchung der iiberexprimierten Zellen ergab typische Merkmale des apoptotischen
Zelltodes, wie Chromatinkondensation oder Zell-Schrumpfung. Die Tatsache, dass diese
Filamente mittels DED-Dominen geformt werden und den Zelltod auslosen, fiihrte dazu,
dass die Todeseffektor-Filamente (death effector filaments, DEFs) genannt wurden (Siegel
et al., 1998). Weiterhin wurde herausgefunden, dass der pro-apoptotische Mechanismus
der zytoplasmatischen DEFs, &hnlich der Rezeptor-vermittelten Apoptose, iliber die
Rekrutierung und Aktivierung der Pro-Caspase-8 verlduft (Siegel et al., 1998).

DEFs vermitteln eine zytoplasmatische, Rezeptor-unabhidngige Apoptose, welche durch
einige anti-apoptotische Mitglieder inhibiert werden kann. Obwohl etliche virale Proteine
wie das molluscum contagiosum virus MC159-Protein oder Herpesvirus Typ 2 E8-Protein
eine Todeseffektordomine enthalten, wirken sie bei Uberexpression eher anti-apoptotisch
(Stegh et al., 2002). Detaillierte Untersuchungen ergaben, dass diese sogenannten v-FLIPs
(viral FLICE inhibitory proteins) anti-apoptotisch wirken, weil sie nicht in der Lage sind,
DEFs auszubilden und somit die endogenen Caspasen zu aktivieren (Siegel et al., 1998).
Weiterhin fiihrt die transiente Expression von v-FLIPs zur Auflésung von FADD DEFs
(Siegel et al., 1998).

Auch das adenovirale, anti-apoptotisch wirkende Protein E1B 19K kann die FADD-DEFs
auflosen (Perez and White, 1998). E1B 19K assoziiert mit der Kernlamina und mit
zytoplasmatischen Membranen und ist dariiber hinaus in der Lage, FADD und Caspase-8

in diese zelluldren Bereiche zu rekrutieren. Die Verdnderung der FADD- und Caspase-8-
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Lokalisation in der Zelle suggeriert einen Mechanismus, bei welchem E1B 19K die Zelle

vor der Apoptose schiitzt (Perez and White, 1998).

3. Regulation der Apoptose durch PML-Kerndomiinen

Untersuchungen an Zellen von PML defizienten Miusen (PML™) zeigten auBer Defekten
in der Ceramid- und durch Gamma-Strahlung-induzierten Apoptose auch eine stark
reduzierte Sensitivitit gegeniiber Todesrezeptor-vermittelter Apoptose nach Stimulation
mit CD95L oder TNF-a (Wang et al., 1998). Diese Befunde reflektieren die besondere
Bedeutung der PML-Kerndominen in verschiedenen apoptotischen Signalwegen.

Obwohl mehrere Hinweise darauf hindeuten, dass PML in der Todesrezeptor-vermittelten
Apoptose eine Rolle spielt, existieren bisher keine konkreten Daten iiber eine direkte
Funktion in der Todesrezeptor-Signalkaskade. Eine denkbare Rolle wire die Kontrolle der
biologischen Verfiigbarkeit der in der Todesrezeptor-Signaltransduktion involvierten
Komponenten durch PML-Kerndomédnen iiber die Regulation der subzelluldren
Distribution. So werden wahrscheinlich die Komponententen Daxx und TRADD reguliert,
welche in der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose involviert sind (Kischkel et al., 2000;
Yang et al.,, 1997). Es wurde herausgefunden, dass Daxx und TRADD in PML-
Kerndominen lokalisieren (Morgan et al., 2002; Torii et al., 1999) Das TRADD-Protein
(TNFR-1 associated DD protein) transloziert zwischen Kern und Zytoplasma (Morgan et
al., 2002). Im Zytoplasma ist TRADD an der Rekrutierung von FADD und Caspase-8 an
den TNF-R1 Rezeptor beteiligt (Kischkel et al., 2000). Im Kernkompartiment assoziiert
TRADD mit PML-Kerndoménen (Morgan et al., 2002). Die Todesdoméne (DD) von
TRADD, welche die Interaktion mit TNF-R1 vermittelt, ist ebenso fiir die Lokalisation in
PML-Kerndoménen und fiir die Induktion des Caspasen-unabhingigen Zelltods
verantwortlich (Morgan et al., 2002). Die mittels Uberexpression von TRADD-DD
induzierte Apoptose kann durch die anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-Familie oder
durch PML-Expression inhibiert werden (Morgan et al., 2002). Das Daxx-Protein,
assoziiert ebenfalls mit PML-Kerndoménen (Torii et al.,, 1999). Daxx agiert als pro-
apoptotisches Molekiil, das zum einen CD95-vermittelte Apoptose und zum anderen die

CD95-vermittelte Aktivierung des JNK-Signalwegs verstirkt (Chang et al., 1998). Es
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wurde postuliert, dass Daxx {iber die Assoziation mit PML-Kerndominen die

lymphozytire Apoptose reguliert (Torii et al., 1999).

Zusitzlich zur regulatorischen Funktion in der Rezeptor-vermittelten Apoptose sind PML-
Kerndominen auch an der Regulation eines zentralen apoptotischen Molekiils, dem
Tumorsupressor p53, beteiligt (Ferbeyre et al., 2000; Fogal et al., 2000; Guo et al., 2000).
Das p53-Protein ist an verschiedenen zelluldren Prozessen beteiligt, wie z.B. an der
Regulation der Apoptose, der Seneszenz, der DNA-Reparatur, der Zelldifferenzierung
sowie der Angiogenese. Eine signifikante Anzahl an Proteinen, welche wichtige
Funktionen in der Regulation der p53-Aktivitdt ausiiben, wie z.B. CBP (Pearson et al.,
2000), PML (Ferbeyre et al., 2000; Fogal et al., 2000; Guo et al., 2000), HIPK2 (D'Orazi et
al., 2002; Hofmann et al., 2002), HAUSP (Everett et al., 1997; Li et al., 2002), hSir2
(Langley et al., 2002), Chk2 (Louria-Hayon et al., 2003; Yang et al., 2002) (fiir néhere
Erlauterung siehe Tabelle 1.1) sind entweder konstitutiv teilweise mit PML-Kerndoménen
assoziiert oder konnen nach Bedarf und entsprechendem Stimulus dorthin vermehrt
rekrutiert werden. So kann z.B. das p53-Protein durch eine spezifisch PML-Isoform, das
sogenannte PML IV, fast vollstindig in PML-Kerndominen rekrutiert werden (Fogal et al.,
2000; Guo et al., 2000). In PML-Kerndoménen oder auf dem Weg dorthin ist die p53-
Aktivierung anscheinend durch verschiedene Stimuli regulierbar. So kolokalisiert z.B.
HIPK2 nach UV-Strahlung mit CBP und p53 in PML-Kerndoménen und es kommt zur
Phosphorylierung von p53 am Serinrest 46 (D'Orazi et al., 2002; Hofmann et al., 2002).
Wie Experimente mit PML"-Zellen verdeutlichten, ist dabei die Anwesenheit von PML
fiir die HIPK2-vermittelte p53-Phosphorylierung und folgende Apoptose essentiell (Moller
et al., 2003a).

AuBer den unterschiedlichen p53-aktivierenden Enzymen, wurden in PML-Kerndoméanen
auch p53-negative Regulatoren, wie hSir2, identifiziert (Langley et al., 2002). hSIR2
inhibiert p53-Aktivitdit durch Deazetylierung von Lys382 und antagonisiert durch
genotoxischen Stress induzierte Apoptose (Vaziri et al., 2001). Zusammengenommen
zeigten die bisherigen Studien, dass PML-Kerndoméinen unter verschiedenen zelluldren

Bedingungen wichtige Orte der post-translationalen p53-Modifikation darstellen.

Interessanterweise reguliert PML auch die Caspase-unabhéngige Apoptose (Quignon et al.,
1998), denn es wurde gezeigt, dass die Uberexpression von PML ein Todessignal

induziert, welches unabhingig von der de-novo-Proteinsynthese und selbst unter
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Behandlung mit synthetischen Caspase-Inhibitoren stattfindet. Allerdings sollte dieser

Befund in der Zukunft anders als bisher unter physiologischen Bedingungen untersucht

werden.
apoptotischer Signalweg

PML CD95, TNF-R1, Ceramid, p53
Daxx CD95, TGF-B-R1, nukledr, p53
TRADD TNF-R1, nukledr

HIPK?2 p53, TGF-B-R1

P53 p53

CBP p53

hSir2 pS3

Hdm2 p53

HIPK3 unbekannt

Tabelle 1.1. PML-Kerndomiénen-assoziierte Proteine und deren Beteiligung an apoptotische
Signalwege. PML (promyelocytic leukaemia protein), TRADD (TNF-RI-associated death
domain protein), HIPK2, HIPK3 (homeodomain-interacting protein kinase 2,3). CBP
(CREB-binding protein), hSIR2 (human NAD-dependent histone deacetylase), Hdm2
(human Mdm?2), TNF-R1 (tumour necrosis factor receptor 1), TGF-B-R1 (transforming
growth factor f receptor 1).
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4. Ziel der Dissertation

Zu Beginn meiner Dissertation mehrten sich die Hinweise, dass Komponenten von PML-
Kerndominen oder diese selbst wichtige Funktionen bei vielen unterschiedlichen
zelluldren Prozessen, einschlieBlich der Kontrolle der Transkription, der Tumorsuppression
und der Apoptose haben. Die Tatsache, dass mehrere apoptotische Regulatoren in den
PML-Kerndoménen lokalisieren, liefl insbesondere vermuten, dass diese Kerndoméinen an
unterschiedlichen apoptotischen Signalkaskaden beteiligt sind. Mehrere Hinweise, die zum
Teil erst wiahrend meiner Dissertation publik wurden, deuteten auf eine Funktion von
PML-Kerndoménen insbesondere auch bei der CD95-vermitteten Apoptose hin. Im
Rahmen dieser Dissertation sollte versucht werden, einen molekularen Mechanismus
aufzudecken, wie dies von PML-Kerndomédnen und durch welche PML-Kerndoménen-
assoziierte Molekiile gesteuert werden konnte. Die im Rahmen meiner Diplomarbeit
erhaltene, jedoch lediglich auf einem Hefe 2-Hybrid System beruhende Evidenz fiir die
Wechselwirkung von Sp100 mit dem FLASH-Protein, fiir das laut einer Publikation zu
Beginn meiner Dissertation eine wichtige Rolle bei der Apoptose postuliert wurde, bot
einen moglichen Ansatzpunkt fiir diese Fragestellung.

Deshalb sollte zundchst die nur auf Hefe 2-Hybrid Assays beruhende Evidenz fiir eine
Interaktion zwischen dem PML-Kerndoménen Protein Spl100 und dem FLASH (FLICE
associated huge protein), im Rahmen dieser Dissertation durch unabhédngige weitere
experimentelle Evidenzen bestétigt oder widerlegt werden.

Hierzu gehorte neben  zellbiologischen, biochemischen und immunologische
Versuchsansitzen auch die Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von FLASH mit
Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz analysiert werden.

Da berichtet worden war, dass FLASH eine wichtige Rolle bei der CD95-vermittelten
Aktivierung der Pro-Caspase-8 spielt, stellte sich bei Bestdtigung der Spl100-FLASH
Interaktion die Frage, ob dies fiir die CD95-vermittlete Apoptose von Bedeutung ist.
Konkret sollten hierzu in Zellen, welche sensitiv gegeniiber der CD95-vemittelten
Apoptose sind unter andererem durch siRNA Experimente und subzelluldre
Proteinlokalisationstudien, untersucht werden, ob die Expression und intrazelluldre
Lokalisation von Sp100 und FLASH fiir die CD95-Rezeptor vermittelte Apoptose von
Bedeutung ist.




Einleitung 27

Insgesamt sollte diese Arbeit einen wesentlichen Beitrag zur Kldrung der zu Beginn meiner
Arbeit und bis zum heutigen Tage nicht ausreichend verstandenen Funktionen der PML-
Kerndoménen liefern. Mit dieser Arbeit war auch die Hoffnung an erste Einblicke in einen
molekularen Mechanismus fiir PML-Kerndoménen-vermittelte Steuerung von CD95-

Rezeptor abhédngige apoptotische Vorgingen verkniipft.
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IT Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma

(Miinchen), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Life

Technologies (Eggenstein) und Biozym (Oldendorf) bezogen.

1.2 Hiufig verwendete Puffer und Losungen

PBS

TBS

TAE (50x)

SDS-Probenpuffer (5 x)

137 mM
8,1 mM
2,7 mM
1,5 mM

10 mM
150 mM

2M
50 mM

312,5 mM

NaCl
Na,HPO4
KCl1

KH,PO4 pH=74

Tris/HCI
NaCl

pH=7.6

Tris-Acetat
EDTA

Tris-HCL, pH=16,8
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SDS-Sammelgel (5%)

SDS-Trenngel

SDS-Laufpuffer (5x)

Transferpuffer Westernblot

NP-40 Lysepuffer

25% (v/v) 3-Mercaptoethanol
50% (v/v) Glycerol

10% (w/v)  SDS

0,01% (w/v) Bromphenolblau

125 mM Tris-HCI, pH=16,8
5% (v/v) Acrilamid

0,1%(w/v)  SDS

0,04%(v/v)  APS

0,3%(v/v) TEMED

350 mM Tris-HCl pH=28,8
7,5-15% Acrylamid

0,1%(w/v)  SDS

0,04%(v/v)  APS

0,075%(v/v) TEMED

125 mM Tris-Base
960 mM Glycin
0,5%(w/v)  SDS

25 mM Tris

190 mm Glycin
20%(v/v) Methanol
0,038%(w/v) SDS

150/300 mM NaCl
50 mM HEPES pH=75
5mM EDTA
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APO-1 Lysepuffer

DNA-Probenpuffer

Fixierlosung

Mowiol

0,5 % NP-40

1X Proteasen Inhibitor Mix

30 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NaCl

1 % Triton X-100

10 % Glycerol

1X Proteasen Inhibitor Mix

30 % (v/v)  Glycerol
60 mM EDTA
6mM Tris pH=7

50% (v/v) Methanol
50% (v/v) Essigsdure

6g Glycerol (anal. Grade)

2.4¢g Mowiol,

6ml H,O, riihren 2 Stunden, RT
12ml 0.2M Tris-Puffer pH=8.5

inkubieren 10 min. 50°C, zentrifugieren 15 Min.

lagern bei -20°C

Weitere Losungen und Puffer sind in den entsprechenden Abschnitten aufgefiihrt.
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1.3 Biologisches Material

1.3.1 Bakterienstimme

E. coli Stamm

Verwendung

Referenz/Bezugsquelle

BL21

TOP10
DH5a

Herstellung von rekombinanten
Proteinen
Vermehrung von Plasmiden

Vermehrung von Plasmiden

Novagen

Invitrogen

Invitrogen

1.3.2 Eukaryontische Zellen

Zellinien Herkunft

293T Humane embryonale Nierenzelllinie,
transformiert mit dem langen Arm des
SV-40 Virus

HeLa Humane Cervixcarzinomzelllinie

HeLa™” Humane Carvixcarzinomzelllinie, stabil
transfiziert mit dem CD95-Rezeptor

U208 Humane Osteosarkomazelllinie

HT1080 Humane Fibrosarkomazelllinie

HT1080PPN43 HT1080 FAPP-PN

HT1080E1B19K

CVl

Humane Fibrosarkomazelllinie, stabil

transfiziert mit dem pCDNA3-Vektor,
FADD-DN oder E1IB19K

Afrikanische Gruneaffenzelllinie
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1.4 Nahrmedien

1.4.1 Bakterielle Nihrmedien

LB-Medium 10 g/l Trypton
5¢/1 Hefe-Extrakt
5¢g/l NacCl

Zur Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hinzugefligt.
Zur Selektion resistenter Bakterienkolonien wurden folgende Antibiotika in den unten

angegebenen Konzentrationen zugesetzt.

Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Chloramphenicol 34 pg/ml

1.4.2 Medien fiir die eukaryontische Zellkultur

Medium fiir U20S, HeLa- und 293T-Zellen

U20S-, HeLa- und 293T-Zellen wurden in DMEM (Life Technologies) kultiviert.

DMEM 10% (v/v) Hitzeinaktiviertes Fotales Rinderserum
(FBS)
0,01 mg/ml  Penicillin / Streptomycin
2 mM L-Glutamin
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Medium fiir CV1-Zellen

CV-1-Zellen wurden im DMEM (Life Technologies) kultiviert.

DMEM 3% (v/v) Hitzeinaktiviertes FBS
3%(v/v) Hitzeinaktiviertes Pferdeserum
0,01 mg/ml Penicillin / Streptomycin
2mM L-Glutamin

Medium fiir HT1080-Zellen

HT1080 Zellen wurden in MEME (ATCC) kultiviert.

MEME 10% (v/v) Hitzeinaktiviertes FBS

Medium fiir stabil exprimierende HT1080-Zellen

Das Medium fiir stabil exprimierende HT1080-Zellen enthélt zusitzlich jeweils 850 ug/ml

G418 (Sigma).

1.5 Antikorper

1.5.1 Primirantikorper

Bezeichnung Spezies Antigen Herkunft/Referenz
Anti-Actin Maus C-Terminus Sigma
Anti-APO-1 Maus CD95 Trauth et al. 1989

Anti-Caspase-8 (C1) Maus C-Terminus P.Krammer, Heidelberg
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Anti-Caspase-8 (C15)
Anti-Caspase-8 (C-20)
Anti-Coilin
Anti-FLAG M2
Anti-FLAG
Anti-GAPDH (V-18)
Anti-HA
Anti-Smac/DIABLO

Anti-SUMO-1
Anti-FADD

Anti-E1B19K
Anti-FLASH
Anti-FLASH-522

Anti-PARP
Anti-PML
Anti-PML
Anti-Sp100 (GH)
Anti-Sp100 (DF)
Anti-Sp100 (SP26)
Anti-Tim23

Anti-Tubulin

Anti-Vimentin

Maus
Ziege
Maus
Maus
Kaninchen
Ziege
Ratte

Maus

Maus
Maus

Maus
Kaninchen

Kaninchen

Maus
Maus
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Ratte
Maus

Maus
Maus

pl18-Untereinheit Scaffidi et al, 1997

C-Terminus

C-Terminus

DYKDDDDK
DYKDDDDK

GAPDH

YPYDVPDYA

C-Terminus

SUMO-1

C-Terminus

C-Terminus

C-Terminus

CLEKEGKPHSI

KRSTS
PARP
N-Terminus
N-Terminus
C-Terminus
C-Terminus
C-Terminus

N-Terminus

C-Terminus

C-Terminus

S.Cruz

Hemmerich, P., Jena
Sigma

Sigma

S. Cruz

Roche Diagnostics
BD Transduction
Laboratories
Zymed Laboratories
BD Transduction
Laboratories
Oncogene

Santa Cruz

Eurogentec

BD Biosciences

Santa Cruz

Santa Cruz

Szostecki, C. Hamburg
Szosceki, C. Hamburg
Sternsdorf, T Hamburg
BD Transduction
Laboratories

Sigma

Sirma, H. Hamburg

Zur Immunprézipitation wurden 1-5 pg der Antikorper je Probe eingesetzt. Zum Western

Blot wurden Losungen der Antikorper im Konzentrationsbereich 0,1-1 pg/ml in TBST-

1,5% Magermilch verwendet.

1.5.2 Sekundiirantikérper
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Antikorper Spezies Konjugat Herkunft/Referenz
Anti-Maus Ziege Peroxidase Dianova
Anti-Hase Ziege Peroxidase Dianova
Anti-Ratte Ziege Peroxidase Dianova
Anti-Maus Ziege Alexa-Fluor 488 Molecular Probes
Anti-Maus Ziege Alexa-Fluor 594 Molecular Probes
Anti-Hase Ziege Alexa-Fluor 488 Molecular Probes
Anti-Hase Ziege Alexa-Fluor 594 Molecular Probes
Anti-Ratte Ziege Alexa-Fluor 488 Molecular Probes
Anti-Ratte Ziege Alexa-Fluor 594 Molecular Probes

Die Peroxidase gekoppelten Antikoérper wurden mit 50% Glycerol verdiinnt bei -20°C
gelagert, und in Western Blot in einer Verdiinnung von 1:20 000 verwendet. Die Alexa-

Fluor gekoppelten Antikorper wurden in einer Verdiinnung von 1:450 fiir

Immunfluoreszenz-Farbungen verwendet.

1.6 Molekulargewichtsmarker

1.6.1 DNA-Marker

Smart Ladder (200-10.000 bp) Eurogentec

1.6.2 Proteinmarker

Vorgefarbter Proteinmarker (10-250 kDa) Amersham

Precision Plus Proteinmarker (10-250 kDa) BIO-RAD

1.7 Synthetische Oligonukleotide

1.7.1 Synthetische Oligonukleotide zur Klonierung
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Sédmtliche aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Life Technologies

(Eggenstein) bezogen.
Bezeichnung Sequenz (5'-3 8

BC012574 sense (BamH1) GGA TTC ATG GCA GCA GAT GAT GAC

BC012574 antisense CAG GAT GTC CTT GTA GCC

AW612479 sense AGA AAT ATG GTA AAG GTG AACC

AW612479 antisense GTCTTGTGA TTT AACTTCTTT CC

AWS502509 sense AAA GAA GAA AGA AAA GTT GAT CAA
AAAC

AWS502509 antisense ATC AGT AGT GGT TTT CTT AG

RT-PCR sense TTA AAG AAA CAG AAT GGA CCA AAG
ACT

RT-PCR antisense CCA CAATAATCT GAATTATCATTTC

1.7.2 Synthetische Oligonukleotide fiir die RNAi

Folgende Oligonukleotide wurden von der Firma Oligoengine (Seattle) bezogen.

Die Oligonukleotidsequenzen wurden, nach der Annealing-Reaktion, in den pSUPER
Vektor, tiber die Bglll und HindIIl Restriktionsstellen einkloniert (Brummelkamp,
Bernards et al. 2002).

Bezeichnung Sequenz (5-3")

Sp100 sense CAT GCA GGA ATACCCCGAT
Sp100 antisense ATC GGG GTATTC CTG CATG
FLASH sense GAT TGT CTG AGT TTC CAC A

FLASH antisense TGT GGA AAC TCA GAC AATC
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1.8 Vektoren

Name Verwendungszweck Herkunft/
Referenz

pcDNA3 Eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen

pCMV Eukaryontischer Expressionsvektor Dr. White, New
Jersey

pSGS5 Eukaryontischer Expressionsvektor Stratagene

pMEI18S Eukaryontischer Expressionsvektor Imai et. al. 1999.

pSUPER siRNA Expressionsvektor Brumellkamp et.
al. 2002

pEGFP-C2 Eukaryontischer Expressionsvektor Clontech

1.9 Expressionsplasmide

cDNA Vektor Epitop-Tag Herkunft

CrmA pCDNA3  Ohne Dr. Hofmann, Hamburg
FLASH pME18S FLAG Dr. Imai, Tokio
FLASH pCDNA3  HA Dr. Kino, Seul

FLASH AA, AC,AD pCDNA3  FLAG Dr. Kino, Seul

FLASH AB pCDNA3 HA Dr. Kino, Seul
hFLASH (714-Ende) pCDNA3  V5/HIS Dr. Tschopp, Geneva
FADD pCDNA3 AUl Dr. Dixit, SanFrancisco
SUMO-1 pCDNA3  GFP/HA Dr. Hofmann, Hamburg
Ubc9 pCDNA3  HA Dr. Hofmann, Hamburg
Sp100 pSGS5 Ohne/FLAG Prof. Will, Hamburg
Caspase-8 pCDNA3  HA Dr. Hofmann, Hamburg
Caspase-8 C360S pCDNA3  GFP Dr. Lenardo, Bethesda,

HIPK?2 pEGFP-C2 GFP Dr. Hofmann, Hamburg




Material und Methoden 38

E1B 19K pCMV Ohne Dr. White, New Jersey
Bcl-10-CARD pCMV FLAG Dr. Schmitz,Bern

1.10 Enzyme und Kits

Enzym /Kit Herkunft

Shrimp alkalische Phosphatase Roche Diagnostics
Pfu DNA Polymerase Boehringer Mannheim
T4 Polynukleotidkinase MBI Fermentas

T4 DNA Ligase MBI Fermentas
Trypsin-EDTA Losung Life Technologies
Protein A/G Sepharose Santa Cruz

Geneticin Sulfat (G418) Life Technologies

Die verschiedenen Restriktionsendonukleasen wurden von MBI Fermentas, Pharmacia und

New England Biolabs bezogen.

