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8 APPENDIX

8.1 List of abbreviations and acronyms

A:
aa:
AIDS:

AlF:
APC:
ARE:
ATP:
BCR:
Berg36:
BH:

BL:

bp:

Bq:

°C:

C:
CAD:
Ca-l:
CARD:
caspase:
Cdcé6:
cDNA:
C. elegans:
Ci:

cm:
cpm:
cs:

Da:
DAG:
DAPI:
DED:
DISC:
DMSO:
DNA:
DNA-PK:
dNTP:
DTT:
DUSPS5:
ECL:

E. coli:
EDTA:
EGR:
ER:
EtBr:
FACS:
FADD:
FCS:
FITC:
FLIP:
G:

g
GM-CSF:

h:
HRP:
IAP:

adenine

amino acid(s)

acquired immunodeficiency
syndrome

apoptosis inducing factor
antigen-presenting cell

AU-rich region

adenosine triphosphate

B cell receptor (surface IgM)

B cell early response gene 36
Bcl-2 homology domain

Burkitt’s lymphoma

base pair

bequerel

degrees Celsius

cytosine

caspase-activated DNase
calcium ionophore

caspase recruitment domain
cysteinyl aspartate-specific protease
cell division cycle gene 6
complementary DNA
Caenorhabditis elegans

curie (1 Ci=3.7*10"° Bq)
centimeter

counts per minute

catalytic subunit (of DNA-PK)
Dalton

diacylglycerol
4.6-diamidino-2-phenylindole
death-effector domain
death-inducing signaling complex
dimethylsulfoxide
2’-desoxyribonucleic acid
DNA-dependent protein kinase
2’-desoxynucleoside 5’-triphosphate
dithiothreitol

dual-specificity phosphatase 5
enhanced chemiluminescence
Escherichia coli
ethylenediaminetetraacetat

early growth response
endoplasmatic reticulum
ethidium bromide

fluorescence activated cell sorting
fas-associated death domain protein
fetal calf serum
fluorescein-5-isothiocyanat

flice (caspase-8) inhibitory protein
guanine

gram

granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor

hour(s)

horseradish peroxidase

inhibitor of apoptosis protein

ICAD:
Ig:
IP,:
IPTG:
ITAM:

T X X o

S

Mcm:
MEF:
min:
mRNA:

NES:
NF-AT:
NHEJ:
NLS:
OD:
ORC:

PAGE:
PARP:
PCR:
Pl:
PMSF:
pre-RC:
PSL:
RAG:
RNA:
RPA:
rRNA:
RT:

RT-PCR:

SDS:
sec:
siRNA:
STS:
T:
TBP:
TCR:
TGF:
TNF:
TNT:
TTP:
U:
UTR:
uv:

wit:

inhibitor of CAD
immunoglobulin

inositol 1,4,5-triphosphate
isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside
immunoreceptor tyrosine-based
activation motive

joule

kilo

kilobasepair

liter

molar

milli

micro

minichromosome maintenance
murine embryonal fibroblasts
minute(s)

messenger RNA

nano

nuclear export sequence
nuclear factor of activated T cells
non-homologous end joining
nuclear localization signal
optical density

origin recognition complex

pico

polyacrylamide gelelectrophoresis
poly (ADP)-ribose polymerase
polymerase chain reaction
propidium iodide
phenylmethylsulfonylchloride
pre-replicative complex
photo-stimulated luminescence
recombination activating gene
ribonucleic acid

RNase protection assay
ribosomal RNA

room temperature

reverse transcription PCR
sodium dodecylsulfate
seconds

small interfering RNA
staurosporine

thymine

TATA-binding protein

T cell receptor

transforming growth factor
tumor necrosis factor
transcription and translation assay
tristetraprolin

uracil

untranslated region

ultra violet

volt

wildtype
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8.2 Declaration

I hereby certify that | prepared the present work independently using exclusively the

indicated resources.
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8.3 Zusammenfassung

Apoptose (programmierter Zelltod) ist ein wichtiger Prozess, der in allen mehrzelligen
Lebewesen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung, Differenzierung und Erhaltung
von Geweben spielt. Dieses zellulare Selbstmord-Programm eliminiert unter anderem
Uberschussige und infizierte Zellen sowie Zellen mit irreparabel geschadigter DNA. Im
Immunsystem von Saugetieren spielt Apoptose eine entscheidende Rolle bei der
Selektion eines funktionellen Antikdorper- und T-Zell-Rezeptor-Repertoires und bei der
Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten.

Die in vivo durch Selbst-Antigene ausgeloste Apoptose autoreaktiver B-Zellen kann in
vitro an der Zelllinie BL60-2 (Burkitt-Lymphom) durch Antikdrper-vermittelte
Quervernetzung der B-Zell-Rezeptoren nachgeahmt werden. Uber 70% der BL60-2-Zellen
sterben nach 24 Stunden Stimulation durch Apoptose. Dieser hohe Prozentsatz macht die
BL60-2-Zelllinie zu einem idealen Modellsystem.

