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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Erforschung der Apoptose hat in den letzten 10 Jahren starken Aufwind erhalten. Neben der
Rolle bei der Bdance zwischen Zelneubildung und kontrollietem Absterben von dten,
funktiondosen oder fehlerhaften Zelen ist der programmierte Zdltod immer mehr in das Zentrum
der medizinischen Forschung gerlickt. Be viden Krankheten spielt das gestorte Verhdtnis
zwischen Proliferation und Apoptose eine wichtige Rolle. Durch die Aufklarung der Mechanismen
des physiologischen Zdltodes erhoffen sch die Wissenscheftler, ein Werkzeug in die Hand zu
bekommen, welches bei der Steuerung und Heilung von der Erkrankungen wie Aids oder Krebs
hilfreich sein kdnnte.

1.1. Wasist Apoptose?

Das Phdnomen des programmierten Zelltodes wurde erssmals von Lockstein and Williams (1964)
beschrieben. Das Wort Apoptose wurde im Zusammenhang mit dem programmierten Zdltod,
von Ker et ad 1972 und Wyllie 1980 erwédhnt. Der Begriff Apoptose sammt aus dem
Griechischen und gteht fir das Falen des Laubes im Herbst. Die Apoptose it en genetisch
determiniertes Programm, welches Zdlen nach bestimmten endogenen oder exogenen Reizen
dazu bringt sch sbst zu diminieren.

Morphologische Kennzeichen dieses Prozesses snd Schrumpfung der Zelle, die randstandige
Kondensation des Chromatins an der Kernmembran und die Abschnirung mem:
branumschlossener Veskel, sogenannter apoptotischer Kérperchen, die neben den intakten
Zdlorgandlen auch Kernfragmente enthdten konnen. Die apoptotischen Koérperchen werden
dann von Nachbarzellen und Makrophagen phagozytiert. Da wahrend dieses ganzen Prozesses
kein Cytoplasma freigesetzt wird, bleibt eine Immunantwort in Form einer Entziindungsresktion
aus. Dies unterscheidet die Apoptose von der Nekrose, der zweiten Form des Zelltodes

1.1.1. Apoptose ver sus Nekrose

Die Nekrose wird meist durch pathogene Stimuli (z.B. Verletzungen) ausgd 6. Im Gegensatz zur
Apoptose, wo melst nur einzelne Zdlen betroffen sind, Sind bel der Nekrose meist eine Viezahl
von Zdlen betroffen. Die Zdlen verlieren im Gegensatz zum physologschen Zdlltod erst sehr spét
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den Kontakt zu den Nachbarzdlen. Wéhrend die apoptotische Zdle schrumpft, eine DNA-
Kondensation gtattfindet und die Organelen erhdten bleiben, schwillt die nekrotische Zdle an, die
Organdlen werden geschédigt, das Chromatin wird abgebaut und der Zdlkern 16st sich auf. Im
Endstadium der Nekrose wird die Zdle lyset und das Cytoplasma freigesetzt, welches
Frefizdlen des Immunsystems herbeilockt und so eine entziindliche Regktion auddst. Die hier
beschriebenen Vorgange, die wahrend der Apoptose und Nekrose ablaufen, sind in Abb. 1.1.
gegeniiber gestelit.

Neerosis

matnchondeial morphalogical memhrans hieakdown
chamges

chromeatin pattem consaned

normil tewersible swelling mraversible swlling disimlegralon

mitachondnal morphalogy Intaft membranes

AL
\ﬁﬁ%

=t s #
8 i

FUCEas Changes apaptobs bodies

normel candenzation el hlehbing) fragmentation SECOndary necross

Abb. 1.1 : Gegenlberstellung der Charakteristika von Nekrose und Apoptose (enthommen aus:
Wyllie et al 1998, Apoptosis and Cell Proliferation)

1.1.2. Die Bedeutung der Apoptoseim Organismus

Die Wichtigkeit der Apoptose fir den Organismus liegt auf der Hand. Jedes Gewebe besteht aus
eng betimmten Anzehl von Zdlen, die andhend kondant gehdten werden muld
Dementsprechend miissen ebenso viele Zdlen, wie Se durch die Proliferation entstehen, auf der
anderen Sete wieder diminiert werden. Dieses Gleichgewicht zwischen Zdlproliferation und
kontrollietem Absterben wird Homdostase genannt. Somit hat die Apoptose den gleichen
Sdlenwert im Organismus wie die Proliferation. Wichtige Beispidle der Gewebshomoostase, wo
Apoptose eine Rolle spidt, igt die T-Zdl-Reifung im Immunsystem (Krammer et d 1994) und in
hochproliferativen Epitheien, wie im Dinndarm, Hoden , Prostata (Kyprianou et a 1988),
Ovarien, Haut und Haare.
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In viden Fallen sehen Proliferation und Apoptose unter einer hormonellen Regulation. So it die
Bildung von Epithdlzellen wahrend der Lactation der Mamma abhéngig von Ostrogenen. Bei
Entzug dieser Hormone nach Beendigung der Lactation bildet sich die Brust binnen weniger Tage,
durch Apoptose der Epithelzellen, zurlick (Stephan et ad 1996).

Die Apoptose tritt immer dort auf, wo Zdlen kontinuierlich absterben wie zum Bespid wéhrend
der Embryogenese bel der Differenzierung der Gliedmal3en (die Auflosung der Interdigitahéute
zwischen den einzelnen Finger beruht zum Beispid auf gpoptotischen Prozessen (Van den Eijnde
et d, persona communication).

1.1.3. DieRolle der Apoptose bel ver schiedenen Krankheiten

In den letzten 10 Jahren ist die Apoptose immer mehr in den Mittel punkt der Forschung getreten,
insbesondere bei der Untersuchung von bestimmten Krankheitsbildern, die in der Sterbestatistik
eine wesentliche Rolle ennehmen.

So snd vide Tumorerkrankungen (Tsujimoto et d 1985) auf eine Reduktion der Apoptoserate
zurtickzufUhren. Hierzu gehdren z. B. Carcinomas mit p53-Defekten und hormonabhéngige
Tumore in Brust und Progtata

Ebenso auf eine Verminderung der Apoptose zuriickzuftihren snd Autoimmunerkrankungen, bei
denen die Eliminierung von autoregktiven Thymozyten nicht mehr gewéhrleigtet ist. Ein weiteres
Beispid fur gesundheitliche Storungen, bel denen die Verminderung des programmierten Zdltodes
ene Ralle spidt, Snd Viruserkrankungen wie zum Beispid Herpesinfektionen.

Krankheiten bel denen erhdhte Apoptoseraten eine Rolle spidlen sind AIDS (Ameison et a 1991,
selektive Eliminierung der T4-Heferzellen) und Morbus Alzheimer (Yang et d 1998).

Diese Beispiele zeigen, dal3 die Erforschung der Apoptose nicht nur von theoretischem sondern
auch von klinischem Interesse i<

1.1.4. Signalwege der Apoptose

Der programmierte Zelltod kann durch eine Vidzahl von endogenen und exogenen Faktoren
ausgel st werden.

Ein endogener Signalweg, der sehr gut untersucht i, ist die Aktivierung des Genes p53 durch
DNA-Strangbriiche (Lowe et a 1993).

Ein Beispid fur einen exogen ausgeldsten Signdweg ist die Aktivierung der Apoptosekaskade
Uber den CD95-Rezeptor und der Aushildung des DISC (Degth inducing signdling complex) wie
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e von Muzio e a 1996 beschrieben wird. Die Aktivierung des CD95-Rezeptors (auch Fas-
Rezeptor oder APO-1-Rezeptor genannt) erfolgt durch den Fas-Liganden, der in gebundener als
auch in freaer Form im Organismus vorliegen kann und ene TrimeriSerung des genannten
Rezeptors bewirkt. An der cytosolischen Seite der Zdlmembran bildet sich dann ein Komplex
(DISC), bestehend aus denen ins Cytosol ragenden Anteilen der CD95-Rezeptoren, dem
Intermediérprotein FADD (Fas Associated Death Domain) und des Proenzyms der Caspase-8
(Cygeine activated Aspases. Genauere Beschreibung dieser Proteasen sehe Abschnitt 1.2),
welche im N-terminden Bereich Bindungsstelen fir die Todesdoméne des FADD besitzt,
wahrend im C-terminden Tell des Proenzyms der Caspaseantell verschlissdt ist. Diese
Besonderheit schidgt sich auch im Trividnamen dieser Cagpase nieder: FLICE (FADD-like-ICE-
Protease). Die Zusammenlagerung der enzenen Komponenten zum DISC 16s ene
Autoprozessierung der Caspase-8-Vorstufe aus, die dann aktive Caspase-8 ins Cytosol freisetzt
(Enari et d 1995, Muzio et d 1996). Die durch den Fas-Liganden ausgel 6ste Apoptose spidlt
eine wichtige Rolle ba viden Ablaufen im Immunsystem (Krammer et d 1994). Der weitere
Kaskadenverlauf und auch andere wichtige Signdwege wie die hormonelle Audésung der
Apoptose Uber den Glukocorticoid-Rezeptor (Kiefer et a 1995, Rauch et 1997) oder die
Granzym B Aktivierung (Irmler et d 1995) sind in der Abbildung 1.2. graphisch dargestdlt:

effector cell 14
nucleus (T-cell) 5

(e.g. glucocorticoid)

adinhd(

AIF 50 kD

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der wichtigsten Signawege und biochemischen Abléufe der
Apoptose (entnommen aus Whyllie et al, Apoptotic pathways, Boehringer Mannheim).
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Wie unter anderem aus dem Schema ersichtlich, kann die Apoptose in drel verschiedene, zeitlich
nacheinander ablaufende, Phasen eingeteilt werden:

1. die Initidiserungsphase. Dazu gehdren Ereignisse wie die Rezeptoraktivierung und die
Bildung des DISC. Die Aktivierung der sogenannten ,Upsiream”-Caspasen (z.B.
Caspase-8), die fur die Welterleitung des Signds innerhab der Zelle verantwortlich sind,
werden auch dieser Phase zugeordnet. In diesem Stadium der Apoptose ist auch der
sogenannte ,, point of no return® angesiedelt.

2. die Exekutionsphase. Sie ist gekennzeichnet durch die Aktivierung der ,, Downstream”-
Cagpasen  (z.B. Caspase-3), DNA-Fragmentierung, Bildung von apoptotischen
Korperchen und Spaltung von Proteinen durch Caspasen.

3. Tod der Zdle durch Apoptose. In diesem letzten Abschnitt der Apoptose erfolgt die
Phagozytierung der Zdlfragmente durch Nachbarzellen und Makrophagen (Mills et &
1998).

Der programmierte Zdltod |&sst Sch auch Uber eine Viezahl von Substanzen exogen auslosen,
von denen vide as Chemothergpeutika in der Tumorbehandlung eingesetzt werden, wie zum
Beispid Staurosporin, Etoposid, Strahlung, anti-CD95-Antikorper, Ara C und Cycloheximid.
Neben den Apoptoseinduktoren sind inzwischen diverse Substanzen und Proteine keschrieben
mit denen man den programmierten Ze ltod unterbinden kann. Die Apoptoseinhibitoren greifen an
unterschiedlichen Stellen in den Mechanismus der Zdldiminierung @n. CrmA, en Gen aus dem
Kuhpockenvirus (Tewari and Dixit 1995), und die Tetrapeptid-Inhibitoren YVAD-cho und
DEVD-cho hemmen sdektiv Caspasen.

Die Proteine der Bd-2-Familie and an verschiedenen Stellen innerhalb der Zelle lokalisert wie
Zdlmembran, Mitochondrienmembran  und endoplasmatisches Retikulum.  Se  haben
unterschiedliche Angriffsounkte wie zum Beispid die Unterdriickung von p-53-abhéngigen
Apoptosemechanismen und der Cytochrom C-Freisetzung aus den Mito-chondrien (Oltvai et a
1994, Wright et d 1998). Weitere Angriffspunkte Bcl-2-Familie und weltere anti-Apoptose-
Genesind in Abb.1.2. dargestdlt
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1.1.5. Biochemische Ablaufe wahrend der Apoptose

Neben den morphologischen Veranderungen ist die Apoptose durch eine Vielzahl biochemischer
Ereignisse charakterisert, die in den letzten Jahren Gegengtand intensiver Forschung waren. Die
wichtigsten biochemischen Ereignisse snd nachfolgend kurz dargestdlt:

DNA-Fragmentierung

Waéhrend des programmierten Zdltodes wird die genomische DNA in hochmolekulare
Bruchstiicke zerlegt wie auch in Stiicke fragmentiert, die eine Lange von ca. 180 bp haben oder
en Vidfaches davon. Trennt man DNA aus gooptotischen Zdlen in einem Agarosegd auf S0
erhdt man ein Letermuster, welches auch gpoptotische Leiter genannt wird (Sehe Abb. 1.3)).
Die Lange der einzelnen Fragmente |&sst auf eine internukleosomale Spaltung der DNA schlief3en.
Die Endonuklease, die fur die Laterbildung verantwortlich ist, zeigt nur Aktivitét in Anwesenhet
von Mg %" und Ca®*. Aufgrund dieser Gegebenheiten vermuten Mannherz et d 1995 und Peitsch
et a 1993, dal? die apoptotische Endonuklease identisch mit der DNase | idt.

Exposition von Phosphatidylserin auf der Aul3enseite der Zellmembran

In den frihen Stadien der Apoptose finden Verdnderungen auf der Oberfléche der Zelmembran
dat. So findet eine Trandokation von Phosphatidylserin (PS), eines Phospholipids, von der
Innensaite auf die Aul¥ensaite der Plasmamembran statt. Eswird vermutet, dal3 fur die Aufhebung
der PS-Asymmetrie der Membran der Zusammenbruch der Hipasesktivitét i Dieses Enzym hét
unter anderem durch den aktiven Transport von PS von der Aul3ensaite auf die Innenseite der
Zdlmembran die Asymmetrie der Zdlmembran aufrecht. Arbeiten von Fadok et a 1992 zeigen,
dal3 diese Umverteilung von Phospholipiden eine Rolle bel der Erkennung apoptotischer Zellen
durch Makrophagen spidt. Studien von Martin et d 1996 zeigen, dal3 die Aktivierung bestimmter
Proteasen eine wichtige Rolle bel der PS-Expogition der Zelle wéhrend der Apoptose zukommt.
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“ﬂnﬂs-m-a-ﬂrlm“ Mang- and Oligonuclensomes “DHA ladder™
form of chronatin (HMW-DNA) (LMW-DNA) alter gel elecirophoresis

Histane octamer of
nisclaosome core
Distance between cuts =
multiple of 180 base pairs
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> i @ 700
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&
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Abb. 1.3: Ablauf der DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose und die Darstellung der DNA-
Leiter im Agarose-Gel.

1.2. Die Caspase-Familie

In den letzten 5 Jahren hat sich die Apoptoseforschung von der endonukleolytischen Spaltung der
DNA immer mehr auf eine bestimmte Protease-Familie verlagert. Die Aktivierung einer spezidlen
Protease-Kaskade scheint eine Schltissdrolle bel den biochemischen Ablaufen wéahrend des
programmierten Zd ltodes inne zu haben. Die Aktvierung dieser Kaskade kann auch as ,, point of
no return des gpoptotischen Signalweges bezeichnet werden.

1.2.1. Charakteriserung und Aktivierung der Caspasen wahrend
der Apoptose

Mit den Caspasen ist eine neue Familie der Cysteinproteasen entdeckt worden, die nur wéahrend
gpoptotischer Prozese aktiviert wird. Erste Anzeichen, dald Proteasen eine Schlissdrolle
wahrend der Apoptose spielen kénnten, kamen von Shi et d 1992. Der endgiltige Durchbruch
kam mit der Identifizierung des ced-3-Genes aus dem Nematoden Caenorhabditis el egans,
welches wéhrend des Zédlltodes in der Entwicklung bendtigt wird. Miura et d (1993) zeigten, dal3
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ene grofl3e Homologie, strukturdler und funktiondler Art, zu ICE (interleukin-1b-converting

enzyme) besteht, welches ein Mitglied der Caspase-Familieidt.

Alle Mitglieder dieser neuen Familie haben die folgenden Charakteristika:
-Sie bedtzen einen Cygteinrest im aktiven Zentrum (QACRG) welches komplett auf der
p20-Untereinheit liegt. Die Stabiliserung des Subgtrats im aktiven Zentrum wird von
Aminosaureresten die auf beiden Untereinheiten lokdidert Snd, bewerkstdligt.
-Sie schneiden C-terminal nach Aspartatresten.
-Se liegen der Zdle ds inaktives Proenzym vor, bestehend aus einer N-terminaen
Prodoméne und zwei Untereinheiten, die durch en Linkerpeptid getrennt sein kdnnen. Sie
werden durch Spatung, je nach Caspase, hinter spezifischen Aspartatresten aktiviert. Das
aktive Enzym ist ein Heterodimer, bestehend aus den Untereinheiten p10 und p20. In der
Zdleliegen Se meis ds Tetramere bestehend aus 2 Heterodimeren vor.

Diese Charakterigtika erhthen die Moglichkelt der Autoprozessierung und Transaktivierung durch

andere Caspasen (Nicholson et a 1995) und somit die Ausbildung einer Enzymkaskade.

Die Untersuchung der Verwandtschaft der einzelnen Mitglieder der Caspase-Familie ergab einen
Stammbaum der Sch in zwei Subfamilien unterteilen [&sst (Thornberry 1996).

Caspase-3 (ICErel-I1I, TY)
Caspase-4 (ICErel-11, TX, ICH-2)
Caspase-1 (ICE)

Caspase-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-1)
.—._E Cuaspase-3 (CPP32, Yama, Apopain)
Caspase-6 (Mch 2)
Caspase-8 (FLICE.MACH, Mach5)
Caspase-100 (Mch4/FLICE 2)
Caspase-2 (ICH-2)
Caspase-2 (ICE-LAP6, Mch6)

ICE-Subfamilie

CED-3 Subfamilie

Abb.1.4: Graphische Darstellung der phylogenetischen Verwandtschaft zwischen den einzelnen
Caspase-Familie-Mitgliedern. Die Proteasen sind in 2 Subfamilien unterteilt, basierend auf ihren
Sequenzhomologien zu ICE (Caspase-1) und dem Ced-3 Gen. In Klammern sind die existierenden
Synonyme der einzelnen Proteasen aufgefihrt.

Besonders gut untersucht sind ICE aus der |CE-Subfamilie und CPP32/Apopain aus der Ced-3-
Subfamilie. Von beiden Proteinen exitieren 3D-Strukturen mit einer Aufldsung von 2.5 Angstrom
(ICE: Walker et a 1994; CPP32/Apopain: Rotonda et ad 1996). Diese weisen eine hohe
srukturelle Ahnlichkeit auf. Nur die Umgebung des aktiven Zentrums, besonders im Bereich der
Substrat bindenden Tasche zeigt starke Unterschiede. Wie Abb. 1.5. verdeutlicht, demongtrieren
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die bis jetzt gelosten dreidimensonden Strukturen von Mitgliedern der Caspase-Familie, dal3 es
schum a/b-Proteine bestehend aus einer Doméne handdt. Der Enzymkern besteht aus 6 b-
Fdtblétern (5 pardld,l anti-paralel) umgeben von 6 a-Helices die ungeféhr pardle zu den b-
Fatbl&ttern verlaufen.

Abb. 1.5: Ra&umliche Struktur der Caspase-3/CPP32/Y ama/Apopain. Die 3-Fatblétter sind gelb
dargestellt, die a-Helices rot und Schleifen sind blau markiert. Gezeigt ist ein Heterodimer beste-
hend aus den Untereinheiten p10 und p20. (dieses Bild wurde erstdlt mit dem Programm Rasmol,
basierend auf dem Atomkoordinatensatz 1PAU der Brookhaven Protein Data Bank).

1.2.2. Substratspezifitat der Caspasen
Inzwischen snd enige natlirliche Subgtrate der Cagpasen identifiziert worden wie zum Beispid:
-PARP (Poly(ADP-ribose) Polymerase (Kaufmann et al 1993, Lazebnik et a 1994): Ein
Protein, was vermutlich eine Rolle bel der Reparatur von DNA-Schéden spidlt.
-Das U1-70 kD Protein, eine Komponente des splicing-Systems (Casciola-Rosen et d
1994)
-Lamin A und B (Weaver et d 1996)
Desweiteren werden zahlreiche cytoskeletale Proteine gespaten, von denen vermutetet wird, dal3
se eine wesentliche Rolle bel der dramatischen Verdnderung der Zdlgestdt spiden wie zB. b-
Aktin, Gas-2, Gelsolin, b-Catenin, Fodrin, PAK-2 (Brancolini et a 1995, Cryns et a 1996,
Kaydar et d 1996, Martin et d 1995, Mashima et a 1995, Rudd and Bokoch 1997). Einzelne
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cytoskeletde Proteine, die eine rdevante Rolle in dieser Arbeit spiden, werden im Verlauf dieser
Einleitung noch genauer beschrieben (Sehe Abschnitte 1.3. und 1.4 der Einleitung)

1.3. Aktin

Alle eukaryontischen Zdlen enthdten Aktin. In Nichtmuskelzdlen kann dieses Cytoskel ettprotein
Uber 5 % des Gesamtproteins ausmachen. In Muskelzdllen hingegen kann der Anteil des Aktins
am Gesamtprotein sogar Uber 20 % betragen. Entdeckt wurde das Protein im Jahre 1942 von
Bruno Straub, enem ungarischem Biochemiker, und ig sdtdem Gegendand vider
Untersuchungen. Bedeutende Ergebnisse der Aktinforschung dnd die Entwicklung der
Gletfilamenttheorie durch Huxley and Niederkerke 1954 und Hanson und Huxley 1954 die ds
Grundlage fir den Ablauf der Muskdkontraktion gilt. Die Entdeckung, dald Aktin in
nichtmuskuldren Zellen ein Bedtandtell des Cytoskeetts i, welches die Form der Zdle,
Veskdtrangport, Gesta tsdnderung sowie auch die Wanderung von Zellen beeinflurd (Hatano und
Oosawa 1966), hat die Aktinforschung nochmals intensviet. Die Besimmung der
Aminoséuresequenz durch Elzinga et d 1973 belegt die fundamentale Bedeutung dieses Proteins.
In den 80-iger Jahren gelang die Aufkldrung und Charakteriserung grundlegender Prozesse, an
denen das Aktin betelligt ist, wie die Aktinpolymerisation zur Aushildung dynamischer Flamente
und die Interaktion von Aktinfilamenten und -monomeren mit anderen Proteinen. Inzwischen snd
Uber 60 aktinbindende Proteine identifiziert worden (Pollard 1993).

Die Krigdlisation des Aktins komplexiet mit DNase | emdglichte die Aufklaung der
molekularen Struktur des Aktins mit Hilfe der Rontgenkristallographie (Kabsch et d 1990). Dies
scheffte die Vorraussetzungen fir die Entwicklung eines atomaren Aktinfilament-Moddls (Holmes
et d 1990). Inzwischen konnten die Strukturen weiterer Aktinkomplexe aufgeklart werden wie z.
B. Aktin/Gesolin-Segment 1(McLaughlin et d 1993) und Aktin/Profilin (Schutt et a 1993).

1.3.1. Aktin-Isoformen

Aktin kommt in alen eukaryotischen Geweben vor. Je nach Funktion des betreffenden Gewebes
liegt Aktin in unterschiedlichen Isoformen vor.

Die his jetzt bekannten Aktinformen bestzen identische Molekulargewichte und ene sark
konsarvierte Aminosauresequenz, welche sch nur durch Unterschiede hauptsachlich im - N-
terminden Bereich, voneinander abheben. Die Auftellung in a-, b- und g-lsoformen beruht auf
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den unterschiedlichen Antell an sauren Aminosduren im N-terminden Bereich, welches Sch in
unterschiedlichen isodektrischen Punkten (IP) der einzenen Isoformen (IP's von 5.4 bis 5.9,
Zechd and Weber 1978) niederschlégt. Eine weitere Differenzierung der einzelnen Isoformen

erfolgt gewebsspezifisch:

a-Aktine Es werden 3 Isoformen unterschieden: In Skelettmuskulatur, in
Herzmuskulatur und in glatter Muskulatur.

b-Aktin: Diese nicht muskulére Isoform ist Hauptbestandtell des Cytoskeletts.

g-Aktine: Hier werden zwel Isoformen unterschieden: einein der glatten Muskulatur
vorkommende und ene nicht muskul&re Form.

Der Augtausch von einzelnen Aminosduren in den unterschiedlichen Isoformen aul3erhalb des N-
teeminden Bereiches, snd med in Regionen angeseddt, die ba der Interaktion mit
aktinbindenden Proteinen eine Rolle spiden (Kabsch and Vandekerckhove 1992).

Alle Isoformen haben ein anndhernd gleiches Polymerisationsverhdten. Nur in der Fahigkat mit
aktinbindenden Proteinen zu interagieren sind Unterschiede erkennbar (De la Cruz and Pollard
1996, Segura and Lindberg 1984). Die einzelnen Isoformen kénnen in en und derselben Zdle
koexidtieren. Eine Audstauschbarkeit der einzelnen Isoformen untereinander ist nicht méglich
(Chaponnier et a 1995).

1.3.2. Struktur und Char akterisierung des Aktins

Es wird zwischen der globuléren (G-Aktin) und der filamentdren Form (F-Aktin) des Aktins
unterschieden. Filamentdres Aktin besteht aus einer Vielzahl globuldrer Aktinmoleklle, die in
polymeriserter Form vorliegen.

Das G-Aktin-Molekll besteht aus einer einzigen Aminosaurenkette mit einer Lange von 375
Aminosiuren mit einem Molekulargewicht von 42 kD. Die native Form des Aktins hat eine
Nukleotidbindestelle, an die unter physologischen Bedingungen je nach Zustand ADP oder ATP
gebunden ist. In der N&he der Nukleotidbindestelle befindet sich ene starke Bindungstdle fur
zwewertige lonen wie Mg, Es exigtieren weitere schwach ausgepragte Bindungsstellen fir ein-
und zweiwertige lonen.

Da G-Aktin unter gewohnlichen Krigdlisationsbedingungen polymerisert, wurde es fir
Strukturanalysen mit DNase | komplexiert. Die gddste Rontgenstrukturanayse zeigt ein Molekdll
bestehend aus zwei Doménen, die durch einen tiefen Spat voneinander getrennt sind. In diesem
Spdt befindet Sch die Nukleotidbindestelle und die Bindungsstelle fir ein divaentes Kation. Die
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beiden Doménen untergliedern sich nochmasin jewells 2 Subdoméanen. Das N- und C-terminale
Ende liegen sehr nah beileinander und sind in der Subdoméne 1 lokaisert (sehe Abb. 1.6.).

. - -
C-Terminus N-Terminus

Abb: 1.6: Atomare Struktur des Aktin-DNase I-Komplexes. In Blau dargestellt ist Aktin. Das
gebundene Nukleotid ist in rot gezeigt. In Subdoméane 1 sind N- und C-Terminus rot markiert. Im
Bereich der Subdoméne 2 interagiert die DNase | (griin) mit dem Aktin. In gelber Farbe ist die
Zuckerkette der DNase | dargestellt (die Erstellung des Bildes erfolgte mit Rasmol und dem Koor-
dinatensatz 1ATN der Brookhaven Protein Data Bank).

Wie schon erwéhnt besitzt Aktin die Fahigket, unter physologischen Bedingungen langkettige
Polymere zu bilden. Aktinfilamente bestehen aus etwa 500-1000 monomeren Aktinmolekiilen,
die durch nichtkovdente Bindungen, wie Wassersoffbricken und hydrophobe
Wechsawirkungen zusammengehdten werden. Es kommt zur Aushildung einer helikalen Struktur
bestehend aus 2 Ketten, die 8hnlich wie eéine DNA-Hdix miteinander verdreht sind. Das ,, DNA-
Helix-Moddl* beschreibt die intermolekularen Kontakte zwischen zweier sch umwindender
Ketten. Bel diesen Typ werden die hydrophoben Schieifen, mit denen die Aktinmolekile aus den
unterschiedlichen Ketten unter einander in Kontakt treten besonders hervorgehoben.

