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1. Einleitung

1.1 Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um einen streng regulierten programmierten
Zelltod, der durch typische zellmorphologische Veranderungen gekennzeichnet ist
und zum Absterben (iberschiissiger oder geschadigter Zellen fiihrt."#* Dadurch tragt
die Apoptose sowohl zur Aufrechterhaltung der Gewebe-Homdostase unter
physiologischen Bedingungen als auch zur Elimination von geschadigten Zellen
unter pathologischen Bedingungen bei. Regulatorisch liegt der Apoptose ein
komplexes Zusammenspiel verschiedener pro- als auch antiapoptotischer
Signalkaskaden zugrunde. Kommt es durch ein Uberwiegen proapoptotischer Stimuli
oder einen Wegfall antiapoptotischer Schutzmechanismen zu einer Aktivierung
sogenannter Caspasen, wird der programmierte Zelltod letztendlich vollstreckt.*
Dabei fuhrt der aktiv gesteuerte Ablauf charakteristischer molekularer und
zellmorphologischer Stadien schlieRlich zum vollstandigen und rickstandslosen
Zellabbau, ohne wie beim nekrotischen Zelltod einen Verlust der Membranintegritat
mit nachfolgender Entziindungsreaktion zu bedingen."*® Grundsatzlich kann die
Apoptose durch zwei verschiedene intrazellulare Signalkaskaden eingeleitet werden.
Es werden der intrinsische, mitochondrial-vermittelte und der extrinsische, rezeptor-
vermittelte  Signalweg  unterschieden.®® Der intrinsische, mitochondriale
Apoptoseweg kann durch verschiedene extra- und intrazellulare Zelltodsignale wie
Ischamie bzw. Hypoxie, reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS), zelltoxische
Substanzen, radioaktive Strahlung und Mangel an Nahrstoffen bzw.
Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Hierbei flihrt ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Proteine der sogenannten BCL-2 Familie in der Regel zu einer
Aktivierung von proapoptotischem BID und/oder BAX, was in einer BAX
Translokation vom Zytoplasma zur auferen mitochondrialen Membran resultiert und
eine Permeabilisierung der mitochondrialen Membran bedingt.”?° Aus der
Permeabilisierung der mitochondrialen Membran resultiert eine Freisetzung von
intermembrandsen Proteinen wie Cytochrom c¢, Apoptosis Inducing Factor,
Smac/Diablo und Endonuklease G ins Zytoplasma der Zelle."®"® Zytosolisches
Cytochrom c bildet gemeinsam mit desoxy-Adenosin-Tri-Phosphat (dATP), Apoptotic
Protease Activating Factor-1 (APAF-1) und Procaspase-9 einen Komplex, der als

Apoptosom bezeichnet wird und nachfolgend zur Aktivierung der Initiator-Caspase
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Procaspase-9 fuhrt. Caspase-9 aktiviert die Effektor-Caspase Caspase-3, die als

Protease verschiedene intrazellulare Eiweilde spaltet und damit deren Abbau sowie

die Aufhebung der Zellstruktur einleitet.®

Der extrinsische Apoptoseweg wird durch
Bindung spezifischer Liganden an in der Plasmamembran lokalisierte sogenannte
,1odesrezeptoren® bzw. ,Death Receptors® vermittelt. Zur Familie der
Todesrezeptoren gehoéren eine Vielzahl von transmembrandsen Proteinen, von
denen die Tumor Nekrose Faktor Rezeptoren (TNFR) und der Fas Rezeptor (CD95)
die bedeutendsten sind."”” Die Aktivierung eines Todesrezeptors erfolgt nach
spezifischer Bindung eines |6slichen oder membrangebundenen Liganden (z.B.
Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa), Fas-Ligand (FaslL)) an die extrazellulare
Bindungsstelle. Im Fas Rezeptor kommt es nach Bindung von FasL an den Rezeptor
zu einer Zusammenlagerung mehrerer membrandser Rezeptoren und Approximation
der intrazelluldren Death Domains (DD)." Hierdurch wird die Bindung des
intrazellularen Adapter-Proteins Fas Associated Death Domain Proteins (FADD)
ermoglicht, das ebenfalls eine DD besitzt und Uber diese mit der DD von Fas
interagieren kann. Uber die Death Effector Domain (DED) des FADD-Proteins findet
eine Rekrutierung der Initiator-Caspase Procaspase-8 statt, die ebenfalls eine DED
besitzt. Der aus Fas, FADD und Procaspase-8 gebildete Komplex wird als Death
Inducing Signalling Complex (DISC) bezeichnet. Die Oligomerisierung mehrerer
Procaspase-8 Proteine fuhrt schliellich innerhalb des DISC durch autokatalytische
Spaltung zur Aktivierung von Procaspase-8, die nachfolgend verschiedene Effektor-
Caspasen, wie die Procaspasen-3, -6, und -7 aktiviert und zur Ausflhrung des
Zelltodprogramms fiihrt."® Nicht in allen Zelltypen reicht die alleinige Aktivierung von
Procaspase-8 zur Aktivierung von Procaspase-3 aus. In diesen Zellen wird zur
Einleitung einer rezeptor-vermittelten Apoptose eine Verstarkung des Zelltodsignals
durch eine zusatzliche Aktivierung des intrinsischen, mitochondrial-vermittelten
Apoptosewegs  notwendig. Nach  Caspase-8-vermittelter  Spaltung  des
proapoptotischen BH3-only-Proteins Bid kommt es zur mitochondrialen Translokation
des trunkierten Bid (tBid), woraufhin Bax-vermittelt eine Freisetzung proapoptotischer

Faktoren resultiert, die zur Aktivierung des mitochondrialen Apoptosewegs fiihrt."®2°



1.2 Programmierte Nekrose und Nekroptose

Das Gleichgewicht zwischen zellularer Proliferation und Zelltod ist von
herausragender Bedeutung fur die Homoostase hoherer Organismen. Im Gegensatz
zur Apoptose, handelt es sich bei nekrotischem Zelltod um einen Zelltod-Prozess,
der mit akuter Zellschadigung zum Zusammenbruch der Zellmembran, Freisetzung
von intrazellularen Proteinen ins umliegende Gewebe und daraus resultierender
inflammatorischer Infiltration verbunden ist.® Bis vor kurzem vertrat die Lehrmeinung,
dass es sich bei nekrotischem Zelltod stets um die Folge eines unspezifischen
Zellschadens oder Traumas handelt. Mit der Identifizierung spezifischer molekularer
Mediatoren in der Signalkaskade der programmierten Nekrose hat die Erforschung
des nekrotischen Zelltods eine Renaissance erfahren. Als Konsequenz der
zugrundeliegenden Signaltransduktionskaskade entstand der  Terminus
.programmierte Nekrose“ zur Differenzierung Tumor Nekrose Faktor (TNF)-
vermittelter Nekrose von unspezifischen Nekroseformen z. B. hervorgerufen durch
Hitze oder Schock.???* Als Nekroptose wird programmierte, Receptor Interacting
Protein 1 (RIP1)-abhangige Nekrose bezeichnet, die durch Zytokine induziert
wird.?>?* Es ist mittlerweile klar, dass TNF-abhangige Signaltransduktion zumindest
zu 3 verschiedenen Szenarien fihren kann: Aktivierung von Nuclear Factor Kappa
Light Chain Enhancer Of Activated B Cells (NF-xB), Apoptose oder programmierter
Nekrose. Experimentelle Ergebnisse zeigen dabei, dass die Aktivierung einer
Zellantwort oft die anderen inhibiert. Wenn die NF-xB Aktivierung durch Synthese
makromolekularer Inhibitoren oder Expression dominant-negativer Mutanten des
negativen Regulators Nuclear Factor Of Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer In
B-cells Inhibitor Alpha (IkBa) inhibiert ist, induziert TNF Apoptose.?® Auf der anderen
Seite wird eine TNF-abhangige Tumorregression durch nekrotischen Zelltod
hervorgerufen.?® RIP1 und RIP3 spielen eine kritische Rolle bei der Nekroptose-
vermittelten mitochondrialen Dysfunktion. In einigen Zelltypen flhrt die Ligation von
Todesrezeptoren (z.B. TNFR) zur Formation einer supramolekularen Plattform aus
Caspase-8, dem Adapter Protein FADD und RIP1.%” Aktivierte Caspase-8 spaltet und
inaktiviert RIP1. Caspase-8 initiiert die Caspasen-Kaskade, die in der Vollstreckung
des extrinsischen Apoptose Signalwegs resultiert. In Zellen, die das RIP1 Homolog
RIP3 exprimieren und deren Caspasen-Kaskade nicht adaquat aktiviert werden
kann, fihrt die TNFR Ligation zur Formation eines Multiprotein Komplex aus

Caspase-8, FADD, RIP1 und RIP3.%" In dieser Zusammensetzung interagiert RIP3
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mit  verschiedenen bioenergetisch  wirksamen Enzymen wie Glykogen
Phosphorylase, Glutamat Ammonium Ligase und Glutamat Dehydrogenase 1, was
zur Steigerung ihrer katalytischen Aktivitat fiihrt.?® Die verstarkte Glykogenolyse fiihrt
zur Generierung reaktiver Sauerstoffspezies, die wiederum die mitochondriale
Membranpermeabilisierung (MMP) triggern und die TNF-induzierte programmierte