1.11 Synthetische Inhibitoren

Name Funktion Herkunft

Leptomycin B Kernexport Inhibitor Prof. Hauber, Hamburg

zVAD-fmk Allgemeiner Caspasen Enzyme System Products
Inhibitor

zIETD-fmk Caspase-8 Inhibitor Calbiochem

SB202190 P38+ JNK Inhibitor Calbiochem

SB203580 P38 Inhibitor Calbiochem

PD98059 Erk Inhibitor Calbiochem

Das Leptomycin B wurde in DMEM und die restlichen Inhibitoren in DMSO gel6st und
bei -80°C gelagert.
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1.12 Fluoreszenz-gekoppelte Marker fiir die Zellorganellen

Name Funktion Herkunft

DAPI Zellkern-Detektion Sigma

DRAQS Zellkern-Detektion Apotech

Mitotracker Red Mitochondrien-Detektion Molecular Probes
2. Methoden

2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen

2.1.1 Aligemeine Arbeitsbedingungen

Alle Tétigkeiten im Zusammenhang mit der Kultivierung von Séugerzellen erfordern
sterile Arbeitstechniken zur Vermeidung bakterieller oder sonstiger Kontaminationen. Aus
diesem Grunde wurden alle diesbeziiglichen Arbeiten in eigens dafiir vorgesehenen
Sterilwerkbédnken durchgefiihrt. Darliber hinaus wurden ausschlieBlich sterile
Zellkulturmaterialien wie Kulturflaschen, Kulturschalen oder Zentrifugalr6hrchen der

Firma Greiner (Frickenhausen), Falcon (Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden) verwendet.

2.1.2 Kultur von adhirent wachsenden Zellen

Adhirente Zelllinien wurden in einer Dichte von maximal 8 x 10°/ml in DMEM- oder

MEME-Medium in einer humiden Atmosphire (95% relative Luftfeuchtigkeit) bei 37°C
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und der CO, Konzentration von 5% kultiviert. Zum Teilen bzw. aussihen wurden die
Zellen einmalig mit PBS gewaschen und anschliefend mit einer Trypsin-EDTA-Ldsung
von den Zellkulturflaschen abgeldst. Uberschiissiges Trypsin wurde im Anschluss daran
durch Zugabe von frischem vorgewdrmtem Vollmedium inaktiviert und die

resuspendierten Zellen dann in einer Dichte von 10-20% ausgesit.

2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Als Einfriermedium wurde eine Mischung aus 90% hitzeinaktiviertem FCS und 10%
DMSO verwendet. Jeweils etwa 10’ Zellen wurden in 1 ml des vorgekiihlten
Einfriermediums aufgenommen und nach einer maximal einwdchigen Zwischenlagerung
bei -80°C dauerhaft in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Das Auftauen der Zellen erfolgte
moglichst rasch, durch Inkubation im Wasserbad bei 37°C und Uberfiihren der

Zellsuspension in ein vorgewiarmtes Medium.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmid-Praparation im Mini-Maflstab

Zur Priparation von DNA aus exponentiell wachsenden 2 ml Ubernacht-Bakterienkulturen
wurde das Qiaquick Miniprep-Kit der Firma Qiagen (Hilden) entsprechend der

Herstellerangaben verwendet. Die Ausbeuten lagen bei Verwendung der E.coli Stimme

DH5a oder TOP10 routinemiBig bei etwa 30 pg.

Plasmid-Praparation im Maxi-Mafstab
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Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Mafstab wurde mit dem Qiagen Plasmid Kit
durchgefiihrt. Dazu werden zundchst 250 ml LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum versetzt und mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agar—Platte angeimpft.
Die Bakterienzellen wurden nach Zentrifugation unter alkalischen Bedingungen lysiert,
und die freigesetzte Plasmid-DNA mit verschiedenen Salzkonzentrationen {iber eine
Anionenaustauschsdule von den iibrigen Zellbestandteilen getrennt. Es erfolgt eine Elution
und eine Féllung mit Isopropanol. Das DNA-Pellet wird in 200 pl destilliertem Wasser
aufgenommen und kann bei -20°C gelagert werden. Die Bestimmung der

Plasmidkonzentration erfolgt im Spektralphotometer.

2.2.2 Isolierung von gesamt-RNA

Isolierung der unbeschiddigten RNA ist erforderlich fiir die Analyse der Genexpression.
Diese Methode wurde mit dem ,,High pure RNA isolation kit der Firma Roche
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen in der Anwesenheit von Lyse-Puffer und DNase I
lysiert. An eine Siule gebundene RNA wird anschlieBend durch eine Serie von
Waschschritten von restlichen zelluliren Verunreinigungen wie Sélze und Proteine
entfernt. SchlieBlich erfolgte die Elution der RNA durch einen Puffer mit niedriger Salz-
Konzentration. Auf diesen Weg wurde die gesamt-RNA aus 293T-Zellen isoliert.

2.2.3 DNA Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion 146t sich ein definierter Nukleinsdureabschnitt
selektiv vervielfaltigen. Diese Technik wurde in erster Linie zur Klonierung der humanen

FLASH Sequenz genutzt. Typischerweise wurde folgender Reaktionsansatz benutzt:

300 ng Matritze

Sul 10 X PCR-Puffer

3ul Primer 1 (10 pmol/pl)
3ul Primer 2 (10 pmol/ul)

S5ul Desoxynukleotide (je 10 mM)
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1l PFU-Polymerase

Zur Verminderung von Anderungen der Salzkonzentration wihrend der PCR infolge von
Verdunstung fliissiger Bestandteile wurde der Reaktionsansatz mit einem Tropfen
Mineraldl iiberschichtet. Das Temperaturprogramm fiir die Durchfiihrung der PCR

gestaltete sich typischerweise wie folgt:

Start 2 min bei 95°C

27 Zyklen Denaturierung 30 s bei 95°C
Annealing 1 min 52-58°C
Elongation 2-4 min 72°C

Termination 5 min 72°C

2.24 cDNA Synthese und Amplifikation durch Reverse Transkriptase
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

RT-PCR ist die empfindlichste Technik um die Gegenwart von RNA-Molekiilen zu
bestimmen oder um die Stirke der Genexpression zu quantifizieren. Zwei verschiedene
Schritte werden fiir die RT-PCR eingesetzt: Im ersten Schritt wird die cDNA-Synthese mit
Reverser Transkriptase durchgefiihrt. AnschlieBend wird mit einer entsprechenden DNA-
Polymerase die entstehende cDNA amplifiziert. In dem von mir verwendeten Titan One-
Tube-RT-PCR System von der Firma Roche wurden cDNA-Synthese und PCR
nacheinander aber ohne erneute Zugabe von Reagenzien durchgefiihrt. Dafiir wurden zwei

Mastermixe hergestellt:

Mastermix 1:
RNA Matritze 1 ug
DTT-L6sung (100 mM) 2,5 ul

Desoxynukleotide (je 10 mM) 4 pl
Primer 1 (20 pmol/ul) 1 ul
Primer 2 (10 pmol/ul) 1 ul
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RNase Inhibitor (10 U/ul) 1 ul
H,O ad 25 pl

Mastermix 2:

5 X RT-PCR Puffer 10 pl
Enzym-Mix 1 pl
H,O ad 25 pl

Mastermixe wurden in ein Reaktionsgefdl zusammengegeben und mit 30 pl Mineraldl

iiberschichtet. Das Temperaturprogramm fiir die Durchfiihrung der RT-PCR gestaltete sich

wie folgt:
DNA Synthese 50 min bei 30°C
PCR-Start 2 min 94°C
35 Zyklen Denaturierung 10 s 94°C
Annealing 30s 61°C
Elongation 2 min 68°C
Termination 5 min 68°C

2.2.5 DNA-Spaltung durch Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsspaltung von DNA diente entweder der Analyse der aufgereinigten DNA
oder der Isolation spezifischer DNA-Fragmente zum Zwecke der Klonierung.
Typischerweise wurden Restriktionsverdaus von Plasmid-DNA oder auch von PCR-
Produkten in einem Reaktionsvolumen von 20 pl durchgefiihrt. Dabei wurden je
Mikrogram DNA mindestens 2U des (der) jeweiligen Restriktionsendonuklease(n)
eingesetzt. Nach einer Mindestinkubationszeit von einer Stunde bei einer fiir die Aktivitét
des (der) Enzyme(s) optimalen Temperatur (im Regelfall 37°C) wurden die erhaltenen

Fragmente schlieBlich in einem Agarosegel aufgetrennt und weiterverarbeitet.

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsiuren
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Durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen entstandene DNA-Fragmete sowie PCR-
Produkte konnen im analytischen TAE-Agarosegel (0,8-2% (w/v) Agarose / 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid) mittels Elektrophorese entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt werden.
Dazu wurden sie mit DNA-Probenpuffer versetzt und bei einer konstanten Spannung
zwischen 80 und 130 V aufgetrennt. Zur Bestimmung der Grofe der aufgetrennten
Fragmente wurde neben den Proben ein DNA-Molekulargewichtsmarker mit einem
definierten Fragmentgemisch aufgetragen. Im Anschluss an die elektrophoretische
Auftrennung wurden die DNA-Banden durch UV-Bestrahlung sichtbar gemacht und zur
Dokumentation photographiert. Ethidiumbromid interkaliert sequenzunspezifisch in
doppelstrangige DNA und fiihrt nach Anregung mit UV-Licht zu einer orangefarbenen

Fluoreszenz.

2.2.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarose-Gel

Fiir die Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Gel zum Zwecke der weiteren Klonierung
wurde das Gel-Extraktion-Kit der Firma Qiagen nach den Herstellerangaben verwendet.
Zur Uberpriifung von Reinheit und Menge der isolierten DNA wurde ein Aliquot auf

einem 1%igen Agarosegel analysiert.

2.2.8 Dephosphorylierung von DNA

Nach dem Verdau von Plasmid-DNA durch Restriktionsenzyme ist es vorteilhaft, die
Vektor-DNA am 5 -Terminus mit alkalischer Phosphatase zu dephosphorylieren, um die
Religation der Vektor-DNA mit sich selbst zu verhindern. Die Klonierungseffizienz von
neukombiniertem Vektor erhoht sich dadurch. Zum gesamten Restriktionsansatz wird 1 pl
Shrimp alkalische Phosphatase pipettiert und 30 min. bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
erfolgt die Inaktivierung des Enzyms bei 65°C fiir 15 min.

2.2.9 Ligation von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA
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Die Ligation von hydrolysierten und dephosphorylierten Plasmiden erfolgte mit Hilfe der
T4-DNA-Ligase, die die Kniipfung von Phosphodiestebindungen zwischen benachbarten
3"-Hydroxyl- und 5°-Phosphatenden doppelstrangiger DNA katalysiert. Die, mittels eines
priaparativen Agarosegels aufgereinigten DNA-Fragmente wurden in einem molaren
Verhiltnis von 3:1 mit der Vektor-DNA nach einem Protokoll der Firma Roche ligiert. Die

Reaktion erfolgte iiber Nacht bei Raumtemperatur.

2.2.10 Klonierung der humanen FLASH DNA-Sequenz

Um die humane FLASH Sequenz in der vollen Linge herzustellen wurden EST-Klone
vom RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum fiir Genomforschung, Berlin), die
Teilsequenzen von FLASH beinhalten, gekauft. Die Teilsequenz zwischen Basenpaaren
1381 und 2180 wurde mittels RT-PCR aus 293T-Zellen gewonnen (siche Abschnitt 2.2.4)
Die restliche FLASH Sequenz (2160-5946 bp) wurde freundlicherweise von Dr.Tschopp
(Schweiz) zu Verfligung gestellt.

Folgenden RZPD Klone mit FLASH-identischen Teilsequenzen wurden verwendet:

RZPD Klon cDNA-Bereich in der FLASH-Sequenz
BC 012574 1-886 bp

AW 612479 886-1085 bp

AW 502509 1085-1381 bp

Die DNA von RZPD Klonen wurde mittels PCR amplifiziert (Abschnitt 2.2.3) und mit
dem Gel-Extraktion-Kit isoliert (Abschnitt 2.2.7). Es folgte die Ligation von den Klonen
AW612479 und AWS502509 und anschlieBend eine PCR-Reaktion mit entsprechenden
Primern. Ein so gewonnenes Fusionsprodukt wurde dann mit dem néchststehenden RZPD-
Klon bzw. RT-PCR Produkt fusioniert (Abbildung 2.1B). Das dritte Fusionsprodukt wurde
mit der Restsequenz (2160-5946 bp) tliber die Schnittstelle des Bful-Enzymes ligiert. Jedes
Fusionsprodukt wurde in den TOPO-Vektor (Invitrogen), welches sich fiir die Klonierung
des blundt-end PCR Produkten eignet, kloniert und die DNA wurde durch DNA-
Sequenzierung iiberpriift.

Anschliefend wurde die FLASH-Sequenz in der vollen Lidnge in den pSGS5-Vektor

einkloniert.




46

Material und Methoden
A |
1 1000 2000 3000 4000 5000 5946bp
1 —
2160 5946
1
1 866
1]
866 1085
1]
1085 1381
|
1381 2180

I Existierende Sequenz
[ 1 RZPD Klone

B RT-PCR Produkt aus 293T Zellen

-
]
866 1085
]
B 1085 ¥ 1381

1 PCR

[ | ] 1. Fusionsprodukt
1 866 “ (Klonierung + Sequenzierung)

1 PCR

[ ] 2. Fusionsprodukt

1 1381 (Klonierung+Sequenzierung)
-
| |
1 1381 2180
<
| e
Bful

3. Fusionsprodukt
| (Klonierung+Sequenzierung)
1 2180

2160 5946

Fusion iiber die Bful-Schnittstelle und Klonierung in den Vektor

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung von Klonierung der humanen FLASH-Sequenz. (A)
Darstellung der Sequenzabschnitte, die als RZPD Klone, RT-PCR Produkt und C-terminale

Deletionsmutante zur Verfligung standen. (B) Klonierungsstrategie zur Herstellung des humanen

FLASH Expressionsvektors.
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2.2.11 Herstellung chemisch kompetenter E.coli Bakterien

Auf einer LB-Agarplatte, die kein Antibiotikum enthilt, wurden TOP 10 und DHS5a
kompetente Bakterien zur Verdiinnung ausgestrichen und iiber Nacht inkubiert.
Einzelklone wurden verwendet fiir die Vorbereitung einer 20 ml Ubernachtkulturen, die
anschlieend bis zur einer ODgop= 0,4-0,6 bei 37°C und 225 rpm inkubiert wurde.
AnschlieBend wurden die Bakterien in eiskalte Glasrohrchen iiberfiihrt und 20 min auf Eis
inkubiert. Der Ansatz wurde 5 min bei 4°C und 6000 rpm abzentrifugiert. Die
Bakterienpellets wurden in 10 ml von eiskaltem RF1 Puffer resuspendiert und 20 min auf
Eis inkubiert. Nach dem wiederholten Zentrifugationsschritt wurden die Bakterienpellets in
I ml von eiskaltem RF2 Puffer resuspendiert und fiir 1 Stunde auf Eis gelagert. Die
Bakterien wurden anschlieBend aliquotiert, die Aliquots in fliissigem Stichstoff eingefroren

und bei -80°C gelagert.

RF1 Puffer RF2 Puffer

100 mM RbCl, 10 mM RbCl,

50 mM MnCl 75 mM CaCl,-Dihydrat

10 mM CaCl,-Dihydrat 15 % Glycerin

15 % Glycerin 10 mM MOPS

30 mM K-Acetat pH 6,8 (mit NaOH einstellen)
pH 5,8 (mit Essigsédure einstellen) > sterilfiltrieren

2.2.12 Transformation von Bakterien

Zur Vermehrung der hier verwendeten Vektoren dienten in erster Linie chemisch
kompetente Bakterien des E. coli-Stammes TOP10. Fiir die Transformation wurden jeweils
100 pl der kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und 200-400 ng DNA wurde zugefiigt.
Im Anschluss an eine 30-miniitige Inkubation auf Eis wurde, durch kurzes Erhitzen auf
42°C (fiir 45 s) und unmittelbare zweiminiitige Eiskiihlung, die Bakterienzellwand fiir die
Aufnahme der DNA permeabilisiert. Die Reaktionsansitze wurden dann mit je 900 pl

antibiotikafreiem LB-Medium versehen und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die Selektion
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auf plasmidtragenden und somit antibiotikaresistenten Bakterien erfolgte iiber Nacht auf

antibiotikahaltigen LB-Agerplatten.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Transfektion von Zellen

Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Kalziumphosphat-

prézipitation

Die Transfektion nach Chen und Okayama ist eine Methode zur Einschleusung von Fremd-
DNA in eukaryontische Zellen. Die 293T-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion
mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro 10 cm Zellkulturschale ausplattiert. Es wurden 10
ml DMEM-Kulturmedium pro Zellkulturschale eingesetzt. Die zur Transfektion
eingesetzte DNA-Menge (5-10 pg) wurde in 220 ul dH,O resuspendiert. Zu dem Ansatz
wurden 250 pl 2x HBS-Puffer (280 mM NaCl, 10 mM KCI, 1,5 mM Na,HPO4 x 2 H,O0,
12 mM Dextrose (D (+)-Glucose) und 50 mM HEPES) und tropfenweise 31 pl 2M CacCl,
zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und 30 min bei der Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die Kalziumphosphat-Prézipitate auf die Zellen getropft. Die
Prézipitate lagern sich an der Zelloberflache an, was letztlich zur Aufnahme der DNA in
die Zelle fiihrt. Die so transfizierten Zellen wurden nach 24 bis 48 Stunden geerntet und

weiterverarbeitet.

Transfektion eukaryotischer Zellen mittels FuGENE Reagenz

FuGENE 6 (Roche) gehort zur Gruppe der kationischen Liposom-Reagenzien, die im
Komplex mit DNA an die negativ geladenen Oberflachenstrukturen der Zellen binden.
AnschlieBend erfolgt die endosomale Aufnahme der DNA in die Zelle. Dieses Verfahren
wurde insbesondere zur transienten Transfektion von HeLa-, U20S- und HT1080-Zellen

angewandt.
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Die Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion mit einer Dichte von 40-50%
ausplattiert. Zur Durchfiihrung der Transfektion wurde die DNA-L&sung mit serumfreiem
Medium im Verhiltnis 1pg DNA: 100pul Medium gemischt. Dieser Mischung wurde dann
FuGENE Reagenz in dem Verhiéltnis 1:1,5 (DNA: FuGENE) zugesetzt und so erhaltene
Losung wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die FuGENE-DNA Mischung
wurde dann auf die Zellen aufgebracht. Nach 4 bis 5 Stunden wurde der Zellen das frische

Medium zugefiigt und folglich 24 bis 48 Stunden inkubiert.

2.3.2 Herstellung stabiler Zelllinien

HT1080 Zellen wurden am Tag vor der Transfektion mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen
in 10 cm Zellkulturschalen ausplattiert. Es wurden 5 pg DNA pro Zellkulturschale mittels
FuGENE Reagenz (sieche Protokoll 2.3.1) transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion
wurden die Zellen unter Selektionsdruck mit 850pg/ml G418 gesetzt.

0APD-DN_741len wurden G418 selektionierte Zellen

Fiir die Gewinnung der stabilen HT108
noch einer weiteren Selektion mit lpug/ml anti-APO-1 Antikoérper fiir 16 Stunden
ausgesetzt um die Apoptose-resistente Zellen zu gewinnen. Fiir die folgenden Experimente
wurde so gewonnener Zellpool benutzt.

Fiir die Gewinnung der stabilen HT1080%'®'”%. und HT10807“"**-Zellen wurden etwa
zwei Wochen nach Beginn der Selektion mit G418 die Zellklone gepickt und weiter
expandiert. In stabilen Zelllinien wurde mittels Western Blot die Anwesenheit des

gewiinschten Proteins tiberpriift.

2.3.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz wurde zur Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation
von Proteinen eingesetzt. Dazu wurden die Zellen auf Glasplittchen (Nunc, Wiesbaden)
ausplattiert und am folgenden Tag bzw. in Fall der Transfektion 24 bis 48 Stunden danach,
zundchst einmal mit PBS gewaschen und anschlieend mit eiskalter Fixierlosung (siehe
1.2) eine Minute auf Eis fixiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS erfolgte dann eine
einstiindige Inkubation mit den entsprechenden Antikdrpern die zwischen 1:50 und 1:1000

in PBS verdiinnt waren. Danach wurden die Glaspléttchen 3 Mal je 2-3 Minuten mit PBS
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gewaschen. Als zweiter Antikérper wurde ein mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter gegen
den ersten Antikorper gerichteter Antikdrper von Firma Molecular Probes in einer 1:450
Verdiinnung verwendet. Die chromosomale DNA wurde mittels DAPI (Sigma) oder
DRAQS5 (Apotech) angefarbt. Nach mindestens 45 Minuten in einer feuchten und dunklen
Kammer wurden die Glaspldttchen mit PBS wieder drei Mal gewaschen und anschlieBend
mit Mowiol (siehe 1.2) auf einem Objekttriger befestigt. Die Analyse der Fiarbungen
wurde mit einem Axioplan-Mikroskop oder einem konfokalen Mikroskop beide von der
Firma Zeiss vorgenommen, welche zur unmittelbaren EDV-gestiitzten Weiterverarbeitung
der aufgenommenen Bilder mit einer Digitalkamera gekoppelt waren. Die Bilder wurden

mit Adobe Photoshop 7.0 nachbearbeitet.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Herstellung des Kaninchen anti-FLASH Peptid-Antikorpers

Zwei anti-FLASH Antikorpern wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit
Peptidsequenzen (siche Tabelle) hergestellt. So gewonnene Seren wurden mittels der
Affinititschromatographie gereinigt. Diese Arbeit wurde in unserem Auftrag von der

Firma Eurogentech (Seraing, Belgium) durchgefiihrt.

Peptidsequenzen zur Immunisierung
FLASH-522 H2N- CLE KEG KPH SDK RST S -CONH2
FLASH-523 H2N- CVK IRR ATP STS SGL K -CONH2

2.4.2 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970) mit 7,5-12%ige Acrylamid-
Trenngelen und einem 5%igem Acrylamid-Sammelgel aufgetrennt. In Abhdngigkeit von
der erforderlichen Trennung wurden Gele mit verschiedenen Léngen des Trenngels

eingesetzt:
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Geltyp System Laufléange des Trenngels
Minigel BioRad 5,8 cm
Maxigel BioRad 16 cm

Die Zusammensetzungen der Gele sowie der Laufpuffer sind im Abschnitt 2.1.2
beschrieben. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Giessen mit 2-Propanol
iiberschichtet. Nach erfolgter Polymerisation wurde Alkohol entfernt und das Sammelgel
gegossen. Die zu untersuchenden Proteinlésungen wurden vor dem Auftragen mit SDS-
Probenpuffer versetzt und 5 Minuten bei 99°C erhitzt. Der Lauf der Gele erfolgte bei

konstanten Spannungen zwischen 60 und 130V.

2.4.3 Western Blot

Der Western Blot dient dem Nachweis von Proteinen, nach deren gelelektrophoretischer
Auftrennung und Transfer auf eine polymere Membran, mittels spezifischer Antikorper.
Die durch SDS-PAGE getrennten Proteine wurden dazu mit Hilfe einer ,,Semidry*
Transferapparatur auf eine Polyvinyldifluoriden (PVDF)-Membran (Immobilon P)
tibertragen. Dazu wurden zunéchst die Platinelektroden der Blotkammer mit Transferpuffer
(siche 1.2) befeuchtet. Darauf wurde ein mit Transferpuffer durchtrinktes Whatman-
Papier, anschliefend die zuvor mit Methanol benetzte und in Transferpuffer dquilibrierte
Membran, dann das Gel und ein weiteres befeuchtetes Whatman-Papier aufgebracht. Der
Proteintransfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von 20V fiir 1,5-2 Stunden. Zur
Absittigung unspezifischer Antikorperbindungsstellen wurde die Membran dann eine
Stunde lang in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T (0,1 % Tween 20 in TBS) inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran mit einer Losung des Erstantikorpers (0,1-1 pg/ml in
TBS-T/1,5% Magermilchpulver) versetzt und mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur
geschwenkt. Im Folgenden wurde 3 Mal fiir jeweils 10 Minuten mit TBS-T gewaschen und
anschlieBend ein Peroxidase-konjugierter Sekunderantikorper (Verdiinnung 1:20000 in
TBS-T 1,5 % Magermilchpulver) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur zugegeben. Danach
wurde die Membran wiederum dreimal gewaschen. Die Visualisierung der

antikorperbeladenen Proteine erfolgte dann durch Chemilumineszenz unter Verwendung
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der ECL-Kits der Firma Amersham. Dazu wurden gleiche Teile der Reagenzien 1 und 2

gemischt, die Membran darin fiir eine Minute inkubiert, und auf Rontgenfilmen exponiert.

