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EINLEITUNG 3

1 EINLEITUNG

1.1 Apoptose

Fur die meisten Organismen hat der Zelltod einen |ebensrettenden Aspekt und ist mindestens
genauso wichtig wie Zdllteilung und Wachstum. Man unterscheidet zwei Formen von Zelltod:
Apoptose und Nekrose. Der Zdltod durch Apoptose kommt in dlen Vidzdlern vor und
erfullt physiologische Aufgaben. Es erfolgt eine Eliminierung einzelner Zellen, die (i) keine
Funktion haben, (ii) im UberschuR gebildet werden, (iii) sich falsch entwickeln (iv) bereits
ihre Lebensspanne beendet haben oder (v) schéadlich sind, und (vi) bei der Produktion von
toten Zelen fur spezifische Funktionen (z.B. Verhornung der Hautzellen und Zellen der
Linse) [Ellis et a., 1991a; Fesus et al., 1991]. Auf diese Weise kommt der Apoptose eine
wichtige Aufgabe wéahrend der Embryogenese bei dem Umbau von Organen durch die
Entfernung bestimmter Zellen (Morphogenese) und der Metamorphose [Wyllie et al., 1980]
zu. Erst spéter erkannte man, dal? sie auch im reifen Organismus beim Umsatz von normaem
Gewebe, bel der Atrophie hormonabhangiger Gewebe, bel der Aufrechterhatung eines
funktionierenden Immunsystems und der Tumorregression eine wichtige Funktion erfillt.
Waéhrend die Apoptose sowohl bel krankhaften as auch bei gesunden Organismen eine Rolle
spielen kann, ist die Nekrose immer pathologisch und die Folge von starken und akuten,
irreparablen Verletzungen. Hierzu zéhlen z.B. abrupte Anoxie, plotzliche Knappheit an
Nahrstoffen wie Glukose oder extreme physiochemikalische Verletzungen (Hitze,
Detergenzien, starke Basen etc.) [Hirsch et al., 1997].

Was bedeutet Apoptose ?

Die Grundlage dieser Erkenntnisse war die Beschreilbung einer morphologisch definierten
Form des Zdlltodes [Kerr e al., 1972], die die Autoren nach dem griechischen Wort fir
,herabfalen* in Anlehnung an den herbstlichen Laubabwurf ,, Apoptose” nannten. Dieser
Vorgang liel3 sich durch seinen geordneten Ablauf und die fehlenden entziindlichen
Umgebungsreaktionen von der nekrotischen Form des Zelunterganges unterscheiden.
Ultrastrukturelle Untersuchungen ergaben eine charakteristische Abfolge der Ereignisse
Schrumpfung des Chromatins entlang der nukledren Membran begleitet von Schrumpfung
der Zdlle und Entstehung von Protuberanzen an der Plasmamembran (sog. ,,membrane
blebbing“), spezifische internukleosomale Fragmentierung der DNA und schlieldich
Auflésung der Zdle in einzelne, membranumhillte Fragmente, die apoptotic bodies, mit
Phagozytose durch umgebende Makrophagen oder benachbarte Zellen [Kerr et al., 1994;
Majno und Joris, 1995]. Geringflgige Veranderungen in der Plasmamembran vollziehen sich
bereits bevor es zu ener Ruptur der Plasmamembran kommt. Die Exposition von
Phosphatidylserinresten auf der Zelloberflache (normalerweise an der zytosolischen Seite der
Plasmamembran) erlaubt die Erkennung und Eliminierung apoptotischer Zellen durch
Makrophagen oder benachbarte Zellen, bevor es zum Verlust der Membranintegritét mit
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anschlief3ender Freisetzung von Zdlinhalt in den Interzellularraum kommt und vermeidet
dadurch entziindliche Reaktionen [Savill, 1996]. Die Mitochondrien zeigen keine grof3eren
ultrastrukturelle Abnormaditéten im Zuge der Apoptose [Kerr e al., 1972; Wyllie et al.,
1980].

Im Gegensatz zur Apoptose kommt es bei der Nekrose zu keinem regelméldigen Abbau,
weder von DNA noch von Proteinen, aber infolge einer erhthten Permesbilitét der
Plasmamembran zu einer Schwellung des Zytoplasmas (Onkosis) und der mitochondriaen
Matrix, welche kurz vor dem Platzen der Zellmembran auftritt [Mehendale, 1994].

Der trotz unterschiedlicher Zellsysteme stereotype Ablauf der Apoptose, der die aktive
Beteiligung der Zelle zu erfordern erscheint, legte die Interpretation der Apoptose as ,, Suizid*
im Gegensatz zum passiven ,Unfalltod“ der Nekrose nahe. Ein weiterer wesentlicher
Unterschied zur Nekrose liegt in der bis zur letzten Phase erhaltenen Membranintegritét mit
intakter Funktion als Permeabilitétsschranke.

Die wichtigsten Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose hinsichtlich ihrer
Morphologie, Biochemie und Physiologie sind in Tabelle 1 zusammengefaly.

Apoptose Nekrose
Mor phologische Merkmale
¢ Intakte Membran e Verlust der Membranintegritét
e Zdlschrumpfung e Schwellung des Zytoplasmas (Onkose)

Schwellung der Mitochondrien
e Chromatinkondensation (Pyknose) e Auflockerung des Chromatins

e apoptotic bodies e Keine Veskeformation, komplette Lyse
e Erhat der Organellen o Zerstbrung der Zellstruktur (Organellen
schwellen und lysieren)

e Verlust des Kontaktes zu e Adhasion zwischen den Zellen und zur

Nachbarzellen/Basalmembran Basalmembran bleibt bestehen
Physikalische Merkmale

e Genau regulierter Prozef3 von e Verlust der Regulation der
Enzymfunktionen lonenhomoostase

e Energie(ATP)-abhangig e KeineEnergie erforderlich

¢ Internukleosomale DNA- o DNA-Fragmentierung an zufalliger Stelle
Fragmentierung (Karyolysis)

e Pralytische DNA-Fragmentierung e Postlytische DNA-Fragmentierung
(FrUhes Ereignis des Zelltodes) (Spétes Ereignis des Zelltodes)

Biochemische Merkmale
e Gezidte Eliminierung von einzelnen e Tod von Zellgruppen

Zdlen

e Zdltod durch physiologische Stimuli e Zelltod durch unphysiologische Einfliisse
induziert hervorgerufen

¢ Phagozytose durch Makrophagen e Freisetzung lysosomaler Enzyme mit
oder benachbarte Zellen ohne konsekutiver Leukotaxie und
Entziindungsreaktion Entziindungsreaktion

Tab. 1  Unterschiede zwischen Nekrose und Apoptose
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In der Literatur werden die Begriffe Apoptose und ,programmierter Zelltod”
(PCD=programmed cell death) oft synonym gebraucht. Die Bezeichnung PCD wird fur jede
Form des Zelltodes, der ein genetisches Programm durchluft, benutzt, unabhéngig vom
AuslOsersignal. Apoptose ist der ablaufende Prozeld an sich, der jederzeit durch externe
Stimuli eingeleitet werden kann, und bezieht sich in erster Linie auf die Morphologie der
sterbenden Zelle [Jacobson et al., 1997]. Die Natur der Stimuli ist dabei Zelltyp-abhéngig. In
der vorliegenden Arbeit werden beide Begriffe synonym gebraucht.

Wurde noch vor 10 Jahren der Apoptose wenig Beachtung geschenkt, so hat sich dies
gedndert, als sie mit verschiedenen Autoimmunkrankheiten, degenerativen Erkrankungen,
Krebs und der erworbenen Immunschwéchekrankheit AIDS in Verbindung gebracht wurde
[Carson und Ribeiro, 1993]. In diesem Zusammenhang sind auch in der Tiermedizin
inzwischen Krankheiten wie z.B. das Feline erworbene Immundefizienzsyndrom sowie die
Keratokonjunktivis sicca und ihre therapeutische Beeinflussung durch Immunsuppressiva
beschrieben [Gao et al., 1998; Mortola et al., 1998]. Man hat festgestellt, dal? die Baance
zwischen Proliferation und Apoptose bel diesen Krankheiten gestort ist und macht sich
heutzutage die Erkenntnisse auf diesem Gebiet zunutze, um Therapieformen zu entwickeln,
die auf die Behandlung der dysregulierten Apoptose abzielen.

Obwohl Uber die Apoptose sehr vidl geforscht wurde, stellen die bisher verdffentlichten
Arbeiten im weltesten Sinne nur Bruchstiicke dar, die noch zu enem Gesamtbild
zusammengef gt werden missen.

Einen grof3en Beitrag bei der Aufstellung eines theoretischen Grundgeriists, das fur den
apoptotischen Prozef3 auch in Vertebraten Allgemeingiltigkeit besitzt, haben Apoptosestudien
an dem Nematoden Caenorhabditis elegans geleistet. Genetische Analysen wahrend der
Entwicklung dieses Wurms machten es moglich, wichtige Ereignisse im Verlauf des
programmierten Zelltodes zu identifizieren. Man hat herausgefunden, dal? wahrend seiner
Embryogenese eine definierte Anzahl von 131 Zellen in Apoptose gehen [Ellis et al., 1991b].
Die Reproduzierbarkeit dieses programmierten Zelltodes genauso wie die mogliche
Vorhersage von Tellung und Differenzierung von Zdlen machen die starke molekulare
Kontrolle von Zelltod und Proliferation deutlich.

Inzwischen wurden drei Gene entdeckt, die entscheidend fir den geregelten Ablauf des
programmierten Zelltodes bei Caenorhabditis elegans sind. Hierzu zéhlen die Gene ced (cell
death gene)-3, ced-4 und ced-9. Ced-3 und ced-4 wirken pro- und ced-9 anti-apoptotisch
[Fesus, 1993].

Die zunéchst entdeckten ICE (Interleukin-18-converting enzyme)-ahnlichen Proteasen [Yang
und Korsmeyer, 1996; Alnemri, 1997] wurden spater in Caspasen umbenannt [Alnemri &
al., 1996]. Auch die bcl-2-Familie wurde, obwohl bereits im Zusammenhang mit dem
follikuléren Lymphom bekannt, auf diessm Weg dem apoptotischen Zelltod zugeordnet
[Cleary et al., 1986].
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1.2 Apoptose in Keratinozyten

Es gibt verschiedene Hautkrankheiten, wie Lichen ruber planus, systemischer Lupus
erythematodes (SLE), Alopecia areata und Psoriasis vulgaris, die ein gestértes Gleichgewicht
zwischen Apoptose und Zelwachstum aufweisen. In der Epidermis tritt Apoptose
histopathologisch in Form von sogenannten Civatte bodies, dark cells, sunburn cdls und
colloid bodies auf [Haake und Polakowska, 1993]. Die deskriptiven Begriffe wurden
benutzt, bevor man diese Erscheinungen mit der Apoptose in Verbindung bringen konnte.
Civatte bodies wurden eosinophile, basale Keratinozyten genannt, die ein geschrumpftes
Aussehen haben, welche charakteristisch fur Lichen ruber planus sind. Sonnenbrandzellen
sind meistens basale oder suprabasale Keratinozyten, die, verursacht durch UV-Licht,
apoptotisch sind. Colloid bodies, auch keratin bodies genannt, sind apoptotische, von der
Basamembran umgebene Zellfragmente, die aufgrund ihrer rigiden Membranstruktur nicht
phagozytiert werden konnten.

Ein basaler Keratinozyt braucht normalerweise ca. vier Wochen bis er die oberste Schicht der
Epidermis erreicht (s. Abb. 1). Die letzte Keratinozytenschicht, das Sratum corneum, wird
durch Schuppung abgetragen, so dal? standig neue Zellen nachkommen kénnen. Das Sratum
corneum besitzt keine Zellkerne mehr. Die Zellen verlieren auf ihrem Weg in die vorletzte
Schicht, im Sratum granulosum, ihre Zellkerne. Hierbe sind die Zdlen termina
ausdifferenziert. Lange Zet konnte man sich nicht einigen, ob Keratinozyten Apoptose
eingehen oder nicht. Gegenwaértig wird dlgemein angenommen, da3 die terminde
Differenzierung eine welterentwickelte, komplexere Form der Apoptose ist und die
Keratinozyten auf dem Weg der terminalen Differenzierung eine Form des programmierten
Z€lltodes durchlaufen. Dabel reguliert die Apoptose vergleichbar zu anderen Geweben die
Gewebehomoostase der sich entwickelnden und erneuernden Haut und wird hauptséchlich in
den basalen Hautschichten beobachtet. Dort tritt sSie auch infolge einer Zellschadigung auf. In
den obersten Schichten dagegen stirbt die Zelle, nachdem sie terminal ausdifferenziert ist und
bekommt dadurch schliefdich ihre eigentliche Barrierefunktion.

Die Zellen der Epidermis besitzen nur eine fir die Apoptose wenig typische Morphologie. Sie
bilden vie weniger apoptotic bodies, hochstwahrscheinlich deswegen, weil ihre
Membranstruktur durch die verhornte Proteinhtlle (cornified envelope) starrer ist [Raskin,
1997]. McCdl und Cohen konnten jedoch an priméren Mausekeratinozyten zeigen, dal3 die
ausgestol’enen Kerne bzw. die Zdlen im Sratum granulosum deutliche DNA-
Fragmentierungen zeigen, die im Sratum basale nicht zu detektieren sind [McCdl und
Cohen, 1991]. Nur in den basalen Keratinozyten der normalen humanen Epidermis, die eine
Art Stammzdllen darstellen, wird das anti-apoptotische Bcl-2-Protein exprimiert [Bianchi &
al., 1994]. Wahrend der terminalen Differenzierung geht die Bcl-2-Expression verloren, d.h.
die Zelle wird empfanglicher fur apoptotische Signale.

Ein weiterer Hinwels dafir, dal die terminae Differenzierung der Keratinozyten eine Art
Apoptose it ist die Expression und Aktivierung der Transglutaminase, welche Proteine zum
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cornified envelope vernetzt. Es konnte gezeigt werden, dal? alein die Uberexpression dieses
Enzyms die Zellen dazu veranlaly, eine apoptotische Morphologie zu zeigen [Fesus, 1993].

Stratum Abb. 1 Differenzierung von
comeum epidermalen Keratinozyten
Die Keratinozyten exprimieren bei ihrer
Wanderung von den basalen zu den
Stratum TG1 Loricrin oberflachlichen verhornenden Schichten
granulosum  |K1, K10 |Filaggrin der Haut verschiedene fiir das jeweilige
i | Involucrin Differenzierungsstadium typische Marker-
Stratum Cornifin proteine. Die Expression der Marker-
spinosum proteine ist dabei auf definierte Abschnitte
der Epidermis beschrankt.
i (TG1, Transglutaminase 1; K1, Keratin 1; K5,
Stratum : i K6, K14 entsprechende Keratine)
basdle K5, K14
Badmem-
bran

1.3 Signaltransduktion in der Apoptose

Der Untergang von Zellen unter physiologischen Bedingungen ist keine zuféllige Kette von
Ereignissen, sondern stellt einen geregelten Prozel? unter strikter molekularer Kontrolle dar.
Die Aktivierung der am ZdlItod beteiligten Mediatoren folgt einem festgel egten Programm und
es ist heute algemein anerkannt, dal3 dafir eine Kaskade von Genen exprimiert und eine
Reihe von katabolischen Enzymen aktiviert werden mussen, damit eine Zdle stirbt. Sowonhl
die Sendtivitét einer Zele gegenlber einem zelltodinduzierenden Stimulus as auch der
Ablauf des Zelltodprogrammes unterliegen einer komplexen genetischen Steuerung, die sich
im Laufe der Evolution in einer zell- und gewebetypischen Weise verandert hat. Diese
Steuerung erfolgt komplementér zum entgegengesetzten Prozef3 der Proliferation, wobei eine
Reihe von Genen an der Regulation beider VVorgange beteiligt sind.

Durch das immer stérker werdende Engagement in der Apoptoseforschung der letzten Jahre
wird der Versuch, ein einhetliches Bild Uber die Ausfihrung und Regulation von Apoptose
zu erstellen, nicht einfacher. Teil des Problems dabel ist, dal3 sehr viele unterschiedliche
Faktoren (z.B. Onkoproteine, Tumorsuppressorproteine, Wachstumsfaktoren, etc.) fahig
sind, Apoptose zu induzieren, die gleichen Faktoren jedoch Apoptose scheinbar auch
supprimieren kénnen.

Die Apoptose kann schematisch in die Initiationsphase, die Effektorphase und die
Exekutionsphase eingetellt werden [Kroemer et al., 1997]. In jeder dieser Phasen werden
ganz bestimmte Proteine aktiviert bzw. deaktiviert. Wird en bestimmter Punkt der
Signalweliterleitung innerhalb der Zelle Uberschritten, ist die Apoptose nicht mehr riickgangig
zu machen. Dieser Punkt liegt, obwohl bis zu einem gewissen Grad zelltypisch, meistens in
der Effektorphase. Innerhalb der unterschiedlichen Zdltypen ist die Initiationsphase, auch
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private pathway genannt, die variabelste Phase, gefolgt von der Effektorphase. Letztere [&uft
am Zédlltyp-unabhangigsten ab. Eine Rethe von Studien belegen, dald Ceramid in einer oder
mehreren Phasen der Apoptose e ne wichtige Funktion einnimmt.

Im Folgenden soll auf einige Molekile und Gene bzw. Genprodukte eingegangen werden,
die bel der molekularen Regulation der Apoptose eine zentrale Rolle spielen und im Rahmen
dieser Arbeit von Relevanz sind.

1.3.1 Todesrezeptoren

Vide zdluldre Antworten wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose werden durch
extrazelluldre Signde (Zytokine, Adhasionsmolekile, Umweltstress etc.) Uber spezielle
Z€lloberfléchenrezeptoren vermittelt.

Ein relativ gut beschriebener Signalweg ist der, der Uber das Tumornekrosefaktor (TNF)-
Rezeptor |/Fas-System eingeleitet wird [Nagata, 1997]. Fas-Rezeptor (Apo-1/CD95) und
TNF-Rezeptor | werden auch Todesrezeptoren genannt, weil sie einen direkten Zugang zur
Apoptose-Maschinerie (Caspasen-Kaskade) haben [Ashkenazi und Dixit, 1998]. Diese
Rezeptoren gehdren mit einigen weiteren Rezeptoren (auf die hier nicht eingegangen wird)
zur Tumornekrosefaktor-Superfamilie, die Uber ihre Cystein-reiche extrazelluldre Doméne
und die homologe zytoplasmatische Doméne, die auch ,Todesdomane® (death domain)
genannt wird, definiert werden [Fraser und Evan, 1996]. Sie heil% deswegen Todesdomane,
weil ihre Deletion zum Verlust der Induktion der Apoptose fihrt. Die oben genannten
Rezeptoren werden nach Aktivierung durch ihre homotrimeren Liganden TNFo bzw. Fas
Liganden oligomerisert und konnen so Adapterproteine an die Todesdoméne ihres
zytoplasmatischen Anteils binden. Die Adapterproteine binden u.a. Initiations-Caspasen und
bewirken dadurch deren Aktivierung und die Signalweiterleitung vom Rezeptor in die Zelle.
Die Bildung von Ceramid im sogenannten Sphingomyelin-Zyklus ist wahrscheinlich
stromabwarts der Adapterproteine und stromaufwérts der Effektor-Caspasen lokaisiert.
[Chinnaiyan et al., 1996]. Wahrend bei TNF-Rezeptor | die Betelligung von Ceramid as
Second Messenger in der Signalweiterleitung als gesichert gilt, wird diese bei Fas zunehmend
in Frage gestellt [Nagata, 1997; Sillence und Allan, 1997; Hsu et al., 1998]. Eine
schematische Ubersicht tiber die Signalwege wie sie im Rahmen der Apoptose Uber einen
Rezeptor verlaufen, ist am Beispiel des TNF-Rezeptorsin Abb. 5 dargestelit.

1.3.2 Bcl-2-Familie

Das bcl-2-Gen wurde als Onkogen 1985 durch genetische Analysen der chromosomaen
Translokation, die charakteristisch fur humane follikul&re Lymphome ist, entdeckt und ein
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Jahr spéter kloniert [Cleary et al., 1986]. Das Besondere an diesem Onkogen ist, dal3 seine
Fehiregulation nicht zu einem gesteigerten Zellwachstum fihrt, sondern den Zeltod
unterdriickt und somit das Uberleben der Zele fordert [Yang und Korsmeyer, 1996].
Innerhalb der Zelle ist Bcl-2 an der zytosolischen Seite der auf3eren mitochondriaen
Membran, am endoplasmatischen Retikulum und an der Kernmembran lokalisiert.
Wahrscheinlich ist esfir die Membranintegritét durch Modulation des Ein- und Austritts von
kleinen Molekilen und Proteinen verantwortlich [Yang und Korsmeyer, 1996]. Spéter
wurden viele Gene bzw. Proteine gefunden, die groRe Ahnlichkeiten zu Bcl-2 zeigen. Man
fad¥e de ads Bcl-2-Familie zusammen. Die einzelnen Mitglieder, die man bisher in
Saugetieren und in C. elegans identifiziert hat, sind in Tabelle 2 aufgelistet [Newton und
Strasser, 1998]. Die strukturelle Gemeinsamkeit besteht darin, dal3 alle Mitglieder mindestens
eine der vier konservierten Motive, die unter dem Namen Bcl-2 Homologie-Domane (BH1,
BH2, BH3 und BH4) bekannt sind, besitzen. Im Zusammenhang mit der Apoptose werden
die Proteine in zwel Untergruppen eingeteilt. Eine Gruppe férdert die Apoptose, die andere
wirkt dieser entgegen. Allgemein kann man sagen, dal3 die anti-apoptotisch wirkenden
Proteine mindestens die BH1 und BH2 Doméne besitzen. Die BH3 Doméne ist unerlalich
fur die Funktion der pro-apoptotischen Proteine. Die Proteine der Bcl-2-Familie gehen
bevorzugt Dimere ein, deren Bildung Uber die Doméanen BH1-BH3 geschieht [Kroemer,
1997]. Es konnen sowohl Homo- als auch Heterodimere untereinander gebildet werden,
wobel die Gewichtung auf Letzteren liegt und die Art der Dimerbildung tber ihre letztendliche
Funktion entscheidet. Ein favorisertes Modell, das die Funktion der Heterodimere
voraussagt, ist das Gleichgewichts-(Rheostat)-Modell [Y ang und Korsmeyer, 1996]. Hierbei
ist das Verhdtnis von Apoptose-Promotoren und -Inhibitoren in einer Zdlinie entscheidend
fUr die Art der Umsetzung des an die Zelle kommenden Signals. Liegen in der gegebenen
Zelle zum Beispiel mehr Bcl-2-Proteine (anti-apoptotisch) als Bax-Proteine (pro-apoptotisch)
vor, so werden Heterodimere zwischen Bcl-2 und Bax gebildet und der Zelltod wird
unterdruickt. Umgekehrt, wenn mehr Bax vorhanden ist, werden Bax Homodimere gebildet,
die die Zelle fur apoptotische Stimuli empfanglich machen [Gajewski und Thompson, 1996].
Ein weiteres Model| besagt, dal? Bcl-2/Bcl-x, Heterodimere Apoptose inhibieren, well sie die
Assoziation von Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) mit Procaspase-9 oder
Procaspase-3, Cytochrom C und ATP verhindern und so die Aktivierung der jeweiligen
Procaspase blockieren [Zou et al., 1997]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dal3 in
Gegenwart von Bcl-2 kein Cytochrom C aus den Mitochondrien freigesetzt wird [Kluck e
a., 1997; Yang & al., 1997]. Diesess Modell wurde aufgestellt, nachdem kirzlich die
dreidimensionale Struktur von Bcl-x, aufgeklart wurde [Minn et al., 1997]. Die Struktur
besitzt groRe Ahnlichkeit zu bakteriellen Toxinen wie Diphterietoxin und Colicin, die
bekanntermal3en Poren in Membranen formen konnen. Tats&chlich konnte in in vitro
Experimenten die Fahigkeit von Bcl-2, Bcl-x, und Bax Poren in atifizielen Lipid-
Doppelschichten zu bilden, gezeigt werden [Minn et al., 1997; Schendel et al., 1997]. Es
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wird oft beschrieben, dal3 es wahrend der Apoptose zum Abfal der mitochondrialen
Membranspannung kommt und dal3 dadurch die &uf¥ere Mitochondrienmembran porés und
durchlassig fur Proteine wird [Petit et a., 1996; Kroemer et al., 1997]. Daraus folgernd kann
man sagen, dald Bcl-2 wahrscheinlich as eine Art Kanal/Pore den Ein- und Ausstrom von
lonen oder kleinen Molekilen so reguliert, dald die Integritdt der auf3eren
Mitochondrienmembran erhalten bleibt und Cytochrom C nicht austreten kann [Yang et al.,
1997]. Ein weiterer Regulationsmechanismus fur die Proteine der Bcl-2-Familie ist die
posttrandationale Modifikation wie Phosphorylierung, die fir Bcl-2 und Bad bekannt ist,
aber nur fir Bad gut beschrieben ist [Gajewski und Thompson, 1996].