Nekrose bewirken.?®

1.3 Pathophysiologische Bedeutung von Apoptose und Nekrose bei
Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, akutem Leberversagen und Schlaganfall

Die koronare Herzkrankheit ist mit ihrer Akutmanifestation dem Herzinfarkt die
haufigste Todesursache in den Industrienationen.?® Der programmierte Zelltod spielt
eine wichtige Rolle fur die Pathogenese zahlreicher kardiovaskularer
Erkrankungen.®® Im Rahmen eines Myokardinfarkts kommt es beim akutem
Verschluss einer Koronararterie im unterversorgten Gefalareal zu einem massiven
Absterben von Kardiomyozyten wie auch von anderen im Infarktareal vorkommenden
Zellen. Dabei spielen sowohl apoptotische als auch nekrotische Prozesse eine
Rolle.®' In vivo und in vitro-Untersuchungen an FAS-Knockout-Mausen, die unter
Ischamiebedingungen gegenuber Kontrolltieren signifikant kleinere Infarktareale und
weniger Apoptose aufweisen, belegen die Bedeutung des extrinsischen Signalwegs
bei der Ischamie-bedingten myokardialen Apoptose.?**® Ebenso konnte fiir den
mitochondrial-vermittelten Apoptoseweg eine bedeutsame Rolle im Rahmen der
myokardialen Ischamie nachgewiesen werden. BAX-Knockout-Mause zeigten
gegenuber Kontrolltieren postischamisch relevant kleinere Infarktareale und eine
bessere LV-Funktion.®*® Hierzu passend filhrte die Uberexpression von
antiapoptotisch wirkendem BCL-2 als auch die Anwendung synthetischer Caspase-
Inhibitoren bei kardialer Ischamie im Tiermodel zu einer verringerten Apoptoserate
und gegeniiber Kontrolltieren kleineren Infarktarealen.®*>” Tierexperimentell zeigten
sich auch nach Hemmung der Mitochondrial Permeablitity Transition Pore (MPTP)
durch Cyclosporin A (CsA) signifikant reduzierte Apoptoseraten und InfarktgroRen im
Ischamie-Reperfusionsschaden. Klinische Studien im ST-Hebungsinfarkt konnten
beim Menschen jedoch zusatzlich zur Koronarintervention keinen Effekt einer CsA

Therapie gegeniiber Placebo zeigen.***



Die Prognose von Patienten mit Herzinsuffizienz ist aufgrund einer anhaltend hohen
Morbiditat und Mortalitat schlecht.*®*" Untersuchungen humaner Herzen terminal
herzinsuffizienter Patienten belegen eine niedrige aber abnormal erhdhte
kardiomyozytdre Apoptoserate.**** Induzierbare Caspase-8 transgene Mause, die
eine kardiomyozytare Apoptoserate unterhalb der bei Patienten mit Herzinsuffizienz
detektierten aufweisen, deuten auf eine kausale Genese der Apoptose in der
Entstehung der Herzinsuffizienz hin.** So fiihrt die induzierbare Caspase-8
Uberexpression in der Maus zur Ausbildung einer dilatativen Kardiomyopathie mit
nachfolgend tddlichem Herzversagen.** In ahnlicher Weise filhrt die Inhibition
kardioprotektiver antiapoptotischer Signaltransduktionswege im Myokard unter
Stressbedingungen zu einer gesteigerten Kardiomyozytenapoptose und Ausbildung
einer Herzinsuffizienz.*> Die geschilderten Zusammenhange belegen eine kausale
Rolle des programmierten Zelltods in der Entstehung des Ischamie-
Reperfusionsschadens sowie bei der Herzinsuffizienz. DarlUber hinaus stellt die
Beeinflussung apoptotischer Signaltransduktion einen vielversprechenden Ansatz in

der Pravention und Therapie kardiovaskularer Erkrankungen dar.

Untersuchungen sowohl im Tierexperiment als auch beim Menschen haben ergeben,
dass generell der apoptotische Zelluntergang beim akuten Leberversagen
unterschiedlicher Ursache - wie beispielsweise viraler Hepatitis,
Paracetamolvergiftung, Knollenblatterpilzintoxikation, Morbus Wilson und dem
HELLP-Syndrom — entscheidend fiir die Entwicklung des Leberversagens ist.*®*°
Darlber hinaus kommt es stimulus-abhangig insbesondere beim Ischamie-
Reperfusionsschaden zum nekrotischen Zelltod. In der Pathophysiologie
verschiedener Lebererkrankungen, wie z.B. dem akuten Leberversagen spielt der
todesrezeptor-vermittelte Apoptose-Signalweg eine herausragende Rolle.*® Hierbei
fuhrt die Aktivierung verschiedener Todesrezeptoren wie FAS, TNFR1 und Tumor
Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor (TRAIL-R1/2) durch
Bindung ihrer entsprechenden Liganden (FASL, TNFa, TRAIL) zur Aktivierung
weiterer Adaptermolekile (FADD, TRADD) und letztlich zur Aktivierung von
Caspase-8.>"°? Caspase-8 bewirkt eine Prozessierung von Procaspase-3 zu
Caspase-3, die als Effektor-Caspase direkt und indirekt die Zelldestruktion vermittelt.
DarlUber hinaus fuhrt aktivierte Caspase-8 in Hepatozyten zu einer Trunkierung des
BCL-2 Familienmitglieds BID (tBID), was im Sinn einer Amplifikation des

Todesrezeptor-Signalwegs zZu einer  Aktivierung der mitochondrialen
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Apoptosekaskade fuhrt. Die Bedeutung der BID-vermittelten Aktivierung des
mitochondrialen Apoptosewegs fur Fas-induziertes Leberversagen wird an BID-
defizienten Mausen demonstriert, die eine weitgehende Resistenz aufweisen.’®
Gerken und Canbay konnten in ihren Untersuchungen zur Bedeutung des Zelltods

bei Lebererkrankungen folgendes zeigen:

,Ein  weiterer = Pathomechanismus der akuten und  chronischen
Leberschéadigung ist die immunvermittelte Apoptose. Diese kann in der Leber
durch Expression von Fremdproteinen und kérpereigenen Antigenen induziert
werden. Zellschadigende T-Lymphozyten (CTL) sind fiir die antigengerichtete

Zellelimination von gréBter Bedeutung.“*

Das Concanavalin A (ConA) Modell ist ein etabliertes Modell der T-Zell-vermittelten,
TNFa-abhdngigen  Leberschadigung.”® In  vivo-Mausstudien zum  akuten
Leberversagen, bei denen gegen FAS und Caspase-8 gerichtete siRNAs
therapeutisch eingesetzt wurden, flhrten zu einer signifikanten Senkung der
Mortalitat nach Stimulation mit ConA oder agonistischem Fas Antikorper (Jo2).°’
Vielversprechende Ergebnisse zeigt eine Untersuchung, die Effekt und
Wirkmechanimus von Suramin im akuten Leberversagen analysierte.®® Durch
reduzierte DISC-Aktivierung und Inhibition von Initiator-Caspasen fuhrt Suramin in
vitro und in vivo zu einer Reduktion des FAS- und TNFa-vermittelten Leberschadens
ohne einen Effekt auf nekrotischen Zelltod nach Lebertransplantation in der Ratte

auszuliben.®®

Der Schlaganfall gehort zu den fuhrenden Ursachen fur Tod und schwere
Behinderung in den Industrienationen.>® Gegenwartig sind die Thrombolyse und die
,Stroke unit® die einzigen therapeutischen Ansatze, die zu einer Verbesserung der
Prognose gefilhrt haben.”® Die zerebrale Ischdmie initiert eine ischamische
Kaskade, die schlieBlich innerhalb von Minuten nach Ischamiebeginn zum Zelltod im
ischamischen Kern fuhrt. Daher zielen neuroprotektive Therapieansatze auf eine
Inhibierung der ischamischen Signaltransduktionskaskade zur Erhaltung viabler
Neurone in der ischamischen Penumbra. Dieses Konzept beinhaltet die Inhibition
pathologischer molekularer Ereignisse die zum Einstrom von Kalzium, oxidativem
Stress und neuronalem Zelltod filhren.®® Trotz ermutigender Ergebnisse aus
Tierstudien sind klinische Studien neuroprotektiver Therapien bislang erfolglos

verlaufen. Aufgrund der geringen therapeutischen Effektivitat der Hirn Protektion
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beim Schlaganfall sind neue Ansatze notwendig, die Uber einen Schutz von
Neuronen zu einer Verbesserung von InfarktgroRe, Mortalitdt und Hirnfunktion
fuhren. Therapeutische Ansatze, die auf eine Verhinderung des neuronalen Zelltods
abzielen sind aufgrund der Aktivierung multipler maladaptiver
Signaltransduktionswege, verschiedener Zelltod Mechanismen und einem
begrenzten therapeutischen Fenster limitiert. Geschadigte Neurone sterben haufig
durch Nekrose, wohingegen apoptotischer Zelltod nach zerebraler Ischamie
insbesondere bei mildem exzitotoxischem Schaden pravaliert.’ Zerebrale Ischamie
triggert beide zentralen Apoptose Signaltransduktionswege, den extrinsischen
Todesrezeptor-Signalweg sowie den intrinsischen, mitochondrialen Todessignalweg.
Beide resultieren in der Aktivierung von Caspasen, die zur proteolytischen
Destruktion der Zelle fiihren.®? Unter zerebraler Ischamie kommt es durch Glutamat-
vermittelte Stimulation von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) oder D,L-Amino-3-Hydroxy-
5-Methyl-Isoxazolpropionsaure (AMPA) Rezeptoren zur Erhéhung der zytosolischen
Kalziumkonzentration.®® Erhéhte intrazellulare Kalziumspiegel aktivieren Calpains
und flhren zu einer Trunkierung von BID, die in einer Caspase-3 Aktivierung
resultiert. Tierexperimentelle Daten belegen beim Schlaganfall eine kritische Rolle fur
den FAS und TNFR-Signalweg.®*®* Stress-induzierte Signale wie DNA Schadigung
initieren eine mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c¢ und anderen
proapoptogenen Faktoren, die zu einer Rekrutierung und Aktivierung der Initiator-
Caspase-9 fiihren.®® Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinasen (MAPK) reagieren auf
extrazellulare Stimuli mit der Regulation zahlreicher zellularer Aktivitdten wie