2.4.4 Immunprizipitation

Die Technik der Immunprézipitation wurde zur Prézipitation bestimmter zelluldrer
Antigene, sowie zur Identifikation von koprézipitierten Proteinen eingesetzt. Dazu wurden
die Zellen nach einmaligem Waschen in PBS in 600ul NP-40-Lysepuffer (sieche 1.2)
aufgenommen und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden alle unldslichen
Bestandteile abzentrifugiert (15 min, 13.000 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde zunichst mit
40 pl Protein A/G-Sepharose versetzt und eine Stunde bei 4°C inkubiert, um Sepharose-
bindende Proteine aus dem Lysat zu entfernen. Die Sepharose-Kiigelchen wurden dann
durch Zentrifugieren sedimentiert und der Uberstand in einem neuen Reaktionsgefd mit
40 pl Protein A/G-Sepharose und dem prézipitierenden Antikdrper (1-5 pg) gemischt. Die
eigentliche Immunprézipitation erfolgte dann fiir mindestens 2,5 Stunden bei 4°C auf dem
Taumelmischer. Die iiber die Antikorper an die Sepharose gebundenen Proteine wurden
danach dreimal in 1 ml Lysepuffer gewaschen und die mit einer Hamiltonspritze
trockengesaugten Sepharose-Kiigelchen dann mit SDS-Probenpuffer versetzt. Die
gebundenen Proteine wurden durch Erhitzen eluiert und anschlieend durch SDS-PAGE
und Western Blot analysiert.

2.4.5 Immunprizipitation von CD95-Rezeptor und Caspase-8 nach der Induzierung

des CD95-vermittelten Zelltodes

Fiir die Induktion der CD95-vermittelten Apoptose wurden jeweils 7 X 10" HT1080-Zellen
mit agonistischem anti-APO-1 Antikorper (700 ng/ml) und 1 mg/ml von Protein A (S.
aureus, Sigma) flir unterschiedliche Zeitspannen behandelt (Trauth, Klas et al. 1989).

Die Zellpellets wurden 20 min in 1 ml APO-1 Lyse-Puffer (siche Abschnitt 2.1.2)
(Kischkel, Hellbardt et al. 1995) auf Eis lysiert. AnschlieBend wurden die Zellreste 30 min
bei 13 rpm und 4°C abzentrifugiert. Fiir die Prizipitation des CD95-Rezeptors wurde der
Zelliiberstand mit 50 pl Protein A/G-Sepharose versetzt und 2 Stunden bei 4°C auf dem
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Taumelmischer inkubiert. Die, an die Sepharose-Kiigelchen gebundene Proteine wurden
dann durch Zentrifugieren sedimentiert und anschlieBend drei Mal mit 1 ml APO-1 Lyse-
Puffer gewaschen. Der Uberstand wurde in einem neuen Reaktionsgefil mit 50 pl Protein
A/G-Sepharose gemischt und 1 Stunde bei 4°C inkubiert, um Sepharose-bindende Proteine
aus dem Lysat zu entfernen. Nach dem entfernen von Sepharose-Kiigelchen erfolgte die
Immunprézipitation mit den anti-Caspase-8 Antikdrpern. Dafiir wurden 50 pl von Protein
A/G-Sepharose und 2 pg des anti-Caspase-8-Antikorpers zum Uberstand gegeben und iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Sepharose-Kiigelchen drei Mal mit 1 ml
Lyse-Puffer gewaschen, trockengesaugt und die gebundenen Proteine wurden durch
Erhitzen im SDS-Probenpuffer eluiert. Es folgte die SDS-PAGE und Western Blot Analyse

der gebundenen Proteine.

2.2.4.6 Zellulire Fraktionierung

Fiir die zelluldre Fraktionierung wurden folgende Puffer benotigt:

Puffer A: Kern Lysepuffer

20 mM Hepes-KOH, pH 7.5 50 mM Tris-HCI, pH 8,1
10mM KCl 10 mM EDTA, pH 8,0
1,5mM MgCl, 1%SDS

ImM Na-EDTA Proteasen Inhibitoren
ImM Na-EGTA

ImM DTT

250 mM Sucose

Proteasen Inhibitoren

3 X 10’ HT1080-Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden 15
min in 400ul Puffer A auf Eis lysiert. Mit Hilfe eines Homogenisierers von der Firma Glas
Col wurden die Zellen durch 30 St6Be aufgeschlossen. Um die Anzahl der
aufgeschlossenen Zellen zu bestimmen, wurden 10 pl von homogenisierten Zellen mit 10
ul Trypanblau vermischt und mit dem Lichtmikroskop untersucht. Die Zellpellets wurden
anschlieBend 10 min bei 700 g abzentrifugiert. Weiterhin wurden Pellet und Uberstand
getrennt behandelt.
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1) In dem Pellet befand sich die Kern-Fraktion, die mit 200 pl Puffer A gewaschen wurde
(3 min zentrifugieren bei 1000g und 4°C). Kerne wurden anschlieBend in 320 pl Kern
Lysepuffer aufgenommen. Nach kurzer Beschallung, um die freigesetzte DNA zu
zerkleinern, wurden die Proben im SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 99°C
aufgekocht.

2) Der Uberstand wurde 15 min bei 10000 g und 4°C zentrifugiert. Die Mitochondrien-
Fraktion in dem Pellet wurde mit 150 pl Puffer A gewaschen (2 min bei 1000 g und 4°C
zentrifugieren). AnschlieBend wurde die Fraktion in 320 pl Puffer A aufgenommen und
mit SDS-Proben Puffer 5 min bei 99°C aufgekocht.

Nach der Abnahme der Mitochondrien-Fraktion wurde der Uberstand 1 h bei 100 000 g
und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand, die Zytosol-
Fraktion, wurde in SDS-Probenpuffer 5 Min. bei 99°C aufgekocht. Die Proben wurden bei-
80°C gelagert.
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III Ergebnisse

IDENTIFIZIERUNG VON FLASH ALS SP100
INTERAKTIONSPARTNER

Evidenz durch Analyse mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid-Systems

Im Rahmen meiner Diplomarbeit von Juni bis November 2000 wurde das Hefe 2-Hybrid
System verwendet, um neue Interaktionspartner des Spl100-Proteins zu identifizieren.
Mittels eines aminoterminalen Sp100-Fragmentes (Sp886) als Lockvogel (,,bait*) wurde
damals mithilfe einer humanen Knochenmark cDNA-Bibliotek und dem Hefe 2-Hybrid
(Y2H)-Assay nach zelluldren Proteinen gesucht, die mit Sp100 wechselwirken. Dadurch
sollten neue Erkenntnisse zur zelluliren Funktion des Sp100-Proteins und von PML-
Kerndominen, wo dieses Protein in der Regel lokalisiert ist, gewonnen werden. Als
potentieller Interaktionspartner von Spl100 wurde bei diesen Studien unter anderen auch
ein Fragment des FLASH-Proteins (Aminosdurenberich 1705 bis 1982) identifiziert
(Milovic, Diplomarbeit 2000), von dem kurz zuvor berichtet wurde, dass es bei der CD95-

Rezeptor-vermittelten Apoptose eine Rolle spielt (Imai et al., 1999).
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Abbildung 3.1. Ein C-terminaler Bereich des FLASH-Proteins interagiert mit einem N-
terminalen Fragment von Spl00 in der Hefe. Schematische Darstellung der Spl00-
Deletionsmutante (Sp886), die als Lockvogel in dem Hefe 2-Hybrid System benutzt wurde und der
FLASH Teil-Sequenz (1705-1982 As.), die als Interaktionspartner in Form eines cDNA-Klons
identifiziert wurde. HSR: homogenously staining region, TA: transactivating domain, DRD:
Death-effector domain (DED) recruiting domain.

FLASH interagiert spezifisch mit Sp100 in vivo

Der Befund einer Interaktion von FLASH und Sp100 in der Hefe sollte auch fiir humane
Zellen verifiziert werden. Um dies zu zeigen, wurden FLASH und Sp100 in 293T-Zellen
mithilfe von Expressionsvektoren iiberexprimiert und anschlieBend
Immunprézipitationsstudien mit anti-FLASH- und anti-Sp100-Antikdrpern durchgefiihrt.
Die Analyse der Lysate durch Immunblots zeigte in beiden Fillen Koprézipitation der
jeweiligen Proteine, (Abbildung 3.2A, 3.2B). Die Koprizipitation war spezifisch, wie
Kontrollexperimenten mit unspezifischen Antikorpern zeigten.

Wichtig war als nédchstes zu testen, ob die Koprazipitation von Sp100 und FLASH
eventuell vom PML-Protein abhédngt, da dieses beide Proteine in einem Komplex
zusammenhalten konnte, ohne dass sie direkt miteinander wechselwirken. Um zu testen, ob
PML fiir die Interaktion zwischen FLASH und Sp100 notwendig ist, wurden FLASH-Flag
und PML in 293T-Zellen tberexprimiert und das FLASH-Protein mittels anti-FLAG
Antikorper immunprézipitiert. Die Analyse der Immunprézipitate durch anti-PML
Antikorper ergab keinen Hinweis fiir eine Kopriziptation des PML-Proteins (Abbildung
3.2C). Dieses Ergebniss deutet auf eine vom PML-Protein unabhéngige Sp100-FLASH

Interaktion hin.
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Abbildung 3.2. Evidenz fiir eine in vivo FLASH/Sp100-Protein Interaktion. (A) 293T-Zellen
wurden mit FLAG-FLASH und Spl100 Expressionskonstrukten transfiziert, und Proteine der
Zellextrakte mit den angegebenen Antikérpern immunprézipitiert. Koimmunprézipitiertes Sp100
wurde mittels Western Blot (WB) mit einem anti-Sp100 Antikorper (anti-SpGH) nachgewiesen
(oben). Die Expression von FLASH wurde mit anti-FLAG Antikdrper nachgewiesen (unten). (B)
293T-Zellen wurden mit FLAG-FLASH und Spl00 Expressionskonstrukten transfiziert. Der
Immunpréizipitation mit dem anti-Sp100 Antikorper (anti-SpGH) folgte der Nachweis von
koimmunprézipitiertem FLASH mittels eines anti-FLAG Antikorpers im Western Blot (WB)
(oben). Die Expression von Spl00 wurde mit anti-Sp100 Antikérpern (anti-SpGH) analysiert
(unten). (C) FLASH interagiert nicht mit PML. 293T-Zellen wurden mit FLAG-FLASH und PML
Expressionskonstrukten transfiziert. Anti-FLAG Antikoérper wurden fiir die Prézipitation des
FLASH-Proteins verwendet. Das PML-Protein wurde mittels Western Blot (WB) mit einem anti-
PML-Antikorper (Kaninchen) und das FLASH-Protein mit anti-FLAG-Antikdrper nachgewiesen.
Kontroll-Immunprizipitationen wurden mit Maus-IgG (A, C) oder mit Kaninschen-IgG (B)
gemacht. Die Positionen der schweren IgG-Ketten (IgGy) des prazipitierten Antikorpers sind mit
einem Pfeil markiert. Die Menge an aufgetragenem Lysaten entsprach 20% des Gesamtzelllysats,
welches fiir die Immunpréizipitation verwendet wurde. MW: Molekulargewichtsmarker (in kDa).

Kartierung der Interaktionsdoméne von FLASH mit Sp100

Zur Untersuchung der Interaktionsdoméne von Sp100 mit FLASH, wurden verschiedene
FLASH-Deletionsmutanten (FLAG-FLASH deltaA, FLAG-FLASH deltaC und FLAG-
FLASH deltaD) und Sp100 mittels entsprechender Expressionsvektoren in 293T-Zellen
koexprimiert. Anschliefend wurde mittels Immunprézipitationen untersucht, ob die beiden

Proteine in den Zelllysaten komplexiert vorliegen. Die Immunprézipitation von Proteinen
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aus Lysaten von pCDNA3-Vektor-transfizierten Zellen diente zur Kontrolle der Spezifitat
der immunprézipitierten Proteine.

Wie aus dem erhaltenen Bandenmuster der in Abbildung 3.3B dargestellten Immunblots
der Lysate mit den entsprechenden Antikoérpern zu entnehmen ist, lag ausschlielich das
carboxyterminale Fragment von FLASH im Komplex mit Sp100 vor, nicht aber die beiden
aminoterminalen Fragmente von FLASH. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit

den Daten, die mithilfe des Hefe 2-Hybrid-Systems erhalten wurden (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.3. Das Sp100-Protein interagiert mit dem C-Terminus des FLASH-Proteins. (A)
Schematische Darstellung von FLASH und FLASH-Deletionsmutanten (Delta). NAD: NF-kB
activation domain, DRD: death-effector domain recruiting domain. (B) Fir die
Immunprézipitationsstudien mit dem anti-FLAG Antikérper wurden 293T-Zellen mit
Expressionsvektoren fiir Sp100, dem Kontrollvektor pPCDNA3, oder mit Expressionskonstrukten
fiir die angezeigten FLAG-FLASH-Deletionsmutanten (Delta) transfiziert. Auf die Prézipitierten
FLAG-FLASH-Proteine wurden nach SDS-PAGE der Proteine der Lysate durch Immunblotting
mit anti-FLAG-Antikorpern analysiert (Mitte). Koimmunpréazipitiertes Spl100 wurde mittels
Western Blot (WB) mit dem anti-Sp100-Antikérper (anti-SpGH) nachgewiesen (oben). Als
Kontrolle fiir die Effizienz der Immunpréizipitation wurde ein Fiinftel der eingesetzten Zelllysate
durch SDS-PAGE und Immunblot mit anti-Sp100 (anti-SpGH) analysiert (unten). MW:
Molekulargewichtsmarker (in kDa).
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SUBZELLULARE LOKALISATION UND EXPRESSION
VON ENDOGENEM FLASH-PROTEIN

Subzelluliire Lokalisation von endogen exprimiertem FLASH in 293T- und HT1080-
Zellen

Um die Expression von endogen exprimiertem FLASH in unterschiedlichen Zelllinien zu
analysieren, wurden Lysate von 293T- und HT1080-Zellen mittels SDS-PAGE und
Western Blot untersucht. Das FLASH-Protein hat ein errechnetes Molekulargewicht von
220 kDa. Mit Hilfe des anti-FLASH-Antikorpers wurde eine spezifische Bande mit der
erwarteten elektrophoretischen Mobilitdt sowie zusitzliche, langsame im Gel wandernden
Banden sichtbar (siche Abbildung 3.4A). Diese Banden mit niedrigerem als erwartetem
Molekulargewicht wurden bereits beim Nachweis von iiberexprimiertem FLASH-Protein
mit Antikdrpern beobachtet (siche Abbildung 3.2), Es konnte sich dabei um proteolytische
Degradationsprodukte oder um alternativ gespleisste Formen des FLASH-Proteins
handeln.

Die Interaktion mit Caspase-8 und FADD nach der Aktivierung des CD95-Todesrezeptors
(Imai et al., 1999) lieB zu Beginn meiner Arbeit vermuten, dass FLASH ein
zytoplasmatisches oder Zytoplasmamembran-stindiges Protein ist. Zwei auf Grund von
Seqgenzdhnlichkeiten vorausgesagte mogliche Kernlokalisationsmotive (NLS) in der
FLASH-Aminosdurensequenz sowie die kiirzlich beschriebene Interaktion des FLASH-
Proteins mit dem Kernprotein GRIP1 (Kino and Chrousos, 2003) deuten jedoch auch auf
eine nukledre Lokalisation des FLASH-Proteins hin.

Die von mir erhaltenen Evidenzen fiir eine Interaktion des FLASH-Proteins mit dem PML-
Kerndoméanprotein Sp100 war der Anlass, die subzellulire Lokalisation des FLASH-
Proteins in unterschiedlichen Zelllinien im Detail zu untersuchen. Fiir die Lokalisation von
endogen exprimiertem FLASH in 293T- und HT1080-Zelllinien mittels indirekter
Immunfluoreszenz wurden Kaninchen anti-FLASH Antikorper der Firma Santa Cruz

(M300) sowie der in unserem Auftrag gegen ein spezifisches FLASH-Peptid hergestellte
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Kaninchen anti-FLASH (522) Antikorper verwendet. Wie in der Abbildung 3.4B
dargestellt, lokalisierte FLASH in beiden Zelllinien sowohl im Kernplasma, in
Kerndoménen als auch im Zytoplasma. Besonders starke Fluoreszenzsignale gingen von
den Kerndominen aus. Der Einsatz beider anti-FLASH Antikorper fiihrte zu einer dhnliche
Lokalisation des endogen exprimiertem FLASH-Proteins und dies in beiden

analysiertenZelllinien.
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Abbildung 3.4. Expression und Lokalisation des endogen exprimiertem FLASH-Proteins. (A)
293T- und HT1080-Zellen wurden lysiert und im Western Blot bzgl. Vorhandensein von FLASH-
Protein mit einem anti-FLASH Antikdrper M300 untersucht. MW: Molekulargewichtsmarker (in
kDa). (B) 293T- und HT1080-Zellen wurden auf Glassplittchen fixiert und mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die FLASH-Lokalisation mit dem anti-FLASH Antikorper
M300 (293T-und HT1080-Zellen) oder mit dem von uns in Auftrag hergestellten anti-FLASH 522
Peptidantikorper (HT1080-Zellen) analysiert. Die nukleire DNA wurde durch Férbung mit
DRAQS5 (blau) sichtbar gemacht.
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CHARAKTERISIERUNG DER FLASH-KERNDOMANEN

FLASH lokalisiert partiell in PML-Kerndoménen

Die oben genannten Studien wiesen darauf hin, dass FLASH zum Teil in diskreten
Kerndomaénen ist, sagen aber nichts iiber die Identitdt dieser Strukturen aus.

Um zu analysieren, ob und inwieweit FLASH-Kerndoménen mit bekannten nukledren
Kompartimenten wie PML-Kerndomédnen oder Cajal-Kerndoménen in einem
Zusammenhang stehen, wurde FLAG-FLASH-Protein mithilfe eines Expressionsvektors in
HeLa-Zellen exprimiert, und mittels indirekter Immunfluoreszenz seine Lokalisation im
Vergleich zu endogenen exprimiertem PML oder Coilin untersucht (Abbildung 3.5A,B).
Die Analyse durch Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass FLASH-Kerndoménen partiell mit
PML-Kerndomédnen  kolokalisieren.  Interessanterweise = wurde zwar  keinerlei
Kolokalisation von Cajal-,,Bodies” in welchen pri-mRNA Splei3faktoren lokalisieren und
FLASH-Kerndoménen gefunden, aber hiufig lagen beide Kerndoménen in unmittelbarer
Néhe (Abbildung 3.5B).

Da HIPK2-Kerndoménen teilweise und je nach Zelltyp und Zustand mit PML-
Kerndoméinen identisch sind, war es interessant herauszufinden, ob ein Teil der FLASH-
Doménen mit HIPK2-Kerndominen kolokalisiert. Ein fiir diese Studien exprimiertes
EGFP-HIPK2 Fusionsprotein zeigte eine nukledre Verteilung in vielen punktférmigen
Arealen (Abbildung 3.5C), wohingegen das zu Kontrollzwecken exprimierte EGFP wie
erwartet zytoplasmatisch verteilt war (Daten nicht gezeigt). Trotz der in diesen
Experimenten durch Uberexpression sichtbar gemachten groBen Anzahl von HIPK2-
Kerndomédnen konnte keine signifikante Kolokalisation mit FLASH-Kerndoménen

festgestellt werden.
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Abbildung 3.5. Lokalisation von FLASH-Kerndoménen im Vergleich mit anderen
Kerndoménen. (A-B) HeLa-Zellen wurden mit einem FLAG-FLASH Expressionsvektor
transfiziert, und 24 h spéter wurden die Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz auf FLASH
und endogenes PML oder Coilin untersucht. (C) HeLa-Zellen wurden mit FLAG-FLASH und
GFP-HIPK2 Expressionsvektoren transfiziert, und 24 h spiter wurden in den Zellen beide Proteine
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht.
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FLASH ist eine transient mit PML-Kerndoménen assoziierte Komponente

Wiéhrend der Durchfiihrung meiner Dissertation wurde bekannt, dass Sp100 und PML
nicht nur in statischen PML-Kerndoménen lokalisieren, sondern teilweise auch in mobilen
Kerndominen oder Proteinkomplexen, die eines oder beide Proteine enthalten konnen
(Muratani et al., 2002; Wiesmeijer et al., 2002).

Eine detaillierte Untersuchung der Lokalisation von FLASH und Spl100 ergab, dass in
manchen Zellen einer Zelllinie FLASH- und Spl100-Kerndoménen nahezu komplett
kolokalisieren, in anderen Zellen der gleichen Zelllinie diese nur partiell oder hochst selten
iiberlappten (Daten nicht gezeigt). Dies liel eine dynamische, transiente Assoziation von
FLASH- mit PML-Kerndoménen vermuten. Um weitere Hinweise fiir eine mogliche
dynamische Assoziation beider Kerndoménenproteine zu erhalten, wurde das FLAG-
FLASH-Fusionsprotein mithilfe eines Expressionskonstrukts in HT1080-Zellen fiir
unterschiedliche Zeitspannen (16 h, 2 Tage oder 3 Tage) exprimiert. Anschliefend wurden
die Zellen fixiert und die Lokalisation von endogenem Spl100 und exogen exprimiertem
FLAG-FLASH-Fusionsprotein analysiert. Die Mehrheit der FLASH-Kerndoméinen
kolokalisierte 16 h nach Transfektion mit den Sp100-Kerndoméinen (Abbildung 3.6A).
Eine semiquantitative Analyse des AusmaBes der Uberlappung beider Kerndominen durch
Zidhlen der Dominen in je 23 Zellen ergab eine Kolokalisation von 69% (Abbildung 3.6C).
Zwei Tage nach Transfektion kolokalisierten diese Kerndoménen deutlich seltener (nur
noch 55%), eine groflere Anzahl als bei 16 h Posttransfektion (12,3% versus 6,7%)
lokalisierte jedoch nahe beieinander (Abbildung 3.6B, C). Drei Tage nach Transfektion
iiberlappten die Sp100 und FLASH-Kerndoménen mit weniger als der Hilfte noch seltener
und die Anzahl der benachbarten FLASH- und Sp100-Kerndoménen nahm weiter zu auf
den Wert von 23%. Diese Resultate unterstiitzen die Annahme, dass FLASH transient mit
den PML-Kerndoménen assoziiert ist und konnten bisher nur aus Zeitgriinden nicht noch

mit kinetischer Video-Analyse weiter erhirtet werden.
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Abbildung 3.6. Lokalisation von FLAG-FLASH und Sp100 nach unterschiedlicher FLASH-
Expressionsdauer. (A) HT1080-Zellen wurden mit FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert.
Sechsten h spéter wurden die Zellen fixiert und mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie
bzgl endogenem Spl100 und exogen exprimiertem FLAG-FLASH analysiert. (B) HT1080-Zellen
wurden wie in Abbildung 6A transfiziert und 48 h danach wurde die Lokalisation von endogen
exprimiertem Spl00 und exogen exprimiertem FLAG-FLASH mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie ermittelt.(A,B) Das dritte Bild zeigt die Uberlappung bzw. die
benachbarte Lokalisation von beiden Proteinen. Die nukleire DNA wurde durch Farbung mit DAPI
sichtbar gemacht. (C) Tabellarische Darstellung des Verhiltnisses von FLASH- zu Sp100-
Kerndoménen nach unterschiedlicher FLAG-FLASH-Expressionsdauer in HT1080-Zellen.
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Die subzellulire Lokalisation von FLASH-Deletionsmutanten

In den vorherigen Experimenten (Abbildung 3.4, 3.5) wurde gezeigt, dass FLASH sowohl
im Zytoplasma, Nukleoplasma und in PML-Kerndomédnen lokalisiert ist. Um zu
untersuchen ob diese heterogene subzelluldre Verteilung durch unterschiedliche Doménen
des FLASH-Proteins reguliert wird, wurden Fragmente verschiedener FLASH-Regionen
mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie bzgl. ihrer Lokalisation untersucht. Die in
der Abbildung 3.7A dargestellten Deletionsmutanten von FLASH (deltaA-E) wurden in
HT1080-Zellen mithilfe von Expressionvektoren liberexprimiert. Vierundzwanzig Stunden
spater wurden die Zellen fixiert und die einzelnen FLASH-Subfragmente mit einem
monoklonalen anti-FLAG Antikdrper nachgewiesen. Wie aus Abbildung 3.7B hervorgeht,
lokalisierten N-terminale Fragmente von FLASH, die C-terminal bis zum Beginn der
DRD-Doméne reichten (Deletionen deltaA-C), iiberwiegend im Zytoplasma. Das deltaA-
Fragment zeigte eine diffus zytoplasmatische Lokalisation, wobei Fragmente deltaB und
deltaC iiberwiegend in zytoplasmatischen Filamenten lokalisieren. Die Natur dieser
Filamente wurde in spiteren Experimenten ndher untersucht (siche Seite 85). Dabei konnte
gezeigt werden, dass diese Filamente eine wichtige Rolle fiir die Funktion des FLASH-
Proteins in der Apoptose spielen. Das postulierte Kernexport Signal (NES) innerhalb der
NAD-Sequenz (Imai et al., 1999) konnte fiir die zytoplasmatische Lokalisation der
Deletionsmutanten deltaB und deltaC verantwortlich sein.