Bcl-2 kann die Zelle vor dem Zelltod schiitzen, der durch unterschiedliche Stimuli wie TNFe,
ROS (reactive oxygen species), y-/UV-Strahlung, Hitzeschock, p53, c-myc, Calcium und
Chemotherapeutika induziert wird. Die Frage bleibt zu beantworten, welcher der gemeinsame
Nenner dieser unterschiedlichen Signale ist. Fir viele der aufgezahlten Stimuli ist bekannt,
dal3 sie den Sphingomyelin-Zyklus aktivieren. In einigen Studien konnte weiterhin gezeigt
werden, dal3 der Uber Ceramid-vermittelte Zelltod durch Bcl-2 blockiert wird [Zhang et al .,
1996; Wieder et al., 1997]. Die Bildung bzw. Akkumulation von Ceramid wird dabei nicht
verhindert, d.h. Bcl-2 fungiert in der Signalkaskade unterhalb von Ceramid.

Tab.2 Bcl-2 Familie (in Saugetieren u. C. elegans)

Pro-apoptotisch Anti-apoptotisch
Bax Bcl-2

Bak Bel-x,

Bad Bcl-w

Bcl-Xs Mcl-1

Bid Al

Bik

Harakiri

Ced-3 (C. elegans) Ced-9 (C. elegans)

1.3.3 Caspasen

Caspasen sind Cystein-Proteasen, da sie einen Cystein-Rest in ihrem aktiven Zentrum
enthalten, und schneiden spezifisch hinter einem Aspartat-Rest. So steht ,C-“ im Namen
Cagpase fur eine Cystein-Protease, ,,-asp” weist auf die Spaltung nach einem Aspartat-Rest
hin, und ,-ase” beschreibt die Enzymfunktion [Alnemri et al., 1996]. Caspasen sind auch
unter dem Namen | CE-&hnliche Proteasen bekannt [Miller et al., 1997]. Mittlerweile gibt es
mindestens 13 verschiedene Mitglieder, die je nach dem Zeitpunkt ihrer Erstbeschreibung
durchnumeriert wurden. Entdeckt wurden diese Proteasen aufgrund von Homol ogiestudien
zu ced-3, der Protease, die in C. elegans eine wichtige Rolle spielt. Die erste Protease, die
entdeckt wurde, ist das Interleukin 13-konvertierende Enzym, das Prointerleukin 18 in seine
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aktive Form spaltet. Deswegen wird es Caspase-1 genannt [Thornberry und Lazebnik,
1998]. Sie spielt jedoch bel der Apoptose nur eine untergeordnete Rolle.

Alle Caspasen haben eine groRe Ahnlichkeit in der Aminosiuresequenz, Struktur und
Substratspezifitdt [ Cohen, 1997]. Sie werden a's Proenzyme (30 bis 50 kDa) gebildet, die die
drei Doménen N-terminale Prodoméne, kleine (10 kDa) und grof3e (20 kDa) Untereinheit
besitzen. Wahrend ihrer Aktivierung wird die Prodoméne entfernt und zwischen der kleinen
und grof3en Untereinheit geschnitten [Nicholson und Thornberry, 1997]. Diese lagern sich
dann aneinander und bilden ein Heterodimer, wobei darauffolgend zwei Heterodimere ein
Tetramer formen. Man unterscheidet zwischen Initiator- und Effektor-Caspasen. Initiator-
Caspasen sind nach Anlagerung an die Todesdoméne eines Rezeptors mit Hilfe von
Adapterproteinen in der Lage, sich selbst zu spalten. Die autokatalytisch aktivierten Caspasen
spalten im weiteren Verlauf des apoptotischen Prozesses die Effektor-Caspasen in ihre aktive
Form. Die wichtigsten Effektor-Caspasen sind die Caspasen 3, 6 und 7.

1.3.3.1 Substrate der Caspasen

Im Verlauf der Apoptose werden verschiedene Proteine gespalten, die dazu beitragen, dal3 die
sterbende Zele die typische apoptotische Morphologie zeigt. Das Zytoskeett wird
reorganisiert, die DNA-Replikation und die Reparatur falt aus, die nukledre Struktur wird
zerstort, RNA-Spleiffen wird unterbrochen und die Zdle wird schliefdich fur Phagozyten
markiert. Von den unzéhligen Substraten werden unten nur enige wichtige erwahnt. Alle
bekannten Substrate kdnnen jedoch das Auflosen der Zellen nicht gut erkléren.

Ein wichtiges Substrat fir die Caspasen ist der Inhibitor der Caspasen-aktivierten-
Desoxyribonuklease (ICAD) [Sakahira et al., 1998], der nach seiner Spaltung durch
Caspase-3 die Caspasen-aktivierte-Desoxyribonuklease (CAD) [Enari et al., 1998] freisetzt.
CAD schneidet die DNA internukleosomal in 200 bp-Fragmente. Der ICAD/CAD-Komplex
ist zytosolisch lokalisiert und wurde bisher aus Mauszdlen isoliert. ICAD besitzt eine grofe
Homologie zu dem humanen Protein DFF (DNA fragmentation factor), der aus zwel
Untereinheiten besteht (45 und 40 kDa), wobei die 45 kDa-Untereinheit [Liu et al., 1997]
eine Caspase-3-spezifische Spaltsequenz besitzt und nach seiner Spaltung zur Aktivierung der
Endonuklease (40 kDa-Untereinheit) fuhrt [Wyllie, 1998]. Der genaue Mechanismus ist hier
noch nicht vollsténdig geklart.

Bcl-2-Proteine sind ebenfalls Substrate fir Caspasen. Durch Spaltung verlieren sie nicht nur
ihre anti-apoptotische Funktion, sondern férdern sogar die Apoptose durch ihr Spaltprodukt
[Thornberry und Lazebnik, 1998]. Eines der typischen Merkmale der Apoptose ist die
Auflésung des Kerns und die Chromatinkondensation. Letzteres wird durch die Spaltung von
Lamin erreicht, das einerigide Polymerstruktur unterhalb der nuklegren Membran bildet und
fUr die Chromatinorganisation verantwortlich ist.
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Ein gut beschriebenes Substrat ist die Poly(ADP)ribose-Polymerase (PARP), die in DNA-
Reparaturprozesse involviert ist [Cohen, 1997] und wdahrend der Apoptose von der
Caspase-3 gespalten wird. Die Detektion des Spaltproduktes Uber Westernblot wird oft
angewandt, um Apoptose nachzuweisen. Weiterhin werden mehrere Proteine gespalten, die
das Zytoskelett regulieren. Dazu gehoren die Proteine Gelsolin (reguliert die Aktinfilamente)
[Kothakota et al., 1997], focal adhesion kinase (FAK; veranlaldt die Zelle, sich von ihrer
Umgebung zu |8sen) und p21-activated-kinase (PAK?2).

1.3.4 p53

p53, oft als ,, Wéchter des Genoms* bezeichnet, wird nach Schadigung der DNA, aber auch
durch andere Noxen, die nicht zwangsaufig DNA-Sch&den zur Folge haben, aktiviert. Es
sind zwe zeluld&re Antworten infolge der Aktivierung von p53  beschrieben:
1. Zellzyklusstop, 2. Apoptose.

Bel DNA-Schaden fungiert p53 als Kontrollpunkt und [6st einen Zdlzyklusstop in der G1-
Phase aus, damit Reparaturmechanismen eingreifen konnen. Ist der Schaden zu grof3, geht
die Zelle unweigerlich in die Apoptose. Wahrend viele gesicherte Hinweise dafiir sprechen,
dal3 der Wachstumsstop durch p53 tber die Induktion einer Cyklin-abhangigen Proteinkinase
ablauft, ist der Mechanismus, der die Apoptose enleitet, weitgehend unklar, zuma p53
scheinbar an der Induktion von einigen, aber nicht alen Formen von Apoptose betelligt ist.
Einige Befunde deuten darauf hin, dal3 p53 als Tanskriptionsfaktor weitere Apoptose-
assoziierte Gene und Proteine wie z.B. das anti-gpoptotische bcl-2 und seinen Antagonisten
bax [Miyashita et al., 1994] sowie das Oberflachenprotein Fas [Owen-Schaub et al., 1995]
reguliert.

p53 wird als Tumor-Suppressor-Gen bereits in der Gentherapie, bel der Induktion von
Apoptose in Tumoren eingesetzt [Merkle et a., 1998; Badie et al., 1999].

1.3.5 c-myc

c-myc gehdrt zu einer Familie von Proto-Onkogenen, die DNA-bindende Proteine mit bHLH-
LZip (basic-helix-loop-helix and leucin zipper)-Motiv kodieren. Die Daten der letzten Jahre
Uber c-myc sind genauso widersprichlich wie seine Wirkung. IThm wird sowohl eine Rolle in
der Proliferation als auch bel der Apoptose zugeschrieben. Ein Grund dafir ist wohl, dal3 es
in Verbindung mit seinem Partner Max a's Heterodimer den eigentlichen Transkriptionsfaktor
bildet und in dieser Form sowohl aktivierend als auch reprimierend auf Promotoren diverser
Gene wirken kann. Auch die Wechselwirkungen mit weiteren Proteinen wie dem die
Transkription initiierenden Faktor TFII-1, p53 und dem bel der zellularen Transformation
erhohten Enzym Ornithindecarboxylase (ODC) vergrof3ern die Vidfdt der mdglichen
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Wirkungsmechanismen von c-Myc. Zwei der heute favorisierten Wirkungsmechanismen sind
in Abb. 2 a) + b) dargestellt [Ryan und Birnie, 1996].

b
3 +G/S )
Myc < » Myc| | Max Myc|| Max
-GIS
Apoptotische ODC etc. ODC etc.
Gene
; ¢ +? \:53
Apoptose Zellwachstum Apoptose Zellwachstum

Abb. 2 Médogliche Mechanismen der Myc-induzierten Apoptose

(a) Signalweg, der zwei Gruppen von Myc-regulierten Genen einbezieht; eine Gruppe reguliert das
Zellwachstum und die andere reguliert die Apoptose. (b) Signalweg, der eine Gruppe Myc-
regulierter Gene ansteuert, in der die Entscheidung Uber Zellwachstum oder Apoptose durch p53
vermittelt wird. G/S: growth-/survival-factors; X: unbekanntes Protein; ODC: Ornithindecarboxylase.

In den neuesten Arbeiten wird beschrieben, dald be Entzug von Wachstumsfaktoren in
Fibroblasten c-Myc die Zdle fir die Fas-vermittelte Apoptose sensibilisiert [Hueber et al.,
1997].

Bezlglich des Ceramids konnte gezeigt werden, dal3 Ceramid Uber die Ceramid-aktivierbare
Proteinphosphatase zur Suppression des c-myc-Gens und so zur Zellwachstumshemmung
fuhrt [Wolff et al., 1994].

1.3.6 Ceramid-vermittelter Signalweg

Dem Wirkungsmechanismus und der Biosynthese von Ceramid wurde erst neuerdings grof3e
Aufmerksamkeit entgegengebracht als seine Rolle als Effektormolekdl in der Apoptose immer
deutlicher wurde. Der Ceramid-vermittelte Signalweg ist deswegen ein reativ junges
Forschungsfeld.

In der Zelle entstent Ceramid (N-Acylsphingosin) entweder Uber die de novo-Biosynthese
oder Uber die Hydrolyse des Sphingolipids Sphingomyelin. Sphingomyelin befindet sich in
der eukaryotischen Zdlmembran und macht ca. 2-5 % der Membranlipide aus. Dal3
Sphingomydlin nicht nur ein Strukturbestandteil der Membran ist, sondern in enen
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neuartigen Signaltransduktionsmechanismus involviert ist, wurde angenommen, as 1986 die
Arbeitsgruppe von Hannun zeigte, dal3 Sphingolipide die Proteinkinase C (PKC) hemmen
konnen [Hannun et a., 1986]. Intensive Forschung auf dem Gebiet fuhrten zum Modell des
sogenannten Sphingomyelin-Zyklus (s. Abb. 3): Agonisten wie z. B. 1¢,25-(OH),D,,
TNFa, |FNy aktivieren eine Sphingomyelinase, die in der Lage ist, Sphingomyelin an der
Phosphocholinkopfgruppe zu hydrolysieren und somit Ceramid freizusetzen. Ceramid
moduliert die Aktivitét von spezifischen Proteasen und Phosphatasen, die schliefdich die
typische biologische Antwort einer Zelle bestimmen. Zu diesen gehtren die Hemmung des
Zellwachstums, Forderung der Zelldifferenzierung, Apoptose und Zeldterung [Venable et
a., 1995]. Die Bedeutung von Ceramid in diesem Sphingomyelin-Zyklus as Second
Messenger [Hannun, 1994; Hannun und Obeid, 1995] und AuslOser der zelluldren Antwort
(Proliferationshemmung, Induktion der Differenzierung, Apoptose), gilt aufgrund vieler
Untersuchungen mit Hilfe strukturell verwandter Molekile, wie Dihydroceramid (C,-
Dihydroceramid) und den zelpermeablen Ceramid-Anadoga N-Acetylsphingosin
(C,-Ceramid) und N-Hexanoylsphingosin (C,-Ceramid), als gesichert [Bielawska et al.,
1993]. Bis auf das Dihydroceramid, das sich vom Ceramid durch das Fehlen der trans-
Doppelbindung zwischen den C-Atomen 4 und 5 unterscheidet (s. Abb. 4) und deswegen
biologisch inaktiv ist, bewirken diese exogen zugegebenen Ceramide vergleichbare Effekte
wie das Uber die Agonisten-stimulierte Sphingomyelin-Hydrolyse entstandene Ceramid.

Eine schematische Ubersicht tiber die molekulare Grundlage des Sphingomyelin-Zyklus und
die Strukturformel von Sphingomyelin, endogenem Ceramid sowie den in den Versuchen
verwendeten Ceramid-Analoga C,-Ceramid und C,-Dihydroceramid geben die Abb. 3 + 4
wieder.

L -
v An/dere Signale
I i Plasmamembran

-~

I (Sphingomyeinass)

/ \ »Phosphocholin

Sphingomyelin Ceramid

Phosphatidylcholin
DAG

e Hemmung der Proliferation
 Induktion der Apoptose
* Induktion der Differenzierung
Abb. 3 Der Sphingomyelin-Zyklus
L, Ligand; R, Rezeptor; DAG, Diacylglycerol.
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Abb. 4 Natirliche und synthetische Sphingolipide

Bisher wurden als direkte Angriffsziele von Ceramid folgende Mol ekile identifiziert:

a) Die Ceramid-aktivierte Proteinphosphatase (CAPP), erstmalig beschrieben von der
Arbeitsgruppe um Hannun [Dobrowsky und Hannun, 1992], gehtrt zur Familie der
Serin/Threonin-Proteinphosphatase 2A (PP2A). Sie wird spezifisch von Ceramid stimuliert.
Andere Sphingolipid-Abkdmmlinge bewirken keine Veranderung der Enzymaktivitét
[Dobrowsky et al., 1993]. Die CAPP ist meistens in die biologische Antwort, die zur
Hemmung des Zellwachstums und zur Apoptose fihrt, involviert. Die Hemmung des
Zellwachstums geschieht Uber die Suppression des c-myc-Gens [Wolff et a., 1994].

b) Die Ceramid-aktivierte Proteinkinase (CAPK) gehtrt zu den Prolin-gerichteten
Serin/Threonin-Proteinkinasen. Sie ist en strikt membrangebundenens 97-kDa Protein [Liu
et a., 1994] und unterscheidet sich dadurch von den MAP-Kinasen, die eine &hnliche
Konsensussequenz haben, aber zytosolisch lokalisert sind [Davis, 1993]. Kiurzlich
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vertffentlichten Untersuchungen zufolge ist CAPK, Kinase-Suppressor von Ras
(KSR=kinase suppressor of Ras) [Zhang et al., 1997]. Gut beschrieben ist ihre Aktivierung
durch TNFa, IL-18, bakteridle Sphingomyelinasen und durch Ceramid-Analoga. Der von
CAPK genutzte Signalweg fuhrt Gber TNFa zu Proliferation und Entziindung.

c) Die Phospholipase D wird durch Ceramid gehemmt [Jones und Murray, 1995]. Es wird
angenommen, dald PLD wichtig fir den Vesikeltransport ist [Nickel und Wieland, 1997]. Es
ist auch bekannt, dal3 Ceramid den Vesketransport unterbindet [Hannun, 1997] und
maoglicherwel se dies unter anderem Uber die Hemmung der PLD geschieht. In HaCaT-Zellen
wurde gezeigt, dal? die Ceramid-induzierte Apoptose mit einer erniedrigten Phospholipase D-
Aktivitét einhergeht [Iwasaki-Bessho et a., 1998].

d) Auch die Proteinkinasen C werden von Ceramid moduliert. Proteinkinase C¢ (zeta) wird
durch Ceramid zur Autophosphorylierung stimuliert [Muller et al., 1995]. Im weiteren
Verlauf fiihrt PKC¢ zur Aktivierung von NF-xB, wobel der genaue Ablauf der Reaktion noch
unbekannt ist. Proteinkinase o, 5 und e werden von Ceramid von der Membran zum Zytosol
trandoziert und dadurch inaktiviert. Diese Inaktivierung ist wichtig fir die Einleitung der
Apoptose durch Ceramid. Bel Hemmung dieser Trandokation wird die Apoptose blockiert
[Sawai et al., 1997]. Die Trandokation von PKC korreliert ebenfalls mit einer Zunahme der
Differenzierung von humanen Keratinozyten [Jones und Sharpe, 1994].

Weitere indirekte Ziedmolekile von Ceramid sind das Retinoblastom-Genprodukt (Rb),
c-Myc und NF-«xB [Ballou et al., 1996].

In Abb. 5 wird die Einbindung des Sphingomyelin-Zyklus (SM-Zyklus), einige der bisher
besprochenen sowie anderer wichtiger Molekile in die Signaltransduktionskette der Apoptose
schematisch dargestellt.
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Abb. 5 Médoglicher Mechanismus fur Stress- und Rezeptor-induzierte
Apoptose via Sphingomyelin-Zyklus

Der Abbau von Sphingomyelin wird von neutralen und sauren Sphingomyelinasen (SMase)
katalysiert. Dabei miinden sowohl Umweltstress als auch TNF-/Fas-Rezeptoren in den SM-Zyklus als
stromabwarts liegendes Effektorsystem. Wahrend die Aktivierung der neutralen SMase (N-SMase)
Uber die Ceramid-aktivierbare Proteinkinase (CAPK) zur Aktivierung der ERK (extracellular signal-
regulated kinase)-Kaskade und zu proinflammatorischen zellularen Antwort fiihrt, ist die Aktivierung
der sauren SMase (A-SMase) mit der Aktivierung der JNK/SAPK (c-Jun-NH,-terminale
Kinasen/Stress-aktivierte Proteinkinasen) mit sich anschlie@ender Apoptose gekoppelt. ERK- und
JNK/SAPK-Kaskade stehen in Konkurrenz miteinander und inhibieren sich gegenseitig.
Umweltstress aktiviert die A-SMase direkt liber die Plasmamembran. Im Gegensatz dazu aktiviert das
vom Rezeptor ausgehende Signal sowohl die A-SMase (ber seine Todesdomane (TD) bzw. die
daran gebundenen Adapterproteine (AP), als auch die N-SMase Uber eine weitere proximal
gelegene Rezeptorregion. Der Rezeptor ist Uber die Anlagerung von Initiator-Caspasen in der
Lage, die Apoptose-Maschinerie direkt in Gang zu setzen. Bcl-2 ist einer der anti-apoptotischen
Protagonisten, der die durch Cytochrom C (Cyt C) und apoptosis-inducing-factor (AlF)-Freisetzung
aus den Mitochondrien ausgeléste Apoptose verhindern kann. Die Aktivierung der Effektor-
Caspasen ist irreversibel und fuhrt schlieZlich zur Spaltung von Proteinen und DNA.
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1.3.6.1 Regulation des intrazellularen Ceramidpools

Der Sphingomyelin-Zyklus wird Uber extrazeluléare Signamolekile angeschaltet und fuhrt
Uber bisher weitgehend unbekannte Wege zur Aktivierung von Sphingomyelinasen, die die
Phosphodiesterbindung des Sphingomyelins spaten und Ceramid und Phosphocholin
freisetzen [Liu et al., 1997]. Sie werden nach ihrem pH-Optimum in 2 Klassen von
| soformen eingetellt:

1. saure Sphingomyelinasen (A-SMase): pH-Optimum = 4,5-5

2. neutrale Sphingomyelinasen (N-SMase): pH-Optimum = 7,4

In Abhangigkeit von der Zdlinie und dem extrazelluldren Stimulus, lassen sich diese beiden
Klassen unterschiedlichen Signalwegen mit unterschiedlichen zellul&ren Antworten zuordnen.
Die saure Sphingomyelinase scheint jedoch fir die Erhdhung des endogenen Ceramidspiegels
in Verbindung mit Apoptose als zellulare Antwort entscheidend zu sein.

Dies belegen zwel genetische Moddle mit einer A-SMase-Defizienz. Lymphoblasten von
Patienten mit Niemann-Pick’scher Krankheit (NPD), einer vererbten A-SMase-Defizienz,
und von transgenen A-SMase-knock-out Mausen manifestieren eine defekte apoptotische
zdlul&re Antwort. Im Gegensatz zu normaen Lymphoblasten waren NPD-Lymphoblasten
nicht in der Lage nach Stimulation mit y-Strahlung Ceramid zu bilden und in Apoptose zu
gehen [Santana et al., 1996].

Weltere bekannte Wege, die zu einer Erhdhung des intrazelluldren Ceramidspiegels fuhren,
sind die verminderte Sphingomyelin-Synthese, der verminderte Ceramid-Abbau und die
erhohte Ceramid-de novo-Synthese.

1.3.6.2 Rolle von Ceramid in der Haut

In der Epidermis kommt Ceramid in grof3en Mengen im Extrazellularraum vor. Natirliches
Ceramid ist hydrophob, so dal3 seine Rolle in der Haut darin besteht, Feuchtigkeit
zurtickzuhalten und die Permeabilitétsbarriere aufrechtzuerhalten, was wichtig fir den Schutz
gegenuiber der AulBenwelt ist. HierfUr sprechen auch Untersuchungen von Holleran und
Mitarbeitern, die zeigten, dald3 die Aktivitét des Schliisselenzyms der Sphingolipid-
Biosynthese, die Serin-Pamitoyltransferase in der Epidermis viel hoher ist als in anderen
Geweben [Holleran et al., 1991a]. Nach Storung der epidermalen Permesbilitétsbarriere
steigt die Synthese der Sphingolipide [Holleran et al., 1991b]. Ceramid ist in mehreren
Schichten zwischen den Korneozyten eingelagert. Auf dem Weg der terminden
Differenzierung wird Ceramid in Massen produziert und in den Odland bodies
(Keratinosomen) nach auf3en abgegeben. Seit der Beschreibung des Sphingomyelin-Zyklus,
in dem Ceramid ein Second Messenger ist, wird die Rolle des Ceramids in der Epidermis
neben der Permesabilitétsbarriere auch als Signalmolekl, das Einfluf auf Proliferations- und
Differenzierungsvorgénge hat, in Betracht gezogen. Es wurde bereits in RPMI-Medium
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gezeigt, dal3 sowohl N-Acetylsphingosin a's auch langkettiges exogen zugegebenes Ceramid
das Zelwachstum von humanen Keratinozyten hemmt, deren Differenzierung fordert und
Apoptose ausl0sen kann [Gellen et al., 1996; Pillai et a., 1996; Bektas et a ., 1998].

1.3.7 Der Transkriptionsfaktor AP-1

Extrazellulére Signale in Form von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (z.B. EGF, TNFw)
binden an ihre spezifischen Rezeptoren der Zeloberflache und setzen dadurch ene
koordinierte Kaskade der Signalweiterleitung in den Zellkern in Gang. In dieser Kaskade
dienen Transkriptionsfaktoren als terminale Empféanger und regulieren durch Modulation der
Genexpression komplexe biologische Antworten.

AP-1 (Aktivatorprotein-1) ist ein kollektiver Terminus fur dimerische Transkriptionsfaktoren,
die sich aus Jun-, Fos- oder ATF (activating transcription factor)-Proteinen zusammensetzen.
Diese Untereinheiten binden an eine gemeinsame, spezifische DNA-Sequenz, die AP-1-
Bindungsstelle.

Der Transkriptionsfaktor AP-1 wurde urspringlich in Kernextrakten von HelaZellen
identifiziert, wo er an eine spezifische DNA-Erkennungssequenz in der Promotorregion des
humanen Metallothioneingens 11, bindet. Kurz danach wurde herausgefunden, dald auch
verschiedene andere virale und zdlul&re Gene (z.B. humane Kollagenase, MTlla, SV40,
Stromeolysin, Interleukin-2 und Polyoma) diese Erkennungssequenz haben. Die genannten
Gene werden durch Phorbolester wie TPA-(12-O-teradecanoylphorbol-13-acetat) aktiviert
und deswegen wird die spezifische Erkennungssequenz in ihrer Promotorregion auch as
TRE (TPA response element) bezeichnet [Angd et a., 1987]. Zur Vereinfachung wird aber
im Folgenden angtelle von TRE die Bezeichnung AP-1-Bindungsstelle (AP-1-BS)
verwendet. Der Vegleich von verschiedenen AP-1-BS fihrte zur Ableitung einer
palindromischen Konsensussequenz, die durch AP-1 erkannt wird: 5-TGA G/C TCA-3
[Angel et a., 1987].