5 ¢-Jun N-Terminal Kinase

Genexpression, Mitose, Differenzierung und Apoptose.°
(JNK) und p38 MAPK sind wichtige Glieder der MAPK Superfamilie und
Schliisselmodulatoren der Apoptose.?® JNK ist eine wichtige stress-induzierbare
Kinase, die nach fokaler und globaler Ischamie in Modellen der transienten und
permanenten Ischamie aktiviert wird.®”°® Die JNK Familie besteht aus 3 Isoformen:
JNK1, JNK2 und JNKS3. JNK3 ist verantwortlich fur stress-induzierte JNK Aktivitat
und JNK3 Defizienz oder JNK-Inhibitor Behandlung schitzt Maushirne nach
zerebraler Ischamie/Hypoxie.®®’® Dariiber hinaus konnte fiir JNK gezeigt werden,
dass es fur die Induktion und Aktivierung der BH3-only-Proteine BAX und BIM bzw.
von FAS verantwortlich ist.”""® Die Induktion von Bim und Fas bei der Hirnischamie
ist in JNK3-defizienten Mausen und nach Applikation des JNK-Inhibitors SP600125

inhibiert.®*® MKK4 ist eine proximal agierende Kinase, die JNK nach zerebraler
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Ischamie aktiviert. Die Aktivierung von MKK4 wird durch Apoptosis Signal-Regulating
Kinase 1 (ASK1) reguliert. Death Domain Associated Protein (DAXX) bindet und
aktiviert ASK1 und Uberexpression einer ASK1 Mutante inhibiert FAS- und DAXX-
induzierte Apoptose und JNK Aktivierung.”*”® DAXX wird ubiquitar exprimiert und
DAXX Translokation zwischen dem Zellkern und Zytoplasma scheint eine wichtige
Rolle bei der Apoptose Regulation zu spielen.”®”” DAXX ist primar im Nukleus
anzutreffen, wohingegen es nach ASK1 Uberexpression als proapoptotischer

Mediator im Zytoplasma vorgefunden wird.”®

1.4 TAT-Protein Transduktion

Die rasche Aktivierung der Apoptosemaschinerie erfordert zeitnah effiziente
intrazellulare ~ Wirkspiegel therapeutisch-antiapoptotischer  Faktoren.  Virale
gentherapeutische Ansatze (Adenoviren, Adeno-assoziierte-Viren) erscheinen
aufgrund ihrer Expressionskinetik und immunologischen Reaktionen als klinisch eher
ungeeignet. In ahnlicher Weise sind siRNA-vermittelte Ansatze nicht in der Lage
bereits aktivierte proapoptotische Signalkaskaden zu inhibieren. Im Gegensatz dazu
ermoglicht die TAT-Protein Transduktionsmethode bei geringem kanzerogenem und
immunogenem Risiko einen umgehenden und effizienten Proteintransfer biologisch
aktiver Proteine. Green und Frankel beschrieben 1988 erstmals das HIV-TAT-Protein
als ein die Lipiddoppelmembran durchdringendes Protein.”*®® Verantwortlich fiir die
Fahigkeit des HIV-TAT-Proteins zur Proteintransduktion ist die 11 Aminosauren
(YGRKKRRQRRR) groRe Protein Transduktionsdomane (PTD).®! lhre besondere
Bedeutung hat die PTD dadurch erlangt, dass sie als Fusionsprotein anderen
Proteinen eine von Rezeptoren und speziellen Transportsystemen unabhangige
Membranpermabilisierung ermdglicht.®’ Dabei filhrt die stark positive Ladung der
PTD zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit der negativ geladenen
Phospholipidmembran, die in einer Proteinaufnahme durch Makropinozytose
resultiert.®®> Die PTD kann somit als Carriermolekiil fungieren, um biologisch
funktionale Proteine ins Zytosol von Zellen zu schleusen.?’ Nach Zerfallen der
instabilen Makropinosome kommt es schlieBlich zur Protein-Freisetzung und
Wirkentfaltung.2" In  vitro-Versuche belegen die biologische Aktivitat der
transduzierten Proteine innerhalb der Zelle.®®® Dariiber hinaus konnte nach

intraperitonealer Injektion des 120 kDa groRen Fusionsproteins TAT-B-Galaktosidase
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(TAT-BGal) in die Maus eine Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke sowie eine

Verteilung des Proteins im gesamten Organismus beobachtet werden.®':%4

1.5 Der Apoptose Repressor mit Caspasen-Rekrutierungsdomane (ARC)

ARC ist ein Apoptose Repressor, der erstmals 1998 von Koseki et al. beschrieben
wurde.®® Das humane ARC Gen befindet sich auf Chromosom 16g21-g23 und
umfasst 4 Exons und 3 kurze Introns. Humanes ARC Protein wird von Exon 2 bis 4
gebildet und besteht aus 208 Aminosauren, was zu einer kalkulierten molekularen
Masse von 22,6 kDa fiihrt.®*®” Ein Vergleich der ARC Proteinsequenz zwischen
verschiedenen Spezies dokumentiert ein groRes MalR an Konservierung. ARC
besteht aus 2 funktionalen Regionen, der Caspasen-Rekrutierungsdomane (CARD)
und der Prolin/Glutamat (P/E)-reichen Region.®> Die CARD von ARC weist eine
ausgepragte Homologie zur CARD von Caspase-2, RAIDD und APAF-1 auf.®® Es
konnte gezeigt werden, dass ARC Procaspase-8 und zumindest in
Uberexpressionsszenarios Procaspase-2 CARD-abhangig bindet.?>®® ARC kann mit
sich selbst ebenfalls CARD-abhangig Dimere bilden, was zu einer deutlichen
Abnahme der antiapoptotischen ARC-Wirkung fiihrt.®® Die P/E-reiche Region kann
betrachtliche Mengen an Kalzium binden, was die Interaktion mit Procaspase-8
negativ reguliert.?® Dariiber hinaus wird die Interaktion mit Procaspase-8 durch eine
Phosphorylierung am Threonin 149 innerhalb der P/E-reichen Region moduliert.*
Weil ARC primar in langlebigen Geweben wie Herz und Skelettmuskel exprimiert
wird, wurde untersucht ob ARC zur Apoptose Resistenz postmitotischer Muskelzellen
beitragt und eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der kardio-physiologischen
Funktion spielt. Die herzspezifische ARC-Uberexpression fihrt in M&ausen zu
vergroRerten Herzen mit signifikant erhdhten Kardiomyozytenzahlen und
verbesserter  kontraktiler ~ Erholung nach  Reperfusionsschaden.®’  ARC
Uberexpression in Kardiomyozyten fiihrte ebenfalls zu einer erhdhten Resistenz
gegeniiber apoptotischer Signaltransduktion durch Kalzium-Uberladung oder
Hypoxie in ischdmie-simulierenden in vitro-Modellen.®’ Obwohl ARC in vielen
Geweben physiologisch nicht exprimiert wird, weisen zahlreiche maligne Tumoren
eine hohe ARC Expression auf. In diesem Sinn findet sich eine ARC Expression
beim Pankreaskarzinom, kolorektalen Karzinom, Brustkrebs, Lungenkrebs,

Prostatakrebs, Glioblastom, Melanom, Lymphom und anderen. In H9c2 Zellen
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reguliert p53 die ARC Expression negativ.”? Umgekehrt kann endogenes ARC auch
die Aktivitat des Transkriptionsfaktors p53 direkt inhibieren. Neben der
transkriptionellen Regulation von ARC wird die Protein Konzentration auch durch
Degradation durch das Ubiquitin-Proteasom-System reguliert. Proteasomale
Degradation von ARC wird durch die E3-Ubiquitin Ligase MDM2 bewirkt.*®> ARC
Uberexpression fiihrt in verschiedenen Geweben und Zellen zu einer Inhibition der
apoptotischen Signaltransduktion. Im Gegensatz dazu werden Zellen mit reduzierten
ARC Spiegeln empfindlicher gegenliber Apoptose. Extrinsische Apoptose initiiert
durch Todesliganden CD95L/FasL und Tumor Nekrose Faktor kann durch ARC
Uberexpression inhibiert werden.®® Die Inhibition ist dabei abh&ngig von der
Interaktion der ARC CARD mit der DED von Procaspase-8 aber nicht anderer
Caspasen wie Procaspase-1, -3, oder -9.2° Neben der direkten Interaktion mit
Procaspase-8 bindet endogenes ARC Fas und FADD und inhibiert damit die DISC
Formation.?® Dariiber hinaus interagiert ARC mit Procaspase-2 unter Bedingungen
der ARC Uberexpression.?® Eine direkte CARD-abhangige Interaktion von
endogenem ARC mit Bax und damit dem mitochondrialen intrinsischen Todesweg
wurde in einer Studie an H9c2 Zellen gezeigt, bei der ARC zu einer bedeutsamen
Zytoprotektion des Ischamie-Reperfusionsschadens bzw. wasserstoffperoxid-
vermittelten Zelltods fiihrte.** Uber die P/E-reiche Region kann ARC signifikante
Mengen von Ca®" binden. Apoptose, die durch Ca?' Freisetzung aus dem
Endoplasmatischen Retikulum initiiert wird, kann durch ARC inhibiert werden.®
Ebenso reduziert ektope ARC Expression signifikant zytosolische Ca?*-Gradienten
nach Thapsigargin oder A23187 Stimulation.?® Somit belegen zahlreiche Studien
eine spezifische Inhibition sowohl extrinsischer todesrezeptor-vermittelter,

intrinsischer mitochondrial-vermittelter und ER-vermittelter Apoptose durch ARC.

