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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Apoptose — Bedeutung und Regulation

1.1.1 Bedeutung der Apoptose im menschlichen Organismus

Apoptose, der programmierte Selbstmord einer einzelnen Zelle, gehort zu den wichtigsten
lebenserhaltenden Mechanismen eines mehrzelligen Organismus. Die Wichtigkeit der
Apoptose kann an ihrer phylogenetischen Konservierung abgelesen werden — ob in Wurm
oder Maus, Fruchtfliege oder Mensch, die Homdostase aller mehrzelligen Organismen ist
von ihrer Funktion abhéngig (Taylor ef al., 2008).

In der Histogenese ist die Apoptose der Proliferation und Differenzierung zur Formung
von Zellverbinden und Organen als geregelter Zelltod gegeniibergestellt. Bei der
Infektabwehr ist die Apoptose sowohl zur Beendigung der korpereigenen Immunantwort
wie auch zur Elimination infizierter Zellen notwendig. In vielen Arbeiten wurde u. a. die
spontane Apoptose von neutrophilen Granulozyten als erste Vertreter des Immunsystems
in bakteriellen Infekten charakterisiert (Luo und Loison, 2008). Schlieflich gilt eine
dysregulierte Apoptose als ein Meilenstein zur Entstehung von malignen Neoplasien

(Hanahan und Weinberg, 2000).

1.1.2 Physiologische Regulation der Apoptose

Es gibt zwei Wege, iiber die Apoptose ausgeldst werden kann, die extrinsischer und

intrinsischer Weg genannt werden und in eine gemeinsame Endstrecke miinden.

a) Extrinsischer Weg der Apoptoseauslosung

In der Ausbildung des Immunsystems, z. B. in der Selektion von T-Zellen, spielt eine
Variante des extrinsischen Pfades, die rezeptorvermittelte Apoptose, eine zentrale Rolle.
Entscheidend ist hierbei die Familie der TNF a-Rezeptoren, auch Todesrezeptoren
genannt. Zu dieser Familie gehoren die beiden TNF a-Rezeptoren TNFR 1 und 2 und die
Rezeptoren Fas/CD95 und DR3-5 (Walczak und Krammer, 2000). Sie bestehen aus einer
extrazelluldren, einer transmembrandren und einer intrazelluliren Doméne, wobei letztere
bei allen der Todesdoméne (death domain, DD) entspricht - einer Proteininteraktions-

doméne, auf welcher die allen Todesrezeptoren gemeinsame Eigenschaft beruht, auf
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Bindung eines adidquaten Liganden mit einer Trimerisierung zu reagieren (Walczak und
Haas, 2008). Die Trimerisierung hat eine Assoziation mit intrazelluldr lokalisierten
Adapterproteinen zur Folge, die ebenfalls eine DD enthalten. Als Beispiel kann das in der
Fas-vermittelten Apoptose wichtige FADD (Fas-associated death domain) genannt werden.
Die Adapterproteine interagieren ihrerseits mit mehreren Molekiilen Procaspase 8 {iiber
eine weitere Proteininteraktionsdoméne, die death effector domain (DED), welche sich
dann aufgrund ihrer rdumlichen Nidhe trotz ihrer geringen Proteaseaktivitit gegenseitig
aktivieren konnen (,,induced proximity model). Die so entstandene Caspase 8 ist in der
Lage, sog. Effektorcaspasen zu aktivieren und damit die gemeinsame Endstrecke von

intrinsischem und extrinsischem Weg einzuleiten.

b) Intrinsischer Weg der Apoptoseauslosung

Der zweite Weg, liber den Apoptose ausgelost werden kann, wird intrinsischer oder
mitochondrialer Weg genannt. Typische Ausloser fiir diesen Weg sind DNA-Schéden, die
entweder durch Zytostatika (experimentell hdufig durch den Antimetaboliten Cytarabin)
oder Exposition gegeniiber UV- oder energiereicherer Gamma-Strahlung verursacht
werden. Die DNA-Schidigung fiihrt zur Induktion des Transkriptionsfaktors p53 und
hieriiber zu vermehrter Expression proapoptotischer Faktoren. Eine wichtige Familie von
Regulatoren der Apoptose stellt die Familie der Bcl-2-Proteine dar (Youle und Strasser,
2008). Die proapoptotischen Proteine wirken entweder direkt oder indirekt fordernd auf
den Apoptoseprozess. Beispielsweise fiihrt Bad {iber Heterodimerisierung mit Bel-2 oder
Bcel-xl dazu, dass diese das proapoptotische Protein Bax nicht mehr durch Bindung
inaktivieren konnen. Nach Homodimerisierung kann Bax die Bildung eines
Porenkomplexes in der Mitochondrienmembran initiieren. Eine Verdnderung des
Gleichgewichts zwischen pro- und antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie fiihrt
letztlich zu einer Schiadigung von Mitochondrien mit Verlust des Membranpotentials iiber
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran, so dass u. a. Cytochrom C und weitere
proapoptotische Proteine wie z. B. Smac/Diablo, AIF (apoptosis inducing factor) und die
Endonuclease G aus dem mitochondrialen Raum ins Zytosol stromen konnen (Skommer et
al., 2007). Cytochrom C fiihrt unter ATP-Spaltung zu einer aktivierenden Konformations-
dnderung von Apaf-1 (Apoptotischer Peptidase-aktivierender Faktor-1) und der Bildung
des Apoptosoms, welches aus einem Apaf-1/ATP-Multimer, Cytochrom C sowie zwei
Molekiilen Procaspase 9 besteht. Innerhalb des Apoptosoms wird Caspase 9 aktiviert, liber

die wieder Effektorcaspasen rekrutiert werden konnen (Adams und Cory, 2002). Der



Einleitung

initiale Schritt der Mitochondrienschiddigung wird von einer Vielzahl von intrazelluldren
Signalmolekiilen beeinflusst, so z. B. der Gruppe von inhibiting apoptosis proteins (IAP),
heat shock proteins (HSP) und verschiedenen Proteinkinasen (Schafer und Kornbluth,
2006). Es bestehen Verbindungen zwischen den beiden genannten Wegen, u. a. durch die
Féhigkeit der Caspase 8, das proapoptotische Bcl-2-Protein Bid durch Spaltung zu
aktivieren (tBid — ,,truncated Bid), welches u. a. durch Aktivierung von Bax die Sekretion

von Cytochrom C unterstiitzt (Skommer et al., 2007).

¢) Gemeinsame Endstrecke der Apoptose

Intrinsischer und extrinsischer Weg fiihren zur Aktivierung von Effektorcaspasen als
gemeinsamer Endstrecke, so dass das Resultat unabhéngig von den o. a. Stimuli ist. Die
Caspasen 3, 6 und 7 spalten direkt Strukturproteine, sorgen aber iiber Aktivierung weiterer
Effektorenzyme auBerdem auch indirekt fiir die Entstehung des apoptotischen Phinotyps.
Eines der Substrate der Effektorcaspasen ist der Inhibitor der Caspase-aktivierten DNAse
(CAD), ICAD, welcher nach Spaltung das Enzym CAD in aktivem Zustand freildsst.
CAD, eine Magnesium koordinierende DNAse mit Préiferenz fiir AT-reiche Regionen,
besitzt an ihrem C-terminalen Ende ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) und spaltet
die DNA zunéchst an den nukledren ,,scaffold*“-Regionen in 50-200 kbp grofle Stiicke,
wodurch die Chromatinstruktur aufgeklappt wird, um sie danach in ca. 200 bp grof3e,
nukleosomale Einheiten bzw. deren Vielfache zu spalten. Letztere ergeben, in einer DNA-
Gelelektrophorese aufgetrennt, die typische apoptotische ,,Leiter* (Nagata, 2000, Yoshida
et al., 20006).