Aus den AP-1-Prgparationen der Kernextrakte isolierte man mehrere verschiedene
Polypeptide, die sich als Genprodukte den Proto-Onkogenfamilien jun und fos zuordnen
lassen. Die Mitglieder der einzelnen Familien, die man bisher in Zelen von Sdugetieren
identifiziert hat, sind in Tabelle 3 aufgelistet [Ross et al., 1998].
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Tab. 3 Mitglieder der jun- und fos-Familie (Saugetiere)

jun-Familie fos-Familie
c-jun c-fos
JjunB fosB
junD fra-1
fra-2

Abgesehen von TPA, kann AP-1 als Antwort auf eine Rethe von Stimuli wie z.B.
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Tumorpromotoren, Karzinogenen, gesteigerter Expression
von anderen Onkogenen, aber auch durch Stress aktiviert werden und die Genexpression von
AP-1-abhéngigen Genen verandern.

Die Dimerbildung von AP-1 ist die Voraussetzung fur das Binden an die AP-1-BS und die
Aktivierung von Genen (c-Fos alleine kann nicht binden und 10st deshalb keine Transkription
aus). Dabel konnen Jun-Proteine sowohl Homodimere als auch Heterodimere bilden
(z.B. c-dun : c-Fos), wéhrend Fos-Proteine nur Heterodimere bilden, dabei aber mit jedem
beliebigen Jun-Protein dimeriseren konnen. Inzwischen konnte gezeigt werden, dali3
Heterodimere aufgrund ihrer hoheren Thermostabilitét eine grofere AP-1-Aktivitét haben as
Homodimere [Smeal et al., 1989]. Gleichzetig ist die AP-1-Aktivitét, d.h. die Fahigket die
basadle Transkriptionsmaschinerie zu transaktivieren, bei der Vidfdt der mdglichen
K ombinationen an Heterodimeren, zumindest in vitro, z.T. sehr unterschiedlich [Ryseck und
Bravo, 1991].

Die Dimeriserung zwischen Jun- und Fos-Proteinen erfolgt hauptsichlich in den
sogenannten ,, L eucin-Zipper”-Regionen (Kouzarides T.,1988). Der ,Leucin-Zipper* ist ein
strukturelles Motiv, das eine ausgedehnte o-Helix bildet, in der jede 7. Aminosdure en
Leucin oder eine andere hydrophobe Aminosiure ist. Diese Anordnung bewirkt die
Dimerbildung in Form von ,coiled-coils*. Daneben kénnen noch weitere hydrophobe
L eucinreste und Sal zbriicken zusétzlich Dimere stabilisieren [Zerial et al., 1989].

Neben der ,Leucin-Zipper‘-Region haben ale Fos- und Jun-Proteine ene weitere
hochkonservierte Region: die ,basische Region“. Sie befindet sich stromaufwérts der
»Leucin-Zipper“-Region, ist gekennzeichnet durch ene grof3e Anh&ufung von positiv
geladenen Resten und entscheidend fir die Bindung an die AP-1-BS [V ogt und Bos, 1990].
Die beiden beschriebenen Regionen bzw. Doménen fihrten zu der Bezeichnung
bZIP (basische Leucin-Zipper-Proteine) -Proteine.

Fur die Transaktivierungsaktivitét von AP-1 ist die Transaktivierungsdoméne as dritte
hochkonservierte Region zustandig. Bei c-Jun liegt sie in der N-terminalen Hélfte und besteht
aus drei kurzen Regionen, die aus Gruppen von negativ geladenen Aminosduren
zusammengesetzt sind [Angel e al., 1989]. Bel Fos-Proteinen wurde ebenfalls ene
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Transaktivierungsdoméne nachgewiesen; sie ist alerdings noch nicht néher charakterisiert
bzw. kartiert.

1.3.7.1 Regulationsmechanismen der AP-1-Aktivitat

Es sind mehrere M echanismen beschrieben, die die AP-1-Aktivitét regulieren:

1. Unterschiedliche Transkription von jun- und fos-Genen

Je nach Art des Stimulus werden die einzelnen Mitglieder der Jun- und Fos-Familie mehr
oder weniger exprimiert und betelligen sich somit in unterschiedlichem Ausmald an der
Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors AP-1. Die verschiedenen Kombinations-
moglichkeiten von Jun- und Fos-Proteinen haben auch unterschiedliche Fahigkeiten, AP-1-
abhangige Gene zu transaktivieren. JunB und JunD-Homodimere z.B. sind schwache
Transaktivatoren, wahrend die Bildung von Heterodimeren von c-Fos mit einem beliebigen
Jun-Protein einen potenten Transaktivator ergibt.

Von wesentlicher Bedeutung ist, dal3 die Aktivierung des Promotors von c-jun innerhalb
einer Signaltransduktionskette durch ene postive Autoregulation vermittelt wird. Im
Gegensatz dazu wird die Induktion von c-fos durch das eigene Genprodukt inhibiert und ist
durch weitere gpezifische DNA-Erkennungssequenzen (cis-Elemente) von anderen
Transkriptionsfaktoren wie SRF (serum-responding factor) [ Treisman, 1992], STAT (signal-
transducer and activator of transcription) [Darnell et al., 1994], CREB (CAMP response
element binding protein) und ATF [Sheng et a., 1991] abhangig.

2. Posttrandationale Modifikation bestehender AP-1-Komplexe

Eine der bekanntesten Arten, um Proteinaktivitét zu modulieren, ist die Phosphorylierung.
Sowohl bel ¢c-Jun as auch bel c-Fos sind Phosphorylierungsstellen in enger Nahe zu der
»basischen Region” gefunden worden. Dabel fuhrt die Phosphorylierung von c-Jun in vitro
durch Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK-3) zu einem dramatischen Verlust seiner DNA-
Bindeaktivitét [Boyle et al., 1991].

Durch Phosphorylierung kann ebenfdls die Stabilitdt eines Proteins und damit seine
tatsichlich vorhandene Menge beenfluf® werden. Im Fall von c-Jun reduziert die
Phosphorylierung von Serinen  und Threoninen an seiner  aminoterminalen
Aktivierungsdoméne durch Mitogen-aktivierte-Protein-Kinasen (MAPK) die Ubiquitinierung
und vermindert somit seinen Abbau [Musti et al., 1997]. Die Phosphorylierung von c-Jun
durch INK (c-Jun-NH,-terminale Kinasen) an den Serinen 63 und 73 hat ebenfalls einen
stabilisierenden Effekt und erhoht zudem die Transaktivierungsaktivitdt [Smedl et al., 1994].
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3. Wechselwirkung mit anderen Zellproteinen

Protein-Protein-Wechselwirkungen haben grof3e Bedeutung fir die Kontrolle der Aktivitét
von Transkriptionsfaktoren. Die Jun-Proteine standen diesbezlglich bisher im Mittel punkt
der Forschung.

Es wurde gezeigt, dal’ Jun-Kinasen as Untergruppe der MAP-Kinasen mit eéinem Tell der
aminoterminalen Aktivierungsdomane von c-Jun interagieren konnen [Derijard et al., 1994].
Die nukledren Rezeptoren fur Retinoide oder Glucocorticoide konnen mit AP-1 in der Weise
wechselwirken, dal3 sie entweder seine Bindung an die DNA verhindern oder mittels
Transrepression die Transaktivierungsaktivitée des gebundenen Transkriptionsfaktors
inhibieren [Nagpal et al., 1995]. Dartber hinaus sind transkriptionelle Koaktivatoren
beschrieben, die mit c-Jun interagieren konnen wie z.B. CBP (CREP-binding protein) [Arias
et al., 1994] und JAB1 (Jun activation domain binding protein) [Claret et a., 1996]. Die
TPA-induzierte Transaktivierungsaktivitét von AP-1 kann durch das Interferon-induzierbare
Protein p202 inhibiert werden [Min et al., 1996].

1.3.7.2 Biologische Wirkung von AP-1

In der Literatur wird AP-1 mit folgenden zellul&ren Antworten in Verbindung gebracht :

1. Proliferation (Transformation)
2. Differenzierung

3. Apoptose

4. Entziindung

Im algemeinen wird die terminae Differenzierung von Keratinozyten begleitet von einer
Hemmung der zdluldren Proliferation. Trotz dieses Gegensatzes wurde bisher die
biologische Wirkung von AP-1 bel der Induktion sowohl von Proliferation as auch der
Differenzierung und der Apoptose in verschiedenen Zellinien beschrieben. Eine Erkléarung fur
die unterschiedlichen Wirkungsweisen ist u.a. die Aktivierung von unterschiedlichen
Gruppen an Zielgenen durch AP-1 [Karin et a., 1997].

Die Rolle von AP-1 bel der Proliferation und Transformation wurde sehr frih erkannt, as
man jun- und fos-Gene zundchst als genetisch veranderte Onkogene entdeckte, die aus
Primartumoren oder RNA-Tumorviren isoliert wurden [Bishop, 1987].

Die Bedeutung von AP-1 in der Differenzierung wurde bereits in viden Zellsystemen
nachgewiesen. Es konnte u.a. gezeigt werden, dal3 die Behandlung von nicht differenzierten
FO-Zdlen mit Retinsdure, die nachweidich AP-1-Aktivitéat induziert, zur Differenzierung
dieser Zellen in enen primitiven epithdiden Zeltypus fuhrt. Diese Differenzierung ist
charakterisert durch die Expression zahlreicher Markergene [Kitabayashi et al., 1992], die
ihrersaitsin ihrem Promotor AP-1-Bindungsstellen tragen [Oshimaet al., 1990].
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Hinschtlich der Beteilligung an der Apoptose beschreibt eine Verdffentlichung die
Notwendigkeit von AP-1 fir die Ceramid-induzierte Apoptose in HL-60-Zellen [Sawai € al .,
1995].

1.3.7.3 Bedeutung von AP-1 in der Epidermis

Epidermale Keratinozyten machen den Hauptanteil der Zellen aus, die die Epidermis bilden
und sind verantwortlich fUr den Aufbau einer protektiven Barriere [ Green und Watt, 1982].
Im Verlauf der Differenzierung wird aus einem relativ undifferenzierten Keratinozyt en
Korneozyt. Der Prozess der Differenzierung ist sehr komplex und hangt von enem
kontrollierten genetischen Programm ab. Im Laufe der Wanderung von den basalen Schichten
in die obefléchlichen verhornenden Schichten der Haut exprimieren Keratinozyten
unterschiedliche Proteine bzw. Differenzierungsmarker (s. Abb. 1).
AP-1-Transkriptionsfaktoren wurden bereits mit mehreren Genen in Keratinozyten in
Verbindung gebracht. Tabelle 4 zeigt, warum gerade AP-1 bel der Differenzierung von
Keratinozyten so interessant ist [Eckert und Welter, 1996]. Tatsachlich reguliert AP-1 tber
die AP-1-BS die Transkription eines Grofells der Differenzierungsmarker der Haut und
spiet damit eine grof3e Rolle in der epidermalen Differenzierung und Genexpression. Alle
bisher bekannten AP-1-Faktoren werden in der Epidermis exprimiert [Welter und Eckert,
1995].

Tab. 4 AP-1 reguliert die Expression von Differenzierungsmarkern der Haut

Protein In vivo Expression |Bindungsstelle | Spezies Referenz

Keratin 18 [einfache Epithelien [AP-1-BS, Intron 1 | Mensch/Maus|[Oshima et al., 1990]

Keratin 8 [enfache Epithelien [AP-1-BS, 3-Ende | Maus [Tama et al., 1991]

Keratin 5 | Stratum basale AP-1-BS, 5 -Ende | Rind [Casatorres et al., 1994]

Keratin 1 [ Stratum granulosum [AP-1-BS, 3'-Ende | Mensch [Lu et al., 1994]

Transgluta- | Stratum spinosum/ | AP-1-BS, 5'-Ende | Mensch [Yamada et al., 1994]

minase 1 granulosum

Loricrin Stratum granulosum |AP-1-BS, 5 -Ende | Maus [DiSepio et al., 1995|

Involucrin | Stratum spinosum/ | AP-1-BS, 5 -Ende | Mensch [WEelter und Eckert, 1995]|
granulosum
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2 Ziel der Arbeit

In Voruntersuchungen an priméren Keratinozyten und HaCaT-Zellen wurde die Existenz des
erst kirzlich beschriebenen Sphingomyelin-Zyklus nachgewiesen, in dem Ceramid ene
wichtige Funktion als Lipid-Second-Messenger hat [Geilen et al., 1996].

In der vorliegenden Arbeit soll die biologische Wirkung enes intrazelluléren
Ceramidanstiegs, der Uber Zugabe von C,-Ceramid ereicht wird, in der humanen
Keratinozytenzellinie HaCaT in serumfreiem Medium (KGM) hinsichtlich Proliferation und
Apoptose untersucht werden. Dazu werden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen
C,-Ceramid inkubiert und das Proliferationsverhaten mit Hilfe eines Proliferationstests und
die Apoptose Uber die Quantifizierung der DNA-Fragmentierung mit Hilfe eines Sandwich-
ELISA untersucht. Um den Konzentrationsbereich zu finden, in dem C,-Ceramid biologisch
aktiv ist, ohne dabei die Zdlviabilitst einzuschrénken, werden die Zellkulturiberstande
dartiber hinaus einem LDH-Assay unterzogen.

AlsKontrolle dient das biologisch inaktive Ceramid-Analogon C,-Dihydroceramid.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist es, in C,-Ceramid-stimulierten HaCaT-Zellen die Expression
auf Ebene der Boten-RNA die folgende Auswahl Apoptose-assoziierter Gene zu untersuchen:
bax , bcl-2, caspase 3, c-myc, p53, c-jun und c-fos.

Die Gene bax und bcl-2 sind beide auf mitochondrialer Ebene aktiv. Das caspase 3-Gen
kodiert eine Protease, die als Mitglied der eigentlichen Apoptose-Maschinerie die Exekution
der Zdle vollzieht. Die Gene c-myc und p53 sind beide in die Kontrolle des Zellzyklus
involviert. Die Untereinheiten des Transkriptionsfaktors AP-1 werden durch die Gene c-jun
und c-fos kodiert.

Die Liste der Induktoren des Sphingomyelin-Zyklus und der Aktivatoren der INK/SAPK
weisen eine starke Ubereinstimmung auf. JINK/SAPK  aktivieren den Transkriptionsfaktor
AP-1. Dieser ist sowohl an der Differenzierung von epidermaen Keratinozyten als auch an
der Signaweiterleitung der Apoptose verschiedener anderer Zellinien beteiligt. Bisher ist in
humanen Keratinozyten noch kein Zusammenhang zwischen der Aktivierung von AP-1 und
Ceramid bei der Induktion von Apoptose nachgewiesen worden. Deshalb soll die Ceramid-
vermittelte  Aktivierung von AP-1 auf funktioneller Ebene mit Hilfe eines
Transaktivierungsassays untersucht werden.
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3 MATERIALIEN

3.1 Geréate

Brutschrank, begasbar BB16, Heraeus (Osterode, D)
Elektrophorese-Apparatur  GNA 200, Pharmacia Biotech (Uppsala, S)
WideMiniSub™Cell, Bio-Rad (Richmond, CA, USA)

EL ISA-Photometer Modell 550 Bio-Rad (Richmond, CA, USA)
Geldokumentationskamera Polaroid (Offenbach, D)
Kleinbrutschrank B15, Heraeus (Osterode, D)
Magnetrihrer MR 2000, Heidol ph (Kehlheim, D)
Monotherm, Faust (Koln, D)
Mel3waagen Prézisionswaage Kern 474, Gottl. Kern & Sohn, (Albstadt, D)
Typ 2662, Sartorius (Gottingen, D)
Mikroskop Diavert, Leitz (Wetzlar, D)
BX60F5, Olympus (Tokyo, J)
Mikrowellengerét Privileg 8017, Quelle (Furth, D)
Mixer Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburg, D)
Vortex IKA VF2, Jahnke und Kunkel (Staufeni.Br., D)
Netztelle EPS 300, Pharmacia Biotech (Uppsaa, S)
Modell 1000/500, Bio-Rad (Richmond; CA, USA)
pH-Meter pH 526, WTW (Weilheim i.OB, D)
Sterilbank BSB 4A Gelaire Flow Laboratories (Opera, 1)
Thermocycler Multicycler PTC 200, Biozym (Oldendorf i. Hess, D)
Mastercycler 5330, Eppendorf, (Hamburg, D)
Ultraschallbad Sonorex RK 52, Bandelin (Berlin, D)
UV-Durchlichtgerét NU-72, Konrad-Benda (Wiesloch, D)
UV-Vis Photometer Ultrospec 1000, Pharmacia (Uppsala, S)
Wasserbad 1.002 GFL (Burgwedel, D)
Zentrifugen Biofuge pico, Heraeus (Osterode, D)

Biofuge fresco, Heraeus (Osterode, D)

L abofuge 400e, Heraeus (Osterode, D)

Varifuge RF, Heraeus (Osterode, D)

Kuhlzentrifuge J2-21, Beckmann Instruments (Glenrothes, GB)
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3.2 Zellinien

Fur die Versuche wurde die spontan immortalisierte Keratinozytenzellinie HaCaT [Boukamp
et a., 1988] kultiviert, welche uns freundlicherweise von Prof. Dr. N. E. Fusenig
(Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) zur Verfligung gestellt wurde.

Fur die Kontrollexperimente wurde die humane Lymphozytenzellinie HL-60 verwendet
[Collinset al., 1977].

3.3 Bakterienstamme

Zur Vemehrung der benutzten Plasmide wurde der E. coli-Sicherheitstamm DH5a
verwendet. Dieser Stamm wurde bei der Firma Life Technnologies (Eggenstein, D) als
" Subcloning Efficiency Escherichia coli DHS5a competent cells' bezogen.

3.4 Chemikalien

Salze und Puffersubstanzen wurden von Merck (Darmstadt, D), Sigma (Minchen, D) oder
Roth (Karlsruhe, D) bestellt. Lésemittel und Losungen wurden in analytischer Qualitét von
den Firmen J.T. Baker (Deventer, NL), Merck (Darmstadt, D), Roth (Karlsruhe, D) und
Sigma (Munchen, D) bezogen. Spezielle Substanzen wurden von nachfolgend aufgelisteten
Firmen bezogen:

Agarose Life Technologies (Eggenstein, D)
C,-Ceramid Alexis (Grunberg, D)
C,-Dihydroceramid Biomol (Hamburg, D)
DNA-Marker (0x174 / Haelll-Fragmente) Life Technologies (Eggenstein, D)
Ethidiumbromid Amresco (Solon, Ohio, USA)
Kristallviolett ICN (Eschwege, D)

3.5 Plasmide

Das Plasmid pCH110 wurde von der Firma Pharmacia (Freiburg, D) bezogen. Die Plasmide
pBLCAT2/5xAP1 und pBLCATZ2 wurde freundlicherweise von Dr. C. Carlberg (Universitét
Dusseldorf) zur Verfligung gestellt (s. Plasmidkarten 5.6.1.)
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3.6 Primer

Folgende aufgelistete Primer wurden von der FirmaTib Molbiol (Berlin) synthetisiert:

Primer Sequenz (5° — 3)

3 -Primer Bax TTCTTCCAGATG GTGAGC GAG
5 -Primer Bax CGA GTGGCA GCT GACATGTTT
3 -Primer bcl-2 TGG CTCAGA TAG GCA CCCAG
5 -Primer bcl-2 ACGGTGGTGGAGGAGCTCTT

3 -Primer c-fos

GCCAACTTCATT CCCACGGT

5 -Primer c-fos

TCG GGG TAG GTGAAGACGAA

3 -Primer c-Jun

TGCTCATCT GTCACGTICTIGG

5 -Primer c-Jun

TGC AAA GAT GGA AACGACCTTC

3 -Primer c-myc

ACT CCG GGA TCT GGT CACGC

5 -Primer c-myc

GCT CCA CCT CCA GCT TGT AC

3 -Primer P53

CTCATT CAGCTCTCG GAA CAT CTC GAA GCG

5 -Primer P53

CTGAGGTTGGCT CTGACT GTA CCA CCATCC

3 -Primer RiboS9

GAGACA ATCCAGCAGCCCAGGAGGGACA

5 -Primer RiboS9

GAT GAGAAGGACCCACGGCGT CTGTTCG

3.7 Zellkulturmaterialien

Sterile Einmalartikel stammten von folgenden Unternehmen :

Kulturflaschen und -schalen, Zentrifugenréhrchen

Nunc (Wiesbaden, D)

Pipetten

Costar (Cambridge, MA, USA)

Sterilfilter

Schleicher und Schuell (Dassdl, D)

KBM (Keratinocyte Basal Medium)-Fl lissigmedium Clonetics (San Diego, CA, USA)

KGM (Keratinocyte Growth Medium)-Flissigmedium

RPMI (Roswell Park Memoria Institute)-

Flissigmedium

PBS (Phosphat Buffered Saline)
FCS (Fetal Calf Serum), Penicillin/Streptomycin,

L-Glutamin
Trypsin

Seromed-Biochrom (Berlin, D)

Insulin-Transferrin-Selen 100X

FirmaLife Technologies
(Eggenstein, D)
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4 METHODEN

4.1 Zellkultur

4.1.1 Zellkulturmedien

Fur die Anzucht und die Kultivierung der HaCaT-Zellen werden folgende Medien und
L dsungen benttigt.

- phosphatgepufferte Kochsalzl6sung (PBYS)

- Trypsin-Losung (0,3 % in PBS)
Die Losung wird in Aliquots von 10 ml bei - 20 °C aufbewahrt.

- Roswell Park Memorid Institute 1640 Medium (RPMI 1640 Medium/10 % FCS):
500 ml RPMI,
50 ml fétales Kalberserum,
5 ml Penicillin/Streptomycin-Stammldsung (10.000 E Penicillin/ml und
10.000 mg/ml Streptomycin-Stamml dsung),
5ml 200 mM L-Glutamin

- KGM-Medium [Boyce und Ham, 1983]
500 ml KBM,
0,5 ml 100 ng/ml hEGF,
0,5 ml 5 mg/ml Insulin,
0,5 ml 0,5 mg/ml Hydrokortison,
0,5 ml 50 mg/ml Gentamycinsulfat,
50 pg/ml Amphotericin-B,
2 ml 7,5 mg/ml Rinderhypophysenextrakt

Fertigangesetze Medien werden bei 4 °C aufbewahrt.

4.1.2 Kultivieren der Zellen

HaCaT-Zédllen sind adhérent wachsende Zellen. Sie wurden in Zellkulturflaschen mit einer
Bodenflache von A = 75 cm?in 12 ml RPMI-Medium mit 10 % FCS im Brutschrank bei
37 °C in einer mit Wasserdampf geséttigten Atmosphére, die 5% CO, und 95 % Luft
enthielt, als Monolayer kultiviert. Alle zwei bisdrei Tage wurden die Zellen nach einmaigem
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Waschen mit 6 ml sterilem PBS mit neuem Medium versehen, um sowohl tote Zellen as
auch saure Stoffwechsel produkte zu entfernen.

Zur Passage wurden die maximal 60 % konfluent gewachsenen Zellen zuerst mit 6 ml PBS
gewaschen und anschlief3end fir finf bis zehn Minuten mit 5 ml Trypsin-Lésung bel 37 °C
inkubiert. Aufgrund des Verlustes von Zell-Zell-Kontakten haben die Zellen begonnen sich
abzurunden und verloren schliefdich den Halt zum Boden. Die Trypsinldsung sollte nicht
langer als 10 min auf den Zellen sein, da sie zellschadigend wirken kann. Nach Ablésung der
Zdlen wurden sie von der Kulturflasche abgespilt und in en mit 10 ml RPMI-Medium
gefilltes 50 ml-Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Durch den hohen Proteinanteil des FCS wird
ein Fortschreiten der Proteolyse durch Trypsin verhindert. Die Zellen wurden bei 200 x g
(1.000 Upm, Labofuge 400e) fur 5min sedimentiert und in 10 ml RPMI-Medium
resuspendiert. Um fir einen Versuchsansatz eine definierte Zelzahl pro Kulturschale zu
erhalten, wurden die Zdlen mit Hilfe eines Hamozytometers gezdhlt und in ener
Konzentration von 1 x 10° Zelle/ml Medium auf die neuen Flaschen mit jeweils insgesamt
12 ml Medium verteilt. Diese Zdlzahl war so berechnet, dal? die Zelen nach einer Woche
etfwa 60 % Konfluenz erreichten und bel dieser Zdldichte erneut passagiert wurden. Vor
jedem Versuch wurden die Zellen zur Adaptation Uber Nacht von RPMI auf das serumfreie
Medium KGM gesetzt und unmittelbar vor Versuchsbeginn noch einmal mit PBS gewaschen.

4.1.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen

HaCaT-Zellen aus einer Kulturflasche wurden einmal mit PBS gewaschen, trypsiniert und in
20 ml Medium Uberfihrt und durch Zentrifugation mit 200 x g (1.000 Upm, Labofuge 400e)
fur 5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt. Das Sediment wurde in
1 ml FCS, dem 10 % Dimethylsulfoxid (DM SO) zugesetzt wurde, aufgenommen und in &n
2 ml "NUNC-Gefa?" mit Schraubverschlu®3 Uberfihrt. Das DMSO verhindert die
Kristallbildung innerhalb der Zellen wéhrend des Einfrierens. Das Einfrieren sollte langsam
vorangehen, um Schaden durch Kristallisationsprozesse zu vermeiden. Deshab wurden die
Rohrchen in Zelstoff eingewickelt und zunéchst bei -80 °C fur zwel Tage gelagert. Sie
konnten so bis zu sechs Monate aufbewahrt werden oder anschlieffend im flissigem
Stickstofftank unbegrenzt bei -196 °C gelagert werden.

