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4. Diskussion

Differentielle Uberexpression von TRAF1, A20 und clAP-2 in HL-Tumorzellen im Vergleich zu ALCL-

Tumorzellen und deren Induktion infolge CD30-Rezeptorstimulation in vitro

Die erhobenen in vivo Daten zeigen eine deutliche Transkript-Uberexpression der Proteine TRAF1,
A20 und clAP-2 in den Tumorzellen des HL im Gegensatz zu den Tumorzellen des ALCL. Dartiber
hinaus konnte eine Korrelation zwischen einer starken TRAF1 mRNA-Expression und einer
bestehenden EBV-Infektion festgestellt werden. Das durch EBV kodierte Latente Membran Protein 1
(LMP1) gehort zwar zu der Familie der TNF-Rezeptoren, ist aber als einziges Mitglied konstitutiv
aktiv. Bisherige Studien zeigten, dass LMP1 die TRAF1-Expression in EBV-transformierten
B-lymphoblastischen Zelllinien induziert und der Rezeptor den GroRteil des TRAF1-Proteins rekrutiert
57111 Die hier vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass dieser Mechanismus auch in vivo
existiert. Dennoch zeigte sich, dass auch EBV- Tumorzellen des HL eine starke TRAF1-
Transkriptexpression aufweisen. Somit lasst sich die hohe TRAF1-Transkriptexpression nicht allein
auf eine EBV-Infektion zurtickfinren, sondern resultiert vermutlich aus der Induktion des Proteins

durch den CD30-Rezeptor, die hier in vitro nachgewiesen wurde.

Alle drei aberrant im HL exprimierten Proteine sind Genprodukte, die durch die transkriptionelle
Aktivitat von NF-«kB reguliert werden 112,113, 114 Eg jst zudem bekannt, dass der CD30-Rezeptor Tber
die Interaktion mit den Signaltransduktionsproteinen TRAF1, TRAF2 NF-«kB aktiviert 102.103, 101,64 Der
Anstieg des mRNA- und Proteingehalts von TRAF1, A20 und clAP-2 nach CD30-Stimulation lasst

sich damit auf die durch CD30-vermittelte Aktivierung von NF-xB zurlckfihren.

Die hier gezeigte differentielle Uberexpression der Proteine der CD30-vermittelten Signalleitung in
den Tumorzellen des HL bedingt sicherlich die beobachteten unterschiedlichen Auswirkungen der
CD30-Signaltransduktion. Da jedoch auch gezeigt werden konnte, dass die CD30-Stimulation zu der
Induktion der drei Proteine flhrt, stellt sich die Frage, worauf der unterschiedliche basale
Expressionsstatus in den CD30* Tumoren (ALCL und HL) beruht. Die geringe oder abwesende
Expression der Proteine im ALCL lasst vermuten, dass die Tumorzellen keinen Kontakt zu CD30L-
exprimierenden Zellen in vivo haben. Ihre Apoptoseresistenz ist wahrscheinlich nicht abhangig von
der Expression dieser anti-apoptotischen Proteine. Die Tumorzellen des ALCL exprimieren durch die
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chromosomale 2;5-Translokation das Fusionsprotein NPM-ALK, was vermutlich ihre Immortalisierung
und Transformation verursacht 115, Die Anwesenheit von CD30L* Zellen in der Nachbarschaft von
HRS-Zellen wurde bisher in zwei Untersuchungen berichtet, bleibt aber kontrovers diskutiert, da sich
die beiden Publikationen in der gefundenen zelluléren Lokalisation von CD30L widersprechen 116. 117,
Ein anderer Befund jedoch kénnte eher die hohe basale Expression der Proteine in den Tumorzellen
des HL erklaren. In den HRS-Zellen wurde eine hohe konstitutive Aktivitat von NF-«kB - hauptséchlich
der p50/p65-Dimere - detektiert. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass diese Aktivitat stark zu
der Immortalisierung der Zellen beitrdgt 8. So fiihrt eine Inhibition von NF-xB zu spontaner
Caspase-unabhéngiger Apoptose in den HRS-Zellen 119, Diese konstitutive NF-kB-Aktivitat in den
HRS-Zellen wurde bisher auf die gefundenen Mutationen im IkBo-Gen und einer starken Aktivierung

der IkB-Kinasen (IKKs) in HRS-Zellen zurtickgefiihrt 120. 121,

Die Uberexpression von clAP-2 als mogliche Ursache hoher NF-xB- Aktivitdt in HRS-Zellen