Das ,long pitch helicd® Moddl hingegen beschreibt die Kontskte der Aktinmolekiile
untereinander die entlang einer Kette liegen (Holmes et d 1990). In der Abbildung 1.7. werden
bede Moddltypen, die ba dea Ausbildung enes Aktinfilaments ene Rolle spiden,
veranschaulicht.
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Abb. 1.7: Dargtellung eines Aktinfilaments aus einzelnen Aktinmonomeren. Rechts im Bild gezeigt
ist ein einzelnes Aktinmolekil, auf dem farblich die Bereiche markiert snd mit denen es mit den
benachbarten Aktinmolekilen interagiert (entnommen aus: lzrailev et a 1999). Die hydrophobe
Schleifeist in diesem Bild lila-tirkis beim Aktinmonomer markiert. In der Darstellung des Filaments
erkennt man die hydrophobe Schleife, wie sie in den Spat zwischen 2 gegenliber liegenden
Aktinmolekile hineinragt. Grin und Braun gekennzeichnet sind die Aredle des Aktinmonomers, die
eine Rolle bel der Aushildung einer Kette (long-pitch-helikales Modell) spielen.

Aufgrund der Asymmetrie des Aktinmonomers sind Aktinfilamente gerichtet. Am Minusende
(ADP-Ende, langsam wachsendes Ende) liegen die Subdoménen 2 und 4 frel, warend am
Plusende (ATP-Ende, schnell wachsendes Ende) die Subdoménen 1 und 3 frel vorliegen. Die
Enden des Aktinfilaments wel sen unterschiedliche Polymerisationsraten auf.

1.3.4. Mechanismen der Polymerisation

Die Aushildung von Aktinfilamenten setzt die Polymerisation von Aktinmonomeren voraus. Unter
den in der Zdle vorliegenden Ionenbedingungen wird eine Polymerisation von freen G-Aktin
beglingtigt. Die Kinetik der Polymeriserung wird im Wesentlichen durch 2 Faktoren bestimmt:

1. die Asymmetrie der Aktinfilamente
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2. die Hydrolyse von ATP die die Aktinpolymerisation begleitet.

Die Bildung eines Filamentes kann in drel Phasen untertellt werden:
1. die Verzogerungsphase
2. die Wachstumsphase
3. die Gleichgewichtsphase

Die Verzogerungsphase entsteht durch eine kinetische Barriere zu Beginn der Polymerisation. Se
setzt 9ch im Prinzip aus 2 Resktionen zusammen: Die Aktivierung von Aktinmonomeren und
durch den relativ langsamen Aufbau einer Ausgangsstruktur fir ein Aktinfilament, der Nukleation
dreier aktivierter Aktinmolekile (ATP-Aktin). Aufgrund ihrer unglingigen Thermodynamik ist Se
die geschwindigkeitshestimmende Reaktion der Polymerbildung (Tobacman and Korn 1883).
Das wetere Wachstum eines Filamentes geschient durch die Anlagerung welterer aktivierter
Monomere an beide Filamentenden.

Die Glechgewichtsphase ig erecht, wenn das Wachsum des Polymers sch durch die
Anlagerung und den Verlugt einzelner Monomere genau die Waage hélt.

Be der Anlagerung von Aktinmonomeren wird das ATP zu ADP + Pi kurz nach dem Einbau in
das Flament hydrolisert und somit die Energie bereitgestellt, die fir den Prozef3 der
Filamentbildung bendtigt wird.

Die Hydrolyse der Nuklectide, die sich im Zusammenhang mit der Polymerisation abspielen
haben zur Folge, dal3 sch die kritische Konzentration (Gleichgewichtskonstanten) an beiden
Enden des Polymers andert. Wenn bede Enden des Polymers frei liegen, setzt sch die
Polymerisation so lange fort bis die Konzentration der Monomere einen Wert erreicht, der hoher
ds die Gleichgewichtskongtante fir das Plusende aber niedriger ds fur das Minusende ist. In
diessam Gleichgewichtszustand werden am Plusende Monomere angefligt und am Minusende
abge6gt. Somit blelbt die Lange des Polymers gleich; aber die einzelnen Monomere wandern von
einem Ende zum Anderen. Diesen Vorgang bezeichnet man as Tretmiihlmechanismus (Wegner
1976). Die erwéhnte Gleichgewichtskongtante wird as die kritische Konzentration der frelen
Aktinmonomere bezeichnet. Se liegt zwischen 0.1 und 0.7 uM und kann in Anwesenhelt
bestimmter aktinbindender Proteine und lonenkonzentrationen stark variieren (Wegner und
Isenberg 1983).

In Anwesenheit von Cappingproteinen richtet sch die kritische Konzentration nach dem frel
vorliegenden Polymerende.
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1.3.5. Aktin und Apoptose

Aufgrund der drastischen morphologischen Zdlveranderungen wie se in Abschnitt 1.1.1. und
1.1.2. beschrieben worden sind, liegt die Vermutung nahe, dal3 die Modifizierung eines der
Hauptproteine des Cytoskeletts wahrend der Apoptose eventuell eine mal3gebliche Rolle spidt.
Die Beteiligung und Modifikation des Aktins wahrend des programmierten Zelltodes wird von
Forschungsgruppen sehr kontrovers diskutiert (Mashima et d 1995, Naora and Naora 1995,
Levee et d 1996, van England et d 1997, Maravel et d 1997, Song et d 1997). Die Menungen
reichen von der proteolytischen Spatung des Aktins bis zu keiner Beginflussung dieses Proteines
im Rahmen der Apoptose. Andere Autoren gehen davon aus, dal3 nur Proteine gespalten werden,
die eine Ralle beal der Verknipfung des Cytoskdetts mit der Plasmamembran spielen, wie zum
Beigpid b-Catenin und Gas2 (Brancolini et a, 1997 und 1995).

1.4. Aktinbindende Proteine

In jeder Zdle gibt es sehr vide unterschiedliche Strukturen, an denen Aktin betalligt ist. Da die
Grundgtruktur des Aktinmolekils immer ,,gleich” bleibt, ergeben sich die Unterschiede in Lange
der Flamente, Stahilitét, Zahl und Vertellung durch die Interaktion des Aktins mit verschiedenen
aktinbindenden Proteinen. Inzwischen sind Uber 60 dieser Proteine identifiziert worden (Pollard
1993). Die aktinbindenden Proteine werden aufgrund ihrer ,, Funktion* in 7 verschiedene Klassen
eingetellt (Pollard and Cooper 1986). Einzelne Proteine kénnen mehrere Funktionen haben und
and somit gleichzeitig unterschiedlichen Klassen zugeordnet sain:

1. Proteine, die an G-Aktin binden, wie DNase |, Vitamin D bindendes Protein, Profilin.
2. Proteing, die an ein Filamentende binden (,cgpping proteins') wie Gelsolin, Fragmin
und Villin.

3. Proteine, die Aktinfilamente in Monomere ,,paten” konnen und an Aktinmonomere
binden, wie Gdsolin, Villin und Fragmin.

4. Proteine die an die Saten von Aktinfilamenten binden aber keine Quervernetzung
bewirken. Dazu gehdren Tropomyosin, Cofilin und das Peptid Phdloidin.

5. Prateine die Aktinfilamente quervernetzen: Villin, a -Actinin, Fmbrin.

6. Proteine, die an das Ende von Aktinfilanenten binden und diese mit der
Plasmamembran verbinden wie Tain und Spectrin.
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7. Motorproteine, die an die Sdate von Aktinfilamenten binden kénnen und bel
Zdlbewegungen ene Rolle spiden: Myosine.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwe dieser aktinbindenden Proteine und deren Rolle wahrend
der Apoptose genauer betrachtet.

1.4.1. DNasel

Die DNese | ig en ca 30 kD schweres Glykoprotein bestehend aus ener Kette mit
257 Aminosaureresten. Als sekretorisches Verdauungsenzym ist es hauptsachlich in Parotis und
Pankreas nachzuweisen. Aber auch in anderen Geweben wie Leber, Niere, Dunndarm,
keratiniserenden Epithdien, Geschlechtsorganen, Thymus, Gehirn und Herz ist die DNasel
exprimiert. Dies lésst die Vermutung zu, dal3 diese Endonuklease noch eine andere Funktion
neben der des Verdauungsenzymes inne haben konnte. Mannherz et d 1995 und Kayaar et d
1996 podtulieren, dal3 die DNase | eventuel identisch mit der fragmentierenden Endonuklease
wéhrend der Apoptose sain konnte.

Wie Abb. 1.6. ersichtlich, bildet die DNase | einen Komplex mit G-Aktin im stéchiometrischen
Verhdtnis 1:1. Die Gleichgewichtskonstante dieses Komplexesliegt bel ca. 1 nM (Mannherz et
1980). Die Bindestelle der DNase | befindet sch auf der Subdoméne 2 des Aktins. Aufgrund
sener Eigenschaft monomeres G-Aktin zu binden greift die DNase | in das G-F
Aktingleichgewicht ein, indem es freies G-Aktin aus diesem Gleichgewichtsverhdtnis entfernt. Aus
diesem Grunde inhibiert die DNase | die Aktinpolymerisation (Mamherz et d 1975). Dieser
Mechanismus konnte eventuell bei den Umbauten des Cytoskeetts wahrend apoptotischer
Prozesse eine Rolle spiden.

Die DNa== | veliert ihnre DNA-fragmentierende Aktivitét, wenn se mit Aktin komplexiert vorliegt
(Lazarides and Lindberg 1974). Dies ist ein weiteres Indiz fir die Hypothese, dal3 die DNase |
eine Ralle im gpoptotischen Zdlgeschehen spiden kdnnte. Durch Spaltung von G-Aktin koénnte
die Aktivitét der DNase | wéhrend des programmierten Zdltodes ansteigen (Kaydar et d 1996,
Mashima et d 1995) und s0 fir die charakteristische DNA-Leterbildung sorgen. Weitere
Anzeichen, die fur die DNase | ds gpoptotische Endo-nuklease sprechen sind, dal3 das Protein
wahrend agpoptotischer  Prozesse  nicht  hochreguliet  wird. Der  podtrandationde
Aktivierungsmechanismus kommt dieser Hypothese zu Gute. Die perinukleare Ansammlung
dieses Enzyms wéhrend der Apoptose ist ds weiteres Argument anzusehen (Untersuchungen aus
dem Labor Mannherz).
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Gegen die Involvierung der DNase | in apoptotischen Prozessen sprechen folgende Beob-
achtungen:

In Zelsysemen ohne DNase | kann Apoptose ablaufen. Das Zdlsterben erfolgt mit unspe-
zifischen DNA-Abbau. Nur mykoplasmeninfizierte Zellen zeigten die typische Leter-bildung nach
Apoptosainduktion. Mykoplasmen exprimieren ihre eigene DNasen, die dann fir die Ausbildung
einer DNA-Leiter nach Apoptoseinduktion verantwortlich sind (Paddenberg et a 1996).

Diese kontroversen Meinungen Uber die Rolle der DNase | wéahrend des programmierten
Zdltodes zeigen enen Kléaungsbedaf und mecht Se s0 zu enem interessanten
Untersuchungsobjekt.

1.4.2. Gelsolin

Ein weiteres aktinbindendes Protein, welches eine Rolle in der Apoptose spielen konnte, ist das
Gdsolin. Es gehdrt zu den am besten untersuchten aktinbindenden Proteinen. Es kann die
Aktinpolymerisation auf verschiedenen Wegen beanflussen. Saine Fahigket, Aktinfilamente in
enem nichtproteolytischen Vorgang zu brechen, macht Gelsolin zu enem Hauptakteur, wenn es
um Zdlbewegung und Differenzierung geht. Neben der Fahigkeit Aktinfilamente zu brechen kann
es an Filamentenden binden und somit die Polymerisation des Aktins beeinflussen. Desweiteren
kann es den Prozef3 der Aktinnukleation unterstiizen (Wegner et a 1994). Dieses 87 kD
schwere Protein kommt sowohl in cytoplasmatischer ds auch in sekretorischer Form vor. Die
hauptséchlich im Blutplasma vorkommende sekretorische Form sorgt dafiir, das durch Zdltod
freigesetztes F-Aktin abgebaut wird und es so nicht zu einer Erhdhung der Viskositét des Blutes
kommt.

Das Gdsolin igt aus etwa 6 gleich grof3en Segmenten aufgebaut. Die Doménen 1 und 4 haben
Bindungsstellen fir monomeres G-Aktin. Das Segment 2 hingegen gellt die F-Aktin bindende
Doméne dar. Die meisten Gelsolin/Aktin-Interaktionen werden durch die sekundéren Botengtoffe
Ca?" und Phosphatidyl-Inositol-Phosphat (PIP) geregelt.

In Anwesenheit von physiologischen Ca?*-Konzentrationen in der Zedle liegt des Gesolin
komplexiert mit 2 G-Aktinen vor (G/2A-Komplex). Bei Entzug von Caf*-lonen dissoziiert €n
Aktinmolekil, so dal3 es zur Aushildung eines Gelsolin-Aktin-Komplexes im stéchiometrischen
Verhdtnis 1:1 kommt (G/A-Komplex). Gelsolin, welches im Komplex mit nonomeren Aktin
vorliegt, verliet saine Fahigkeit an Aktinfilamente zu binden und Se 0 zu zerbrechen. Trotz
Verlus der Bindefdhigkeit fir F-Aktin beeinflussen G/A-Komplexe die Polymerisation da se
freles G-Aktin aus dem Aktingleichgewicht entfernen.
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Krigalographische Untersuchungen an Komplexen bestehend aus Gd solinfragmenten und Aktin
ergaben ein sehr genaues Bild Uber die Wechsawirkung der beiden Proteine (Pollard et a 1994).
S0 kann Segment 1 monomeres Aktin calciumunabhangig in einem siéchiometrischen Verhdtnis
von 1:1 binden. Diese Aktinbindestelle befindet sch am C-terminalen Ende des Proteines. Bei der
Aushildung von G/2A-Komplexen im nativen Protein bindet das zweite Aktinmolekdl in der Néhe
des N-terminalen Ende des Gelsolins. Bl Entzug von Ca ?* durch EGTA it diese Bindungstelle
verantwortlich fir die Aushildung des EGTA-gtabilen G/A-Komplexes.

Die kleinge Einhet des Gesolins, die Aktinfilamente zu schneiden vermag, besteht aus den
Segmenten 1 & 2.

Wie schon bel der DNase | wird auch bei Gelsolin vermutet, dal3 es eine wesentliche Rolle bel
gpoptotischen Prozessen inne haben konnte. Die Betelligung dieses Proteins an der Apoptose
wird wie bei der DNase | sehr kontrovers diskutiert (Kothakota et a 1997, Othsu et a 1997).

1.5. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Der Schwerpunkt dieser Doktorarbeit soll auf der Untersuchung der Verénderungen von Aktin
und aktinbindender Proteine wahrend der Apoptose liegen.

Dabe sollen folgende Fragestellungen, aufgrund der Kontroversen in der Literatur, bearbeitet
werden:

Wird Aktin wahrend apoptotischer Prozesse prozessert? Wenn ja, gibt es Unterschiede
zwischen dem Aktin, welches in der Zelle vorhanden it und exogen hinzugefiigtem Aktin?

Fur den Fdl, dal} eine Prozesserung des Aktins wahrend des programmierten Zelltodes
nachgewiesen werden kann, soll versucht werden, die entsandenen Aktinfragmente durch
Bestimmung ihrer Grofe und deren Lage zueinander zu charakterisieren.

Ein welterer Teilaspekt, der in der Literatur divergent diskutiert wird, ist, welche Form des Aktins
(die globulére oder die filamentére Form) modifiziert wird.

Neben der Charakteriserung der Aktinfragmente soll versucht werden, die fir diesen Prozef3
verantwortlichen Enzyme und Faktoren zu identifizieren.

Neben der Charakteriserung der Aktinbruchstiicke und der verantwortlichen Enzyme sind
Untersuchungen von aktinbindenden Proteinen, insbesondere Gelsolin und DNase | en
Begtandteil dieser Arbeit. Beiden Proteinen wird eine malgebliche Beteiligung an gpoptotischen
Prozessen zugeschrieben. DNase | geht im Verdacht, identisch mit der gpoptotischen
Endonuklease zu sein (Mannherz et d 1995). Bei Gelsolin hingegen vermutet man eine Betelligung
an der Aktinfilamentzerstiickelung wahrend der Apoptose (Kothakota et a 1997).
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Neben der Anadyse der Funktionditd und Betelligung an Prozessen des physologischen
ZdItodes von Gelsolin und DNase |, soll Uberprift werden, ob Aktin vorliegend im Komplex mit
den genannten Proteinen, vor apoptotischen Prozessen geschiitzt wird.

Zur Klarung diesr Fragen sollen fir die Durchfihrung der Experimente, hauptséchlich
zd|biologische und biochemische Methoden verwendet werden:

Die Arbeten sollen mit den Zdlkulturlinien SKW 6.4 und Jurkat durchgefihrt werden, die aus
Lymphblastemen isoliet wurden. In diesen Testsysemen léasst sch die Apoptose Uber
unterschiedliche Signdwege audsen. Somit kann gewdahrleistet werden, dal3 es sch be den
resultierenden Ergebnissen um algemeine Ablaufe wéhrend der Apoptose handdt oder um
Vorgange, die abhangig snd vom jewelligen Signaweg der Apoptoseaud 6sung.

Die Identifizierung der aktinprozesserenden Enzyme soll mit Hilfe verschiedener speafisch
wirkender Proteasainhibitoren geklart werden wie se auch von anderen Forschungsgruppen fur
andere Substrate der Caspasen erfolgreich verwendet wurden (Casciola-Rosen et d 1994,
Nicholson et a 1995).

For die Betimmung der GroRe der Aktinfragmente sollen geldektrophoretische und
immunochemische Methoden verwendet werden. Zur Einordnung der Lage der enzelnen
Aktinfragmente  sollen  ,,in  vitro“-Experimente mit sdektiv. markierten  Aktinen  und
sequenzspezifischen  Antikorpern  durchgefihrt  werden. Die  markierten  Aktine  werden
wahrscheinlich neben Sedimentationsexperimenten auch bel der Klarung der Frage helfen, welche
Form des Aktins wéhrend des programmierten Zdltodes modifiziert wird.

Zur Untersuchung der Wechsdwirkung zwischen Apoptose-modifizierten Aktin und aktin-
bindenden Enzymen <ollen neben dektrophoretischen und immunologischen  Unter-
suchungsmethoden auch die Anwendung spezifischer Aktivitdtstests und DNA-darstellender
Verfahren verwendet werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und L aborgeréate

Substanzen zur Apoptoseinduktion
Staurosporin
Cydoheximid
CD 95-Antikorper
AraC

Proteaseinhibitoren
Jodacetamid
N-Ethylmadeimid
Pefabloc
DEVD-cho
YVAD-cho
Cdpan-Inhibitor 1
TPCK
TLCK

Antikor per
a -Gdsolin monoklond
a-Gdsolin polyklond
a-CPP 32 polyklond
a-CPP 32 polyklond
a-Aktin C-terminus, monoklona
a- a-Aktin monoklona
a- a-Aktin polyklond
a-b-Aktin monoklond
Affea-Hase biotinyliert
Schaf a-Maus biotinyliert
Streptavidin/Peroxidase Komplex

Sigma, Deisenhofen

ICN

AG Krammer, DKFZ Heidelberg
Fuka, Buchs CH

Sgma, Deisenhofen
Sgma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Calbiochem, Bad Soden
Bachem, CH
Calbiochem, Bad Soden
Sgma, Deisenhofen
Sgma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

AG Mannherz, Bochum

Santa Cruz, USA

Dako, Hamburg

Sgma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

AG Mannherz, Bochum

Sgma, Deisenhofen

Amersham Buchler, Braunschwelg
Amersham Buchler, Braunschwelg
Amersham Buchler, Braunschwelg
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Zdlkultur
RPMI
DMEM
Seren
Ciprofloxacin
Streptomycin
Penicllin
Protein A

Proteine

Gdsolin human, rekombinant
Gdsolin Segment 1 humean,
rekombinant

DNase |, Rinderpankreas

Trangglutaminase,
Meerschweinchen

Weiter e Substanzen
Dansylcadaverin
I-AEDANS
Sulfo-NHS-LC Biotin
DAB
ATP
mMantATP

Acrylamid 29:1, premix

Acrylamid 2x
Marker fur die
Elektrophorese

Gibco BRL, Eggengtein
Gibco BRL, Eggengtein
Seromed Berlin
MilesInc., USA
Sgma, Deisenhofen
Sgma, Deisenhofen
Sgma Desenhofen

AG Mannherz, Bochum

AG Mannherz, Bochum
Worthington, USA

Sgma, Desenhofen

Sgma, Deisenhofen

Sgma, Deisenhofen

Pierce, USA

Sgma, Deisenhofen
Pharma, Waldorf

AG Goody, MPI Dortmund
Biotec Fisher

Serva, Heidelberg

Sgma, Delsenhofen und
BioRad

Weitere verwendete Chemikalien wurden bezogen von:

Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Riedel-de Haen
T.J. Baker

Alle verwendeten Chemikdien waren vom Reinhetsgrad p.A.
Die benutzten Laborgerde und deren Herkunft werden in der Beschrelbung der einzelnen

Methoden vermerkt.
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2.2. Zdlkultur

2.2.1. Verwendete Zdllinien

Fur die Versuche wurden folgende etablierte Zdllinien verwendet:
-Die humane B-Lymphblasem Zdlinie SKW 6.4 (eine freundliche Gabe von
P. Krammer, DKFZ Heidelberg).
-Die humane T-Lymphblastem Zdlinie Jurkat bezogen von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zdlkulturen in Braunschweig
-Die Brustkrebs Zdlinie MCF-7 (eine freundliche Gabe von G. Leqgclerg, Indtitute Jules
Bordet in Briissd, Belgien)
Die vewendeten Zdlinien wurden regdméig auf ihre Mykoplasmenfrehat mit Hilfe der
Zymogrammtechnik Uberprift (Sehe2.6.4.1.).

2.2.2. Allgemeine M ethoden der Zellkultur

Alle Zdlen wurden in einem Inkubator, Moddl IR Autoflow der Firma Nuaire, bei 5% CO, und
95 % L uftfeuchtigkeit gehdten. Alle Grundmedien sammen von der Fa. Gibco und wurden Gber
die AG Fdkenberg Ruhr-Universté Bochum, fertig angesetzt und sexilfiltriert bezogen. Fir dle
Zdlen wurden Zdlkulturflaschen mit Filterkappe (Porengrole 0.2 um) der Fa. Falcon verwendet.

Die Zdlinien Jurkat und SKW 6.4 wurden ds Suspensonskulturen gehdten in RPMI 1640
Medium, 10 % hitzinaktiviertes fetdes Kélberserum (Hybridomaserum von Seromed, Berlin), 2
mM L-Glutamin und PSN. Die Zellen wurden 2 x in der Woche mit frischem Medium versorgt
und gesplittet (SKW 1:50, Jurkat 1:30).

Die Zdlinie MCF7 dnd adh&rent wachsende Zdlen. Sie wurden in DMEM, 10 % hitze-

inaktiviertem fetden Kéberserum, 2 mM Glutamin und PSN gehdten.

Hierzu wurden sie 2 x in der Woche mit 0.025 % Trypsin, 1 mM EDTA in PBS trypsniert, 1:20
verdinnt und erneut in Flaschen ausgesit. Bel dieser Verdinnung waren die MCF-7-Zdlen
innerhab von ca. 3 Tagen konfluent.

Die MCF-7-Zéellen wurden fur zellmorphologische Experimente auch auf sterilen Deckglaschen
mit 10 mm Durchmesser nach den hier beschriebenen Methoden angezogen.
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2.2.3. Induktion von Apoptosein den einzelnen Zellsystemen

Die Induktion von Apoptose erfolgte in den einzelnen Zdlsystemen unterschiedlich:

In SKW 6.4 Zelen wurde tUber den Oberflachenrezeptor CD 95 mit Hilfe des spez. mono-
klonaen Antikdrpers Fas/APO-1 der programmierte Zdlltod induziert.

Hierzu wurden die Zdlen mit 200 ng APO-1/ml Suspensonskultur versetzt. Zur Unterdttitzung
der Trimeriserung des Antikorpers wurden 20 ng Protein A/ml Zdlsuspension hinzugeftigt. Die
Zdlen wurden nach unterschiedlichen Induktionszeiten weiterverarbeltet.

Be dea Zdlinie Jurkat wurde der physologische Zeltod mit Hilfe des Kinase-Inhibitors
Staurosporin ausgel 6. Die Zellen wurden entweder fur 5 h mit 1 uM Staurosporin, oder fur 24 h
mit 0.1 uM Staurosporin behandelt.

In MCF-7 Zdlen wurden a's Apoptosainduktoren die Substanzen Cycloheximid (10 pg/ml fur 20
h) und Staurosporin (1 uM fir 24 h) verwendet.

2.2.4. Inkubation der Zdllen mit Proteasainhibitoren

Zur Uberprifung der Wirksamkeit einzelner Proteaseinhibitoren ,,in vivo® wurden die Zdlen mit
dem zu testenden Inhibitor in verschiedenen Konzentrationen und variablen Zeiten vorinkubiert.
Anschlief3end erfolgte die Apoptosainduktion und Aufarbeitung der Zellen wie in den Abschnitten
2.2.3. und 2.3.1 beschrieben.

Die getesteten Inhibitoren wurden in folgenden Konzentrationsbereichen und Zetrdumen
engesatzt:

Inhibitor Konzentration Zeit
Jodacetamid 50 uM - 5mM 4-24h
N-Ethylmaeimid 1mM-10mM 4-24h
Pefabloc/ H,O 04mM -4 mM 4-24h
DEVD-cho/DMSO 1nM-20uM 4-24 h
YVAD-cho/DMSO 1nM-20uM 4-24 h
Cal-Inhibitor 11/DMSO 25uM - 50 uM 4-24 h
TPCK/H,O 10 uM - 200 uM 4-24 h
TLCK/H,O 10 uM -1 mM 4-24 h
Pepgtatin A 1uM -5uM 4-24 h
Kontrollen:

DMSO 1 ul/ml Zdlsuspenson  |4-24 h
Ethanol 1ul/ml Zdlsuspenson  (4-24 h
H20O 1 pl/ml Zdlsuspenson  [4-24 h

Diejewellig verwendeten Konzentrationen und Inkubationszeiten Snd im Ergebnistell vermerkt.
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2.3. Préaparationsmethoden

2.3.1. Praparation von Zellextrakten

Die Prégparation der Zdlextrakte wird nach der Methode von Mashima et d 1995 durchgefuihrt.
Hierflr werden folgende L Osungen bendtigt:

Zdlextraktionspuffer: 10 mM Tris-HCI pH 8.1
5SmM DTT

PBS: 8 g NaCl
0.2gKCl
1.14 g Na&HPO,
0.24 g KH,PO,
ad Hzo 1000 ml
pH 7.4 mit HCl engelen

Durchftihrung:

Die Zdlen aus 30 ml Suspensonskultur werden in ener Zentrifuge (Sgma 2KD) mit Aus-
schwingrotor ba 1500 rpm fir 5 min sedimentiert. Das Zdlpdlet wird in PBS aufgenommen und
in ein Eppendorf Resktionsgefd? (Grole 2 ml) Uberfihrt. Es erfolgt ene Zentrifugation bet 2000
rpm fur 5 min in einer Tischzentrifuge (Heraeus biofuge pico). Die so gewaschenen Zdlen werden
in 300 pl Zdlextraktiongouffer aufgenommen. Das Pdllet wird durch intengves Schiitteln mit Hilfe
enes Vortex gddd. Die Lyse der Zdlen efolgt durch dreimdiges Einfrieren und Auftauen. Im
AnschluB erfolgt eine Zentrifugation bei 100 000 g fiir 20 min be 4 °C (Ultrazentrifuge Beckman
Optima TL mit den Rotoren TLA 100 und TLA 1004). Das Pdlet wird verworfen der
Uberstand, der die cytoplasmatischen Proteine enthdt, wird as Ausgangsmateria fir weitere
Experimente verwendet. Die Bestimmung des Proteingehdtes erfolgte nach der Methode von
Bradford (sehe2.4.1.).
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2.3.2. Praparation der a-Aktin-lsoform ausder Skelett-
muskulatur des Kaninchens

Die Prdparation der a-Aktin Isoform erfolgte nach der Methode von Pardee und Spudich 1982.
Folgende L 6sungen sind fur die Prgparation notwendig:

Puffer A: 100 mM KCI
150 mM KH2PO4

L6sung B: 50 mM NaHCO;
LOsung C: 1mM EDTA pH 7.0
Aceton p.A

G-Aktin-Puffer: 2mM Tris-HCl pH 8.0
0.2mM CaCl,
02mM ATP
05mM DTE
1 mM NaNj3

StammlGsungen: 3 M KCI
100 mM ATP
1M MgCh

Durchfuihrung:
Die Prgparation erfolgte, soweit nicht anders angegeben, bei 4 °C.