Waéhrend das Einfrieren langsam erfolgt, muf3 das Auftauen der Zellen schnell geschehen.
Dazu wurden die tiefgefrorenen Zellen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut, in 20 ml 37 °C
warmes Medium gegeben und durch Zentrifugieren mit 200 x g (1.000 Upm, Labofuge
400e) fur 5 min sedimentiert, in 24 ml Medium aufgenommen und dann je nach Bedarf auf
zwei Kulturflaschen (A = 75 cm?® ) verteilt. Am folgenden Tag wurden die Zdlen zur
Entfernung der nicht angewachsenen Zellen einma mit PBS gewaschen und mit frischem
Medium versetzt.
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4.2 Bestimmung der Proliferation

Um eine eindeutige Aussage Uber das Wachstumsverhaten von Zdlen zu treffen, konnen
verschiedene Methoden angewendet werden. Hierzu gehdren die Messung des Einbaus von
radioaktivem [*H]-Thymidin in die DNA, Bestimmung des Zellzyklusstadiums mit Hilfe von
FACS-Anaysen, Enzymaktivitdtsmessungen und einfacherweise die Bestimmung der
Zellzahl mit der nachfolgend beschriebenen Kristallviolett-Methode [Gillies et al., 1986].

4.2.1 Zellzahlbestimmung mit Kristallviolett

Kristalviolett ist ein Farbstoff, der an die DNA bindet, ungeachtet dessen, ob die Zdlle lebt
oder nicht. Bei adhé@rent wachsenden Zellen wie Keratinozyten |6sen sich die toten Zellen von
der Kulturschale ab und gehen in den Kulturiberstand. Es sollten mit dieser Methode nur die
lebenden, adhédrenten Zellen erfald werden, daher wurde zunéchst der Kulturiiberstand
abgesaugt und verworfen.

Bendtigte L dsungen:

- PBS

- 0,1 % Glutardialdehyd in PBS
- 0,1 % Kristalviolett in PBS

- 0,2 % Triton-X-100 in PBS

Durchfihrung:

HaCaT-Zellen wurden in 24-Loch Zellkulturschalen (d = 15mm, A = 1,9 cm?®) ausgesét, die
dann Uber Nacht adhérierten. Nach der Adaptation in serumfreiem Medium wurden die Zellen
bel einer Konfluenz von ca. 50 % mit den zu untersuchenden Agenzien behandelt. Der
Inkubationszeit von 24 h oder 48 h folgte das Waschen der Zelen mit PBS und die
Fixierung mit je 500 W 0,1 % Glutardiadehyd fir 30 min bel Raumtemperatur (RT) auf
einem Schiittler. Das Glutardial dehyd wurde anschlief3end abgesaugt, die Zellen einma mit
PBS gewaschen und mit je 500 pl 0,1 % Kristallviolett gefarbt. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min bei RT (Schittler) wurden unspezifische Féarbungen ausgewaschen, indem die
Kulturschale fir ca. 10-15min in deionisertes Wasser gelegt wurde. Der an DNA
gebundene Farbstoff wurde mit je 200 pl 0,2 % Triton X-100 aus den Zellen herausgel Ost.
Nach ca. 1 h bei RT, wenn der Farbstoff aus den Zellen vollstandig herausgel 6st worden war
(eventuell unter Mikroskop kontrollieren), wurden je 100 pl in eine Mikrotiterplatte Gberfuhrt
und die Absorption bei 570 nm im ELISA-Photometer bestimmt. Aus den Extinktionswerten
wurde die Wachstumsinhibition bzw. -stimulation in % der Kontrolle berechnet.
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4.3 Messung der Zytotoxizitat

Klassisch wird der unspezifische Zelltod, auch Nekrose genannt, Uber
Plasmamembranschaden nachgewiesen. Wirkt eine Substanz zytotoxisch auf Zellen, schwillt
die Zdle an und platzt. Der Zdlinhat gelangt in vitro in den Zellkulturiberstand. Es gibt
verschiedene Methoden, um die Zytotoxizitét einer Substanz zu bestimmen, u.a. Uber
Aufnahme oder Ausschluld von bestimmten Farbstoffen wie Trypanblau, Eosin und
Propidiumiodid. Eine weitere Methode ist die Messung von zytoplasmatisch bzw. in der
Plasmamembran lokalisierten Enzymen (Laktatdehydrogenase, alkalische Phosphatase), die
nach Schaden an der Plasmamembran aus der Zelle heraustreten.

Mit der Messung der Freisetzung zytosolischer Laktatdehydrogenase (LDH) 1% sich die
Lyse von Zdlen sehr gut quantifizieren. Die Methode beruht auf der Messung der LDH-
Aktivitét, die von geschadigten Zellen aus dem Zytosol in den Zellkulturtiberstand abgegeben
wird. Mit Hilfe des k&uflichen Kits von der Firma Boehringer Mannheim wird LDH-AKktivitét
in einer enzymatischen Reaktion nachgewiesen. Im ersten Schritt katalysert LDH die
Oxidation von Pyruvat zu Laktat, wobei NAD" zu NADH/H" reduziert wird. Im zweiten
Schritt Ubertrégt die Diaphorase H/H* auf das Tetrazoliumsalz INT (2-[4-1odophenyl]-3-[4-
nitrophenyl]-5-phenyl-tetrazolium) (gelb), welches dann zu Formazan (rot) reduziert wird,
dasim ELISA-Photometer gemessen werden kann. Der Zellkulturiiberstand kann bel 4 °C fur
ein paar Tage aufbewahrt werden, ohne dal3 die Aktivitdt der LDH abnimmt. Der Anstieg der
LDH-Aktivitét im Zelliberstand ist proportional zu der Anzahl der toten bzw. geschédigten
Zéllen.

NAD+ NADH+H™*
Pyruvat \ / - L aktat
LDH
NADH+H™* NAD+
Tetrazoliumsal z \ J - Formazansal z
(gelb) Diaphorase (rot)

Bendtigte Reagenzien (keine ndheren Angaben des Herstellers):

Losung 1. Katalysator
Losung 2 : Farbstoff
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Arbeitsldsung fur 30 Proben :
Losung 1: 75
Losung 2: 3,45 ml.

Durchfihrung:

Nach der Behandlung der Zellen in 24-Loch Zellkulturschalen (d = 15 mm, A = 1,9 cm?) mit
der zu untersuchenden Substanz wurden nach unterschiedlichen Inkubationszeiten 100
ZdllUberstand entnommen, zentrifugiert und in eine Mikrotiterplatte (MTP) gegeben. Als
Resktionsgemisch (kurz vorher ansetzen) wurden Losung 1 und 2 im Verhdltnis 1:45
gemischt und in 100 pl-Portionen auf die Uberstéande gegeben. Die MTP wurde unter
Abdunkelung bel RT bis zu 30 min inkubiert. Die Absorption des Farbstoffes wurde bel
490 nm gemessen.

4.4 Messung des apoptotischen Zelltodes mittels eines Sandwich-ELISA

Der in einer Zelle eingeleitete Prozeld der Apoptose kann Uber verschiedene Methoden
gemessen werden. Eine der aussagekréftigsten Methoden zur Erfassung der Apoptose ist die
Bestimmung der DNA-Fragmentierung, die einen irreversiblen Schritt darstellt. Die am Ende
der Apoptose-Signalkaskade aktivierte Endonuklease schneidet die DNA an den fir das
Enzym zuganglichen Linkerregionen der Nukleosomen. Es entstehen Nukleosomen oder
Oligonukleosomen, deren DNA ein Vielfaches von ca. 200 Basenpaaren darstellt. Der Assay
wurde als Kit der Firma Boehringer Mannheim, D bezogen. Er wird in einer Mikrotiterplatte
durchgefihrt, die mit Streptavidin beschichtet ist. Nach Zugabe des Zellysats wurde ene
Losung zugegeben, die ein Gemisch aus anti-Histon-Biotin-Antikérper und anti-DNA-
Antikorper gekoppelt mit Peroxidase (POD) enthélt, so dal3 ein sogenannter Sandwich-
Komplex (siehe Abb.) gebildet wird. Nackte DNA oder einzelne Histone kdnnen die Bildung
des Sandwichkomplexes nicht hervorrufen. Die Zugabe des Substrats bewirkt, dald eine
grune Farbe entsteht, welche im ELISA-Photometer gemessen werden kann. Je mehr 16dliche
Nukleosomen im Zellysat vorhanden sind, desto stérker ist die Farbreaktion.

= @ S GRR
© ) 4 = W 0o

Streptavidin- Anti-Histon- Anti-DNA-

beschichtete MTP Biotin-AK Nukleosom Peroxidase-AK Substrat
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Bendtigte L dsungen:

- 0,3 % Trypsinldsung

- anti-Histon-Antikorper gekoppelt mit Biotin

- anti-DNA-Antikorper gekoppelt mit Peroxidase

- Inkubationspuffer

- Lysispuffer

- Positivkontrolle (im Kit enthalten)

- Substratldsung (2,2"-Azino-di[ 3-ethylbenzthiazolin-sulfonat])

- Konjugatl6sung fur 30 Proben:

120 pl anti-Histon-Antikorper

120 pl anti-DNA-Antikorper

2160 pl Inkubationspuffer
Durchfihrung:
HaCaT-Zellen wurden in 24-Loch Zelkulturschalen (d = 15 mm, A = 1,9 cnv) in einer
Dichte von ca. 5 x 10* Zellen pro Loch ausgesit. Nach Erreichen einer Konfluenz von ca.
80 % wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit der zu untersuchenden Substanz
behandelt. Nach der Inkubationszeit wurden die Kulturschaen bei 200x g 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und 500 pl Lysispuffer pro Loch zu den
adhérenten Zellen zugegeben und 30 min bei RT unter méligem Schitteln inkubiert. Die
Zélkulturschalen wurden mindestens 200 x g fur 10 min zentrifugiert, um in den Proben
enthaltene Zd Itrimmer zu sedimentieren. Danach wurden je 20 pl der Uberstande und 80
der Konjugatl6sung auf die vorbeschichtete Mikrotiterplatte gegeben und fur 2 hbel RT unter
maligem Schiitteln inkubiert. Die Mikrotiterplatte wurde ausgekippt und die Locher mit je
200 pl Inkubationspuffer dreimal gewaschen. 100 pl SubstratlGsung werden in die einzelnen
Locher pipettiert und die Mikrotiterplatte abgedeckt, da die Substratldsung lichtempfindlich
ist. Nach ca. 10-15 min wird die Platte im ELISA-Photometer bei 405 nm gemessen.

4.5 Molekularbiologische Methoden

Die Arbeit mit Bakterien und Nukleinsauren erfordert eine keimarme Umgebung. Alle
verwendeten Glasgerdte wurden fur 4 h bel 190 °C erhitzt. Einwegmateriad und Medien
wurden fur 20 min bei 121 °C und 1,2 bar autoklaviert. Losungen, die nicht hoch erhitzbar
sind, wurden steril filtriert.
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Allgemein bendtigte Medien und L ésungen :

L-Broth Medium

Pepton 10 g
NaCl 549
Hefe-Extrakt 59
H,0 ad 1.000 ml

Ampicillin-Sammldsung (100 mg/ml)

Ampicillin lg
H,0 ad10 ml

steril filtrieren und Aliquots bel -20 °C aufbewahren.

TE-Puffer pH 8

Tris 1,21 g 10mM
EDTA 0,29 g 1mM
HCI ad pH 8,0
H>,O ad 1000 ml

70 % Ethanol
Ethanol 70 ml
H,O ad 100 ml

4.5.1 Transformation kompetenter Escherichia coli DH50 Zellen

Fir die Transformation wurden 50 pl kompetenter E. coli DH50 Zellen auf Eis in eénem
1,5 ml Reaktionsgefal? vorgelegt und mit je 5 pl der zu transformierenden DNA aus Kapitel
4.5.4.2 vermischt und far 30 min auf Eis inkubiert. Mit einem Hitzeschock von 20 sec be
37 °C erfolgte die Aufnahme der DNA. Anschlief3end wurden die Zellen fir 2 min wieder auf
Eis inkubiert. Hiernach wurden 950 pl L-Broth Medium zugegeben und die Zdlen fur 1 h
bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden fir 5 sec mit 2.000 x g (5.000 Upm,
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Biofuge fresco) abzentrifugiert, mit 100 pl L-Broth Medium versetzt und wie unter Kapitel
4.5.2 beschrieben angeziichtet.

4.5.2 Anzucht transformierter Escherichia coli DH5a Zellen

Bendtigte Losungen :

L-Broth/Ampicillin Agar

Pepton 10 g
NaCl 50
Hefe Extrakt 509
Agar Agar 15 g
H,0 ad 1.000 ml
Ampicillin-Stamml ésung 1.000 u

erst ab etwa 60 °C zugegeben, ergibt etwa 20-30 Platten

Einzelkolonien von E. coli Bakterien wurden durch Ausstreichen der aus 4.5.1
aufgenommenen Zellen auf L-Broth Agar in Petrischaen mit einem Drigalskispatel nach
Inkubation von ca. 16 h bei 37 °C erhalten. Die Agarplatten kénnen bei 4 °C maxima 4
Wochen aufgehoben werden.

Die Vermehrung der Bakterien erfolgte ausgehend von einer Einzelkolonie in 4 ml L-Broth
Medium inkl. 50 pg/ml Ampicillin fir ca. 16 h bei 37 °C unter Schitteln. Fir die Anzucht in
grolReren Volumina werden 400 ml L-Broth Medium mit 50 pg/ml Ampicillin mit der
Vorkultur versetzt und fir weitere 16 h bei 37 °C unter Schitteln im Luftschittler mit
150 Upm - 250 Upm inkubiert. Die benutzten Gefél3e sollten etwa das Dreifache des
eingesetzten Volumens aufnehmen kénnen, um eine ausreichende BelUftung der Kulturen zu
gewdhrleisten.

4.5.3 Einfrieren und Auftauen von Escherichia coli Kulturen

Fur das Einfrieren wurden 700 W ener dicht gewachsenen Kultur auf vorgelegte 300
Glycerin in einem 1,5 ml Reaktionsgef&ld gegeben und gemischt. Die Zelen wurden bei
- 80 °C eingefroren.

Die Glycerinkultur wurde schnell bel 37 °C aufgetaut und in 40 ml L-Broth mit 50 pg/ml
Ampicillinwiein Kapitel 4.5.2 angezlichtet.
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4.5.4 Isolierung von Nukleinséuren

Die Isolierung von Nukleinsduren erfolgte mit Kits der Firma Qiagen (Hilden, D). Diese
basieren auf der Eigenschaft, das Nukleinsduren unter bestimmten lonenbedingungen in
alkoholischer Lésung an Silikatkiigelchen binden [Vogelstein und Gillespie, 1979], wahrend
Proteine und Kohlenhydrate abgewaschen werden konnen. Die verwendeten Puffer sind
Bestandteile der Kits und in den meisten Falen fehlt eine néhere Beschreibung ihrer
Zusammensetzung.

4.5.4.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus HaCaT-Zellen

Ribonukleasen sind sehr stabile und aktive Enzyme, dieim algemeinen keine Kofaktoren fir
ihre Aktivitét brauchen, weswegen sie sehr schwer zu inaktivieren sind. Spuren von RNasen
reichen aus, um RNA zu zerstoren. RNasen kdnnen nur mit sehr starken Reduktionsmitteln
wie Diethylpyrokarbonat (DEPC), B-Mercaptoethanol oder starker Hitze (220°C) inaktiviert
werden. Alle benutzten Ruhrfische, Glas- und sonstige thermostabilen Materialien missen
vor dem Versuch von potentieller RNase-Kontamination befreit werden. Hierfir konnen sie
bei 220 °C fiur ca. 16 h in den Trockenschrank gelegt werden. Gerédte wie Gelkammer oder
pH-Meter-Stab wurden vor der Benutzung mit DEPC-vorbehandeltem bidest. Wasser
gespult. Alle Puffer wurden mit DEPC-Wasser hergestellt. Hierfir wurden in eéinem RNase-
freien Gefél bidest. Wasser mit 0,05 % DEPC versetzt und tiber Nacht gerdihrt. Im Anschluf3
daran wurde das Wasser autoklaviert, um DEPC zu entfernen. DEPC zerfdllt zu Ethanol und
Wasser.

Waéhrend der Arbeit mit RNA missen jederzeit Handschuhe getragen werden.

Nach unterschiedlichen Behandlungszeitpunkten wird Gesamt-RNA aus den HaCaT-Zellen
mit dem kauflichen Kit der Firma Qiagen entsprechend den Anweisungen des Herstellers
isoliert.

Durchfihrung:

Diein 75 cm?2 Kulturflaschen behandelten Zellen wurden wie unter Kapitel 4.1.2 beschrieben
geerntet. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand vollstandig entfernt und das Sediment
in 600 Yl RLT Puffer (fir 5x 10° bis1 x 10" Zdlen) aufgenommen. Nach Mischen auf dem
Vortex wurde das Lysat auf eine QIAshredder Zentrifugationssaule gegeben und fir 2 min
bei RT mit 13.000 x g (13.000 Upm, Biofuge fresco) homogenisiert. Das Homogenat kann
so bei -70 °C eingefroren werden oder wurde mit 600 pl 70 % Ethanol versetzt und durch
hoch- und runterziehen in der Pipette gemischt. In Aliquots wurde es auf eine RNeasy mini
Zentrifugationssaule gegeben, 15 sec mit 8.000 x g zentrifugiert und das Eluat verworfen.
Die nun an die Saule gebundene RNA wurde mit 700 i RW1 Puffer gewaschen, in en
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neues 2 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt und mit 500 uI RPE gewaschen. Mit weiteren 500
RPE Puffer wurde 2 min mit 13.000 x g zentrifugiert, um das im Puffer enthaltene Ethanol
vollsténdig zu entfernen. Die Elution der RNA erfolgte mit zweima 50 Wl H,Opgpc in en
neues 1,5 ml Reaktionsgefal? durch Zentrifugieren fur 1 min mit 8.000 x g (10.300 Upm,
Biofuge fresco). Das Eluat wird bel —20 °C aufbewahrt.

4.5.4.2 Plasmidpréaparation im Groflimalfistab

Die akalische Lyse nach BIRNBOIM and DOLY (1979) nutzt das unterschiedliche Verhdten
von linearer DNA gegenuber zirkuldr geschlossenen Plasmid-Molekilen bei Denaturierung
mit Alkai und anschliefender schneller Neutralisation in Anwesenheit einer hohen
Salzkonzentration [Birnboim und Doly, 1979]. Lineare Molekille, vor alem zerbrochene,
chromosomale DNA bildet wahrend der Neutralisation ein partiell renaturiertes grofRes
Netzwerk und féllt aus. Zirkuldre Plasmidmolekile renaturieren dagegen vollstdndig und
bleiben so in Lésung. Chromosomale DNA, ein Grofdeil der zelluldren RNA sowie die mit
Natriumdodecylsulfat komplexierten Proteine werden gefallt.

Diese Methode nutzt eine mit an Silikat verestertem Diethylaminethanol (DEAE), enem
Anionenaustauscher, gepackte Saule fur die weitere Aufreinigung der DNA. Die Elution
erfolgt ohne Zentrifugation durch Schwerkraft.

Die Isolation der Plasmide erfolgte mit den im k&uflichen Kit von der Firma Qiagen
enthaltenen L ésungen entsprechend den Anweisungen des Herstellers.

P1 Puffer
Tris 6,06 g
EDTA 2,92 ¢
HCI ad pH 8,0
Ribonuclease A (EC 3.1.27.5.) 100 mg
H,0 ad 1.000 mi

be 4 °C aufbewahren

P2 Puffer
NaOH 8 g
10 % SDS 100 ml

H>O ad 1.000 ml
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P3 Puffer
Kaiumacetat 2945 ¢
Essigsdure ad pH 5,5
H,0 ad 1.000 ml
QBT Puffer
NaCl 43,83 ¢
MOPS 10,46 g
Triton X-100 1,5 ml
NaOH adpH 7,0
2-Propanol 150 mi
H>0 ad 1.000 ml
QC Puffer
NaCl 58,44 ¢
MOPS 10,46 ¢
NaOH adpH 7,0
2-Propanol ad 150 ml
H>0 ad 1.000 ml
QF Puffer
NaCl 73,05 ¢
TRIS 6,06 g
HCl ad pH 8,5
2-Propanal ad 150 ml
H,0 ad 1.000 ml

Je 250 ml einer Grof¥kultur (s. 4.5.2) wurden fur 15 min bei 4 °C mit 6.000 x g (6.000 Upm,
Varifuge RF) zentrifugiert, mit 10 ml eiskaltem P1 Puffer durch hoch- und runterziehen in

einer Pipette resuspendiert und in einen 50 ml Zentrifugenbecher Uberfihrt. Nach der Zugabe

von 10 ml eiskaltem P2 Puffer wurde durch mehrmaliges, sachtes Umdrehen gemischt und
zur Lysis 5min bel RT inkubiert. Zur Neutralisation wurden 10 ml eiskalter P3 Puffer

zugegeben und kréftig gemischt. Fur die Fallung wurde das Gemisch fir 20 min auf Eis
inkubiert und anschlief3end fur 30 min bel 4 °C mit 20.000 x g (13.000 Upm, Beckmann

J2-21) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und fur weitere 15 min wie vorher
beschrieben zentrifugiert. Wahrenddessen erfolgte das Equilibrieren je einer Sdule (QIAGEN-
tip 500) mit 10 ml QBT Puffer. Auf die equilibrierte Saule wurde der Uberstand aus der
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zweiten Zentrifugation dekantiert und durchlaufen gelassen. Die Saule wurde zweimal mit je
30 ml QC Puffer gewaschen. Die Plasmid DNA wurde mit 15 ml QF Puffer eluiert. Das
Eluat wurde mit 10,5 ml 2-Propanol (ad 50 %, 6,6 M) versetzt, gemischt und 30 min bel
4 °C mit 15.000 Upm, Beckmann J2-21) zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 5 ml 70 %
Ethanol durch Zentrifugation fur 10 min wie zuvor gewaschen und nach Trocknen an der
Luft fir 5-10 min mit 500 pl TE aufgenommen.

4.5.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von wassrigen Nukleinsduren kann durch Messung der Absorption von
UV-Licht der Wellenlange 260 nm bestimmt werden. Eine Absorption (Azgp) von 1,00
entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 33 pg/ml kurzer,
einzelstrangiger DNA oder 40 pg/ml RNA. Mifd man zusétzlich die Absorption bei 280 nm
(Aogp), 1 sich Uber den Quotienten Qns = Aoeo/A2gp auf den ungefdhren Grad der
Verunreinigung mit Protein schlief3en. Reine DNA Prdparationen besitzen einen Quotienten
von Qns = 1,8 , wahrend der Quotient fir reine RNA Préparationen einen Wert von
Qns = 2,0 besitzt. Kontaminationen mit Protein oder anderen aromatischen Substanzen
verursachen durch ihre Absorption bel 280 nm einen niedrigeren Wert des Quotienten.

4.5.6 Agarosegel-Elektrophorese

Bendtigte Losungen

TAE Puffer (10 x)

Tris 48,44 ¢
Natriumacetat 41 ¢
EDTA 585 ¢
Essigsaure ad pH 7,8
H,0 ad 2.000 ml
DNA Probenpuffer

50 % Ficoll 400 5 ml
200 pL Bromphenolblau (2,5 %) 200
TAE Puffer (10 x) 500

H,O ad10 ml
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Die Elektrophorese von DNA in Agarosegelen erfolgte horizontal in TAE.

Es wurden zwel Agarosegele verwendet: 200 mm x 200 mm, entsprechend enem
Gelvolumen von 200 ml, sowie 100 mm x 65 mm, entsprechend einem Gelvolumen von
100 ml.

Gelvolumen 100 ml 200 ml

Agarose 1% 2% 1% 2%
1g 29 29 49

Gele mit einer Agarosenkonzentrationen von 1 % wurden zur Auftrennung von Plasmiden
und 2 % fir Fragmente kleiner 800 Basenpaare (bp) verwendet. Die gewlinschte Menge
Agarose wurde eingewogen, mit H,O auf 180 g bzw. 90 g aufgefullt und je nach Volumen
und Agarosekonzentrationen 1 min bis 10 min im Mikrowellenherd bei 600 W aufgekocht.
Die Losung wurde mit H,O wieder auf 190 g bzw. 90 g gebracht, mit 10 ml bzw. 20 ml 10 x
TAE Puffer und 10 gl bzw. 5 gl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zur Anférbung der DNA
versetzt und nach Abkuhlen auf etwa 60 °C in den vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Nach
Erstarren wurde das Gel in der Apparatur mit TAE Puffer Uberschichtet und der
Probentaschenkamm entfernt.

Die Proben wurden mit einem Zehnte ihres Volumens mit DNA Probenpuffer versetzt und
durch Unterschichten in die Taschen geladen.