Weitere Substrate der Caspasen stellen die Lamine, Gelsolin, Cytokeratin 18 und Vimentin
dar, wobei eine Spaltung dieser Proteine die Zerstorung des Zytoskeletts zur Folge hat und
im Weiteren zur Abrundung der Zelle und zur Ausbildung von Blasen-artigen
Ausstiilpungen der Plasmamembran (,,membrane blebbing*) fiihrt. An der Plasmamembran
findet in der Frithphase der Apoptose die Externalisierung von Phosphatidylserin statt,
welches durch Bindung an Annexin V nachgewiesen werden kann (Gardai et al., 2006).
AuBlerdem werden ,apoptotic bodies* gebildet, welche durch die Markierung mit
Phosphatidylserin leichter von benachbarten Zellen phagozytiert werden koénnen, ohne
dass eine inflammatorische Reaktion ausgelost wird, wie es beim nekrotischen Zelltod der
Fall wére (Lleo et al., 2008, Munoz et al., 2007, Savill und Fadok, 2000). Anhand der
genannten morphologischen Kriterien kann man die beiden Arten des Zelltodes zusétzlich

zum Nachweis verschiedener intrazelluldrer Marker voneinander unterscheiden.
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In der vorliegenden Arbeit wurden als Nachweismethoden fiir den apoptotischen Zelltod
die Aktivitit der Caspase 3, die DNA-Fragmentierung anhand elektrophoretischer
Darstellung der typischen DNA-Leitern und die Kern-Fragmentierung als morphologisches

Kriterium verwendet.

1.1.3 Caspasen als Schaltstellen der Apoptose

Da die Caspasen ein zentrales Element in der Apoptose darstellen und dariiber hinaus in
dieser Arbeit die Caspase 3-Aktivitdt als quantitatives Mal3 fiir Apoptose genutzt worden
ist, sollen die Caspasen im folgenden Abschnitt ndher charakterisiert werden.

Caspasen sind eine Familie von Proteasen, von denen inzwischen 14 Unterformen bekannt
sind, wobei die Caspasen 1-10 und 14 humanen Ursprungs sind, 11 und 12 in der Maus
und Caspase 13 im Rind isoliert wurden (Shi, 2002). Der Name leitet sich davon ab, dass
im katalytischen Zentrum ein Cysteinrest vorliegt und dass diese Proteasen vorwiegend
nach der Aminosdure Aspartat spalten (,,Cysteinyl Aspartat-spezifische Proteinase®). Es
besteht genetische Homologie zu Caspasen anderer Sdugetiere und zum ,,Todesgen* ced-3,
welches zuerst beim Nematoden Caenorhabditis elegans entdeckt wurde (Conradt und

Xue, 2005, Samara und Tavernarakis, 2008).

Caspasen werden als inaktives Zymogen synthetisiert, bestehend aus einer N-terminalen
Prodoméne, einer groBen (ca. 20 kDa) und einer kleinen (ca. 10 kDa) Untereinheit mit
einer kurzen Verbindungsregion (linker region). Zur Aktivierung ist in den meisten Féllen
die Abspaltung der Prodoméne und der Verbindungsregion notwendig, wobei diese
Spaltungsstellen immer hinter einem Aspartatrest liegen, so dass sich Caspasen gegenseitig
aktivieren konnen. Das aktive Enzym ist ein Heterotetramer aus zwei groflen und zwei

kleinen Einheiten und besitzt insgesamt zwei Substratbindungsstellen (Bao und Shi, 2007).

Man unterscheidet zwischen Initiatorcaspasen, Effektorcaspasen und inflammatorischen
Caspasen. Zur ersten Gruppe gehoren die Caspasen 2, 8, 9 und 10. Sie stehen am Anfang
der Caspasekaskade und aktivieren die in der Signaltransduktion stromabwiérts gelegenen
Effektorcaspasen. Eine strukturelle Besonderheit ist die lange Prodoméne von bis zu 100
Aminosduren Linge, die entweder eine Todeseffektordoméne (DED) oder eine Caspase -
Aktivierungs- und Rekrutierungsdomine (CARD) fiir die Interaktion mit speziellen

Adapterproteinen beinhaltet. Man geht davon aus, dass sich Initiatorcaspasen eines Typs
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gegenseitig aktivieren, wenn sie in rdumlicher Nihe vorliegen (,,induced-proximity
model) bzw. wenn sie in einem gemeinsamen Komplex mit diesen Adapterproteinen
vorliegen. Die Caspasen 8 und 10 spielen v. a. in der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose
(extrinsisch) eine Rolle, widhrend die Caspasen2 und 9 v. a. die mitochondriale
(intrinsische) Signaltransduktionskaskade vermitteln (Kumar, 2007, Logue und Martin,

2008).

Die Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6, 7) sind nach Aktivierung durch die Initiatorcaspasen
mitverantwortlich fiir die Entstehung des apoptotischen Phdnotyps der Zelle, indem sie
Strukturproteine spalten oder andere Schliisselenzyme aktivieren. Fodrin, ein Aktin-
bindendes Strukturprotein, wird durch Caspase 3 gespalten und kann so nicht mehr die
normale Zellform aufrechterhalten — die Zelle rundet sich ab (Slee et al., 2001). Die
Caspase 3 spaltet auBerdem die beiden in DNA-Reparaturvorgénge involvierten Enzyme
PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase) und DNA-PK (DNA-abhéngige Proteinkinase)
(Cohen, 1997) und aktiviert durch Spaltung des entsprechenden Inhibitors (ICAD) die
Caspase-abhingige DNAse CAD, die fiir die typische nukleosomale DNA-Fragmentation
in apoptotischen Zellen verantwortlich ist. Auflerdem konnte durch in vitro-Versuche
gezeigt werden, dass Caspase 3 alle anderen Caspasen spalten und damit aktivieren kann,
sowohl Initiator- als auch Effektorcaspasen. Die Caspase 3 wird als die wichtigste
Effektorcaspase angesehen und bietet dariiber hinaus die Mdglichkeit der quantitativen
Bestimmung in einem Enzym-Assay, worauf wir in unseren Versuchen zuriickgegriffen

haben.

Die inflammatorischen Caspasen (Caspasen 1, 4, 5, 11, 13) sind v. a. in die Aktivierung
von Cytokinen involviert. So spaltet z. B. die zuerst entdeckte Caspase 1 (ICE, interleukin

1B-converting enzyme) Pro-Interleukin 1 und aktiviert es dadurch (Kersse et al., 2007).

Die Caspasen sind fiir irreversible Schritte der Apoptosekaskade verantwortlich, so dass
sie als mogliche Angriffspunkte fiir therapeutische Interventionen in Frage kommen. So
werden inzwischen Peptidketon-Inhibitoren in préklinischen Studien bei Tiermodellen von
Meningitis oder Endotoxinschock eingesetzt, die selektiv die Caspase 3 hemmen
(Nicholson, 2000). Der spezifische Caspase 1-Inhibitor Pralnacasan wurde in Phase I und
[I-Studien bei rheumatoider Arthritis eingesetzt. Auflerdem spielt die Aktivierung von

Caspasen bei Ischdmie und Reperfusion eine Rolle, so wird der reversible Pan-Caspase-
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Inhibitor IDN6556 derzeit u. a. in Phase II-Studien bei Lebertransplantationen untersucht
(Howley und Fearnhead, 2008).