Der C-terminale Teil von FLASH zeigte eine diffuse, zytoplasmatische sowie nukleére
Lokalisation (deltaD und deltaE). Fiir die Kernlokalisation spielt wahrscheinlich das
vermutete C-terminale Kernlokalisationssignal (NLS) eine entscheidende Rolle.

Der Teil der C-terminalen FLASH Sequenz, die von der Aminosdure 1702 bis 1982 reicht,
wurde im Hefe 2-Hybrid System als mogliche Interaktionsdomine fiir das Sp100-Protein
identifiziert. Die nukledre Lokalisation des Polypeptides mit diesem Sequenzabschnitt
konnte Voraussetzung fiir die Interaktion zwischen FLASH und Sp100 sein.
Interessanterweise  lokalisierte keines der wuntersuchten FLASH-Fragmente in
Kerndominen. Das legt die Vermutung nahe, dass die komplette FLASH-

Aminosdurensequenz fiir die Lokalisation in Kerndoméanen notwendig ist.
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Abbildung 3.7. Subzellulire Lokalisation von FLASH-Deletionsmutanten. (A) Schematische
Darstellung des FLASH-Proteins und verschiedenen Deletionsmutanten (deltaA-E). Die
Aminosdurensequenzbereiche der bisher charakterisierten Doméinen NAD (NF-kB activation
domain) und DRD (DED-recruiting domain) sind abgebildet. NES (nuclear export signal), NLS
(nuclear localisation signal). (B) In HT1080-Zellen wurden  FLASH-Deletionsmutanten
exprimiert und diese nach 24 h mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie mit einem anti-
FLAG Antikorper sichtbar gemacht. Die Zellkern-DNA wurde durch Farbung mit DAPI (blau)
nachgewiesen.
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FLASH enthilt mehrere Konsensus SUMO-1-Modifikationsmotive und kolokalisiert
mit SUMO-1 in Kerndoméinen

SUMO-1 (small ubiquitin-related modifier 1) ist ein 101 Aminoséduren langes Polypeptid,
das tiiber eine Thioester Bindung an bestimmte Lysinreste seiner Zielproteine angeheftet
wird (SUMOylierung) (Desterro et al., 1998). Die SUMO-Modifikation findet an
Konsensussequenz, YKXE des Zielproteins statt, wobei ¥ eine lange hydrophobe (V,LL)
und X eine beliebige Aminosédure darstellt (Melchior, 2000).

Durch die Untersuchung der FLASH-Aminosdurensequenz wurden vier potentielle
SUMO-1-Konsensusmotive gefunden (Abbildung 3.8A). Weitere Untersuchungen stehen
jedoch noch aus, um feststellen ob ein oder mehrere dieser Motive in vivo tatsidchlich
kovalent mit SUMO-1 verkniipft werden. Die Analyse der Lokalisation von FLAG-
FLASH- und GFP-SUMO-1-Proteinen in HeLa-Zellen exprimiert durch Transfektion mit
entsprechenden Vektoren, ergab eine Kolokalisation in Kerndoméinen (Abbildung 3.8B).
Um zu kontrollieren, ob GFP einen Einfluss auf die Lokalisation von SUMO-1 hat, wurde
GFP auch alleine mithilfe eines Expressionsvektors in HeLa-Zellen exprimiert. GFP
lokalisierte wie erwartet diffus im Zytoplasma und zeigte keinerlei Akkumulation in

Kerndominen (Daten nicht gezeigt).

A
LKAE LKPE LKCE LKSE
FLASH | I I:l I |
1 480 1282 1349 1812 1982 4s
B
FLAG-FLASH GFP-SUMO-1 Uberlappung DAPI

Abbildung 3.8. FLASH enthilt SUMO-1 Konsensus-Modifikationsmotive und kolokalisiert
mit SUMO-1 in HeLa-Zellen. (A) Schematische Darstellung der potentiellen SUMO-1
Modifikations-Motive in der FLASH-Aminosdurensequenz (As). (B) HelLa-Zellen wurden mit
Expressionskonstrukten GFP-SUMO-1 und FLAG-FLASH transfiziert. Der Nachweis der Proteine
erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie. Zellkern-DNA wurde durch Farbung mit
DAPI sichtbar gemacht.
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DIE ROLLE VON FLASH UND SP100 IN DER CD95-
VERMITTELTEN APOPTOSE

Blockierung der FLASH-Expression mit siRNA fiihrt zur Inhibition der CD95-

vermitelten Apoptose

FLASH wurde kiirzlich als ein Interaktionspartner von Pro-Caspase-8 beschrieben (Imai et
al., 1999). Um den Einfluss des FLASH-Proteins auf die CD95-vermittelte Apoptose néher
zu untersuchen, wurde der Expressionsspiegel des endogen exprimiertem FLASH-Protein
durch RNAi (RNA interference) vermindert, und der Effekt auf die CD95-vermittelte
Apoptose untersucht.

RNAI ist eine geeignete Methode fiir die Untersuchung der Funktionen eines Proteins. Fire
et. al. haben im Jahr 1998 berichtet, dass die Expression von kurzen doppelstringigen-
RNAs (dsRNA) zur sequenzspezifischen Degradation der mRNA fiihrt und dadurch die
Expression des Zielproteins sehr stark vermindert werden kann (Fire et al., 1998).

Um die Expression des FLASH-Proteins zu inhibieren, wurde deshalb zunéchst ein 19-
Nukleotid-langes doppelstrangiges DNA-Oligonukleotid in den pSUPER-Vektor
(supression of endogenous RNA) einkloniert, das analog wie fiir andere Gene beschrieben
(Brummelkamp et al., 2002) nach Transkription funktionelle siRNA fiir FLASH ergeben
sollte.

Die Wirksamkeit des pSUPER-siFLASH-Konstruktes wurde in 293T- und HT1080-Zellen,
die Vektor getriebenes FLAG-FLASH-Fusionsprotein transient exprimierten, getestet. Wie
in Abbildung 3.9A darstellt, fithrte die Transfektion von pSUPER-siFLASH zur fast
kompletten Extinktion der Expression des FLAG-FLASH-Fusionsproteins in beiden
getesteten Zelllinien.

Die Rolle von FLASH in der CD95-vermittelten Apoptose wurde in folgendem
Experiment untersucht. Dafiir wurde die Expression des endogenen FLASH-Proteins in

den HT1080-Zellen mit dem pSUPER-siFLASH Expressionsvektor vermindert. In diesen
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und in pSUPER-Vektor transfizierten Kontrollzellen wurde dann die Apoptose mittels des
anti-APO-1 Antikorpers induziert und die Anzahl der apoptotischen Zellen gezihlt. Wie in
Abbildung 3.9B dargestellt, fiihrte die verminderte FLASH-Expression zur Inhibition des
CDO95-vermittelten Zelltods.

Dies ldsst darauf schlieBen, dass FLASH im CD95-vermittelten apoptotischen Signalweg

eine wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 3.9. Verminderung der FLASH-Expression fiihrt zur Inhibition der CD95-
vermittelten Apoptose. (A) 293T- und HTI1080-Zellen wurden mit FLAG-FLASH
Expressionsvektor transfiziert. Zwdlf Stunden danach wurden die Zellen mit pSUPER-siFLASH,
bzw. mit pPSUPER Expressionsvektoren fiir 36 h transfiziert. Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE
und Western Blot mit dem anti-FLAG Antikorper bzgl. FLAG-FLASH-Expression getestet. Um
die Auftragsmenge der Zelllysate vergleichen zu konnen, wurde die Membran mit Amidoschwarz
gefarbt.  (B) HTI1080-Zellen wurden mit pSUPER-siFLASH bzw. mit pSUPER
Expressionsvektoren und je 1ug pEGFP-Vektor transfiziert. SechsunddreiBlig Stunden spiter wurde
die Apoptose mit dem anti-APO-1 Antikorper (100 ng/ml, 7 h) induziert. Zwanzig min vor der
Zellzdhlung wurden die Zellen mit 50 nM Mitotracker Red behandelt, um die respiratorisch aktiven
Mitochondrien sichtbar zu machen. Transfizierte, GFP-positive Zellen mit stark verminderter
Mitochondrienaktivitdt wurden als apoptotisch gewertet und deren Anzahl im Vergleich zu Zellen
mit normaler Mitochondrienaktivitidt durch Auszdhlen quantitativ bestimmt.

FLASH und Sp100 translozieren nach Aktivierung des CD95-Todesrezeptors aus

PML-Kerndominen und dem Zellkern in das Zytoplasma
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Kiirzlich wurde berichtet, dass FLASH mit Caspase-8 und FADD interagiert, und einen
Einfluss auf die Aktivierung der Caspase-8 am DISC hat (Imai et al., 1999). Diese Daten
legten die Frage nach der FLASH-Lokalisation im Fall der CD95-Rezeptor vermittelten
Apoptose nahe. Um diese Frage zu beantworten wurden HT1080-Zellen fiir
unterschiedliche Zeitspannen mit dem anti-APO-1 Antikorper behandelt. Mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von endogenen FLASH-, Sp100-
und PML-Proteine untersucht. Aufnahmen mit dem konfokalen Mikroskop zeigten, dass
FLASH nach Induktion der CD95-vermittelten Apoptose aus den Kerndoménen in das
Zytoplasma transloziert wird. Siebeneinhalb Stunden nach Behandlung mit anti-APO-1
Antikorper befand sich fast sdmtliches FLASH-Protein auBerhalb vom Kern im
Zytoplasma (Abbildung 3.10A).

In den unbehandelten Zellen lokalisierte das Spl100-Protein ausschlieBlich in PML-
Kerndominen (Abbildung 3.10B, oben). Sieben Stunden nach Behandlung mit anti-APO-1
Antikorper jedoch wurde ein signifikanter Teil des Spl00-Proteins im Zytoplasma
gesichtet (Abbildung 3.10B, unten). Interessanterweise kolokalisierten in einigen
behandelten Zellen sowohl das Sp100- als auch FLASH-Protein teilweise in filamentdsen
zytoplasmatischen Strukturen (Abbildung 3.10B, unten).

Um zu testen, ob die Induktion der CD95-vermittelten Apoptose auch zu einer Verarmung
von PML in den PML-Kerndoménen fiihrt oder diese morphologisch veridndert oder gar
zerstort, wurde das fiir PML-Kerndoménen Strukturgegebene PML-Protein durch
Fluoreszenzmikroskopie in unbehandelten und behandelten Zellen untersucht (Abbildung
3.10C). Gleichzeitig sollten diese Studien zeigen, ob die, durch CDO95-vermittelten
Apoptose induzierte partielle Translokation von Sp100 in Zytoplasma ein Vorgang ist, der
nicht grundsitzlich fir alle anderen PML-Kerndomidnenkomponenten gilt. Die
Experimente zeigten, dass sich das Lokalisationsmuster des PML-Proteins nach
Aktivierung des CD95-Todesrezeptors nicht dndert. Dies kann als deutlicher Hinweis fiir

die Spezifitit der FLASH- und Sp100-Translokation gewertet werden (Abbildung 3.10C).
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Abbildung 3.10. Lokalisation von FLASH, Sp100 und PML nach Induktion CD95-
vermittelter Apoptose. (A) HT1080-Zellen wurden fiir 4 bzw. 7,5 Stunden mit 50 ng/ml anti-
APO-1 Antikorper inkubiert. Die Lokalisation von endogenem FLASH-Protein wurde mittels
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie ermittelt. Die nukledire DNA wurde durch Firbung mit
DRAQS5 (blau) sichtbar gemacht. (B) HT1080-Zellen wurden 7 h mit 50 ng/ml anti-APO-1
Antikorper inkubiert und die Lokalisation von endogenem Sp100 und FLASH wurde wie in (A)
analysiert. (C) HT1080-Zellen wurden 7 h mit 50 ng/ml anti-APO-1 Antikérper behandelt,
anschliefend wurden endogenes PML und FLASH subzelluldr lokalisiert. (B-C) Das dritte Bild
reprisentiert die Uberlappung der beiden jeweils untersuchten Proteine. Die nukleire DNA wurde
durch Farbung mit DRAQS (blau) sichtbar gemacht.

Ein biochemischer Beweis flir die Translokation von endogenen FLASH und Sp100
wéhrend der CD95-vermittelten Apoptose wurde durch Fraktionierung der HT1080-Zellen
und den Nachweis der Proteine in den entsprechenden Fraktionen erbracht. Dafiir wurden
die anti-APO-1-behandelten und unbehandelten Zellen in Kerne und Zytosol fraktioniert.
Zur Kontrolle der Kernfraktionen wurde im Western Blot das nukledre PARP-Protein
analysiert, wiahrend in der zytosolischen Fraktion das zytoplasmatische GAPDH-Protein
nachgewiesen wurde. Die Spaltung des 116 kDa groflen PARP-Proteins durch Caspase-3
nach der Zellbehandlung mit anti-APO-1 Antikdrper diente aulerdem zum Nachweis der
Aktivierung der CD95-vermittelten Apoptose (Gianni and de Thé, 1999) (Abbildung 3.11,
unten). Das endogene FLASH-Protein wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot mit
Hilfe von anti-FLASH Antikorpern in beiden Fraktionen nachgewiesen, wobei abhéngig
von der Dauer der CD95-vermittelten Induktion der Apoptose die Menge im Kern abnahm
und die im Zytosol zunahm. Dies entspricht den Erwartungen gemil3 den Ergebnissen der
Lokalisierungsstudien (siche Abbildung 3.10A).

Das Sp100-Protein wurde wie erwartet in unbehandelten HT1080-Zellen im weitgehend in
PML-Kerndoménen gefunden. Wie aus den Ergebnissen der Immunfluoreszenzanalysen
erwartet, filhrte die Induktion der CD95-vermittelten Apoptose zu einer Zunahme von
Sp100, wenn auch nur leichten, im Zytosol (Abbildung 3.11 oben). Dieses Ergebnis sowie
die mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie gewonnenen Daten zur Lokalisation
von FLASH und Sp100 deuten darauf hin, dass FLASH, und wahrscheinlich auch Sp100
in Abhingigkeit von ihrer Lokalisation unterschiedliche Funktionen ausiiben. Nach der
Aktivierung des CD95-Rezeptors transloziert das FLASH-Protein offensichtlich sehr
effizient in das Zytoplasma, wahrscheinlich um dort eine seiner Funktionen, ndmlich die

bei der Aktivierung der Caspase-8, ausiiben zu kdnnen.
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Abbildung 3.11. Anreicherung von FLASH und Sp100 im Zytosol nach Induktion der CD95-
vermittelten Apoptose. Dreiflig Millionen HT1080-Zellen wurde mit 100 ng/ml anti-APO-1
Antikorper fiir die angezeigten Zeitspannen behandelt. AnschlieBend wurden die Zellkern- und
zytosolische Fraktion isoliert und mittels anti-PARP und anti-GAPDH Antikorpern auf Reinheit
iiberpriift. Die Normalisierung der Lysatmengen erfolgte anhand Standardisierung der Zellzahl.
FLASH wurde mittels anti-FLASH-522-Antikdrpern und Sp100 mittels anti-Sp26-Antikdrpern in
Kemm- und  Zytosol-Fraktion mit Immunblotanalysen  sichtbar  gemacht. MW:
Molekulargewichtsmarker (kDa).

FLASH transloziert nach Induktion CD95-vermittelter Apoptose an Mitochondrien

und kolokalisiert dort mit Caspase-8

Um zu untersuchen, ob wihrend der CD95-vermittelten Apoptose transloziertes FLASH
diffus im Zytoplasma lokalisiert oder an bestimmte Organellen, wie z.B. die
Mitochondrien, gebunden ist, wurde folgendes Experiment durchgefiihrt. HT1080-Zellen
wurden fiir 7 Stunden mit anti-APO-1 Antikorper behandelt und eine halbe Stunde vor der
Zellfixierung die Mitochondrien mit Mitotracker Red angeférbt. In diesen Zellen wurde
dariiberhinaus die subzelluldre Lokalisation des endogenen FLASH-Proteins mittels
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie subzelluldr untersucht. Wie in Abbildung 3.12A
darstellt, lokalisierte der Hauptteil des zytoplasmatischen FLASH-Proteins an
Mitochondrien, eine kleinere Fraktion war auch diffus im Zytoplasma verteilt.

Mitochondrien spielen eine essentielle Rolle bei der Regulation der Apoptose, indem sie
zahlreichen Faktoren wie Cytochrom C, AIF, Smac/DIABLO, freisetzen (Wang, 2001).
Dies nihrte den Verdacht, dass die Translokation von FLASH an die Mitochondrien bei
der CD95-vermittelten Apoptose eine Rolle spielen konnte. Dariiberhinaus wurde kiirzlich

gezeigt, dass Caspase-8 in MCF7-Zellen an den Mitochondrien lokalisiert und dort
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aktiviert werden kann (Stegh et al., 2002; Stegh et al., 2000). Aufgrund dieser Fakten und
meiner Beobachtung, dass FLASH bei der CD95-vermittelten Apoptose vom Kern an die
Mitochondrien transloziert, stellte sich die Frage, ob beide Proteine dort kolokalisieren.
Um diese Frage zu beantworten, wurden HT1080-Zellen mit anti-APO-1 Antikorper fiir 7
h behandelt und anschlieBend die Lokalisation von endogenen Proteinen Caspase-8 und
FLASH mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Wie die Abbildung 3.12B zeigt,
kolokalisierten nach der CD95-induzierten Apoptose FLASH und Caspase-8 an

Mitochondrien.

A

Mitotracker Red Endogenes FLASH Uberlappung

anti-APO-1

B

Endogene Caspase-8 Endogenes FLASH Uberlappung

anti-APO-1

Abbildung 3.12. Lokalisation von FLASH und Caspase-8 wihrend CD95-vermittelten
Apoptose (A) HT1080-Zellen wurden 7 h mit 50 ng/ml anti-APO-1 Antikérpern stimuliert.
DreiBig min vor der Zellfixierung wurden die Mitochondrien mit 50 nM Mitotracker Red
angefarbt. Die Lokalisation von endogenem FLASH wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. (B) HT1080-Zellen wurden 7 h mit 50 ng/ml anti-APO-1 Antikérper behandelt. Die
endogenen Caspase-8- und FLASH-Proteine wurden mittels der Immunfluoreszenzmikroskopie mit
anti-Caspase-8 (C1) und anti-FLASH (522) Antikérpern sichtbar gemacht. Das dritte Bild
reprisentiert die Uberlappung der beiden untersuchten Proteine (A, B). Die nukleire DNA wurde
durch Farbung mit DRAQS (blau) dargestellt.
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Die Translokation von FLASH nach CD95-Rezeptor Aktivierung wird durch

Inhibition der Aktivierung von Caspase-8 verlangsamt

Die Tatsache, dass FLASH und Sp100 nach Induktion der CD95-vermittelten Apoptose in
das Zytoplasma translozieren (Abbildung 3.9) impliziert, dass dieses Ereignis durch einen
CDO95-Rezeptor ausgelosten Signalweg vermittelt wird. Um zu testen, welcher der
unterschiedlichen CD95-Rezeptor Signalwege dafiir verantwortlich ist, wurden mit Hilfe
spezifischer pharmakologischer Inhibitoren selektiv unterschiedliche CD95-Rezeptor
Signalwege inhibiert.

Es wurde berichtet, dass die Ligation des CD95-Rezeptors zur Aktivierung einer Reihe von
MAP Kinasen (MAPK) wie JNK, ERK oder p38 fiihrt (Hofmann et al., 2001; Ichijo et al.,
1997).  Spezifische Inhibitionen der JNK-, ERK- wund p38-Signalkaskaden
(ERK1;PD98059, JINK;SB202190, p38;SB203580) hatten keinen Einfluss auf die Kinetik
der FLASH- und Sp100-Translokation in CD95-Rezeptor stimulierten Zellen (Daten nicht
gezeigt).

Die Aktivierung des CD95-Rezeptors fiihrte zur rapiden Rekrutierung und Aktivierung der
Pro-Caspase-8 an den Rezeptor. Die aktivierte Caspase-8 leitet das apoptotische Signal
mittels Spaltung von weiteren Caspasen, wie z.B. Pro-Caspase-3, weiter. Im folgenden
Experiment wurde mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie gezeigt, dass
Inhibition der Caspase-8-Aktivierung durch den spezifischen Peptidinhibitor zZIETD-fmk,
zur Verlangsamung der FLASH- und Sp100-Translokation in CD95-Rezeptor stimulierten
Zellen fiihrt (Abbildung 3.13). Die Analyse von HT1080-Zellen nach 4 h anti-APO-1
Behandlung ergab, dass sich die Hauptfraktion von FLASH zu diesem Zeitpunkt im
Zytoplasma befindet. In zZIETD-fmk vorbehandelten Zellen wurde jedoch eine deutliche
FLASH-Fraktion im Kern, bzw. in Kerndoménen offensichtlich. Ahnliche Unterschiede in
der FLASH-Lokalisation wurden in HT1080-Zellen nach 7 h anti-APO-1-Behandlung und
mit zIETD-fmk-Vorbehandlung festgestellt. Die spezifische Inhibition der Caspase-8-
Aktivierung verlangsamte ebenfalls die Translokation des Spl00-Proteins in CD95-
Rezeptor stimulierten Zellen wodurch die partielle Translokation von Sp100 nach 7 h
Stimulierung mit anti-APO-1 in zIETD-fmk behandelten Zellen nicht nachgewiesen
werden konnte(Abbildung 3.13, unten, rechts).

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Translokation von FLASH und Spl00 in CD95-

stimulierten Zellen durch einen Signalweg, welcher die Aktivierung der Caspase-8
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bendtigt, ausgelost wird. Ob Caspase-8 alleine oder auch anderen Komponente an diesem

Signalweg beteiligt sind, bleibt zu untersuchen.

+zIETD-fmk Endogenes Sp100  +zIETD-fmk

Abbildung 3.13. Lokalisation von endogenem FLASH und Sp100 in der CD95- vermittelten
Apoptose nach der Inhibition der Caspase-8. HT1080-Zellen wurden 4 h bzw. 7 h mit 60 ng/ml
anti-APO-1 Antikorper stimuliert. Ein Teil der Zellen wurde fir 1 h mit 50nM zIETD-fmk
vorbehandelt. Mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von

endogenem FLASH mithilfe von anti-FLASH M300 Antikorpern und Sp100 mithilfe von anti-
Sp26 Antikorpern ermittelt.

Endogenes FLASH

7h anti-APO-1 4h anti-APO-1

In HT1080"*P"PN.Zellen wird die FLASH-Translokation nach der CD9Y95-Rezeptor

Aktivierung verlangsamt

Ein unabhingiger Beweis dafiir, dass die Aktivierung von Caspase-8 fiir die Translokation
von FLASH wihrend der CD95-vermittelten Apoptose wichtig ist, wurde durch die
Herstellung von stabilen HT1080 Zelllinien mit konstitutiver Expression einer dominant
negativen Mutante von FADD (HT1080™PPPN Zellen) ermdglicht.

FADD ist ein Adapterprotein, welches im Fall der CD95-Rezeptor Aktivierung in den
stimulierten Rezeptorkomplex, auch DISC (Death inducing signalling comlpex) genannt,
rekrutiert wird. Mittels seiner C-terminalen Todesdomidne (DD) bindet FADD an den
Rezeptor (Boldin et al., 1996; Kischkel et al., 1995) und mittels seiner N-terminalen
Todeseffektor-Doméne (DED) wird die Caspase-8 an den DISC rekrutiert (Boldin et al.,
1996; Muzio et al., 1996). Daher ist FADD-DN, eine FADD Mutante, welcher die N-
terminale Todeseffektor Domidne fehlt, ein dominant-negativer Inhibitor der CD95-
vermittelten Apoptose.

Um stabile HT1080™PPPN _ ynd HT1080°°NA3 _Zellen herzustellen, wurden HT1080-
Zellen mit FADD-DN und dem Kontrollvektor pCDNA3 transfiziert. Einen Tag danach
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wurden die Zellen der Selektion mit G418 unterzogen. AnschlieBend wurden HT1080"PP-
PN Zellen zusitzlich mit 1 pg/ml anti-APO-1 behandelt, um den Apoptose-resistenten,
FADD-DN exprimierenden Zellpool zu gewinnen. Die stabilen Zellen wurden mittels
Western Blot auf die Expression von FADD-DN getestet. Ein gegen den C-Terminus
gerichteter anti-FADD Antikorper detektierte endogenes FADD und die stabil exprimierte
FADD-DN Mutante (Abbildung 3.14A).