Die Elektrophorese wurde mit etwa 100V und 150 mA durchgefiihrt, bis das
Bromphenolblau maxima 2/3 der Gellénge gewandert war. Zur Dokumentation und
Auswertung wurden die Gele auf einem UV-Durchlichtgerédt mit Hilfe einer
Videodokumentation aufgenommen.

4.5.7 Auswertung von Agarosegelen

Die Auswertung ethidiumbromidgefarbter Agarosegele erfolgte nach Aufnahme durch eine
Videodokumentation (Polaroid, Offenbach, D) unter konstanten Bedingungen (Blende = 2,5
Belichtungszeit = 200 ms) unter UV-Licht der Wellenldnge 302 nm. Die Auswertung der
digitaiserten Bilddaten efolgte mit Hilfe der Multi-Analyst-Software (Bio-Rad,
Munchen, D). Dabe sollte das Gel zlgig aufgenommen werden, da das UV-Licht die
interkalierenden Ethidiumbromidmolekile (von der DNA) ablést und die Farbung nach
einigen Minuten deutlich abnimmt.
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4.5.8 Transfektion von HaCaT-Zellen

Die Transfektion von HaCaT-Zellen erfolgte mit dem Lipofektionskit FuGene 6 der Firma
Boehringer Mannheim (Mannheim, D). Das von der Firma nicht néher beschriebene lipophile
Agenswird zur Komplexierung der DNA eingesetzt, die sich so an die Zelmembran anlagert
und vor DNasen geschiitzt ist. Die lipohile Hille erméglicht der DNA den Eintritt durch die
Zellmembran in das Zytosol. Die Kernmembran |6st sich erst wahrend einer Zellteilung auf.
Ist die DNA nach einer Zdlteilung in den Zellkern gelangt, kann eine transiente Expression
stattfinden, d.h. die kodierten Gene werden exprimiert, ohne dal3 das Plasmid vermehrt oder
weitergegeben wird.

Etwa 50 % konfluente HaCaT-Zellen in 6-Loch Zdlkulturschalen (d = 35 mm, A = 9,6 cm?)
wurden vor der Transfektion mit neuem, serumfreiem Medium (KGM) versetzt. Fir jedes
Loch wurden 3 pl der ethanolischen Fugene 6 Losung und 97 Wl KGM  Medium vorbereitend
zusammengegeben und fir 5 min inkubiert.

In einem weiteren Reaktionsgefal wurden 1 g oder 2 pug Plasmid vorgelegt. Hierzu wurden
je 100 pl der vorbereiteten Fugene 6 Lsung pipettiert. Diese Mischung wurde auf ein Loch
mit Zdlen in der 6-Loch Zellkulturschale pipettiert. Nach 24stindiger Inkubation im
Brutschrank wurde das Medium gewechselt. Zu diesem oder einem spédteren Zeitpunkt
wurden die Zellen mit verschiedenen Agenzien so behandelt, dal3 die Gewinnung der
Zellysate fur den Transaktivierungsassay 48 h nach der Transfektion erfolgte.

4.5.9 Messung der Transaktivierungsaktivitat des Aktivatorproteins-1

DNA-Konstrukte, bei denen eine Promotorsequenz mit einem Gen rekombiniert wurde, das
ein leicht detektierbares Protein kodiert (Reportergen), werden zur Transfektion von
Saugetierzellen verwendet, um Aussagen Uber die von diesem Promotor gesteuerte
Genexpression zu bekommen. Transkriptionelle Regul ationsmechanismen kénnen also durch
ein Reportergensystem analysiert werden.

Hier wurde das bakterielle Enzym Chloramphenicol-Acetyl-Transferase Typ | (CAT) as
Reportergen verwendet, das kein eukaryotisches Aquivalent hat. In den vorliegenden
Tranfektionsexperimenten mit transienter Transfektion wurde zur Bestimmung der
Transaktivierungsaktivitét des Aktivatorproteins-1 (AP-1) pBLCAT2/5xAP1 [Luckow und
Schiitz, 1987] als Plasmid verwendet. In diesem Plasmid steht das CAT-Gen unter Kontrolle
eines tk-Minimapromotors, dem 5 APl-Bindungsstellen (Core-Sequenz TGACTCA)
vorangestellt sind. Die in den Zellextrakten von transent transfizierten Zellen gemessene
Menge an CAT-Enzym korreliert dabel positiv. mit der Transkriptionsaktivitét der
regulatorischen Sequenzen.

Das Escherichia coli lacZ Gen kodiert die 3-Galaktosidase und ist in ener Reihe von
Transfektionsstudien [Luckow und Schiitz, 1987; Maniatis et a., 1989] als interner Standard
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(Referenzplasmid) benutzt worden. Zur Uberwachung der Transfektionseffizienz und
Normalisierung der CAT-Mengen wurden daher die Zellen mit 1 ug pCH110 (Pharmacia,
Freiburg, D) as Referenzplasmid cotransfiziert, das ein durch einen SV40 Promotor
reguliertes funktionelles lacZ Gen enthdlt.

Fur die Bestimmung der Mengen an CAT-Enzym wurde ein CAT-ELISA (Boehringer
Mannheim, D) verwendet, der eine Alternative mit vergleichbarer Senstivitét zu den
herkdbmmlichen CAT-Assays darstellt, bei denen mit radioaktiven Isotopen gearbeitet werden
muf3. Zur Quantifizierung der 3-Galactosidase ([>-Gal) wurde ein 3-Gal-ELISA (Boehringer
Mannheim, D) benutzt, der im Gegensatz zu kolorimetrischen Assays ausschliefdich das
bakterielle Enzym, nicht aber die analoge lysosomal e 3-Galactosi dase detektiert.

Beide Tests basieren auf dem Sandwich-ELISA Prinzip. Die Assays werden in je einer
Mikrotiterplatte (MTP) durchgefhrt, die mit gegen CAT oder 3-Gal gerichtete Antikorpern
beschichtet sind. Nach Lysis der transfizierten Zellen wurden Aliquots der zu untersuchenden
Zellextrakte, die das CAT- und das [3-Gal-Enzym enthalten, zu den MTP gegeben. Danach
wurde ein gegen CAT bzw. [3-Ga gerichteter, mit Digoxigenin markierter Antikorper
zugeflgt. Im folgenden Schritt bindete ein gegen das Digoxigenin gerichteter und mit
Peroxidase konjugierter Antikorper an das Digoxigenin. Das nun zugefiigte Substrat ABTS®
flhrte zu einer durch die Peroxidase katalysierten Farbreaktion. Das grin geférbte
Reaktionsprodukt kann im ELISA-Photometer quantifiziert werden, wobei die gemessene
Absorption direkt mit der in dem Zellextrakt enthaltenen CAT- bzw. 3-Gal-Menge korreliert.

Durchfuhrung:

HaCaT-Zellen wurden in 6-Loch Zellkulturschalen (d = 35 mm, A = 9,6 cn¥) in einer Dichte
von 2 x 10° Zellen pro Loch in 2 ml RPMI1/10 % FCS ausgesit. Am nachsten Tag wurde das
Medium bei einer Konfluenz der Zdllen von 40-50 % nach Waschen mit 0,5 ml PBS pro
Loch durch 2 ml KGM ersetzt. Die Transfektion erfolgte wie in Kapitel 4.5.8 beschrieben mit
2 ug pBLCAT 2 und 1 pg pCH110. 24 h spéter wurden die Zellen mit 0,5 ml PBS pro Loch
gewaschen und mit 2 ml frischem KGM versetzt. Die nachfolgenden Behandlungszeitpunkte
mit C,-Ceramid bzw. mit anderen Agenzien wurden so gewahlt, dal3 der Zeitraum zwischen
Transfektion der Zellen und ihrer Lyse immer 48 h betrug. Die Herstellung der Zdlysate
erfolgte mit demim CAT-ELISA-Kit enthatenen Lysispuffer. Die Zellen wurden mit 500
des 1x Lysispuffers pro Loch lysiert und die MTP des CAT- und [3-Gal-ELISAs mit je 200 pl
Lysat versetzt.

Alle weiteren Schritte erfolgten nach dem Protokoll des Herstellers mit den in den ELISA-
Kits mitgelieferten Losungen.
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4.5.10 Enzymkatalysierte Reaktionen

Enzyme fur die Molekularbiologie werden oft in einem Puffer geliefert, der 50 % Glycerol
enthédlt. Die meisten dieser Enzyme werden durch Glycerol in Konzentrationen grof3er als5 %
gehemmt oder in ihrer Spezifitét beeinflul¥. Sie sind auch eher warmeempfindlich und
mUssen daher bei -20 °C aufbewahrt werden, zur Zugabe auf Eis gehalten werden und beim
Pipettieren so kurz al's moglich in der sich schnell erwéarmenden Spitze gehalten werden. Dies
ist bei der Planung der Reaktionsansétze zu beachten.

4.5.10.1 Restriktion der DNA

Bendtigte L sungen

Sop Lésung
EDTA 0,29 g
Natriumdodecylsulfat 0,10 g
H20 ad10 ml
Sop/Lade Losung
DNA Probenpuffer (s. Kapitel 4.5.6) 5 ml
Stop L ésung 5 ml

Ein Ansatz ist wie folgt zusammengesetzt, wobel nach Mdglichkeit Mastermixe einzelner
K omponenten benutzt werden.

10 U/l Enzym 2
10x Puffer 2
DNA 0,5 ug
H>0 ad20

Die Konzentration an DNA sollte etwa 0,1 pg/pl bis 0,2 pg/il betragen. FUr praparative
Zwecke wurden je Ansatz Volumina bis 100 gl verwendet, grofdere Ansdtze wurden
entsprechend aliquotiert. Das Schnelden von Restriktionsendonukleasen erfolgte fur 1 h bei
37 °C. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl Stop/Lade bzw. 1/4 des
Ansatzvolumens und Inkubation fir 5 min bei 65 °C beendet. Die Fragmente wurden in
einem Agarosegel aufgetrennt (s. 4.5.6).

In Abb. 6 ist beispielhaft das Bild eines Agarosegels, das mit Restriktionsprodukten der in
den Transaktivierungsassays verwendeten Plasmide pBLCAT2/5xAP1 und pBLCAT2
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beladen wurde, abgebildet. (Die erwarteten Fragmentldngen waren EcoRI-Verdau: ~1760bp,
~2702bp; Xbal-Verdau: ~4500 bp.)

Plasmide pBLCATZ2/5xAP1 pBLCAT?2

DoHindI 1| AHindlIl 23.130 bp

516 p
— 6557 bp
— — —— 4.361bp
2.322 bp

- _/
ox/ Haelll —2027bp

— —— —— 1.353bp
s ——— 1.078bp
872 bp
603 bp
310 bp
281 bp
234 bp
194 bp

.

zur Restriktion RS O
verwendete Enzyme 0%23 O%/ %,

%, %,

% L

+
Y

Abb. 6 Restriktionsverdau von pBLCAT2/5xAP1 und pBLCAT2

4.5.10.2 Synthese von komplementarer DNA (cDNA)

Die Synthese von cDNA erfolgt mit dem k&uflichen Kit ”SuperScript™ Preamplification
System” der Firma Gibco BRL (Eggenstein, D) entsprechend den Anweisungen des
Herstellers. Die Polymerase, die den zur RNA komplementéren Erststrang synthetisiert, ist
SuperScript |1 Ribonuklease H (RNase H) Reverse Transkriptase. Es handelt sich um ene
gentechnisch hergestellte Reverse Transkriptase, die so veradndert worden ist, dal3 die RNase
H-Aktivitdt nicht mehr vorhanden ist. Als Primer wurden ein Gemisch von Hexameren
(Random Primer) mit zufa&lligen Sequenzen verwendet.
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Benitigte Reagenzien:

- 50 ng/pl Random Hexamere

- 10 x PCR-Puffer

- 25 mM Magnesiumchlorid

- 0,1 M Dithiothreitol (DTT)

- 10 mM dNTP-Mix (je 10 mM von dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
- 200 Unitg/ll SuperScript I RT

- 2 Units/pl E. coli RNase H

Durchfihrung:

Zur Denaturierung der RNA und Anlagerung der Primer wurden zuerst 1,6 pg RNA und
100 ng randomisierte Hexanukleotide in 12 yl H,O fur 10 min bei 70 °C inkubiert und
anschliel?end fur mindestens 10 min auf Eis gestellt. Folgender Reaktionsmix wurde
angesetzt:

Reaktionsmix je Ansatz Konzentration im Ansatz
PCR-Puffer (10 x) 2

25 mM MgCl, 2 2,5mM
dNTP mix (je 10 mM) 1l je 0,5 mM
0,1 M 1,4-Dithiothreitol DTT 2u 10mM

Je 7 Wl des Reaktionsmix wurden zu einer RNA-Probe gegeben, vorsichtig gemischt und bel
25°C 5min inkubiert. Durch Zugabe von 1 g 200 U/J Superscript™ Reverse
Transkriptase und Inkubation fir 10 min bei RT wurde die Reaktion gestartet. Nach Mischen
durch vorsichtiges Antippen wurde fir 50 min bel 42 °C inkubiert und danach die Reaktion
beendet, indem die Proben fir 15 min auf 70 °C erhitzt wurden. Anschlief3end wurden die
Proben zunéchst auf Eis gestellt, um dann nach kurzer Zentrifugation und Zugabe vonje 1 ul
2U/ul RNase H™ fur 20 min be 37 °C inkubiert zu werden. Dieser Schritt fuhrt zur
Entfernung von komplementérer RNA. Die cDNA wurde danach im Verhdtnis 1:10 mit Aqua
bidest. verdinnt. Wird diese cDNA as Matrize fir PCR-Reaktionen verwendet, kann man
5u oder 10 I einsetzen statt 1yl im unverdinnten Fall. Dieses Vorgehen reduziert die
Fehler durch Pipettierschritte von 1 pl-Mengen enorm.

Um eventudle Kontaminationen durch genomische DNA bei der RNA-Isolierung zu
entdecken, wurde bel jeder cDNA-Herstellung eine Probe angefertigt, der keine Reverse
Transkriptase hinzugefugt, sonst aber identisch behandelt wurde.
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4.5.10.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Amplifikation von DNA in vitro aus geringsten Mengen genetischen
Materials wurde 1985 von Kary Mullis [Saiki et al., 1985] beschrieben. Seitdem wird die
Polymerasekettenreaktion besonders in der biologischen Grundlagenforschung, der
medi zinischen Diagnostik, der Humangenetik und Genomanalyse sowie der Gerichtsmedizin
angewandt. Als Ausgangsmateria dient Doppel-/Einzelstrang-DNA. Durch Erwarmen wird
der Doppelstrang denaturiert und mit zwei kurzen Oligonukleotiden als Primer der DNA-
Synthese, die die gesuchte Sequenz begrenzen, hybridisiert. Eine thermostabile Polymerase
(Tag-Polymerase) verlangert anschlie3end die Primer. Der 5°-Primer sollte komplementér
zum Plus-Strang und der 3"-Primer zum Minus-Strang sein. Die Reaktionen eines Zyklus,
Denaturierung der DNA, Hybridisierung der Primer (annealing) und DNA-Polymerisation
laufen bei unterschiedlichen Temperaturen ab. Theoretisch wird die Anzahl der entstehenden
DNA-Molekile in jedem durchlaufenen Zyklus verdoppelt und somit steigt die
neusynthetisierte DNA-Menge zunéchst exponentiell. Dabel liefern die neu gebildeten DNA-
Abschnitte im darauffolgenden Zyklus die Vorlagen fir den Bau neuer Strange
(Kettenreaktion). Die exponentielle Phase geht aber praktisch nach einer unterschiedlich
hohen Anzahl von Zyklen in eine Plateauphase Uber, in der die spezifische Amplifizierung
zum Stillstand kommt. Nach ca. 20-35 Zyklen wird das Reaktionsprodukt tiber die Grof3e der
gelelektrophoretisch aufgetrennten Fragmente analysiert. Alle PCR-Reaktionen dieser Arbeit
wurden in einem Volumen von 50 pl in dem MultiCycler PTC-200 der Firma Biozym (Hess.
Oldendorf, D) in Reaktionsgefdlien (0,6 ml) der Firma Eppendorf (Hamburg, D)
durchgefuhrt. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden getrennte Pipettenséize benutzt.
Ein Pipettensatz wurde in einem gesondert daflir eingerichteten Raum nur fir das Pipettieren
von Primern, Puffer, H,0, und Tag-Polymerase verwendet. Nach Wechseln des Raumes
wurde mit einer weiteren Pipette und Pipettenspitzen, die Aerosolfilter enthielten, Matrizen-
DNA in den Reaktionsansatz gegeben. Bel der Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) werden fur die PCR-Amplifizierung cDNA-Molekile as Matrizen-
DNA verwendet. Um die verwendeten L ésungen auf Kontaminationen zu tberprifen, wurde
fur jedes Primer-Paar ein Reaktionsansatz pipettiert, der anstelle von cDNA H,0 enthielt.
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Ein Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen :

f. c. []
H,O 22,25
10 x PCR Puffer 50 mM 5
(200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCl)
10 oder 20 uM 5’ -Primer 1 oder 2,0 uM 5
10 oder 20 uM 3'-Primer 1 oder 2,0 uM 5
50 mM MgCl, 1,5mM 1,5
10 mM dNTPs (je Nukleotid 10 mM) 0,2 mM 1
Tag-Polymerase (5 U/ul) 1,25 U/50 ul 0,25
Matrizen DNA (1:10 verdinnt) 10

Fur eine Amplifizierung wurden die Schritte Hitzedenaturierung der DNA, Hybridisierung

der Primer (annealing) und DNA-Synthese zyklisch wiederholt.

Ein typisches PCR-Programm ist :

I1min94°C,1 mn55°C,1min72°C

2 Zyklen

1min92°C,1 mn55°C, 1min72°C

20-37 Zyklen; die Verringerung der
Denaturierungstemperatur  auf 92 C
verlangert die Lebensdauer der Tag-
DNA-Polymerase erheblich

Imin94°C,10min72°C

1 Zyklus, dieser Zyklus dient der
Vervollstandigung bereits begonnener
DNA-Synthesen (final extension).

Abkuhlen auf 4 °C

Das hier dargestellte Zyklusprofil ist nur ein Beispiel. Fir jedes in dieser Arbeit verwendete
Primer-Paar wurden die Bedingungen optimiert, um eine gréfdmaogliche Spezifitdt der
Polymerase-K ettenreaktion zu erreichen. Dabel hat es sich gezeigt, dal3 es nicht notwendig
war, die MgCl,-Konzentration, die Primer-Konzentration oder die Nukleotid-Konzentration

zu variieren. Variiert wurde meistens lediglich die annealing-Bedingungen (Temperatur/oder
Zeit) sowie die Anzahl der Zyklen. Bel den c-fos-Primern wurde eine sogenannte ,, two-step-

PCR" durchgefuhrt. Hier wurde der Denaturierungsschritt von einem kombinierten
annealing- und Syntheseschritt gefolgt. Dies bot sich dann an, wenn die annealing-
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Temperatur Uber 63 °C lag. Die optimierten Bedingungen fir die verwendeten Primerpaare
sind in Kapitel 5.5 aufgefihrt.

Im Anschlul? an die PCR wurden in der Regel 9 pl des Reaktionsansatzes mit Hilfe einer
Agarosegel-Elektrophorese analysiert. Dabei wurden 125 ng des Langenmarkers ¢x/Haelll in
eine separate Geltasche aufgetragen, um die Fragmentlange der PCR-Amplifikate beurteilen
Zu konnen.

Die bel der Auswertung der Agarosegele bzw. Bandenintensitédten der untersuchten
Apoptose-assoziierten Gene gewonnenen Densitometriedaten werden ,,normaisiert”, indem
se jewells mit denen des Haushaltsgens ribo S9 in das Verhdtnis gesetzt werden. Dann
werden die Werte der mit C,-Ceramid stimulierten Proben auf die zugehdrigen
Ethanolkontrollen bezogen, um die Genexpression als Induktionsfaktor auszudriicken
(s. Tab 6).
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5 ERGEBNISSE

5.1.1 Effekt von C,-Ceramid auf die Proliferation von HaCaT-Zellen

Um das Proliferationsverhalten von HaCaT-Zelen unter dem Einflul? von C,-Ceramid in
serumfreiem Medium zu untersuchen, wurden in Tellung befindliche, aso nicht konfluent
gewachsene Zellen Uber 24 h bzw. 48 h mit verschiedenen Konzentrationen von C,-
Ceramid inkubiert. Anschliefiend wurde die Zdlzahl mittels der Kristalviolett-Methode
quantifiziert (s. 4.2.1). Hierbei zeigte sich wie in Abb. 7 A + B dargestellt, dal3 C,-
Ceramid bei beiden Inkubationszeiten einen konzentrationsabhéngigen antiproliferativen
Effekt austibt. Schon in Konzentrationen von 5 pmol/l zeigte sich eine leichte Einschrankung
des Proliferationsverhaltens von 10 % nach 24 h bzw. 12 % nach 48 h. Be ener
Konzentration von 20 pmol/l war die Proliferation im Vergleich zur Kontrolle bereits um
etwa 47 % nach 48 h reduziert. Die hochste in der vorliegenden Arbeit verwendete
Konzentration von 60 pmol/l fuhrte nach 48 h zu einer Hemmung der Zdlproliferation in
Hohe von 59 % der Kontrolle.
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Abb. 7 Konzentrations- und zeitabhangiger Effekt von C,-Ceramid auf
das Wachstum von HaCaT-Zellen.

HaCaT-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von C,-Ceramid behandelt. Nach 24 h
(A) bzw. nach 48 h (B) wurde das Wachstum der Zellen Uber die Kristallviolett-Methode (s. 4.2.1)
bestimmt. Die Saulen reprasentieren Mittelwerte aus vier unabhéngigen Versuchen und werden als
% der Kontrolle £ S.D. (n=4) angegeben.
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5.1.2 Effekt von C,-Dihydroceramid auf die Proliferation von HaCaT-
Zellen

Bielawska et a. haben das Ceramid-Analogon Dihydroceramid als sinnvolle Negativkontrolle
beschrieben, wenn es um den Nachweis der spezifischen biologischen Wirksamkeit von
Ceramid-Analoga geht [Bielawskaet a., 1993].

Es galt nun die spezifische biologische Wirksamkeit von C,-Ceramid herauszustellen, indem
es in einer Proliferationsmessung dem biologisch inaktiven Ceramid-Analogon C,-
Dihydroceramid in der nicht zytoxischen Konzentration von 30 pmol/l gegenibergestellt
wurde. C,-Dihydroceramid fehlt die fur die biologische Funktion wichtige trans-
Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 4 und 5 im Sphingosinriickgrat des
Ceramids (s. 1.3.6).

Fur die Messung der Proliferation wurde die schon beschriebene Kristallviolett-Methode
durchgefuhrt. Abb. 8 zeigt, da3 be &guimolarer Konzentration von C,-Ceramid und
C,-Dihydroceramid die Proliferationsrate bereits nach 24 h deutlich (um 43 %) reduziert war.
Im Gegensatz dazu war Dihydoceramid in nur geringem Mal3e (um 11 %) in der Lage, die
Zdlproliferation im Vergleich zur Kontrolle zu hemmen. C,-Ceramid hat einen deutlich
starkeren antiproliferativen Effekt als das C,-Dihydroceramid. Allerdings erwies sich das as
Negativkontrolle vorgesehene C,-Dihydroceramid selbst as geringgradig antiproliferativ im
Vergleich zu den Kontrollen.

120 7 Abb. 8 Antiproliferative Wirkung
von C,-Ceramid in HaCaT-
Zellen im Vergleich zu

100 - C,-Dihydroceramid.

i

HaCaT-Zellen wurden mit C,-Ceramid (30 pM), C,-
Dihydroceramid (30 uM), und Kontrollmedium
(KGM + Ethanol-Vehikel) inkubiert. Nach 24 h
wurde das Wachstum der Zellen udber die
Kristallviolett-Methode (s. 4.2.1) gemessen. Die
Werte sind in % der Kontrolle + S.D. (n=4)
angegeben.
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5.2 Zytotoxizitat von C,-Ceramid auf HaCaT-Zellen

In einem ndchsten Schritt war es notwendig herauszufinden, ob und bis zu welcher
Konzentration die gemessene antiproliferative Wirkung von C,-Ceramid nicht auf
unspezifischen Effekten wie z.B. Detergenzeffekten beruht. Die hierzu durchgefiihrten LDH-
Assays sollten helfen, den Konzentrationsbereich herauszufinden, der antiproliferativ
wirksam ist, die Viahilitdt von HaCaT-Zellen aber nur unwesentlich bzw. nicht einschrankt.
Bel Zdlen, deren Plasmamembran z.B. infolge enes Agens in zytotoxischen
Konzentrationen geschédigt wird, gelangt zytosolische Laktatdehydrogenase (LDH) in den
Zd lkulturiberstand und kann dort im Rahmen eines LDH-Assay nach einer kolorimetrischen
Resaktion im ELISA-Photometer quantifiziert werden. Die Menge an gemessener LDH, die im
folgenden Versuch als relative LDH-Aktivitdt angegeben wird, ist proportional zum
zytotoxischen Potential des betreffenden Agens und damit auch zur Reduktion der Viabilitét.
Es zeigte sich, wie in Abb. 9 dargestellt, dal3 C,-Ceramid in Konzentrationen bis zu
30 pmol/l nach 10 h keinen und nach 20 h bzw. 25 h nur sehr schwachen relativen Anstieg
der LDH-Aktivitdt verursacht. Hohere Konzentrationen an C,-Ceramid vermogen erst ab
einer Inkubationszeit von 20 h die LDH-Aktivitét deutlich gegentber der Kontrolle zu
erhdhen. Das als Postivkontrolle in einer Konzentration von 0,2 % (v/v) verwendete
Detergenz Triton (nicht abgebildet) steigerte die LDH-Aktivitét im Kulturiberstand bereits
nach 5 min um etwa 400 % im Vergleich zur Kontrolle.