1.6 Zielsetzung

Fulminante und subakute Zelltodprozesse spielen in der Pathogenese multipler
Syndrome wie Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, akutem Leberversagen und Schlaganfall
eine herausragende Rolle. Eine pharmakologische oder molekulare Intervention mit
dem Ziel einer Inhibierung des fulminanten Zelltods stellt einen sinnvollen
therapeutischen Ansatz zur Pravention und Therapie bei Erkrankungen mit

massivem und akutem Zellverlust dar. In der vorliegenden Arbeit wurde die
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Bedeutung des Apoptose Repressor ARC fur die Entstehung und Therapie von mit
signifikantem Zelltod einhergehenden Syndromen wie Herzinfarkt, Herzinsuffizienz,
akutem Leberversagen und Schlaganfall untersucht. Neben der funktionellen
Relevanz von ARC wurden insbesondere die zugrundeliegenden protektiven
molekularen Mechanismen in den verschiedenen Organsystemen Herz, Leber und
Hirn in vivo und in vitro analysiert. Darlber hinaus wurde mit der Anwendung der
TAT-ARC Protein Transduktion ein Therapieverfahren etabliert, dass eine

unmittelbar funktionell-wirksame und effektive Behandlung darstellit.
Im Einzelnen wurden untersucht:

- der Einfluss von endogenem ARC beim Ischamie-Reperfusionsschaden sowie

nach Druckbelastung durch Aortenkonstriktion bei der Maus (Kapitel 2.1)

- der Effekt von endogenem und ektopem ARC auf Uberleben und
Signaltransduktion neonataler Rattenkardiomyozyten im Rahmen doxorubicin-

induzierter Kardiotoxizitat (Kapitel 2.2)

- der therapeutische Effekt und die molekularen Mechanismen von ektopem
ARC auf Fas- und TNF-vermitteltes akutes Leberversagen bei der Maus in

vivo und in vitro (Kapitel 2.3)

- die therapeutische Bedeutung und Signaltransduktion von ektopem ARC auf
hepatozellulare Nekrose im Rahmen der Paracetamol-induzierten

Hepatotoxizitat bei der Maus (Kapitel 2.4)

- der neuroprotektive Effekt von endogenem und ektopem ARC in in vitro und in

vivo-Modellen der zerebralen Ischamie bei der Maus (Kapitel 2.5)

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit ist es zu einem besseren
Verstandnis der zytoprotektiven Effekte und Mechanismen von ARC im Rahmen von
Apoptose und Nekrose beizutragen. Dies schlieldt insbesondere die praventive und
therapeutische Anwendung von ektopem ARC als molekulares Target zur Therapie
und zur Pravention von Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, akutem Leberversagen und

Schlaganfall mit ein.
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2.1 Funktionelle Bedeutung von endogenem ARC im Rahmen von
biomechanischem und ischamischem Stress

Donath S, Li P, Willenbockel C, Al-Saadi N, Gross V, Willnow T, Martin U,
Bauersachs J, Wollert KC, Dietz R, von Harsdorf R. ARC is required for

cardioprotection in biomechanical and ischemic stress. Circulation 2006;113:1203-
1212.%° doi-Nummer: 10.1161/CIRCULATIONAHA.105.576785

Der nachfolgende Text wurde von mir zur Bewerbung auf den Oskar-Lapp-
Forschungspreis verfasst und entspricht dem Abstrakt ,Funktionelle Bedeutung von
endogenem ARC im Rahmen von biomechanischem und ischamischem Stress®, das

auf der Internetseite der Oskar-Lapp-Stiftung publiziert wurde:

JAufgrund der eingeschrédnkten kardialen Regenerationsféhigkeit fiihrt der
Herzmuskelzellverlust beim Herzinfarkt und der Herzinsuffizienz zu einer
Abnahme der Pumpfunktion und nachfolgendem Herzversagen. Welche Rolle
die Apoptose in der Pathogenese der Herzinsuffizienz spielt und welche
kardioprotektiven Faktoren auf molekularer Ebene einer Maladaption
entgegenwirken kdénnen ist noch weitgehend unklar. ARC wird primér in
terminal differenzierten Geweben wie Herz und Hirn exprimiert. ARC st
bislang einzigartig im menschlichen Organismus, da ARC spezifisch beide

apoptotischen Signalwege inhibieren kann.

Wir generierten ARC-defiziente M&use, die sich normal entwickelten und unter
basalen Bedingungen keine Verdnderungen in der Herzmorphologie und -
funktion aufwiesen. Unter chronischer Druckbelastung durch
Aortenkonstriktion bildeten diese Mé&use eine verstérkte Kardiomyopathie aus,
die durch eine schwerwiegende Abnahme der Pumpfunktion, eine progressive
linksventrikulére Dilatation und eine verstédrkte myokardiale Fibrosierung
gekennzeichnet war. Desweiteren fiihrte ein Ischdmie-Reperfusionsschaden
bei den ARC-defizienten Mé&usen verglichen mit Wildtyp Kontrollmdusen zu
um 50% gréBeren Herzinfarkten. Urséchlich fiir die gesehenen Befunde zeigte
sich in beiden kardialen Stressmodellen ein signifikanter Anstieg der

Apoptoserate in den ARC-defizienten Tieren. Dabei konnte ein Einflull3 von
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ARC auf klassische hypertrophie-assoziierte kardiale Wachstumskaskaden in
vivo und in vitro weitgehend ausgeschlossen werden. Die klinische Relevanz
der im Mausmodell erhobenen Befunde wurde durch stark reduzierte

myokardiale ARC Proteinspiegel terminal herzinsuffizienter Patienten belegt.

Unsere  Arbeit identifiziert = demnach  einen  gewebespezifischen
antiapoptotischen Faktor, der in der Herzinsuffizienz herunterreguliert wird und
zur Kardioprotektion bei Druckbelastung und Ischédmie bendtigt wird. Dariber
hinaus belegt das in dieser Arbeit verwendete Modellsystem eine kausale
Rolle der Apoptose in der Pathogenese der Herzinsuffizienz, da wachstums-

assoziierte Verdnderungen weitgehend ausgeschlossen werden konnten. %
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2.2 Funktionelle Bedeutung von endogenem und ektopem ARC bei der
Doxorubicin-induzierten Kardiotoxizitat neonataler Rattenkardiomyozyten

An J, Li P, Li J, Dietz R, Donath S. ARC is a critical cardiomyocyte survival switch in
doxorubicin  cardiotoxicity. J Mol Med 2009;87(4):401-410.%° doi-Nummer:
10.1007/s00109-008-0434-z

Aufgrund des méglichen therapeutischen Nutzens einer ARC-Uberexpression im
Rahmen der Entstehung einer chemotherapie-induzierten Herzinsuffizienz,
untersuchten wir nachfolgend die kardioprotektiven Effekte von ARC im Rahmen des
Models der Doxorubicin-vermittelten Kardiotoxizitat an neonatalen

Rattenkardiomyozyten.

Der mittlere Absatz des nachfolgenden Textes entspricht einem Abschnitt des
Abstrakts der Arbeit “ARC is a critical cardiomyocyte survival switch in doxorubicin
cardiotoxicity.“®® doi-Nummer: 10.1007/s00109-008-0434-z

Das Anthrazyklin Doxorubicin ist ein bei unterschiedlichsten neoplastischen
Erkrankungen mit groRem Erfolg eingesetztes zytostatisches Medikament. Die
Anwendung von Doxorubicin ist jedoch durch das Auftreten einer Kardiomyopathie
und Herzinsuffizienz limitiert. Als Mechanismen der Doxorubicin-induzierten
Kardiomyopathie werden ein erhdhter oxidativer Stress, kardiale Apoptose und
Inflammation angenommen. Ziel dieser Studie war die Untersuchung des
therapeutischen Effekts von ARC sowie der zugrundeliegenden Mechanismen auf

kardiomyozytare Apoptose am Model der Doxorubicin-induzierten Kardiotoxizitat.