1.1.4 Die Proteinkinase C innerhalb der Sigaltransduktion

Der Begriff Proteinkinase C (PKC) beschreibt eine Familie von Serin-Threoninkinasen, die
aus mindestens 10 Isoenzymen besteht. Sie ist in Signaltransduktionskaskaden vieler
wichtiger intrazellulirer Wege eingebunden und spielt in zentralen Bereichen wie der
Regulation von Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose, Adhédsion und Migration eine
Rolle (Barragan et al., 2003, Brodie und Blumberg, 2003, Cross et al., 2000, Gutcher et
al., 2003). Initial wurde insbesondere in Experimenten, in denen die PKC durch den
Tumorpromoter TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat) beeinflusst wurde, ihre
Bedeutung fiir die Apoptose erkannt (Chow ef al., 2006, Mayne und Murray, 1998).

Man unterteilt die Isoenzyme der PKC in drei Unterfamilien — die klassischen, die so
genannten neuen sowie die atypischen Unterformen der PKC (cPKC, nPKC und aPKC).
Diese drei Unterfamilien unterscheiden sich sowohl in ihrer Struktur als auch in ihren
Aktivierungswegen (Corbalan-Garcia und Gomez-Fernandez, 2006, Quest, 1996).
AuBerdem werden aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiten teilweise PKC p und v einer
vierten Subgruppe zugeordnet. PKC p wird auch als Proteinkinase D bezeichnet (Gutcher
et al., 2003, Toker, 1998). Die klassischen Isoformen der PKC — a, BI, BII und y —
bendtigen Diacylglycerol (DAG) und Kalzium (Ca®") zur Aktivierung. Die neuen
Isoformen — §, €, n und 6 — reagieren auf DAG, wihrend die atypischen Isoformen, zu
denen {, A1 gehoren, weder durch DAG noch durch Kalzium zu beeinflussen sind.
Zusitzlich ist Phosphatidylserin (PS) als Kofaktor zur Aktivierung aller drei Unterfamilien
wichtig. Der Phorbolester TPA beeinflusst die Familien der klassischen und neuen

Isoformen tiber eine Bindungsstelle an der C1-Doméne und induziert deren Expression.

Die grundsitzliche Struktur der PKC besteht aus vier konservierten Doménen C1-4 sowie
fiinf variablen Domidnen V1-5. Dabei bilden die Doménen C1 und 2 gemeinsam mit der so
genannten Pseudosubstratregion die N-terminale regulatorische Domine. Die
Pseudosubstratregion hat groBe Ahnlichkeit mit dem optimalen Substrat-Motiv, wobei die
zu phosphorylierende Aminoséure Serin/Threonin durch Alanin ersetzt ist. Durch Bindung
an die Substrat-Bindungstasche kommt es zur Autoinhibition der katalytischen Doméne

am C-terminalen Ende (Toker, 1998). Die C1-Doméne besteht bei cPKC und nPKC aus
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zwei Untereinheiten a und b mit jeweils einer Zinkfingerregion, welche gemeinsam die
Bindungsstelle sowohl fiir DAG als auch fiir TPA bilden. Die durch Bindung von DAG
oder TPA entstehende Energie fiihrt zur Dislokation der Pseudosubstratregion, zur
Beendigung der Autoinhibition und ermdglicht die Aktivierung der PKC. Die nur aus einer
Untereinheit bestehende Cl-Domédne bei aPKC ist weder DAG- noch TPA-sensibel
(Gutcher et al., 2003).

Eine C2-Region liegt bei cPKC und nPKC vor, wobei die C2-Region in ¢cPKC der C1-
Region folgt und Kalzium-sensibel ist, wiahrend sie bei nPKC der C1-Region vorangestellt
ist, unabhdngig von Kalzium ist und u. a. die Bindung von PS sowie Protein-
Proteininteraktionen vermittelt. Die Bindungsstellen von Kalzium und Phosphatidylserin
liegen in der C2-Region und beeinflussen sich gegenseitig (Corbalan-Garcia und Gomez-
Fernandez, 2006). Das Fehlen einer C2-Domine erklirt die fehlende Beeinflussbarkeit von
aPKCs durch Kalzium.

Zusitzlich  konnen verschiedene Unterformen der PKC durch Produkte der
Phosphoinositol-3-Kinase sowie ungesittigte Fettsduren, z. B. Arachidonsdure, und

weitere Lipide aktiviert werden.

Die regulatorische und die C-terminale katalytische Doméne sind durch die hinge-Region,
V3 entsprechend, verbunden. Spaltung des Enzyms an der hinge-Region fiihrt zu einer

konstitutiv aktiven katalytischen Region.

Die katalytische Domine enthélt die Bindungsstellen fiir ATP und Substrat. Der
Aktivierung durch Kofaktoren ist ein so genanntes Priming durch drei
Phosphorylierungsschritte an der katalytischen Doméne vorangestellt. Deshalb ist die PKC
von anderen Kinasen abhidngig und regulierbar. Der Geschwindigkeits-limitierende Schritt
ist die Phosphorylierung an der so genannten ,,activation loop* am Eingang zur Substrat-
Bindungstasche. Das hierfiir verantwortliche Enzym ist die Phosphoinositol-3-abhingige
Kinase-1 (PDK-1) (Dempsey et al., 2000, Le Good et al., 1998). Als zweiter Schritt erfolgt
eine Autophosphorylierung an einer hydrophoben Region, was zur Enzymaktivierung
fiihrt. Der dritte Phosphorylierungsschritt ermoglicht die Freisetzung der PKC ins Zytosol.
Anschliefend erfolgt die Translokation an die Plasmamembran mit Bindung und
Aktivierung durch PS, ggf. DAG und Kalzium auf die o. a. Weise. Nach Aktivierung
werden die verschiedenen Isoformen der PKC u. a. an Rezeptoren aktivierter C-Kinasen

(RACK), Isoenzym-spezifische Ankerproteine, gebunden. Diese bestimmen die weitere
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Translokation, z. B. an das Zytoskelett, die Mitochondrien oder den Zellkern und dadurch
die Verfiigbarkeit bestimmter Substrate fiir die PKC (Gutcher et al., 2003).

Aufgrund  der  vielfdltigen  Verkniipfungspunkte  mit den  intrazelluldren
Signaltransduktionswegen, die Proliferation und Apoptose steuern, entschieden wir uns,
die Bedeutung der PKC in dem durch unsere Arbeitsgruppe bereits etablierten Modell der
Wirme-induzierten Apoptose in der Leukdmie-Zelllinie PLB-985 ndher zu untersuchen.
Als Stimulator wihlten wir aufgrund der ausfiihrlichen Datenlage den Phorbolester TPA,

der spezifisch die cPKC und nPKC induziert und aktiviert.

1.2 Exogene Beeinflussung der Apoptose

1.2.1 Hyperthermie und Auslosung von Apoptose

Temperaturregulation stellt fir den Menschen eine wichtige Voraussetzung fiir
physiologische und pathophysiologische Vorgénge dar. Einer Beeinflussung durch die
Temperatur unterliegen sowohl physikalische Eigenschaften von Zellbestandteilen und
Enzymaktivititen auf Zellebene, als auch z. B. das Herz-Kreislauf-System auf Ebene des
Gesamtorganismus. Die Korpertemperatur wird zentral aus dem thermoregulatorischen
Zentrum im Hypothalamus gesteuert. Dieses Zentrum integriert Signale sowohl von
peripheren wie auch von zentralen Thermorezeptoren im Geféfbett des Hypothalamus. Als
Resultat werden Wérmeabgabe, z. B. iiber Vasokonstriktion, und Warmebildung, z. B.
tiber die Verdnderung der metabolischen Aktivitdt, angepasst. RichtgroBe ist der so
genannte hypothalamische Stellwert.