C,-Ceramid beeinflulX die Viabilitat von HaCaT-Zellen in Konzentrationen bis zu 30 pmol/I
nach einer 25 h Inkubation kaum. Deutliche zytotoxische Effekte wurden jedoch in
Konzentration ab 60 pmol/l C,-Ceramid ab einer Behandlungsdauer von 20 h gemessen.

600

500 .

. Behandlungszeit [ h ]
400 | O 0 B Nu

5 10 20 25
300 |
200 |
100
1 1 1 1 1
o 15 30 60 90 120

Konzentration von C2-Ceramid [pumol/I]

LDH-Aktivitat (% der Kontrolle)

Abb. 9 Messung der Zytotoxizitat von C,-Ceramid auf HaCaT-Zellen.

HaCaT-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen von C,-Ceramid behandelt. Nach 5 h,
10 h, 15 h und 24 h wurde im Zellkulturiberstand die Aktivitat der Laktatdehydrogenase (s. 4.3)
gemessen. Die Werte reprasentieren Vierfach-Werte und werden als % der Kontrolle £ S.D. (n=4)
angegeben.
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5.3  Apoptose-Messungen

Der Nachweis, ob C,-Ceramid einen Einfluf3 auf die Apoptose hat, wurde mittels eines Test-
Kits bestimmt, welcher zytoplasmatische Histon-assoziierte DNA-Fragmente (Nukleosomen)
auf der Basis eines Sandwich-ELISA detektiert. Fir die Versuche wurden HaCaT-Zdllen
nach einer 24 h Adaptationsphase in KGM 6 h mit ansteigenden Konzentrationen an C,-
Ceramid behandelt. Anschlief3end wurden Lysate fir den ELISA hergestellt, in denen die
Anreicherung von kurzkettigen Nukleosomen gemessen werden sollte. Die Ergebnisse der
Untersuchungen in Abb. 10 zeigen eine erhthte DNA-Fragmentierung (127 £10 %) im
Vergleich zur Kontrolle ab einer C,-Ceramid-Konzentration von 30 pmol/l. Bei zunehmenden
Konzentrationen an C,-Ceramid erhthte sich auch die nachgewiesene Menge an DNA-
Fragmenten. Neben einer antiproliferativen besitzt C,-Ceramid somit auch eine apoptotische
Wirkung ab einer Konzentration von 30 pmol/l in HaCaT-Zellen.

200 Abb. 10 Konzentrationsabhangige
Induktion der Apoptose
180 - durch C,-Ceramid in
HaCaT-Zellen.
@ 160 -
° HaCaT-Zellen wurden mit unterschiedlichen
S 140 Konzentrationen von C,-Ceramid behandelt.
2 Nach 24 h wurde die DNA-Fragmentierung
& 1204 mit dem Cell death detection ELISA™-"S
'2 (s. 4.4) bestimmt. Die Werte représentieren
S den Mittelwert aus vier unabh&ngigen
> 100 1 Experimenten und werden in % der
3 Kontrolle + S.D. (n=4) angegeben.
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Im Folgenden wurden die beiden Ceramid-Analoga C,-Ceramid und C,-Dihydroceramid auch
hinsichtlich ihres Potentials Apoptose auszulésen untersucht und verglichen. Aufbau und
Bedingungen des Versuchs waren mit den in der Legende zu Abb. 10 beschriebenen
identisch. Es wurde jedoch vor der Herstellung des Zellysate bei alen Proben 20 yl Medium
aus dem Kulturlberstand pro Loch einer Zelkulturschae entnommen, um sie ener
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Bestimmung der LDH-Aktivitét mit Hilfe des LDH-Assay zu unterziehen. Die HaCaT-Zellen
wurden 6 h mit C,-Ceramid (30 pmol/I) und C,-Dihydroceramid (30 pmol/l)

Die Resultate in Abb. 11 lassen weder bei C,-Ceramid noch be C,-Dihydroceramid
behanddlten Zelen eine erhthte LDH-Aktivitdt gegentber der mit Kontrollmedium
behandelten Zellen erkennen. Allerdings unterscheidet sich die Apoptoserate bel C,-Ceramid-
behandelten Zellen mit (149 £20 %) deutlich von der von C,-Dihydroceramid (113 +5 %).
Wahrend bei C,-Ceramid eine deutliche Erhdhung der DNA-Fragmentierung festgestellt
werden konnte, war die Apoptoserate bei den mit C,-Dihydroceramid behandelten Zellen nur
schwach erhoht.

300 A

250 1 B Apoptose

200 - [l LDH-Aktivitat

150 A

100 -

Biologischer Effekt (% der Kontrolle)

50 o

Kontrolle C,-Dihydroceramid C,-Ceramid

Abb. 11 Zytotoxizitat und Apoptose-lnduktion von C,-Ceramid
im Vergleich zu C,-Dihydroceramid.

HaCaT-Zellen wurden mit 30 pM C,-Ceramid, 30 uM C,-Dihydroceramid und der Ethanolkontrolle
(Kontrolle) inkubiert. Nach 24 h wurde die LDH-Aktivitat im Zelliberstand (s. 4.3) und die DNA-
Fragmentierung (s. 4.4) gemessen. Die Saulen repréasentieren die Mittelwerte aus vier
unabhéangigen Experimenten und werden in % der Kontrolle + S.D. (n=4) angegeben.
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5.4 Etablierung einer Methode zur Bestimmung C,-Ceramid-induzierter
Genexpressionsander ungen

Der Nachweis von Genexpressionsdnderungen kann mit verschiedenen Methoden gefiihrt
werden. In vorliegender Arbeit wurde die Transkription der zu untersuchenden Gene auf
MRNA-Ebene mit Hilfe der RT-PCR untersucht.

Fur den Nachweis Ceramid-induzierter Genexppression auf Ebene der mRNA mit Hilfe der
RT-PCR erschien es wichtig, dal3 es mit dieser Methode méglich sein sollte, nicht nur grobe
qualitative, sondern auch graduelle semiquantative Aussagen Uber die Expressionanderungen
eines Gens zu machen.

Dazu wurde in einem ersten Schritt versucht, schon beschriebene Experimente, die sich der
RT-PCR as Methode zum Nachwels von Genexpressionsdnderungen bedienten,
nachzuvollziehen. Sawai et a. 1996 erfillten in ihrem Experiment diesbeziiglich vier fur die
vorliegende Arbeit wichtige Kriterien:

1. serumfreies arbeiten

2. semiquantitative Messung von Genexpression auf mRNA-Ebene

3. Stimulation von immortalisierten Zellen mit C-Ceramid

4. Messung von Genexpressionsanderungen des A poptose-assoziierten Gens c-jun.

In dieser Arbat [Sawai et al., 1997] wurde u.a. nachgewiesen, daf3 C,-Ceramid in einer
Konzentration von 5 pmol/l MRNA c-jun in HL-60 induziert. Nach 1 h erreichte die c-jun-
Expression den 15 fachen Wert im Vergleich zur Kontrolle. Zu spéteren Zeitpunkten sank
die c-jun-Expression wieder.

Die Bestédtigung dieser Ergebnisse sollte nicht zuletzt der Etablierung der RT-PCR fur die
vorliegende Arbeit dienen.

HL-60 Zellen wurden in RPMI mit 10 % FCS gehaten. Vor Versuchsbeginn wurden die
Zellenin einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/ml in serumfreies Medium ausgesit und Gber
Nacht daran adaptiert. Danach erfolgte die Inkubation mit C,-Ceramid (5 pmol/l) und den
Kontrollsubstanzen fir 1 h bzw. 2 h mit sich anschlief3ender Extraktion der Gesamt-RNA
und cDNA-Synthese. Fir die nachfolgende PCR wurde 1 pl unverdiinnte cDNA as DNA-
Matrize eingesetzt.

Jeweils 9 d  PCR-Produkt wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, Uber die
Ethidiumbromid-Interkalation auf dem UV-Durchlichttisch sichtbar gemacht und durch eine
Videodokumentation aufgenommen und digitalisiert. Die digitdisierten Signale wurden mit
der Multi-Analyst Software (Bio-Rad, Minchen, D) analysiert. Die gemessenen Werte von
c-jun wurden mit denen des Haushaltsgens ribo S9 (codiert fir ein Protein der kleinen
Ribosomenuntereinheit) normalisiert.

In Abb. 12 sind die Agarosegele der durchgefiihrten Experimente mit HL-60-Zellen
abgebildet.

Die videodensitometrische Auswertung ergab nach 1 h etwa einen 14 fachen und nach 2 h
einen 9 fachen Wert fur c-jun im Vergleich zu den jeweiligen Ethanolkontrollen. Es war im
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Vergleich dazu nach 2 h nur ein geringer Unterschied zwischen der Ethanol- und der
Mediumkontrolle zu sehen.

Gen
2h 1h
PCR-Produktl&nge | | | 1 Ox/Haelll

1353 bp
1078 bp
872 bp
603 bp
310 bp
281 bp
234 bp
194 bp

———

c-jun
315 bp .

AN

1353 bp
— 1078 bp
872 bp
603 bp
310 bp
281 bp
234 bp
194 bp

ribo SO
431bp

AN

Abb. 12 C,-Ceramid induziert in HL-60-Zellen das Apoptose-assoziierte
Gen c-jun (RT-PCR).

HL-60-Zellen wurden Uber Nacht an serumfreies Medium adaptiert und anschlieend mit C,-
Ceramid (5 umol/l) und den Kontrollen behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h bzw. 2 h
wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen extrahiert und cDNA synthetisiert. Je 1 yl cDNA diente als
Matrize fir eine PCR. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden gelelektrophoretrisch aufgetrennt und
unter dem UV-Durchlichttisch durch Ethidiumbromid-Interkalation sichtbar gemacht und mittels
Videodensitometrie aufgenommen und ausgewertet.
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5.5 Untersuchung der Expression Apoptose-assoziierter Gene auf mRNA-
Ebene mittels RT-PCR in HaCaT-Zellen

Um die Transkription Apoptose-assoziierter Gene in Keratinozyten nach Stimulation mit C,-
Ceramid zu untersuchen, wurden HaCaT-Zdlen in Zelkulturflaschen mit einer Bodenfléche
von A = 75 cm? in 12 ml RPMI-Medium ausgesit und bel Erreichen einer Konfluenz von
ca. 80 % auf das serumfreie Keratinozytenmedium KGM gesetzt. Die Zdlen wurden an
dieses neue Medium 24 h adaptiert. Nach der Adaptationszeit erfolgte die Inkubation fir
2h, 6h und 24h mit C,-Ceramid (30 pumol/l) oder Ethanol. Nach der jeweiligen
Inkubationszeit wurde die Gesamt-RNA isoliert. Anschlief3end wurde die Gesamt-RNA einer
cDNA-Synthese unterzogen und die gewonnene cDNA as Matrize (jeweils 10yl 1:10
verdinnter cDNA) in der sich anschlieffenden PCR unter den fir das jeweilige Primerpaar
optimierten Bedingungen (s. Tab. 5) eingesetzt.

Bel der Auswahl der Primer wurden unter anderem folgende Parameter beachtet, um eine
spezifische Bindung der Primer an die ¢cDNA und eine optimale Amplifizierung zu
gewahrleisten:

5- und 3"-Primer wurden soweit mdglich so ausgewahlt, dal3 zwischen ihren Positionen
Spleilistellen liegen, sie aso in verschiedenen Exons lokalisert sind. Hierdurch wird
bewirkt, da® durch Amplifizierung kontaminierender genomischer DNA Amplifikate
entstehen, die nicht der Lange amplifizierter cDNA entsprechen. Die Amplifikate eventudll
amplifizierter genomischer DNA sind um die Lange der Intron-Sequenzen grof3er als die der
amplifizierten cDNA. Eine Unterscheidung ist somit Uber den Langenvergleich der
Amplifikate moglich. Dieses Verfahren ist sinnvoll, weil genomische DNA manchma as
Kontamination in einer RNA-Préparation enthalten ist, und fand fur ale Gene aul¥er c-jun
Anwendung. Letzteres besitzt keine Introns und somit auch keine Spleil3stellen.

Aulerdem wurde bei der Auswahl der Primer mit Hilfe des Softwareprogramms
Mac Molly™ versucht, die Hybridisierungstemperaturen (annealing-Temperatur) enes
Primerpaares gleich zu haten und die Ausbildung von Sekundarstrukturen, wie z.B.
Primerdimere und eine 3"-Sel bstkomplementaritét zu vermeiden. In Vorversuchen wurde mit
cDNA von HaCaT-Zéllen fur jedes Primerpaar die optimale Zykluszahl bestimmt, um zu
gewdhrleisten, dal? die Mengen an gewonnenen PCR-Produkten in dem Bereich der PCR-
Resaktion entstehen, wo die Produktmenge exponentiell wachst.

Die optimierten Bedingungen fur die verwendeten Primerpaare sind folgender Tabelle 5 zu
entnehmen.
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Untersuchtes Gen erwartete optimierte PCR-Bedingungen

PCR-Primerpaar Fragmentlange Denaturierungstemperatur annealing-Temperatur Extensionstemperatur | Zyklusanzahl
Denaturierungszeit annealing-Zeit Extensionszeit

c-jun 315 bp 92 °C 55°C 72 °C 32

3'/5 c-jun 1 min 1 min 1 min

c-fos 869 bp 92 °C 69 °C 28

3'/5 c-fos 45 sec 1 min

c-myc 639 bp 92 °C 62 °C 72 °C 25

3/5" c-myc 1 min 1 min 1 min

bcl-2 320 bp 92 °C 65 °C 72 °C 37

3'/5 bcl-2 1 min 45 sec 30 sec

bax 290 bp 92 °C 60 °C 72 °C 29

3'/5" bax 1 min 45 sec 30 sec

capase 3 410 bp 92 °C 60 °C 72 °C 27

3'/5 caspase 3 1 min 30 sec 30 sec

p53 371 bp 92 °C 60 °C 72 °C 25

3'/5 p53 1 min 45 sec 2 min

ribo 9 431 bp 92 °C 60 °C 72 °C 22

3'/5" ribo S9 1 min 1 min 2 min

Tab. 5 Optimierte PCR-Bedingungen fir die Primer der untersuchten Apoptose-assoziierten Gene.

Von Bedeutung erscheint, dal} die angegebenen Bedingungen nicht in jedem Fall auf andere Cycler Ubertragbar sind. So muissen im Einzelfall
Temperaturen, Zeiten oder die Anzahl der Zyklen bei Verwendung anderer Thermo-Cycler als dem PTC 200 der Firma Biozym veréndert werden.
Insbesondere sollte herausgefunden werden, ob die durch das Gerat angegebenen Temperaturen sich auf den Block oder auf die tatsachliche in der
Probe vorherrschende Temperatur beziehen. Bei den hier angegebenen Bedingungen bezog sich das Gerét auf die Temperatur der Flissigkeit im

ReaktionsgefalR unter Berlicksichtigung von Probenvolumen und GeféaRwanddicke.

Bei allen Programmen betrug die Denaturierungstemperatur in den ersten zwei einleitenden Zyklen 94 °C, um eine effizientere Denaturierung der cDNA
am Anfang der PCR zu gewahrleisten. In den darauf folgenden Zyklen wurde die Denaturierungstemperatur um 2 °C auf 92 °C herabgesetzt. Auf diese
Weise wurde die Lebensdauer der Tag-Polymerase erheblich verlangert.
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Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe von 2 %igen, ethidiumbromidgeféarbten
Agarosegelen durch Sichtbarmachung der Banden auf dem UV-Durchlichttisch. Auf diese
Weise konnten die Agarosegele mit Hilfe einer Videodokumentation aufgenommen und
digitalisert werden. In den Abb. 13a-h sind beispiehaft einige Gele abgebildet. Fir die
Auswertung wurden zwei unabhangige Experimente mit jewells 3 fach Werten durchgefihrt.
Eine Bande, die der erwarteten Produktlange entspricht, ist eéin Nachweis fir die Expression
der entsprechenden mRNA. Der Wert der Bandenintensitét nach Normalisierung mit ribo S9
korrdiert mit der mRNA-Menge des jewelligen Gens. Die Ergebnisse dler Experimente
wurden ausgewertet und sind in Tabelle 6 zusammenfassend dargestellt.

Gen

PCR-Produktlange 2h 6h 24h

1353 bp
1078 bp
872 bp

c-jun
315 bp

1353 bp
— _1078bp
—_872bp
____603bp
310 bp
/ 281 bp
_/ 234 bp
—— 19%bp

c-fos
869 bp

1353 bp

/ 1078 bp
— 812 bp

603 b
i P

310 bp
4

c-myc
639 bp

281 bp

=~ -~ 234bp
—— 194bp

Abb. 13a-c
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Gen

PCR-Produktlénge

—2h —6h  24h ox/Haelll
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—_— 872hp

bcl-2

—— 310bp
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N 234 bp
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1353 bp

1078 bp
=~ 872bp
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1353 bp
_~ 1078 bp

—— 872bp
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— 281 bp
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194 bp

p53
371bp

Abb. 13d-f



ERGEBNISSE 61

Gen 2h 6h 24 h
PCR-Produktiznge | I | | ox/Haelll

1353 bp
— 1078 bp
—— 872bp
—— 603 bp

310 bp
= 281hp
X 234 bp

194 bp

caspase 3
410 bp [

1353 bp
— 1078 bp
— sm2bp

ribo SO - 603bp

431bp

Abb. 13a-h Messung der Expression von Apoptose-assoziierten Genen in
C,-Ceramid behandelten HaCaT-Zellen mittels RT-PCR.

Nach Kultivierung tber Nacht in serumfreiem Medium (KGM) wurden HaCaT-Zellen fir 2 h, 6 h und
24 h mit C,-Ceramid (30 pM) oder mit Ethanol als Kontrolle behandelt. Nach der jeweiligen
Behandlungszeit erfolgte die Extraktion der Gesamt-RNA, cDNA-Synthese und PCR. Die PCR
wurde mit Primerpaaren fir c-jun (13a), c-fos (13b), c-myc (13c), bcl-2 (13d), bax (13e), p53 (13f),
caspase 3 (13g), und ribo S9 (13h) durchgefihrt. Die ersten 6 Spuren jedes Geles wurden mit PCR-
Produkten beladen, die aus cDNA der angegebenen Inkubationszeiten mit C,-Ceramid oder
Ethanol amplifiziert worden sind. Im Fal der siebten Spur wurde als doppelte
Kontaminationskontrolle H,0 oder RNA-Proben (nicht abgebildet) anstelle der Matrizen-cDNA fur
die PCR eingesetzt. Auf der achten Spur wurde jeweils der DNA-Langenmarker (¢ox/Haelll)
aufgetragen. Die Agarosegele wurden mit 9 ul PCR-Produkt pro Tasche beladen. Die Farbung der
Banden erfolgte durch Ethidiumbromid-Interkalation. Nach Sichtbarmachung auf einem UV-
Durchlichttisch konnten die Agarosegele mit Hilfe einer Videodokumentation aufgenommen und
digitalisiert werden, um dann die erhaltenen Signale semiquantitativ auszuwerten. Die Experimente
wurden in Triplikaten zweimal wiederholt.
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Reguliertes Gen

c-jun
c-fos
c-myc
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bax
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p53

E
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Tab. 6 Messung der Expression von Apoptose-assoziierten Genen in C,-Ceramid-

behandelten HaCaT-Zellen mittels RT-PCR.

Nach Kultivierung Uber Nacht in serumfreiem Medium (KGM) wurden HaCaT-Zellen fir 2 h, 6 h und 24 h mit C,-Ceramid
(30 uM) und mit dem Vehikel Ethanol als Negativkontolle behandelt. Nach der jeweiligen Behandlungszeit erfolgte die
Extraktion der Gesamt-RNA, cDNA-Synthese und PCR. Die Experimente wurden in Dreifach-Werten zweimal wiederholt. Die
Expression der mRNA wurde semiquantitativ analysiert, indem die Expression der oben aufgeflihrten Gene jeweils mit der
Expression des ribosomalen Proteins S9 normalisiert wurde. Die Pfeile geben den Unterschied der Expression der C,-

Ceramid behandelten Zellen zu der Expression der
Expressionsunterschiede im Vergleich zur Kontrolle gab.

Kontrollen wieder.

Punkte zeigen an,

daB es keine
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Zusammenfassend liel3 sich auf der Basis einer semiquantitativen Analyse bel den
Apoptose-assoziierten Genen bax, caspase 3 und p53 mittels RT-PCR keine Ceramid-
induzierten Expressionsdnderungen in den drei durchgefihrten Inkubationszeiten im
Vergleich zur Kontrolle feststellen.

Bel dem Gen bcl-2 konnten nach 2 h Inkubationszeit ebenfalls keine Expressionsunterschiede
im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden. Jedoch waren nach einer Behandlungszeit von
6 h und 24 h geringe Expressionssteigerungen (Verdopplung) zu verzeichnen.

Dagegen induzierte C,-Ceramid c-myc nach allen drei Inkubationszeiten gering (1,5-2 fach)
bis mittelgradig (2-3 fach), wobei ein Peak nach 6 h auffiel.

Die grofdten Expressionsteigerungen (bis zu 5 facher Wert der Kontrolle) wurden bel c-jun
nach einer Inkubationszeit von 24 h gemessen. Hier konnten nach 2 h geringgradige (1,5-
2fach) und nach 6 h mittelgradige (2-3 fach) Erhthungen der Expression gemessen
werden.

c-fos stellte das einzige Gen dar, bei dem C,-Ceramid zu einer Erniedrigung der exprimierten
MRNA-Mengen fuhrte und dieses am deutlichsten nach einer Inkubationszeit von 24 h.

5.6 Untersuchung der C,-Ceramid-vermittelten Induktion des
Transkriptionsfaktors AP-1

Die in der RT-PCR gemessene Induktion von c-jun-mRNA deutet auf die Bildung und
Aktivierung von AP-1 hin. Da sich einer Transkription von c-jun nicht zwingend ene
Trandation und Aktivierung von AP-1-Komplexen anschlief, mufde die durch C,-Ceramid-
vermittelte Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 in HaCaT-Zellen mit Hilfe eines
Transaktivierungsassays untersucht werden.

Dafur wurden HaCaT-Zellen bel einer Konfluenz von ca. 50 % transient mit den jeweiligen
Plasmidkonstrukten transfiziert. Zwei Plasmidkonstrukte mit dem Reportergen CAT
(Chloramphenicol-Acetyl-Transferase) wurden verwendet. In pBLCAT2 [Luckow and
Schutz, 1987], welches als Vektorkontrolle diente, wird CAT unter Kontrolle des tk-
Minimalpromotors exprimiert. In pBLCAT2/5xAP-1 [Nayeri et al., 1995] liegen 5 AP-1-
Bindungsstellen stromaufwaérts des tk-Minimal promotors. Das Plasmid pCH110 enthdt das
lacZ-Gen als Reportergen. Es kodiert eine (3-Galaktosidase ([3-Gal). In alen Experimenten
wurde pCH110 cotransfiziert. In Abb. 15 sind die in den Transaktivierungsassays
verwendeten Reportergenplasmide schematisiert dargestelIt.

Die Expression an R-Galaktosidase diente der Uberwachung der Transfektionseffizienz und
spateren Normaliserung der gemessenen Mengen an CAT-Protein. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zelen mit frischem serumfreélen Medium versetzt und die
Behandlung mit C,-Ceramid (30 pmol/l), C,-Dihydroceramid (30 pmol/l), oder dem Vehikel
(0,8 % v/v Ethanol) begonnen. Die Vektorkontrollen wurden jeweils nur mit C,-Ceramid
versetzt. Nach Inkubationszeiten von 2 h, 6 h, 16 h und 24 h wurden die Zellen lysiert. Es
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folgte die Bestimmung der 3-Gal- und CAT-Mengen mit Hilfe von ELISA-Messungen
(s.4.5.9) aus jeder Probe. Die Abfolge von Umsetzen auf serumfreies Medium,
Transfektion, Behandlung der Zellen und Herstellung der Lysate fur die Proteinbestimmung
wird in Abb. 14 verdeutlicht.

Die experimentdlen Daten wurden normalisiert, indem jewells die CAT-Menge in das
Verhdltnis zur (3-Gal-Menge gesetzt wurde. Diese relative CAT-Menge ist direkt abhangig
von der Bindung von AP-1 an die AP-1-Bindungstelle stromaufwérts des tk-
Minimalpromotors. In Abb. 16 wird diese as relative AP-1-Aktivitdt zu verschiedenen
Zeitpunkten dargestellt.

Abb. 14 Behandlungsschema der Transaktivierungsassays.

Behandlungsdauer
6hl
6h >
16 hl
16 h >
24 hl
| | 24 h > |
e 2n > |< 24h — |
o Umsetzen auf o frischesKGM e Herstellung der Lysate
serumfreies Medium e Beginn der Behandlung e Proteinbestimmung
e transiente Transfektion (B-Gal- +CAT-Protein)

durch ELISA-Technik
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Abb. 15 Fir den Transaktivierungsassay verwendete Reportergenplasmide.