,Die einmalige Stimulation von neonatalen Rattenkardiomyozyten mit
Doxorubicin  fiihrte zu einer prd- als auch posttranslationalen
Herunterregulation von ARC mRNA und Protein Konzentration, die mit dem
Auftreten einer signifikanten kardiomyozytdren Apoptose assoziiert war.
Proteasomale Inhibitoren blockierten partiell sowohl die Abnahme der ARC
Protein Konzentration als auch die Induktion von Apoptose. Der Knockdown
von endogenem ARC machte Kardiomyozyten empfindlicher auf Doxorubicin

Stimulation mit Apoptose zu reagieren. Im Gegensatz dazu fihrte eine
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adenoviral-vermittelte ARC  Uberexpression zu einer ausgeprégten
kardiomyozytdren Resistenz gegeniiber Doxorubicin-induziertem Zelltod.
Doxorubicin Stimulation fiihrte zur Translokation von BAX vom Zytosol zum
Mitochondrium, wo es zu einer Dissipation des mitochondrialen
Membranpotentials, Cytochrome c-Freisetzung und Aktivierung der Caspasen
-3 und -9 fiihrte. ARC verhinderte die BAX Translokation zum Mitochondrium
und blockierte damit die Aktivierung des mitochondrialen Apoptose

96

Signalwegs tBID und Caspase-8 unabhéngig.”® (Ubersetzung durch den

Autor)

Diese Studie belegt erstmals einen protektiven, antiapoptotischen Effekt von ARC im
Rahmen der Doxorubicin-induzierten Kardiotoxizitat. Vor dem Hintergrund der
Bedeutung der anthrazyklin-induzierten Herzinsuffizienz bieten diese Daten einen
moglichen molekularbiologischen Ansatz zur Therapie und Pravention einer

Doxorubicin-induzierten Herzinsuffizienz.
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2.3 Therapeutische Bedeutung der TAT-ARC Protein Transduktion im akuten
fulminanten Leberversagen

An J, Harms C, Lattig-Tunnemann G, Sellge G, Mandi¢ AD, Malato Y, Heuser A,
Endres M, Trautwein C, Donath S. TAT-apoptosis repressor with caspase

recruitment domain protein transduction rescues mice from fulminant liver failure.
Hepatology 2012;56:715-726." doi-Nummer: 10.1002/hep.25697

Da ARC sowohl Todesrezeptor- als auch mitochondrial-vermittelte Apoptose
inhibieren kann und diese beim fulminanten Leberversagen eine herausragende
Rolle spielen, untersuchten wir im folgenden die therapeutische Bedeutung von

ektopem ARC im fulminanten Leberversagen.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit ,TAT-apoptosis repressor
with caspase recruitment domain protein transduction rescues mice from fulminant
liver failure“®” doi-Nummer: 10.1002/hep.25697

LAkutes Leberversagen ist mit massivem hepatozellularem Zelltod und einer
hohen Sterblichkeit assoziiert. Therapeutische Ansétze, die beim akuten
Leberversagen auf eine Protektion von Hepatozyten abzielen, sind aufgrund
der Aktivierung verschiedener, stimulus-abhdngiger  Signalkaskaden,
unterschiedlicher Zelltod-Mechanismen und eines begrenzten therapeutischen
Zeitfensters in ihrer Effektivitat limitiert. ARC ist ein Zelltod Repressor, der
sowohl den Todesrezeptor-Signalweg als auch mitochondrial-vermittelte

Apoptose spezifisch inhibiert.

In dieser Arbeit untersuchten wir die in vivo-Effekte der TAT-ARC Protein
Transduktion auf FAS- und TNF-vermittelte Mausmodelle des fulminanten
Leberversagens. Eine Vorbehandlung mit ektopem ARC Protein fiihrte bei
allen Versuchstieren zu einem Uberleben des ansonsten tédlichen
Leberversagens durch Stimulation mit FAS-agonistischem Antikérper (Jo2),
Concanavalin A (ConA) oder D-Galaktosamin/Lipopolysaccharid (GalN/LPS).
Bedeutsamerweise, konnten auch alle Versuchstiere noch gerettet werden,

wenn die TAT-ARC Therapie erst im Anschluss an eine Induktion des
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Leberversagens mittels Jo2, ConA oder GalN/LPS initiiert wurde. ARC
inhibierte FAS-vermittelte Apoptose durch direkte Interaktion mit DISC-
Komponenten. TNF-vermittelter Zelltod wurde von ARC durch 2 unabhéngige
Mechanismen inhibiert.  Ektopes ARC verhinderte = TNF-abhéngige
Hepatozyten Apoptose sowohl durch eine Inhibition der Jun Kinase (JNK)-
abhéngigen TNFa Expression als auch durch eine |Inhibition des
Todesrezeptor- und mitochondrialen Apoptose Signalwegs. Wir identifizierten
JNK als neues Target von ARC. Dabei flihrt die CARD-abhéngige, direkte
Interaktion von ARC mit JNK1 und JNK2 zu einer Inhibition der JNK
Aktivierung und JNK-abhédngigen TNFa Produktion.

Unsere Arbeit zeigt erstmals, dass ARC, sowohl auf Hepatozyten-Ebene als
auch oberhalb davon auf Ebene der nicht-parenchymatésen Zellen,
hepatoprotektiv wirkt. Die Effektivitidt der TAT-ARC Protein Transduktion in
multiplen  FAS- und TNF-abhédngigen Mausmodellen des akuten
Leberversagens demonstriert das therapeutische Potential einer ARC-
basierten Therapie beim akuten Leberversagen.” (Ubersetzung durch den
Autor)
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2.4 Therapeutische Bedeutung von ektopem ARC bei Paracetamol-induzierter
hepatozellularer Nekrose

An J, Mehrhof F, Harms C, Lattig-Tunnemann G, Lee SLL, Endres M, Li M, Sellge G,
Mandi¢ AD, Trautwein C, Donath S. ARC is a novel therapeutic approach against

acetaminophen-induced hepatocellular necrosis. J Hepatol 2013;58:297-305.% doi-
Nummer: 10.1016/j.jhep.2012.10.002

Aufgrund der ausgepragten zytoprotektiven Effekte von ektopem ARC im Rahmen
verschiedener Modelle akuten Leberversagens, untersuchten wir nachfolgend den

Effekt von ARC auf Paracetamol-vermittelte hepatozellulare Nekrose.

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstrakt der Arbeit ,ARC is a novel
therapeutic approach against acetaminophen-induced hepatocellular necrosis*?® doi-
Nummer: 10.1016/j.jhep.2012.10.002

,Paracetamol Uberdosierung ist die héufigste Ursache des medikamenten-
induzierten Leberversagens. JNK spielt eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Paracetamol-vermittelten hepatozelluldren Nekrose. ARC ist
ein Apoptose Repressor, der den Todesrezeptor-Signalweg als auch
mitochondrial-vermittelte Apoptose durch multiple Interaktionen spezifisch
inhibiert. Eine spezifische Inhibition primér nekrotischen Zelltods durch ARC
ist bisher nicht bekannt. In dieser Studie untersuchten wir den therapeutischen
Effekt sowie die molekularen Mechanismen von ektopem ARC auf
hepatozelluldre Nekrose. Hierzu testeten wir in vivo und in vitro die
therapeutischen Effekte des TAT-Fusionsproteins TAT-ARC auf Paracetamol-

induzierte Hepatotoxizitat bei der Maus.

Behandlung von C57BL/6 Mé&usen mit TAT-ARC Fusionsprotein fiihrte bei
Paracetamol-induzierter Hepatotoxizitat zu einer Inhibition von ansonsten letal
verlaufendem Leberversagen. Paracetamol Uberdosierung induzierte eine
caspasen-unabhéngige hepatozelluldre Nekrose, die sich anhand von Leber
Histologie, erhéhten Serumtransaminasen und HMGB1 Sekretion darstellte

und durch ektopes ARC verhindert werden konnte. Dabei war die ARC-
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vermittelte Hepatoprotektion nicht auf eine Verdnderung des Paracetamol
Metabolismus zurlickzufiihren, sondern resultierte in signifikant reduziertem
oxidativem Stress. Eine anhaltende JNK-Aktivierung spielt eine wichtige Rolle
im Rahmen der Paracetamol-induzierten Hepatotoxizitat. Ektopes ARC flihrte
zu einer Inhibition der JNK-Aktivierung, die sich in einer Hemmung der JNK
Phosphorylierung und mitochondrialen Translokation, durch spezifische
Interaktionen zwischen ARC und endogenem JNK1 und JNK2,
wiederspiegelte. Bedeutsamerweise war das Uberleben Paracetamol-
intoxikierter Méduse weiterhin erhalten, wenn eine ARC Behandlung zeitlich

verzdgert nach Paracetamol Gabe begonnen wurde.

In dieser Studie identifizieren wir die ARC-JNK Bindung mit nachfolgender
JNK-Inhibition erstmals als ARC spezifischen Mechanismus Paracetamol-
vermittelte hepatozelluldre Nekrose zu inhibieren. Die Effektivitat der TAT-
ARC Protein Transduktion im Rahmen der paracetamol-induzierten
Hepatotoxizitdt bei der Maus weist auf einen moglichen therapeutischen
Nutzen der Behandlung bei Paracetamol-vermittelter Hepatotoxizitdt auch

beim Menschen hin.“ (Ubersetzung durch den Autor)
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2.5 Pathophysiologische und therapeutische Bedeutung von endogenem und
ektopem ARC beim Schlaganfall der Maus

Donath S, An J, Lee SLL, Gertz K, Datwyler AL, Harms U, Mdller S, Farr TD,
Flchtemeier M, Lattig-Tunnemann G, Lips J, Foddis M, Mosch L, Bernard R, Grittner
U, Balkaya M, Kronenberg G, Dirnagl U, Endres M, Harms C. Interaction of ARC and
DAXX: A novel endogenous target to preserve motor function and cell loss after focal
brain ischemia in mice. J Neurosci 2016;36:8132-8148.%° doi-Nummer:

10.1523/JNEUROSCI.4428-15.2016

Aufgrund der ausgepragten endogenen Expression von ARC im Hirn sowie der
Bedeutung zytoprotektiver Behandlungsansatze beim Schlaganfall, untersuchten wir
im folgenden die Bedeutung von endogenem und insbesondere ektopem ARC beim

Schlaganfall der Maus.