Um zu analysieren, ob sich die Kinetik der FLASH-Translokation in den HT1080"*PPPN_
im Vergleich mit HT1080°“°*°_Zellen unterscheidet, wurde folgendes Experiment
durchgefiihrt: HT1080P>PN_ und HT1080P“PN** -Zellen wurden fiir 7 h mit dem anti-
APO-1 Antikorper behandelt. AnschlieBend wurde die Lokalisation von endogenem
FLASH untersucht. In HT1080°“® **-Zellen wurde nach 7 h Behandlung mit anti-APO-1
eine Translokation des FLASH-Proteins beobachtet (Abbildung 3.14B). In HT1080"4PP
PN_Zellen translozierte signifikant weniger FLASH unter gleichen Bedingungen und eine
beachtliche Menge des FLASH-Proteins wurde nach wie vor im Kern bzw. in
Kerndoménen sichtbar (Abbildung 3.14C). Demzufolge scheint die Inhibition der Caspase-
8-Aktivierung mittels stabiler FADD-DN-Expression fiir die Verlangsamung der FLASH-
Translokation in der CD95-vermittelten Apoptose verantwortlich zu sein.
Interessanterweise wurde beobachtet, dass endogenes FLASH in unbehandelten
HT1080"*PPPN_Zellen verstirkt im Zytoplasma lokalisiert. Der Grund dafiir ist bisher
nicht bekannt. Kiirzlich wurde berichtet, dass FADD und FADD-DN ecine Funktion im
Zellzyklus ausiibt (Alappat et al., 2003). Die stabile Expression der FADD-DN Mutante
konnte daher Zellzyklus-Defekte verursachen, welche sich auf die Lokalisation von

FLASH auswirken konnten.
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Abbildung 3.14. Lokalisation von endogenem FLASH in den HT1080""""". und
HT1080°"~**.Zellen. (A) HT1080P""N und HT1080°“"™** wurden auf die stabile Expression

von FADD-DN mittels Western Blot getestet. Dazu verwendeter anti-FADD Antikdrper detektierte
FADD und die FADD-DN Mutante. (B-C) HT1080°“"™** (B) und HT1080"*">"N (C) wurden 7 h

mit 60 ng/ml anti-APO-1 Antikorper behandelt. AnschlieBend wurde die Lokalisation von
endogenem FLASH mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie ermittelt.

Die Translokation von FLASH nach CD95-Rezeptor Aktivierung wird durch
Leptomycin B verhindert

Das Kernexport-Signal (NES) ist eine Leuzin-reiche Sequenz, die dem entsprechenden
Protein einen CRMI-abhidngigen Transport vom Kern in das Zytoplasma ermdoglicht.
Leptomycin B (LMB) inhibiert den NES-vermittelten Transport, indem es an das CRM1-
Protein bindet, und so die Interaktion zwischen CRM1 und NES antagonisiert (Fukuda et
al., 1997).

Es wurde berichtet, dass der Kernexport des HIV-1 Rev-Proteins durch LMB-Behandlung
erfolgreich blockiert werden kann (Wolff et al., 1997). Um die Aktivitit des LMB zu
testen, wurde GFP markiertes HIV-1 Rev-Protein mit entsprechendem Vektor in HT1080-
Zellen exprimiert und 24 Stunden danach die Zellen mit 10 nM LMB behandelt. Die
Analyse des HIV-1 Rev-Proteins in lebenden Zellen mit Hilfe seiner GFP-Marker ergab

nach 90 min Behandlung mit LMB eine fast ausschlieBlich nukledre Lokalisation
(Abbildung 3.15A).
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Das FLASH-Protein besitzt wahrscheinlich ein NES in seinem N-Terminus, welches
eventuell dessen Translokation nach der CD95-Rezeptor Aktivierung ermdglicht. Um zu
testen, ob die FLASH-Translokation CRM1-abhéngig erfolgt, wurden HT1080-Zellen mit
10 nM LMB fiir 90 min vorinkubiert und anschlieBend fiir 7 h mit anti-APO-1 Antikorper
behandelt. Die Untersuchung der FLASH-Lokalisation zeigte, dass FLASH in LMB
behandelnden Zellen nach Induzierung der CD95-vermittelten Apoptose hauptsdchlich im
Zellkern bzw. Kerndoménen und nur eine kleinere Fraktion im Zytoplasma lokalisiert
(Abbildung 3.15B, unten). Im Gegensatz dazu wurde FLASH in anti-APO-1 behandelten
Zellen ohne LMB Zugabe fast ausschlieBlich im Zytoplasma detektiert (Abbildung 3.15B,
oben). Dieses Ergebnis deutet auf einen CRM-1-abhidngigen Transport des FLASH-

Proteins hin.

A B

Endogenes FLASH + DRAQ5S

GFP-REV +DRAQS

unbehandelt

anti-APO-1

anti-APO-1 /LMB

Abbildung 3.15. Die FLASH-Translokation wihrend der CD95-Rezeptor vermittelten
Apoptose ist CRMIl-abhingig (A) HT1080-Zellen wurden mit GFP-Rev (HIV-1)
Expressionskonstrukt transfiziert. Vierundzwanzig Stunden danach wurden die Zellen mit 10 nM
LMB behandelt und mittels GFP-Marker bzgl. Lokalisation vom HIV-1 Rev-Protein mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Nach 90 min wurden die Zellen fixiert und mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. (B) HT1080-Zellen wurden fiir 90 min mit 10 nM LMB
vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 60 ng/ml anti-APO-1 Antikérper fir 7 h
stimuliert. Endogenes FLASH wurde durch indirekte, konfokale Immunfluoreszenz-mikroskopie
nachgewiesen. Die nukledre DNA wurde durch Farbung mit DRAQS5 (blau) detektiert.
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FLASH interagiert mit Caspase-8 im Zytoplasma

Durch die ermittelte Translokation von FLASH in das Zytoplasma bei der CD95-
vermittelten Apoptose stellte sich die die Frage nach dem Ort der Interaktion von FLASH
und Caspase-8.

FLASH wurde erstmalig als Interaktionspartner der Pro-Caspase-8 durch Anwendung des
Hefe 2-Hybrid Systems gefunden (Imai et al., 1999). Desweiteren wurde von der gleichen
Gruppe berichtet, dass FLASH an der Rekrutierung und Aktivierung der Pro-Caspase-8 an
dem aktivierten CD95-Rezeptor Komplex (DISC) beteiligt ist. Um zu testen, ob FLASH in
HT1080-Zellen mit der Pro-Caspase-8 am DISC oder im Zytoplasma interagiert, wurde
folgendes Experiment durchgefiihrt. HT1080-Zellen wurden mit 700 ng/ml des anti-APO-1
Antikorpers fiir unterschiedliche Zeitspannen behandelt. Anschlieend wurde der CD95-
Rezeptor mit dem anti-APO-1 Antikorper im Zelllysat prazipitiert. Nach Abnahme der
Sepharose-Kiigelchen mit gebundenen Proteinen wurde aus dem Uberstand die nicht an
den CD95-Rezeptor gebundene Caspase-8 prizipitiert. Mittels Western Blot wurde
einschlieBlich untersucht, ob der aktivierte CD95-Rezeptor die gesamte Pro-Caspase-8 in
DISC rekrutiert und aktiviert, oder ob ein Teil der Pro-Caspase-8 nach der CD95-
Rezeptor-Aktivierung im Zytoplasma aktiviert wird.

Die Pro-Caspase-8 ist in meisten Zellen in zwei Isoformen, Caspase-8A und -8B prisent.
Beide Isoformen werden nach der Aktivierung des CD95-Rezeptors in die aktiven
Untereinheiten p18 und p10 gespalten (Scaffidi et al., 1997).

Die Rekrutierung der Pro-Caspase-8 an den DISC findet sehr schnell, nach etwa 5-20 min,
statt (Medema et al., 1997). Im Bezug auf die Menge der an dem CD95-Rezeptor
aktivierten Pro-Caspase-8 wurden zwei unterschiedliche Zelltypen beschrieben (Scaffidi et
al., 1998). In sogenannten Typ I-Zellen fiihrt die Ligation des CD95-Rezeptors zur
Aktivierung der fast kompletten Pro-Caspase-8 am DISC. In den sogenannten Typ II-
Zellen wird nur eine geringe Menge der Pro-Caspase-8 am DISC aktiviert und der Rest im
Zytoplasma. Weiterhin wurde herausgefunden, dass in Typ II-Zellen die pl8 aktive
Untereinheit der Caspase-8 schnell in die kleinere pl6 Untereinheit prozessiert wird
(Scaffidi et al., 1998). Die grole Menge an der zytoplasmatischen, nicht Rezeptor
gebundenen Pro-Caspase-8 nach der CD95-Rezeptor Aktivierung, sowie die schnelle
Prozessierung der Pro-Caspase-8 in die kleine pl16 Untereinheit ldsst schlieBen, dass
HT1080-Zellen dem Typ II Zellen zugehoren (Abbildung 3.16). In Typ II Zellen kann die
CD95-induzierte Apoptose durch die anti-apoptotische Mitglieder der Bcl2-Familie
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verhindert werden (Scaffidi et al., 1998). In unseren spéteren Experimenten haben wir
herausgefunden, dass die CDO95-vermittelte Apoptose in HT1080-Zellen durch das
adenovirale Bcl2-Homolog E1B 19K inhibiert werden kann (siehe ab Seite 80).

Weiterhin wurde mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht, ob endogenes FLASH
mit dem Rezeptorkomplex oder mit nicht-Rezeptor assoziierter Caspase-8
koimmunpréazipitiert. Nach der Induktion der CD95-vermittelten Apoptose in HT1080-
Zellen konnte keine Assoziation von FLASH mit dem CD95-Rezeptor detektiert werden
(Abbildung 3.16, unten). FLASH interagierte mit Pro-Caspase-8 im Zytoplasma der
unbehandelten Zellen und nach einer 20-minutigen Aktivierung der CD95-vermittelten
Apoptose.

Diese Ergebnisse, unterstiitzt durch Befunde iiber die Kolokalisation von FLASH und
Caspase-8 an Mitochondrien wihrend der CD95-vermittelten Apoptose, lassen vermuten,
dass die FLASH-Caspase-8 Interaktion in Typen II Zellen hauptséchlich im Zytoplasma

und an Mitochondrien stattfindet.

Lysate IP:anti-APO-1 IP:Caspase-8
anti-APO-1 0 20 180 O 20 180 O 20 180 min
MW
o |- = Gaspasea
20—

- « Caspase-8 p18
15— <+ Caspase-8 p16
Lo T _ “= FLASH
150 —

Abbildung 3.16. FLASH interagiert mit Caspase-8 im Zytoplasma. (A) Fiinfunddreifig
Millionen HT1080-Zellen wurden mit 700 ng/ml fiir 20 min oder 180 min behandelt. Zelllysate
wurden im ,,APO-1 Puffer lysiert. AnschlieBend wurden CD95-Rezeptor mit den anti-APO-1
Antikorpern und dann die Caspase-8 mit den anti-Caspase-8 Antikorpern (C20) immunprézipitiert
(IP). Die aufgetragenen Lysate entsprechen 5% des Gesamtzelllysats, welches fiir die
Immunprézipitation verwendet wurde. Mittels Western Blot wurden inaktive und aktive Formen
der endogenen Caspase-8 mit den anti-Caspase-8 C20 Antikoérpern und FLASH mit den anti-
FLASH-522 Antikorpern nachgewiesen. MW: Molekulargewichtsmarker (kDa).
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Die CD95-vermittelte Apoptose induziert die Freisetzung von Smac/DIABLO aus den

Mitochondrien

Wie schon im vorherigen Abschnitt beschrieben, rekrutiert der aktivierte CD95-Rezeptor
nur eine geringe Menge an Pro-Caspase-8 in Typ II-Zellen. Diese Zellen benutzen einen
alternativen, verstirkenden Signalweg, der liber die Aktivierung der Pro-Caspase-8 im
Zytoplasma mit nachfolgender Spaltung des Caspase-8-Substrats Bid verlduft und dessen
Translokation und Eintauchen in die Mitochondrienmembran bewirkt. Dieses fiihrt zur
Verinderung der Membran-Permeabilitdt und zur Freisetzung von pro-apoptotischen
Faktoren, welche in unterschiedlichen Aspekten der Apoptose eine Rolle spielen, in das
Zytosol (Deng et al., 1996).

Ein Beispiel dafiir ist die Freisetzung von second mitochondria-derived activator of
caspase (Smac/DIABLO) nach der CD95-Rezeptor induzierten Apoptose. Einmal im
Zytosol freigesetzt, fordert Smac/DIABLO die Caspase-Aktivierung durch Inhibition von
[APs (inhibitor of Apoptosis) (Sun et al., 2002)

Um zu testen, ob in HT1080-Zellen die CD95-vermittelte Aktivierung der Caspase-8 die
Freisetzung von Smac/DIABLO auslosen kann, wurde folgendes Experiment gemacht. Die
HT1080-Zellen wurden fiir unterschiedliche Zeitspannen mit anti-APO-1 Antikérper
induziert. Ein Teil der behandelten Zellen wurde mit dem Inhibitor der Caspase-8 zIETD-
fmk vorbehandelt. AnschlieBend wurden die Mitochondrien und Zytosol durch
differentielle  Zentrifugationsschritte voneinander getrennt. Zur Kontrolle der
Mitochondrienfraktion wurde im Western Blot das Mitochondrien-Protein Tim 23
detektiert, wihrend in der zytosolischen Fraktion das zytoplasmatische GAPDH-Protein
nachgewiesen wurde. Beide Fraktionen wurden auf die Anwesenheit der endogenen
Caspase-8 und Smac/DIABLO getestet.

Wie aus der Abbildung 3.17 hervorgeht, wird die Caspase-8 an den Mitochondrien und im
Zytosol aktiviert, wobei in beiden Fraktionen die Aktivierung mittels zZIETD-fmk inhibiert
wurde. In der zytosolischen Fraktion wird der Grof3teil der Caspase-8 in ersten 4 h der
CD95-vermittelten Apoptose-Induktion aktiviert. Dagegen verlduft die Aktivierung der
mitochondrialen Caspase-8 proportional zur Behandlungsdauer.

Diese fortschreitende Aktivierung der Caspase-8 induziert die Freisetzung von
Smac/DIABLO in das Zytosol. Dafiir spaltet die aktivierte Caspase-8 das Bid-Protein,
welches mit den pro-apoptotischen Proteinen Bax oder Bak interagiert und die Freisetzung

von Smac/DIABLO induziert (Deng et al., 1996).
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Die Tatsache, dass der Caspase-8 Inhibitor zIETD-fmk die Freisetzung von
Smac/DIABLO fast vollstandig verhindert, spricht dafiir, dass dieser mitochondriale
apoptotische Signalweg spezifisch durch die CD95-vermittelte Caspase-8-Aktivierung

induziert wird.

Mitochondrien Cytosol

WB: MW
anti-Caspase-8 (C20) 50— | T s e - - .1
anti-Smac/DIABLO gg: | W™ -
anti-APO-1 100ng/ml 04 7 7 04 7 7
ZIETD-fmk + +
anti-Tim 23 257 [ ]
anti-GAPDH 37— [——

Abbildung 3.17. Freisetzung von Smac/DIABLO in das Zytosol durch CD95-Rezeptor
induzierte Apoptose. HT1080-Zellen wurden mit 100 ng/ml des anti-APO-1 Antikopers fiir
unterschiedliche Zeitspannen stimuliert. Ein Teil der Zellen wurde fiir 1 h mit 50nM zIETD-fmk
vorbehandelt. AnschlieBend wurden mittels zelluldrer Fraktionierung Mitochondrien und Zytosol
isoliert. Durch SDS-PAGE und Western Blot wurden die endogenen Caspase-8-Proteine mittels
anti-Caspase-8 C20 Antikérpern und Smac/DIABLO-Proteine mittels anti-Smac/DIABLO
Antikorpern dargestellt. Nachweis von Mitochondrien-spezifischem Protein Tim23 mittels anti-
Tim23 Antikérpern und Zytosol-spezifischem Protein GAPDH mittels anti-GAPDH Antikorpern
diente zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen. MW: Molekulargewichtsmarker (kDa).
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DAS ADENOVIRALE PROTEIN E1B 19K INHIBIERT CD95-
VERMITTELTE APOPTOSE DURCH DIE INTERAKTION
MIT FLASH AN DEN MITOCHONDRIEN

In HT1080*'®"°¥ -Zellen werden FLASH und Caspase-8 von dem adenoviralen, anti-

apoptotischen E1B 19K-Protein an die Mitochondrien rekrutiert

Untersuchungen im letzten Jahrzehnt ergaben, dass eine Reihe von Viren in der Lage sind,
durch die Expression von anti-apoptotischen Genen die Apoptose in der Wirtszelle zu
inhibieren.

Das adenovirale EIB 19K-Protein inhibiert die CD95-vermittelte Apoptose nach der
Aktivierung des Rezeptors und vor der Aktivierung der Caspase-8 (Perez and White,
1998). Vor wenigen Jahren wurde von der Interaktion zwischen FLASH und EIB 19K
berichtet (Imai et al., 1999). Mittels dieser Interaktion ist E1IB 19K in der Lage, die
Aktivierung der Caspase-8 und so die Weiterleitung des apoptotischen Signals zu
verhindern.

Meine bisherigen Experimente zeigten, dass FLASH nach der Ligation des CD95-
Todesrezeptors, in der Abhingigkeit der Caspase-8-Aktivierung, in das Zytoplasma bzw.
an die Mitochondrien transloziert. Die Tatsache, dass E1B 19K das FLASH-Protein bindet
und die CD95-vermittelte Apoptose inhibiert, fiihrt zur Frage nach dem Einfluss von E1B
19K auf die Lokalisation von FLASH wihrend der Apoptose. Um dies zu untersuchen,
wurden stabile Zelllinien HT1080%'® % und HT1080P“"N** hergestellt. Dafiir wurden die
HT1080-Zellen mit einem EIB 19K-Expressionsvektor oder dem Vektor-pCDNA3
transfiziert und anschlieBend der Selektion mit G418 unterzogen. Die weiter expandierten
Einzelklone wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die stabile Expression von
E1B 19K untersucht. Der in der Abbildung 17A dargestellter Klon wurde fiir weitere
Studien verwendet.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation von endogenem FLASH in
unbehandelten oder mit anti-APO-1 Antikorper behandelten HT1080"'" '*_Zellen
untersucht. Uberaschenderweise wurde festgestellt, dass E1B 19K, welches perinukleér

lokalisiert (Perez and White, 1998) in der Lage ist, FLASH unabhingig von der CD95-
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vermittelten Apoptose Induktion zu rekrutieren (Abbildung 3.18B). Im Gegensatz dazu
lokalisierte FLASH in unbehandelten HT1080°“"N**_Zellen partiell im Zytoplasma und im
Zellkern bzw. in Kerndoménen (vergleiche Abbildung 3.14B, oben).

Durch die Tatsache, dass E1B 19K-homologe Mitglieder der Bcl-2-Familie an den
Mitochondrien lokalisieren (Adams and Cory, 1998) stellte sich die Frage nach der
eventuellen Lokalisation von EIB 19K an Mitochondrien. Um dies zu untersuchen,
wurden Mitochondrien in HT1080"'® '".Zellen mit Mitotracker Red markiert. Die
Lokalisation von EIB 19K und Mitochondrien wurde mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Wie aus den Abbildungen 3.18C hervorgeht,
lokalisiert das adenovirale E1B 19K-Protein hauptséchlich an den Mitochondrien in den
HT1080"'® " Zellen.

In der Verdffentlichung von Imai und Kollegen wurde gezeigt, dass E1B 19K- Protein in
der Lage ist, durch die Bindung an FLASH die CD95-vermittelte Aktivierung von
Caspase-8 zu verhindern (Imai et al., 1999). Weil FLASH mit der Caspase-8 interagiert,

stellte sich die Frage nach der Lokalisation von der Caspase-8 in den stabilen HT1080"'®

PK_Zellen. Die Untersuchung mittels indirekter Immunfluoreszenz-mikroskopie ergab,
dass endogene Caspase-8, welche in HT1080-Zellen eine diffuse Verteilung im
Zytoplasma aufweist (vergleiche Abbildung 3.21, oben), an die Mitochondrien rekrutiert
wird (Abbildung 3.18C).

Somit kann zusammengefasst werden, dass das adenovirale E1B 19K-Protein nach der
stabilen Expression in den HT1080-Zellen hauptsichlich an den Mitochondrien lokalisiert
und in der Lage ist, FLASH und Caspase-8 zu rekrutieren.

Die Behandlung von HT1080%'® " —und HT1080°“°N*3_Zellen mit dem agonistischen
anti-APO-1 Antikorper (100 ng/ml) fiir 7h ergab, dass die E1B 19K-exprimierende Zellen
resistent gegen der CD95-vermittelten Apoptose sind (Daten nicht gezeigt). Weil E1B 19K
die Aktivierung von Caspase-8 durch die Interaktion mit FLASH verhindert, sind die
Befunde iiber die Lokalisierung von FLASH und Caspase-8 in E1B 19K-exprimierenden
Zellen wichtig fiir die Aufklidrung des anti-apoptotischen E1B 19K-Mechanismus. In

weiterem Experiment wurde der Mechanismus der Apoptose-Inhibition durch E1B 19K

biochemisch ndher untersucht.
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Abbildung 3.18. E1B 19K rekrutiert FLASH und Caspase-8 an die Mitochondrien in
HT1080"'® ¥ Zellen. (A) HT1080°“°™** und HT1080%'® ' —Zellen wurden auf die Expression
des E1B 19K-Proteins mittels Western Blot analysiert. (B) HT1080%'® "% Zellen wurden fiir 7 h
mit 100 ng/ml anti-APO-1 Antikérper behandelt. Die Lokalisation von endogenem FLASH und
E1B 19K in unbehandelten und behandelten Zellen wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz
untersucht. (C) Mitochondrien der HT1080 *'® ¥ -Zellen wurden 20 min vor der Zellfixierung mit
50 nM  Mitotracker Red  angefarbt.  AnschlieBend wurde  mittels  indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie die Lokalisation von E1B 19K untersucht. (D) Die Lokalisation
von endogener Caspase-8 und von EIB 19K in HT1080"'® "%-Zellen. (B,C,D) Die Uberlappung

zweier Fluoreszenzsignale wurde im Gelb dargestellt. Die nukledre DNA wurde durch Farbung mit
DRAQS5 (blau) detektiert.
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Die Aktivierung der Caspase-8 wird im Komplex von FLASH-E1B 19K-Caspase-8

verhindert

Die Tatsache, dass E1B 19K, FLASH und Caspase-8 an die Mitochondrien rekrutiert, warf
die Frage nach dem Mechanismus der Inhibition der Apoptose durch das adenovirale E1B
19K-Protein auf. Um zu testen, ob FLASH Interaktion mit E1B 19K deren Bindung an die
Caspase-8 verhindert, wurde folgendes Experiment gemacht. In 293T-Zellen wurden E1B
19K und FLAG-FLASH Expressionsvektoren und die proteolytisch-inaktive Form von
GFP-Caspase-8 (C360S)-Fusionsvektor tiiberexprimiert. AnschlieBend wurde FLASH
immunprézipitiert und mittels Western Blot wurde die Bindung von E1B 19K und
Caspase-8 (C360S) an FLASH untersucht. Wie in Abbildung 3.19 links darstellt, bindet
E1B 19K spezifisch an FLASH, wobei diese Interaktion die Caspase-8-Bindung an FLASH
nicht verhindert. Um die Spezifitit der Interaktion zwischen FLASH und Caspase-8 zu
bestitigen, wurden die CV1-Zellen, die kein adenovirales Protein exprimieren, mit
Expressionsvektoren fiir FLAG-FLASH und GFP-Caspase-8 (C360S) transfiziert. Das
FLASH-Protein wurde mittels des FLAG-Antikorpers immunprézipitiert, wobei Caspase-8
koimmunprézipitiert werden konnte (Abbildung 3.19 rechts).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass E1B 19K nicht mit Caspase-8 um die Bindung an
FLASH konkurriert. Dennoch ist E1B 19K in der Lage die Caspase-8-Aktivierung in der
CDO95-vermittelten Apoptose zu verhindern. Die Inhibition der Caspase-8-Aktivierung
findet im E1B 19K-FLASH-Caspase-8-Komplex statt, in welchem es wahrscheinlich durch
Konformationsdnderung zur Verhinderung der Caspase-8-Aktivierung kommt.