Zwei der drei in den HRS-Zellen als tiberexprimiert identifizierten Proteine TRAF1 und A20 sind durch
NF-xB induzierbar, stellen aber auch negative Regulatoren der NF-kB-Aktivitat dar 113,122, Fir TRAF1
wurde gezeigt, dass es ein Substrat von den Caspasen-3, -6 oder -8 wahrend der TNFR-vermittelten
Apoptose darstellt 123. 124 Das hierbei durch Proteolyse entstehende C-terminale Fragment von
TRAF1 inhibiert potent die TRAF2-vermittelte NF-xB-Aktivierung 123, Eine Inhibition erfolgt hier
wahrscheinlich Gber die Wechselwirkung mit TRAF2, in dessen Folge TRAF2 von dem Rezeptor-
Signalkomplex abgeldst wird 124, Diese Untersuchungsergebnisse belegen damit eine negativ
regulatorische Funktion von TRAF1 auf die NF-kB-Aktivierung 125, Da eine inhibitorische Wirkung nur
von dem TRAF1-Fragment ausgeht, ist eine pro- oder anti-apoptotische Funktion von TRAF1 von

dem Aktivitatsstatus der Caspasen in der Zelle abhangig.

Welcher Mechanismus A20 befahigt NF-xB zu inhibieren, ist bislang noch nicht eindeutig geklart.
Gezeigt wurde jedoch die Interaktion des A20-Proteins mit TRAF2 und IKK-y 75126, Dies fiihrt zu der
Vermutung, dass A20 durch Bindung von TRAF2 und der IxB-Kinase die Aktivierung von NF-xB
verhindern kann. Funktional wurde A20 erstmals als ein Inhibitor der TNFR-vermittelten Apoptose
charakterisiert 3. Dieser Effekt wird zum einen durch eine Reduktion der TNF-induzierten
Verénderung des mitochondrialen Membranpotentials und zum anderen durch eine Blockade der

Effektor-Caspasen-Aktivierung, wie Caspase-3, von A20 ausgetibt 72. Fir den protektiven Effekt von
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A20 auf die TNFR-vermittelte Apoptose ist aber auch eine weitere Hypothese denkbar. Bekannt ist,
dass A20 TRAF2 hindet und dies in der gleichen Region des TRAF2-Proteins, wie es auch flir clAP-1
und -2 gezeigt werden konnte 37. 75, Es besteht damit die Mdglichkeit, dass A20 die clAPs durch
Kompetetion von dem TRAF2-Komplex ablost und sie damit ihre anti-apoptotische Funktion austiben

kdnnen 127,

Der Befund einer Uberexpression von Proteinen mit negativ regulatorischer Auswirkung auf NF-xB in
den HRS-Zellen scheint einen Widerspruch zu der berichteten konstitutiven NF-kB-Aktivitat
darzustellen. Jedoch l&sst sich diese augenscheinliche Kontradiktion durch den zusétzlich
detektierten hohen Expressionsstatus von clAP-2 entkraften. Die clAPs stehen zwar unter der
Kontrolle von NF-kB, haben aber keine negative regulatorische Funktion 114, Als direkte Inhibitoren
von Effektor-Caspasen besitzen sie ein hohes anti-apoptotisches Potential. Gezeigt werden konnte,
dass clAP-2 nicht nur in der Lage ist, die Aktivierung von Caspase-9 zu verhindern, zudem kann auch
bereits aktivierte Caspase-3 durch clAP-2 inhibiert werden 40.39, Dartiber hinaus wurde berichtet, dass
der RING-Finger des clAP-2-Proteins als Ubiquitin-Ligase die Ubiquitinierung von Caspase-3 mediiert
und damit den Abbau von Caspase-3 (iber den Ubiquitin-Proteasomen-Abbauweg katalysieren
kénnte 45. Diese zusatzliche Funktion scheint seine anti-apoptotische Wirkung weiter zu steigern.
Neben seiner Funktion als Exekutor der Apoptose spielt Caspase-3 auch eine Rolle bei dem Abbau
der aktiven NF-xB Dimere im Kern der Zelle 128, Die nachfolgende Abbildung 4.1 versucht, die im
Folgenden dargestellten zelluldren Zusammenhénge, aus denen maoglicherweise die hohe

konstitutive NF-kB-Aktivitat in den Tumorzellen des HL resultiert, zu verdeutlichen.