Beim Schlaganfall unterliegen viele Neuronen in der ischamischen Penumbra einem
apoptotischen Zelltod. ARC ist ein Zelltod Repressor, der sowohl den Todesrezeptor-
Signalweg als auch den mitochondrialen Signalweg inhibiert. In dieser Studie
untersuchten wir ARC’s neuroprotektive Effekte in primaren Neuronenkulturen und in

vivo am experimentellen Schlaganfallsmodel der Maus.

Sauerstoff-Glukose-Deprivation (OGD) reduzierte die endogene ARC Protein
Konzentration in primaren Neuronenkulturen und resultierte ebenso nach ARC-
Knockdown durch RNA Interferenz gegenlUber Kontrollen in einer erhdhten
Zelltodrate. Im Gegensatz dazu fuhrt die TAT-ARC Protein Transduktion zu einem
signifikanten neuronalen Uberlebensvorteil nach OGD. Mit TAT-ARC zum Zeitpunkt
der GefalRokklusion behandelte Mause zeigten 72 h nach 60 minutigem Verschluss
der Arteria cerebri media (MCAO0) in der Kernspintomographie signifikant reduzierte
HirninfarktgrofRen und signifikant weniger Verhaltensauffalligkeiten gegenuber TAT-
pGal behandelten Kontrollen. Bedeutsamerweise fihrte auch eine TAT-ARC
Applikation 3 h nach Infarktinitierung zu signifikant groRenreduzierten Hirninfarkten
und signifkant verbesserter Motorfunktion gegenliber den Kontrolltieren. Im

Gegensatz zu TAT-pGal behandelten Kontrollen wiesen TAT-ARC transduzierte
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Hirne nach MCAo in Immunoblot Analysen eine Inhibition des DAXX-ASK1-JNK
Signalwegs auf. Co-Immunoprazipitationsexperimente belegen, dass ARC CARD-
abhangig DAXX bindet und dadurch zu einer Inhibition der anhaltenden ASK1-JNK
Aktivierung nach MCAo fuhrt.

Wir zeigen erstmals, dass ARC durch Interaktion mit DAXX die ASK1-JNK
Aktivierung spezifisch inhibiert und dadurch neuronalen Zelltod gezielt verhindert.
TAT-ARC-vermittelte Protein Transduktion fuhrt bei der Maus zu einer Prognose
Verbesserung nach zerebraler Ischamie und kénnte somit auch beim Menschen
einen  erfolgsversprechenden  Ansatz  fur eine  molekulare  adjuvante

Schlaganfalltherapie darstellen.
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3. Diskussion

Kardio- und zerebrovaskulare Erkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall stellen
in der westlichen Welt filhrende Todesursachen dar.?® Die Inzidenz von akutem
Leberversagen ist deutlich seltener, der Verlauf jedoch oft todlich.'! Zelltodformen
wie Apoptose und Nekrose spielen auf zellularer Ebene eine Schllsselrolle in der
Signaltransduktion  dieser mit  fulminantem  Zellverlust  einhergehenden
Syndrome.>>'%? Dariiber hinaus spielt der apoptotische Zelltod von Herzmuskelzellen
eine Schlusselrolle in der Entstehung der Herzinsuffizienz und myokardialen
Dysfunktion.*®**** Vor dem Hintergrund der zentralen Rolle apoptotischer und
nekrotischer Zelltodprozesse im Rahmen von Herzinfarkt, Herzinsuffizienz,
Leberversagen und Schlaganfall wurden in der vorliegenden Habilitationsschrift die
Effekte und Wirkmechanismen von ARC auf diese Syndrome untersucht. Basierend
auf einer Reihe von Studien, die gezeigt haben, dass sowohl Todesrezeptor-
Signaltransduktion als auch eine Aktivierung des mitochondrialen Apoptose
Signalwegs einen bedeutsamen Einfluss auf die MyokardinfarktgroRe ausiiben,®*>*
untersuchten wir in vivo die Wirkung von endogenem ARC im Ischamie-
Reperfusionsschaden des Herzens an der ARC Knockout Maus.*® Zudem
analysierten wir an ARC defizienten Mausen den Effekt einer chronischen
Druckbelastung durch  Aortenkonstriktion auf myokardiales Remodelling,
linksventrikulare Funktion und Fibroseentstehung.” Nachfolgend wurde der
therapeutische Effekt einer ARC-Uberexpression auf Doxorubicin-induzierte
Kardiotoxizitdt an neonatalen Rattenkardiomyozyten untersucht.”® Aufgrund von
ARCs zytoprotektivem Wirkprofil, setzte sich die Folgearbeit mit dem therapeutischen
Effekt einer TAT-ARC Protein Transduktion im FAS und TNF-vermittelten
fulminanten Leberversagen bei der Maus auseinander.’” Im Anschluss daran
analysierten wir die therapeutische Rolle von ektopem ARC beim Paracetamol-
induzierten Leberversagen bei der Maus, das primar durch hepatozellulare Nekrose
vermittelt wird.?® Die letzte hier vorgestellte Eigenarbeit untersuchte den Effekt einer
TAT-ARC Protein Transduktion und die zugrundeliegenden molekularen

Mechanismen auf die Ausbildung des Hirninfarkts bei der Maus in vivo und in vitro.*

Die koronare Herzerkrankung und Herzinsuffizienz sind mit einem Verlust von
Kardiomyozyten durch Apoptose assoziiert.*° Ob kardiomyozytare Apoptose bei der
Herzinsuffizienz Entstehung eine kausale Rolle spielt ist unklar. Vorarbeiten
demonstrierten, dass ARCs antiapoptotischer Effekt von einer Phoshorylierung am
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Threonin 149 durch die konstitutiv-aktive Proteinkinase CK2 abhangt.** Daraus
erwuchs die Hypothese, dass funktionelles antiapoptotisches ARC zur
Aufrechterhaltung des kardialen Phanotyps von Bedeutung sein konnte. Diese
Hypothese uUberpriften wir anhand eines ARC Knockout-Modells. Aufgrund der
relativ spezifischen Expression in langlebigen Geweben wie Herz, Hirn und
Skelettmuskel generierten wir einen nicht-konditionalen ARC Knockout in der
Maus.”® Die bei ARC Knockout Mausen gegeniiber Wildtyp Kontrollen um 50%
vergroRerten Myokardinfarktnarben nach Ischamie-Reperfusion und die Entstehung
einer akzelerierten Kardiomyopathie mit Abnahme der linksventrikularen
Pumpfunktion, linksventrikularer Dilatation und progressiver Fibrosierung deuten auf
eine kausale Rolle der Apoptose hin.?® Dazu passend finden sich ursachlich fiir die
gesehenen Phanotypen in beiden Modellen erhdhte Apoptoseraten bei den ARC
Knockout Mausen. Die pathophysiologische Relevanz supprimierter ARC Spiegel
konnte an humanen Myokardproben terminal insuffizienter Explantatherzen
demonstriert werden, die gegentber Kontrollen eine signifikante Abnahme der ARC

Protein Expression aufweisen.*®

Anthrazykline spielen aufgrund ihrer Effektivitat und ihres breiten Wirkungsspektrums
seit Jahrzehnten eine wichtige Rolle in der Therapie zahlreicher Krebserkrankungen.
Doxorubicin ist ein Anthrazyklin, das in der Krebstherapie zu den meist verwendeten
Chemotherapeutika zahlt."”® Die therapeutische Anwendung von Doxorubicin ist
aufgrund einer kumulativen, dosisabhangigen Kardiotoxizitat eingeschrankt, die
durch eine weitgehend irreversible dilatative Kardiomyopathie und kongestive
Herzinsuffizienz charakterisiert ist."® Zahlreiche molekulare Mechansimen sind
bereits identifiziert worden, die zu einem irreversiblen myokardialen Schaden fuhren.
Hierzu zahlen die Bildung von ROS, Lipid Peroxidation, mitochondriale Schadigung,
Veranderungen des Calcium Stoffwechsels und direkte Suppression muskel-

105107 Die meisten dieser Mechanismen fiihren

spezifischer Genexpression.
schliel3lich zur Aktivierung apoptotischer Signaltransduktionskaskaden mit der
Ausbildung einer kontraktilen Insuffizienz.** Beriicksichtigt man die eingeschrankte
regenerative Kapazitat des Herzens, so ist ein Verstandnis der zugrundeliegenden
Signaltransduktion Voraussetzung um gezielt neue Therapien zu entwickeln, die dem
Zellverlust bei der doxorubicin-induzierten Kardiotoxizitdt entgegenwirken. Da
endogenes ARC im Herzen kardioprotektiv wirkt,”® untersuchten wir am Modell der

Doxorubizin-induzierten Kardiotoxizitdt den Effekt einer ARC Uberexpression auf
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kardiomyozytédre  Apoptose bei der Ratte. In  Ubereinstimmung  mit
Uberexpressionsstudien antiapoptotisch wirkender BCL-2 Familienmitglieder sahen
wir nach adenoviraler ARC Uberexpression eine signifikante Inhibition Doxorubicin-
induzierter Apoptose neonataler Rattenkardiomyozyten.®®  Hierbei scheint
insbesondere die Hemmung des mitochondrialen Apoptose Signalwegs eine wichtige
Rolle zu spielen. Ob die protektiven Effekte einer ARC Uberexpression primar auf
einer Inhibition apoptotischer Signaltransduktionskaskaden beruhen oder ursachlich

auch direkte antioxidative Effekte eine Rolle spielen bleibt unklar.