Die Ausbildung des E1B 19K-FLASH-Caspase-8-Komplexes an den Mitochondrien ist ein
neuer, wichtiger Mechanismus, durch den adenovirale Proteine, wie E1B 19K, ihre anti-

apoptotische Funktionen ausiiben.
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Abbildung 3.19. FLASH bildet einen Komplex mit E1B 19K und Caspase-8. (links) In 293T-
Zellen wurden FLAG-FLASH-, EIB 19K- und GFP-Caspase-8 (C360S) mittels
Expressionsvektoren transient exprimiert. Achtundvierzig Stunden danach wurde FLASH aus dem
Zelllysat mit Hilfe der anti-FL AG-Antikorpern immunprézipitiert. AnschlieBend wurde im Western
Blot (WB) FLAG-FLASH mit anti-FLAG Antikérpern nachgewiesen. E1B 19K wurde mit anti-
E1B 19K Antikdrpern und GFP-Caspase-8 (C360S) mit anti-Caspase-8 C20 Antikdrpern
nachgewiesen. (rechts) CV-1-Zellen wurden mit FLAG-FLASH und GFP-Caspase-8 (C360S)
Expressionsvektoren transfiziert. AnschlieBend wurde FLASH, wie in der Abbildung links,
prazipitiert und im Western Blot detektiert. GFP-Caspase-8 (C360S) wurde, wie oben beschrieben,
nachgewiesen. Kontroll-Immunprézipitationen wurden mit Maus-IgG gemacht. Die Positionen der
schweren IgG-Ketten (IgGy) des prézipitierten Antikorpers sind mit einem Pfeil markiert. Die
separat aufgetragenen Lysate entsprechen 20% des Gesamtzellysats, welches fiir die
Immunprézipitation verwendet wurde. MW: Molekulargewichtsmarker (kDa).
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FLASH BILDET TODESEFFEKTOR-FILAMENTE

Zytoplasmatisches FLASH fiihrt zur Ausbildung von Todeseffektor-Filamenten
(Death effector filaments, DEFs)

Meine Untersuchung zur Lokalisation von tliberexprimierten FLAG-FLASH in HT1080-
oder in 293T-Zellen ergab, dass FLASH in der Mehrzahl der Zellen in Kerndominen
lokalisiert. Interessanterweise jedoch lokalisierte FLASH in einer Minderzahl der Zellen in
filamentdsen zytoplasmatischen Strukturen. Um diese Strukturen ndher zu untersuchen,
wurde FLAG-FLASH mit entsprechendem Expressionsvektor in HT1080-Zellen
exprimiert. Mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die filamentdse
Lokalisation von FLASH mit zytoskeletalen Proteinen wie Aktin, Tubulin oder einem
Vertreter der intermedidren Filamente, dem Vimentin, verglichen. Die Analyse ergab keine
Uberlappung von FLASH-Filamenten mit Aktin und Tubulin. Die Vimentin-Filamente
dhnelten in ihrer Form zwar den FLASH-Filamenten, eine Kolokalisation konnte jedoch
nicht festgestellt werden (Abbildung 3.20A).

Kiirzlich wurde berichtet, dass die CARD-Doméne (caspase recruitment domain) des
Bcl10-Proteins bei der Uberexpression zytoplasmatische Filamente bildet. Die CARD-
Domiéne ist fiir die Aktivierung des NF-kB-Proteins wichtig. CARD-Filamente iiberlappen
teilweise mit Tubulin und Aktin wobei diese Interaktion mit dem Zytoskeleton wichtig fiir
den Aufbau der Filamente ist (Guiet and Vito, 2000). Da auch FLASH eine Rolle bei der
Aktivierung von NF-kB spielt (Choi et al., 2001) wurde im folgenden Experiment getestet,
ob FLASH-Filamente mit CARD-Filamenten assoziieren. Dafiir wurde die CARD-
Domine des Bcll0-Proteins mit FLAG-FLASH mit Hilfe von Expressionsvektoren in
HT1080-Zellen exprimiert. Eine detaillierte Untersuchung mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie ergab keine Uberlappung der beiden Filament-Typen
(Abbildung 3.20B).

Weiterhin wurde eine Gruppe von Filamenten, die in der Apoptose eine Rolle spielen,
beschrieben, die sogenannten Todeseffektor-Filamente (Death-effector Filaments, DEFs).
Es handelt sich dabei um zytoplasmatische Strukturen, die durch Uberexpression von
Proteinen mit einer Todeseffektor-Doméne (DED) gebildet werden. Diese Filamente

zeigen keine Uberlappung mit Aktin oder Tubulin, und eine nur sehr geringe Uberlappung
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mit den intermedidiren Filamenten (Siegel et al., 1998). Die Uberexpression von DED-
haltigen Proteinen, wie z.B. von FADD, fiihrt zur Rekrutierung von Pro-Caspase-8, wobei
anschliefend eine, vom Todesrezeptor unabhingige, Apoptose ausgelost wird (Siegel et
al., 1998). Die Tatsache, dass FLASH mittels seiner DED-dhnlichen Domine (DRD) mit
der Pro-Caspase-8 interagiert (Imai et al., 1999), war Anlass zu testen, ob FLASH-
Filamente mit DEFs {iiberlappen. Dafiir wurden HT1080-Zellen mit FADD und FLAG-
FLASH transfiziert. Um die Aktivierung der Apoptose durch die FADD-Expression zu

verhindern, wurde das CrmA-Protein aus dem Kuhpocken Virus, welches die Aktivierung

von Caspase-8 inhibiert, mit entsprechendem Expressionsvektor kotransfiziert.
AnschlieBend wurde die Lokalisation von FADD und FLASH untersucht. Wie die
Abbildung 3.20C zeigt, iiberlappt die Mehrheit der FLASH-Filamente mit den
Todeseftektor-Filamenten von FADD.

A

FLAG-FLASH Uberlappung

endogenes Aktin

endogenes Tubulin

endogenes Vimentin
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FLAG-FLASH Uberlappung

Bcl10-CARD

FADD

Abbildung 3.20. FLASH bildet Todeseffektor-Filamente. (A) HT1080-Zellen wurden mit
FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert. Achtundvierzig Stunden spéter wurden die Zellen
fixiert und mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie die Lokalisation von FLAG-FLASH
und endogenem Aktin (oben), endogenem Tubulin (mitte) oder endogenem Vimentin (unten) mit
spezifischen Antikorpern untersucht. (B) HT1080-Zellen wurden mit FLAG-FLASH- und BCl10-
CARD-, oder (C) FADD-Expressionsvektoren transfiziert und 48 h danach wurden die jeweiligen
Proteine, wie oben beschrieben, subzellulér lokalisiert.

FLASH rekrutiert endogene Pro-Caspase-8 in Todeseffektor-Filamente

Eine Reihe von Proteinen mit Todeseffektor-Domine lokalisieren in den Todeseffektor-
Filamenten und sind in der Lage, Pro-Caspase-8 zu rekrutieren und zu aktivieren (Siegel et
al., 1998). Die Untersuchung der FLASH-Filamente ergab, dass FLASH-Filamente mit
FADD-Filamenten bzw. mit Todeseffektor-Filamenten assoziieren (Abbildung 3.20 C). Ob
auch FLASH in der Lage ist, die endogene Pro-Caspase-8 in seine Filamente zu
rekrutieren, wurde im folgenden Experiment untersucht.

HT1080-Zellen wurden mit FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert. Achtundvierzig
Stunden  danach  wurden die  Zellen fixiert und  mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie auf die Lokalisation von FLAG-FLASH und endogener
Pro-Caspase-8 untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Pro-Caspase-8, welche sonst
im Zytoplasma bzw. in Mitochondrien lokalisiert, in FLASH-DEFs rekrutiert wurde
(Abbildung 3.21).
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Endogenes Pro-Caspase 8

FLAG-FLASH

Abbildung 3.21. Lokalisation von FLASH und der endogenen Pro-Caspase-8. HT1080-Zellen
wurden mit einem FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert. Die Lokalisation von FLASH
und der endogenen Caspase-8 wurde mit Hilfe Immunfluoreszenzmikroskopie und der anti-
Caspase-8 C1 und anti-FLAG Antikérpern ermittelt. Die Abbildungen unten stellen einen Teil der
FLASH- und Caspase-8-Filamente in vergroBerter Form dar.

FLASH Lokalisation in Todeseffektor-Filamenten korreliert mit dessen Funktion bei

der Apoptose

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass FLASH nach der Expression in HT1080-
Zellen in Kerndomédnen und in Todeseffektor-Filamenten (DEFs) lokalisiert. Die
unterschiedlichen Aufenthaltsorte warfen die Frage nach einer moglichen Verbindung
zwischen der FLASH-Lokalisation und seinen Funktionen in der Zelle auf.

Die Todeseffektor-Filamente wurden als zytoplasmatische Strukturen beschrieben, welche
eine Todesrezeptor-unabhingige Apoptose auslosen (Siegel et al., 1998). Um zu testen, ob
Todeseffektor-Filamente von FLASH einen pro-apoptotischen Charakter besitzen, wurde
folgendes Experiment durchgefiihrt.

HT1080-Zellen wurden mit einem FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert und 48 h
danach die FLASH-Lokalisation mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie

untersucht. Die Analyse ergab, dass FLASH in den meisten Zellen in Kerndominen
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lokalisiert. Weiterhin lokalisierte FLASH in einer geringeren Anzahl von Zellen in
Todeseftektor-Filamenten.

Um zu untersuchen ob FLASH-DEFs eine pro-apoptotische Funktion aufweisen, wurde
Mitotracker Red als pro-apoptotischer Marker verwendet. Mitotracker Red wird in
lebenden Zellen nur von intakten, respiratorisch aktiven Mitochondrien aufgenommen. Als
Folge der Apoptose kommt es zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und
anschlieBend zur Hemmung der mitochondrialen Atmungskette (Liu et al., 1996).
Infolgedessen werden pro-apoptotische Zellen durch eine reduzierte oder abwesende
Farbung von Mitochondrien mittels Mitotracker Red detektiert. Die Analyse von FLAG-
FLASH exprimierenden HT1080-Zellen zeigte, dass die Lokalisation von FLASH in DEFs
zur Apoptose fiihrte. In den Zellen mit FLASH in Kerndominen konnten keine

Apoptoseanzeichnen festgestellt werden (Abbildung 3.22).

FLAG-FLASH MitoTracker Red Uberlappung

Abbildung 3.22. Effekt von FLASH-DEFs auf die mitochondriale respiratorische Aktivitit.
HT1080-Zellen wurden mit FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert. Achtundvierzig Stunden
danach wurden die Zellen mit 50 nM Mitotracker Red behandelt, um die respiratorisch aktiven
Mitochondrien zu detektieren. Nach 20 min wurden die Zellen fixiert und anschlieBend wurde
FLASH mittels Fluoreszenzmikroskopie und der anti-FLAG Antikérpern analysiert. Die Zellkern-
DNA wurde durch Farbung mit DRAQS (blau) detektiert.
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Exogen exprimiertes FLASH rekrutiert Mitochondrien in Todeseffektor-Filamente

Die ndhere Untersuchung der Mitochondrien-Aktivitit in Relation zur FLASH-
Lokalisation in DEFs ergab, dass die Abnahme der mitochondrialen-respiratorischen
Funktion vom Expressionsniveau der FLASH-DEFs abhingig ist. In HT1080-Zellen mit
starker FLASH-DEFs-Expression konnte nur eine schwache Priasenz oder gar keine intakte
Mitochondrien festgestellt werden. In diesen Zellen wurde ebenfalls die chromosomale
Kondensation, ein weiteres Kennzeichen der Apoptose, mittels Kern-DNA-Fiarbung mit
DAPI oder DRAQS evident gemacht werden (Daten nicht gezeigt).

Die Untersuchung von Zellen mit wenigen FLASH-DEFs ergab, dass die noch intakten
Mitochondrien mit Todeseffektor-Filamenten von FLASH assoziieren (Abbildung 3.23). In
der Abbildung 3.23 unten dargestellte Aufnahmen zeigen einen Ausschnitt der
untersuchten Zelle, in der die Rekrutierung von Mitochondrien in die FLASH-DEFs
deutlich zu sehen ist.

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass FLASH mittels seiner Todeseffektor-
Filamente in der Lage ist, endogene Pro-Caspase-8 zu rekrutieren und zu aktivieren sowie
parallel mit Mitochondrien zu assoziieren. Dieses Ergebnis deutet auf eine pro-
apoptotische Funktion von FLASH hin, in welcher FLASH an der Aktivierung von Pro-
Caspase-8 und der Fortsetzung des mitochondrialen apoptotischen Signalweges beteiligt

1st.

Mito Tracker Red FLAG-FLASH Uberlappung
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Abbildung 3.23. Assoziation zwischen FLASH-DEFs und Mitochondrien. HT1080-Zellen
wurden mit FLAG-FLASH Expressionsvektor transfiziert. 20 min vor der Zellfixierung wurden die
Mitochondrien mit 50 nM Mitotracker Red angefarbt und anschlieBend mittels indirekter
Immunfluoreszenz untersucht. Die nukledire DNA wurde mit DRAQS (blau) nachgewiesen. Das
dritte Bild zeigt die Uberlappung beider Fluoreszenzfarbsignale (Gelb). Die unteren Abbildungen
zeigen einen Ausschnitt der Zelle, die mit einem konfokalem Mikroskop néher untersucht wurde.

Expression des adenoviralen E1B 19K-Proteins fithrt zur Auflosung der FLASH-
DEFs

Peres et al. berichteten im Jahr 1998, dass die Expression des adenoviralen E1B 19K-
Proteins in den FADD-transfizeriten Zellen zur Auflosung von FADD Todeseffektor-
Filamenten fiihrt. Demzufolge kolokaliserte das FADD-Protein mit EIB 19K in einem
perinukledren Bereich (Perez and White, 1998).

Um zu untersuchen, ob das adenovirale E1B 19K-Protein einen Einfluss auf die FLASH-
Lokalisation ausiiben kann, wurden die HT1080-Zellen mit FLAG-FLASH- und E1B 19K
mit entsprechenden Expressionsvektoren transfiziert. Die Analyse mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie ergab, dass EIB 19K, wie berichtet (Perez and White,
1998) im Zytoplasma und perinukledr lokalisiert (Abbildung 3.24). Das FLASH-Protein
zeigte zwei unterschiedlichen Lokalisierungsmuster in E1B 19K-exprimierenden Zellen. In
einigen Zellen tiberlappte FLASH teilweise mit EIB 19K im perinukledren Bereich und in
anderen Zellen lokalisierte FLASH im Kern bzw. in Kerndoméanen (Abbildung 3.24). Eine
Lokalisation von FLASH in DEFs in E1B 19K-exprimierenden Zellen konnte nicht
nachgewiesen werden. Zusammenfassend lésst sich somit sagen, dass die Expression von
E1B 19K zur Auflosung der FLASH-DEFs und zur Rekrutierung von FLASH in den
perinukledren Raum fiihrt. Die Kern- und Kerndoménen-Lokalisation von FLASH wird
nicht durch die Priasenz des E1B 19K-Proteins verdndert. Das ist ein Hinweis dafiir, dass
E1B 19K moglicherweise durch Auflosung der FLASH-DEFs die Apoptose blockieren

kann.
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E1B19K FLAG-FLASH Uberlappung
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Abbildung 3.24. Expression von E1B 19K fiihrt zur Auflosung von FLASH-DEFs. HT1080-
Zellen wurden mit FLAG-FLASH und E1B 19K mit entsprechenden Expressionsvektoren fiir 48 h
transfiziert. Die Lokalisation von FLASH und EIB 19K wurde durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie und den anti-FLAG Antikérpern bzw. anti-E1B 19K Antikdrpern
ermittelt.

FLASH-DEFs verindern die subzellulire Lokalisation von Sp100, nicht aber die von
PML

Die Tatsache, dass FLASH und Sp100 interagieren, fiihrte zur Frage iiber den Einfluss von
FLASH Todeseffektor-Filamenten auf die Sp100-Lokalisation. Die bisherigen Analysen
ergaben, dass FLASH mit Sp100 in PML-Kerndominen partiell kolokalisiert. Induktion
der CD95-vermittelten Apoptose mittels des agonistischen anti-APO-1-Antikorpers ergab
weiterhin, dass FLASH und Spl00 vom Kern in das Zytoplasma translozieren.
Infolgedessen sollte die Analyse der Spl00-Lokalisation in Zellen mit FLASH
Todeseffektor-Filamenten in Richtung auf eine mdgliche Rolle von Spl100 in DEFs-
induzierter Apoptose untersucht werden.

HT1080-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fiir FLAG-FLASH transfiziert und
anschliefend auf die Lokalisation von FLASH und endogenem Spl100 bzw. PML
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass endogenes Spl00 in FLASH-DEFs-
exprimiernden Zellen nicht wie in Kontrollzellen in PML-Kerndoménen lokalisiert,
sondern eine schwach-detektierbare zytoplasmatische Lokalisation aufweist (Abbildung
3.25, oben). Ob Spl100 im Zytoplasma mit FLASH-DEFs assoziiert, ist aufgrund des
schwachen Signals nicht eindeutig belegbar. Eine detaillierte Untersuchung ergab, dass

Sp100 in einigen Zellen teilweise im Zytoplasma mit FLASH kolokalisiert (Daten nicht
gezeigt).
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Die Untersuchung der Lokalisation von endogenem PML in Zellen mit FLASH-DEFs
ergab, dass PML nach wie vor in PML-Kerndoménen lokalisiert (Abbildung 3.25, unten).
Somit kann zusammenfassend gesagt werden, dass FLASH-Lokalisation in Todeseffektor-

Filamenten spezifisch zur Verdnderung der Sp100-Lokalisation fiihrt.

FLAG-FLASH Uberlappung

Endogenes Sp100

Endogenes PML

Abbildung 3.25. HT1080-Zellen wurden mit FLAG-FLASH Expressionsvektor fiir 48 h
transfiziert. Die Lokalisationen von endogenem Sp100 (oben) bzw. endogenem PML (unten) und
FLASH wurden mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie und den anti-Sp26-, anti-PML-
und anti-FLAG-Antikorpern analysiert. Die Pfeile markieren die Zellen, in welchen FLASH in
DEFs lokalisiert.
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SP100 REGULIERT FLASH-LOKALISATION UND CD9Y95-
VERMITTELTE APOPTOSE

Verminderte Expression des Sp100-Proteins fithrt zur verstirkten FLASH-

Lokalisation im Zytoplasma

Meine bisherigen sowie von anderen Arbeitsgruppen berichteten Daten deuten darauf hin,
dass FLASH in der CD95-vermittelten- und in der zytoplasmatischen, Rezeptor-
unabhingigen Apoptose eine wesentliche Rolle spielt (Imai et al., 1999).

Durch gefundene Interaktion zwischen Sp100 und FLASH sowie der Tatsache, dass beide
Proteine in den PML-Kerndoménen kolokalisieren und wéahrend der CD95-vermittleten
Apoptose ins Zytoplasma translozieren, stellte sich die Frage nach einer mdglichen
Funktion von Sp100 bei der FLASH-vermittelten Apoptose.

Um diese Frage zu beantworten, sollte die Expression des endogenen Spl00-Proteins
mittels siRNA (small interfering RNA) inhibiert werden. Dafiir wurde eine 19-Nukleotid
lange DNA-Sequenz in den pSUPER-Vektor, welcher die Synthese von siRNA-
Transkripten — ermoglicht, einkloniert. =~ AnschlieBend wurden pSUPER-siSp100
Expressionsvektor und ,,leerer” pSUPER-Vektor in HT1080-Zellen transfiziert und 48 h
spéter die Expression des endogenen Sp100-Proteins mittels Western Blot untersucht. Wie
die Abbildung 3.26A zeigt, war die Expression von Spl00 in pSUPER-Spl100- im
Vergleich mit Vektor-transfizierten Zellen signifikant vermindert.

Um den Einfluss des Sp100-Proteins auf die FLASH-Lokalisation zu untersuchen, wurden
pSUPER-siSp100 und FLAG-FLASH mit entsprechenden Expressionsvektoren in
HT1080-Zellen transfiziert und anschlieBend mittels Immunfluoreszenzmikroskopie
untersucht. Die Analyse ergab, dass in den Zellen, in welchen Sp100 nicht mehr detektiert
werden konnte, FLASH hauptsichlich in Todeseffektor-Filamenten lokalisierte (Abbildung
3.26B). In 90 % der pSUPER-siSp100 exprimierenden Zellen lokalisierte FLASH in DEFs
(Abbildung 3.26C). Zum Vergleich wurden die HT1080-Zellen mit pSUPER- und FLAG-
FLASH-Expressionsvektoren transfiziert und auf die Lokalisation von FLASH und
endogenem Spl00 untersucht. In diesem Experiment lokalisierte FLASH in

kotransfizierten Zellen zu 35% in DEFs und zu 65 % in Kerndoménen (Abbildung 3.26C).
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Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass die Prasenz von Sp100 in PML-Kerndoméanen dazu
fiihrt, dass FLASH verstéirkt im Kern, bzw. in den Kerndoménen lokalisiert. Im Gegensatz
dazu, fiihrte die spezifische Inhibition der Sp100-Expression zur iiberwiegenden FLASH-
Lokalisation in den Todeseffektor-Filamenten, in welchen FLASH eine pro-apoptotische
Funktion ausiibt. Dies war ein erster Hinweis, dass Sp100 ein negativer Regulator der

FLASH-vermittelten Apoptose sein konnte.

A C
pSUPER pSUPER
-Sp100 110 gezihite FLASH-
wB: MW ' Zellen FLASH-DEFs |kerndominen
Anti-Sp100 100 . .
A l—Sp100 pPSUPER + 35% 65%
75 — FLASH
pSUPER- 90% 10%
WB: SP100 +

Anti-Tubulin ' I . FLASH

pSUPER-siSp100
Endogenes Sp100

FLAG-FLASH

Abbildung 3.26. Lokalisation von FLASH nach Inhibition der Sp100-Expression. (A)
HT1080-Zellen wurden mit pSUPER- oder pSUPER-siSp100 Expressionsvektoren transfiziert.
Achtundvierzig Stunden spéter wurden die Zelllysate mittels Western Blot auf die Expression des
endogenen Sp100 untersucht (oben). Die Expression von Tubulin (unten) wurde getestet, um die
Auftragsmenge der Zelllysate zu vergleichen. MW: Molekulargewichtsmarker (kDa) (B) HT1080-
Zellen wurden mit FLAG-FLASH und pSUPER-siSp100 bzw. pSUPER mit entsprechenden
Expressionsvektoren transfiziert. Achtundvierzig Stunden danach wurden die Zellen fixiert und
mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie auf die Lokalisation von FLASH und endogenem
Sp100 untersucht. Die Pfeile zeigen eine Zelle, mit nicht-detektierbarem Sp100. (C) Tabellarische
Darstellung der unterschiedlichen Lokalisationen von FLASH in HT1080-Zellen transfiziert mit
pSUPER und FLAG-FLASH bzw. pSUPER-siSp100 und FLAG-FLASH Expressionsvektoren.
110 kotransfizierte Zellen wurden ausgewertet.
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Verminderte Expression des Sp100-Proteins fiithrt zum verstirkten Zelltod nach der

Aktivierung des CD95-Rezeptors

Die Tatsache, dass Spl00 mit FLASH interagiert und wihrend der CD95-vemittelten
Apoptose teilweise in das Zytoplasma zusammen mit FLASH transloziert, l4sst vermuten,
dass Sp100 in der CD95-vermittelten Apoptose eine Rolle spielt.

Um zu testen, ob Sp100 einen Einfluss auf die CD95-vermittelte Apoptose ausiibt, wurde
folgendes Experiment gemacht. Mittels Transfektion des pSUPER-siSp100
Expressionsvektors wurde die Sp100-Expression in HT1080-Zellen vermindert. In diesen
und in pSUPER-Vektor exprimierenden Zellen, die als Kontrolle dienten, wurde 36 h nach
der Transfektion die Apoptose mittels eines anti-APO-1 Antikorpers oder durch
Staurosporin ausgeldst. Der agonistische anti-APO-1 Antikdrper induziert spezifisch
CD95-Rezeptor vermittelte Apoptose (Trauth et al., 1989). Staurosporin dagegen induziert
die Todesrezeptor-unabhingige Apoptose, die liber mitochondriale Signalwege verlauft
(Hsu et al.,, 1997). Nach 19 h Behandlung mit dem anti-APO-1 Antikdrper oder
Staurosporin wurden die transfizierten Zellen anhand der Kernmorphologie auf
apoptotische Merkmale untersucht. Das Ergebnis von zwei unabhidngigen Experimenten
ergab, dass der Expressionsblock von Spl00 zur verstirkten Induktion der CD95-
vermittelten Apoptose fiihrt (Abbildung 3.27). Dagegen hatte die Inhibition der Sp100-
Expression keinen wesentlichen Einfluss auf die Staurosporin-vermittelte Apoptose.
Interessanterweise wurde festgestellt, dass schon die alleinige Expression von pSUPER-
siSp100 Expressionsvektor zu einem verstirkten Zelltod fiihrt.