Hyperthermie ist definiert als Erhéhung der Korpertemperatur iiber den beim Menschen
normalen Bereich von 37,2 — 37,7° C (bei oraler Messung) hinaus bei gleich bleibendem
hypothalamischem Stellwert. Ursache ist ein Missverhéltnis zwischen Wérmeproduktion
bzw. Wirmeentstehung und inaddquater Warmeabgabe. Ausloser hierfiir konnen sowohl
erhohte Warmeexposition bei gleichzeitiger Dehydrierung sein, z. B. beim Hitzschlag, als
auch erhohte Warmeproduktion durch Muskelarbeit, z. B. durch korperliche Belastung in
heiler Umgebung. Einen Sonderfall stellt das Syndrom der malignen Hyperthermie dar,
bei dem durch einen genetischen Defekt des Ryanodin-Rezeptors im sarkoplasmatischen
Retikulum  nach  Gabe von  depolarisierenden = Muskelrelaxantien  oder

Inhalationsanisthetika eine exzessive Steigerung des intrazelluldren Kalziums innerhalb
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von wenigen Minuten zu Muskelzittern, Temperaturanstieg um mehrere Grad Celsius und
letztlich zu Azidose, Muskelzelluntergang und tubulotoxischem Nierenversagen fiihren
kann (Ali et al, 2003). Dem gegeniiber gestellt ist das Fieber, bei dem der
hypothalamische Stellwert durch Einwirkung von exogenen (Exotoxin, LPS) oder
endogenen (Zytokine IL-1, 2, 6, TNF a) Pyrogenen angehoben wird und {iber
Muskelzittern und periphere Vasokonstriktion eine Erhohung der Kdérperkerntemperatur

hervorgerufen wird.

Bereits in den 70er Jahren wurde entdeckt, dass Exposition von menschlichen Zellen
gegeniiber Temperaturen von iiber 43° C abhingig von der Expositionsdauer einen
Zelluntergang zur Folge hat. Dabei kann es — je nach Temperaturhdhe — sowohl zu
nekrotischem als auch zu apoptotischem Zelltod kommen (Harmon ef al., 1990).
Insbesondere in Zellkulturexperimenten konnte auch eine Thermosensitivitit von
Tumorzellen sowie eine durch Hyperthermie induzierte Verbesserung der Sensitivitit

gegeniiber Zytostatika und Radiotherapie beobachtet werden.

Diese préklinischen Beobachtungen waren die Grundlage fiir die Anwendung von
Hyperthermie in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie bei Tumorpatienten. Man
unterscheidet die lokale oder regionale Hyperthermie von der Ganzkdperhyperthermie
(whole body hyperthermia, WBH). So ist z. B. die Phase III-Studie EORTC 62961
mittlerweile abgeschlossen, in der regionale Hyperthermie als Ergédnzung zu Chemo- und
Strahlentherapie bei Hochrisikopatienten mit Weichteilsarkomen kontrolliert verglichen
wurde. Die endgiiltigen Ergebnisse werden derzeit noch ausgewertet, die bereits
verdffentlichten Daten zeigten einen Vorteil im Krankheits-freien Uberleben fiir die mit
regionaler Hyperthermie behandelten Patienten (Issels ef al., 2007). Die WBH ist als
invasives Verfahren anzusehen, u. a. weil zum Erreichen einer Korperkerntemperatur von
41,8° - 42° C fiir eine Stunde zusdtzlich zur Hyperthermieapplikation eine Allgemein-
narkose oder Analgosedierung notwendig ist (Hildebrandt et al., 2005). Gleichzeitig
erhoffte man sich von der WBH als einem systemischen Verfahren auch eine systemische
Bekdmpfung des Tumors. Daher wurde insbesondere der Einfluss auf metastasierte
Tumorerkrankungen untersucht (Westermann et al., 2003). Im Vergleich zur WBH ist die
regionale Hyperthermie besser vertraglich; lokal konnen hohere Temperaturen toleriert
werden, wobei hier eine homogene Verteilung der erhdhten Korperteiltemperaturen und

die Messung in den einzelnen Zonen besonders problematisch sind. In Phase III-Studien
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konnte die Wirksamkeit von zusétzlicher Hyperthermie zu Radiotherapie z. B. bei
metastasiertem Melanom bzgl. lokaler Tumorkontrolle und Uberleben gezeigt werden
(Overgaard et al., 1995, Overgaard et al, 1996). In vivo ist der Effekt der
Hyperthermiebehandlung lediglich in Kombination mit Radio- oder Chemotherapie
gezeigt worden. Hyperthermie wird deshalb z. Zt. nicht als Monotherapie, sondern nur im

Rahmen von multimodalen Therapiekonzepten angewandt.

Auf zelluldrer Ebene ist die Reaktion auf Hyperthermie in vielerlei Hinsicht untersucht
worden. Insbesondere die Familie der heat shock proteins (HSP) spielt hierbei eine Rolle.
Dabei handelt es sich um Chaperone, die durch Einwirkung von Hyperthermie und anderen
Arten von zelluldrem Stress heraufreguliert werden. Diese wirken meistens antiapoptotisch
und konnten damit einer Hyperthermiebehandlung entgegen wirken (Calderwood und
Ciocca, 2008). In unserer Arbeitsgruppe wurden parallel zu den hier vorgestellten
Ergebnissen Untersuchungen iiber die Rolle von HSP bei Wirme-induzierter Apoptose
durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass in HL-60 Zellen nach Exposition
gegeniiber 43° C die Expression von HSP 27 und 70 steigt. In HL-60 Zellen mit erhdhter
endogener Katalase-Aktivitit trat Apoptose mit Zeitverzogerung und in geringerem
Ausmal auf, gleichzeitig war die HSP 27-Produktion erniedrigt (Katschinski et al., 2000).

Da Hyperthermie in ersten klinischen Studien viel versprechende Ergebnisse in der
Therapie maligner Tumoren gezeigt hatte, als apoptotischer Stimulus bereits etabliert war
und auflerdem ein einfach anzuwendendes Therapieprinzip ist, verwendeten wir in der

vorliegenden Arbeit Hyperthermie als Apoptose auslosendes Agens.

1.2.2 Zellulire Differenzierung und ihre Bedeutung fiir Apoptose

Unter Differenzierung versteht man die Ausbildung von Zelltyp-spezifischen Merkmalen
sowohl funktioneller als auch struktureller Art in der Entwicklung einzelner Zellen oder
gesamter Gewebe. Dabei kann es sich beispielsweise bei Epithelzellen um die Entstehung
einer Polaritdt mit jeweils speziellen Resorptionskanélen und Sekretionswegen an apikaler
und basaler Fliche handeln. Die Differenzierung von Epithelzellen ist beim erwachsenen
Menschen in der Epidermis oder im Darm zu beobachten bei der Entstehung einer Zelle
durch Teilung einer Basalzelle und anschlieBender Wanderung durch die verschiedenen
Schichten der Epidermis. Hierfiir wird ein Zytoskelett ausgebildet, welches sich von einer

Schicht zur ndchsten wandelt und mit Desmosomen und gap junctions in den
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verschiedenen Schichten fiir den Schutz der Epidermis gegen Dehydratation, mechanische,
chemische und thermische Noxen sorgt (Fuchs, 2007).