Hergtdlung von Acetonpulver ds Zwischenstufe zur Aufbewahrung:

250 g Muskdfleisch vom Kaninchen werden zerkleinert (Fleischwolf) und anschlief3end 10 minin
11 Lésung B extrahiert. Der Ansaiz wird durch ein engmaschiges Seb filtriert. Es erfolgt ene
weltere Extraktion des Riickstandesin 2 | Lésung B. Nach 10 min wird der Ansatz erneut filtriert
und fir wetere 10 min in Losung C geriihrt. Der nach einer weiteren Filtration abgetrennte
Ruckstand wird fir 5 min mit Aqua bidest gewaschen und anschlief?end 5 md fir ca 15 min mit
katem Aceton extrahiert und filtriert, bis das Filtrat fettfre erscheint. Die Trocknung des
Acetonpulvers findet bei Raumtemperatur statt. Die Aufbewahrung dieser Zwischengtufe bis zur
weiteren Verarbeitung erfolgte bel -20 °C.

Isolierung von Aktin aus Acetonpulver:
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10 g Acetonpulver werden in 200 ml Puffer D gelost und 30 min bei 0 °C geriihrt. Dieser Ansatz
wird durch ein Filterpapier gesaugt. Das Filtrat wird fir 45 min bet 15 000 g zentrifugiert. Das im
Uberstand enthaltene Aktin wird zur Polymerisation gebracht, indem man den Ansatz unter der
Vewendung der Stammlésungen auf 50 mM KCI, 2 mM MgChL und 1 mM ATP -
Endkonzentration bringt. Nach 90 min Inkubation be Raumtemperatur it der
Polymerisationsvorgang abgeschlossen. Der Ansatz wird auf 0.6 M KCl-Endkonzentration
eingestdlt, 15 min gertihrt und anschlief3end bei 150 000 g fir 90 min in ener Ultrazentrifuge
zentrifugiert. Das Pdllet, indem sich das filamentére F-Aktin befindet, wird in ca. 12 ml Puffer D
aufgenommen und in enem Glagpotter nach Dounce homogenigert. Um globuldres G-Aktin zu
erhdten wird der Ansatz fir 48 h gegen Puffer D didysert. Eine erneute Zentrifugation bel 150
000 g fur 90 min trennt verbliebenes F-Aktin und denaturierte Proteine (Pellet) vom G-Aktin
(Uberstand). Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford. Monomeres G-
Aktin kann fir ca. 14 Tage in Eis aufbewahrt werden ohne saine Aktivité einzublfien.

2.3.2.1. Markierung des Skelettmuskel-Aktins mit Biotin

Die Markierung des Skelettmuskd-Aktins wurde nach der Methode von Mashima et a 1995 mit
Modifikationen nach Pierce (Produktinformationsblatt: NHS-L C-Biotin von Pierce) durchgeftihrt.
NHS-LC-Biotin bindet kovaent an Lysnreste des zu markierenden Proteins. Bel der hier
beschriebenen Methode binden ca. 3-5 Biotine pro Molekll Aktin.

Standardpuffer: 5mM HEPESpH 7.4
0.1 mM CaCl,
02mM ATP

Skelettmuskd-Aktin

NHS-LC-Biotin

Dur chfiihrung:

Frisch isoliertes Skelettmuske -Aktin wird mit Standardpuffer auf eine Konzentration von 2 mg/ml
engesdlt. Nach Zugabe von 05 mg/m NHSLC-Biotin (Endkonzentration) wird der
Reaktionsansatz fur 2h auf Eisinkubiert. Zur Entfernung von Uberschiissgem Markierungsreagenz
wird das makierte Aktin Uber Nacht bei 4 °C gegen Standardpuffer diadysert. Die Bestimmung
des Proteingehaltes erfol gte nach der Methode von Bradford.

Um das biotinmarkierte Aktin Uber einen langeren Zeitraum aufbewahren zu kénnen, wurde es mit
Hilfe ener Pasteurpipette in flissgen Stickgoff, der gch in enem Uhrmacherglas befand,
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getraufelt. Die gefrorenen Proteinktigel chen wurden in ein Eppendorfgefd3 mit Schraubdeckd uns
Dichtung Uberfiihrt und bei -80 °C aufbewahrt.
Die Visudiserung des bictinylierten Aktins erfolgte wie in 2.6.1. beschrieben

2.3.2.2. Markierung des Skelettmuskel-Aktins mit 1,5-1AEDANS
am Cys 374

Die Synthese dieses Aktin-Derivats erfolgt nach der Methode von Takashi 1979. Folgende
Lésungen sind zur Durchfiihrung dieser Methode nétig:

Stammpuffer: 100 mM HEPES
200 mM KCl
10 mM MgCl,
4mM EGTA
1 mM Pefabloc
Didysepuffer: 5mM TrissHCl pH 7.5
0.2mM ATP
G-Aktin-Puffer (sehe2.3.2)
1,5 IAEDANS
100 mM DTE
Dur chftihrung:
Alle hier beschriebenen Arbeitsschritte geschehen, soweit nicht anders beschrieben, bel
Raumtemperatur.

Es wird eén 10-facher molarer Uberschul3 (bezogen auf das zu markierende Aktin) an 1,5
IAEDANS in Slammpuffer gdost. Die IAEDANS-Stammldsung wird im Verhdtnis 1:1 mit frisch
préparierten Skelettmuske-Aktin vermischt. Es erfolgt eine 50 minttige Inkubation unter Rihren
und LichtausschluR Die Resktion wird mit einem 100-fachen molaren Uberschu an DTE
gestoppt. Durch eine Ultrazentrifugation bel 160 000 g fur 1 h wird der nicht gebundene Farbstoff
entfernt und das markierte F-Aktin sedimentiert. Das F-Aktin-Pdlet wird in wenig G-Aktin-
Puffer aufgenommen und in einem Glaspotter nach Dounce homogenisiert. Es erfolgt eine 48-
diindige Didyse gegen Didysepuffer bei 4 °C. Das resultierende markierte G-Aktin wird
nochmals bel 160 000 g fur 1 h bel 4 °C zentrifugiet um Aggregate und Schwebstoffe zu
besditigen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt nach Bradford. Das IAEDANS
Aktin wird wie unter 2.3.2.1. beschrieben in flissgem Stickgoff eingefroren und bis zur
Weiterverwendung bel -80 °C verwahrt.

Die Visudiserung des Cys-374-Aktins erfolgte mit Hilfe eines UV-Trandlluminators.
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2.3.2.3. Fluoreszenzmarkierung von Skelettmuskel-Aktin am Glu
41 mit Dansylcadaverin

Die Praparation erfolgt in Anlehnung an die Methode von Takashi 1988. Be dieser Markierung
wird die enzymatische Verknipfung von Dansylcadaverin, einem Subdtrat der Transglutaminase,
an dasfrei liegende Glu 41 des Aktins genutzt. Durch die Transaminierungsresktion wird das Glu
in der Pogtion 41 zu einem GIn umgewandelt und mit dem Cadaverin kovaent gekoppet. Zur
Durchftihrung der Methode werden folgende L dsungen benétigt:

Reektionspuffer: 5mM Tris-HCl pH 8.0
1 mM CaCl,
1mM DTT
04 mM ATP
1 mM NaNj3

Desorptionspuffer: 25mM TrisHCI pH 7.5
2mM MgCl,
05mM DTT
10 % Dimethylformamid

Depolymerisationspuffer: 2mM Tris-HCI pH 8.0

0.2mM ATP
0.2 mM CaCl,
0.25mM DTT
StammlGsungen: 1M NaCl
200 mM EGTA
200 mM MgCl,
Trangglutaminese
Dansylcadaverin
G-Aktin-Puffer sehe2.3.2.
Durchfuihrung:
Die hier beschriebenen Arbetsschritte werden, soweit nicht anders erwdhnt bei 4 °C

durchgefuihrt.

50 UM Skelettmuske-Aktin wird mit einem dreifachen molaren Uberschul? an Dansylcadaverin in
Resktionspuffer gemischt. Unter Rihren wird 1 U Transglutaminase hinzugefligt. Nach einer
Inkubationszeit von 20 h bei 4 °C wird die Reaktion durch die Zugabe von 50 mM NaCl, 1 mM
EGTA und 2 mM MgChL gestoppt. Zur Entfernung von Uberschissgem Farbstoff und der
Transglutaminase wird das Sch im Resktionsansatz befindliche Aktin polymerisert. Nach 2 h
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Polymerisationszeit be Raumtemperatur wird der Resktionsansatz be 160 000 g fur 1 h
zentrifugiert. Das markierte F-Aktin-Pdllet wird in wenig G-Aktin-Puffer aufgenommen, in einem
Glagpotter nach Dounce homogenisiert und 20 h bel 4 °C gegen Desorptionspuffer didysert. Die
Probe wird erneut bei 160 000 g fur 1h sedimentiert und homogenisiert und anschlief3end fir 48 h
gegen Depolymerisationspuffer didydert. Es erfolgt eine welteren Zentrifugation der Losung bel
160000 g fur 1 h. Das im Uberstand verbleibende Aktinderivat wird wie unter 2.3.2.1
beschrieben eingefroren. Die Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80 °C.

Die Viaudigerung des Gln-41-Aktins geschieht mit Hilfe enes UV-Translluminators.

2.3.2.4 Herstellung von Gelsolin/Aktin-K omplexen

In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem Uberpriift, ob Aktin von Zelexirakten,
gpoptotischer Zelen auch dann noch fragmentiert wird, wenn esim Komplex mit aktinbindenden
Proteinen vorlag. Im Rahmen dieser Arbeit waren Komplexe aus Aktin und Gelsolin, einem
Protein welches Aktinfilamente zerhackt, von besonderem Interesse.

Hergdlung von Gdsolin/2Aktin-K omplex:
Bendtigte L 6sungen und Substanzen:

natives Gelsolin
a-Aktin aus Kaninchenmuskel (sehe2.3.2)
G-Aktinpuffer (Sehe 2.3.2))

DurchfUhrung:

Aktin und Gdsolin werden im molaren Verhdtnis 2:1 vermengt. Zur Komplexierung wird der
Reaktionsansatz 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschlief?end wurden die
Komplexe in einem nativen Safergel (sehe 2.4.3.1.) Uberpriift.

Hergdlung von Gdsolin/1Aktin-K omplex:
Die Hergtdlung von Gesolin/1Aktin-Komplexen erfolgt aus Gelsolin/2Aktin-Komplexen. Durch
Entzug von Frden Ca **-lonen im Resktionsansatz dissoziiet ein Aktinmolekil  vom

Ausgangskomplex.
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Benttigte L osungen und Substanzen:

Ge solin/2Aktin-Komplex (sehe oben)
200 mM EGTA-Stammlésung
G-Aktin-Puffer (Sehe 2.3.2)

Durchfuihrung:

Zur Eliminierung der Ca**-lonen wird ein 10-facher UberschuR an EGTA zum Resktionsansaz,
der den Gelsolin/2Aktin-Komplex enthdlt gegeben (G-Aktinpuffer enthdlt 0.2 mM Ca #. Daraus
resultiet ene Zugabe von 2 mM EGTA). Nach ener Inkubationszeit von 30 min be
Raumtemperatur wurde der Komplex im nativen Safergel (Sehe 2.4.3.1.) Uberprft.

2.3.2.5. Her stellung von DNase | /Aktin-K omplex

Ein weiteres aktinbindendes Protein, welches bei gpoptotischen Prozessen eine Rolle spielen
konnte, it die DNase |, deren Aktivitét durch G-Aktin gehemmt wird. Zur Untersuchung der
Wechsdwirkungen zwischen DNase | und Aktin wadhrend apoptotischer Prozesse wurden
DNase I/Aktin- Komplexe im stochiometrischen Verhdtnis 1:1 verwendet.
Bendtigte L 6ésungen und Substanzen zur Herstellung von D/A-K omplexen:

gereinigte DNase |

a-Aktin aus Kaninchenmuskd. Es wurden tellweise auch markierte Aktine
verwendet (Sehe 2.3.2.)

G-Aktin-Puffer (Sehe 2.3.2))

Dur chfiihrung:

Die Komplexierungspartner Aktin und DNase | wurden im molaren Verhdtnis 1:1 vermischt. Der
Resaktionsansatz wurde fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Uberpriifung der Komplexe
efolgte in nativen Safergelen (sehe 2.4.3.1) oder mit Hilfe des DNase I-Inhibitiontestes (dehe
2.6.4.3.).
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2.4. Grundlegende proteinanalytische M ethoden

2.4.1. Proteinbestimmung nach Bradford

Alle in diesr Arbet ausgefihrten Proteinkonzentrationsbestimmungen efolgten nach der
Methode von Bradford.

Die von Bradford 1976 entwickelte Methode beruht auf der Bindung von Coomasse Brilliant
Blue G250 an Proteine. Im sauren Milieu bewirkt der gebundene Farbstoff eine Verschiebung
des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm.

Zur Durchfiihrung der Proteinbestimmung werden folgende L 6sungen bendtigt:

» Protein-Assay*-Reagenzl 6sung (Fa. BioRad, Minchen)
BSA-Stammlésung 1 mg/ml

Durchfuihrung:

100 pl ,, Protein-Assay*-Reagenzl 6sung werden mit 400 pl H0 versetzt. Es werden 5 pl der zu
untersuchenden Proteinldsung hinzugefligt. Pardld zu den Proben wird eine Eichgerade von 0-10
Mg BSA angestzt. Als Learwert dient das verdinnte Reagenz ohne Protein. Nach ener
grindlichen Durchmischung und 10 mindtiger Inkubationszeit wird die Extinktion der
Reaktionsansdtze bel 595 nm in eéinem Beckman Spektrophotometer DJ 640 gemessen.

Die Auswertung efolgt durch Verglech der gemessenen Extinktionen der Proben, mit
unbekanntem Proteingehat, mit der Eichgerade, die die Extinktion in Abhangigkeit der
Proteinkonzentration darstellt.

2.4.2. SDS-Polyacrylamid-Gelektrophor ese

Nach der Methode von Laemmli 1970 konnen Proteingemische unter denaturierenden
Bedingungen in einem dektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die zu
trennenden Proteine durchwandern eine Gelmatrix bestehend aus Acrylamid und N,N’-
Methylenbisacrylamid. Im Rahmen dieser Arbat wurden in Abhdngigkeit der zu andyserenden
Proteinlésungen SDS-Gele mit unterschiedlichem Polyacrylamidgehalt (10%, 12%) verwendet.
Zur Hergtellung dieser Gele werden folgende Substanzen benétigt:
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Trenngd: variable Anteile an Acrylamid/N,N’-
Methylenbisacrylamid (Verhdtnis 29:1)
375 mM Tris-HCI pH 8.8
0.1% SDS
0.2% TEMED
0.05% APS

Sammdgd: 4% Acrylamid/ N,N"-Methylenbisacrylamid
(Verhdtnis 29:1)
125 mM Tris-HCI pH 6.8
0.1% SDS
0.25% TEMED
0.05% APS

Probenpuffer 5x: 160 mM TrissHCl pH 8.8
4 mM EDTA
800 mM Saccharose
5% SDS
etwas Bromphenolblau
DTE (je nach Anwendung)

Laufpuffer: 25mM Tris
0.2% SDS
192 mM Glycin

Durchfuihrung:

Soweit nicht anders erwéahnt, wurde eine Elektrophoreseapparatur des Typs ,,Mini-Protean 11*
der Fa. BioRad (Munchen) verwendet. Pro Gel werden ca. 5 ml der Trenngedll6sung angesetzt,
wobal APS und TEMED ds letztes hinzugeflgt werden, da Se ds Starter der Polymerisation
fungieren. Die TrenngdlGsung wird in die zuvor zusammengebaute Gelkammer gegossen so das
ca ¥ der Kammer gefillt snd. Fir einen glatten Abschiufd wurde Gber die Trenngellsung eines
jeden Gels ca. 60 I Ethanol pipettiert. Nach Beendigung der Polymerisationsvorganges wird das
Trenngd mit ca 25 ml Sammegdldsung Uberschichtet und en Kamm, der Vertiefungen zum
Auftragen der Proben bewirkt, eingesetzt. Nach Beendigung der Polymerisation wird der Kamm
entfernt und die entstandenen Taschen mit Laufpuffer gesplilt, um Gelreste zu entfernen.

Die zu andyserenden Proben (ca 5100 pg Protein pro Tasche) werden im Verhdtnis 4:1 mit
Probenpuffer gemischt und anschlie3end fir 3 min bei 95 °C denaturiert. Die Proben werden mit
Hilfe einer Hamiltonspritze in die Taschen eingebracht. Die Elektrophoresegpparatur wird mit
Laufpuffer geflllt. Be Raumtemperatur wird fir das Durchlaufen der Proben durch das
Sanmegd ene Spannung von 100 V angelegt, die beim Erreichen des Trenngds auf 150 V
erhoht wird. Der Abbruch der Trennung erfolgt je nach Laufhthe der vorgeférbten Marker.
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Proteinmarker:
Es wurden verschiedene vorgefarbte Molekulargewichtstandards zur Bestimmung des
Molekulargewichtes verwendet:

Marker (Sgma, Deisenhofen)

a -Macroglobulin ( humanes Plasma) 180 kD
b-Galactosdase (E.coli) 116 kD
Fructose-6-Phosphat Kinase (Kaninchenmuskulatur) 84 kD
Pyruvat Kinase (Hihnermuskulatur) 58 kD
Fumarase (Schweineherz) 48.5 kD
L aktat Dehydrogenase (Kaninchenmuskulatur) 36.5 kD
Triosephosphat |somerase (Kaninchenmuskulatur) 26.6 kD

Low Range Marker (Sigma, Deisenhofen)

Ovdbumin (Hihnerawels) 45 kD
Carbon Anhydrase (Rind, Erythrozyten) 29 kD
Trypsin Inhibitor (Sojabohne) 20.1 kD
a -Lactabumin (Kuhmilch) 14.2 kD
Apratinin (Rinderlunge) 6.5kD
Kaedoskop Polypeptid Marker ( Bio Rad, Minchen)
Carbon Anhydrase (Rind) 37.2kD
Trypsin Inhibitor (Sojabohne) 26.5 kD
Lysozym 15.4 kD
Aprotinin 8.3kD
Insulin 3.3kD

Anmerkung: Die Molekulargewichte der enzelnen Markerkomponenten kénnen je nach Charge
leicht variieren.

2.4.3. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Im Unterschied zur SDS-Gelelektrophorese werden bel der nativen Gelelektrophorese
Trennbedingungen gewdhlt, die die Stabilitét und Struktur der Proteine bzw. von Protein-
komplexen erhdten. So lassen sch zB. Proteinkomplexe durch die Bandenverschiebung
gegentiber der freien Komponenten nachweisen.
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2.4.3.1. Native Gelelektrophor ese nach Safer

Die von Safer 1989 beschriebene Methode der nativen Elektrophorese eignet sich besonders gut
fur die Analyse von Aktin und seinen Komplexen. Fir die Durchfiihrung dieser Methode werden

folgende L 6sungen verwendet:

Gdmatrix:

Laufpuffer:

Probenpuffer 5x:

Dur chfiihrung:

25mM Tris

194 mM Glycin

7.5 % Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid
(Verhdtnis 29:1)

0.03% TEMED

0.2% APS

02mM ATP

0.03 mM MgCl,

0.1 mM CaCl,

25 mM Tris
194 mM Glycin
0.2mM ATP
0.1 mM MgCh
0.1 mM CaCl,

25 mM HEPESpH 7.4
40 % Glycerin

0.1 mM MgCl,

02mM ATP
Bromphenolblau

Die Vorgehensweise erfolgt andog der Beschreibung fir SDS-Polyacrylamid Gele (2.4.2.) mit

folgenden Unterschieden:

Das Trenngd und das Sammelgel werden in einem Stiick gegossen.

Die Proben werden vor dem Auftragen auf das Gel nicht durch Hitze denaturiert.

Eswird eine durchgehende Spannung von 70 Volt angelegt.

Die Geleektrophorese wird gestoppt, nachdem wiederholt aufgetragener Probenpuffer
die Trennstrecke ca. 1,5-2-fach durchlaufen hat.

2.4.4. Farbung von Proteingelen mit Coomassie

Der einfachste Nachweis von Proteinen in SDS-PAGE- und nativen Gelen ist die Anfarbung mit
Coomassie Brilliant Blue G 250. Fir diese Methode werden folgende L 6sungen bendtigt:
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Farbe Gsung: 40 % Methanol
10 % Essigséure
0.5 % Coomassie Brilliant Blue G 250

Entférber: 12 % I sopropanol
10 % Essigséure

Durchfuihrung:

Nach Beendigung der Gelelektrophorese, Gele aus der Kammer nehmen und vorsichtig von den
Glasplatten |6sen. Das Gd ca. 20-30 min in Farbeldsung schitteln. Anschlief3end das Gel kurz
mit Wasser abspllen und unter mehrmaigem Wechsd der EntfarberlGsung entférben. Dieser
Vorgang kann mehrere Stunden in Anspruch nehmen. Anschlief3end konnen die Gde
dokumentiert und getrocknet werden.

Die Farbel6sung kann mehrfach verwendet werden.

Der Entfarber kann mit Hilfe grober Aktivkohle mehrfach regeneriert und verwendet werden.

2.5. Immunologische M ethoden

2.5.1. Westernblot-Transfer von Proteinen auf Nitrocelulose

Fur den Nachweis von Proteinen mittes spezifischer Antikorper werden die im SDS-Ge
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels der Westernblottechnik, in Anlehnung an die
Methode von Towbin et d 1979, auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schuell 0.4 um
Porengrol¥e) trandferiert. Fir den Transfer wurde eine Semi-Dry-Blotkammer (Moddl TE 70,
Pharmacia) verwendet. Die Vorgenensve se efolgte in Anlehnung an die Geréteanleitung.

Tranderpuffer: 125 mM Tris
1.3mM SDS
192 mM Glycin
15 % Methanol

Der pH des Transferpuffers braucht normaerweise nicht eingestellt werden. Er sollte bel ca. pH
8.3 + 0.1 liegen. Ba Zusammenbau der Kammer und dem Zuschneiden der Membran sollten
Handschuhe getragen werden um fa schpogitive Ergebnisse zu vermeiden.
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Fur den Transfer von Aktin und dessen Fragmente aus einem Minigdl der Grofie 8 cm x 10 cm
betrug die Blotzeit 50 min bel einer Stromstérke von 80 mA (1 mA/cn? Gdfléche). Die
Transferzeit kann je nach Proteingrof3e und Lodichket unterschiedlich sein.

Elektrophoretisch getrennte Proteine die fur eine Ansequenzierung nach der Edman-Methode
bestimmt waren, wurden auf Immobilon PSQ-Membran (Millipore) mit folgenden Transferpuffer
ohne Glycin geblottet:

Trandferpuffer: 6gTris
3.1 g Borsdure
100 ml Methanol
ad H,O 1000 ml

Der Puffer wurde anschlief3end entgast und filtriert. Da die PSQ-Membran sehr hydrophob i,
muld Se erg einige Zeit in reinem Methanol eingeweicht werden, bevor sie mit dem Transferpuffer
equilibriert werden kann.

2.5.2. Markieren und Anfarben von Proteinen mit Hilfe
gpezifischer Antikor per

Das folgende Markierungsverfahren wurde zur Detektion der einzelnen Aktin-lsoformen und -
Fragmente, Gelsolin und Caspase-3 verwendet. Es wurden komerziell erhdtliche monoklonae
und polyklonde Antikdrper und folgende L 6sungen und Substanzen verwendet:

PBS sehe2.3.1.

TPBS 0.1 % Tween 20in PBS

Blotto 10 % Magermilchpulver in PBS
Erstantikorper: C-terminus Aktin 1:500 in PBS (mk)

N-terminus b-Aktin 1:5000 in PBS (mk)
N-terminus a-Aktin 1:500 in PBS (mk)
CPP 32 1:1000 in PBS (pk)

Gelsolin 1:1000 in PBS (mk)

Zweltantikorper: Schaf a-Maus biotinyliert 1:500 in PBS
Affea-Hase bictinyliert 1:500 in PBS
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Strept/PO-Komplex: 1:500in PBS

Entwickler: 20 mg Diaminobenzidin Na-Salz
400 pl 100 mM CoCl,
ad 30 ml PBS

20 ul HO, (30 %)
diese Losung immer kurz vor Gebrauch ansetzen

Durchfuihrung:

Alle Arbatsschritte werden, wenn nicht anders erwahnt, bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die
Nitrocellulose-Membran wird direkt nach dem Proteintransfer (Sehe 2.5.1.) 1 h in Blotto leicht
gechittelt. Nach dremdigem 5-mindtigen Waschen in TPBS wird die Membran mit dem
Erstantikorper in der entsprechenden Verdiinnung tber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C
inkubiert. Zur Entfernung des ungebundenen Erdantikorpers erfolgen drel Waschschritte mit
TPBS. Es folgt die Inkubation des Zwetantikorpers fur 1 h. Die Membran wird wiederholt
gewaschen und 1 h mit Streptavidin/Meerrettich-Peroxidase-Komplex inkubiert. Nach
mehrmaigem Waschen efolgt die Anfarbung mit Hilfe der Entwicklerlosung. Um den
Férbeprozel? zu beenden, wird die Membran fir mindestens 15 min unter flie3endem Wasser
gesptilt. Die Immunaoblots werden im Dunkeln getrocknet und anschlief3end fotogrefiert.
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2.6. Spezielle Unter suchungsmethoden fir einzelne
Proteine

2.6.1. Fragmentier ungsassay

Die Durchfihrung des Fragmentierungsassays erfolgte in Anlehnung an die Methode von
Mashima et a 1995. Folgende Lsung, die aufgrund der geringen Halbwertszeit des DTT immer
frisch angesetzt werden muf3, wird fir diese Methode benétigt:

Assaypuffer: 20 mM HEPESpH 7.5
2mM DTT
10 % Glycerin

Zdlextrakte aus induzierten und nicht induzierten Zdllen (Sehe 2.3.1)

optiond:
exogenes Aktin, mit und ohne Markierungen (Sehe 2.3.2)
Protease-Inhibitoren.