— - T
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Abbildung 4.1. Zellulare Vorgange, die zu einer hohen konstitutiven NF-kB-Aktivitat in den HRS-Zellen fiihren kdnnten.
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Die negativ regulative Funktion von TRAF1 geht von durch Caspase-3 und -8 proteolysierten
C-terminalen Fragmenten aus. Neueste Studien zeigten, dass in den HRS-Zellen das flir Caspase-8
inhibitorische Protein FLIP konstitutiv exprimiert wird und so die Uber Fas vermittelte Caspase-8-
Aktivierung beeintrachtigt 129, Damit bliebe zur Proteolyse der TRAF1-Fragmente nur Caspase-3,
deren Aktivierung durch clAP-2 unterdriickt wird. Als Folge kénnte TRAFL nicht mehr die NF-«kB-

Aktivitat negativ regulieren.

Ein weiterer Mechanismus, der zur Inaktivierung aktiver NF-kB-Dimere flihrt, ist mit dem IkBa.-
Protein verknipft. Dieses Protein ist in der Lage, in den Zellkern vorzudringen und dort aktive Dimere
zu inhibieren 130, Die in einigen Zelllinien und HRS-Zellen gefundene Mutation des lkBa-Proteins
lasst eine solche Funktion wahrscheinlich nicht mehr zu 121, Somit kdnnte ein Abbau der aktiven
p50/p65-Dimere im Kern nur noch durch Caspase-3 erfolgen. Diese jedoch ist durch Uberexpression
von clAP-2 inhibiert. Damit bliebe als weiterer bekannter negativer Regulator der NF-kB-Aktivitat nur
noch das A20-Protein, welches zudem vermutlich noch die clAP-2-Aktivitét fordert und dem die hohe
Aktivitdt von IKK entgegensteht 120, Als Folge ist das Gleichgewicht zwischen Aktivierung und
Inaktivierung zu Gunsten der Aktivierung verschoben und tragt vermutlich deutlich zu der berichteten
konstitutiven NF-iB-Aktivitat der HRS-Zellen bei.

Eine konstitutive oder starke Aktivitdt von NF-kB wird auch in verschiedensten anderen Tumorarten
berichtet. Durch seine Rolle in der Tumorentstehung und -progression wird NF-kB als potentielles

Ziel von Anti-Krebs-Therapeutika zunehmend interessanter 131,

Der weitere Beitrag der clAP-2-Uberexpression zur Apoptoseresistenz der HL-Tumorzellen

Neben der starken NF-xB-Aktivitat in den HRS-Zellen wurde auch ein anderer Befund fiir die
Immortalisierung der Zellen verantwortlich gemacht. Die HRS-Zellen exprimieren zwar Fas, sind aber
unzugéanglich fur die Fas vermittelte Apoptose. Ursachlich schien fiir diesen Befund eine somatische
Mutation des Fas-Gens, die in HRS-Zellen gefunden wurde 132, Untersuchungen an verschiedenen
HL-Zelllinien ergaben jedoch, dass die Linien vom B-Zelltyp (L1236, L428 und KM-H2) resistent
gegenliber Fas vermittelter Apoptose sind, obwohl sie unmutiertes Fas-Rezeptor-Protein exprimieren
133, 134 Eine Ursache hierflir ist sicherlich die starke FLIP-Expression der Tumorzellen 129. 135,
Dennoch stellt FLIP fiir einmal aktivierte Caspase-8 ein Substrat dar, so dass hier eher ein
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Gleichgewicht vorliegt als eine einseitige Inhibition 136, Der Apoptoseweg Uber die TNF-Rezeptoren,
wie Fas, ohne Einbeziehung der Mitochondrien, beinhaltet jedoch kein regulatorisches Protein fir
clAP-2. Das einzig bekannte Protein, dass in der Lage ist, die anti-apoptotische Wirkung von clAP-2
zu beeintrachtigen, ist DIABLO und wird von den Mitochondrien sezerniert 47. 48. 137 Eine
Uberexpression von clAP-2 in den HL-Zellen vom B-Zelltyp, wie sie hier gezeigt werden konnte, kann
damit die Aktivierung der Caspase-3 durch Fas voll inhibieren. Dass eine Zugénglichkeit gegenuber
der Fas-vermittelten Apoptose stark durch das Expressionsniveau von clAPs bestimmt wird, wurde
durch eine Studie an HIEC-Zellen bestéatigt 138. Somit ist auch davon auszugehen, dass das hohe
Expressionsniveau von clAP-2 die HRS-Zellen - trotz stark exprimierter Caspase-3 139.140 - yvor TNFR-
vermittelter Apoptose schiitzt und damit bedeutend zu ihrer Apoptoseresistenz beitragt.