Ausgangspunkt fiir jegliche Differenzierung sind pluripotente Stammzellen, aus denen sich
im Embryo Zellen aller drei Keimblitter entwickeln. Aus thnen gehen multipotente adulte
Stammzellen hervor, die bereits einem Organsystem zuzuordnen sind.

Detailliert wurden Differenzierungsmechanismen anhand der Hématopoese untersucht.
Hier bilden hdmatologische Stammzellen (HSC) den Pool, aus dem sich Zellen sowohl
lymphoider wie auch myeloider und erythroider Richtung entwickeln konnen. HSC werden
anhand von Oberflichenmarkern und der Potenz der Selbsterneuerung in lang- und
kurzlebige HSC unterschieden. Aus ihnen gehen multipotente Vorlduferzellen hervor, die
noch in alle drei Zelllinien ausdifferenzieren konnen, sich aber nicht mehr selbst ersetzen
konnen (Rosenbauer und Tenen, 2007). HSC besitzen die Fahigkeit, bei einer Teilung eine
Zelle mit denselben Féahigkeiten wie die Ursprungszelle sowie eine weiter ausdifferenzierte
Tochterzelle hervorzubringen. Dieser Vorgang wird auch asymmetrische Teilung genannt
(Giebel et al., 2006). Mit zunehmender Differenzierung verringert sich die Proliferations-
kompetenz einer Vorlduferzelle. Die beiden gegenldufigen Prozesse Differenzierung und
Proliferation sind bei HSC durch Wachstumsfaktoren wie SCF (stem cell factor),
Thrombopoietin,  Erythropoietin und GM-CSF (granulocyte/macrophage-colony
stimulating factor) sowie durch Transkriptionsfaktoren wie RUNX-1, PU-1 und
C/EBPalpha reguliert (Kaushansky, 2006, Rosenbauer und Tenen, 2007).

Eine fehlerhafte Differenzierung bzw. ein Differenzierungsblock kénnen zu ungehemmter
Proliferation und damit zur Ausbildung hdmatologischer Malignome fiihren (Tenen, 2003)
und gelten wie die Apoptoseinhibition als ein Meilenstein in der Entwicklung maligner
Neoplasien (Hanahan und Weinberg, 2000). Das Ausmal} der Entdifferenzierung ist ein
wichtiger Prognosefaktor (Grading), weil u. a. Wachstumsgeschwindigkeit und
Metastasierungsneigung des Tumors von ihr abhéngen.

Aufgrund dieser Beobachtungen haben differenzierende Medikamente in die onkologische
Forschung und mittlerweile auch in die Therapie Einzug gehalten. So konnte man
beispielsweise zeigen, dass in Kultur gehaltene myeloische Leukémiezelllinien, z.B. HL-
60 oder PLB-985, durch Agenzien wie Dimethylformamid (DMF), Dimethylsulfoxid
(DMSO) oder das Vitamin A-Derivat all-trans-Retinoinsdure (ATRA) in granulozytire
Richtung differenziert werden kdnnen. Auch eine Differenzierung in monozytdre Richtung

mittels TPA, Vitamin D3 oder Cytarabin ist fiir diese Zelllinien ebenso wie fiir die CML-
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Linie K-562 beschrieben. Eine Differenzierung in erythrozytire Richtung konnte in den
Zelllinien MEL und K-562 gezeigt werden (Tsiftsoglou et al., 2003).

Mittlerweile wurden molekulare Korrelate von Differenzierungsblocks in verschiedenen
hédmatologischen Malignomen gefunden. So liegt z.B. bei der akuten Promyelozyten-
Leukdmie (FAB-Klassifikation AML M3) eine Translokation t(15;17) vor, durch die es zu
einer Fusion der Gene fiir das Promyelozytenprotein PML und den Rezeptor fiir ATRA
(RAR a) kommt (Rosenbauer und Tenen, 2007). Die Gabe von ATRA fiihrt zur
Authebung dieses Differenzierungsblocks und zu konsekutiver Differenzierung der
Promyelozyten in granulozytdre Richtung, u. a. durch Degradierung des Fusionsproteins.
Diese Differenzierung geht gleichzeitig mit einer Proliferationshemmung einher. Die
Wirksamkeit dieser Therapie mit Retinoiden insbesondere in der Induktionstherapie ist
inzwischen gut durch Studien belegt, so dass ATRA bei der Promyelozyenleukédmie Teil
der Erstlinientherapie in Kombination mit Anthrazyklinen und Cytarabin geworden ist
(Degos und Wang, 2001, Lengfelder et al., 2005). Interessanterweise ist ATRA auch bei
einzelnen Patienten mit AML ohne die typischen morphologischen Marker von AML M3
wirksam, wobei in diesen Fillen ebenfalls die PML-RAR oa-Mutation vorlag (Allford et
al., 1999, Lehmann et al., 2001). Retinoide sind mittlerweile auch in der Therapie solider
Tumore etabliert und z. B. ein fester Bestandteil der Therapie des Neuroblastoms im
Kindesalter (Berthold et al., 2004).

Ein weiteres Beispiel fiir gestorte Differenzierung ist die chronische myeloische Leukédmie,
CML. Charakteristisch ist das Philadelphia-Chromosom mit der Translokation t(9;22),
welche zur Fusion der beiden Gene ber und abl fiihrt. Das Produkt Ber-Abl stellt eine
konstitutiv aktive Tyrosinkinase dar, die iiber Aktivierung der Ras-Kaskade sowie des PI13-
Kinase/Akt-Weges eine antiapoptotische sowie proliferationsfordernde Wirkung ausiibt,
u. a. mittels Aktivierung von NFkB und Inhibierung von p53 (Alvarez et al., 2007). Die
Applikation des ,,small molecule inhibitors® Imatinib inhibiert diese Tyrosinkinase und
ermoglicht die weitere Differenzierung dieser Tumorzellen sowie die Induktion von
Apoptose (Sell, 2005). Auch akute lymphatische Leukidmien, bei denen ein Philadelphia-
Chromosom nachgewiesen wird, werden inzwischen standardmédfig mit Imatinib
behandelt — ebenso auch gastrointestinale Stromatumoren, in denen die rearrangierte

Proteinkinase c-kit inhibiert wird (Demetri ef al., 2002, Druker et al., 2001).

Die zunehmende Differenzierung im Rahmen der Hématopoese ermdglicht auch eine

Regulation durch Apoptose, z. B. in der Lymphopoese. Hier entstehen aus den ,,common
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lymphoid progenitors die reifen B- und T-Zellen. Nach Rearrangement und
Diversifikation der Antigenrezeptoren rezirkulieren die Lymphozyten in der Peripherie
sowie in sekunddren lymphatischen Organen. In dieser Selektionsphase fiihrt eine sehr
starke Stimulation, z. B. bei autoreaktiven T-Zellen, zu Apoptose. Es konnte gezeigt
werden, dass die proapoptotischen Bcl-2-Proteine Bim sowie Bax und Bak hierfiir
essentiell sind (Strasser und Bouillet, 2003). Auch B-Zellen mit zu geringer
Bindungskapazitdt an Antigene fallen der Apoptose zum Opfer, ebenfalls vermittelt durch
Bim. In diesem Fall scheint die Empfindlichkeit gegeniiber bestimmten Formen der

Apoptose erst mit zunehmender Differenzierung zu entstehen.