DurchfUhrung:

Pro Ansaiz werden 5100 pg Zdlextrakt mit dem Assaypuffer vermengt. Fir in vitro
Spdtungsnachweise konnen markierte Aktine und Protease-lnhibitoren in verschiedenen
Konzentrationen zu den Reaktionsansdtzen hinzugefligt werden.

Die Ansitze werden fir 2 h bel 37 °C unter leichtem Schiitteln in einem Thermomixer (Modell
5436 von Eppendorf) inkubiert.

Fur die Analyse der Spdtprodukte und einzelnen Proteinen wurden die Resktionsansdtze nach
der Inkubation mit 5 x Probenpuffer (sehe 2.4.2) versatzt, 3 min gekocht und mittels
Geddektrophorese in 12 %-igen PAA-Geen aufgetrennt. Die Gele wurden je nach
Nachweismethode, welterverwendet:

Fluoreszenzmarkierte Aktine: Nachwels mit Hilfe einer UV-Lampe (Sehe 2.3.2.2. und
2.3.2.3).

biotinyliertes Aktin: Transfer der Proteine auf Nitrocdllulose mit Hilfe der Westernblot-
Technik (dehe 25.1). Nachweis mit Hilfe von Streptavidin/Meerrettichperoxidase-
Komplex und DAB (sehe2.3.2.1)

Nachweis von Proteinen mittels Antikorper (Sehe 2.5.2.)
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2.6.2. Sedimentationsexperimente

Sedimentationsversuche sind eine Mdglichkeit zum Nachwels von filamentdrem F-Aktin.
Deswelteren bietet sich diese Methode in leicht abgewandelter Form dazu an, Aussagen Uber den
Zustand der Spaltprodukte zu treffen. Es werden folgende L 6sungen bendtigt.

1M KCI
200 mM MgCl,

Durchfihrung:

In den zu untersuchenden Proben wird die Polymerisation ausgeldst durch die Zugabe von 100
mM KCl und 2 mM MgCL (Endkonzentration). Nach engtindiger Inkubation be
Raumtemperatur werden die Ansétze 1 h bei 100 000 g zentrifugiert, um das F-Aktin, welches
sedimentierbar ist, vom G-Aktin, das sich im Uberstand befindet, zu trennen. Die so gewonnenen
Proteinfraktionen konnen anschlieRend im SDS-PAGE und mit immunologischen Methoden
andysiert werden.

Zur Untersuchung ob Spatprodukte denaturiert sind, wird die oben beschriebene Methode leicht
abgewanddt. Die Proben werden nur ener Ultrazentrifugation unterzogen ohne vorheriger
Polymerisationsaud 6sung durch Erhdhung der [onenkonzentration.

2.6.3. Nachweis von Nukleaseaktivitat

Fur den Nachweis von Endonuklease-Aktivitét in Zdlextrakten und Gewebehomogenaten sind in
der Arbeitsgruppe Mannherz verschiedene Methoden etabliert worden.

2.6.3.1. SDS-Zymogrammtechnik

Die hier vorgestelte Methode i eine Abwandlung der von Laemmli 1950 beschriebenen
diskontinuierlichen Gel-Elektrophorese (sehe 2.4.2)). Die wesentliche Modifikation wurde von
Lacks 1981 vorgeschlagen. Neben dem Nachweis von Endonuklease-Aktivitét wurde diese
Methode dazu benutzt, um sicher zu stellen, dal3 die verwendeten Zelen mykoplasmenfre sind.
Mykoplasmen exprimieren eigene Endonukleasen, die ein anderes Molekulargewicht haben ds
zdlegene DNA schneidende Enzyme.

Zusétzlich zu den in 2.4.2. aufgefiihrten Losungen werden fir die Zymogramm-Methode folgende
L ésungen und Substanzen bendtigt:
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Kabsthymus DNA 2 mg/ml (bam Ansetzen nicht schiitteln
sondern nur vorsichtig invertieren.
Die Lésung mul3 viskos bletben).
Reaktivierungspuffer 20 mM Tris-HCl pH 7.3
5mM CaCl,
5mM MgCl,
Magermilchpulver
Ethidiumbromid 10 mg/ml
Durchfuihrung:

Die SDS-Gedektrophorese wird in Anwesenheit von 0.1 % SDS und 0.01 mg/ml Kabsthymus-
DNA und 12 % PAA im Trenngdl, durchgefiihrt.

Fur die Préparation der einzelnen Proben wurden zwel unterschiedliche Probenpuffer verwendet,
jeweils mit und ohne reduzierende Substanzen wie DTE. Die Proben wurden fiir 3 min bei 95 °C
erhitzt. Als Referenzprobe wurden gereinigte RindpankreassDNase von Worthington oder
Zdlkulturiberstdnde von Mykoplasmen infizierten Zdlen aufgetragen.

Nach der eektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Gele Uber Nacht bei 4°C in
Reaktivierungspuffer mit 5 % Milchpulver geschiittelt, um das denaturierende SDS zu entfernen
und die Proteine zu resktivieren. Nach mehrmaigem Spllen mit Resktivierungspuffer werden die
Gde mit 5 pg/ml Ethidiumbromid in Resktivierungspuffer inkubiert. Die Endonuklesse-Aktivitét
lés¢ gch ds dunkle Bande gegen enen fluorezierenden Hintergrund auf e@nem UV-
Tranglluminator darstellen. Das Ergebnis wurde mit Hilfe eines Videodokumentationssystems
(Intas, Géttingen) archiviert.

2.6.3.2. BN-Zymogrammtechnik (native Zymogrammtechnik)

Neben der SDS-Zymogrammtechnik (Sehe 2.6.3.1.) wurde zum Nachweis von Endonukleasen
die Blue Naive Gedtechnik gekoppdt mit SRED (Single Radiation Enzyme Diffuson-Assay)
verwendet. Der Vortell dieser Methode it die hthere Empfindlichkeit gegentiber der SDS
Zymogramm-Technik und die Mdglichkeit der Darstdlung des nativen Proteins. Nachtellig ist der
hohere Arbetsaufwand und Technik.

Im Gegensatz zur SDS-Zymogrammtechnik werden hier die Proteine unter nativen Bedingungen
getrennt. Schagger und von Jagov 1991 haben eine Methode verdffentlicht, die es erméglicht,
native Proteine nach ihrem Molekulargewicht geordnet zu trennen. Sie verwenden hierfir
Coomassie Brilliant Blue G 250, einen negetiv geladenen Farbstoff, der an Proteine bindet. Je
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groler ein Molekdl ist, um so0 groféer ist die Beladung des Proteins mit diesem Farbstoff und die

daraus resultierende negetive Ladung. Diese negative Ladung bestimmt das Wanderverhaten im

eektrischen Fdld.

Fur die Methode werden folgende Lsungen und Substanzen benétigt:

BN-PAGE:

3 x Gelpuffer

48 % PAA-LG6sung

Kathodenpuffer

Anodenpuffer
TEMED
10 % APS- StammlGsung

2 x BN-Probenpuffer

SRED-Gele:

2 X SRED-Puffer

Agarose
Ethidiumbromid 10 mg/m
Kabsthymus-DNA 2 mg/mi

Resktivierungspuffer

150 mM BistrissHCI pH 7.0
1.5 M a-Aminocapronsaure

24 g Acrylamid

0.75 g N,N"-Methylenbisacrylamid

ad H,O50 ml
Lasung filtrieren

50 mM Tricin
15 mM BistrissHCI pH 7.0

0.0001 % Coomeassie Blue G 250

50 mM Bistris-HCl pH 7.0

250 mM a-Aminocapronsiure
50 mM BistrissHCI pH 7.0
0.01 % Coomassie Blue G 250
20 % Glycerin

200 mM Na-Kakodylat pH 7.3
40 mM MqgCl
4 mM CaCl,

20 mM TrissHCl pH 7.3
5mM MgCl,
5mM CaCl,
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DurchfUhrung:

Zum Giellen des BN-Gels wird eine Geldektrophoresapparatur zusammengebaut. Da das
Trenngd einen kontinuierlichen PAA-Gradienten aufwe s, wird ein Gradientenmischer bentigt.
Die Trenngdldsungen werden bis auf APS und TEMED nach dem folgendem Pipettierschema
zusammengemischt und in den Gradientenmischer eingefuillt dessen Hahne geschlossen sind (20 %
Trenngellésung in die Kammer am Audau).

Pipettierschema fir ein 5-20 % BN-Ge ( BioRad Mini Protean |1 Kammer, Angaben in pl)

Sammelge | 5% Trenngd | 20% Trenngel
Wasser 1147 1289 222
48% PAA 167 230 843
3 Gdpuffer | 667 767 767
Glycerin - - 460
TEMED 1.7 13 0.8
10% APS 17 12.8 7.7

Als Leiztes efolgt die Zugabe von APS und TEMED, um die Polymeriserung des Gels zu
garten. Nachdem die Lésungen gut gemischt sind, werden die Hahne gedffnet und die Gellésung
zwischen die Glagplaiten engefillt. Das fertige Trenngd wird vordchtig mit etwas Wasser
Uberschichtet.

Das Gief3en des Sammelgds efolgt wie in 2.4.2. beschrieben.

Die Proben werden 1:1 mit dem Probenpuffer gemischt und in die Geltaschen gefiillt. Eswird eine
elektrische Spannung von ca. 100 V angelegt bis die blaue Lauffront kurz vor dem unteren Ende
der Glasplatten angdangt i<t

Hergtellung des SRED-Géls:
Eine Glasplatte von der GréiRe des BN-Gels wird auf einer Heizplatte auf 50 °C angewarmt.
Fur 4 Gele bendtigt man: 25 ml 2 x SRED-Puffer
5 ml Kabsthymus-DNA
0.5gAgarose
4 Tropfen Ethidiumbromid
20 ml H,O
Das Gemisch wird in der Mikrowelle aufgeschmolzen und auf einem Rihrer etwas herunterkiihlt,
und anschlief3end luftblasenfrel auf die vorgewarmten Glasplatten gegossen.
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Das SRED-Gd wird mit dem vorschriftsmédg gelaufenen BN-Gd bedeckt. Dieser Sandwich
wird in einer feuchten Kammer Uber Nacht ba Raumtemperatur stehengelassen. Nach dem
Entfernen des BN-Gds wird das SRED-Gd in fur 1h in Reaktivierungspuffer gelegt.

Die Detektion der Nukleasesktivitét erfolgt auf einem UV-Trandlluminator (dunkle Flecken auf
hellem Hintergrund). Die Dokumentation erfolgt mit Hilfe der Video-Dokumentations-Anlage.

2.6.3.3. Messung von Nukleasenaktivitat nach Kunitz

Eine weitere Methode der Endonuklease-Detektion ist die Messung des Abbaus von intakter und
fragmentierter DNA bal 260 nm im UV-Spektrometer (Hyperchromizitét). Die Durchfihrung
lehnt an die Methode von Kunitz 1950 an. Dieser Test kann unter anderem Aufschiul’ dartiber
geben, wie sark Zdlextrakte aus gpoptotischen und unbehanddten Zdlen die Aktivité von
vorgelegter DNase | Aktivitét inhibieren. Es konnen so Riickschllisse Uber die Menge des aktiven
monomeren G-Aktin gezogen werden.

Fur diesen Test werden folgende Ldsungen benétigt:

Reektionspuffer 10 mM TrispH 7.6
1 mM MgCh
1 mM CaCl,
100 pg/ml Kabsthymus DNA

Zellextrakte (Sehe 2.3.1)
gereinigte Rindpankreas-DNase |

a-Aktin in globulérer und filamentérer Form

Durchfuihrung:

Zur Gewdhrleisung eines maximd nutzbaren Messbereiches wird vor jeder Messreihe die
geeignete DNase I-K onzentration ermittelt.

Hierzu wird DNase | in eine Quarzkivette eingebracht und mit Resktionspuffer auf 500 pl
aufgeflillt. Der Resktionsansatiz wird sofort mit Hilfe des Kinetikprogramms im Beckman
Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 260 nm Uber einen Zeitraum von 5 min gemessen.
Durch die graphische Auswertung des linearen Tells der Kinetikkurven kann die DNase |-
Aktivitét in , Kunitz-Units* berechnet werden. Ein ,, Kunitz-Unit* entspricht einer Verdnderung der
optischen Dichte um 0.001 OD/min bei 260 nm.
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2.6.3.4. Nachweiseiner DNA-L eiter

Ein klassscher Nachweis von Apoptose wie er in der Literatur beschrieben wird, i die
Darstellung des DNA-Abbaus in ca. 180-200 bp lange Fragmente. Hierfir wird die DNA aus
gpoptotischen Zdlen isoliert und in einem Agarosegd aufgetrennt. FUr den Nachwels einer DNA-
Leiter wurde die Methode verwendet, wie se in der Arbeitsgruppe Krammer am DKFZ

Heidelberg Ublich ist.

Folgende L 6sungen werden fur diesen Versuch bendtigt:

PBS

Lyssouffer

RNase H
Proteinase K

5-fach DNA-PP

Agarose

TBE

SKW-Zdllen

Versuchsdurchftihrung:

Je 2.5x10° SKW-Zdlen werden fir 0, 30, 60 und 90 min mit 1 pg a-Fasml Zelsuspension
inkubiert. Nach der jeweligen Induktionszeit werden die Zdlen abzentrifugiert und mit PBS
gewaschen. Die Zdlen werden in je 120 pl Lysspuffer aufgenommen und fir 10 min lysert.

Es efolgt eine 30 minditige Inkubation mit 20 ug/ml RNase H bei 37 °C um stérende RNA zu
entfernen. Im Anschluf? werden die Proben fir 30 min bei 37 °C mit 1 mg/ml Proteinase K
behandelt. Aliquots dieser Ansdtze werden mit 5-fach DNA-Puffer versetzt und in eénem 1.2

sehe23.1

05x TBE
0,25 % (v/v) NP-40

(DNase-frel)

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylen Cyanol FF
30 % Glycerinin H,O

90 mM Tris-HCI pH 7.8
90 mM Borat
2mM EDTA

%igen TBE/Agarosegel bel ca 70 V Spannung aufgetrennt.
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2.6.3.5. Plasmidver dau-Assay

Eine wetere Methode zum Nachwels von Endonuklesse-Aktivitde snd Verdauansiize mit
Plasmid-DNA das Subgtrat. Mit diesem Test kann neben dem Gesamt-Abbau der Plasmid-DNA
auch die Fahigket zur Einzelstrangbruch-(nick)-Aktivitét beurtellt werden.

Nachfolgend aufgdistete L ésungen und Substanzen werden fr diesen Versuch bendtigt:

10 x Plasmidverdaupuffer 200 mM Tris/Acetat pH 7.3
50 mM CaCl,
50 mM MgCl,
0.1 pg/ml Plasmid-DNA

Zdlextraktionspuffer: 10 mM Tris-HCl pH 8.0
5mM Octyl-b-D-Glucopyranosid
1 mM EDTA

5-fach DNA-Probenpuffer

TBE (sehe2.6.34.)
Ethidiumbromid-Stamml6sung 10 mg/ml
Agarose

PBS

unbehandelte und gpoptoseinduzierte Zdlen

DurchfUhrung:

Die Zdlen abzentrifugieren und mit PBS waschen. Im Anschlul werden die Zdlen in
Zdlextraktiongpuffer aufgenommen und fir 30 min auf Eis gestdlt. Um die Zdlmembranen und die
DNA zu brechen, werden die Zdlen mehrmas engefroren und wieder aufgetaut und
zwischendurch gevortext. Es erfolgt eine Zentrifugation, um die groben Bestandtelle zu pelletieren.
Vom Uberstand wird der Proteingehdt bestimmt. Aliquots der so gewonnenen Zellhomogenate
werden 1:10 mit dem Plasmidverdaupuffer vermischt und mehrere Stunden bel 37 °C inkubiert.
Die Proben werden mit 5fach DNA-Probenpuffer vermischt und in einem 0.7 %igen
Agarose/ TBE-Gd bel einer Spannung von ca. 70 V aufgetrennt.

Die DNA wurde mit Hilfe eines UV-Tranglluminators dargestellt.
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2.6.4. Nachweisvon Caspase-3 Aktivitat mittels DEVD-AMC

De Cagpae-3 Assay ist eine einfache und zeitsparende Methode um in Zelextrakten die
Cagpase-3 Aktivitét zu bestimmen. Diese Methode welst die Verschiebung der Fluoreszenz-
emisson nach, wenn das synthetische Substrat DEVD-AMC (7-Amino-4-methyl-coumarin)
durch CPP 32 oder andere Proteasen der Caspase-3 Familie gespalten wird.

Zur Durchfihrung der Methode werden folgende L 6sungen benétigt:

Assaypuffer 20 MM HEPESpH 7.5
5mM DTT
10 % Glycerin
10 mM DEVD-AMC (Substrat, geldst in DM SO)
1mM AMC (freles Huorogen, geost in DM SO)
1 mM DEVD-cho (Inhibitor, gel6st in DMSO)

Zdlextrakte induziert und nicht induziert (Sehe 2.3.1.)

Durchfuihrung:

Pro Ansatz werden 1 ml Assaypuffer und 50 g Zellextrakt pipettiert. Die Resktion wird mit 50
UM DEVD-AMC gestartet. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C werden die Proben in eéinem
Spektrafluorophotometer (RF 5001 PC, Fa. Shimadzu, Duisburg) gemessen. Eswird die rdaive
Fluoreszenz bel einer Exitation von 380 nm und Emmision von 460 nm gemessen. Die Spdthreite
betrug 1.5 nm.

Zur Quantifizierung der Caspase-3 Aktivité wird ene Eichgerade bendtigt. Hierzu werden
unterschiedliche Konzentrationen des freaien Huorochrom AMC gemessen. Die enzelnen
Messpunkte betrugen 0, 1, 3, 5, 7 und 10 nmol AMC. Zur Berechnung der Caspase-3-Aktivitat
wird mit Hilfe linearer Regression eine Eichgerade ermittdt und deren Steigung berechnet. Die
Units CPP32 werden dann nach der folgenden Formel berechnet:

Units CPP 32 = (D FU/h) x (Steigung Eichgerade)™ x (nmol AM C/FU)

D FU/h = Anderung der rdl. Fluoreszenz zwischen T, und Ty (Lange der Inkubationszeit)
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2.7. Zellmor phologische Unter suchungsmethoden

2.7.1. Fixierung von Zellmaterial

Fur mikroskopische Untersuchungen wurden die Zellen behanddt, wie in den Abschnitten 2.2.2.,
2.2.3 und 2.2.4. beschrieben. Fir die Fixierung wurden, je nach Beschaffenhealt der Zdlinie und
Art der Farbung, unterschiedliche Methoden verwendet.

Bendtigte Substanzen und L ésungen:

PBS(sehe2.3.1)

4 % Paraformadehyd in PBS
25 % Paraformadehyd in PBS
10 % Triton X-100in H,O

Dur chftihrung:

a) Fixierung von adhé&renten Zedllen

Die auf derilen Deckgléschen angezogenen MCF-7 Zdlen werden dreimd unter leichtem
Schiitteln fir 3 min gewaschen. Anschliel¥end erfolgt die Fixierung mit 4 %-igem Paraformadehyd
in PBS fir 20 min bal Raumtemperatur. Zur Permesbiliserung der Zelmembran wird nach 10 min
Fixierungszeit 0.2 % Triton X-100 (Endkonzentration) hinzugefligt. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurden die fixierten Zelen mehrfach mit PBS gewaschen. Die Zdlen kdnnen in
PBS bei 4 °C aufbewahrt oder sofort weiterverwendet werden.

b) Fixierung von Zelen aus Zelsuspensonskulturen

Wenn nicht anders erwéhnt, erfolgen dle Schritte in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalien und bel
Raumtemperatur. Die Zdlen aus 1.5 ml Suspensionskultur werden bel 2000 rpm in ener
Tischzentrifuge (Herdus Biofuge pico) fur 3 min sedimentiert. Das Zdlpelet wird mit PBS
gewaschen. Das gereinigte Zdlpdlet wird mit einer moglichst kleinen Menge PBS vorschtig
aufgeschiittelt und mit 25 %-iger Paraformadehydiésung auf eine Endkorzentration von 4 %
gebracht. Nach 10 min Einwirkzet efolgt die Zugabe von 02 % Triton X-100
(Endkonzentration). Nach weiteren 10 min Inkubationszeit wird das Resktionsgefdd mit PBS
aufgeflit. Es erfolgt eine Sedimentierung der Zellen bal 2000 rpm fir 3 min. Das Pdlet wird in
wenig PBS aufgenommen. Bis zur weteren Verwendung konnen die fixierten Zelen fir enige
Tage be 4 °C aufbewahrt werden.
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2.7.2. Nachweisvon F-Aktin mittels TRITC markiertem Phalloidin

Phdloidin , ein Toxin des Knallenbl&terpilzes, lagert Sch eng an die Saten der Aktin-Filamente
und verhindert so eine Depolymerisation solcher Filamente. Phdloidin bindet nicht an die
globulére Form des Aktins. Gekoppet mit dem Fluorochrom TRITC eignet Sich diese Substanz
aufgrund der beschriebenen Eigenschaften sehr gut d's Nachwel sreegenz furr filamentdres Aktin.
Bendtigte Substanzen und L ésungen:

Fixierte Zdlen (Sehe 2.7.1.)

Phdloidi/ TRITC 1 mg/ml (Molecular Probes Europe BV)
PBS (sehe2.3.1)

Mowiol (Sehe 2.7.5.) zum Eindeckeln

Durchfuihrung:

Die gewaschenen und fixierten Zelen werden in ener Phdloidi TRITC-LGsung mit einer
Endkonzentration von 10 pg/ml fir 10 min im Dunkdn be Raumtemperaur inkubiert.
Anschlief3end werden die Zdlen mehrfach mit PBS gewaschen um Uberschiissiges Phdloidin zu
entfernen. Anschlief?end konnen die Zdlen mit Mowiol eingedeckelt werden oder weiteren
Férbeschritten unterzogen werden. Die Detektion erfolgt mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes
(Zeiss Axiophot) gekoppelt mit einer Videodokumentartionsanlage (Chromaphor Duisburg). Die
markierten Aktinfilamente fluoreszieren bal Griinanregung rot.

2.7.3. Hoechst 33258-Fluor chromierung

Mit Hilfe des Farbstoffes Hoechst 33258 konnen Zedlen beziiglich ihres DNA-Zustandes einfach
beurteilt werden. Der Farbgtoff farbt Kerne vitder Zdlen nur schwach an, bel zunehmender
DNA-Fragmentierung wird diese Férbung intensiver.

Bendtigte Substanzen und L ésungen:

fixierte Zellen oder vitde Zdlen

PBS (sehe2.3.1)

Hoechst-Stamml6sung 1 mg/ml gdést in HO
Mowiol (Sehe 2.7.5.) zum Eindeckeln
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DurchfUhrung:

Fur die Kernfarbung werden die Zdlen in einer FarbstofflGsung mit einer Endkonzertration von 1
Mg Hoechs/ml fir 10 min im Dunken bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end erfolgt en
mehrfaches Spllen mit PBS, um nicht gebundene Farbstoffreste zu entfernen.

Zur Detektion werden die Zdlen mit Mowiol eingedeckdt. Die Visudiserung efolgt mit Hilfe
enes Fuoreszenzmikroskopes. Die geféarbten Kerne erscheinen bel heller Blauanregung strahlend
blau.

2.7.4. Nachweisvon G-Aktin mit FITC markierter DNase|

Fur den spezifischen Nachweis von globuldren Aktin kann DNase | genutzt werden, en
natUrlicher Bindungspartner des G-Aktins. Fir die Dargtdlung des G-Aktins in Zellen verwendet
man FITC markierte DNase | (Molecular Probes Europe BV) die mit einer Affinitat von 5 x 10°
M an globulres Aktin bindet.

Folgende Substanzen und L ésungen werden bendtigt:

PBS (sehe 2.3.1.) + 50 % Glyzerin

DNase-Puffer 20 mM Tris-HCI pH 7.6
50 mM NaCl
1mM DTT
0.1 mg/ml BSA
50 % Glycerin

FITC markierte DNase |

DurchfUhrung:

Die Zdlen werden fixiert, wiein Abschnitt 2.7.1. beschrieben. Anschlief3end werden die Zdlen 3x
mit PBS gewaschen. Es erfolgt die Farberesktion mit 0.3 uM FITC-markierter DNase | in
DNase-Puffer fir 10 min unter Lichtausschiu? AnschlieRend werden die Zdlen 3x mit PBS
gewaschen und mit Mowiol (Sehe 2.7.5.) engedecket. Optiond konnen die Zdlen mit
Hoechstfarbstoff (sehe 2.7.3) und/oder TRITC markiertem Phaloidin (Sehe 2.7.2.) gegengeférbt
werden.
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2.7.5. Her stellung von Mowiol

Mowiol ig ein Kungtharz, das mit Glyzerin und Puffer angesetzt wird. Durch die Pufferung des
pH-Wertes und die Wasserlodichkeit eignet es sich besonders ds Einschlufmitte  fir
Immunfluoreszenzen.

Hergelung von Mowial:

1. Mischung hergellen aus

Mowiol (Hoechst) 2449
Glyzerin 6.0g
H.O 6.0ml

2.Mischung mind. 2 h bei Raumtemperatur stehen lassen.
3. Zugabe von
TrisHCI 0.2 M pH 8.5 2ml
4. 10 min bei 50 °C inkubieren.
5. 15 min bel 5000 g abzentrifugieren
6. Aliquots kénnen bis zu 1 Jahr bei -20 °C aufbewahrt werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Aufreinigung von a-Aktin aus Skelettmuskulatur des

Kaninchensund die Her stellung von Aktinderivaten

Zur Durchfiihrung vidler der hier beschriebenen Experimente wurde a-Aktin und dessen Derivate
verwendet. Da isoliertes Aktin nur eine bestimmte Zeit physiologisch aktiv ist, wurde esin eénem
ca 14-tégigen Rhythmusisoliert.

3.1.1. Isolierung von a-Aktin aus Kaninchenmuskulatur

Im Materid- und Methodentell wird unter 23.1. die Hegdlung der Zwischengufe
»Acetonpulver” und die Isolierung des Aktins aus dieser Zwischenstufe beschrieben.

Aus 8 bis 10 g Acetonpulver werden zwischen 80 und 120 mg reines Aktin gewonnen. Die
Reinhelt des so gewonnenen Proteins kann zum Beispid aus der Abb. 3.32 enthommen werden.

3.1.2. Markierung von a-Aktin mit NHS-L C-Biotin

Zur ldentifizierung von Aktinbruchstiicken und zur Uberpriifung der Apoptoseinduktion wurde
biotinyliertes Aktin verwendet. Bel der in 2.3.2.1. beschriebenen Methode der Markierung
wurden je 3-5 Molekile Biotin je Aktin gebunden. Die Uberprifung der gebundenen
Biotinmolekile erfolgte mit Hilfe des HABA-Tegstes von Pierce, der nach der firmeneigenen
Anlatung durchgeftinrt wurde.

Fur die Visudiderung im Westernblot hat sch eine Menge von 0.5 pg bis 2 pg bictinyliertem
Aktin pro Spur bewahrt.

Sedimentationsexperimente, deren DurchfUhrung unter 2.6.2. beschrieben ist, zeigen, dal3 das
biotinmarkierte Aktin die gleichen polymeriserenden Eigenschaften zeigt wie unmarkiertes Aktin.
Mit Hilfe des Kunitztestes (2.6.4.3.) wurden die hemmenden Eigenschaften von bictinyliertem
Aktin auf die DNase | Uberprift. Es konnten keine Unterschiede in der Inhibition von DNase |
be der Verwendung von unmarkiertem as auch von biotinmarkierten Aktin festgestellt werden.
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3.1.3. Markierung von a-Aktin mit -AEDANS
und Dansylcadaverin

Um die Lage der enzelnen Fragmente zueinander bestimmen zu konnen, wurde Aktin mit sdektiv
reagierenden Fuorochromen kovaent gekoppelt.