In Proliferations-Experimenten konnte ich zeigen, dass die DNA-Replikation in
apoptotischen BL60-2-Zellen massiv herunterreguliert wird. Ein Ziel der Dissertation war
es deshalb, den Einfluss der Apoptose auf den pra-replikativen Komplex zu untersuchen.
Dieser Multi-Protein-Komplex wird fur die Initiation der DNA-Replikation benotigt. Mit
~-ANase protection assays“ (RPAs) konnte eine Abnahme der mRNA-Menge fur die
Komponenten Mcm2-7 und Cdc6 nachgewiesen werden. AuBerdem konnte ich zeigen,
dass die Proteine Mcm3 und Cdc6 in apoptotischen BL60-2-Zellen gespalten werden. Die
gleichen Proteinfragmente konnten nach verschiedenen Apoptose-Stimuli und in weiteren
Zelllinien nachgewiesen werden, was auf einen generellen apoptotischen Mechanismus
hinweist. Beide Proteine werden von Caspasen (Apoptose-spezifischen Proteasen)
gespalten. Die involvierten Effektor-Caspasen und die jeweiligen Schnittstellen wurden in
vitro ermittelt. Die Mutation der Schnittstellen erzeugte Proteine, die nach Uberexpression
in HeLa-Zellen und Apoptose-Induktion nicht mehr gespalten wurden. Die Klonierung und
Uberexpression der Apoptose-spezifischen Mcm3- und Cdc6-Fragmente ermbglichte es,
ihre intrazellulare Lokalisation sowie ihre Fahigkeit zur Komplexbildung mit Mcm4 (fur
Mcm3-Fragmente) bzw. zur Chromatinbindung (fur Cdc6-Fragmente) im Vergleich zum
jeweiligen Wildtyp-Protein zu untersuchen. Fur das in apoptotischen Zellen generierte N-
terminale Mcm3-Fragment konnte eine pro-apoptotische Wirkung gezeigt werden, was auf
einen positiven Ruckkopplungsmechanismus hindeutet.

Apoptose ist als aktiver Prozess im Gegensatz zur Nekrose abhangig von der
Transkription und Translation spezifischer, fur die apoptotischen Prozesse benbtigter

Gene. Andererseits muss die Wirkung anti-apoptotischer Proteine inhibiert werden. Dies
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kann durch ihren Abbau, Inaktivierung oder durch Modulation ihrer Expression
geschehen. Ein weiteres Ziel der Dissertation war es deshalb, mit verschiedenen
Methoden die Regulation von Genen in apoptotischen B-Zellen zu untersuchen.
Verwendet wurden dazu Affymetrix Gen-Chips, cDNA-Membranen und RPAs. Es konnte
die negative Regulation von DNA-Reparaturgenen, von denen zwei auBerdem auf
Proteinebene durch Caspasen gespalten werden, gezeigt werden. DNA-Reparatur in
apoptotischen Zellen ware kontraproduktiv, da die Fragmentierung des Genoms einen
wichtigen Schritt in der apoptotischen Degradierung der Zelle darstellt. Daruber hinaus
wird durch DNA-Reparatur ATP verbraucht, das fur die apoptotischen Prozesse benbtigt
wird. Weitere Gene, fur die eine differenzielle Expression gezeigt werden konnte, sind
unter anderem mehrere Transkriptionsfaktoren, zwei Phosphatasen und andere Gene, die
verschiedenen funktionellen Gruppen zugeordnet werden kdnnen.

Insgesamt konnte ich eine negative Regulation von wichtigen Komponenten der DNA-
Replikation und -Reparatur in apoptotischen Zellen auf mRNA- und Protein-Ebene
nachweisen. An deren transkriptioneller Regulation kbnnten auch einige der differenziell
exprimierten Transkriptionsfaktoren beteiligt sein. Die Repression von DNA-Replikation
und DNA-Reparatur sorgt wahrscheinlich fur eine effektive Inhibition der DNA-Synthese
und tragt damit zu einem reibungslosen Ablauf der DNA-Fragmentierung in apoptotischen
Zellen bei. Daruber hinaus wird durch die negative Regulation beider Prozesse der
Verbrauch von ATP reduziert. Da Zellen bei ATP-Mangel von der apoptotischen zur
nekrotischen Form des Zelltodes umschwenken kbnnen, wodurch eine Lyse der Zelle und
eventuell Entzindungs-Reaktionen verursacht wirden, ist die Aufrechterhaltung eines
bestimmten ATP-Levels in apoptotischen Zellen essentiell. Des Weiteren konnte ich den
pro-apoptotischen Effekt eines wahrend der Apoptose entstehenden Mcm3-Fragments
zeigen. Die Spaltung von Proteinen des pra-replikativen Komplexes erfullt demnach durch
Induktion eines Amplifikationsschritts im apoptotischen Prozess eine weitere wichtige
Funktion, die deutlich tuber die reine Inhibition der DNA-Replikation hinausgeht.
Mboglicherweise lost eine durch die Spaltung bewirkte Storung der DNA-Replikation den
DNA-Replikations-Kontrollpunkt aus und induziert dadurch ein die Apoptose

verstarkendes Signal.
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