Die klassischen Chemotherapeutika induzieren bei empfindlichen Tumorzellen zwar
Apoptose (und Nekrose), sind aber aulerdem allgemein zytotoxisch und gefdhrden daher
auch gesunde Zellen. Daraus ergibt sich die Frage der unterschiedlichen Sensitivitit von
Tumorzellen und gesunden Zellen gegeniiber Apoptose, die den Anstof3 zur vorliegenden
Arbeit gab. Mittels Differenzierung myeloider Leukdmiezellen durch exogene Agentien
lassen sich im selben Zellkulturmodell Merkmale einer Tumorzelllinie vermindern. Damit
entsteht die Moglichkeit, Zellen, die gesunden, reifen Leukozyten dhnlich sind, mit den
urspriinglichen Tumorzellen direkt zu vergleichen. Aus diesem Grunde haben wir fiir den
ersten Teil der Arbeit die Zelllinie PLB-985 mit konsekutiver Differenzierung in
granuloytdre Richtung gewihlt. Als differenzierendes Agens wihlten wir das
polarisierende LoOsungsmittel DMF, fiir das eine differenzierende Wirkung auf
verschiedene Tumorzelllinien, so auch fiir die myelomonozytére Leukédmie-Zelllinie PLB-

985, beschrieben war (Langdon und Hickman, 1987).

1.3 Fragestellung und Ziele der vorliegenden Arbeit

Apoptose stellt einen zentralen Regulationsmechanismus in der Entstehung eines
Organismus sowie in der Infektabwehr und der Hadmatopoese dar. Eine dysregulierte
Apoptose  spielt in der Entstthung von neurologischen Erkrankungen,
Autoimmunerkrankungen und Neoplasien eine Rolle. Die genauere Beschreibung der
zugrunde liegende Signaltransduktion kann Wege zur Beeinflussung von Apoptose und

moglicherweise neue therapeutische Ansétze er6ffnen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses (a) von Differenzierung
und (b) der Stimulation der PKC auf die Wirme-induzierte Apoptose in der
Leukémiezelllinie PLB-985.

(a) In der vorliegenden Arbeit wéhlten wir als Apoptosemodell das in unserer
Arbeitsgruppe bereits etablierte Modell der Wérme-induzierten Apoptose in der
myelomonozytiren Leukdmiezelllinie PLB-985. Der Zusammenhang zwischen fehlender
Differenzierung, Apoptosechemmung und konsekutiver Proliferation ist in der
Hiamatopoese und Entstehung hdmatologischer Neoplasien besonders offensichtlich. Im
ersten Teil der Arbeit sollte daher der Einfluss der Differenzierung myelomonozytérer
Zellen auf Wirme-induzierte Apoptose untersucht werden. Das gewihlte Zellmodell PLB-
985 gab uns die Mdglichkeit, die urspriingliche, undifferenzierte Tumorzelllinie vor und
nach ihrer Differenzierung in granulozytire Richtung miteinander zu vergleichen. Als
differenzierendes Agens wihlten wir das Losungsmittel DMF. Um die granulozytére
Differenzierung nachzuweisen, sollte die Wachstumsgeschwindigkeit sowie die

Produktion von ROS als funktionelles Kriterium untersucht werden.

(b) In der aktuellen Literatur erscheint die PKC als eine zentrale Schaltstelle in der
Regulation von Proliferation und Apoptose. Im zweiten Teil der Arbeit sollte daher am
0. g Zellmodell der Einfluss von Stimulation der PKC auf Wirme-induzierte Apoptose
untersucht werden. Aufgrund der ausfiihrlichen Datenlage wihlten wir den Phorbolester
TPA, der spezifisch die cPKC und nPKC induziert und aktiviert. Aktivierung der PKC
filhrt zu einer Membranbindung und damit zu einer Translokation in die Partikelfraktion,
so dass wir in dieser Arbeit zum Nachweis der PKC-Aktivierung Westernblot-Analysen
der PKC-Isoenzyme nach Zellfraktionierung durchfiihrten.

Um das Ausmal} an Apoptose zu bestimmen, wéhlten wir die Caspase 3-Aktivitit, den
Nachweis der typischen DNA-Leiter mittels DNA-Gelelektrophorese sowie die
morphologische Differenzierung von apoptotischen und nicht apoptotischen Zellen mittels

Hoechstfarbung.



Material und Methoden

2. MATERIAL UND METHODEN

Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, bei Sigma Biochemicals,

Deisenhofen, Deutschland erworben.

2.1 Zelllinie / Zellkultivierung

In unseren Experimenten haben wir die 1987 erstbeschriebene myelomonozytire
Leukdmiezelllinie PLB-985 benutzt (Tucker et al., 1987). Sie wurde uns freundlicherweise
von M. Dinauer (Herman B. Wells Center for Pediatric Research, Indiana University
Medical Center, Indianapolis, IN, USA) zur Verfiigung gestellt. Die Zellen wurden —
soweit nicht gesondert beschrieben — in allen Experimenten in RPMI 1640-Medium
(GIBCO BRL, Karlsruhe), mit 10% v/v hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum + 20 pg
Streptomycin/ml + 20 IU Penicillin/ml) in einer wasserdampfgeséttigten Atmosphire aus
5% CO; und 95% Luft in einem Brutschrank (Fa. Heracus, Diisseldorf) bei 37° C
kultiviert. Sie wurden in einer Dichte von 10> Zellen/ml in einer 100 ml Kulturflasche (Fa.
Nunc, Wiesbaden) ausgesit und alle drei Tage passagiert. Vor jedem Experiment wurde
mittels Trypanblaufarbung sichergestellt, dass mehr als 90% der Zellen vital waren.

Die Wachstumsgeschwindigkeit wurde bestimmt, indem PLB-985 Zellen in einer Dichte
von 0,2x10%10 ml ausgesit wurden. Uber 7 d hinweg wurde 24-stiindlich die

Gesamtzellzahl durch Z@hlung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.2 Toxizitiatstestung mittels MTT-Assay

Die Toxizitétspriifungen der in den Zellkulturversuchen verwendeten Substanzen TPA,
DMSO und DMF erfolgte mittels eines Formazan-basierten Assays. MTT (3(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazoliumbromid) ist ein wasserldsliches, gelbes Salz
und kann durch Spaltung eines seiner Tetrazolium-Ringe in einen dunkelblau-violetten
wasserunldslichen Formazankomplex {iberfiihrt werden. Diese Reaktion wird u. a. durch
mitochondriale Dehydrogenasen katalysiert, so dass man anhand der Menge des
entstandenen Formazans die Vitalitdt der Zellen bestimmen kann (Hansen et al., 1989).
Die Auswertung erfolgt luminometrisch aufgrund der o. a. Farbverschiebung.