Die Synthese von I-AEDANS-Aktin und dessen Dargdlung erfolgte nach der unter 2.3.2.2.
beschriebenen Methode. Das Reagenz reagiert mit dem Cys 374 des Aktins, welches in der
Subdoméne 1 lokdigert ist und sich am C-terminalen Ende des Proteins befindet.

Fur die Dargelung in 12 %igen Polyacrylamidgelen hat sch eine Menge von 0.5 bis 2 g pro
Spur bewahrt.

Die Herstdlung des Dansylcadeverin-Aktin-Derivates erfolgte nach der in 2.3.2.3. beschriebenen
Methode. Die Resktion des Aktins mit dem Fuorochrom findet am Glu 41 Satt, welche Sch in
der DNase I-Bindungsschleife, die in der Subdoméne 2 des Aktins lokalisiert i, befindet.

Wie schon fir das I-AEDANS-markierte Aktin beschrieben, hat sch fir die Darstdlung in
Polyacrylamidgelen eine Menge von 0.5 bis 2 ug pro Spur bewahrt.

Beide Aktinderivate wurden auf ihre polymeriserenden und DNase | hemmenden Eigenschaften
hin untersucht. Es zeigten sch, wie schon bem bictinyliertem Aktin, keine Unterschiede im
Verglech zum unmarkierten a -Aktin.

3.2. Herstellung von cytosolischen Extrakten aus

unterschiedlich behandelten Zellen

Die Hergdlung von Zdlextrakten erfolgte nach der von Mashima et d 1995 B beschriebenen
Vorgehenswveise, die unter 2.3.1. dargestellt ist.

Die verwendete Methode der Aufarbeitung wurde aufgrund ihrer sehr kurzen Prgparationszeit
und dem Fehlen von Proteasainhibitoren in den Pr8parationspuffern verwendet.
Westernblotanalysen der einzelnen Prdparationsschritte ergaben, dald bei der hier verwendeten
Aufarbeitungamethode die im Rahmen diesr Arbeit untersuchten Proteine fast vollsténdig
extrahiert werden.
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3.3. Induktion von Apoptose

Die Induktion von Apoptose erfolgte mit Hilfe unterschiedlicher Substanzen spezifisch fir jedes
verwendete Zdlsystem (Sehe 2.2.3)):
De monoklonae Antikérper Fas/Apo 1 104, Uber eine Trimeriserung des Ober-
fléachenrezeptors CD 95 bel SKW-Zdlen und Aktivierung des DISC, Apoptose aus. In
Jurkatzellen erfolgte die Induktion des programmierten Zdltodes tber die Hemmung der
Phosphokinase C durch Staurosporin.
Die Subgtanz Cycloheximid 16st durch die Hemmung der Protein- und RNA-Synthese
den programmierten Zdltod in verschiedenen Zelsystemen aus (Martin et d 1990).
Ara C i ein Basenanalogon und bt somit seine gpoptoseinduzierende Wirkung auf der
DNA-Ebene aus.
Die jewells verwendeten Induktoren sind jeweils bel den einzelnen Experimenten erwahnt.

Fur den Nachweis der Apoptose werden veschiedene Methoden verwendet.

Die Anfarbung der gpoptotischen Zelen mit FITC gekoppeten Annexin V' beruht auf der
Tatsache, dal? dieses Protein spezifisch an das Lipid Phosphatidylserin bindet. Wahrend der
Apoptose éndert Sch das Verhdtnis der Lipidzusammensetzung zwischen der Innen- und
Aullensaite der Zelmembran. Phosphatidylserin is normaerweise nur auf der zum Cytosol
gerichteten Seite der Membran zu finden. Bel gpoptotischen Prozessen hingegen ist PS auch auf
der extracdluléren Seite der Zdlmembran exponiert. Annexin V bindet nur an das extracdlulér
exponierte Phosphadidylserin, da es aufgrund seiner Grof3e nicht durch die intakte Zellmembran
dringen kann wie se beim programmierten Zelltod vorhanden ist. Um Apoptose von der Nekrose
unterscheiden zu konnen, wird die Annexin V' Farbung mit zusammen mit dem Farbgoff
Propodiumjodid durchgefiinrt. Dieser kernfarbende Farbstoff kann nur in die Zedle eindringen,
wenn die Zellmembran, wie bel der Nekrose, zerstort i<t

K A

Abb. 3.1: Doppefarbung von SKW-Zdlen mit FITC markierten Annexin V (griin) und Propo-
diumjodid (rot). Das Bild K zeigt Kontrollzellen, die von keinen der beiden eingesetzten Substanzen
eingefarbt wird, aufgrund fehlender PS-Exposition an der Aullenseite und der intakten Zell-
membran. Das Bild A zeigt Zellen 50 min nach Apoptosestimulation mit 200 ng/ml a-Fas. Die
Zéellen reagieren mit dem FITC markierten Annexin V jedoch nicht mit dem Propodiumjodid. Dies
ist ein Hinweis auf eine intakte Zellmembran, wie sie bel der Apoptose zu erwarten ist.
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Ein dternativer Nachweis der Apoptose ist die morphologische Beurteilung der Kerne. Beim
programmierten Zdltod treten drastische Verdnderungen im Kernbereich ein. Mit Hilfe der
Hoechst 33258-Fuorochromierung (sehe 2.7.3.) lasst sich eine Beurteilung des Kernzustandes
sehr einfach durchfiihren. Der verwendete Farbstoff farbt vitde Zedlen relativ schwach an, be
zunehmender DNA-Fragmentierung wird diese Farbung stérker.

Verénderungen wie Kernfragmentierung und -schrumpfung lassen sch ebenfals gut mit dieser
Férbung darstellen.

Abb. 3.2: Hoechstfluorochromierung (blau) von SKW-und Jurkatzellen. Die Pfeile weisen auf typi-
sche gpoptotische Kernmorphologie, die durch Chromatinkondensierung, Kernfragmentierung und
Schrumpfung der Zellkerne gekennzeichnet ist, hin.

SK: Kontrollzellen SKW; SA: SKW-Zdlen gimuliert mit 200 ng/ml a-Fas
fur 1220 min

JK: Kontrollzdlen Jurkat; JS: Jurkatzellen stimuliert mit 1 uM Staurosporin
fur 240 min.

Die in den Abb. 3.1 und 3.2 dargestdlten Ergebnisse zeigen, dal3 in den verwendeten Zell-
systemen mit Hilfe der ausgewahlten Induktoren Apoptose ausgeldst werden kann. Die sichere
Induktion von Apoptoseist die Voraussetzung fur die im folgenden beschriebenen Experimente.
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3.4. Nachweis der Aktinfragmentierung in apoptotischen
Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde besonders intensv das Aktin und dessen Verdnderungen
wahrend apoptotischer Prozesse untersucht. Mit Hilfe des Fragmentierungsassays (2.6.1.),
geleektrophoretischer Methoden (sehe 2.4.2.), Immunaoblotting (2.5.1. und 2.5.2.) und dem
Einsatz markierter Aktinderivate konnte in Zdlextrakten, hergestdlt aus gpoptotischen Zdlen,
Aktinbruchstiicke dargestellt werden. In den folgenden Abbildungen it die Fragmentierung von
endogenem und exogenem Aktin, verursacht durch die Apoptosainduktion, in unterschiedlichen
Zdlsystemen dargestellt.

1¢C 2C 3 4C M 1IN 2N 3N 4N
M Marker

1 & 3 unbehandelte
Zdlen

2& 4 a-Fas dimulierte
34 . Zelen

C C-terminaler
anti-Aktin-
Antikorper

14 N N-terminaler
6.5 anti-Aktin
Antikorper

Abb.3.3: Nachweis von endogenem b-Aktin-Fragmenten wahrend der Apoptose in SKW-Zellen mit
Hilfe zweler spezifischer Antikorper. SKW-Zdlen wurden fur 2 h mit 200 ng/ml a-Fas stimuliert, zu
Zellextrakten aufgearbeitet und dem Fragmentierungsassay fur 2 h unterzogen. Die Auftrennung
efolgte in 12 %igen SDS-PA-Gelen. Anschlief3end erfolgte ein Westernblot-Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran Mit dem Antikérper gegen den C-terminus des Aktins sind neben der
Hauptbande (ca. 41.5 kD) drei Fragmente (*) erkennbar. Mit dem N-terminalen Antikorper lassen
sich neben der abnehmenden Hauptbande 1 Bruchstiick (*) detektieren. Fir dieses Experiment
wurde 25 pg Gesamtprotein je Spur eingesetzt.

Be der Fragmentierung von exogenem a- Aktin durch gpoptotische Zdlextrakte wurde das
gleiche Schnittmuster gefunden wie bel dem in den Zdlextrakten vorhandene, endogene b-Aktin.
Be der Verwendung des biotinylierten Aktinderivates (Sehe Abb.3.4) konnte eine zusétzliche
Bande detektiert werden. Dieser Unterschied kann eventudl durch die Bindungsstellen der hier
verwendeten Antikorper (N-terminus und C-terminus) erklart werden. Das zusétzliche Fragment
bestzt wahrscheinlich keine der beiden Antikorper-Bindungstellen.
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Abb.3.4: Nachwels von exogenem a- Aktin und seinen Fragmenten (*), welches zusammen mit
Zdllextrakten verschiedener Zeltypen (SKW- und Jurkatzellen) inkubiert wurde. Die Zélen sind
zuvor mit unterschiedlichen apoptoseaud 6senden Substanzen behandelt worden. Trotz Auddsung
von Apoptose auf verschiedenen Induktionswegen ist das selbe Fragmentierungsmuster des Aktins
erkennbar. Fir dieses Experiment werden jewells 20 pg Zdlextrakt mit 0.1 pg biotinyliertem Aktin
dem Fragmentierungsassay unterzogen (siehe 2.6.1.). Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
in 12%igen SDS-PA-Gelen wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.
Nach einer Inkubation mit Streptavidin/Peroxidase-Komplex erfolgte die Anféarbung der Banden mit
Diaminobenzidin verstérkt mit CoCl,.

3.4.1. Charakterisierung der apoptotischen Aktinfragmente

Um die Lage der einzelnen Aktinfragmente zueinander zu bestimmen, wurden folgende Methoden
engestzt:

Die Verwendung sequenzspezifscher Antikorper (C-terminder AK: reagiert mit alen
Aktin-lsoformen da das C-terminde Ende der Aminoséuresequenz des Aktins be alen
Aktinen gleich igt. Die N-terminden AK’s. reagieren spezifisch mit den Aktin-lsoformen,
dain diesen Sequenzbereich die einzelnen Isoformen determiniert Snd (Sehe 2.5.2.).

Der Einsatz verschiedener Aktinderivate, wie biotinyliertes Aktin zur Bestimmung der
Gesamtanzahl der Fragmente und Aktinen, die mit Fluorochromen markiert wurden die
Aminoséurespezifisch binden (sehe2.3.2.1.,, 2.3.2.2. 2.3.2.3. und 2.6.1.).
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Die Auftrennung der einzenen Fragmente erfolgte mit Hilfe geldektrophoretischer Methoden
(gehe 242). Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurden vorgeféarbte
Mol ekulargewichtstandards verwendet.

Eine Ansequenzierung der einzelnen Fragmente konnte nicht durchgeftinrt werden, da sich die
enzelnen Fragmente Sch in einem Proteingemisch befanden.

3.4.2. Visualiserung aller Fragmente mit biotinyliertem a-Aktin

Zur Dargdlung dler Aktinfragmente wurde biotinyliertes Aktin verwendet. Hierzu wurden pro
Reaktionsansatz 0.1 g biotinyliertes Aktin mit Zdlextrakten aus a -Fas simulierten SKW-Zédlen
(20 pg Protengendt) fur 2h dem Fragmentierungsassay unterzogen. Nach der
geldektrophoretischen Trennung, Westernblot-Transfer und Darstdlung der einzelnen Banden
wurde das Molekulargewicht der einzelnen Fragmente bestimmit. (Sehe Abb. 3.4)

Mit Hilfe dieser Technik konnten neben der Aktinhauptbande finf weitere Fragmente identifiziert
werden:

ca. 41.5kD Aktinhauptbande
ca. 40.0 kD Fragment 1
ca 34.0kD Fragment 2
ca 32.0kD Fragment 3
ca. 28.0kD Fragment 4
ca. 11.0kD Fragment 5

Wie in Abbildung 3.4. gezeigt, kann bel der Inkubation von apoptotischen Zd lextrakten mit dem
bictinylierten Aktinderivat ein zuséizliches Fragment detektiert werden. Es ist identisch mit dem
28 kD schweren Fragment 4.

3.4.3. Bestimmung der einzelnen Aktinfragmente und deren Lage
zueinander mit selektiv markierten Aktinen und
sequenzspezifischen Antikdrpern

Zur Bestimmung der Lage der Fragmente zueinander wurden unter anderem sequenzspezifische
Antikorper eingesetzt. Hierzu wurden Zdlextrakt-Aliquots von je 20 g Protein, gewonnen aus
gpoptotischen SKW-Zédlen dem Fragmentierungsassay unterzogen. Nach geleektrophoretischer
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Auftrennung der Proteine und Immunoblotting wurde die Grole der vorhandenen
Aktinbruchstlicke mittels der mit aufgetragenen Molekular-gewichtstandards ermittelt.

Es efolgt eine Auflistung der Fragmente, die man mit einem Antikorper gegen das Gterminde
Ende des Aktins detektieren kann (Sehe Abbildung 3.3 C ds Beigpid). Die Benennung der
einzelnen Fragmente erfolgte nach der Bestimmung dler Fragmente durch das bictinylierte Aktin:

ca 41.5kD Aktinhauptbande
ca. 40.0 kD Fragment 1
ca. 28.0kD Fragment 4
ca 11.0kD Fragment 5

Die folgenden Fragmente, welche man mit eéinem Antikdrper gegen das N-terminale Ende des
Aktins detektieren kann (Sehe Abb. 3.3 N ds Bespid) snd nachstehend aufgelitet:

ca 41.5kD Aktinhauptbande
ca. 34.0kD Fragment 2

Unter der Verwendung von exogen hinzugefiigtem GIn 41 bzw. Cys 374 markiertem Aktin (0.5
Mg pro Ansatz und Spur) wurden folgende Fragmente direkt nach Fragmentierungsassay und
Auftrennung in 12 %igen SDS-PA-Gden mit Hilfe eines UV-Translluminators detektiert (Abb.
3.5).

CA CKk CF GK GF GA M

CA 0.5 pug Cys 374-Aktin

CK 20 pg Kontroll-Zellextrakt + CA

CF 20 ug apoptotischer Zellextrakt + CA
K 20 pg Kontroll-Zellextrakt + GA

GF 20 g apoptotischer Zellextrakt + GA
GA

0.5 ug GIn41 Aktin
M Marker
ADbb.35: Nachwels von Aktinfragmenten (*) mit Hilfe fluoreszenzmarkierten Aktine. Die

Visualiserung erfolgte nach dem Fragmentierungsassay und der SDS-Gelelektrophorese mit Hilfe
eines UV-Translluminators.
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In der folgenden Aufgdlung dnd dle Fragmente, die mit den Huorochrom markierten
Aktinderivaten detektiert werden konnten, aufgdistet. Wie schon in den vorhergehenden
Aufgelungen snd die enzenen Fragmente nach den Fragmenten, die mit Hilfe des biotinylierten

Aktins detektiert werden konnten, benannt:

Cys-374-Aktin GIn-41-Aktin
ca4l5kD ca. 41.5kD
ca. 40.0 kD
ca. 34.0kD
ca. 32.0kD
ca 11.0kD

Hauptbande Aktin
Fragment 1
Fragment 2
Fragment 3
Fragment 5

In der darauffolgenden Graphik snd dle Fragmente ihrer Lage entgprechend zugeordnet

dargestdlt:
Q41 ci74
40.0 (28) 1
N O ] | C

cara < >

Q41 < =
a-C-Aktin < >
a-N-Aktin < >

Abb.3.6: Graphische Darstellung der Lage der einzelnen Aktinfragmente erzeugt durch apoptotische
Zellextrakte. Wie aus der Zeichnung ersichtlich, sind zwei eindeutige Schnittstellen vorhanden: 11
kD und 40 kD vom C-terminalen Ende aus betrachtet. Eine weitere Schnittstelle wird bei ca. 28 kD
(in Klammern) vermutet. Hierzu konnte das N-terminale ,, Gegenstiick” mit den vorhandenen Mitteln

nicht detektiert werden.

3.4.4. Unter suchung welche Form des Aktins (globulér oder

filamentér) wahrend apoptotischer Prozesse geschnitten wird

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem untersucht, welche Form des Aktins, die

globulére oder die filamentére Form, wahrend apoptotischer Prozesse prozessiert wird.

Hierzu wurden Zdlextrakt-Aliquots mit jewells 1 pug exogenem a-Aktin in der polymerisierten
oder der monomeren Form versetzt (Abb. 3.7 A). Nach Durchfihrung des
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Fragmentierungsassays und eektrophoretischer Auftrennung der Proben erfolgte die Detektion
des exogen hinzugefigten Aktins mit Hilfe eines anti-a -Aktin-Antikorpers. In Abb. 3.7. B wurde
filamentéres Aktin eingesatzt, welches zuvor mit Phaloidin Sabilisert worden it

Die gezeigten Immunoblots zeigen, dal3 nur G-Aktin wéhrend apoptotischer Prozesse geschnitten
wird.

-

Abb. 3.7: Immunoblots zum Nachweis das wahrend apoptotischer Prozesse G-Aktin geschnitten
wird. Zur Durchfihrung dieses Experiments wurden 20 pg Zdlextrakt aus SKW-Zdlen mit 1 ug
exogenem a-Aktin einem Fragmentierungsassay unterzogen. Nach der Proteinauftrennung erfolgte
eine spezifische Anférbung des hinzugefugten a-Aktins mit Hilfe eines Antikorpers. In A wurde
Aktin verwendet, welches durch 2 mM MgCl, und 0.1 M KCI zur Polymerisation gebracht wurde.
In Spur 3 (G-Aktin) ist eéine Verminderung der Aktinhauptbande (*) erkennbar.. In B wurde F-Aktin
verwendet, welches durch Phalloidin stabilisiert ist.. Nur in Spur 3 wo G-Aktin eingesetzt wurde, ist
Aktinabbau (**) erkennbar.

A: 1 a-Aktin B: 1 Kontroll-Extrakt +
phalAktin

2 Kontroll-Extrakt + G-Aktin 2 a-Fas-Extrakt + phalAktin

3 Kontroll-Extrakt + F-Aktin 3 a-Fas-Extrakt + G-Aktin

4 a-Fas-Extrakt + G-Aktin M Marker

5 a-Fas-Extrakt + F-Aktin

3.4.5. Verlust von F-Aktin in der Zellewahrend
apoptotischer Prozesse

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, wird wahrend apoptotischer Prozesse nur G-Aktin
gechnitten, wahrend die filamentére Form hingegen nicht fragmentiert werden kann. Aufgrund
dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dal3 F-Aktin durch die Apoptose vermehrt zu G-
Aktin abgebaut wird und somit das in der Zdle vorliegende Gleichgewicht, wie in der Einleitung
beschrieben, zwischen Aktinmonomeren und -filamenten gestort ist. In einem weiteren Experiment
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wurde die F-Aktinvertellung innerhab der Zdle im Verlauf gpoptotischer Prozesse untersucht.
Hierzu wurden Jurkat- und SKW-Zéelen mit und ohne Induktion des programmierten Zelltodes
mit Paraformadehyd fixiet und F-Aktin mit Hilfe TRITC-markiertem Phdloidin spezifisch
dargestdlt.

Um die Kernmorphologie der einzednen Zdlkerne beurteilen zu kdnnen wurden die Zdlen mit
Hoechsfarbgtoff (sehe 2.7.3) gegengefabt. Die Auswvertung efolgte mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskopes welches mit einer hochauflésenden Videokamera gekoppdt igt. Die
einzenen Aufnahmen erfolgten unter den gleichen Eingtellungen des verwendeten Systems.

Wie aus Abb. 38. eschtlich, snd Kontrollzdlen mit enen enem deutlichen F-Aktinring
umgeben. In Zdlen die Sch im Stadium des programmierten Zdltodes befinden, i zum Tell
Uberhaupt kein F-Aktin mit der hier angewendeten Methode mehr nachweisbar. Der Verlust des
nachweisbaren F-Aktin-Systems kénnte zum Teil die drastischen morphologischen Anderungen
erkl&ren denen gpoptotische Zdlen unterliegen.

Abb. 3.8: Dargdlung von F-Aktin mit Hilfe von TRITC-Phdloidin (rot) und der Kernmorphologie
mit Hoechstfarbstoff (blau) in unterschiedlichen Zellsystemen (J = Jurkat; S = SKW). Die Induktion
von Apoptose erfolgte in den SKW-Zellen mit 200 ng a-Fasml Zellsuspension (A) und in den
Jurkatzellen mit 1 uM Staurosporin (S). Wéhrend bel den Zelen ohne Behandlung (SK und JK)
deutliche F-Aktinringe zu sehen sind, sind bel den apoptotischen Zelen (SA und JS) nach 150 min
Induktionszeit diese Ringe vollig verschwunden bzw. nur noch bruchstiickhaft vorhanden

Aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse wurde versucht, das G-Aktin mit FITC-markierter
DNase | in den Zellen zu markieren. Diese Methode erbrachte keine eindeutigen Ergebnisse.
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3.4.6. Einordnung der Aktinfragmentierung in den zeitlichen
Ablauf der Apoptose

Ein welterer wichtiger Aspekt der Aktinfragmentierung wahrend des programmierten Zeltodes ist
die zaitliche Einordnung dieses Vorganges im gesamten Prozel3 Wie in der Einlaitung dargestellt
wird der physologische Zdltod in drel Phasen eingeteilt:

die Signalphase: Beinhdtet die Audésung der Apoptose durch verschiedene Stimuli. Bel
der Induktion des programmierten Zdltodes durch Fas ist diese Phase nur einige Minuten
lang (Aktivierung des DISC).

die latente Phase: Se ist gekennzeichnet durch die Aktivierung apoptosespezifischer
Enzyme. Sie dauert bel der Fas-induzierten Apoptose ca. 10-15 min.

die Exekutionsphase: Se ig chaakteriget durch den enzymatischen Abbau
apoptosespezifischer Substrate wie PARP, Lamine, Catenine... und Phagozytierung der
ZdIreste

Aufgrund des reaiv spdten Nachweises der ersen Aktinfragmente nach 30 min des
Induktionsbeginns in SKW-Zdlen, die mit anti-Fas stimuliert wurden, kann man davon ausgehen,
dal3 die Aktinfragmentierung in der letzten der drel Phasen, wie Se von Sammgima et d 1998 A
beschrieben wurden, angesieddt i, Wie aus verschiedenen Ergebnissen ersichtlich, liegt der
Hohepunkt der Aktinfragmentierung bet SKW-Zdlen ca 90 min nach Induktionsbeginn (Sehe
Abb. 39). De Nachweis von Aktinfragmenten fdlt zudem mit Beginn der groi¥en
morphologischen Verénderung zusammen (sehe Abb. 3.10)

M O 10 20 30 40 5 60 70 80 9

‘-----__--HE'!‘:

Abb. 3.9: Westernblot zur zeitlichen Verfolgung der Aktinfragmentbildung in Zellextrakten aus
apoptoseinduzierten SKW-Zellen. Uber den Spuren steht der jeweilige Zeitpunkt der Induktion. Die
ersten Spatprodukte (dicker Pfeil) werden ca. 30-50 min nach Einleitung der Apoptose-induktion
durch 200 ng a-Fas/ml Zellsuspension sichtbar. Des weiteren wird deutlich, dal3 nicht das gesamte
Aktin abgebaut wird. Pro Spur wurden 20 ug Protein aufgetragen. Die spezifische Markier-ung des
endogen vorkommenden Aktins erfolgte mit Hilfe eines Antikorpers gegen das C-terminale Ende
des Aktins. Die Aktinhaupbande ist durch den diinnen Pfeil markiert.
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Wie aus Abb. 3.9. und der folgenden Abb.3.10 ergchtlich, fadlt der Zetpunkt der Aktin-
fragmentierung mit dem Verlust des F-Aktins zusammen.

Ein waiteres Argument fir die hier vorgenommene zeitliche Einordnung der Aktinfragmentierung
snd neben den Westernblot-Analysen auch die im Rahmen dieser Arbeit gemessene Maximum
der Caspase-3 Aktivitéat in SKW-Zéellen (sehe Abb. 3.17).

Abb. 3.10: Darstellung des zeitlichen Ablaufes der morphologischen Veranderungen in SKW-Zellen
nach Behandlung mit 200 ng a-Fasml Zellsuspension. Die Zelen wurden fixiert nach der
angegebenen Dauer der Inkubation mit dem Apoptosestimulanz. Nach der Farbung mit TRITC-
Phaloidin (rot, F-Aktin) und Hoechstfarbstoff (blau, Zellkerne) wurden die Zellen mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes dargestellt. Deutlich erkennbar sind die ersten morphologischen
Veranderungen nach ca30-45 min die mit der Darstellung der Aktinfragmente im Westernblot
(sehe Abb.3.9) korrelieren.

3.4.7. Sedimentationsexperimente zur Uberprifung der Funktionalitat
der Aktinfragmente

Wie ba Kiesding et d (1995) beschrieben konnen Aktinfragmente die von Subdtilisin, ener
aktinfragmentierenden Protease, geschnitten worden sind immer noch ,,zusammenkleben® und
sogenannte Cores bilden die physiologisch aktiv and. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberpriift,
ob das durch apoptotische Prozesse fragmentierte Aktin auch zu einer solchen Corebildung neigt.
Die Aktivité des durch gpoptotische Prozesse gespatenen Aktins wurde mit Hilfe sogenannter
Sedimentationsexperimente (Sehe 2.6.2.) Uberprift. Diese Versuche basieren auf der Tatsache,
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dal3 nur Aktin polymerisgeren kann, welches das Nukleotid ATP binden kann. Die Polymerisation
kann durch Gabe von KCl und MgCL und ener Inkubation von 1 h be Raumtemperatur
initidisert werden. Mit ener Ultrazentrifugation konnen dann G-Aktin und F-Aktin vone nander
separiert werden. Deswelteren kdnnen sich im F-Aktinpellet auch Proteine und Aktinfragmente
befinden, die denaturiert snd und somit ausfallen (Sehe Abb. 3.11)

Wie aus Abb. 3.11 ergchtlich befinden sch die gpoptotischen Aktingpdtprodukte im FAktin-
Pellet. Der endgiltige Nachwels, dal3 das fragmentierte Aktin denaturiert und somit nicht mehr
physologisch aktiv sein kann, wurde mit Hilfe ener Ultrazentrifugation ohne vorheriger
Polymerisation erbracht (Sehe Abb.3.12).