Identifikation der Wechselwirkung von hUBC-9 mit den Proteinen CD30 und TRAF5

Die Funktionsféhigkeit des eigens etablierten 2H-Systems wurde durch den Nachweis bereits
bekannter Interaktionen des CD30.y-Kdderproteins mit TRAF1, TRAF2, TRAF5 bestatigt. So konnten
die bisher unbekannten Protein-Interaktionen von hUBC-9 mit CD30 und TRAFS5 identifiziert und auch

in Séugetierzellen verifiziert werden.

Aufgrund der biologischen Funktion von hUBC-9 als SUMO-konjugierendes Enzym konnte vermutet
werden, dass es sich bei den interagierenden Proteinen CD30 und TRAF5 um Zielproteine dieser
Modifikation handelt. Obwohl es nicht gelang, diese Modifikation nachzuweisen, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass SUMO-1 oder seine Verwandten SUMO-2, -3 an diese Proteine
gebunden werden. Eine solche Modifikation knnte unter bestimmten Bedingungen, wie Zellstress
oder Hitzeschock, erfolgen. Von den Proteinen SUMO-2 und -3, die auch durch hUBC-9 konjugiert
werden, konnte gezeigt werden, dass sie unter normalen Zellbedingungen frei in grof3er
Konzentration in der Zelle vorliegen, nach Temperaturerhdhung auf 42°C aber massiv an Proteine mit
hohem Molekulargewicht gebunden werden. Daraus lasst sich folgern, dass hier nicht gegeneinander
austauschbare Homologe vorliegen, sondern SUMO-2 und -3 eine grundsatzlich andere Funktion als
SUMO-1 erfiillen 141, Da Antikorper gegen SUMO-2, -3 nicht kommerziell erhdltlich sind, konnte nicht
untersucht werden, ob nicht diese Proteine durch hUBC-9 an CD30 und TRAF5 gebunden werden.

Viele der bekannten, durch SUMO modifizierten, Proteine wurden uber ihre Interaktion mit hUBC-9

identifiziert. Dennoch sind nicht alle mit hUBC-9 interagierenden Proteine auch Ziele einer SUMO-
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Modifikation. Zu den bekannten mit hUBC-9 interagierenden Proteinen gehéren Mitglieder der TNF-
Rezeptorfamilie wie Fas 86 142 und TNFR1 143, Daxx, ein Fas-bindendes Protein, das Apoptose
potenziert 144, und MEKK1-Kinase 143, Fir alle diese Proteine konnte bis jetzt nicht gezeigt werden,
dass sie einer SUMO-Modifikation unterliegen. Es besteht jedoch die Mdglichkeit, dass sie nur
Bindungspartner flir sumotylierte Proteine darstellen oder es sich bei ihnen um die bis jetzt noch nicht
identifizierten SUMO-Ligasen handeln konnte.

Im Gegensatz zu der Durchsuchung mit CD30- und TRAF5-Kdderproteinen, fiihrte die 2H-
Durchsuchung mit TRAF1 als Koderprotein zu keinerlei auswertbaren Ergebnissen. Hier zeigte sich
mit dem gesamten TRAF1-BD-Fusionsprotein, als auch mit dem N-terminalen Teil von TRAFL1 in
Fusion mit BD bei Kontakt mit AD-cDNA-Bank-Konstrukten eine konstitutive Aktivierung der
B-Galaktosidase. Somit I&sst sich vermuten, dass genau dieser N-terminale Anteil von TRAF1 allein
mit der AD-Doméne wechselwirkt und nicht mit dem in Fusion exprimierten Protein Y. Eine solche
Wechselwirkung I&sst keine Untersuchung dieses Proteins im 2H-System zu. Solch ein Effekt wurde
vielfach auch von anderen mit dem 2H-System arbeitenden Forschern beobachtet. So ist bekannt,
dass nicht jedes Koderprotein geeignet ist, bei einer 2H-Durchsuchung zu auswertbaren Ergebnissen

zu fuhren.