Fiir diese Versuche wurden PLB-985 Zellen in einer Dichte von 10° Zellen/100 pl RPMI-
Medium (mit 10% FKS und 0,2% Penicillin/Streptomycin) in einer 96-Loch-
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Mikrotiterplatte (Fa. Nunc, Wiesbaden) kultiviert und mit absteigenden Konzentrationen
der zu untersuchenden Substanzen bei 37° C, 5% CO, inkubiert. Nach 24 h wurden je
50 pl einer MTT-Losung mit einer Konzentration von 5 mg MTT /ml PBS (pH 7,5)
hinzugegeben und der Ansatz wurde fiir weitere 2 h bei 37°C, 5% CO, inkubiert.
AnschlieBend wurden je 200 pl eines Lysepuffers hinzugegeben (0,69 M SDS, 0,34 M
N,N-Dimethylformamid, 2% Essigsdaure und 25 mM HCI, pH 4,7). Nach weiteren 18 h
Inkubation unter Standardbedingungen wurden die Platten photometrisch ausgewertet und
die Absorption bei einer Wellenldnge von 570 nm mit einem Absorptionsspektrometer
(Rainbow, SLT) bestimmt. Dabei wurde als Leerwert ein Ansatz mit angereichertem
RPMI-Medium eingesetzt. Als Referenzwert (Vitalitit = 100%) diente ein Ansatz mit
PLB-985 Zellen ohne Zusatz der zu testenden Substanz. Die Zytotoxizitdt wurde als Dosis-

Wirkungs-Beziehung dargestellt und eine optimale Dosis ermittelt.

2.3 Wirmebehandlung

Fiir die Hyperthermiebehandlung wurden PLB 985-Zellen in einer Dichte von
10° Zellen/10 ml Medium in einer 25 ml Kulturflasche ausgesit und fiir 24 h bei 37° C
inkubiert. Darauthin wurden sie in Polyethylen-Folie wasserdicht eingeschweifit und fiir
eine Stunde in einem Wasserbad bei Temperaturen zwischen 37° C und 43° C inkubiert.
Die Aquilibrierungszeit zwischen Wasserbad und Medium lag bei 5 min. Die Temperatur
des Wasserbades wurde mit Hilfe einer Temperatursonde auf 0,1° C genau eingestellt.
Nach der Warmebehandlung folgten je nach Versuchsansatz eine weitere Inkubation im
Brutschrank (bis 48 h) und anschlieend die Fixierung auf Objekttrigern bzw. die DNA-
und Proteinextraktion. Der Zeitpunkt 0 h war definiert als der Zeitpunkt, an dem die Zellen

aus dem Wasserbad genommen wurden.
2.4 Differenzierung in granulozytire Richtung

2.4.1 Differenzierung mit N,N-Dimethylformamid (DMF)

Bei der myelomonozytiren Leukémiezellinie PLB-985 kann eine Differenzierung in
granulozytire Richtung mittels verschiedener Agenzien induziert werden (Tucker et al.,

1987). Wir haben hierfiir die Substanz DMF verwendet (Pedruzzi et al., 2002). Zur
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Differenzierung wurden 0,2 x 10° Zellen/10 ml Medium mit 0,5% v/v DMF fiir sechs Tage

inkubiert, wobei jeweils nach drei Tagen Medium und DMF ausgetauscht wurden.

2.4.2 Bestimmung der ,,oxidative burst“-Aktivitit

Ein Merkmal reifer neutrophiler Granulozyten ist die Fahigkeit, nach Stimulation — z. B.
durch Bakterienbestandteile — mittels der NADPH-Oxidase reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) zu generieren und zu sezernieren. Diese kdnnen im Lucigenin-Assay nachgewiesen
werden.

PLB-985 Zellen wurden {iber sechs Tage mit 0,5% DMF differenziert, zentrifugiert und in
50 ul PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde mit 5 pl einer Lucigenin-Stammldsung
(Endkonzentration 100 uM) in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben. Zur Stimulation
wurden das Tripeptid fMLP (formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin) in einer
Konzentration von 1mM und 1 pM TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat)
verwendet. Als Substrat der Oxidase wurde 10 mM NADPH zugesetzt. Die Lichtemission
wurde mit einem Luminometer (MicroLumat LB96P, EG & G Berthold) gemessen und als
Funktion der Zeit ausgewertet. In einem weiteren Versuchsansatz wurden den mit DMF
differenzierten PLB-985 Zellen | mM fMLP und NADPH in Konzentrationen von 1,5 uM
bis 1 mM hinzugesetzt und die Emissionen nach 45 min bestimmt, jeweils mit und ohne

Zugabe von 1 uM TPA.

2.5 Proteinkinase C — Modulation und Nachweis

2.5.1 Stimulation der Proteinkinase C

Der Phorbolester TPA ist als Aktivator der PKC etabliert, insbesondere als Stimulator der
klassischen und neuen Isoformen.

TPA wurde in unseren Versuchen in Dimethylsulfoxid geldst und in einer Konzentration
von 5 nM und 50 nM eingesetzt. Die Losungsmittelkonzentration erreichte maximal 0,05%
v/v DMSO, was weder die Vitalitit von PLB-985 Zellen noch ihr Verhalten gegeniiber
Wiérme beeinflusste, wie in entsprechenden Versuchen gepriift. Das TPA wurde je nach
Versuchsansatz dem Medium eine Stunde vor Beginn der Warmebehandlung bzw. eine

oder 24 Stunden vor Proteinextraktion zum PKC-Nachweis zugegeben.
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2.5.2 Nachweis von Proteinkinase C im Westernblot

2.5.2.1 Zellfraktionierung

Die Zellfraktionierung ist eine Methode der Proteinextraktion, bei der man nach Zelllyse
mit Hilfe von Ultrazentrifugation zwei Proteinfraktionen gewinnt, von denen die eine das
zytosolisch geloste und die andere das membrangebundene bzw. das in den
membranumhiillten Kompartimenten enthaltene Protein beinhaltet.

Hierzu wurden 10 x 10° PLB-985 Zellen zunéchst fiir 10 min bei 2000 U/min (Minifuge
GL, Heraeus Christ) bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurde das Zellpellet mit PBS resuspendiert und unter den gleichen
Bedingungen erneut zentrifugiert. Darauthin wurde das Zellpellet in 100 pl vorgekiihltem
Homogenisierungspuffer (20 mM Tris HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM
Dithiothreitol, 7,5 mM Benzamidin, 55 uM Leupeptin, | mM PMSF) aufgenommen. Die
Zellen wurden zur Vervollstaindigung der Lyse fiir 3 x 10 s mit Ultraschall mechanisch
zerkleinert (Sonifier B-12, Bronson). Anschlieend wurde das Lysat fiir 1 h bei 4° C mit
35.000 U/min (= 100.000 g) zentrifugiert (Ultrazentrifuge mit TLS-55-Rotor, Beckmann).
Der so gewonnene Uberstand entsprach der Zytosolfraktion und wurde bei —20° C
aufbewahrt. Das Pellet wurde in 100 pl Homogenisierungspuffer mit 1% Triton X-100
aufgenommen und erneut mit Ultraschallwellen behandelt. Darauthin wurde dieses Lysat
ebenfalls fiir 1 h bei 4°C und 100.000 g zentrifugiert. Der Uberstand entsprach der

Partikelfraktion und wurde bei —20° C eingefroren.

2.5.2.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung der Proteinextrakte wurde nach Bradford durchgefiihrt
(Bradford, 1976). Bei dieser Methode macht man sich die Reaktion von Proteinen mit dem
Farbstoff Coomassie Blau zunutze, wéhrend derer sich das Absorptionsmaximum des
Farbstoffes von A = 465 nm auf 595 nm verschiebt, so dass man die Menge des
Reaktionsproduktes photometrisch bestimmen kann.