Schematisierte zirkulare (links) und lineare (rechts) Darstellung.
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Abb. 16 Wirkung von C,-Ceramid auf die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors AP-1.

HaCaT-Zellen wurden in einer Konfluenz von 40-50% mit pPBLCAT2/5xAP-1 sowie der Vektorkontrolle pBLCAT2 transient transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurde mit der 24 h-Inkubation mit 30 uM C,-Ceramid, 30 uM C,-Dihydroceramid (C,-DH-Ceramid) und Ethanol als Kontrolle begonnen. Alle
weiteren Behandlungszeiten wurden so gelegt, dal die Herstellung samtlicher Zellysate fir den CAT-ELISA 48 h nach der Transfektion erfolgte
(s. Abb. 14). Die Kontrollen stellen die mit pBLCAT2/5xAP-1 transfizierten und mit Ethanol behandelten Zellen dar. Die Saulen reprasentieren den
Mittelwert von drei unabhéangigen Experimenten und werden als % der Kontrolle £ S.D. (n=3) angegeben.
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Weder C,-Ceramid noch C,-Dihydroceramid waren nach einer Behandlungszeit von 2 h in
der Lage AP-1 zu aktivieren. Bel den Vektorkontrollen wurde eine relative AP-1-Aktivitét
von etwa 7 % zu jedem Zeitpunkt gemessen.

Nach einer Inkubationszeit von 6 h wurden nur bei C,-Ceramid behandelten Zellen eine
eindeutige Erhéhung der AP-1-Aktivitét in Hohe von 188 +36 % im Vergleich zur Kontrolle
gemessen. Bel Inkubationszeiten von 16 h und 24 h erhohten sowohl C,-Ceramid
(511 £63 % bzw. 799 £15 % ) als auch C,-Dihydroceramid (172 +8 % bzw. 186 £7 %)
dierelative AP-1-Aktivitét. Dabel war der Zuwachs der relativen AP-1-Aktivitét zwischen der
16stiindigen und der 24stindigen Inkubationszeit bei C,-Ceramid behandelten Zelen
(+ 288 %) sehr viel grofier als bei den C,-Dihydroceramid behandelten Zellen (+ 14 %).

Es konnte damit nachgewiesen werden, dal3 C,-Ceramid (30 pM) die AP-1-Aktivitét in
HaCaT-Zellen zeitabhangig steigert.
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6 DISKUSSION

6.1 Wirkung von C,-Ceramid auf Zellwachstum und Apoptose

Der Sphingomyelin-Zyklus wurde erst kiirzlich in Keratinozyten nachgewiesen [Gellen et al .,
1996]. In diesem Signaltransduktionsweg entstent das Sphingolipid Ceramid, en
intrazelluldrer Botenstoff, welcher in der Zdle Zelwachstumshemmung, Apoptose und
Zélldifferenzierung as biologische Antworten auszulésen vermag [Hannun, 1994; Hannun
und Obeid, 1995].

Bis dato wurde die Wirkung von Ceramid-Analoga auf Apoptose in humanen Keratinozyten
nur in serumhaltigem Medium untersucht.

Samtliche Experimente dieser Arbeit wurden in serumfreiem Medium durchgefiihrt, da die im
Serum enthatenen Faktoren wie z.B. das Komplementsystem bereits selbst Apoptose
auslosen und so zu Artefakten bzw. verfalschten Ergebnissen fihren kénnen. So 16st die
Zugabe von Serum zu ruhenden Maus-Fibroblasten die Transkription der Apoptose-
assoziierten Gene c-fos und c-jun aus. Die Erhdhung der Genexpression ist auf dasim Serum
enthaltene Protein SRF (serum response factor) zurtickzufiihren [Greenberg und Ziff, 1984].
Bel Experimenten in serumhatigem Medium besteht somit die Gefahr, auch in den
Kontrollen eine erhthte basale Genaktivitdt bzw. eine erhthte basale Apoptoserate zu
messen. Die eindeutige Kausalitét zwischen Stimulus und zelluldrer Antwort kann verloren
gehen. Als weiterer Nachteil konnen die eingesetzten Ceramid-Analoga von im Serum
enthaltenen Proteinen wie z.B. dem Albumin gebunden werden. Dadurch wirkt nicht die im
Kulturiberstand berechnete Konzentration des Agens, weil gebunden, auf die Zelle ein und
kann von ihr auch nicht Uber die Zdlmembran aufgenommen werden. Nicht zuletzt ist
inzwischen die Durchfiihrung von Versuchen mit Zellkulturen in serumfreiem Medium bel
Verdffentlichungen zunehmend Standard. Dies macht den Vergleich von verschiedenen
Zdlinien und Systemen leichter, da serumfreie Medien im Gegensatz zu serumhaltigen
Medien eine definierte Menge an Wachstumsfaktoren und anderen Zusdtzen enthaten. Um
die Eiweilfbindung des Ceramid-Analogons C,-Ceramid zu vermeiden und seine volle
Wirkpotenz zu erhalten, erfolgten daher die Versuche zur Untersuchung des Einfluf3 von C.-
Ceramid auf Wachstum und Apoptosein HaCaT-Zellen in dem Keratinozytenmedium KGM.
Dieses Medium enthdt kein Serum und hat sich fir die Untersuchung von Wachstum und
Differenzierung von Keratinozyten as geeignet erwiesen [Fillai et al., 1988].

Anderersaits ist jedoch bekannt, dal’ eéin Mangel an Wachstumsfaktoren, welcher aus dem
Fehlen von Serum resultiert, einer der Effektoren sein kann, der den programmierten Zelltod
induzieren kann [Thompson, 1995]. Deswegen wurden HaCaT-Zellen zundchst in
serumhaltigem Medium gezogen und 24 h vor der Applikation von C,-Ceramid in KGM
adaptiert.

Die Messung des Proliferationsverhalten von HaCaT-Zellen unter der Wirkung von
C,-Ceramid ergab eine dos sabhangige, mit hdheren Konzentrationen zunehmende Hemmung



DISKUSSION 69

der Proliferation. Bereits nach 24 h, was ungeféhr der Dauer eines Zdlzyklus entspricht,
betrug die Zellzahl der mit 5 pmol/l C,-Ceramid behandelten Zellkulturen 90 £2 % der
Kontrollen. In einer Konzentration von 60 pmol/l C,-Ceramid, der hochsten verwendeten
Konzentration, betrug sie nur noch 46 £14 % der Kontrollen (s. Abb. 7A). Die 48stiindige
Inkubation ergab &hnliche Ergebnisse, jedoch fid die Proliferationshemmung
erwartungsgemal? stérker aus (s. Abb. 7B). Die gemessene Zdlzahl betrug teilweise bis zu
17,5% weniger als be der 24stindigen Inkubation. Die mit C,-Ceramid durchgefihrten
Proliferationstests lassen eine konzentrationsabhdngige, mit der Zet zunehmende
Proliferationshemmung in HaCaT-Zellen erkennnen.

Bel der Messung des Proliferationsverhaltens wurde darauf geachtet, dal3 die Zdldichte bel
Versuchsbeginn 50 % bei den Proliferationstests und 80 % bei den Ubrigen Tests nicht
Uberstieg, denn dicht gewachsene Zellkulturen zeigen aufgrund der Kontaktinhibition nicht
nur ein eingeschranktes Proliferationsverhalten, sondern beginnen auch zu differenzieren.
Demgegentber war die Wirkung des antiproliferativen Wirkstoffes um so grof3er, je geringer
die Zdldichte bei Behandlungsbeginn war. Eine mogliche Erklarung fir diese Beobachtung
konnte sein, dal3 bel niedrigerer Konfluenz im Verhdltnis mehr Agens auf die einzelne Zdle
einwirkt. Die konstante Zelldichte bei Versuchsbeginn war somit fur die Vergleichbarkeit der
einzelnen Ergebnisse von grofer Bedeutung.

Die bisher gewonnenen Resultate miissen dahingehend relativiert werden, dald der fast lineare
Verlauf beider Diagramme der Proliferationstests (s. Abb. 1) aus den beiden
Inkubationszeiten in den niedrigen Konzentrationen auf der antiproliferativen Wirkung von
C,-Ceramid, in hoheren Konzentrationen aber auf unspezifischen Effekten beruhen kann. Der
EinfluR auf die Proliferation wird mit der Kristalviolett-Methode nur indirekt Gber die
Zdlzahl gemessen. Somit konnte die scheinbare Proliferationshemmung in  hoheren
Konzentrationen an C,-Ceramid durch seine primé unspezifischen, zytotoxischen
Eigenschaften mit nachfolgender Lyse der Zdlen hervorgerufen werden. Die Messung der
Aktivitédt von Lakatatdehydrogenase (LDH) im Kulturtberstand, ein zytoplasmatisches
Enzym, das nur be ener lyserten Zellmembran in den Kulturtberstand gelangt, sollte
kléaren, in welchem Konzentrationsbereich C,-Ceramid antiproliferativ wirkt, ohne dabel die
Zdlviabilitét einzuschranken. Die Menge an gemessener LDH-Aktivitét korreliert dabel mit
der Anzahl toter Zellen.

Die durchgefuihrten LDH-Assays ergaben in Konzentration bis 30 pmol/l C,-Ceramid nur
unwesentliche Steigerungen der im Kulturiberstand gemessenen LDH-Aktivitat verglichen
mit der Kontrolle. Erst in einer C,-Ceramid-Konzentration von 60 pmol/l nach einer
Behandlungszeit von 20 h erhdhte sich die LDH-Aktivitat deutlich auf 233 +20 % der
Kontrolle (s. Abb. 9). Lichtmikroskopisch zeigten die Zellen in den htheren Konzentrationen
ab 60 umol/l starke morphologische Veranderungen, die einer Lyse entsprachen. Die
gewonnenen Ergebnisse aus den Proliferationstests und den Zytotoxizitétstests lassen darauf
schlief3en, dal?3 C,-Ceramid in Konzentrationen bis 30 pmol/I antiproliferativ aber nicht lytisch
wirkt. Die geringfuigige Erhthung der LDH-AKktivitét in dieser Konzentration nach 25 h sind
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auf Lyse der apoptotischen Korperchen zurtickzufiihren. In vivo werden die apoptotischen
Korperchen von phagozytierenden Zellen aufgenommen und deswegen ohne lokale
Entzindungsreaktion eliminiert. In vitro ist diese Art der Eliminierung nicht moglich. Deshalb
kommt es hier letztendlich sehr spét zur Schwellung und Lyse der apoptotischen Kdrperchen.
Ihre Auflosung @hnelt der Nekrose, daher die Bezeichnung , sekundére Nekrose®, die in
dieser Form nur in vitro auftritt.

Im Hinblick auf die Erfassung einer der wichtigsten Kriterien der Apoptose, die Intaktheit der
aulleren Zellmembran, ist der LDH-Assay von grofiem Nutzen. Es ist jedoch denkbar, dal3
ein Mediator den Zdlltod induziert, ohne die Permesbilitét der Zellmembran zu erhdhen, wie
es bel der Nekrose in einem frihen Stadium geschieht. Unter diesem Aspekt stellt der Cdll
death detection ELISA™ S eine spezifische Methode dar, um den apoptotischen Zelltod zu
detektieren. Er quantifiziert die DNA-Fragmentierung, eines der wichtigsten biochemischen
Kennzeichen der Apoptose, bevor es zu Permeabilitdtsverdnderungen der Plasmamembran
kommt (prélytische DNA-Fragmentierung).

C,-Ceramid erhohte die DNA-Fragmentierung in HaCaT-Zellen bereits nach 6 h in ener
Konzentration von 30 pmol/l auf 127 £10 % im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 10). Mit
zunehmenden Konzentrationen erhohte sich auch die Menge an gemessenen DNA-
Fragmenten bel gleicher Inkubationszeit. Entscheidend ist hierbei, dald der Test nur
niedermolekulare zytoplasmatische, Histon-assoziierte Fragmente erfal3 und gréliere sowie
vorzeitig in den Kulturiberstand abgegebene DNA-Fragmente von unregelméldiger Lange,
wie de bei der Nekrose entstehen, zu keinen fasch postiven Ergebnissen bel der
Quantifizierung der DNA-Fragmente fhren konnen. Es muf3 hierbei auf3erdem berticksichtigt
werden, dal3 die Anzahl der gemessenen DNA-Fragmente nicht zwangsléufig mit der Anzahl
apoptotischer Zellen korrelieren muf3, daeinzelne in der Apoptose weit fortgeschrittene Zellen
mehr DNA-Fragmente beinhaten konnen, as eine Gruppe von Zellen, die sich in einem
initialen Stadium der Apoptose befinden. Fur die Quantifizierung der Anzahl an apoptotischen
Zellen mifde ein TUNEL-Assay angewendet werden. Das Prinzip dieses Testsystems ist der
Nachweis von DNA-Bruchstiicken Uber den Einbau von Digoxigenin-markiertem dUTP und
dATP an den 3-Enden mittels der terminden Desoxynukleotidyltransferase (TdT).
Anschlief?end folgt die Detektion mit fluoreszenzmarkierten Anti-Digoxigenin-Antikorpern.
Apoptose kann von Nekrose durch diesen Test allerdings schlechter unterschieden werden al's
durch den ELISA.

Aufgrund der Daten, die aus den Untersuchungen zur Wirkung von C,-Ceramid hinsichtlich
der Viahilitét, des Proliferatonsverhatens und der Apoptose in HaCaT-Zellen gewonnen
wurden, erfolgten ale weiteren Experimente in einer C,-Ceramid-Konzentration von
30 pmol/I.

Die Spezifitét der biologischen Wirkung von C,-Ceramid sollte durch die Wiederholung der
Tests zur Bestimmung des Proliferations- und Apoptoseverhatens von HaCaT-Zellen mit C,-
Dihydroceramid (N-Acetyldihydrosphingosin), einem weiteren Ceramid-Analogon, Uberprift
und untermauert werden. Dieses Analogon besitzt keine Doppelbindung zwischen C-Atom 4
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und C-Atom 5 (s. Abb. 6) und ist daher biologisch unwirksam [Bielawska et al., 1993]. Be
der Messung der Zdlproliferation zeigte sich jedoch, dal3 C,-Dihydroceramid eine geringe
antiproliferative  Wirkung in diesem System auf HaCaTl-Zellen hat. Seine
Proliferationshemmung nach 24 h betrug etwa 12 % der Kontrolle, wahrend die von C.-
Ceramid mit etwa 43 % der Kontrolle im Vergleich vid starker ausfiel (s. Abb. 8). C,-
Dihydroceramid induzierte ebenfalls, wenn auch minimal, nach 6 h in Héhe von 113 +5 %
der Kontrolle DNA-Fragmentierung (s. Abb. 11). Auch hier lag damit die Induktion durch
C,-Ceramid mit 149 +20 % der Kontrolle deutlich tber der von C,-Dihydroceramid. Die
parallel durchgefiihrte Messung der LDH-Aktivitat im Uberstand ergab keine hoheren Werte
as bei den Kontrollen. Da beide Analoga in etwa gleich schnell in die Zelle aufgenommen
werden, kann eine bessere Membrangangigkeit die grofere biologische Wirksamkeit von C.-
Ceramid nicht erkléren [Bielawska et al., 1993]. Vidmehr ist es wahrscheinlicher, dal3 C,-
Dihydroceramid, das in der Ceramid-de novo-Synthese direkt vor Ceramid steht [Merrill e
a., 1986; Rother et a., 1992], nach Aufnahme in die Zele durch die Dihydroceramid-
Desaturase oxidiert wird, und das wirksame C,-Ceramid entsteht. C,-Dihydroceramid kann
zu C,-Ceramid, Dihydrosphingomyelin,  Dihydroglucosylceramid  und  anderen
Sphingolipiden verstoffwechselt werden [Kok et al., 1997] und daher mufd der Umbau von
C,-Dihydroceramid zu C,-Ceramid nicht die einzige Variante im Metabolismus von C,-
Dihydroceramid sein. Es war daher in unserem System as Negativkontrolle nur
eingeschrankt geeignet.

6.2.1 Wirkung von C,-Ceramid auf Apoptose-assoziierte Gene

Ein weiteres Zid der Untersuchungen bestand darin, den Einflu3 von C,-Ceramid auf die
Expression Apoptose-assoziierter Gene bcl-2, bax, caspase 3, p53, c-myc, c-jun und c-fos
mittels RT-PCR zu untersuchen. Die Messung von Genexpressionsanderungen nach drel
verschiedenen Zeitpunkten sollte helfen, ein oder mehrere Zeitfenster zu treffen, in denen
madgliche Veranderungen der Genaktivitdt mef3ar sein wirden. Im Rahmen der Etablierung
einer Methode zur Messung von Expressionsdnderungen apoptotischer Gene mittels RT-PCR
konnte in Vorversuchen nachgewiesen werden, dal3 C,-Ceramid in HL-60-Zellen die
Expression von c-jun nach 1 h um etwa das 14 fache und nach 2 h um etwa das 9 fache
steigerte. Der erste Mef3zeitpunkt nach 2 h erschien deshalb auch in C,-Ceramid-stimulierten
HaCaT-Zdlen sinnvoll. Der Behandlungszeitraum von 6h entsprach dem friihesten
Zeitpunkt, an dem wir induzierte DNA-Fragmentierung in HaCaT-Zellen messen konnten.
Schliefdlich wurde der Mef3zeitpunkt nach 24 h als Zeitraum eines Zellzyklus ausgewahit.

L etztendlich sollte die Untersuchung von Genaktivitéten auch Hinweise darauf geben, ob die
durch Ceramid-induzierte Apoptose in humanen Keratinozyten einer Transkription von
Genen bedarf, oder nur auf die schon existierende Apoptose-Maschinerie in Form der aus
Proenzymen bestehenden Caspasen-K askade zuriickgreift.
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Die Untersuchung der Gene bcl-2 und bax as Vertreter der bcl-2-Familie ergaben bel bax
keine Expressionsverdnderungen zu keinem der drei ausgewahlten Mef3zeitpunkte wahrend
be bcl-2 nach 6h und 24 h geringradige (1,5-2 fache) Expressionssteigerungen zu
verzeichnen waren. Nach dem Gleichgewichtsmodell [Yang und Korsmeyer, 1996] ist das
Schicksal einer Zdle vom Verhdltnis zwischen Apoptose-Stimulatoren wie Bax und
Apoptose-Inhibitoren wie Bcl-2 abhangig. Demnach wiirde die verstérkte Expression von
Bcl-2-Proteinen die Bildung von pro-apoptotischen Bax-Homodimeren reduzieren und die
Bildung von anti-apoptotischen Bcl-2/Bax-Heterodimeren begunstigen. Die Tatsache, dal3
HaCaT-Zellen trotz der vermehrten Transkription bel unveranderter Transkription von Bax in
Apoptose gehen, konnte auf der vergleichsweise geringen Erhdhung der bcl-2-Expression
beruhen. Gestltzt wird diese Annahme durch Experimente unserer Arbeitsgruppe, in denen
durch ene 5fache Erhohung der bcl-2-Genexpresson mit Hilfe eines bcl-2-
Expressionsvektors die Ceramid-induzierte Apoptose in HaCaT-Zellen verhindert werden
konnte [MUller-Wieprecht et al., eingereicht]. Eine weitere Erklérung wére die Aktivitét von
anderen pro-apototischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie (s. 1.3.2).

Glaubte man urspriinglich, da3 die denovo-Proteinsynthese fir adle Formen des
programmierten Zelltodes essentiell ist [Ellis et al., 1991b], so weil3 man heute, dal3 die
Apoptose-Maschinerie in dlen eukaryotischen Zellen schon vorangelegt ist und fur ihre
Aktivierung in vielen Fallen keine neue Proteinsynthese notwendig ist [Raff, 1992; Martin,
1993]. Dieses Wissen deckt sich mit den Ergebnissen der RT-PCR mit den verwendeten
caspase 3-Primern. Die Caspase 3 gehort als Effektor-Caspase zur Apoptose-Maschinerie
und liegt als inaktives Proenzym in der Zelle vor. Daher ist bei einer induzierten Apoptose die
Aktivierung des Enzyms, nicht aber die Transkription des caspase 3-Gens Uber das basde
Niveau von unstimulierten Zellen hinaus fur den Ablauf des programmierten Zelltodes
erforderlich.

Die Menge an c-myc-Transkripten wurde nach Stimulation von HaCaT-Zellen mit C.-
Ceramid nach 2 h und 24 h etwa verdoppelt und nach 6 h betrugen sie etwa das 2,7 fache
gegenuiber den Kontrollen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den von Wolff e al.
durchgefihrten Experimenten, die eine verminderte Expression von c-myc nach Behandlung
mit C,-Ceramid in HL-60-Zellen feststellten [Wolff et al., 1994]. Andere Studien weisen
darauf hin, dal3 es sich hier um en zdltypspezifisches Phdnomen handelt, denn die
Herabregulierung von c-myc-mRNA basiert demnach nicht auf der Aktivierung der CAPP,
eines der direkten Ziemolekile von Ceramid, sondern auf einer unspezifischen Hemmung
der RNA-Polymerase nach Behandlung der Zdlen mit Agenzien, die differenzierend wirken
[Krumm et al., 1992; Strobl und Eick, 1992]. In verschiedenen Arbeiten wurde zum einen
eine erniedrigte Expression [Fischer et al., 1994; Helmberg et al., 1995; Kaptein et al.,
1996], zum anderen eine erhthte Expression [Vastrik et al., 1994; Packham und Cleveland,
1995] von c-myc mit der Induktion von Apoptose in Verbindung gebracht. Aus diesen
Arbeiten geht hervor, dald die Kulturbedingungen einen entscheidenden Einfluld auf den
Wirkungsmechanismus von c-Myc haben und bei einem limitierten Angebot von
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Wachstumsfaktoren, wie es bei Kultivierung in serumfreilem Medium der Fall ist, Apoptose
Uber eine erhdhte Expression von c-myc eingeleitet wird. In Anbetracht der Mutation von p53
in der HaCaT-Zélinie (s.u.) ist von den in Abb. 2 (s. 1.3.5) dargestellten moglichen
Wirkungsmechanismen bei HaCaT-Zellen in serumfreiem Medium die Induktion durch eine
bestimmte Gruppe von Apoptose-assoziierten Genen, unabhdngig von p53,
wahrscheinlicher. Weltere Untersuchungen der mdglichen Partner von c¢-Myc sind
notwendig, um die molekularen Mechanismen der Aktivierung von Apoptose-assoziierten
Genen durch c-myc besser zu verstehen.

Bei dem Gen p53 waren mit der RT-PCR keine wesentlichen Expressionsénderungen im
Vergleich zu den Kontrollen feststellbar. Es muf3 jedoch berlicksichtigt werden, dal3 in
HaCaT-Zellen beide Allele von p53 mutiert sind. Man nimmt an, dal3 diese Mutationen fiir die
spontane Immortalisierung dieser Zellinie mitverantwortlich sind [Boukamp et al., 1997]. Im
Gegensatz zu anderen Keratinozytenzellinien, die durch Infektion mit SV40 (smian-virus 40)
immortalisiert wurden, weisen HaCaTl-Zelen ein regemédliges Wachstum und eine
unverdnderte Differenzierung auf [Boukamp et al., 1988]. Sie besitzen keinen fir
Tumorzellen typischen Phanotyp und behalten ihr genomisches Gleichgewicht bis zu einer
hohen Passagenzahl bei [Boukamp et al., 1997]. Wegen der Schwierigkeiten in der
Kultivierung von priméren Keratinozyten, die zwischen den einzelnen Passagen zum Tell
sehr grof3e Unterschiede in Wachstum und Differenzierung aufweisen und deswegen fur die
Durchfuhrung von Experimenten nur in der 1. und 2. Passage verwendet werden konnen,
wurden HaCaT-Zellen fir Experimente bevorzugt und der Nachteil eines mutierten Gens p53
in Kauf genommen. Der Einflud des veranderten pS5S3-Proteins in HaCaT-Zdlen auf den
Ablauf der Apoptose bleibt unklar und wird in der Literatur nicht ndher beschrieben. Es
wurde aber in mehreren Zdlinien eine Ceramid-induzierte Apoptose beschrieben, die
unabhangig von p53 verlauft [Santana et al., 1996; Esteve et al., 1998; Yount et al., 1999].
Dies wére auch fur die Ceramid-induzierte Apoptose in HaCaT-Zellen vorstellbar, da die
Transkription von p53 mefbar war und eine induzierte Transkription von dem mutierten Gen
nicht beeinfluf3t werden durfte.