Abweichungen in den Nukleotidsequenzen der untersuchten Schlisselproteine der Apoptose

In den untersuchten Sequenzdaten aus Lymphom- und Tumorzelllinien, sowie verschiedenen nicht
malignen Normalgewebetypen von Caspase-8/FLICE wurden keinerlei Abnormitaten festgestellt.
Aufgrund dieser unmutierten Transkriptsequenzen kann davon ausgegangen werden, dass es in den
Apoptose-gestorten Lymphomzellen seine biologische Funktion erfiillen kann. Durch die starke FLIP-
Expression in den HRS-Zellen scheint jedoch auf Regulationsebene der Aktivierung von FLICE eine

Inhibition aufzutreten, die einen Einfluss auf die Apoptoseresistenz der Tumorzellen ausubt 129,

Die Untersuchung der Caspase-3-Transkripte ergab eine (bereinstimmende Abweichung aller
untersuchten Zelltypen zur publizierten Sequenz. Untersucht wurden hierbei nicht nur verschiedenste
Tumorzelllinien und Normalgewebetypen, sondern auch zusatzlich die Tumorzelllinie Jurkat, aus der
die publizierte Sequenz ermittelt wurde. Auch hierbei fand sich die ermittelte Abweichung wieder.

Problematisch bei der Beurteilung dieses Befundes ist, dass von Zelllinien verschiedene Subklone
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existieren und sich so nicht sicher folgern lasst, dass bei der Erstcharakterisierung ein Fehler erfolgte.
So bleibt zu vermuten, dass die gefundene Sequenz den hauptséchlich exprimierten Typ darstellt,

wahrend die publizierte Sequenz in Subklonen der Zelllinie Jurkat exprimiert wird.

Die Caspase-3, die wie alle Caspasen als Pro-Enzym exprimiert wird, enthalt drei Domanen: Eine N-
terminale Doméne, eine grof3e Untereinheit von ~20 kDa und eine kleine Untereinheit mit ~10 kDa.
lhre Aktivierung erfordert die proteolytische Spaltung der grof3en und kleinen Untereinheit. Infolge der
Trennung dimerisieren die beiden Doménen, und die Caspase ist somit aktiv. Rontgenkristall-
strukturanalysen zweier aktiver Caspase-3-Proteine ergaben, dass die aktivierten Heterodimere als
Tetramer mit zwei unabh&ngigen katalytischen Zentren vorliegen 145, Der gefundene Basenaustausch
liegt jedoch weder innerhalb des fir Caspase-3 identifizierten katalytischen Zentrums, noch im

Bereich der Schnittstelle zwischen kleiner und grofRer Untereinheit (Abbildung 4.2.).

Mutation Schnittstelle

R—-G; S »A IETDLS

N-term.

Peptid Kleine Untereinheit

QACRG

Katalytisches Zentrum

Abbildung 4.2. Lokalisation der Abweichungen zur Zielsequenz in untersuchten Caspase-3-Transkripten.

Somit ergibt sich kein Hinweis darauf, dass dieser Basenaustausch unmittelbar Einfluss auf die
Funktionsfahigkeit von Caspase-3 hat. Dennoch hat ein Austausch von polaren Aminoséuren zu
unpolaren sicherlich Auswirkungen auf die Proteineigenschaften. Da die gefundene Aberration zur
Zielsequenz jedoch in den Caspase-3-Transkripten der Tumorzelllinien und in denen des Normal-

gewebes gefunden wurde, ist sie nicht als tumorspezifisch anzusehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei neuartige Varianten der Apaf-1-cDNA charakterisiert. Sie
unterscheiden sich von der erstmals publizierten Form durch verschiedenartige Abweichungen.
Interessanterweise treten all diese Aberrationen ohne Verschiebung des Leserasters auf und zeigen



Diskussion
-46 -

keine Spezifitat fir Tumorzellen. Dies lasst vermuten, dass die gefundenen Apaf-1-Variationen drei
neue funktionelle Isoformen darstellen und keine dysfunktionalen Mutationen. Ein Vergleich der
ermittelten Sequenzen mit der Exon-Intron-Struktur des apaf-1-Gens zeigt, dass die Apaf-1.-Form alle
exprimierten Exons (Exon 2 - Exon 27) enthdlt und damit das vollstandig transkribierte apaf-1-Gen
darstellt. Im Gegensatz dazu fehlt der Apaf-1u-Struktur Exon 18 und der Apaf-1xs-Form Exon 25.
Diese Unterschiede sind also auf posttranskriptionale Modifikation zurtickzufiihren, und es handelt
sich bei den Formen um Spleil3-Varianten.