Somit kann zusammenfassend gesagt werden, dass eine Funktion von Sp100 die negative
Regulation von CD95-vermittelter Apoptose ist. Die Tatsache, dass die Verminderung der
Sp100-Expression keinen Einfluss auf Staurosporin-vermittelte Apoptose hat, spricht fiir

eine spezifische Regulation der CD95-vermittelten Apoptose durch Sp100.
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Abbildung 3.27. Sp100 reguliert CD95-vermittelte Apoptose. HT1080-Zellen wurden mit
pSUPER-siSp100 oder pSUPER mit entsprechenden Expressionsvektoren fiir 36 h transfiziert. Die
Zellen  wurden  zusidtzlich mit pEGFP-Expressionsvektor  transfiziert (1/5  des
Transfektionsansatzes), um transfizierte Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu
machen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 19 h mit 20 ng/ml anti-APO-1 Antikérper oder mit 1
ug/ml Staurosporin behandelt. Dreilig min vor der Zell-Analyse wurden die Kerne mit DAPI
gefarbt. Die Apoptose wurde in GFP-positiven Zellen anhand der Kernmorphologie bzw.
Chromatinkondensation analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte und die Standardabweichungen von
zwei unabhéngigen Experimenten.
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IV Diskussion

Die Apoptose ist ein spezifischer Mechanismus, welcher die Eliminierung von
unerwiinschten oder potentiell gefdhrlichen Zellen wéihrend der Gewebehomdoostase oder
Immunantwort reguliert (Ameisen, 2002; Vaux et al., 1994).

In Séugetierzellen existieren zwei apoptotische Hauptsignalwege; ein extrinsischer, iiber
Todesrezeptoren-vermittelter, sowie ein intrinsischer, von Mitochondrien regulierter
Signalweg. Fiir beide Signalwege ist die Aktivierung von Caspasen von essenzieller
Bedeutung. Caspasen sind Aspartat-spezifische Proteasen, die durch Selbstspaltung oder
Spaltung mittels anderer Caspasen oder Proteasen aktiviert werden (Salvesen and Dixit,
1999).

Der extrinsische Signalweg beinhaltet die Aktivierung von Todesrezeptoren, welche tiber
die Bindung ihrer spezifischen Liganden oder durch agonistische Antikorper aktiviert
werden (Krammer, 2000). Die am besten beschriebenen Todesrezeptoren sind der TNF-R1
(tumour necrosis factor-receptor 1) und CD95 (Fas/APO-1), welche durch eine
intrazellulare Todesdoméne charakterisiert sind.

Der intrinsische apoptotische Weg wird durch die Translokation der pro-apoptotischen
Mitglieder der Bcl2-Proteinfamilie an die Mitochondrien aktiviert, was die zytosolische
Freisetzung von Cytochrom C und Smac/DIABLO sowie anderer pro-apoptotischer
Faktoren zur Folge hat (Puthalakath and Strasser, 2002) und so zur Aktivierung von
Caspasen fiihrt.

Mehrere unabhingige Studien haben gezeigt, dass PML-Kerndomédnen und deren
Komponenten an der Regulation der Apoptose beteiligt sind. Die Untersuchung PML-
defizienter Méuse lieferte entscheidende Hinweise dafiir. PML"-Zellen zeigen aufler
Defekten in der Ceramid- und durch Gamma-Strahlung-induzierten Apoptose auch eine
stark reduzierte Sensitivitdt gegeniiber Todesrezeptor-vermittelten Apoptose nach der
Stimulation mit CD95L oder TNF-o (Wang et al., 1998).

In den letzten Jahren wurden unterschiedliche Komponenten der Todesrezeptor-

vermittelten Apoptose in den PML-Kerndominen gefunden. Das TRADD-Protein (TNFR-
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1 associated DD protein) transloziert zwischen Kern und Zytoplasma (Morgan et al.,
2002). Im Zytoplasma ist TRADD an der Rekrutierung von FADD und Caspase-8 an den
TNF-R1 Rezeptor beteiligt (Kischkel et al., 2000). Im Kernkompartiment assoziiert
TRADD mit PML-Kerndoméinen (Morgan et al., 2002). Die Todesdomine (DD) von
TRADD, welche die Interaktion mit TNF-R1 vermittelt, ist ebenso fiir die Lokalisation in
PML-Kerndomédnen und fiir die Induktion des Caspasen-unabhidngigen Zelltods
verantwortlich (Morgan et al., 2002). Die mittels Uberexpression von TRADD-DD
induzierte Apoptose kann durch die anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-Familie oder
durch PML-Expression inhibiert werden (Morgan et al., 2002). Diese Daten weisen auf
eine Rolle des durch Mitochondrien kontrollierten apoptotischen Signalwegs in der
TRADD-vermittelten Apoptose in PML-Kerndoménen hin. Das Daxx-Protein, assoziiert
ebenfalls mit PML-Kerndoménen (Torii et al., 1999). Daxx agiert als pro-apoptotisches
Molekiil, das zum einen CD95-vermittelte Apoptose und zum anderen die CD95-
vermittelte Aktivierung des JNK-Signalwegs verstiarkt (Chang et al., 1998). Es wurde
postuliert, dass Daxx iiber die Assoziation mit PML-Kerndoménen die lymphozytére
Apoptose reguliert (Torii et al., 1999). Weiterhin wurde von verschiedenen Gruppen
berichtet dass p53, ein Tumor-Suppressorprotein, welches in verschiedenen zelluldren
Prozessen, z.B. in der Regulierung des Zellzyklus, der Apoptose, der Seneszenz und der
DNA-Reparatur involviert ist, durch eine PML-Isoform, PML-1V, in PML-Kerndoméinen
rekrutiert wird (Ferbeyre et al., 2000; Fogal et al., 2000). Die PML-Kerndominen
Lokalisation von verschiedenen Faktoren wie CBP (CREB binding protein), Hdm2, HIPK2
(homeodomain-interacting protein kinase 2), Chk2 und hSir2, die in der post-
translationellen Regulation von p53 involviert sind, weist auf eine wichtige Rolle von
diesen Kernkompartimenten bei der Regulation von p53-Modifikationen und von p53-
vermittelten Apoptose hin (D'Orazi et al., 2002; Hofmann et al., 2002; Langley et al.,
2002; Le et al., 1996; Louria-Hayon et al., 2003; Pearson et al., 2000; Yang et al., 2002).

Obwohl die bisherigen Berichte eine Funktion von PML-Kerndoménen in der Regulation
der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose zeigen, ist gegenwartig der Mechanismus, durch

den PML-Kerndoménen diesen pro-apoptotischen Signalweg beeinflussen, unbekannt.

In Rahmen dieser Dissertation wurde erstmals gezeigt, dass FLASH, eine neue
Komponente der CD95-vermittelten Apoptose, vorwiegend in PML-Kerndoménen
lokalisiert und wéhrend der Apoptose in das Zytoplasma transloziert, um dort seine pro-

apoptotische Funktion auszuiiben. Die Interaktion von FLASH mit dem PML-
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Kerndominenprotein Spl100 scheint somit ein neuer, wichtiger Mechanismus der

Regulation der CD95-Rezeptor-induzierten Apoptose zu sein.

FLASH-Lokalisation in PML-Kerndomiinen und Interaktion mit Sp100

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass FLASH partiell in PML-Kerndoménen lokalisiert und
dort mit dem Sp100-Protein interagiert. Das Sp100-Protein, welches in der Regulation der
Transkription involviert ist (Lehming et al., 1998; Wasylyk et al., 2002), ist neben PML
bisher die einzige bekannte Komponente, die ausschlieflich in PML-Kerndominen
lokalisert. FLASH interagiert mit Sp100 mittels seiner C-terminalen Sequenz im Hefe 2-
Hybrid-Assay und in humanen Zellen. Die Existenz des vermuteten
Kernlokalisationssignals (NLS) in diesem Sequenzbereich spielt wahrscheinlich fiir die

nukleédre Lokalisation und somit auch fiir die Interaktion mit Sp100 eine wichtige Rolle.

Die ndhere Untersuchung der Lokalisation von endogenem FLASH-Protein in
unterschiedlichen Zelllinien, wie 293T, HelLLa und HT 1080, sowie die Lokalisationsstudien
unterschiedlicher FLASH-Deletionsmutanten ergaben, dass FLASH sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert.

Im Zellkern assoziiert FLASH mit PML-Kerndoménen. Interessanterweise ist diese
Assoziation von dynamischem Charakter. Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
von transient exprimiertem FLASH nach einer kurzen Expressionsdauer ergab eine hohe
Uberlappungsrate von FLASH und Sp100 in PML-Kerndominen. Nach verlingerter
Expressionsdauer lokalisierte FLASH vorwiegend in Sp100-unabhéngigen Kerndoménen.
Fiir diese temporére Assoziation zwischen Sp100 und FLASH koénnten unter anderem die
mobile Eigenschaften von Spl100, die in Form von kleineren Doménen von PML-
Kerndominen dissoziieren konnen, verantwortlich sein (Wiesmeijer et al., 2002). In der
Vergangenheit wurde gezeigt, dass die PML-Kerndoménenkomponente CREB-bindendes
Protein (CBP) sich rasch in PML-Kerndoménen hinein und hinaus bewegen kann
(Wiesmeijer et al., 2002). Die Aufklidrung der Ursache der tempordren Assoziation von
FLASH mit PML-Kerndoménen bedarf zukiinftig einer weitergehenden Untersuchung

und konnte fiir noch unbekannte Funktionen dieses Proteins von Bedeutung sein.
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Die grofle, stetig wachsende Anzahl von Proteinen, die mit PML-Kerndoménen
assoziieren, sowie ihre Rolle in unterschiedlichen zelluldren Prozessen, wie z.B. bei der
Kontrolle der Chromatin-Architektur, Regulation der Apoptose, Transkription und Zell-
Proliferation macht es experimentell sehr schwierig, eine eindeutige Antwort auf die Frage
der zelluldren Funktion dieser Kerndoménen abzuleiten.

Gegenwirtig werden unterschiedliche Hypothesen zur Rolle der PML-Kerndomédnen
diskutiert. Hierzu gehort z.B. die These von Negorev und Maul, die eine Funktion der
PML-Kerndoménen bei der Regulation der Rekrutierung und Freisetzung von Proteinen
zum Zwecke der Kontrolle deren Verfligbarkeit im Nukleoplasma und in PML-
Kerndominen postuliert (Negorev and Maul, 2001). Nach Ansicht dieser Autoren
fungieren PML-Kerndomédnen als eine Art Kerndepot (Maul et al.,, 2000). Weiterhin
werden die PML-Kerndoménen auch als Plattformen fiir post-translationelle
Modifikationen derer Komponenten diskutiert. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
akkumuliert z.B. die Acetyltransferase CBP in den PML-Kerndoménen, um das Substrat
p53 zu modifizieren (Pearson et al., 2000).

Essenziell fiir die Ausbildung der PML-Kerndoménen ist laut Literatur das PML-Protein
und dessen kovalente Modifikation mittels SUMO-1 (small ubiquitin-related protein 1)
(Boddy et al., 1996; Miiller et al., 1998). AuBler PML sind mehrere weitere Komponenten
der PML-Kerndoménen wie Sp100, Daxx, p53, CBP durch SUMO-1 post-translationell
modifiziert (Girdwood et al., 2003; Gostissa et al., 1999; Jang et al., 2002; Rodriguez et al.,
1999; Sternsdorf et al., 1997). SUMOylierung scheint ein wichtiger Mechanismus bei der
Regulation der Protein-Protein Interaktionen sowie der subzelluldren Lokalisation und
Aktivitdt zu sein. So ist z.B. die SUMOylierung von PML fiir die Interaktion mit Daxx und
dessen Rekrutierung in PML-Kerndoménen erforderlich (Li and Chen, 2000; Li et al.,
2000). Interessanterweise enthdlt auch FLASH mehrere potentielle SUMO-I1-
Konsensusmodifizierungsmotive. Weiterhin wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie
ermittelt, dass tiiberexprimiertes FLASH mit dem GFP-SUMO-1 Fusionsprotein in
Kerndomédnen kolokalisiert. Diese Befunde deuten auf eine mogliche SUMO-I1-
Modifikation von FLASH hin, die fiir die PML-Kerndomanlokalisation und Interaktion mit
Sp100 eine wichtige Rolle spielen konnte.

Die SUMOylierung von Sp100 spielt offensichtlich fiir die Interaktion mit FLASH keine
Rolle, da FLASH mit einer Sp100-Deletionsmutante, die nicht mehr SUMO-1-modifiziert

werden kann, im Hefesystem interagiert hat.
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Die Rolle von FLASH und Sp100 in der CD95-vermittelten Apoptose

Die Funktion von FLASH bei der CD95-vermittelten Aktivierung der Pro-Caspase-8 (Imai
et al., 1999), stellte die Frage nach der Lokalisation von FLASH wéhrend dieses Prozesses.
Fluoreszenzmikroskopische und biochemische Untersuchungen von HT1080-Zellen nach
der Induktion der CD95-vermittelten Apoptose mittels des agonistischen anti-APO-1
Antikorpers fiir unterschiedliche Zeitspannen zeigten, dass FLASH vom Zellkern in das
Zytoplasma transloziert. Uberraschenderweise wurde beobachtet, dass auch Sp100 partiell
transloziert und im Zytoplasma mit FLASH kolokalisiert.

Durch die Tatsache, dass die Aktivierung des CD95-Rezeptors die Translokation von
FLASH und Sp100 auslost, wurde die Frage nach dem Rezeptor-vermittelten Signalweg,
welcher die Translokation der beiden Proteine auslost, gestellt. Um dieses Signal zu
charakterisieren, wurden unterschiedliche CD95-Rezeptor induzierende Signalwege
selektiv inhibiert.

Die Ligation des CD95-Rezeptors fiihrt zur Aktivierung einer Reihe von MAP Kinasen
(MAPK) (Hofmann et al., 2001; Ichijo et al., 1997). MAPK besitzen wichtige Funktionen
in verschiedenartigen zelluldren Prozessen wie Proliferation, Differenzierung oder
Apoptose. Abhédngig vom Zelltyp und dem Zusammenspiel mit anderen Signalwegen sind
sie in der Lage eine pro- oder anti-apoptotische Wirkung auszuiiben. Spezifische Inhibition
der MAPK-Signalkaskaden JNK, ERK und p38 ergab keinen Einfluss auf die CD95-
vermittelte Translokation von FLASH und Sp100 (Daten nicht gezeigt).

Weiterhin wurde die Aktivierung der Caspase-8 mittels des Peptidinhibitors zIETD-fmk
spezifisch inhibiert. Die Behandlung der HT1080-Zellen mit zIETD-fmk fiihrte nach
Aktivierung des CD95-Rezeptors zur Inhibition der Apoptose (Daten nicht gezeigt).
Interessanterweise verlangsamte die spezifische Inhibition der Caspase-8-Aktivierung die
Translokationskinetik von FLASH und Sp100 signifikant, was eine Funktion der aktiven
Caspase-8 in diesem Prozess unterstreicht

Ein weiterer unabhingiger Hinweis fiir die Rolle der Caspase-8 bei der FLASH und Sp100
Translokation wurde durch die Herstellung der HT1080"*PP°N_Zellen erhalten. Die stabile
Expression einer dominant-negativen Mutante von FADD, welche keine
Todeseffektordoméne besitzt, fiihrt zur Inhibition der Caspase-8-Aktivierung und zur
Blockade der Apoptose. Die Behandlung der HT1080"*PPPN_Zellen, mit agonistischem
anti-APO-1 Antikorper, nicht aber von HT1080P“PN*3_Zellen, die zur Kontrolle dienten,

fiihrte nicht zur Apoptose (Daten nicht gezeigt). Die Untersuchung der beiden stabilen
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Zelllinien nach anti-APO-1 Behandlung ergab in den HT1080"PP"N_Z¢llen im Vergleich
zu Kontrollzellen eine deutliche Verzogerung der Translokationskinetik von FLASH und
Sp100. Daraus ldsst sich schlieBen, dass Caspase-8-Aktivierung fiir die Translokation von
FLASH und Sp100 eine wichtige Rolle spielt (Abbildung 4.2). Es bleibt zu untersuchen, ob
Caspase-8 alleine oder auch weitere durch Caspase-8 aktivierte Proteine fiir die Induktion
der FLASH- und Spl00-Translokation notwendig sind. In der Vergangenheit wurde
gezeigt, dass die Aktivierung der Caspase-8 wihrend der CD95-vermittelten Apoptose zur
Translokation eines weiteren apoptotischen Proteins fithrt. Das DEDD-Protein (DED-
containing DNA-binding protein) interagiert mit FADD und Caspase-8 mittels seiner
Todeseffektor-Domédne. Nach der Caspase-8-Aktivierung transloziert DEDD vom
Zytoplasma in den Zellkern und inhibiert im Nukleolus die Transkription der ribosomalen
DNA (Stegh et al., 1998). Somit stellt das DEDD-Protein eine Verbindung zwischen der
zytoplasmatischen und nukledren Apoptose dar.

Imai und Kollegen haben herausgefunden, dass die FLASH-Sequenz potenzielle Motive
fiir die Caspase-8-Spaltung beinhaltet (Imai et al., 1999). Die spezifische Spaltung durch
Caspase-8 konnte daher ein Signal auslosen, nach welchem es zur Translokation von
FLASH kommt. Eigene vorldufige Experimente konnten jedoch keine Hinweise auf eine
Prozessierung von FLASH oder Spl100 nach CD95-Aktivierung liefern (Daten nicht
gezeigt).

Dariiber hinaus stellte sich die Frage nach der Rolle der partiellen Translokation von
Sp100 wihrend der CD95-vermittelten Apoptose. Das Spl100-Protein lokalisiert unter
physiologischen Bedingungen in PML-Kerndoménen. Aufler dass Sp100 in der Regulation
der Transkription eine Rolle spielt (Lehming et al., 1998; Wasylyk et al., 2002), gab es
bisher keine Berichte {iber weitere zelluldre Funktionen. Ob die Translokation von Sp100
fiir die CD95-vermittelte Apoptose von Bedeutung ist, wurde in der vorliegenden Arbeit
nicht beantwortet. Jedoch ergab die Inhibition der Spl100-Expression mittels RNA-
interference, dass FLASH unter diesen Bedingungen verstirkt im Zytoplasma bzw. in
apoptotischen Todeseffektor-Filamenten lokalisiert. Insofern scheint die Prisenz von
Sp100 fiir die Aufrechterhaltung der FLASH-Lokalisation in PML-Kerndoménen wichtig
zu sein. Auf diesem Weg kontrolliert Sp100 die FLASH-Lokalisation und damit
verbundene Funktionen in der Zelle. Weitere Experimente zeigten, dass die Verminderung
der Spl100 Expression mittels einer fiir Spl100-spezifischen siRNA zur spezifischen
Verstiarkung des CD95-induzierten Zelltodes fiihrt. Diese Daten lassen den Schluss zu,
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dass Sp100 unter physiologischen Bedingungen in HT1080-Zellen als negativer Regulator
der FLASH-vermittelten CD95-Apoptose fungiert.

Wie Spl100 die FLASH-Lokalisation im Detail kontrolliert, ist gegenwirtig nicht klar. Es
konnte aber von mir gezeigt werden, dass FLASH in der CD95-vermittelten Apoptose
CRM1-abhingig transloziert. Das FLASH-Protein besitzt ein vermutetes Kernexportsignal
an seinem N-Terminus, welches wahrscheinlich die Translokation nach der CD95-
Aktivierung vermittelt. Deshalb wiére es moglich, dass Sp100 die FLASH-Translokation
entweder durch eine Konformationsinderung oder durch Maskierung des

Kernexportsignals verhindert.

Interesannterweise konnte in der vorliegenden Arbeit auch gezeigt werden, dass FLASH
nach der Induktion der CD95-vermittelten Apoptose im Zytoplasma mit Mitochondrien
assoziiert, welche zentrale Strukturen bei der Apoptoseregulation darstellen.

Wie kann nun aber FLASH die CD95-vermittelte Pro-Caspase-8-Aktivierung im
Zytoplasma, bzw. an den Mitochondrien beeinflussen?

Um diese Frage zu beantworten, war es wichtig festzustellen, ob die in diesen Studien
verwendeten HT1080-Zellen beziiglich des Apoptosesignalweges sich wie Typ I- oder wie
Typ II-Zellen verhalten. Scaffidi et. al. haben herausgefunden, dass die Aktivierung der
Pro-Caspase-8 nach CD95-Rezeptor-Aktivierung auf zwei unterschiedlichen Signalwegen
erfolgt (Scaffidi et al., 1998). In Typ I-Zellen wird fast die gesamte Pro-Caspase-8 am
DISC innerhalb von Sekunden aktiviert, welche dann direkt die in der Caspasen-Kaskade
ndchststehende Pro-Caspase-3 aktiviert. In Typ II-Zellen wird dagegen nur eine kleine
Fraktion der Pro-Caspase-8 mit langsamerer Kinetik am DISC aktiviert. In diesen Zellen
wird die Mehrheit der Pro-Caspase-8 wihrend der CD95-vermittelten Apoptose im
Zytoplasma aktiviert. Die Apoptose in Typ II-Zellen wird durch die Aktivierung der pro-
apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie an den Mitochondrien fortgesetzt (Scaffidi et
al., 1998). Die Tatsache, dass in den HT1080-Zellen nach der CD95-induzierten Apoptose
wenig Pro-Caspase-8 mit DISC assoziiert, sondern die Mehrheit der Pro-Caspase-8 im
Zytoplasma unabhingig von der Assoziation mit dem CD95-Rezeptor aktiviert wird,
spricht dafiir, dass es sich hier um Typ II-Zellen handelt. Weiterhin wurde berichtet, dass
in Typ II-Zellen die aktive Caspase-8 Untereinheit p18 schnell in p16 tiberfiihrt (Scaffidi et
al., 1998). Auch in Hinsicht auf diese Daten verhalten sich HT1080-Zellen wie Typ II-

Zellen. Ein weiterer wichtiger Hinweis ergab sich daraus, dass das von Adenoviren
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kodierte Bcl2-Homolog E1B 19K, welches vorwiegend an den Mitochondrien lokalisiert,
in der Lage ist, CD95-vermittelte Apoptose in HT1080-Zellen zu inhibieren.

Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie konnte dariiberhinaus gezeigt werden, dass FLASH
und Caspase-8 nach der Induktion der CD95-vermittelten Apoptose an Mitochondrien
kolokalisieren. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis wurde in der Vergangenheit
berichtet, dass in MCF7-Zellen, welche wie HT1080 Zellen den Typ II-Zellen angehdren,
die endogene Caspase-8 an Mitochondrien lokalisiert und dort auch aktiviert werden kann
(Stegh et al., 2002; Stegh et al., 2000).

Demzufolge stellte sich die Frage, ob FLASH und Caspase-8 in der CD95-vermittelten
Apoptose, wie zuvor berichtet, am DISC interagieren (Imai et al., 1999), oder ob die
Interaktion in HT1080-Zellen im Zytoplasma bzw. an Mitochondrien stattfindet?

Um dies zu untersuchen, wurde zuerst der aktivierte CD95-Rezeptor und anschlieBend die
nicht mit dem Rezeptor-assoziierte Caspase-8 immunprizipitiert. Mit dem aktivierten
Rezeptorkomplex koprazipitierte nur eine geringe Menge an Caspase-8, welche durch die
Interaktion mit FADD rekrutiert wurde. Es konnte aber keine Interaktion von FLASH mit
dem aktivierten Rezeptor-Komplex (DISC) festgestellt werden. Der Hauptteil der Caspase-
8 aber war nicht mit dem Rezeptor assoziiert, was dafiir spricht, dass FLASH mit der
zytoplasmatischen bzw. an den Mitochondrien lokalisierte Caspase-8-Fraktion interagiert.
Anhand dieser Daten kann spekuliert werden, dass FLASH fiir die Aktivierung der Pro-
Caspase-8 am DISC in den Typ II-Zellen eine untergeordnete Rolle spielt. Die Tatsache,
dass FLASH mit der Caspase-8 in den HT1080-Zellen wiahrend der CD95-vermittelten
Apoptose an Mitochondrien kolokalisiert, fiihrt zur Vermutung, dass die Interaktion dieser
Proteine an Mitochondrien stattfindet. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass eine
kleine, in diesem Experiment nicht detektierbare Fraktion von FLASH mit der Caspase-8
am DISC assoziiert, da FLASH in Jurkat-Zellen, welche auch Typ II-Zellen sind, an den
DISC rekrutiert wird (Imai et al., 1999).