Abb. 3.11: Sedimentationsexperiment zur weiteren Charakterisierung der Aktinfragmente. Pro
Ansatz wurden Zdllextrakte (20 pg Protein) aus unbehandelten (K) und apoptotischen (A) SKW-
Zdlen mit 0.5 ug fluoreszenzmarkierten Aktin (G = GIn-41-Aktin, C = Cys-374-Aktin) vermischt.
Nach dem zweistiindigen Fragmentierungsassay wurde durch Zugabe von 0.1 M KCI und 2mM
MgCl, die Polymerisation eingeleitet. Nach einer Ultrazentrifugation wurden der G-Aktin-haltige
Uberstand (U) und das Pellet (P), indem sich das F-Aktin befindet, getrennt auf ein 12%iges SDS-
PA-Gel aufgetragen. Uberraschenderweise wurden die Fragmente (*) im Pellet gefunden, was auf
Denaturierung der Bruchstiicke hinweist. Im Uberstand hingegen ist kaum G-Aktin zu finden,
wel ches die Ergebnisse aus Abschnitt 3.4.4. nochmals bestétigen.
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KiT ATl KU AT KP AP KP AP

K unbehandelte Zellen
U Uberstand
P Pellet

Abb. 3.12: Nachweis, dal3 die Aktinbruchstlicke denaturiert sind. Jeweils 15 ug Extrakt aus SKW-
Zellen wurden nach dem Fragmentierungsassay ohne vorherige Polymerisation einer
Ultrazentrifugation unterzogen. Nach der Auftrennung der Proteine aus Pellet und Uberstand und
dem Transfer auf Nitrocellulose erfolgte die spezifische Markierung des endogenen Aktins mit
einem Antikorper, der mit dem C-terminaen Ende reagiert. Wie ersichtlich sind adle Fragmente
pdletierbar und somit denaturiert.
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3.5. Charakterisierung und ldentifizierung der Aktin-

fragmentierenden Protease

In vorhergehenden Abschnitt 3.4 dieser Arbeit wurde dargestdlt, dal3 Aktin wahrend der
Apoptose in den Lymphblastem-Zdlinien SKW 6.4 und Jurkat nach Auddsung des pro-
grammierten Zdltodes fragmentiert wird. Das Fragmentierungsmugter it trotz Auddsung Uber
unterschiedliche Signawege und Vewendung verschiedener Zdlinien, identisch. Die hier
vorliegenden Ergebnisse lassen die Schiul¥olgerung zu, dal3 es sch bel der Aktinfragmentierung
wéahrend des physiologischen Zdltodes um einen universdlen Prozeld handdt, der in dlen
gpoptotischen Zdlen ablauft.

In einem welteren Schritt wurde nun versucht, die fragmentierende Protease zu identifizieren und
zu charakterisieren.

Schon zu Beginn der Untersuchungen wurde vermutet, dal3 die gesuchte Protease ein Mitglied der
Cagpase-Familie ist. Arbeiten von CasciolaRosen et d 1994 und Mashima et a 1995 Uber
andere Substrate der Caspasen wahrend der Apoptose unterstiitzen die Hypothese.

3.5.1. Identifizierung der Aktin fragmentierenden Protease mit
Hilfe unter schiedlicher Proteaseinhibitoren

Um die gpoptotische Aktin schneidende Protease zu identifizieren, wurden unter-schiedliche
Proteasainhibitoren verwendet. Hierflr wurden folgende Inhibitoren aufgrund ihrer Eigenschaften

gewdhit:

TPCK: Irreversbler Hemmstoff fir Chymotrypsin. Desweiteren hemmt TPCK eine  Vidzahl
welterer Serin- und Cysteinproteasen. Dieser Inhibitor wurde aufgrund siner
Eigenschaften, Cysteinproteasen zu hemmen, zu denen auch dieCaspasen zéhlen, ausgewahit.
TLCK: Es hat ein dhnliches Wirkungsspektrum wie TPCK. Nur kann es Chymotrypsin

nicht hemmen, hemmt aber daftir Trypsin. TLCK wurde aufgrund der selben  Kriterien
wie fr das TPCK, fur die hier durchgeftihrten Inhibitionsexperimente ausgewahit.
lodoacetamid: Diese Substanz modifiziert Cysteinresteirreversbd. Diessr Hemmstoff

wurde ausgewahlt, daim aktiven Zentrum der Caspasen ein Cysteinrest vorhanden i,
der fUr die Funktionditét des Enzyms eine grol¥e Rolle spidlt.
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N-Ethylmdemide: modifiziert ebenfdls Cyseinreste irreversbd. Diese Substanz wurde
aufgrund der selben Kriterien, wie Se fir das |odoacetamid beschrieben sind,
ausgewaht.

Pefabloc: I ein Breitbandinhibitor flr Serinproteasen, der eine minimale Einwirkung auf das

Zdlwachstum hat. Dieser Inhibitor wurde a's Negativkontrolle engesetzt.

Pepgtatin: Inhibiert Aspartatproteasen, wie zum Beispie Pepsin, Renin, Cathepsin D und
Chymosin. Dieser Inhibitor wurde deswegen gewahlt, da er Proteasen hemmt die
hinter Aspartatresten schneidet, wie es die Caspasen tun.

YVAD-cho: It ein Tetrapeptid-Derivat, wel ches spezifisch die Aktivitét von Proteasen der
Caspase-1-Familie hemmt.

DEVD-cho: It ein Tetrapeptid-Derivat, welches spezifisch die Aktivitét von Proteasen der
Cagpase-3-Familie hemmt.

Die aufgeligteten Proteasainhibitoren wurden auf zwel unterschiedliche Weisen, wie in 2.2.4.
beschrieben, eingesetzt:

»INVIVO" der zu testende Inhibitor wurde mit den Zdllen vorinkubiert.
Anschlief¥end erfolgte die Apoptoseinduktion, die Aufarbeitung zu
Zdlextrakten, der Fragmentierungsassay mit oder ohne Zugabe von
exogenem Aktin und der Nachweis der Aktinfragmente.
»invitro* der zu testende Inhibitor wurde zusammen mit Zdlextrakten und exogen
hinzugefligtem Aktin dem Fragmentierungsassay unterzogen. Nachfolgend
wurden die Resktionsanscize auf Aktinbruchstiicke hin untersucht.

Die oben erwdhnten Versuche wurden jewells mit dlen Inhibitoren und jewells mit den SKW-
und Jurkatzellen unter Verwendung verschiedener Apoptoseinduktoren durchgefiihrt. Die genaue
Versuchskongdlation ist bei den jewelligen Abbildungen mit angegeben. Im Folgenden werden
nur ausgewahlte Ergebnisse dargestelIt.

Die in Abb. 3.13 und Abb.3.14 dargestellten Hemmschemata weisen auf eine Beteiligung von
Proteasen der Caspase-Familie bei der Aktinfragmentierung hin. See stimmen aul3erdem mit den
Arbeiten von Casciola-Rosen et a 1994, Nicholson et d 1995, Fearnhead et a 1995, Mashima
et d 1995 B und Darmon et a 1995 Uberein, die &hnliche Experimente mit anderen Caspase-
Substraten wie PARP und U1-70 kD Protein, und in anderen Zdlinien (HelLa, Osteosarcoma:
Zdlen, U 937-Zéelen und Cos-Zdlen) durchgefiihrt haben.

Diese Ergebnisse deuten auf ein universelles Schema der Apoptose hin.
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M 1 2 3 4 § & 7 8 9 LM
i
M Marker
D S —— " —— S — — 1 K +200 uM TPCK
e |, A + 200 pM TPCK
: i | 3 K + 200 UM TLCK
4 A + 200 UM TLCK
20 =5 K + 50 uM lodoacetamid
6 A + 50 uM lodoacetamid
4 ~ | 7 K + 60 pl Ethanol
" — 8 A + 60 pl Ethanol
Wois | g 0.3 pga-Aktin
LM Low Range Marker
=

Abb. 3.13:. Inhibitionsexperiment mit TPCK, TLCK und lodoacetamid. SKW-Zelen wurden mit
den genannten Substanzen fir 5 h vorinkubiert. Anschlief3end erfolgte eine 2-sttindige Induktion von
Apoptose mit 200 ng a-Fas /ml Zdlsuspension (,in vivo“-Versuch). Nach der Aufarbeitung zu
Zdlextrakten wurden Aliquots mit 0.3 pg a-Aktin fir 2 h einem Fragmentierungsassay unterzogen.
Je 20 g Protein wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert und auf
Aktinbruchstiicke hin mit Hilfe eines C-terminalen a-Aktin-Antikérpers untersucht. Wie aus der
Abb. ersichtlich, haben die Substanzen TPCK, TLCK und lodoacetamid hemmende Eigenschaften.
Dasin Spur 8 & 9 mit aufgetragene Ethanol diente as Lésungsmittel fur die einzelnen Inhibitoren.
Es zeigt keinerlei hemmende Effekte auf die Aktinfragmentierung (*) wahrend apoptotischer
Prozesse.

<

Marker

unbehandelte Zellen (K)
apoptotische Zellen (A)

K +5mM N-Ethylmaemide
A +5mM N-Ethylmaeimide
K + 0.1 mM Pepstatin A

A + 0.1 mM Pepstatin A

K +1mM Pefabloc

A +1mM Pefabloc

Low Range Marker

ro~NoO Ok, WDNPE

<

Abb. 3.14: Inhibitionsexperiment mit N-Ethylmaeimide, Pepstatin A und Pefabloc. Die Reaktions-
ansdtze bestanden aus 20 pg Zelextrakt gewonnen aus SKW-Zellen, dem jeweiligen Proteaseinhi-
bitor und 0.3 pg a-Aktin (,in vitro*-Versuch). Nach dem Fragmentierungsassay, SDS-PAGE und
Westernblotting erfolgte der Nachwels der Aktinfragmente (*) mit einem polyclonalen Antikorper,
der mit dem C-terminalen Ende des Aktins reagiert.

Die hier eingesetzten Proteaseinhibitoren zeigen keinerlei Wirkung auf die Aktinfragmentierung
waéhrend der Apoptose. Crossreaktionen des verwendeten Antikorpers sind mit + gekennzei chnet.
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Durch den Einsaz spezifisch hemmender Tetrapeptid-inhibitoren konnte die genaue
Familienzugehérigkeit der aktinfragmentierenden Protease bestimmt werden. Da sich die Aktivitét
durch DEVD-cho unterbinden lasst, ist die gpoptotische Aktin fragmentierende Protease ein
Mitglied der Caspase-3-Familie (Sehe Abb. 3.15 Spur 8).

Eine Zugehdrigkeit zur Caspase-1-Familie konnte ausgeschlossen werden, da der sdektiv
hemmende Inhibitor YVAD-cho keinerlel hemmende Wirkung auf die aktinschneidende Protease
zeigte (Sehe Abb. 3.15 Spur 6).

M 1 2 3 4 5 6 7 8B 9

Marker

Kontrollzdlen (K)
Apoptotische Zellen (A)
K + 30 pl DMSO

A +30ul DMSO

K + 20 uM YVAD-cho
A + 20 uM YVAD-cho
K + 20 uM DEVD-cho
A + 20 uM DEVD-cho
0.3 g a-Aktin

T e e g — S — — —
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Abb. 3.15: Inhibitionsexperimente zum Nachweis, der Zugehorigkeit der aktinfragmentierenden
Protease zur Caspase-3-Familie. Hierzu wurden SKW-Zélen fir 4 h mit den Inhibitoren DEVD-
cho und YVAD-cho vorinkubiert (,,in vivo*-Experiment). Anschlief3end wurde mit 200 ng a-Fas/ml
Zdlsuspension Apoptose ausgeldst. Nach 2 h Inkubationszeit wurden die Zellen zu Extrakten
aufgearbeitet. Aliquots dieser Zdlextrakte (20 pug Protein pro Spur) wurden dem Fragmentie-
rungsassay unterzogen. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proteine und Westernblot-
Transfer erfolgte die spezifische Anférbung des Aktins und seiner Bruchstiicke (*) mit Hilfe eines
anti-Aktin-Antikorper, der mit dem C-terminaden Ende reagiert. Das in Spur 1 & 2 hinzugeflgte
DMSO diente als Losungsmittel fur die hier verwendeten Inhibitoren. Es hat in den eingesetzten
Konzentrationen keine Wirkung auf den Verlauf des Experimentes.
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Tabdlarisch zusammengefald hatten die engesetzten Proteasainhibitoren folgende Wirkung auf
die Aktinfragmentierung wahrend apoptotischer Prozesse:

Inhibitor Wirkung
TPCK hemmend
TLCK hemmend
|odoacetamid hemmend
N-Ethylmaemide keine
Pepstatin A keine
Pefabloc keine
YVAD-cho keine
DEVD-cho hemmend

Um vdllige Sicherhet dartiber zu haben, dal3 die apoptotische aktinfragmentierende Protease
auschliedich die Caspase-3 (auch CPP-32 bzw. Apopan genannt) ist, wurde ein
Kontrollexperiment mit MCF-7-Zdlen, die aus eénem Mammakarzinom isoliert worden sind,
durchgefiihrt. Diese Zdlen haben eine Deletion im Caspase-3 Gen und kdnnen somit keine aktive
Caspase-3 aushilden (Janicke et a 1998). Wie aus Abb.3.16 ersichtlich, konnte in diesen Zdlle
keine Aktinfragmentierende Aktivitét trotz A poptosainduktion nachgewiesen werden.

1 2 3 4 LM 2 .3 4 M
A B e T
* 1 a-Aktin
-y | - 2 unbehandelt
3 CHX

4 Staurosporin
M Marker

LM Low Range M

Abb. 3.16: Kontrollexperiment mit MCF-7-Zdlen. Die konfluent wachsenden Zellen wurden mit den
Apoptoseinduktoren CHX (10 pg/ml), und Staurosporin (1uM) fir jewels 5 h behandet und
anschlielend zu Zellextrakten aufgearbeitet. In Immunoblot A wurde Aktin (*) mit einem
Antikorper, der gegen das C-terminale Ende gerichtet ist, angefarbt. Es konnten keine Bruchstiicke
trotz durchgeflihrtem Fragmentierungsassay nachgewiesen werden. In Immunoblot B wurde ein
polyklonaler Antikorper gegen CPP 32 verwendet. Es konnte kein CPP-32, weder die inaktive
Proform noch die geschnittene aktive Form, nachgewiesen werden. Pro Spur wurden jewells 20 ug
Protein aufgetragen. Die mit + gekennzeichneten Banden sind Crossreaktionen des 2. Antikorpers.
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Zusammenfassend konnte im Rahmen diesr Arbeit deutlich gezeigt werden, da3 die
Aktinfragmentierung im Rahmen der Apoptose, in den Lymphblastemzdlinien SKW 6.4 und
Jurkat durch ein Mitglied der Caspase-3-Familie, wahrscheinlich von CPP 32/Apopan/Y ama
bewerkstdligt wird.

3.5.2. Fluor eszenzphotometrische M essung der Caspase-3
Aktivitat mit DEVD-AMC, eéinem synthetischem
Casspase-3-Substrat.

Mit Hilfe des Substrates DEVD-AMC lasst sich die Aktivitdt von Proteasen der Caspase-3-
Familie sehr gut verfolgen. Zum enem |&sst Sch der zatliche Ablauf der Aktivierung darstellen
und zum anderen kann se ds Methode zum Vergleich der einzelnen Caspase-3-Aktivitéten in
verschiedenen Zdlinien verwendet werden.

Die Durchfuihrung dieses Versuches erfolgte nach der in 2.6.4. beschriebenen Methode mit frisch
préparierten Zelextrakten.

Wie in den Abb. 3.17 und 3.18 erkennbar, snd in SKW- und Jurkatzellen unterschiedliche
Aktivitéten nachweisbar. In Jurkatzellen it die Aktivitét um ca 27% geringer dsin SKW-Zdlen.
Desweiteren werden zum Erreichen der maximaen Aktivitét, verschiedene Zeit-raume bendtigt
(SKW: ca. 100 min; Jurkat: ca. 200 min).

Dieser Unterschied in Erreichen der maximaden Aktivitdt lést sch auf die Verwendung
unterschiedlicher Signdwege zur Audsung der Apoptose zurtickfihren, die bis zur Aktivierung
von Proteasen der Caspase-3-Familie verschieden lange Zetraume brauchen. Wéahrend die
Induktion von Apoptose Uber den Fas-Rezeptor in SKW-Zéellen ein sehr schneller und direkter
Weg ig (dehe Abb. 1.2), ist es moglich, dal? bel der Induktion des physiologischen Zdltodes mit
Staurosporin in Jurkatzellen, weitere Schritte in der Signalkaskade zwischengeschaltet sind. Der
zum Durchlaufen dieser Signakette grof3ere Zeitaufwand fihrt zu ener Aktivierung der Proteasen
der Cagpase-3-Familie zu einem spéterem Zeitpunkt.

Der geringere Anteil an aktiven Proteasen der Cagpase-3-Familie in Jurkatzdlen, lasst sich auf
ene wahrscheinlich geringere Exprimierung von Caspase-3-Proenzym zurtickfuhren.



Ergebnisse 72

15
AN —~
8‘_) < 10
o )
O U.)
n O
-
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Induktionszeit in min

ADbb.3.17: Nachweis der Caspase-3-Aktivitat in SKW-Zellen. Gemessen wurde der Umsatz des
synthetischen Substrates DEVD-AMC in zeitlicher Abhéngigkeit der Apoptoseinduktion durch 200
ng a-Fas/ ml Zelsuspension. Wie aus der Grafik ersichtlich, it nach 30 min der erste Nachweis
von Caspase-3-Aktivitét moglich. Nach ca. 100 min tritt eine Séttigung der Aktivitét ein.zeigt Eine
Eichgerade, die mit dem freien Fluorochrom AMC erstellt wurde hatte eine Steigung von 56.87.

Dieser Wert wird zur Berechnung der Aktivitét in Units (nmol SU/h = nmol Substratumsatz pro h)
bendtigt.
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Abb. 3.18: Nachweis der Caspase-3-Aktivitét in Jurkatzellen. Gemessen wurde der Umsatz des
Substrates DEVD-AMC in zeitlicher Abhéangigkeit der Apoptoseinduktion durch 1 uM Staurosporin.
Im Vergleich mit der Aktivitét bei SKW-Zellen sind erste Substratumsdtze wesentlich spéter
mefdar (nach ca. 60 min). Auch wird das Aktivitdtsmaximum erst nach ca. 200 min erreicht. Dies
ist vermutlich auf die Aktivierung unterschiedlicher Signawege durch verschiedene Induktoren
zurtickzufUhren (a-Fas: Aktivierung Uber den DISC; Staurosporin: Auslésung von Apoptose durch
Hemmung der Phosphokinase C). Auch ist die maximal erreichte Aktivitét um ca. 27 % geringer as
bel SKW-Z€len.Die Steigung der Eichgerade, die dem freien Fluorochrom AMC erstellt worden ist,

betrégt 56.58 und wurde fir die Berechung der Units bendtigt (nmol SU/h = nmol Substratumsatz
pro h).
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3.6. Versuch zur Uberprifung, ob Calpain bei der
Aktinfragmentierung wahrend apoptotischer Prozesse
eine Rolle spielt

In der Arbeit von Villa et d 1998 wird in neuronden Zdlen aus Raite und Huhn nachgewiesen,
dald Cdpan, eine Aktin schneidende Protease, und nicht CPP 32/Apopain fur die
Aktinfragmentierung wahrend des programmierten Zdltodes verantwortlich ist. Es wird vermutet,
dal? Capain durch Ca*-Einstrom in die Zdle, wie fir die Apoptose beschrieben, aktiviert
werden kann (sehe Abb.1.2). Als Schnittstelle wurde die DNase | bindende Schieife
beschrieben, die in der Subdoméne 2 des Aktins lokalisert ist. Neben der Aktinfragmentierung
wird vermutet, dal3 das Cadpan eine Rolle bel der Caspase-Aktivierung Uber den Weg der
Trangglutaminasen eine Rolle spidt (Sehe Abb. 1.2.).

Villa e d 1998 fanden zudem ene Korrdaion zwischen dem DNA-Abbau und dem
Aktinabbau. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberprift, ob Capan enen Einflul? auf das Aktin
und auf die Aktivierung der Caspasen wahrend gpoptotischer Prozesse hat. Hierzu wurden Zdlen
mit verschiedenen Konzentrationen an Cdpain-Inhibitor I fir 24 h vorbehanddt und
anschlief3end einem apoptoseaud 6senden Reiz ausgesetzt. Nach der Aufarbeitung der Zdlen zu
Extrakten und dem Fragmentierungsasssy wurden die enzelnen Reektionsansdize auf
Aktinfragmente und aktives CPP 32/Apopain hin untersucht.

Wiein Abb. 3.19 und 3.20 gezeigt wird, hat in SKW-Zdlen der verwendete Capain-Inhibitor 11
keinerlel Wirkung auf das Fragmentierungsmuster von Aktin wahrend der Apoptose. Ebenso
konnte dargestellt werden, dal3 der verwendete Inhibitor keinen Effekt auf die Ausbildung aktiver
CPP 32/Apopain hat. Desweiteren wurden mit diesem Experiment nochmals die Ergebnisse aus
Abschnitt 3.5.1.bestétigt. Der Aktinabbau 18 sich nur selektiv mit dem Caspase-3-Inhibitor
DEVD-cho hemmen.

In Jurkatzellen wurde nach Staurosporininduktion das gleiche Resultat erzielt (Daten sind hier
nicht dargestdlt).

Aufgrund der hier durchgefiihrten Experimente kann vermutet werden, dal3 Cadpain keine Rolle
be der Apoptose in Lymphblastem-Zdlinien spielt.
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Abb. 3.19: Uberpriifung des Einflusses von Calpain auf den Aktinabbau wahrend des program:
mierten Zdltodes in SKW-Zdlen (F = Zdlextrakte aus a-Fas induzierten SKW-Zéllen). Der
Capain-Inhibitor Il (Ca 11) zeigte keinerlei Wirkung auf die Bildung von Aktinbruchstiicken (*).
Nach Vorbehandlung der SKW-Zellen mit Cal 11, Apoptoseinduktion, Gewinnung von Zellextrakten,
Fragmentierungsassay erfolgte die Darstellung der Fragmente im Westernblot mit Hilfe
verschiedener Aktin-Antikorper. DEV D-cho, ein spezifischer Caspase-3-Familie-Inhibitor, hingegen
zeigt eine stark unterdriickende Wirkung auf die Aktinfragmentierung. Pro Spur wurden jeweils 20
pg Protein eingesetzt. Der Nachweis der endogenen Aktinfragmente erfolgte mit den folgenden

Antikorpern:

A) gegen das C-terminale Ende von Aktin und B) gegen das N-terminale Ende des b- Aktins.
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Abb. 3.20: Uberpriffung des Einflusses von Capain auf die Ausbildung aktiver CPP32/Apopain
wéhrend der Apoptose hat. Fir diesen Versuch wurden SKW-Zellen mit den Inhibitoren fir 24 h
vorinkubiert, mit 200 ng a-Fas/ ml Zdlsuspension fur 2 h induziert und zu Extrakten aufgearbeitet.
Jaweils 20 pg Protein wurden aufgetrennt und auf Nitrocellulose transferiert. Die Anféarbung
efolgte mit einem polyklonaen Antikdrper, mit dem die Proform (*) und die aktive Form
(Doppepfeilspitze) von CPP 32/Apopain erkannt werden kann. Wie ersichtlich zeigt der Inhibitor
Cal 1l keinerlel Effekt auf die Ausbildung aktiver CPP32/Apopain.DEV D-cho hingegen hemmt die
aktive Form (siehe Abb. 3.19 Spur 2A und 2B) und nicht die Bildung von aktivem CPP 32/Apopain
aus der Proform.

(F = Zdlextrakte hergestd It aus a -Fas behandelten SKW-Zéllen)

3.7. Schneidet FLICE Aktin?

In Zusammenarbeit mit der AG Krammer DKFZ Helddberg, wurden folgende Experimente
durchgefuihrt.

FLICE (FADD-Homologous |CE/CED-3-like Protease) ist die erste aktive Caspase, wenn die
Apoptose via den Fas-Rezeptor und den DISC (deeth inducing signalling complex) ausgel6st
wird (Muzio et d 1996). Die inaktive Proform des FLICE ist Bestandtell des DISC, der
desweiteren aus den cytosolischen Antellen des Fas-Rezeptors, FADD und CAP 3 besteht. Im
aktivierten DISC wird FLICE durch Proteolyse aktiviert und freigesetzt. In den hier dargestellten
Versuchen wurde Uberprift, ob FLICE, ein Mitglied der Caspase-3-Familie und erste aktive
Caspase in der Fas-Signdkette in der Lage i, Aktin zu schneiden.
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Hierzu wurde biotinyliertes Aktin mit gerenigten und aktivierten DISC zusammen fir mindetens
24 h unter leichtem Schiitteln auf Eis inkubiert. Anschliel}end erfolgte die Uberprifung des Aktins
auf Fragmentierung hin.

Der gereinigte DISC aus SKW-Zdlen wurde im Labor der AG Krammer folgendermalien
hergestelt (Die genaue Aufarbeitung ist in Muzio et d 1996 beschrieben):

Pro Ansatz werden ca. 1.4 x 10 '°-Zdlen benétigt. Die SK\W-Zdlen werden mit a-Fas (DISC+)
bzw. einem an den CD 95 bindenden aber nicht induzierenden Antikérper (DISC-) behandelt.
Nach 10 min Inkubation mit den Antikdrpern wurden die Zdlen lysiert. Es erfolgte die Prézipation
des DISC mit Protein A Sepharose-Beads. Nach mehrmaigem Waschen wurde der an die
Beads gebundene DISC mit 0.1 pg bictinyliertem Aktin fir 24 h unter lechtem Schiitteln auf Eis
inkubiert. Als interne Kontrolle, ob der DISC einwandfrel funktioniert, wurde je ein Ansatz mit
%S markiertem ProFLICE inkubiert. Die Ausbildung von aktivem FLICE im DISC+-Ansatz
zeigt, dal3 die Signdkette fehlerlos funktioniert. Der Versuch wurde mit biotinyliertem Aktin
durchgefuihrt. VVorversuche haben ergeben , dald aufgrund der Induktion ein hoher Gehat an
Antikérpern (anti-Fas= und Kontrollantikorper) Probleme bereitet beim  immunologischen
Nachweis von Skelettmuske-Aktin.
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Abb.3.21: FLICE-Assay mit jewells 0.1 ug biotinylietem Aktin. Die Prgparation der Versuchs-
ansdtze erfolgte nach der im Text beschriebenen Methode. Nach der gelelektrophoretischen Auf-
trennung des Uberstandes der einzelnen Reaktionsansitze und Westernblotting wurde die Membran
mit Streptavidin/Peroxidase-Komplex inkubiert und mit DAB angeféarbt. Die Aktinbande im DISC+-
Ansatz (Spur 4) erscheint breiter und etwas tiefer zu liegen as die Bande in den Negativkontrollen.
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Wie aus Abb. 3.21 erschtlich, wurde vermutet dal3 Aktin durch FLICE, der ersten aktiven
Protease der Fas-Signalkette, eventuell prozessert wird. Aufgrund dieses Ergebnis wurde
versucht, mit Hilfe von Mirkrosequenziermethoden die moglicherwel se vorhandenen Bruchstiicke
anzusequenzieren. Die Ansequenzierung wurde in Zusammenarbeit mit dem proteinanaytischen
Labor der medizinischen Fakultét unter der Leitung von Prof. Meyer an der Ruhr-Universitét-
Bochum durchgeftinrt.

Hierzu wurde en FLICE-Asssay mit 1 pg biotinylietem Aktin  durchgefihrt. Nach der
Gedeektrophorese wurden die Proteine unter Verwendung eines glycinfreéen und entgasten
Blotpuffer auf eine stark hydrophobe Millipore PDVF-Membran transferiert (3ehe 2.5.1.). Die
Anfabung der Proteinbanden efolgte mit Amidoschwarz. Die betreffende Bande wurde
ausgeschnitten, die Proteine duiert und auf den Microsequenzer gegeben. Mehrere Andysen
dieser Art erbrachten keine FLICE-typischen Agpartat-Schnittstellen. Aufgrund der gefundenen
Ergebnisse kann man davon ausgehen, dal3 Aktin kein natiirliches Substrat von FLICE wéhrend
apoptotischer Prozesse i .