Die zweite Insertion in der Apaf-1xs-Form befindet sich innerhalb des Exons 12 und zeigt nicht die
Konsensussequenz eines Intron-Exon-Uberganges 146, So ist es als unwahrscheinlich anzusehen,
dass dieser Abschnitt ein durch Mutation nicht gespleiRtes Intron darstellt. Vielmehr liesse sich
vermuten, dass es sich hierbei um ein noch nicht identifiziertes weiteres Exon des apaf-1-Gens
handelt.

Anders verhalt es sich mit der identischen Insertion von 33 bp an Position 296 der Nukleotidsequenz,
die in allen Apaf-1-Formen charakterisiert wurde. Die der Erstveréffentlichung von Zou et al. zugrunde
liegenden Daten wurden aus der Zelllinie HeLa S3 gewonnen, die einen Subtyp der normalen HelLa-
Zellen darstellt und offensichtlich diese Form von Apaf-1 exprimiert. Da sich dieser Bereich aber
sowohl im charakterisierten apaf-1 Gen (Exon 3), als auch in allen anderen veroffentlichten
Sequenzen der Apaf-1 cDNAs zeigt, muss davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um eine
Deletion in der Nukleotidsequenz von Apaf-1 in HeLa S3-Zellen handelt. Die Deletion befindet sich
direkt vor dem Ubergang von Exon 3 zu Exon 4. Betrachtet man die Nukleotidsequenz in der Region,
lasst sich erkennen, dass durch einen einzigen Basenaustausch an Position 328 von T nach A eine
3-Spleil3stelle entsteht. Zusatzlich weist der in dieser Form nicht enthaltene Bereich zu Beginn eine
5-SpleiRstelle auf. Zur Veranschaulichung ist dieser Ausschnitt der Sequenz in Abbildung 4.3
dargestellt. Eine Mutation der HeLa S3-Zellen im apaf-1-Gen an dieser Position hatte dann zur Folge,
dass dieser Bereich als Intron identifiziert und durch Spleil3en posttranskriptional entfernt wird. Somit
liesse sich genau diese Nukleotidsequenz nicht mehr in der cDNA von Apaf-1 der HelLa S3-Zellen

wiederfinden.
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bp 290 296 329 335

BCD CCAGTGGTAAAGATTCAGTTAGTGGAATAACTTCGTATGTAAGGAC

N o ol c i TAAGGAC

CCAGTGIGTAAAGATTCAGTTAGTGGAATAACTTCGTAAGTAAGGAC

Exon 3 Intron durch Mutation Exon 4

Abbildung 4.3. Sequenzvergleich der Formen B,C,D und A (HeLa S3) im Bereich der Deletion.

Der rote Balken bezeichnet den Bereich der Ubereinstimmung, der griine den der Abweichung. Zu unterst aufgefihrt ist
der Exonbereich und das mégliche durch Mutation (rot) entstehende Intron. In blau und rot dargestellt sind die
unveréanderlichen Basen eines Intron-Exon-Uberganges.

Wie in Abbildung 3.4.2 (A) dargestellt ist, besitzt das Apaf-1-Protein mehrere funktionelle Domanen:
Die N-terminale Caspase-Rekrutierungsdomane (CARD), die die Caspase-9 Pro-Domane bindet; eine
zu CED-4 homologe Doméne, Uber die eine Homodimerisierung erfolgt; und multiple Tryptophan-
Aspartat (WD)-Wiederholungen flir Protein-Protein-Wechselwirkungen und regulatorische Einheit 147
148,13 Dariiber hinaus findet sich ein dATP/dGTP Bindungsmotiv A (P-loop). Bindet Cytochrom ¢ an
Apaf-1, hydrolysiert dieses infolge dATP/ATP und oligomerisiert iber die CED-4 Doméne 149. 150, 148,

Gleichzeitig wird Pro-Caspase-9 liber die CARD-Domaéne rekrutiert und aktiviert 151, 150, 108,

Die computergestitzte Proteinmotiv-Analyse der Apaf-Formen zeigte, dass alle bisher bekannten
Strukturmotive, trotz An- oder Abwesenheit verschiedener Exons und Insertionen, konserviert sind.
Darliberhinaus liess sich zeigen, dass innerhalb der WD-Doménen alle neu charakterisierten Formen

neun WD-Wiederholungsmotive enthalten.