6.2.2 Wirkung von C,-Ceramid auf die Expression von AP-1

Die Wirkung von Ceramid auf die Expression der Gene c-jun und c-fos, deren Genprodukte
als Heterodimer den Transkriptionsfaktor AP-1 bilden, ergab entgegengesetzte Resultate.
C-jun wurde nach 2 h auf etwa den 1,8 fachen Wert, nach 6 h auf etwa den 2-3 fachen
Wert und nach 24 h auf etwa den 3,5-5 fachen Wert gegeniiber den Kontrollen induziert.
Die Expression von c-fos hingegen verénderte sich nach 2 h kaum, reduzierte sich dann aber
nach 6 h und 24 h auf etwa 70 % bzw. weniger as 50 % der Kontrollen. Diese Ergebnisse
lassen auf eine langanhaltende und kontinuierliche Zunahme der c-jun-Expression innerhab
der 24sttindigen Behandlung mit C-Ceramid bei gleichzeitiger Herunterregulierung von c-fos
schlief3en. Die entgegengesetzte Regulierung der beiden Gene scheint im Hinblick auf das
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Zustandekommen eines funktionellen AP-1-Komplexes zunéchst widersprichlich. Es
kommen aber wie in Kapitel 1.3.7 beschrieben noch weitere Proteine (Fra-1, Fra-2, FosB)
der fos-Familie fur eine Heterodimerisierung mit c-Jun in Frage. Daneben besteht auch noch
die Moglichkeit der Bildung von Homodimeren zwischen zwei c-Jun-Proteinen sowie der
Homodimerisierung mit JunB und JunD, den Ubrigen Mitgliedern der jun-Familie. Die
anhaltende und ansteigende Expression von c-jun-mRNA innerhalb von 24 h deckt sich mit
den Ergebnissen, die in dermalen Fibroblasten erzielt wurden [Reunanen et al., 1998].
Urspriinglich wurden c-jun und c-fos bei der Stimulierung von ruhenden Maus-Fibroblasten
mit Serum als frih exprimierende Gene beschrieben, die innerhab von 1-2 h aktiviert und
transent exprimiert werden [Greenberg und Ziff, 1984]. In Systemen mit terminaer
Differenzierung wie der Epidermis ist die Aktivitdt und Expression von AP-1 hingegen
kontinuierlich [Basset-Seguin et al., 1990; Smeyne et al., 1993]. Die gemessene stetige
Zunahme von c-jun-mRNA kann durch positive Autoregulation erklart werden. Sie ist
wahrscheinlich die Ursache fur die Verstérkung eines in die Zdle gelangenden Signals in
Form einer langanhaltenden und zunehmenden Transkription von c-jun. Im Gegensatz zu
c-Fos, das die eigene Transkription Uber einen autorepressven Mechanismus hemmt
[Sassone-Corsi et al., 1988; Schonthal et al., 1989], kdnnen c-Jun-Proteine tUber die Bildung
von Homodimeren oder Heterodimeren durch Binden an 2 AP-1-BS innerhab des c-jun-
Promotors ihre eigene Expression ausldosen [Ange et al., 1988]. AulRRerdem wird die
Transkription von c-fos durch c-Jun inhibiert [Schonthal et al., 1989], so dald dies der Grund
fr die abnehmende Expression von c-fos sein konnte.

Neben p38 und ERK (extracdlular signal-regulated kinase) gehdrt IJNK (c-Jun-NH.-

terminale Kinasen) as Subfamilie zu den Mitogen-aktivierten-Protein-Kinasen (MAPK).

Aktivierte INK phosphorylieren c-Jun-Proteine an den Serinresten 63 und 73 und erhthen

damit ihre Transaktivierungsaktivitat [Kallunki et al., 1994; Kyriakis et al., 1994]. Aufgrund

der Induktion durch Zytokine und insbesondere durch verschiedene Stressignale (UV-, y-

Strahlung, Hitzeschock, H,O,, etc.) wird die JINK auch SAPK (stress-activated protein

kinase) genannt. Sieist mal3geblich an der Ceramid-induzierten Apoptose beteiligt. Folgende

Arbeiten belegen dies und deuten darauf hin, dal3 der Sphingomyelin-Zyklus stromaufwarts

der INK/SAPK-Aktivierung liegt und AP-1 ein wichtiger Bestandteil der Ceramid-

induzierten Signalkaskade ist :

1. Die Behandlung mit C,-Ceramid fuhrte in HL-60-Zellen zu einem Anstieg von c-jun- und
c-fosmRNA und zu einer Erhdhung der AP-1 Aktivitét. Eine synthetische anti-sense-
DNA von c-jun fuhrte aber zur einer Erniedrigung der c-jun-mRNA und verhinderte die
C,-Ceramid induzierte Apoptose [Sawai et ., 1995].

2. BAEC (bovine aortic endothdial cells) und lymphoblastischen U937-Zellen wurden mit
TNFo behandelt oder Umweltstress ausgesetzt (z.B. Hitze, UV-Strahlung), welches zur
schnellen Bildung von Ceramid, Aktivierung des JNK-Signalwegs und zur Apoptose
fuhrte. C,-Ceramid, jedoch nicht C,-Dihydroceramid, stimulierte in @hnlicher Weise die
JNK-Aktivierung. Dagegen kam es zur Unterbrechung des Signalwegs mit dominant-
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negativen Mutanten von SEK1 oder c-Jun. Diese Mutanten blockierten die TNFo-, Stress-

und Ceramid-induzierte Apoptose [Verheij et a., 1996].
Die Aktivierung des INK/SAPK-Signalwegs erfordert innerhalb der MAPK-Kaskade die
sequentielle Aktivierung der Proteine MEKK1, SEK1, JNK/SAPK und c-Jun [Kyriakis &
a., 1994] (s. Abb. 17), wobel die Ceramid-induzierte Aktivierung der INK wahrscheinlich
Uber das kleine G-Protein Racl verl&uft [Brenner et al., 1997]. Bemerkenswert ist, dald INK
p53 phosphoryliert aber bisher eine durch JINK vermittelte, p53-abhéngige Apoptose noch
nicht beschrieben ist.

Abb. 17 Médogliche Funktion von AP-1
in der Signalweiterleitung pro-
apoptotischer MAP-Kinasen.

(SPP, Sphingosin-1-Phosphat; ERK, extracellular
signal-regulated kinase; MEKK1, MAPK/ERK Kinase

v Kinase 1; SEK1, stress-signaling kinase )
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Die in der RT-PCR gemessene Induktion von c-jun-mRNA deutet auf Bildung und
Aktivierung von AP-1 hin. Die Aussagekraft des mMRNA-Nachweises von c-jun hinsichtlich
einer potentiellen Synthese des Transkriptionsfaktors AP-1 in der Zelle ist aber nur begrenzt.
De Nachweis der Transkripte liefert keine Information dartber, ob die mRNA auch
trandatiert wird. Auch fuhrt die Trandation beider Untereinheiten von AP-1 nicht
zZwangsweise  zur  posttrandationalen  Prozessierung des  biologisch  aktiven
Transkriptionsfaktors. Fur die Bestétigung der Ceramid-induzierten Aktivierung von AP-1
auf einer funktionellen Ebene war deshalb die Durchfihrung eines Transaktivierungsassays
(s. 4.5.9) notwendig. In diesem Assay korreliert die Aktivitét des Reportergens (CAT-Gen)
positiv mir der AP-1-Aktivitét.

Mit Hilfe der Transaktivierungsassays konnte gezeigt werden, dal3 C,-Ceramid in HaCaT-
Zdlen nach einer 2stiindigen Inkubation noch keinen Effekt auf die AP-1-Aktivitét hat, aber
nach 6 h etwa eine Verdopplung, nach 16 h eine Verfinffachung und nach 24 h ene
Verachtfachung gegentiber den Kontrollwerten bewirkt (s. Abb. 16). In Zellen, die zur
Kontrolle mit dem CAT-Konstrukt ohne AP-1-BS (pBLCAT?2) transfiziert wurden, war die
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AP-1-Aktivité zu jedem Melizeitpunkt mehr als 90 % niedriger als bei den unbehandelten,
aber mit pPBLCAT2/5xXAPL transfizierten Zellen, was den starken Einflul? der AP-1-BS bzw.
der daran bindenden AP-1-Komplexe auf die Reportergenaktivitdt deutlich macht. Auch in
diesem System konnte eine Induktion der AP-1 Aktivitét durch C,-Dihydroceramid um etwa
das 1,8 fache nach 16 h und 24 h gegenlber den Kontrollen gemessen werden. Die mit
dem Transaktivierungsassay erzielten Ergebnisse entsprechen in etwa den in epidermaen
Mauskeratinozyten gewonnenen Daten. Dort konnte mit einem AP-1-abhangigen
Reportergensystem  (Luciferase) die Ceramid-induzierte AP-1-Aktivierung nach 24 h
ebenfalls gezeigt werden, nicht hingegen mit Sphingosin, einem direkten Metaboliten von
Ceramid [Huang et a., 1997]. Die Induktion von AP-1 verlief dabei konzentrationsabhangig
und hatte ihre Maxima (3-3,5 fach) zwischen 20 und 40 pmol/l C,-Ceramid, was der
verwendeten Konzentration in vorliegender Arbeit entspricht. Der in HaCaT-Zellen erst nach
16 h und 24 h gezeigte starke Anstieg der AP-1-Aktivitdt zusammen mit den Ergebnissen
der RT-PCR weisen auf eine Ceramid-induzierte Neusynthese von AP-1-Komplexen hin und
schranken die Bedeutung der Phosphorylierung praformierter AP-1-Komplexe ein. Dartber
hinaus lassen die stark ansteigende Expression von c-jun-mRNA-Molekilen verbunden mit
einer sinkenden Expression von c-fos auf die Betelligung von c-Jun-Proteinen ohne
Mitwirkung von c-Fos-Proteinen bei der Bildung eines funktionellen Transkriptionsfaktors
schlief3en. Die Untersuchung der genauen Zusammensetzung des Transkiptionsfaktors AP-1
waére fur Folgeexperimente deshal b interessant.

Anhand der oben erwédhnten Subfamilien der MAP-Kinasen lassen sich die durch AP-1
ausgel 6sten divergierenden biologischen Antworten erklaren. Wahrend die Aktivierung von
ERK Proliferation und Entziindung induziert, leitet die Aktivierung von p38 und INK/SAPK
die Apoptose ein (s. Abb. 5). Die ERK- und JNK-Kaskaden stehen in Konkurrenz
miteinander und inhibieren sich gegenseaitig und somit ist fur die Effektivitét des INK/SAPK -
Signalweges sogar eine Inhibition der Aktivitét der anti-apoptotischen ERK (in PC-12-Z€llen)
erforderlich [Xiaet al., 1995]. Fur das dynamische Gleichgewicht zwischen der Aktivitét von
ERK und INK/SAPK bzw. p38 scheint ein anderes stromaufwaérts liegendes Gleichgewicht
zwischen Sphingosin-1-Phosphat (SPP) und Ceramid verantwortlich zu sein (s. Abb. 17).
SPP, ein Stoffwechsel produkt von Ceramid, hat genau die entgegengesetzte Wirkung auf die
oben beschriebenen Signalwege. SPP stimuliert nicht nur ERK, sondern es verhindert
gleichzeitig auch die Ceramid-induzierte Aktivierung von JNK/SAPK mit nachfolgender
Apoptose [Cuvillier et al., 1996]. Demgegentber ist Uber die Verbindung von AP-1 zur
eigentlichen Apoptose-Maschinerie (Caspasen-K askade) wenig bekannt.

Abb. 18 zeigt vereinfacht die drei mdglichen Funktionen von AP-1 in den verschiedenen
Signalwegen der Apoptose auf [Karin et al., 1997]. Mdoglicherweise ist die Aktivierung von
AP-1in dl den Formen der Apoptose notwendig, in denen eine de novo-Proteinsynthese
erforderlich ist, wie z.B. be der durch NGF (nerve growth factor)-Entzug induzierten
Apoptose [Ham et al., 1995] (Abb. 18d). In diesem Modell ist die Aktivierung von AP-1 fir
die Expression limitierter Faktoren essentiell, um Apoptose auszuldsen. Die Inaktivierung
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von AP-1 wirde die Apoptose blockieren. AP-1 ist in digenigen Ausldsemechanismen der
Apoptose nicht involviert (gestrichelter Pfeil), die keine de novo-Proteinsynthese erfordern,
wie z.B. in der Fas- oder TNFa-induzierten Apoptose [Liu et al., 1996; Lenczowski et al.,
1997] (Abb. 18b). Eine vollig entgegengesetzte Funktion hat AP-1 bei bestimmten Arten von
Stress wie UVC, be dem es die Zdle vor Apoptose schitzt [Schreiber et al., 1995]
(Abb. 18c).

9 Stimuli b) Stimul ©) Stimuli

| .
AP-1 ¥

l AP-1 Apoptose AP-1 Apoptose

Apoptose

Abb. 18 Die drei moglichen Funktionen von AP-1 in den verschiedenen
Signalwegen der Apoptose

Da die Blockierung der Ceramid-induzierten Apoptose mittels spezifischer Hemmung der
AP-1-Aktivitét bereits in anderen Zelinien nachgewiesen wurde, ist die in Abb. 18a
dargestellte Funktion von AP-1 in der Ceramid-induzierten Apoptose in HaCaT-Zdlen
wahrscheinlich. Die endgultige Beweisfiihrung steht jedoch noch aus.

Inzwischen wurde mit Hilfe von dominant-mutanten Jurkat- und Hel.a-Zellen die Beteiligung
von AP-1 und JNK fir die Fas- und TNFa-induzierte Apoptose ausgeschlossen. In diesem
System wurde gezeigt, dal3 die Inaktivierung der JNK-Kaskade die Fas- und TNFa-
Rezeptor-induzierte Apoptose nicht blockiert [Liu et al., 1996; Lenczowski et al., 1997].
Daher wére fir diese Formen Abb. 18b gliltig. Es ist dennoch eine indirekte Beteiligung von
AP-1 an der Liganden-induzierten Apoptose denkbar, da eine AP-1-BS im Promotorbereich
des Gens fir Fas Ligand (FaslL) identifiziert, und die Aktivierung von FasL in der Stress-
induzierten Apoptose bereits demonstriert wurde [Kasibhatla et al., 1998]. Auf diese Weise
konnte AP-1 in der Ceramid-induzierten Apoptose Uber die Expression von FasL zu einer
Verstéarkung des Signals beitragen.

Auch wenn bis heute noch nicht eindeutig geklart ist, ob Apoptose eine Form der terminaen
Differenzierung ist [Haake und Polakowska, 1993; Polakowskaet al., 1994; Maruoka et al .,
1997] oder ob es sich um zwe diskrete Prozesse des Zdltodes von epidermalen
Keratinozyten handelt [Martin, 1993; Gandarillas et al., 1999], geben die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse Hinweise dafUr, dal3 sich die Signalwege beider Prozesse Uiberschneiden
und der Transkriptionsfaktor AP-1 an beiden Mechanismen beteiligt i<t.
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In dem stark kontrollierten Differenzierungsprogramm der Epidermis scheint der
Transkriptionsfaktor AP-1 ein zentrales Steuerelement zu sein. Die smultane Expression
zahlreicher Mitglieder der AP-1 Familie ermdglicht eine Vielzahl biologischer Effekte dieses
einen Transkriptionsfaktors. Weitere Forschungen beziiglich seiner Zusammensetzung und
Wirkungsweise konnten neue Ansatzpunkte fir die gezielte therapeutische Beeinflussung
epidermaler Signaltransduktionswege liefern.

So konnte die Aktivierung von AP-1 durch ein zellpermeabl es Ceramid-Ana ogon im Rahmen
der vorliegenden Arbeit eindeutig gezeigt werden. Ceramid-Anaoga stellen somit eine neue
Wirkstoffklasse dar, die in der Therapie hyperproliferativer Hautkrankheiten wie z.B. der
Psoriasis oder dem Lichen ruber eingesetzt werden konnten. Hier haben Struktur-
Wirkungsuntersuchungen, die unsere Arbeitsgruppe durchgefiihrt hat, bereits erste Hinweise
erbracht [Bektas et al., 1998].
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{ ZUSAMMENFASSUNG

Ceramid ist das zentrde Molekil im Sphingomyelin-Zyklus. Es wirkt as intrazellulérer
Botenstoff (Second Messenger) und bewirkt Proliferationshemmung, Apoptose und
Induktion der Differenzierung als zellulére Antwort [Gellen et a., 19974].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Ceramid auf Proliferation, Apoptose und
Expression Apoptose-assoziierter Gene in humanen Keratinozyten in serumfreiem Medium
untersucht. Da naturliche langkettige Ceramide nur schwer in die Zelle gelangen konnen,
wurden kurzkettige Ceramid-Analoga verwendet. Diese sind menbrangangig und verursachen
in der Zelle die gleiche biologische Wirkung wie ein Anstieg von naturlichem intrazellul&ren
Ceramid. Als Zdlkulturmodell diente die humane K eratinozytenzellinie HaCar .

Zuerst wurde die Wirkung des Ceramid-Analogons C,-Ceramid auf Proliferation und
Apoptose in HaCaT-Zdlen in serumfreiem Medium untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dal’3 C,-Ceramid in HaCaT-Zellen konzentrationsabhangig antiproliferativ ist und Apoptose
induziert. Gleichzeitig wurde demonstriert, dal3 das in der Literatur as biologisch inaktiv
beschriebene Ceramid-Analogon Dihydroceramid ebenfalls, wenn auch in vid geringerem
Male as C,-Ceramid, antiproliferativ und apoptotisch in HaCaT-Zellen wirkt und deshalb
nur eingeschrankt in diesem System als Negativkontrolle verwendet werden kann.

Im Folgenden wurde der Effekt von C,-Ceramid (30 pmol/l) auf die Expression
verschiedener Apoptose-assoziierter Gene mittels RT-PCR untersucht.

Proteine wie das pro-apoptotische Bax und das anti-apoptotische Bcl-2 spielen in der
Apoptose auf mitochondrialer Ebene eine zentrale Rolle. Obwohl eine geringe Erhéhung der
bcl-2-Expression bei gleichbleibender bax-Expression gemessen werden konnte, verhinderte
dies nicht die Ceramid-induzierte A poptose.

Veranderungen der Expression von p53, einem Gen, das an der Kontrolle des Zellzyklus
beteiligt ist, konnten nicht gemessen werden.

Die Expression von c-myc, das als Transkriptionsfaktor ebenfalsin den Zellzyklus eingreift,
war zu adlen drel Mef3zeitpunkten geringflgig erhoht.

Deutliche Ceramid-induzierte Genexpressionsanderungen waren bel den Genen c-jun und
c-fos zu verzeichnen. Ihre Genprodukte bilden zusammen den Transkriptionsfaktor AP-1.
Innerhalb von 24 h stieg die Expression von c-jun bis auf das 5 fache der Kontrollen an. Die
Expression von c-fos verhidt sich dazu entgegengesetzt und sank nach 24 h bis unter die
Héalfte gegenuiber den Kontrollen. Dies macht deutlich, daf3 eher c-Jun und nicht c-Fos an der
Bildung des Transkriptionsfaktors AP-1 in diesem System beteiligt ist.

Um die Hinweise auf eine Ceramid-vermittelte Induktion von AP-1 zu bestétigen, wurde die
Bildung und Aktivité von AP-1 mittels eines Transaktivierungsassays verifiziert. Die AP-1-
Aktivitat wurde nach 24stiindiger Inkubation mit C,-Ceramid auf das 8 fache der Kontrollen
induziert. Auf diese Weise konnte die Betelligung des Transkriptionsfaktors AP-1 an der
Ceramid-induzierten Apoptose auf funktioneller Ebene sowie an der Expression
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Differenzierungs- und Apoptose-assoziierter Gene in Sdugern bestétigt werden. Damit wurde
im Rahmen dieser Arbeit eine erste direkte Verbindung zwischen einem intrazelluléren
Ceramidanstieg und der Zdllproliferationshemmung und Einleitung der Apoptose gefunden.
Diese Verbindung schliefdt die Signalkaskade zwischen der antiproliferativen und
apoptotischen Wirkung von Vitamin D, auf Keratinozyten, die wir kirzlich nachweisen
konnten [Gellen et a., 1997b]. Es ergibt sich folgendes Bild:

1a,25-Dihyroxyvitamin D, — TNFa. — Ceramid —» AP-1 — Hemmung der Zellproliferation
und Einleitung der Apoptose.
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8 SUMMARY

The role of transcription factor AP-1 in ceramide-induced apoptosis in the
human keratinocyte cell line HaCaT

Ceramide, representing the centra molecule in the sphingomyelin cycle, serves as a second
messenger for celular functions ranging from proliferation and differentiation to growth
arrest and apoptosis [Geilen et al., 19974].

In the present study the effect of ceramide on proliferation, apoptosis and expression of
apoptosis related genes was investigated in human keratinocytes in serum-free medium .
Because natural long-chain ceramides poorly penetrate the cell membrane, short-chain
ceramide analogues were used which mimic the effects of natural intracellular ceramides. The
human keratinocyte cell line HaCaT served as cell culture system.

First the effect of the ceramide analogue C,-ceramide on proliferation and apoptosis of
HaCaT cellswas tested in serum-free medium. The results showed that C,-ceramide inhibits
cdl proliferation and induces apoptosis in a concentration dependent manner. Moreover it
could be demongtrated that the biologicaly inactive ceramide analogue C,-dihydroceramide
was also able to induce apoptosis and to inhibit cel proliferation in HaCaT cells, but to a
much lesser extent.

Furthermore the effect of C,-ceramide (30 pmol/l) on the expression of several apoptosis-
related genes was investigated using RT-PCR.

At the mitochondria level proteins like Bax which is pro-apoptotic and Bcl-2 which is anti-
apoptotic play a mgor role in apoptosis. Although we measured a dightly elevated bcl-2-
expression and a concurrent unatered bax-expression, ceramide-induced apoptosis was not
prevented.

The expression of p53 which isinvolved in controlling the cell cycle, was unchanged.

The expression of c-myc, a transcription factor which is likewise involved in control of cell
cycle, was slightly elevated after 2 h, 6 h and 24 h.

c-fos and c-jun encoding two subunits of the transcription factor AP-1 (activating protein-1)
showed distinct changes in gene expression. The expression of c-jun was induced within
24 h up to a 5-fold increase. In contrast c-fos was downregulated after 24 h to 50 % of the
control. These data suggest that c-Jun rather than c-Fos contributes to the formation of AP-1
in this system.

In order to prove the formation and activation of AP-1 and to confirm ceramide-mediated
induction of AP-1, transactivating-assays were carried out. After 24 h incubation with C,-
ceramide a 8-fold increase of AP-1-activity was observed.

In conclusion the participation of AP-1 in cermide-induced apopotosis could be established
on a functiona level. These data confirm that transcription factor AP-1 regulates the



SUMMARY 82

expression of differentiation and apoptosis related genes in mammals and the proof for a
direct link between an increase of intracellular ceramide and the inhibition of cel growth as
well as induction of apoptosis could be presented. These findings complete the signalling
pathway of vitamin D, which we previously showed to inhibit cell growth and to induce
apoptosisin keratinocytes [Geilen et al., 1997D].

In summary the following possible signal transduction pathway can be concluded:
1a,25-dihyroxyvitamin D, - TNFa — Ceramide — AP-1 — inhibition of cell growth and
induction of apoptosis.
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9 ABKURZUNGEN

Abb. ...

Abbildung

Ampicillinresistenzgen

Saure Sphingomyelinase

apoptotic protease activating factor-1
Aktivatorprotein-1
Bcl-2-Homologie-Doméne

Basenpaare

[3-Galactosidase

Caspase-aktivierte Desoxyribonuklease
Ceramid-aktivierte Proteinkinase
Chloramphenicol-Acetyl-Transferase
Ceramid-aktivierte Proteinphosphatase
cell death gene

zu RNA komplementére DNA
Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosdtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor

enzyme linked immuno sorbent assay
(Enzym-gekoppelter Immun-Adsorptionstest)
extracellular signal-regulated kinase
final concentration

fetal calf serum (fotales Kalberserum)
Gramm

Stunde(n)

immortalisierte Keratinozytenzellinie
Inhibitor der Caspase-aktivierten Desoxyribonuklease
Interleukin 1-converting enzyme
c-Jun-NH,-terminale Kinasen (Synonym zu SAPK)
keratinocyte basal medium
keratinocyte growth medium

Liter
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M o mol/l

MA Milliampere

MAPK L Mitogen aktivierte Proteinkinase

MM Micromol pro Liter

MM Millimol pro Liter

MIN e Minuten(n)

MRNA .. Messenger (Boten-) Ribonukleinsdure

MTP Mikrotiterplatte

MM e Nanometer

N-SMase .......coevviiiiiiennn neutrale Sphingomyelinase

OD i Optische Dichte

MCS .o, multiple cloning site (Multiple Klonierungsstelle)
PARP ... Poly(ADP)ribose-Polymerase

PBS (o, phosphate-buffered saline

PCD .o programmed cell death

PKC Proteinkinase

RO Retinoblastom-Genprodukt

RNA Ribonukleinsdure

Rnase ... Ribonuklease

RPMI o, Roswell Park Memoria Institute Medium

RT Raumtemperatur

RT-PCR ..o, reverse Transkription mit anschlief3ender PCR
S e sehe

S < o Sekunde (n)

SAPK L Stress-aktivierte Proteinkinasen

SD. standar ddeviation (Standardabwei chung)

SM Sphingomyelin

Tab., o, Tabelle

Tag Polymerase .................... DNA abhéngige Polymerase aus Thermophilus aquaticus
TNF Tumornekrosefaktor

THS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
U Unit (Enzymeinheit)

UPM e Umdrehungen pro Minute

UV Ultraviolettes Licht

VIV o Prozentangabe V olumen je VVolumen
Ve Volt

VIV o Volumen pro Volumen

W o Watt

X G et e (mal) Erdbeschleunigung

Anmerkung: Genprodukte werden grof3 und Gene klein und kursiv geschrieben
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