1 DEDETTALV CDNGSGLVK AGFAGDDAPR AVFPSIVGRP

40 RHQGVMVGMG QKDSYVGDEA QSKRGILTLK YPIEHGIITN
80 WDDMEKIWHH TFYNELRVAP EEHPTLLTEA PLNPKANREK
120 MTQIMFETFN VPAMYVAIQA VLSLYASGRT TGIVLDSGDG
160 VTHNVPIYEG YALPHAIMRL DLAGRDLTDY LMKILTERGY
200 SFVTTAEREI VRDIKEKLCY VALDFENEMA TAASSSSLEK
240 SYELPDGQVI TIGNERFRCP ETLFQPSFIG MESAGIHETT

280 YNSIMKCDID IRKDLYANNV MSGGTTMY PG IADRMQKEIT
320 ALAPSTMKIK IHAPPERKY SVWIGGSILAS LSTFQQMWIT
360 KQEYDEAGPSIVHRKCF

Abb. 3.22: Darstellung der Aminosauresequenz von a-Aktin aus der Skelettmuskulatur des Kanin-
chens. In Rot hervorgehoben, ein Beispiel der durch die Ansequenzierung gefundenen Bruchstiicke.
Trotz mehrerer Versuche konnten keine eindeutigen Schnittstellen hinter Aspartatresten (D)
detektiert werden.

3.8. Spielen Proteasen aus der Caspase-Familie eine
Rolle bei der F-Aktindepolymerisierung ?

Nachdem nachgewiesen wurde, dal3 G-Aktin durch CPP 32/Apopain wahrend apoptotischer
Prozesse geschnitten wird (Sehe Abschnitt 3.5.1.) und F-Aktin wahrend des programmierten
ZdItodes in G-Aktin abgebaut wird (sehe Abschnitt 3.4.5.), wurde as Nachstes untersucht, ob
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eventudl Proteasen der Caspase-3 und Caspase-1-Familie ene Rolle ba de F-
Aktinpolymeriserung spieen.

Hierzu wurden Zdlen mit den Protease-Inhibitoren 4h mit jewells 1 uM YV AD-cho und DEVD-
cho vorinkubiert. Nach erfolgter Induzierung der Apoptose, wurden die Zdlen nach der Fixierung
mit Hilfe von TRITC makietem Phdloidin auf ihren F-Aktin-Gehdt hin untersucht. Eine
Gegenfarbung mit Hoechst 33258 erlaubte eine Beurtellung der Kernmorphologie und somit den
Nachweis von Apoptose.

Wie aus den Abbildungen 3.24 und 3.25 ersichtlich, scheinen Proteasen aus der Caspase-1 und
Cagpase-3-Familie keine Rolle ba der F-Aktinumwandlung zu G-Aktin zu spielen. Desweiteren
it sehr deutlich zu sehen, dal3 die hier verwendeten Caspase-Inhibitoren ebenfdls keinen Einfluf3
auf die Kernfragmentierung haben. Auch eine Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen F-
Aktin und G-Aktin aufgrund des G-Aktinabbaus durch CPP32/Apopain (sehe Abb. 3.15 Spur
8, Hemmung der Aktinfragmentierung wahrend der Apoptose durch DEVD-cho) kann mit
diessm Experiment ausgeschlossen werden. Ein weiteres Ergebnis welches diese Hypothese
unterstitzt, dal3 der Verlust des F-Aktins in der apoptotischen Zelle nur geringfigig durch die G-
Aktinfragmentierung beainfluld wird, it die nur partielle Proteolyse des G-Aktins, wie Se auch
von Mashima et a 1999 beschrieben wird (Sehe Abb.3.3.).

Abb. 3.23: Nachweis von F-Aktin (rot) und Darstellung der Kerne (blau) in SKW-Zdlen. In SK
sind unbehandelte Zellen dargestellt, bei denen der F-Aktinring ausgepragt ist. Apoptotische Zellen,
wiein SA dargestdlt, zeigen deutlich fragmentierte Kerne und den Verlust des F-Aktins. Zellen die
vor der Apoptoseinduktion (a-Fas) mit den Caspase-Inhibitoren YVAD-cho (SY) und DEVD-cho
(SD) vorinkubiert worden sind, zeigen die gleichen morphologischen Merkmale wie apoptotische
Zdlen (SA).
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Abb. 3.24: Nachweis von F-Aktin (rot) und Darstellung der Kerne (blau) in Jurkatzellen. Wahrend
unbehandelte Zellen (JK) einen ausgeprégten F-Aktinring zeigen, haben Zdlen, bei denen mit 1M
Staurosporin  Apoptose ausgelost wurde, diesen Ring verloren. Auch Zellen die vor der
Apoptoseinduktion mit den Caspasehemmern YVAD-cho (JY) und DEVD-cho (JD) behandelt
wurden, zeigen e ne typische apoptotische Morphologie.

3.9.Unter suchung ob Gelsolin, ein aktinsequestrierendes
Enzym, eine Rolle beim F-Aktinabbau in Lymph-
blastemzellinien spielt

Gdsolin igt en aktinbindendes Protein, welches in cytoplasmatischer und in sekretorischer Form
im Blutplasma nachgewiesen wurde (Yin et d 1981, Lind e d 1982). Die physologische
Funktion der plasmatischen Form dieses Proteins wird darin gesehen, das zirkulierende F-Aktin,
welches zB. bel Zdlschadigung freigesetzt wird, zu fragmentieren und damit die Viskosité des
Blutes herabzusetzen.

Kothakota et d 1997 sdlen anhand ihrer Untersuchungsergebnisse die Hypothese auf, dal3
Gdsolin auch eine Rolle b den morphologischen Veranderungen in neutrophilen Blutzdlen
wéahrend der Apoptose spidt. Die Autoren zeigen in ihrer Arbeit, dal3 Gelsolin, ein Enzym
welches die Depolymerisstion von Aktinfilamenten Caf*-abhéngig unterstiitzt, wéhrend
apoptotischer Prozesse geschnitten wird. Das N-terminale Bruchstiick, indem die Segmente 1 &
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2 enthdten sind, zeigt depolymeriserende Eigenschaften die Ca?*-unabhédngig sind. Diese
Hypothese ist im Rahmen dieser Arbeit von Interesse da, wie im Abschnitt 3.8 beschrieben der
Verlugst von F-Aktin ein Prozel3 ist, der ohne Betelligung von Proteasen der Caspase-3-Familie
abzulaufen scheint.

Die aufgrund dieser Theorie durchgeftihrten Versuche zeigten ein relativ Uberraschendes Ergebnis.
Es konnte kein Gelsolin, weder sekretorisches noch cytoplasmatisches (sehe Abb.3.25) in den
Lymphblastemzdllinien Jurkat und SKW festgestellt werden. Somit kann ausgeschlossen werden,
dal’ in den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zdlinien. das Gelsolin eine wesentliche Rolle
bel den morphologischen Verdnderungen wahrend der Apoptose spidlt.

M Ki0 K20 KS0 K100 A10 A20 ASD A100 G

T ———— —— q

us

Abb. 3.25: Nachweis von cytoplasmatischem Gelsolin in SKW-Zdlen im Westernblot mit einem
monoklonalem Antikérper gegen das C-terminae Ende des Gelsolin. Es wurden verschiedene Kon-
zentrationen an Zellextrakt aufgetragen (10, 20, 50 und 100 pg Protein pro Spur). Als Referenz
diente 1 pg gereinigtes natives Gelsolin (G). Es konnte trotz der hohen aufgetragenen Protein-
konzentrationen kein Gelsolin in unbehanddlten (K) und apoptosainduzierten (A) Zelen nachge-
wiesen werden. Der Pfeil markiert eine Bande, die durch die Cross-Reaktion des verwendeten
zweiten Antikorpers verursacht wurde.



Ergebnisse 81

3.10. Korrelation zwischen Caspase-3 Aktivitat,

Aktinfragmentierung und F-Aktinverlust

In diesen Kapitel werden die Ergebnisse aus den Abschnitten beginnend bel Kapitd 3.1. fir das
bessere Vergéndnis untereinander in Bezug gebracht und teilweise mit weiteren noch nicht
dargestd Iten Untersuchungsergebnissen erganzt.

In SKW und Jurkatzellen konnte eine Fragmentierung des Aktins wéhrend apoptotischer
Prozese mit Hilfe der Westernblottechnik unter der Verwendung spezifischer Antikorper
dargestdlt werden. Als weitere Methode zur Darstellung der Bruchstilicke wurden verschiedene
Aktinderivate verwendet.

Es konnten insgesamt drel eindeutige Fragmente identifiziert werden. Ein welteres Fragment von
ca 28 kD tritt nicht immer auf.

Die wéhrend der Apoptose generierten Aktinbruchstiicke sind denaturiert. Dies konnte mit Hilfe
von Sedimentationsexperimenten gekléart werden.

Nur G-Aktin wird wahrend der Apoptose geschnitten. F-Aktin scheint kein Substrat fur die
gpoptotische aktinschneidende Protease zu sain.

Mit Hilfe von Inhibitionsexperimenten konnte a's aktinschneidende Protease das CPP32/Apopain
identifiziert werden. Es lassen sch Korrdationen zwischen der Cagpase 3-Aktivitét und der
Aktinfragmentierung nachweisen.

In MCF-7-Zdlen, die einen Defekt im CPP32/Apopan-Gen aufweisen, ist keine Aktin-
fragmentierung, trotz Gabe von Induktoren der Apoptose, nachweisbar.

Das atinschneldende Enzym Cdpan soidt keine Rolle be der im Rahmen diessr Arbat
festgeste lten Aktinfragmentierung.

Trotz unterschiedlicher Signdwege und Induktionszeiten scheint der Mechanismus  der
Aktinfragmentierung in zwel verschiedenen Zellsysemen der Selbe zu sain.

Wéhrend der Apoptose verlieren die Zellen F-Aktin. Dieser Prozef3 it Cagpase-3- und Gelsolin-
unabhdngig. Auch Proteasen aus der Caspase-1-Familie spiden keine Rolle bel diesen
Prozessen.
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3.11. Unter suchung von Aktin-K omplexen wahrend

apoptotischer Prozesse

In der Literatur gibt es vide Hinwelse darauf, dal3 Aktin bindende Proteine eine tragende Rolle
bel den morphologischen Prozessen spiden, wie se fir apoptotische Prozesse in der Literatur
beschrieben werden (Sehe Einleitung). So vermuten die Autoren Mannherz et d 1995, Kaydar et
a 1996, Madaio et ad 1996 und Villa et d 1998, da’ die DNase |, identisch mit der
Endonuklease i, die fir die DNA-Fragmentierung wahrend der Apoptose verantwortlich ist. Da
die DNase I-Aktivitdt durch monomeres Aktin gehemmt wird, liegt die Vermutung nahe, dal3 die
Aktinfragmentierung wéahrend der Apoptose einen Einfluld auf die DNase I-Aktivitét hat.

Als zweites aktinbindendes Protein wurde das Gelsolin untersucht. Trotz der in Kapitel 3.9.
vorgesdlten Versuchsergebnisse, die eine Betdligung von Gesolin an der Apoptose in
Lymphblastemzdllen ausschlief¥en, wurden Versuche mit exogen hinzugefiigten Protein
durchgeftinrt. Die vorhandenen gesolinfreien Testsyseme, indem man definiet Apoptose
aud6sen kann, erdffnen die Moglichket, Aufschlul? Uber eventuele Gelsolin-Aktin-Interaktionen
wahrend des programmierten Zdltodes zu gewinnen.

3.11.1. Aktin/DNase | -K omplex

Die hier vorgestellten Experimente zum Thema DNase | und Aktin/DNase I-Komplexe wurden
mit beiden zur Verfigung stehenden Zdlinien SKW 6.4 und Jurkat durchgeftihrt. Aufgrund der
besseren Ubersicht werden hier hauptsichlich die Ergebnisse dargestellt, die mit den SKW-Zellen
durchgefiihrt wurden. In Jurkatzdlen wurden die gleichen Ergebnisse gefunden wie in SKW-
Zdlen.

3.11.1.1. Herstellung und Uber prifung von
Aktin/DNase |-K omplex

Die Hergelung von Aktin/DNase |-Komplex erfolgte im stéchiometrischen Verhdtnis 1:1 wie
unter 2.3.2.5. beschrieben. Die Uberpriifung des Komplexes geschah mit Hilfe des Kunitztestes
(2.6.3.3.), mit dem die Inhibition der DNase I-Aktivitéat durch das G-Aktin gemessen werden
kann.

Die Hemmung der DNase | durch monomeres Aktin betrug im Durchschnitt ca. 85 %. Dieses
Ergebnis simmt, mit den in der Literatur gefundenen, Werten Uberein (Mannherz et d 1975 und
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1980). Diesdlbe Hemmrate von ca 85 % wurde auch bal der Komplexbildung mit dem
biotinyliertem Aktin erreicht.

3.11.1.2. Uberpriifung der Endonuklease-Aktivitat
in SKW-Zéllen

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das verwendete Zedlsystem Endonuklease-Aktivitét
aufwelst und ob diese Aktivitét durch die DNase | hervorgerufen wird. Eine wichtige Vor-
aussetzung fur diese Experimente ig die Mykoplasmenfreiheit der verwendeten Zdlen. Zur
Uberpriifung der Mykoplasmenfreiheit und Endonuklease-Aktivitét der Zdlen wurde die SDS-
Zymogrammtechnik eingesetzt, wie sSe unter 2.6.3.1. beschrieben wird. Fir das Gdlingen dieser
Methode ist es wichtig, dal3 die Proben DTE-fré snd, da diese Substanz die eventudl
vorhandene Endonuklease-Aktivitét unterbinden kann.

Wie in Abb. 3.27. erkennbar, konnte in SKW-Zellextrakten keine Endonuklease-Aktivitét mit
Hilfe der SDS-Zymogramm-Methode nachgewiesen werden.

M 1 2 3 4 5 66 7 8 9 10 11
| '\-F o
Marker
20 pl ZKU Mykoplasmen +
20 pg SKW-Kontrollextrakt
50 pg SKW-Kontrollextrakt
100 pg SKW-Kontrollextrakt
20 pg SKW a-Fas-Extrakt
50 pug SKW a-Fas-Extrakt
100 pg SKW a-Fas-Extrakt
25 ng gereinigte DNase |
20 pl ZKU SKW-Kontrolle
20 ul ZKU SKW- a-Fas
20 pl ZKU Mykoplasmen +
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Abb.3.27: SDS-Zymogramm zur Detektion moglicher Endonukleasen in Extrakten aus unbehar+
delten und apoptoseinduzierten Zellen. Proben mit unterschiedlichem Proteingehalt (20, 50 und
100 pg Protein pro Spur) wurden mit DTE-freien Probenpuffer 1.5 vermischt und direkt auf ein
12 %iges SDS-PA-Gel welches intakte Kalbsthymus-DNA enthdlt, aufgetragen. Nach der Elektro-
phorese wurde das SDS mit einem Reaktivierungspuffer/Milchpulver-Gemisch herausgewaschen.
Nach der Anférbung der DNA im Ge mit Ethidiumbromid konnte die Endonuklease-Aktivitét
(,schwarze DNA-L6cher*) mit einem UV-Translluminator detektiert werden. Als Positivkontrollen
wurden Zelkulturiberstéande (ZKU) von mykoplasmeninfizierten Zellen, die Endonukleasen
enthalten, eingesetzt.
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Sealbgt mit der weitaus empfindlicheren BN-Zymogrammtechnik (Sehe 2.6.3.2.), die unter nativen
Bedingungen durchgefuhrt wird, konnte keine Endonuklease-Aktivitét in unbehanddten und
gpoptosainduzierten SKW-Zdlen nachgewiesen werden.

20 pg DNase |
10 pg Kontrolle
20 ug Kontrolle
50 pg Kontrolle
100 pg Kontrolle
10ug a-Fas

20 g a-Fas

50 ug a-Fas
100 ug a-Fas

O~NOOUDRAWNRQT

)

Abb. 3.28: Shégger-Gel zum Nachweis evtl. vorhandener Endonukleasen in Extrakten aus SKW-
Zdlen. Als Positivkontrolle wurden 20 pg gereinigte DNase | aufgetragen. Es wurden unterschied
liche Proteinkonzentrationen an Extrakten von unbehandelten und induzierten Zellen aufgetragen.

Die in den Abb. 3.27 und 3.28 dargestellten Ergebnisse simmen auch mit dem Sachverhdt
Uberein, dal3 in Fasinduzierten, mykoplasmenfreien SKW-Zelen keine DNA-Leiter nach
gewiesen werden konnte (Methode sehe 2.6.34. und Ergebnis sehe Abb.3.29). Nur
mykoplasmeninfizierte SKW-Zdlen, die mykoplasmeneigene DNasen exprimieren, sind in der
Lage eine DNA-Leiter auszubilden, nachdem ein Apoptosestimulanz gegeben wurde.

Diese Ergebnisse werden durch laboreigene Untersuchungen an verschiedenen Zelsystemen
unterstiitzt (Paddenberg et a 1996).
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Abb.3.29: 1.2 %iges Agarosegel, wie sie zum Nachweis von DNA-Letern verwendet werden. Wie
erschtlich konnte in mykoplasmenfreien anti-Fas induzierten SKW-Zdlen (1 pg anti-Fas/ml Zell-
suspension) keine DNA-Leiter nachgewiesen werden (Spuren 3,4 und 7). In Mykoplasmen infi-
Zierten, Fas induzierten Zellen (Spur 6) hingegen konnte eine DNA-Leiter dargestellt werden.

Der Plasmidverdau (sehe 2.6.3.5), der Plasmid-DNA ds Subgtrat verwendet, ist eine weltere

sehr senditive Methode zum Nachwels von Endonuklease-Aktivitét. Selbst dieser Test erbrachte
keinen Unterschied zwischen unbehanddten und apoptoseinduzierten SKW-Zedlen. Dies simmt
mit den in den Abbildungen 3.27-3.29 dargestellten Ergebnissen tberein, die das Fehlen aktiver
Endonukleasen in SKW-Zdlen zeigen.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Hind 111 Marker

Jurkat AraC

Jurkat CHX

Jurkat  Stauro

Jurkat  unbeh.

SKW  unbeh.

SKW  a-Fas

Jurkat AraC+DNasel
Jurkat CHX+DNasel
Jurkat  Stauro+DNase |
Jurkat  unbeh.+DNasel
SKW  unbeh.+DNase
SKW  a-FastDNasel
1 pg Plasmid DNA
Plasmid+DNase |

N

Abb. 3.30: Plasmidverdau mit unbehandelten und apoptoseinduzierten cytosolischen Extrakten aus
Jurkat und SKW-Zéllen. Jeweils 10 pg Extrakt wurden mit 1 pg Plasmid-DNA versetzt und in
Plasmidverdaupuffer, der Ca®* und Mg?* enthalt, fir 4 h inkubiert. Zu den Proben 7-12 wurde
jewells 2.5 ng gereinigte DNase | hinzugeflgt. Die Versuchsansdtze ohne DNase | zeigen keinen
DNA-Abbau, wédhrend die DNase | versetzen Proben das Plasmid vollig verdauen. Es sind keine
Unterschiede zwischen induzierten und unbehandelten Zellen zu erkennen. In SKW-Zellen wird die
Plasmid-DNA wahrscheinlich einma geschnitten und damit von der ,, supercoiled”- in die ,, coiled"
Form Uberfuhrt.

3.11.1.3. Untersuchungen, ob DNase I/Aktinkomplexe durch

Zéllextrakte apoptotischer SKW-Zellen beeinflul3t werden

Die Entdeckung, dal3 in DNase |-freden Zedlsystemen Apoptose ausgedst werden kann,
ermoglichte die Untersuchung von DNase I/Aktin-Komplexen mit der Fragestdlung ob Extrakte
aus gpoptotischen Zellen in der Lage snd, den Komplex bzw. einzdne Komponenten zu
modifizieren. Es wurde unter anderem Uberpriift, ob Aktin, vorliegend im Komplex, durch die
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DNase | vor der Fragmentierung geschiitzt wird. Hierzu wurden Komplexe hergestdlt, die aus
DNase | und bictinyliertem Aktin bestanden. Dies erleichterte den Nachweis von Aktin und
Aktinfragmenten erheblich. Die Verwendung von bictinyliertem Aktin zur Komplexbildung war
unbedenklich, da wie unter 3.11.1.1. beschrieben, da es im Kunitzted genauso gute
Inhibitionsaigenschaften zeigte, wie das nicht modifizierte Aktin (Sehe Kapitd 3.1.2)). Das im
Komplex gebundene biotinmarkierte Aktin wurde mit Hilfe des Streptavidin/Peroxidase-
Komplexes und einer anschliel}ender Farberesktion mit DAB dargestdlt.

Abb. 3.31 zeigt deutlich, dal? das im Komplex gebundene Aktin nicht durch die DNase | vor der
Fragmentierung geschiitzt wird.

1 2 3 4 5 LM
W) e gy
29
1 unbehandd t+bA
fo 2 a-FastbA
3 unbehandelt+DNase |/bA
4 a-FastDNase I/bA
5 biotinyliertes Aktin (bA)
LM  Low Range Marker
— 1 “
.8

Abb. 3.31: Nachweis, dal3 biotinyliertes Aktin, welches im Komplex mit DNase | vorliegt, nicht vor
der Fragmentierung wahrend apoptotischer Prozesse geschiitzt wird. Je 20 pg Zellextrakt aus
SKW-Zdlen wurden mit DNase I/bAktin-Komplex (Menge des biotinylierten Aktins pro Spur: 0.1
pg) dem Fragmentierungsassay unterzogen. Nach Auftrennung der Proteine und Westernblotting
und Inkubation mit Streptavidin/Peroxidase-Komplex wurden die Fragmente mit DAB angeférbt.

Eine Beurtellung im Immunoblot, wie es be Aktin durchgefiihrt wurde, ob DNase | von
gooptotischen  Zellextrakten prozessert wird, war nicht durchflhrbar, da kein western
blottauglicher AntikOrper gegen die DNase | zur Verfiigung stand. Auch eine Darstelung des
DNase I/Aktin-Komplexes mit Hilfe der nativen Zymogrammtechnik schiug fehl, da der zu
untersuchende Komplex durch die gedektrophoretische Auftrennung mit Coomassie zerstért
wurde.

Die hier gewéhite Vorgehensweise zur Darstellung der DNase | wahrend apoptotischer Prozesse
ig die Messung ihrer Endonuklesse-Aktivitde mit Hilfe der Kunitzmethode. Es wurden
verschiedene Mischungsverhdtnisse zwischen Zelextrakten und gereinigter DNase | bzw. DNase
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I/Aktin-Komplex ausgetestet. Die Auswertung der Messungen ergaben keinen ggnifikanten
Unterschied zwischen den unbehandelten und den agpoptoseinduzierten SKW-Zdlen. Dieses
Ergebnis unterstiitzt die im Rahmen dieser Arbet erzielten Resultate, dal? die DNase | keine Rolle
bel der apoptotischen DNA-Fragmentierung in SKW-Zdlen spidlt.

3.11.2. Untersuchung von Aktin, welcheskomplexiert mit Gelsolin
vor liegt, wahrend apoptotischer Prozesse

Wie schon in Abschnitt 3.9 beschrieben, it in den Lymphblastemzellinien Jurkat und SKW 6.4.
weder sekretorisches und  cytoplasmatisches Gelsolin mit denen im  Labor vorhandenen
Maoglichkeiten nachweishar. Wie schon bel der DNase | eignen sich diese Testsysteme aufgrund
ihrer nachgewiesenen Gelsolinfreiheit zur Untersuchung von Veranderungen exogen hinzugefigten
Gdsolins und seiner Komplexe mit Aktin wéahrend gpoptotischer Prozesse.

3.11.2.1. Herstellung von Gelsolin/Aktin-K omplexen.

Fur die folgenden Untersuchungen wurden Gelsolin/Aktin-Komplexe in den stéchiometrischen
Verhdtnissen 1.1 und 1.2 aus nativem gereinigten Gelsolin und a -Aktin (tellweise biotinyliert) wie
unter 2.3.2.4. beschrieben, hergestellt. Die Charakteriserung der Komplexe erfolgte mit Hilfe von
Safergeen, ener spezidlen Nativgeltechnik fir Aktin und aktinbindende Proteine (Sehe 2.4.3.1.).

A G G2A G/A

A 5ug a-Aktin
G 5 pg Gdsdlin
G/2A 5 pg Gdsolin/2Aktin-Komplex

G/A  5ug Gesolin/Aktin-Komplex
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Abb.3.32: Natives Safergel zur Uberprifung der hergestellten Gelsolin/Aktin-Komplexe. In der Spur
G/A it deutlich zu sehen wie ein Aktinmolekil aus dem G/2A-Komplex herausgel 6st worden ist.

3.11.2.2. Unter suchungen, ob einzelne Komponenten des
Gelsolin/Aktin-K omplexes wahrend apoptotischer
Prozesse modifiziert werden

In einem weiteren Schritt, wie schon bel den DNase I/Aktin-Komplexen, wurde untersucht, ob
die einzelnen Komponenten der Gelsolin/Aktin-Komplexe durch Homogenate aus gpoptotischen
Zdlen modifiziet werden. Hierzu wurden immunologische Methoden und Aktinderivate
verwendet. Wie in Abb. 3.33 erkennbar, wird das mit Gelsolin im Komplex vorliegende Aktin
vor der Fragmentierung bel gpoptotischen Prozessen geschiitzt. In G/A-Komplexen (Spur 4) ist
das komplexgebundene Aktin komplett gegen die Fragmentierung durch Zdlextrakte
gpoptotischer Zellen geschiitzt. In G/A-Komplexen (Spur 6) wird etwas Aktin gespaten. Diesist
vermutlich das dissoziierte Aktinmolekll welches bal der Hergtdlung von G/A-Komplexen im
séchiometrischen Verhdtnis 1:1 anfalt und aus den Resktionsansdizen nicht vollstandig entfernt

werden kann.
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ADbb.3.33: Nachweis des mit Gelsolin/Aktin-Komplex gebundenen Aktins. Fir dieses Experiment
wurde biotinyliertes Aktin fir die Komplexherstellung verwendet. In Spur 4 ist zu sehen, dal3 Aktin
gebunden im G/2A-Komplex vor der Fragmentierung durch apoptotische Zellextrakte geschiitzt ist.
Bei der Inkubation mit G/A-Komplex ist eine schwache Fragmentierung zu sehen (Spur 6). Diesist
wahrscheinlich auf das freigesetzte Aktin welches bel der Bildung von G/A aus G/2A anfdlt,
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zurtickzufihren. Fur diesen Versuch wurden jewells 20 g Zdlextrakt und 0.1 pg biotinyliertes
Aktin, vorliegend im Komplex, pro Spur eingesetzt. Alle Reaktionsansdize wurden einem 2-
stiindigen Fragmentierungsassay, einer gelelektrophoretischen Auftrennung und dem Transfer auf
eine Nitrocellulose-Membran unterzogen. Die Anférbung des Aktins erfolgte mit Strept/PO-Kom-
plex und DAB: Fir dieses Experiment wurden SKW-Zellen verwendet.

In Abb. 3.34. wird gezeigt, da3 das Gdsolin vorliegend im Komplex durch Zelextrakte
gpoptotischer Zdlen nicht modifiziert wird.

SKW unbehanddlt
SKW + a-Fas
Jurkat unbehandelt
Jurkat + a-Fas
Jurkat + Staurosporin
0.25 ug Gesolin

OO, WN -

ADbb.3.34: Nachweis, dal3 Gelsolin gebunden im Gelsolin/2Aktin-Komplex durch Extrakte apop-
totischer Zellen nicht geschnitten wird. Fir diesen Immunoblot wurden pro Spur jeweils 20 ug
Protein und 1ug G/2A-Komplex einem Fragmentierungsassay unterzogen und anschlief3end gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion des Gelsolins erfolgte mit Hilfe eines monoklonalen
Antikorpers gegen das Gelsolin.