Da Apaf-1 mit Hilfe der CED-4- und WD-Domanen selbst-assoziiert, hat das WD-Motiv eine wichtige
Funktion in der Regulation dieser Oligomerisierung. Untersuchungen haben gezeigt, dass Deletions-
mutanten von Apaf-1 ohne WD-Doméne dimerisieren und so unabhdngig von Cytochrom c
Caspase-9 aktivieren 150, Normalerweise wird dieses Verhalten durch die WD-Region unterdrtickt, bis
die Bindung von Cytochrom ¢ an die WD-Doméne - vermutlich durch Konformationsanderung - diese
Inhibition aufhebt 147.150. 148 Das Vorliegen von drei verschiedenen WD-Wiederholungsmotivdomanen
in den Apaf-1-Formen konnte also zu einer unterschiedlichen Zuganglichkeit in Bezug auf die
Aktivierung flihren. Obwohl durch in vitro Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass die Apaf-1.-
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Form leicht potenter in der Aktivierung von Caspase-9 ist als die Apaf-1u-Form, konnten keine groRen

Unterschiede in ihrem biologischen Verhalten festgestellt werden 152,

Es ist bekannt, dass anti-apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie, wie Bcl-x. und Diva/Boo, an Apaf-1
binden. Bcl-x. bindet an der CED-4 homologen Domane, und es bildet sich so ein terndrer Komplex
153, Die Funktion dieser Wechselwirkung wird kontrovers diskutiert, dennoch konnte letztlich gezeigt
werden, dass Bcl-x. durch Bindung an Apaf-1 nicht in der Lage ist, die Aktivierung von Caspase-9 zu
verhindern 34, Das Protein Diva bindet an verschiedene Stellen von Apaf-1, wie der CED-4
homologen Region, der WD-Domé&ne und der Region zwischen diesen beiden. Das legt die
Vermutung nahe, dass diese Bindung eine sterische Hinderung fir die Dimerisierung der Apaf-1
Proteine darstellt. Auch konnte gezeigt werden, dass die pro-apoptotischen Bcl-2 Familienmitglieder
Bak und Bik die Bindung zwischen Diva und Apaf-1 aufheben kénnen. So lasst sich vermuten, dass
ein komplexer Regelmechanismus unter Einbezug der WD-Doméne von Apaf-1 ber die
Dimerisierung des Proteins und damit die Caspase-9-Aktivierung entscheidet. Die in dieser Arbeit
charakterisierten WD-Wiederholungsmotiv-Strukturen kénnten daher weitere Interaktionsstellen fiir

anti-apoptotische Proteine zur Verfiigung stellen als die bisher beschriebenen.

Apaf-1 wird ubiquitér exprimiert. Die Apaf-1.-Form mit der langsten WD-Struktur zeigte sich als die
pradominant im gesunden Gewebe exprimierte Form, wobei sich jedoch auch immer die Apaf-1v-
Form nachweisen liess 152, Dies zeigt auch die vorliegende Arbeit, denn - wie in Tabelle 3.4.1
aufgeflihrt - zeigen die Lymphozyten alle drei Formen von Apaf-1, die Tumorzelllinien hauptsachlich
den mittleren Typ, wéhrend die Apaf-1.-Form hauptsachlich im gesunden nichtlymphatischen
Gewebe exprimiert wird. Ob ein Zusammenhang zwischen den exprimierten Apaf-1-Formen und der

Apoptoseresistenz von verschiedenen Zelltypen besteht, konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden.

AbschlieRend lasst sich folgern, dass die beobachtete Uberexpression der Proteine TRAF1, A20 und
ClAP-2 in HRS-Zellen, sowie ihre Induzierbarkeit durch CD30-Stimulation, zu der Apoptose-Resistenz
der Tumorzellen beitragt. Da (ber die neuartige Wechselwirkung zwischen CD30 und TRAF5 mit
hUBC-9 keine funktionellen Erkenntnisse gewonnen wurden, kann ein Beitrag zum Apoptoseschutz
der CD30* Tumorzellen derzeit nicht abgeleitet werden. Auch die neu charakterisierten Apaf-1-

Formen, scheinen eher Bestandteile der generellen Regulation von Apoptose darzustellen.