Derzeit gibt es noch keine kausale medizinische Therapie um gerichtet in die
molekularen Ursachen des akuten Leberversagens einzugreifen.'® Die klinische
Therapie ist weitgehend supportiv und symptomatisch.'® Wahrend des akuten
Leberversagens kommt es infolge verschiedener Stimuli zu massivem apoptotischem
Zelluntergang und somit zur ausgepragten Leberschadigung mit fataler
Leberfunktionseinschrankung.*”>* Die Folge ist eine hohe Sterblichkeit und vielfach
die Notwendigkeit eines Ersatzverfahrens wie extrakorporale Entgiftung oder
Lebertransplantation.’®® Trotz immenser neuer Erkenntnisse {iber die Bedeutung der
Apoptose in der Entstehung des akuten Leberversagens, hat bislang kein
molekularbiologer Ansatz zu einer klinisch relevanten Therapie gefuhrt. Dies beruht
einerseits auf der Tatsache, dass bisherige molekulare Therapieansatze in ihrer
spezifischen Inhibition auf einzelne Signaltransduktionswege (FAS; TNFa; p53;
zytokin-vermittelter Leberschaden (NFkB, Stat-3, IL-6)) oder post-mitochondriales
antiapoptotisches Signalling (Caspase-Inhibitoren) beschrankt waren. Daher ist die
Identifizierung neuer Uberlebensfaktoren von herausragender Bedeutung, die durch
spezifische Interaktionen, unabhagig vom Ausloser des akuten Leberversagen,
diverse proapoptotische Signaltransduktionswege inhibieren. Unsere Ergebnisse in
verschiedenen in vivo-Modellen des akuten Leberversagens belegen erstmals, dass
ARC neben FAS- auch TNF-vermitteltes Leberversagen inhibieren kann.'®
Verglichen mit anderen Geweben und Zellen sind Hepatozyten sehr empfindlich
gegenuber Fas-induzierter Apoptose, was auch auf die Abwesenheit von ARC
zuriickzufiihren sein kann.*® Vorausgegangene in vivo-Studien an Mausen mit FAS-
induzierter Hepatitis demonstrieren eine erfolgreiche hepatische Applikation von
gegen FAS und Caspase-8 gerichteter siRNA.***" Die Relevanz siRNA-vermittelter
therapeutischer Ansatze ist jedoch aufgrund der verspatet einsetzenden Wirkung und

der geringen Applikationseffizienz in Hepatozyten limitiert.>®'% Im Gegensatz dazu
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iberkommt TAT-ARC diese Limitationen.”” ARC inhibiert Caspase-8-abhangigen
Zelltod durch direkte Bindung verschiedener DISC-Bestandteile wie FAS, FADD und
Procaspase-8. Zahlreiche Studien belegen eine kritische Rolle von JNK bei der ConA

und GalN/LPS-induzierten hepatozytdren Apoptose.''*"'"

Aufgrund dieser
Beobachtungen stellt JNK eine therapeutische Zielstruktur dar, die zur Entwicklung
JNK-spezifischer Inhibitoren geflihrt hat. Unsere Daten belegen erstmals in vitro und
in vivo, dass ektopes ARC endogenes JNK1 und JNK2 direkt, CARD-abhangig
bindet und dadurch JNK Aktivierung verhindert.’” Die genauen Bindungsdomanen
der ARC-JNK Interaktion sind aktuell noch unklar. Darlber hinaus belegen unsere
Ergebnisse, dass ektopes ARC zu einer deutlichen Abnahme der TNFo Serum
Konzentration bei ConA- und GalN/LPS-induzierter Hepatitis fiihrt.>” Die
Beobachtung das ARC JNK Aktivierung inhibiert weist darauf hin, dass die
supprimierte TNFa. Serum Konzentration auf ARCs JNK-inhibitorischer Wirkung
beruht. Multiple Interaktionen von ARC mit kritischen pramitochondrial agierenden
Mediatoren des Todesrezeptor und mitochondrialen Signalwegs fluhren zu einer
starken Inhibition des apoptischen Zelltods. Redundante zelltod-reprimierende
Interaktionen von ektopem ARC Protein mit kritischen Mediatoren beider Apoptose
Signalwege fuhren zu einer Inhibition apoptotischer Signaltransduktion an
verschiedenen Stellen der Signaltransduktionskaskade. Dartber hinaus scheint ARC
apoptotische Signaltransduktion sowohl auf hepatozytarer Ebene als auch proximal
davon im Kompartment residenter Leberimmunzellen zu inhibieren. Diese multiplen
Interaktionen von ARC lassen vermuten, dass es in der Behandlung des akuten
Leberversagens verglichen mit Caspase- und JNK-Inhibitoren, die nur einen
Signalweg inhibieren, potenter sein konnte. Basierend auf der Relevanz von Fas-
und TNF-vermitteltem Leberzellschaden im Rahmen von toxischen und immun-
vermittelten Lebererkrankungen kénnen TAT-ARC Protein Transduktion oder ARC-
basierte Moleklle in der Pravention und Therapie akuter und chronischer

Lebererkrankungen von Bedeutung sein.?”"'*11°

Paracetamol-induzierte Hepatotoxizitat ist die haufigste Ursache von fulminantem
medikamenten-induziertem Leberversagen.”®"""®'"" Trotz groRer Bemiihungen in
der Vergangenheit sind die Mechanismen des Paracetamol-induzierten
Leberversagens nur inkomplett verstanden. Gegenwartig ist die Gabe von N-
Acetylzystein (ACC) die einzige kausale Therapie, aber ihre Wirksamkeit beschrankt

101,108,118,119 Bei

sich auf die Frihphasen der Paracetamol Intoxikation. der
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Paracetamol Intoxikation kommt es zu einer metabolischen Aktivierung der Substanz
zum reaktiven Metaboliten N-Acetyl-p-Benzoquinone Imine (NAPQI), der zum
Verbrauch von Gluthation (GSH) fuhrt und Protein Addukte bildet, die zur Initiierung
von mitochondrialem oxidativem Stress und Einschrankung der respiratorischen
Funktion fiihren."®'?! Diese mitochondrialen Effekte fiinren zu einer Aktivierung
verschiedener Mediatoren wie JNK, was in einer erhdhten mitochondrialen
Permeabilitdt mit Translokation mitochondrialer Proteine und nekrotischem Zelltod
bei Nagern und Menschen resultiert.”"®"” Wir zeigen erstmals, den protektiven
Effekt von ektopem ARC auf nekrotischen, caspase-unabhangigen Zelltod am Modell
des Paracetamol-induzierten Leberversagens.®® Die 30 Minuten nach Paracetamol
Applikation beobachtete Induktion des RIP-Signaltransduktionswegs sowie deren
Inhibierung und das Uberleben der Versuchstiere nach Nec-1 Behandlung deuten
dabei erstmals auf eine kritische Rolle der Nekroptose in der Pathogenese der
Paracetamol Intoxikation hin.?® Eine andere Studie zeigt, dass die von uns gesehene
RIP3 Induktion ein kritischer Schalter von apoptotischem zu nekrotischem Zelltod
ist.””* Dennoch zeigen unsere Daten, dass ektopes ARC Paracetamol-induzierte
Nekrose RIP-unabhangig durch direkte Interaktion mit JNK1/2 und Inhibierung der
JNK Aktivierung und Translokation verhindert. Somit belegen unsere Ergebnisse
erstmals, dass ARC durch spezifische Interaktion mit JNK1 und JNK2 programmierte
Nekrose inhibiert.”® Die ARC-vermittelte Inhibition von Fas- und TNF-vermittelter
Apoptose, JNK-abhangiger Nekrose sowie die Effektivitat der TAT-ARC Protein
Transduktion auch im Rettungsversuch nach Induktion der Hepatotoxizitat deuten auf
ein relevantes therapeutisches Potential von ARC auch beim akuten Leberversagen

des Menschen hin.