Endogenes b-Aktin wird in den G/2A-Komplex-Ansdtizen mit apoptotischen Zellextrakten
genauso geschnitten wie in diesem Ergebnigtell schon mehrfach dargestellt (Sehe Abb. 3.3. und
Abb. 3.9). Auch die Inkubation von nativem Geasolin dleine mit Homogenaten aus induzierten
Zdlen erbrachte ebenfdls keine Anzeichen dafr, dal3 Gelsolin ein Subdtrat fir Proteasen die im
Rahmen des programmierten Zelltodes aktiviert werden, darstellt.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbet sollten Informationen Uber das Aktin und sene Rolle wahrend
apoptotischer Prozesse gewonnen werden.

Die Apoptose wird von morphologischen Kennzel chen wie Kernveranderungen und Abschniirung
sogenannter apoptotischer Korperchen begleitet. Diese Veranderungen der Zedlgestalt beruhen
unter anderem auf einer dramatischen Reorganisation des Cytoskeletts. Neben ener Vidzahl
anderer Proteine gtdlt das Aktin den Hauptantell dieses Cytoskeletts. Aufgrund seiner hohen
Konzentretion in der Zele wurde vermutet, dal3 Modifikationen des Aktins eine Rolle bel den
morphologischen Veranderungen, wie sie wahrend des physiologischen Zelltodes auftreten, eine
Rolle spiden konnten.

Die Moglichkeit der Aktinfragmentierung wurden zum Anfang dieser Arbelt in der Literatur sehr
kontrovers diskutiert.
Fir eine Aktinfragmentierung wéhrend der Apoptose sprechen folgende Argumente:
- Aktin ist das am haufigsten vorkommende Protein des Cytoskeletts
- Aktin kann mit vielen anderen Proteinen Wechselwirkungen eingehen. Eine Modifikation
dieses Proteins konnte aufgrund seiner ,,Vidsatigkat*
weitreichende Folgen haben.
-Veranderungen des Aktins konnten ene sofortige Wirkung auf die Polymeri-
sationsaigenschaften dieses Proteins haben und somit zu Veranderung der Zdlform flhren
Diese Hypothesen werden von den Autoren Mashima et a 1995B und 1999, Kaydar et a 1996
und Levee et d 1996 unterstiitzt.

Gegen eine Aktinfragmentierung werden in der Literatur folgende Argumente angefUhrt:
Eine Modifikation des Aktins um Verénderungen des Cytoskeletts zu erreichen, it vid zu
aufwendig. Um Effekte zu er erziden, milde ein Grof3eil des Aktins prozessert werden.
Einfacher hingegen wére es Proteine zu verdndern, die wichtig fir Zell-Zdl-K ontakte oder
fur die Anheftung des Cytoskdetts an die Plasmamembran wéren.
Song e a 1997 behaupten, das Aktinfragmentierung nicht ,,in vivo® adlauft, sondern nur in ,,in
vitro"-Experimenten mit unter der Verwendung gerenigter Proteine nachgewiesen werden kann.
Brancolini et d 1995/1997 zeigen, das wahrend gpoptotischer Prozesse (3-Catenin und Gas2
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fragmentiet werden, zwe Proteine, die an Schllssdpodtionen des Mikrofilamentsystems
lokdisert snd. Eine Aktinfragmentierung konnten diese Autoren nicht nachweisen.

Die durchgefiihrten Experimente bestétigen eine Aktinfragmentierung, die wahrend der Apoptose
dattfindet, auch wenn diese nicht vollsandig is. Das Molekulargewicht und die Lage der
dargestellten Aktinfragmente (Sehe Abb. 3.6.) stimmt mit den, in der Literatur beschriebenen,
Fragmenten Uberein. Die nachgewiesenen Fragmente mit den Molekulargewichten 41,5 kD, 32
kD und 15 kD werden auch von Kayadar et d 1995, Mashima et d 1997 und Yang et a 1998
beschrieben. Leichte Abweichungen der gefundenen Molekulargewichte und der in der Literatur
beschrieben FragmentgroRen, snd wahrschenlich auf die Verwendung verschiedener
Molekulargewichtstandards zurtickzufthren. ,In vitro*-Experimente mit isolierten Proteinen,
erlaubte den genannten Autoren ene Ansequenzierung dieser Fragmente zur genauen
Identifizierung der Schnittstelen: Asp 11 und Asp 244. Diese Schnittstdllen sind charakterigtisch
fur Caspasen, die wahrend apoptotischer Prozesse aktiviert werden wie Sein der Einleitung unter
Abschnitt 1.2. beschrieben sind.
Eine Ansequenzierung der Bruchstlicke konnte nicht durchgefihrt werden, da dle
Fragmentierungsexperimente  mit  cytosolischen  Rohextrakten, enem Proteingemisch  aus
apoptotischen Zdlen, durchgefiihrt wurden. Eine Uberprifung der Aktinfragmentierung durch ,,in
vitro*-Experimente mit gereinigten Proteinen waren nicht maglich, da keine gereinigten Caspasen
zur Verfligung standen.
Neben den oben genannten Aktingpdtprodukten konnte ein welteres Fragment dargestellt
werden. Dieses Bruchstlick weist ein molekulares Gewicht von ca 28 kD auf und beinhatet das
C-terminale Ende. Dieses Fragment konnte mit Hilfe des bictinyliertem Aktin und dem C-termind
reagierenden Antikorper gegen das Aktin detektiert werden (sehe 3.4.2. und 3.4.3). Dieses
Fragment wurde ebenfdls von Kaydar et d 1995 nachgewiesen und as ,,minor Fragment*
bezeichnet. Als Schnittstelle fir dieses Fragment geben die Autoren das Glu 107 an,
Die Schnittgtelle des Glu 107 ist keine typische Schnittstelle fir Proteasen der Caspase-Familie.
Vidleicht spiden epitopspezifische Gegebenheiten oder die Nahe zur Asp 11-Schnittstelle eine
Rolle, dal3 Glu 107 als Substrat der Caspasen erkannt wird.

Moglicherweise spidt auch eine weitere Protease eine Rolle, die nicht der Caspase-Familie
angehort und bis jetzt noch nicht identifiziert werden konnte.
Eine weiteres Erklarungsmodd| fur diese untypische Schnittstele ist eine Modifiketion des Glu
107 durch Transglutaminasen wie z.B. fur das Glu 41 im Aktin wahrend apoptotischer Prozesse
beschrieben ist (Nemes et d 1997). Dies kénnte zur Folge haben, dal3 das Glu 107 nach dieser
Modifikation ds Schnittstelle von einer Protease erkannt wird.
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asp244

Abb.4.1: Lage der von Kayalar et a 1995 und Mashima et d 1997 identifizierten Schnittstellen im
Aktinmolekul (blau). Die Schnittstellen (in grau und rot dargestellt) Aspll und Glul07 liegen beide
in der Subdoméne 1 in der Ndhe der ATP- Bindungsstelle (ATP = rot). Die Schnittstelle Asp244
befindet sich in Subdoméne 4. In griin dargestellt: DNase I. Die Abb. wurde mit Hilfe des Pro-
grammes Rasmol erstellt. Die verwendeten Atomkoordinaten stammen aus der Brookhaven Protein
Databank (1atn).

Wie schon erwéhnt und aus den Abb. 3.3, 3.4 und 3.5 im Ergebnigtell deutlich hervorgehend,
wird wahrend apoptotischer Prozesse nur ein geringer Antell des Gesamtektins der Zele
gespdten. Fir die mogliche Interpretation fur dieses Phénomen konnten folgende Erklarungen
hilfreich sain :

Eswird nur ein geringer Anteil des Aktins gespdten, daen Fragment bzw. die Fragmente
eine Sgndfunktion haben kénnten, um weltere gpoptosespezifische Prozesse auddsen.
Diese Hypothese wird auch von Mashima et a 1999 unterstiitzt. Eine komplette Spaltung
des zdlulé&ren Aktins und dem damit verbundenen Verlugt der Polymerisationsfahigkeit
konnte zum totalen Zusammenbruch des Cytoskeetts fuhren. Ein geordneter Ablauf der
Apoptose mit dl seinen morphologischen Charakteristika wére wahrscheinlich nicht mehr

méglich.
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Eine wetere Vermutung ist die, dal3 nur zuvor modifiziertes Aktin ener Fragmertierung
wahrend des physiologischen Zdltodes unterzogen wird. Eine solche Ver-8nderung des
Aktins konnte z. B. durch Transglutaminase-Aktivitdten wie se fUr die Apoptose
beschrieben worden sind bewerkstel ligt werden (Nemes et a 1997).

Die ezdten Daten legen die Vermutung nahe, dal3 die Aktinfragmentierung nicht dleine
verantwortlich it fur die drastischen morphologischen Verdnderungen wéhrend der Apoptose.
Vidmehr kann davon ausgegangen werden, dal3 die Spatung einer Viezahl von Proteinen die
beobachteten Verdnderungen, wie de wédhrend des programmierten Zelltodes auftreten,
ausmachen. Neben dem Aktin werden weitere cytoskeletale Proteine geschnitten wie zum
Begod:

- Ga2, weches eine wichtige Rolle be Rearrangierung des Cytoskeletts inne hat

(Brancolini et d 1995).

- b-Catenin, ein Protein welches bel der Verknlpfung des Mikrofilamentsystems mit der

Pasmamembran von Bedeutung ist (Brancolini et d 1997).

- Lamine, die fUr den Erhat der Form des Zelkernes von Bedeutung ist (Lazebnik et

1995).

Wie aus den Ergebnissen der durchgefiihrten Untersuchungen ersichtlich (sehe Abb.3.9 und
Abschnitt 35.2), scheint die Aktinfragmentierung ein spates Ereignis im Ablauf  des
physiologischen Zdltodes zu sain. Eine friihe proteolytische Spaltung des Aktins und den damit
verbundenen Veranderungen des Cytoskeletts konnten einen nekrotischen Verlauf des Zdltodes
(sehe 1.1.1.) mit einhergehender Lyse zur Folge haben.

Der gefundene spéte Zeitpunkt der Aktinfragmentierung wahrend der Apoptose wird auch durch
Arbeiten von Mashima et d 1999, Kaydar et d 1996, Yang et d 1998 und van Engeland et d
1997 unterstiitzt.

Ein Ergebnis, welches im Rahmen dieser Arbeit erzidt wurde und gegen eine Aktinfragmentierung
wéhrend der Apoptose sprechen konnte, ist der Sachverhdt, dald nach der Aufarbeitung der
Zdlen zu Cytosolextrekten im Rahmen des Fragmentierungsassays eine rediv lange
Nachinkubation durchgefihrt werden muf, um endogene Aktinbruchstiicke detektieren zu
konnen. Fur diese Besonderheit konnten folgende Fakten eine Rolle spiden:
- Es wird nur eine sehr geringe Menge an Aktinfragmenten gebildet, so dal3 die
Konzentration der Bruchstlicke sich unter der Nachweisgrenze der hier verwendeten
Detektionsmethoden befindet.



Diskussion 94

- Durch die Aufarbeitung der Zdlen zu Zdlextrakten kann es zur Zerst6rung moglicher
Kompartimente kommen, die Enzym und Subgtrat unter physologischen Bedingungen
evtl. voneinander separieren. So werden bel der verwendeten Prgparationsmethode
gopoptotische Korperchen und der restliche Zelkérper nicht getrennt voneinander
aufgearbeitet.
Die Mdglichkeit, dal3 es sch be der Bildung von Aktingpdtprodukten wahrend des
physiologischen Zdltodes um eine Artefakiresktion handdt, die wéhrend der Zeldiminierung
auftritt, konnte nahezu ausgeschlossen werden da nach Induktion von Nekrose mit HO,, im
Gegensatz zur Apoptose, keine eindeutigen Fragmente detektiert werden konnten.

Wie im Abschnitt 35 des Ergebnideles gezeigt, ig fir die Aktinfragmentierung das
CPP32/Apopain, ein Mitglied der Caspase-3-Familie verantwortlich. Samtliche durchgeftihrten
Versuche snd mit der Beobachtung der proteolytischen Spatung des Aktins korrdierbar. Die
Beteiligung der CPP32/Apopain an der Aktingpatung wird auch durch die Arbeiten von Mashima
et d 1997 und 1999 bedtétigt. Es konnte gezeigt werden, dal3 trotz der Apoptoseinduktion Uber
unterschiedliche Signdwege der gleiche Mechanismus der Aktinfragmentierung ausgel 6t wird
(Fes-Rezeptor, Phosphokinase C). Die Aktinfregmentieeung nach  anti-Fes  und
Staurosporininduktion der Apoptose ist bis jetzt in der Literatur noch nicht beschrieben. Auch
konnte im Rahmen dieser Arbeit ersmals die Aktinfragmentierung in den Lymphblastemzellinien
SKW 64 und Jurkat nachgewiesen werden (Leukdmiezdlen U937: Mashima e d;
Neuroblastemzellen SYSY: Yang et d 1998, Rat-1-Zellen: Kaydar et d 1996).

In verschiedenen Zdlsystemen konnten unterschiedlich hohe Aktivitdten der Caspase-3-Familie
gemessen werden (Sehe Abb.3. 17 und Abb. 3.18). Diese Aktivitdtsschwankungen korrelieren
mit den Ergebnissen der Aktinfragmentierung. Je weniger Aktivitét gemessen werden konnte, um
S0 geringer war die Konzentration der Aktinbruchstticke.

Eine Beteiligung von Protessen aus der Cagpase-1-Familie wie se von Kaydar et d 1996 und
Maavel et d 1997 vermutet werden, konnte im Verlauf der experimentellen Arbeten nicht
bestétigt werden (Sehe Abb.3.15). Die Ergebnisse sprechen fir keine Beteiligung von Mitgliedern
der ICE-Familie bei den untersuchten Ablaufen der Apoptose.

Villa et a 1998 gelen die Hypothese auf, dal3 Calpain und nicht Proteasen der Caspase-3-
Familie an der Aktinfragmentierung malgeblich beteiligt snd. Als mdgliche Schnittstelle wurde die
DNase | bindende Schleife des Aktins, welche in der Subdoméne 2 lokdisert ist, angegeben. Im
Rahmen diesr Arbeit konnte durch Inhibitionsexperimente nachgewiesen werden, dal3 in
Lymphblastemzdlinien die Aktinfragmentierung durch Capain keine Rolle spidt sondern nur die
Spaltung durch CPP32/Apopain (sehe Abb. 3.19). Auch konnte die beschriebene Aktivierung
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von CPP32/Apopan durch Cdpan mit den zur Verfligung stehenden Methoden nicht bestétigt
werden (sehe Abb. 3.20).

In einem weiteren Schritt wurde gezeigt, dal3 Aktin im Komplex mit anderen Proteinen, wahrend
gpoptotischer Prozesse genauso gespaten wird wie wenn esin freier Form vor-liegen wirde.
Wie aus dem Ergebnigtell dieser Dissertation zu entnehmen i, Snd bel der Komplexierung mit
DNase | keine Unterschiede zwischen frei vorliegendem G-Aktin und dem komplexierten Aktin
feststellbar (Sehe Abb. 3.31). Wie in der Abb. 4.1. erkennbar, it keine der apoptotischen
Spdtgdlen des Aktins bel der Komplexbildung mit der DNase | involviert (die Hauptbindestelle
des Aktins fur die DNase | liegt auf einem stark exponierten Loop in der Subdoméne 2).
Ausgehend von der rdumlichen Struktur des Komplexes und der dargestellten Ergebnisse, haben
derische Behinderungen durch die DNase | anschenend keinen Einfluld auf die
Aktinfragmentierung wéhrend der Apoptose.

Ein weliterer Aspekt, welche eine genauere Untersuchung der DNase | und deren Komplexe im
Zusammenhang mit dem physiologischen Zdtod interessant macht, ist die von Peitsch et d 1993
und Mannherz et d 1995 aufgestellte Hypothese. Die Autoren mutmal3en, das die DNase | die
Rolle der apoptotischen Endonuklease inne hat, welche fur die, wéhrend gpoptotischer Prozesse,
typische DNA-Fragmentierung verantwortlich ist (sehe Abb. 1.3). Fakten, wie etwa die Ca **
und die Mg #*-Abhéngigkeit des DNA-Abbaus unterstiitzen diese Vermutung. Die von Kayaar
e a 1996 aufgestellte Hypothese Uber den Regedmechanismus der DNase [-Aktivitét
(Aktivierung der DNase | mitteds Spdtung des nattrlichen Inhibitors Aktin durch Caspasen)
unterstiitzen diese Anscht.

Reaultate dieser Arbeit weisen darauf hin, dal3 die DNase | nicht identisch mit der gpoptotischen
Endonuklease ist. Fir dieses Ergebnis spricht auch die Tatsache, dald in viden Zdlsystemen
Uberhaupt keine DNase | mehr exprimiert wird. Se i unter Zdlkulturbedingungen fir das
Uberleben der Zdle nicht mehr notwendig. In der Arbeitsgruppe Mannherz durchgefuinrten
Versuche zeigten, dal3 nur mykoplasmeninfizierte Zdlen nach Apoptoseinduktion in der Lage
sand, eine DNA-Leter zu bilden (Paddenberg et d 1996). Auch mit Hilfe des Kunitztestes
konnten keine Unterschiede in der Nukleaseaktivitét in Extrakten aus Kontroll- und Apoptose
induzierten Zellen gemessen werden. Die beobachtete hochmolekulare Spatung der DNA (Sehe
Abb. 3.29) wéhrend der Apoptose beruht wahrscheinlich auf der Aktivierung einer anderen
Endonuklesse, die unter dhnlichen Bedingungen aktiv ist wie die DNase |. Inzwischen haben
japanische Arbeitsgruppen ene neue Hypothese fir die DNA-Fragmentierung wéhrend des
physiologischen Zelltodes aufgestelt. Enari et d 1998 und Sakahira et a 1998 beschreiben in
Mauszellen eine neue Endonuklease, CAD (Cagpase-activated- DNase), die im inaktiven
Zugtand im Komplex mit ICAD (Inhibitor von CAD) vorliegt. Die Proteasen der Caspase-3-
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Familie, die warend apoptotischer Prozesse aktiviert werden, sind in der Lage den ICAD zu
schneiden. Das gespatene ICAD dissoziiert von CAD, welche dann aktiv wird und aus dem
Cytosol in den Kern trandoziert werden kann, um DNA zu degradieren. Inzwischen wurde ein
Sydem, wedches nach dem glechen Prinzip funktioniert, auch in menschlichen Zelen
nachgewiesen (Halenbeck et d 1998 und Liu et a 1998).

Neben der Analyse des Aktins salbst, wurden auch die Wechsalwirkungen zwischen Aktin und
Aktin bindenden Proteinen wahrend der Apoptose untersucht.

Aktin, welches komplexiert mit Gelsolin vorliegt, wird vor der Fragmentierung durch Caspasen
wahrend des physiologischen Zeltodes geschiitzt (Sehe Abb. 3.34). Die Kontaktstellen am Aktin
werden durch 2 Helices (AS 137-144 und AS 339-348) und 2 Schieifen (AS 144-150 uns AS
166-180) die sich zwischen Subdoméne 1 und 3 befinden, verkorpert (entnommen aus der
Dissertation Edda Balweber). Da keine der Spdtstelen (Asp 11, Asp 244 und Glu 107) direkt
an den Wechsdwirkungen mit dem Gesolin

beteiligt Snd, spiden wahrscheinlich sterische Hinderungen durch die Komplexbildung eine Ralle.
Dieses Ergebnis wird durch die Arbeiten von Ohtsu et d 1997 unterstiitzt, der eine Inhibierung
apoptotischer Prozesse durch die Uberexprimierung von Gelsolin in Jurkatzellen beschreibt. Auch
Kaydar et d 1996 vermutet einen Schutz gegen die Aktinfragmentierung durch das Gelsolin, da
gelsolinkomplexiertes Aktin nach Inkubation mit apoptotischen Zdlextrakten noch in der Lage ist
die DNas= | zu hemmen. Eventudl wirkt Sch die Hemmung der Aktinfragmentierung durch
Gdsolin dch auf die Waeterletung gooptoserdlevanter Signde aus. Mashima et d 1999
mutmal3en, dald Aktinfragmente as Signd-boten der Apoptose fungieren konnten. Da in viden
Zdlinien ken Gesolin oder nur sehr wenig Gesolin nachgewiesen werden kann (eigene
Ergebnise dehe Abb. 3.25), kann dem hier dargestellten Regelmechanismus eine eher
untergeordnete Rolle zugeschrieben werden.

Wie im Abb. 3.7 dargestdllt, wird nur die globulére Form des Aktins wéhrend apoptotischer
Prozesse gespdten. Filamentéres Aktin hingegen scheint resstent gegen die Fragmentierung zu
sin. Trotz Ressenz gegenlber der Spdtung durch Caspasen, unterliegt das filamentére
Aktinsystem der Zelle einem drastischen Wandel wahrend der Apoptose. Wie aus der Abb. 3.8
zu entnehmen, verliert die Zele einen Grofdel ihres F-Aktins wahrend der Apoptose. Dieser
Prozel3 scheint unabhéngig von Proteasen der Caspase-1 und Caspase-3-Familien zu sein, wie
die Ergebnisse, diein den Abb. 3.23 und Abb. 3.24 dargestd |t Sind, zeigen. Dieses Ergebnis wird
durch Arbeiten von Levee et d 1996 unterstiitzt. Somit kann auch eine Verschiebung des
Gleichgewichtes zwischen G- und F-Aktin durch die Fragmentierung von G-Aktin durch CPP32
ausgeschlossen werden.
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Ebenso konnte eine Beteiligung von Gelsolin bal der apoptotischen F-Aktinzerstiickelung, wie se
von Kothakota et d 1997 postuliert wird, nicht Uberprift werden, da kein Gelsolin, oder nur sehr
wenig, in den verwendeten Zdlsystemen nachgewiesen werden konnte. Diese Vermutung wird
durch die Arbeiten von Mashima et a 1999 unterstitzt (sehe Abb. 3.25).

Eine weitere Hypothese von Kayaar et d 1995, die den Verlust von F-Aktin wéhrend des
physiologischen Zelltodes betreffen, konnte im Rahmen dieser Arbeit widerlegt werden. Kaydar
vermutet, dal? die durch die Aktinfragmentierung freigesetzte nicht mehr gehemmte DNase | die
F-Aktindepolymerisation bewirkt. Da in den Zdlinien, die wéahrend dieser Arbeit verwendet
wurden, keine DNase | nachgewiesen werden konnte, spidt dieser Mechanismus bel den
dargestellten Ergebnissen keine Rolle.

Eine mogliche Funktion des F-Aktins wahrend der Apoptose wird von Metcdfe et d 1999
vermutet. Se zeigen in ihrer Arbet, dal? das Tumorsupressorprotein pS3 caciumabhangig an F-
Aktin binden kann. Eine Zerst6rung von F-Aktin wirde zu einer Aktivierung des pS3 fihren.
Durch die Erkennung von DNA-Strangbrichen konnte es sane Funktion der
Zdlzyklusarretierung und DNA-Reparatur oder auch Auddsung von Apoptose ausiiben.

Bis jetzt it der Mechanismus und die Rolle des F-Aktinabbaus wahrend des physiologischen
ZdItodes noch nicht eindeutig erklarbar. Eventudl spielen Caspasen aus anderen Familien eine
Rolle bei den hier beobachteten Prozessen.

Die im Rahmen dieser Arbat ezidten Ergebnisse, gewdhren einen kleinen Einblick in das
hochinteressante Forschungsgebiet der Apoptose. Bisjetzt sind viele Ablaufe des programmierten
ZdItodes noch nicht eindeutig aufgekléart. Das Entschliisseln der Mechanismen der Apoptose wird
neben der Befriedigung der wissenschaftlichen Neugier auch Impulse geben fr die Entwicklung
neuer Medikamente zur Bekampfung von Krankheiten wie Krebs, Aids und Alzheimer.
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5. Zusammenfassung

Mit den, im Rahmen dieser Doktorarbelt, durchgefihrten Untersuchungen sollten Informationen
Uber Aktin und Aktin bindende Proteine und deren Involvierung wahrend apoptotischer Prozesse
gesammelt werden.

Zu Beginn der Arbeit 1995 wurde die Betelligung und Modifizierung des Aktins wéhrend des
physiologischen Zdltodes noch sehr kontrovers diskutiert. In der vorliegenden Literatur bestand
keine eindeutige Klarheit dartiber, ob und in welcher Form Aktin wahrend der Apoptose eine
Roalle spidlt.

Im Verlauf dieser Dissartation konnte gezeigt werden, dal3 Aktin in den Lymphblastemzdlinien
SKW 6.4 und Jurkat, eindeutig wahrend apoptotischer Prozesse partiel fragmertiert wird. Mit
Hilfe geleekirophoretischer Methoden und Proteinmarkierungstechniken konnte die Grole und
Lage der einzelnen Aktinfragmente festgelegt werden. Sedimentationsexperimente weisen darauf
hin, dal3 nur globuldres und kein filamentares Aktin gespdten wird. Auch konnte dargestdlt
werden, dal3 das fragmentierte Aktin keine physiologische Aktivitét mehr hat.

Mit Hilfe verschiedener Proteasainhibitoren und immunochemischen Methoden konnte die
fragmentierende Protease ds CPP32/Apopain, ein Mitglied der Caspase-3-Familie identifiziert
werden. Es konnte ausgeschlossen werden, dald in den SKW- und Jurkat-Lymph-
blastemzdlinien Capain, ein aktingoaltendes Enzym, an der Aktinfragmentierung wahrend der
Apoptose beteiligt it

Durch die Wah! der Zdlinien und Induktion der Apoptose Uber verschiedene Signadwege konnte
gezeigt werden, dal3 die Aktinfragmentierung unabhdngig vom Induktionsweg (Fas-Rezeptor,
Hemmung von Phosphokinasen) wéahrend apoptotischer  Prozesse  ablauft, sobald
CPP32/Apopain aktiviert wird.

Mittels zellmorphol ogischer Untersuchungsmethoden konnte der Verlugt von filamentéren F-Aktin
innerhab der Zdle wahrend des physologischen Zdltodes gezeigt werden. Eine Hemmung der
Caspase-3-Familie, zeigte keinerlel Effekte auf den Verlust des F-Aktins, so das davon
ausgegangen werden kann, dal3 Aktinfragmentierung und F-Aktinverlust warend der Apoptose
unabhangige Prozesse sind. Da in den verwendeten Zdlsystemen SKW und Jurkat kein Gelsolin
nachweshar ie, kann eine Betelligung dieses filamentschneldenden Enzyms beim Verlugt des F-
Aktins ausgeschlossen werden.

Die Untersuchung von aktinbindenden Proteinen und deren Funktion wahrend der Apoptose
konzentrierten sich neben dem Gelsolin auch auf die DNase |. Zu Beginn der hier vorliegenden
Arbelt wurde vermutet, dal3 die DNase | identisch it mit der apoptotischen Endonuklease. Als
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Mechanismus der DNase I-Aktivierung wurde die Spatung von G-Aktin vermutet, welches der
physiologische Inhibitor ist. Diese Hypothese konnte experimentell nicht bestétigt werden, dain
den verwendeten Zdllsystemen keine DNase | nachgewiesen werden konnte. Trotz Abwesenheit
von DNase | fand in den untersuchten Zdlsystemen Apoptose gtett. Dies kann as ein Indiz dafir
gewertet werden, dal3 die DNase | nicht die gesuchte gpoptotische Endonuklease ist.
Untersuchungen mit komplexietem Aktin zeigten, das Aktin gebunden im Gesolin-2Aktin-
Komplex vor Aktinfragmentierung wahrend der Apoptose geschiitzt wird. Aktin, welches
komplexiert mit DNase | vorliegt, zeigt das gleiche Fragmentierungsmuster wie frel vorliegendes
G-Aktin.

Die in dieser Arbet erzielten Ergebnisse zeigen deutlich, dal3 Aktin und Aktin bindende Proteine
wahrend apoptotischer Prozesse verdndert werden und ene wichtige Rolle bel den
morphologischen Veranderungen wéahrend des programmierten Zelltodes spiden.
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