Interessanterweise konnte hier gezeigt werden, dass FLASH mit der Pro-Caspase-8 auch
in nicht-apoptotischen Zellen interagiert. Die mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie ermittelte zytoplasmatische Fraktion von endogenem
FLASH ist anscheinend fiir diese Interaktion von Bedeutung. Welche funktionelle

Bedeutung diese Interaktion besitzt, ist gegenwirtig noch nicht bekannt.

Welche Bedeutung konnte nun die Translokation von FLASH aus den PML-Kerndoméinen

an die Mitochondrien wéhrend der CD95-vermittelten Apoptose haben?




Diskussion 110

Eine mogliche Antwort dafiir liefert die Studie von Imai und Kollegen, in welcher sie
zeigten, dass FLASH in der Lage ist, mit sich selbst zu interagieren (Imai et al., 1999). Fiir
diese  Selbstassoziation scheint der mittlere Sequenzbereich von FLASH
(Aminosdurebereich 939-1191) verantwortlich zu sein. Diese Oligomerisierungsdoméne
des FLASH-Proteins hat eine geringe Ahnlichkeit mit der gleichnamigen Domine des
Nematodenproteins CED-4. Die Oligomerisierung von CED-4 fiihrt zur Aktivierung der C.
elegans-Caspase CED-3 (Chinnaiyan et al., 1997). Das CED-4 Homolog bei Sdugetieren
ist Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1), welches die Aktivierung der Caspase-3
reguliert (Zou et al., 1997).

Genau nach dem gleichem Modell wie beim CED-4-Protein konnte die Translokation der
nukledren FLASH-Fraktion zur Anhdufung und Oligomerisierung von FLASH im
Zytoplasma und an den Mitochondrien fithren. Dies hitte die Rekrutierung und
Aktivierung der Pro-Caspase-8 an den Mitochondrien zur Folge. Somit agiert FLASH
moglicherweise wie ein Adaptor bzw. Chaperon, welches die Konformation und die lokale
Konzentration der Pro-Caspase-8 kontrolliert und nach Induktion der CD95-vermittelten

Apoptose die Pro-Caspase-8 durch seine Oligomerisierung an den Mitochondrien aktiviert.

Die dritte Komponente der apoptotischen C. elegans Signalkaskade ist das CED-9-Protein.
CED-9 inhibiert CED-3-induzierte Apoptose, was darauf hindeutet, dass CED-9 oberhalb
von CED-3 agiert (Chinnaiyan et al., 1997), wobei CED-9 die CED-3-vermittelte
Apoptose durch die Interaktion mit CED-4 reguliert (Abbildung 4.1). Funktionelle
Homologe des CED-9-Proteins im Sdugetiersystem sind Mitglieder der anti-apoptotischen
Bcl-2 Familie, wie z.B Bcl-2 oder Bel-xp. Dariiber hinaus kodieren aber auch verschiedene
Viren fiir Bel-2 homologe Proteine, wie z.B. Adenoviren fiir das adenovirale E1B 19K-
Protein (Korsmeyer et al., 1995; Perez and White, 1998), die mit verschiedenen
Apoptosewegen, einschlielich dem durch CD95-vermittelten, interferieren.

Imai und Kollegen haben herausgefunden, dass das adenovirale Protein E1B 19K mit
FLASH interagiert und mittels dieser Interaktion in der Lage ist, die Aktivierung der
Caspase-8 zu verhindern (Imai et al., 1999). Der Mechanismus der anti-apoptotischen
Wirkung von E1B 19K blieb jedoch unbekannt.

) . N EIB 19K
Um diesen Mechanismus ndher zu untersuchen, wurden HT1080

-Zellen hergestellt,
welche E1B 19K stabil exprimieren. Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
ergaben, dass die Mehrheit des stabil exprimierten E1B 19K-Proteins an Mitochondrien

lokalisiert. Dieser Befund korreliert mit der Beobachtung, dass auch andere funktionell-
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und Sequenz-dhnliche Mitglieder der anti-apoptotischen Bcl2-Familie, wie Bcl2 und Bcl-
xp oder auch viral kodierte Homologe, ebenfalls an Mitochondrien lokalisieren (Yang et
al., 1997).

Die subzelluldre Lokalisation von endogenem FLASH in Kerndoménen und teilweise
diffuser Verteilung im Zytoplasma &nderte sich in den EIB 19K-exprimierenden Zellen
dramatisch, wobei FLASH fast ausschlieBlich mit EIB 19K an den Mitochondrien
kolokalisierte. Interessanterweise geschah dies unabhingig von der CD95-vermittelten
Apoptose Induktion. In der Vergangenheit wurde von anderen Gruppen herausgefunden,
dass exogen exprimiertes Nematoden Protein CED-4 in EIB 19K-exprimierten Zellen mit
E1B 19K kolokalisiert (Han et al., 1998). Dieses unterstiitzt die von Imai und Kollegen
vorgeschlagene These, dass FLASH im Saugetiersystem die pro-apoptotische CED-4-
Funktion widerspiegelt.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit herausgefunden, dass auch Pro-Caspase-8 in
EIB 19K stabil-exprimierenden Zellen an Mitochondrien mit E1B 19K kolokalisiert.
Daraus konnte man schlieBen, dass die von Imai und Kollegen beschriebene Interaktion

zwischen E1B 19K und FLASH wahrscheinlich an den Mitochondrien stattfindet.

Wie genau konnte nun der Mechanismus der Inhibition der Caspase-8-Aktivierung durch
E1B 19K gesteuert sein?

Prinzipiell wéren zwei Mechanismen denkbar. Erstens konnte die Interaktion von E1B 19K
mit FLASH zur Antagonisierung der Interaktion zwischen FLASH und Pro-Caspase-8
fiihren. Zum anderen konnte E1B 19K mit FLASH und Caspase-8 einen trimeren Komplex
bilden, welcher zwar eine Interaktion zwischen FLASH und Pro-Caspase-8 erlaubt, aber
keine FLASH-vermittelte Aktivierung der Pro-Caspase-8 zuldsst. Um dies ndher zu
untersuchen, wurde transient exprimiertes FLASH immunprézipitiert. Anschlieend wurde
die Bindung von transient exprimiertem E1B 19K- und Pro-Caspase-8-Protein untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass FLASH einen Komplex mit EIB 19K und Caspase-8
eingeht. Mittels dieses Komplexes werden wahrscheinlich die Aktivierung der Caspase-8
und die Fortsetzung der apoptotischen Signalkaskade verhindert. Somit sind die
Mitochondrien wéahrend der CD95-vermittelten Apoptose in Typ II Zellen nicht nur die
Orte der Caspase-8-Aktivierung, sondern auch der Ort, an welchem die apoptotische

Signalkaskade durch adenovirales E1B 19K-Protein blockiert werden kann.
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Der anhand unterschiedlicher apoptotischer Marker mittels Mikroskopie durchgefiihrte
Vergleich von FLASH oder FADD bzw. Caspase-8 iiberexprimierenden Zellen ergab, dass
FADD und Caspase-8 wesentlich stirker Apoptose induzieren als FLASH (Daten nicht
gezeigt). Dennoch ist FLASH in der Lage, in der CD95-vermittelten Apoptose die
Caspase-8-Aktivierung zu verstirken (Imai et al., 1999). Dies wird auch dadurch
unterstiitzt, dass eine reduzierte FLASH-Expression mittels RNA-interference zur
Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose fiihrte. Diese Daten deuten darauf hin, dass
FLASH in der CD95-vermittelten Caspase-8-Aktivierung eine modulatorische Funktion
ausilibt, und zwar durch die Verstirkung der Caspase-8-Aktivierung oder durch deren
Inhibition mittels Interaktion mit E1B 19K. Diese Signalkaskade scheint evolutionir
konserviert zu sein, da genau nach gleichem Prinzip das Nematoden Protein CED-4 die

Aktivierung der Caspase CED-3 reguliert (Abbildung 4.1).

CD95

FLASH I I—AE1B19K
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|

TOD

Abbildung 4.1 Apoptotische Signalkaskade bei Nematoden und Siugetieren. Fiir nihere
Erlduterungen siehe Text.

Die Aktivierung des CD95-Rezeptors fithrt in Typ II Zellen zur Aktivierung der pro-
apoptotischen Mitglieder der BC12-Familie an den Mitochondrien. (Bratton et al., 2002; Li
et al., 1998; Sun et al., 2002). So wird das BID-Protein, welches diffus im Zytoplasma
lokalisiert, nach der proteolytischen Spaltung durch Caspase-8 an die Mitochondrien

rekrutiert (Li et al., 1998). Dies resultiert in einer Depolarisation des mitochondrialen
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Transmembranpotentials, der eine Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien
folgt (Liu et al., 1996; Shimizu et al., 1998) (Abbildung 4.2).

Smac/DIABLO wird, wie Cytochrom C, wéhrend der CD95-vermittelten Apoptose in das
Zytosol freigesetzt (Sun et al., 2002). Entsprechend den publizierten Daten ergab die
Fraktionierung der HT1080-Zellen eine Anreicherung des Smac/DIABLO-Proteins im
Zytosol nach der Induktion der CD95-vermittelten Apoptose.

Die Freisetzung von Cytochrom-C und Smac/DIABLO fiihrt weiterhin zur Aktivierung der

Caspase-3 und so zur Vorsetzung der Apoptose.

CD95

Mitochondrium

Apoptosom

Caspase-3 «——

Caspase-3

Zelltod
FLASH T
Sp100

E1B 19K

Zellkern &
PML-Kerndoméne

Abbildung 4.2. Model fiir die Rolle von FLASH in der CD95-vermittelten Apoptose. Diec
Aktivierung von CD95 fiihrt in Typ [-Zellen zur rapiden Aktivierung der Pro-Caspase-8 am CD95-
Rezeptorkomplex, die anschlieBend direkt Pro-Caspase-3 aktiviert. In Typ II-Zellen dagegen wird
ein geringer Teil der Pro-Caspase-8 am Rezeptor aktiviert, wodurch die Translokation von FLASH
und Sp100 von PML-Kerndoménen an die Mitochondrien induziert wird. FLASH verstéirkt die
Aktivierung der Caspase-8 an den Mitochondrien, die weiterhin, iiber BID-Spaltung, die
mitochondriale apoptotische Signalkaskade fortsetzt. Die Aktivierung von Caspase-8 durch
FLASH kann an Mitochondrien durch E1B 19K verhindert werden.
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Die pro-apoptotische Funktion von FLASH ist abhingig von seiner subzelluliren

Lokalisation

Uberexprimiertes FLASH lokalisiert sowohl in PML-Kerndominen als auch teilweise im
Zytoplasma in filamentdsen Strukturen. In unseren Studien kolokalisieren diese Filamente
mit keinem der bekannten getesteten Zytoskelettfilamente. Die kiirzlich berichtete
Funktion von FLASH in der NF-kB-Aktivierung (Choi et al., 2001) war Anlass zu testen,
ob sogenannte CARD-Filamente, die bei der NF-kB-Aktivierung eine Rolle spielen, mit
FLASH-Filamenten  {berlappen. = Genaue  Untersuchungen  mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie ergaben keine Uberlappung zwischen CARD- und
FLASH-Filamenten. Interessanterweise tiiberlappen die FLASH-Filamente jedoch mit
Todeseffektor-Filamenten (DEFs), die durch Uberexpression von pro-apoptotischen
Proteinen, die eine Todeseffektordomine besitzen, wie z.B. FADD, gebildet werden
(Siegel et al., 1998). Wie fiir das FADD-Protein beschrieben, ist FLASH in der Lage,
endogene Pro-Caspase-8 in die DEFs zu rekrutieren und zu aktivieren. Im Gegensatz dazu
zeigten die Zellen mit dem nukledren, in Kerndoménen befindlichen FLASH-Protein
keinerlei Apoptosemerkmale. Diese Befunde bedeuten, dass die pro-apoptotische Funktion
des FLASH-Proteins durch intrazellulire Kompartimentalisierung reguliert wird, und erst
im Zytoplasma, sehr wahrscheinlich durch seine Interaktion mit Caspase-8, zur Entfaltung

kommt.

Die Koexpression des anti-apoptotischen adenoviralen EIB 19K-Proteins fiihrte zur
Auflosung der FLASH-DEFs und daraufhin rekrutiert fast das komplette FLASH in den
perinukledren Raum zusammen mit E1B 19K. Die Interaktion zwischen E1B 19K und
FLASH (Imai et al., 1999) fiihrte wahrscheinlich, durch Rekrutierung von FLASH in den
perinukledren Raum, zur Inhibition der Apoptose. Die Auflésung von FLASH-DEFs durch
das adenovirale E1B 19K-Protein zeigt, dass es vermutlich die Oligomerisierung von
FLASH verhindert und so seine Funktion ausiibt. Die Oligomerisierung von FLASH ist
essentiell fiir seine apoptoseauslosende Funktion (Imai et al., 1999).

Ein weiterer interessanter Befund ist, dass FLASH-DEFs mit Mitochondrien assoziieren.
Wie schon vorher dargelegt, spielt sich an Mitochondrien ein wichtiger Abschnitt des
intrinsischen apoptotischen Signalweges ab. Insofern ist der Kontakt zwischen DEFs, an
welchen die Caspase-8 aktiviert wird, und den an den Mitochondrien lokalisierten pro-

apoptotischen Proteinen fiir die Fortsetzung des Todessignals wichtig.
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Die Interaktion zwischen Sp100 und FLASH in den PML-Kerndoménen war Anlass zu
testen, ob die Lokalisation von FLASH in DEFs einen Einfluss auf die PML-
Kerndomédnenkomponenten, insbesondere auf das Sp100-Protein hat.
Immunfluoreszenzstudien zeigten, dass PML in Zellen, in denen FLASH in DEFs
lokalisiert, sein charakteristisches, nukledres Lokalisationsmuster behélt. Sp100 dagegen
konnte in den gleichen Zellen nicht in PML-Kerndoméinen nachgewiesen werden. Die
genaue Untersuchung ergab schwache, aber signifikante Signale fiir ein filamentdses
zytoplasmatisches Lokalisierungsmuster des endogenen Sp100-Proteins. Anscheinend wird
Sp100 von FLASH in die DEFs rekrutiert. Die Tatsache, dass FLASH-DEFs die Pro-
Caspase-8 rekrutieren und aktivieren, fiithrt wahrscheinlich, wie wahrend der CD95-
vermittelten Apoptose, zur Caspase-8 vermittelten Translokation von Spl00 in das
Zytoplasma. Welche Funktion die zytoplasmatische Lokalisation von Spl00 in der
FLASH-vermittelten Apoptose hat, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht beantwortet. Es
wire jedoch durchaus moglich, dass das zytoplasmatisch lokalisierte Sp100-Protein eine

eigenstidndige Rolle in der apoptotischen Signalkaskade ausiibt.
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V Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, die vor Beginn der Arbeit durch Hefe 2-Hybridsystemanalysen
gefundene Wechselwirkung zwischen dem Spl00-Protein, einer Komponente von
sogenannten nukledren PML-Kerndoménen, und dem FLASH-Protein, das eine
Signalkomponente der CD95-vermittelten Apoptose ist, zu erhédrten sowie die Bedeutung
dieser Interaktion aufzukldren. Die Arbeit sollte zum besseren Verstindnis der
molekularen Grundlage der Regulation der CD95-vermittelten Apoptose durch PML-
Kerndominen beitragen, iiber die zu Beginn der Arbeit nur sehr wenig bekannt war.

Im Rahmen dieser Studien konnte durch Immunpréizipitationsstudien gezeigt werden, dass
das FLASH-Protein auch in humanen Zellen mit dem Sp100-Protein, nicht aber mit dem
fiir PML-Kerndoménen essenziellen PML-Protein interagiert. Die an der Wechselwirkung
beteiligten Doménen konnten grob eingegrenzt werden. Immunzytochemisch konnte
FLASH zum Teil in PML-Kerndoménen, aber auch in anderen Kerndoménen sowie
teilweise im Nukleoplasma und in extranukledren Kompartimenten lokalisiert werden.
Nach Auslésen CD95-vermittelter Apoptose wurde beobachtet, dass FLASH und ein Teil
des Spl00-Proteins aus den nukledren PML-Kerndoménen in das Zytoplasma
translozieren. Dort akkumulierte FLASH dann an Mitochondrien, die von zentraler
Bedeutung innerhalb der Apoptoseregulation sind. Die Translokation des FLASH- und des
Sp100-Proteins konnte durch Inhibition des Crml-abhéngigen Kernexports verhindert
werden. Dies weist auf die Induktion eines aktiven Transports beider Proteine in das
Zytoplasma nach CD95-Rezeptor Aktivierung hin. Dass dieser Kernexport durch einen
Signalweg vermittelt wird, der durch die am CD95-Rezeptor aktivierte Caspase-8
ausgelost wird, konnte durch den Nachweis der Inhibition der CD95-induzierten
Translokation von FLASH und Sp100 in das Zytoplasma mittels des Capase-8 spezifischen
Inhibitors zIETD-fmk sowie durch stabile Expression einer transdominant negativen
Deletionsmutante des FADD-Proteins gezeigt werden.

Detaillierte subzelluldre Lokalisationsanalysen ergaben, dass das nach Aktivierung des
CD95-Rezeptors im Zytoplasma vorgefundene FLASH-Protein an den Mitochondrien
akkumuliert und dort mit der endogen exprimierten Caspase-8 kolokalisiert.
Immunprézipitationsstudien zeigten dariiberhinaus, dass FLASH wihrend der CD95-

Rezeptor vermittelten Apoptose an die nicht Rezeptor-gebundene Caspase-8 bindet. Diese
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Beobachtungen legten die Vermutung nahe, dass FLASH mit Caspase-8 an Mitochondrien
interagiert.

Um die molekularen Grundlagen fiir die Regulation der CD95-vermittelten Apoptose
durch FLASH niher zu charakterisieren, wurden auch Studien mit dem anti-apoptotisch
wirkenden adenoviralen E1B 19K-Protein, welches als Interaktionspartner des FLASH-
Proteins bekannt war, durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass in eigens dafiir
hergestellten HT1080-Zellen mit stabiler E1B 19K-Proteinexpression das E1B 19K-
Protein vor allem an Mitochondrien lokalisiert und das endogene FLASH-Protein aus den
PML-Kerndoménen an die Mitochondrien transloziert war. Desweiteren konnte durch
Koimmunprézipitationsexperimente demonstriert werden, dass FLASH einen trimeren
Komplex mit E1B 19K und Pro-Caspase-8 bildet. Hierdurch kommt es wahrscheinlich zu
Konformationséinderungen einer oder beider Komponenten des Pro-Caspase-8/FLASH-
Proteinkomplexes, wodurch die Pro-Caspase-8-Aktivierung inhibiert werden konnte.

Bei der exogenen Expression von FLASH durch Vektoren wurde gefunden, dass in einer
Reihe von Zellen ein erheblicher Teil des Proteins in filamentdsen Strukturen im
Zytoplasma lokalisierte. Diese Strukturen kolokalisierten mit sogenannten Todeseffektor-
Filamenten, deren Bildung bekannt ist fiir die Uberexpression von Proteinen mit
sogenannten Todeseffektordomadnen. Das Vorhandensein einer Todeseffektor-dhnlichen
Doméne im FLASH-Protein ist konsistent mit diesem Befund. Interessanterweise konnte in
dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass zytoplasmatisches FLASH-Protein Pro-Caspase-8
in diese Filamente rekrutiert und hierdurch Apoptose auslost, wohingegen PML-
Kerndominen-assoziiertes FLASH keine pro-apoptotische Aktivitdt offenbarte. Die
Reduktion der Spl00-Expression mittels einer spezifischen siRNA konnte mit einer
zunehmenden zytoplasmatischen Lokalisation von FLASH wund einer damit
einhergehenden Sensibilisierung fiir CD95-vermittelte Apoptose korreliert werden. Dies
spricht fiir eine negative Regulatorfunktion des Spl00-Proteins bei der FLASH-
vermittelten Apoptose.

Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse auf eine bisher nicht bekannte regulatorische
Rolle von Spl100 in der CD95-vermittelten Apoptose schlieBen. Das FLASH-Protein
wurde erstmals als ein mogliches molekulares Bindeglied zwischen PML-Kerndoménen
und dem Signaliibertragungsweg des CD95-Todesrezeptors identifiziert. Der Export von
spezifischen Kernproteinen in das Zytoplasma als Modulator von apoptotischen Prozessen

stellt einen neuen, bisher nicht beschriebenen biologischen Signaliibertragungsweg dar.
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VI Abkiirzungen

Abb. Abbildung

Apaf-1 »apoptosis activating factor 1

APL Akute promyelozytische Leukédmie
APS Ammoniumperoxidsulfat

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

Bright ,B-cell regulator of IgH transcription*
CARD “caspase recruitment domain”

CBP ,,CREB binding protein*

caspase ,»Cystein aspartase‘

cDNA komplementére DNA

CD95L CD95-Ligand

CED ,,cell death defective®

clAP ,cellular inhibitor of apoptosis*

DD ,,death domain*

DED ,,death-effector domain“

DEDD “death-effector domain containing DNA-binding protein”
DEF “death-effector filament”

DISC ,»death-inducing signaling complex*
DMSO Dimethylsulfoxid

DN dominant-negative

DNA Desoxyribonukleinsaiire

DNase Desoxyribonuclease

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

DRD “death effector domain related domain”

ECL ,,enhanced chemiluminescence*




Abkiirzungen

119

E.coli
FADD
FLASH
FLICE
c,vFLIP
GAS
FCS
GMP1
GR
GRIP1
Hdm?2
HIPK2
HMG
HP1
HRPO
hSir2
HSR
IAP
ICE
ISRE
JNK
kDa
MAPK
NBS
NF-kB
ND10
NLS
PARP
PBC
PBS
PCR
PIC
PML
pSUPER

Escherichia Coli

“Fas-associated death domain protein
,FLICE associated huge protein®
,FADD-like ICE* = Caspase-8

“cellular (viral) FLICE inhibitory protein”
,,IFN-y activation site*

fotales Kélberserum

,GAP modifying protein*

Glukokortikoid Rezeptor

,»glucocorticoid receptor interacting protein 1
“human Mdm?2”
,homeodomain-interacting protein kinase-2*
,»high mobility group*
Heterochromatinprotein 1

,horse radish peroxides*

,human NAD-dependent histone deacetylase*
,homogenously staining region
,inhibitor of apoptosis*
ninterleukin-1-beta-converting-enzyme*
»interferon-stimulated response element*
,,cJun-N-terminal kinase*

Kilodalton

,mitogen-activated protein kinase*
,»Nijmegen breakage syndrome*

,huclear factor kappa B*

nukledre Doménen 10

,huclear localization signal®
poly-(ADP-Ribose) Polymerase

Primére Bilidre Zirrhose
phosphatgepufferte Kochsalzlosung
,polymerase chain reaction*

»PML interacting clone 1
Promyelozytisches Leukdmie-Protein

»suppression of endogenous RNA
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RAR-alpha
RING-Finger
RNA

SAND

SDS
SDS-PAGE
siRNA
Smac/DIABLO
snRNP
Sp100
SUMO-1
SRC-1

STS
TGF-beta-R1
TNF-alpha
TNF-R1
TRADD
TRAF2
TRAIL
Ubc9

UbH

UBL-1
zIETD-fmk
zVAD-fmk

wt

Retinsdurerezeptor-alpha
CsHC4-Zink-Finger

Ribonukleinsédure

,»Sp100, AIRE-1, NucP41/75, DEAF-1
Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese
“small interfering RNA”

»second mitochondria-derived activator of caspase
“small nuclear ribonucleoprotein particles”
»speckled protein 100kDa*

»small ubiquitin-related modifier 1*

,»steroid receptor coactivator 1

Staurosporin

“transforming growth factor beta receptor-1
Tumor Nekrose Faktor-alpha

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor-1

,» TNF-alpha receptor-associated death domain protein‘
,» T NF alpha receptor-associated factor 2

,» INF-alpha related apoptosis inducing ligand*
,»ubiquitin-like protein conjugating enzyme 9*
Ubiquitin-homolog

,Ubiquitin-like 1

Benzoxycarconyl-Ille-Glu-Thr-Asp-(O-Methyl)-Fluoromethylketon
Benzoxycarconyl-Val-Ala-Asp-(O-Methyl)-Fluoromethylketon

wild-typ
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VIII Anhang

Teilnahme an Kongressen:

1) 01.05.-06.05. 2001: Teilnahme an dem Kongress: ,,PML nuclear bodies* in Trieste,
Italien
2) 03.06.- 06.06.2003: Teilnahme an dem Kongress: ,,PML- and related nuclear bodies* in

Perugia, Italien
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