Aufgrund der ausgepragten zytoprotektiven Effekte von ARC in Herz und Leber
untersuchten wir den neuroprotektiven Effekt von ARC im Hirn. Bei neuronalen
Hirnzellen handelt es sich weitgehend um postmitotisches Gewebe, dass im adulten
Alter Uber wenig regeneratives Potential verfligt, so dass therapeutische Ansatze
zum gegenwartigen Zeitpunkt insbesondere auf eine Zytoprotektion abzielen.'® Im
Schlaganfallsmodell der Maus fuhrt die Anwendung von TAT-ARC Fusionsprotein zu
signifikant kleineren Hirninfarkten nach MCA0.*® Einhergehend mit der
InfarktgroRenreduktion zeigen TAT-ARC vorbehandelte Mause 72 Stunden nach
Ischamie-Reperfusion  gegenuber  Kontrolltieren eine  signifikant bessere

Motorfunktion, so dass die ARC-basierte Therapie prognostisch wirksam ist.® Diese
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Ergebnisse bestatigen sich auch, wenn die Therapie mit TAT-ARC 3 Stunden nach
Infarktinitierung eingeleitet wird.** Wie bei den Modellen des JNK-abhingigen
Leberversagens fuhrt die ARC-vermittelte Neuroprotektion zu einer Inhibierung der
JNK Aktivierung. Im Gegensatz zu den untersuchten Modellen des Leberversagens
beruht die ARC-vermittelte Inhibition der JNK Aktivierung im Hirn jedoch nicht auf
einer CARD-abhangigen ARC-JNK1/2 Interaktion sondern auf einer direkten, CARD-
abhangigen ARC-DAXX Bindung.?® Nachfolgend kommt es zu einer Inhibition des
DAXX-ASK1-MKK-JNK-Signalwegs.?® Ob die Inhibition des DAXX-ASK1-MKK-JNK-
Signalwegs durch ARC neuronen-spezifisch ist oder auch in anderen Organen bzw.
Zelltypen von Bedeutung ist bleibt gegenwartig unklar. Aufgrund der multiplen
Interaktionen von ARC und daraus resultierenden Inhibition zahlreicher
proapoptotischer Signalwege bleibt es unklar welche ARC-vermittelten Effekte
letztlich entscheidend fur die gesehene Neuroprotektion sind. Ebenso bleibt unklar

warum die ARC-JNK1/2 Interaktion zelltyp-abhangig ist.

Die Ergebnisse, der hier zusammengefassten Arbeit belegen in verschiedenen Zell-
und Organsystemen, dass ARC aufgrund seiner mutliplen spezifischen Interaktionen
mit kritischen Mediatoren der Todes-Signaltransduktion ein potenter Zelltodrepressor
ist. In diesem Sinn, belegen die hier vorgestellten Versuchsergebnisse, dass
therapeutische Potenial einer ARC-basierten Therapie im Herzinfarkt, beim

Leberversagen und beim Schlaganfall.
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4. Zusammenfassung

Fulminante und subakute Zelltodprozesse spielen in der Pathogenese multipler
Syndrome wie Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, akutem Leberversagen und Schlaganfall
eine herausragende Rolle und sind mit einer hohen Mortalitat und Morbiditat
assoziiert. Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass Apoptose und Nekrose eine
Schlusselrolle bei der Entwicklung von Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, akutem
Leberversagen und Schlaganfall spielen. Ein besseres Verstandnis der
zugrundeliegenden zellularen und molekularen Mechanismen ist die Voraussetzung
zur Entwicklung neuer pharmakologischer bzw. molekularer Strategien zur
Pravention und Therapie dieser mit massivem Zellverlust einhergehenden
Erkrankungen. In der vorliegenden Arbeit wurden neben der pathophysiologischen
und therapeutischen Bedeutung des Apoptose Repressor ARC auf Herzinfarkt,
Herzinsuffizienz, akutes Leberversagen und Schlaganfall die zugrundeliegenden

molekularen Mechansimen untersucht.

An Herzen ARC-defizienter Mause konnte gezeigt werden, dass endogenes ARC bei
chronischer Druckbelastung durch Aortenkonstriktion und beim Ischamie-
Reperfusionsschaden kardioprotektiv wirkt.>>'® Eine chronische Nachlasterhdhung
durch Aortenkonstriktion fuhrte bei ARC-defizienten Mausen zur Ausbildung einer
akzelerierten Kardiomyopathie, die durch eine schwerwiegende Abnahme der
Pumpfunktion, eine progressive linksventrikulare Dilatation und eine verstarkte
myokardiale Fibrosierung gekennzeichnet war.'® Verglichen mit Wildtyp Kontrollen
fuhrte ein Ischamie-Reperfusionsschaden bei ARC-defizienten Mausen zu um 50%
groReren Herzinfarkten.'® Ursachlich fiir die gesehenen Befunde zeigte sich in
beiden kardialen Stressmodellen ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate in den
ARC-defizienten Tieren.'® Stark reduzierte myokardiale ARC Proteinspiegel terminal
herzinsuffizienter Patienten deuten auf eine klinische Relevanz der im Mausmodell

erhobenen Befunde hin.**'%

Der Effekt von endogenem und ektopem ARC auf Uberleben und Signaltransduktion
neonataler Rattenkardiomyozyten im Rahmen Doxorubicin-induzierter Kardiotoxizitat
wurde nachfolgend untersucht.®® Dabei zeigte sich, dass die einmalige Stimulation
neonataler Rattenkardiomyozyten mit Doxorubicin zu einer pra- als auch
posttranslationalen Herunterregulation der ARC mRNA und Protein Konzentration

fuhrt, die mit dem Auftreten einer signifikanten Kardiomyozyten Apoptose assoziiert
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ist und durch proteasomale Inhibitoren partiell blockiert werden kann. Der
Knockdown von endogenem ARC machte Kardiomyozyten empfindlicher gegenuber
Doxorubicin-induzierter Apoptose. Im Gegensatz dazu flhrte eine adenoviral-
vermittelte Uberexpression von ARC zu einer ausgepragten kardiomyozytaren
Resistenz gegenltber Doxorubicin-induziertem Zelltod, was auf eine Stabilisierung
des mitochondrialen Membranpotentials und eine Inhibierung der Cytochrom c-

Freisetzung zuriickzufiihren war.?®

In der Folgearbeit konnte gezeigt werden, dass ektopes ARC FAS- und TNF-
vermitteltes caspase-abhangiges fulminantes Leberversagen bei der Maus in vivo
und in vitro inhibiert.”” Bedeutsamerweise, konnten auch alle Versuchstiere noch
gerettet werden, wenn die TAT-ARC Therapie erst im Anschluss an die Induktion des
Leberversagens mittels Jo2, ConA oder GalN/LPS Stimulation begonnen wurde.
FAS-vermittelte Apoptose wurde durch eine direkte Interaktion von ARC mit DISC-
Komponenten inhibiert. TNF-vermittelter Zelltod wurde sowohl durch eine Inhibition
der JNK-abhangigen TNFa Expression als auch durch eine Inhibition des
Todesrezeptor- und mitochondrialen Apoptose Signalwegs verhindert. Wir
identifizierten JNK als neues Target von ARC. Dabei fihrt die CARD-abhangige,
direkte Interaktion von ARC mit JNK1 und JNK2 zu einer Inhibition der JNK
Aktivierung und JNK-abhangigen TNFa Produktion.

Daraufhin untersuchten wir die therapeutische Bedeutung von ektopem ARC auf
Paracetamol-induzierte hepatozellulare Nekrose bei der Maus.?® Im Rahmen dieser
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine Behandlung von C57BL/6 Mausen
mit TAT-ARC Fusionsprotein bei Paracetamol-induzierter Hepatotoxizitat zu einer
Inhibition von ansonsten letal verlaufendem nekrotischen Leberversagen fuhrt.
Paracetamol Uberdosierung filhrte zur Induktion der RIP-Signaltransduktionskaskade
mit nachfolgender JNK Aktivierung und Nekrose Entstehung, die durch ektopes ARC
verhindert werden konnte. Ektopes ARC fluhrte zu einer Inhibition der JNK
Aktivierung, die sich in einer Hemmung der JNK Phosphorylierung und
mitochondrialen Translokation durch spezifische Interaktionen zwischen ARC und
endogenem JNK1 und JNK2 wiederspiegelte. Die ARC-vermittelte Hepatoprotektion
nach Paracetamol war nicht auf eine Veranderung des Metabolismus

zuruckzufihren, resultierte aber in signifikant reduziertem oxidativen Stress.
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Abschlieend untersuchten wir die pathophysiologische und therapeutische
Bedeutung von endogenem und ektopem ARC beim Hirninfarkt der Maus.?® Dabei
fuhrte die TAT-ARC Protein Transduktion bei der Maus in vivo zu signifikant
kleineren Hirninfarkten und signifikant weniger Verhaltensauffalligkeiten 72 Stunden
nach zerebraler Ischamie. Als zugrundeliegender Mechanismus wurde eine direkte,
CARD-abhangige Interaktion von ARC mit DAXX identifiziert, die zu einer Hemmung
der ASK1-JNK-Aktivierung und nachfolgender Inhibierung neuronaler Apoptose
fuhrte. Bedeutsamerweise fuhrte eine TAT-ARC Protein Transduktion auch 3h nach
Schlaganfall-Induktion gegenuber Kontrollen noch zu einer signifikanten
InfarktgroRenreduktion, die mit einer verbesserten Motorfunktion 28 Tage nach dem

Schlaganfallereignis assoziiert war.

Zusammengefasst belegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit neben der
pathophysiologischen Relevanz von ARC im Rahmen von Herz- und Hirninfarkt
ARCs therapeutisches Potential im Rahmen von Syndromen mit fulminanten und
subakuten Zelltodprozessen wie bei Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, akutem

Leberversagen und Schlaganfall.
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Erklarung

§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

- weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuhrt oder
angemeldet wurde,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen
Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften
sowie die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift
angegeben wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Ich erklare ferner, dass mir die Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur
Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung
dieser Satzung verpflichte.

Datum Unterschrift
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