Hierfiir wurden je Probe 5 pl Proteinlosung zu 95 pl einer 0,15 M NaCl-Losung gegeben.
Fiir den Leerwert wurden an Stelle des Proteinextraktes 5 pl Proteinlysepuffer verwendet.
In der Standardreihe wurde Rinderserumalbumin (BSA) aus einer Stammldsung von 0,5
mg BSA/ml 0,15M NaCl-Losung in Mengen von 0,5-10 pg eingesetzt und fiir die
Messung mit 0,15 M NaCl auf 100 ul Volumen aufgefiillt. Jeder dieser Ansétze wurde
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darauthin mit 1 ml Bradford-Reagenz (0,01% Coomassie G250, 5% Ethanol und 8,5%
Ortho-Phosphorséure) versetzt.

Nach Vortex und fiinfminiitiger Inkubationszeit wurden 200 pl je Probe in eine 96-Loch-
Mikrotiterplatte gegeben und die Absorption bei einer Wellenlédnge von 595 nm in einem
ELISA-Reader (Rainbow, Fa. SLT) bestimmt. Die Konzentrationen der einzelnen
Proteinlosungen wurden aus den Extinktionen nach der Lambert-Beer-Gleichung

berechnet.

2.5.2.3 Westernblotanalyse

In der Westernblotanalyse wurden die beiden Proteinfraktionen in einem 7,5%
Polyacrylamidgel aufgetrennt (Trenngel: 7,5% Acrylamid, 337,5 mM Tris HCl pH 8.8,
0,1% (w/v) SDS, 0,05% APS, 0,005% TEMED; Sammelgel: 3,9% Acrylamid, 125 mM
Tris HCI pH 6,8, 0,1% SDS, 0,05% APS, 0,01% TEMED), wobei jeweils 20 pg Protein
eingesetzt wurden. Die iiber 2 h angelegte Spannung betrug 100 V. Der Transfer der
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell, Biorad)
erfolgte bei 12 V fiir 1 h. Durch Férbung der Nitrocellulosemembran mit Ponceau S wurde
eine gleichmiBige Ladung mit Protein und deren Ubertragung auf die Membran iiberpriift.
Zur Blockierung von unspezifischen Proteinbindungsstellen erfolgte eine Inkubation mit
5% Trockenmilch in PBS. Die Inkubationszeit mit dem priméren Maus-Antikorper (s. u.)
betrug 60 min. Nach Waschen mit PBS wurde die Membran anschlie8end fiir 45 min mit
einem an Meerrettich-Peroxidase (HRPO) gekoppelten sekundidren Anti-Maus-Antikorper
inkubiert. Nach mehrmaligem Spiilen wurde die Membran mit ECL (Enhanced
Chemiluminescence Substrat, Amersham) beschichtet. Die Belichtung der Rontgenfilme

erfolgte in einer 5- bis 15-miniitigen Exposition.

primére Antikérper (Maus), Transduction Labaratories, Lexington, KY:
anti-PKCa-IgG, 1 : 1000

anti-PKCB-1gG, 1 : 250

anti-PKCy-IgG, 1 : 5000

anti-PKCo-1gG, 1 : 500

anti-PKCe-IgG, 1 : 1000

anti-PKCi-IgG, 1 : 250




Material und Methoden

sekundirer Antikorper (Kaninchen), Transduction Labaratories, Lexington, KY:

anti-Maus-IgG:HRPO, 1 : 2000

2.6 Qualitativer und quantitativer Nachweis von Apoptose

2.6.1 Nachweis von  apoptotischer = DNA-Fragmentation  mittels  DNA-
Gelelektrophorese

Fiir die DNA-Extraktion wurden PLB-985 Zellen fiir 10 min bei RT mit 3000 U/min
(Minifuge GL, Heraeus Christ) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 ul Apoptose-Lyse-
Puffer (10 mM Tris HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0, 0,2% Triton X-100) aufgenommen
und fiir 10 min auf Eis gekiihlt. Danach wurden 60 pg Proteinase K hinzugegeben und die
Probe fiir 1 h im Wasserbad bei 50° C inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe mit 100 pl
5 M NaCl iiberschichtet, fiir weitere 5 min auf Eis gekiihlt und die DNA mit 500 pl
Isopropanol gefillt.

AnschlieBend wurden die Proben bei 4° C fiir 20 min bei 14.000 U/min (Centrifuge
5417R, Fa. Eppendorf) zentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Die Pellets wurden in
200 pl Ethanol 75% aufgenommen und die beiden vorhergegangenen Schritte wiederholt.
Die Pellets wurden bei RT getrocknet, in 30 ul 10 mM Tris pH 7,4, 1 mM EDTA
aufgenommen und fiir 15 min bei 65 °C inkubiert. Darauthin wurden 1,8 pl RNAse (2
mg/ml) hinzugegeben und fiir 1 h bei 50 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei RT
{iber 20 min mit 13.000 U/min. Der Uberstand mit der extrahierten DNA wurde vorsichtig
abpipettiert. Zur Bestimmung des DNA-Gehaltes wurden 5 pul Probe zu 95 pl destilliertem
Wasser gegeben und deren Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt
(Photometer GeneQuant 2, Pharmacia Biotech). Die DNA-Konzentration der Proben
wurde nach dem Lambert-Beer-Gesetz berechnet (50 pg doppelstringiger DNA
entsprechen bei dieser Wellenldnge einer OD von 1).

Fiir die DNA-Gelelektrophorese wurde ein 1,5% Agarosegel verwendet. Es wurde eine
DNA-Menge von 20 ug eingesetzt, die in 10 mM Tris HCI pH 7,4, 1 mM EDTA in einem
Gesamtvolumen von 20 pl aufgenommen wurde. Als Marker wurde ein 100 bp-Marker
benutzt. Nach Laden der Proben wurden diese im Agarosegel iiber einen Zeitraum von ca.
45 min bei 85 V aufgetrennt. Die Agarosegele wurden hinterher unter UV-Licht
fotografiert (E.A.S.Y. RH, Herolab).
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2.6.2 Caspase 3-Assay

2.6.2.1 Proteinextraktion

Zur Gewinnung des Gesamtproteins, d. h. sowohl des zytosolischen als auch des im
Zellkern lokalisierten bzw. membrangebundenen Proteins, wurden PLB-985 Zellen fiir
10 min bei 3000 U/min (Minifuge GL, Heraeus Christ) bei RT zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 10 ml PBS (137 mM NaCl, 10 mM
Na,HPOy4, 1,5 mM KH,PO4 und 2,7 mM KCI, pH 7,4) resuspendiert und unter gleichen
Bedingungen erneut 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 100 pl
gekiihltem Lysepuffer aufgenommen, welcher aus 990 ul CHAPS-Caspase-Puffer
(100 mM HEPES, 10% Saccharose, 0,1% CHAPS und 1 mM EDTA pH 7,5) und 10 pl des
Proteinaseinhibitors PMSF (Stammlosung 5,7 mM PMSF in Isopropanol) frisch angesetzt
worden war. Die so gewonnenen Extrakte wurden zur vollstdndigen Lyse fiir 1 h auf Eis
inkubiert. Um das Lysat von stérenden Membranresten u. d. zu reinigen, wurde es bei 4° C
fiir 10 min mit 14.000 U/min (Centrifuge 5417R, Eppendorf) zentrifugiert. Der Uberstand

wurde in den folgenden Versuchen als Proteinextrakt eingesetzt.

2.6.2.1 Bestimmung der Caspase 3-Aktivitiit

Die Aminoséduresequenzen der Substratschnittstellen der meisten Caspasen sind bekannt,
und es stehen Substrate zu Verfligung, deren fluoreszierende Spaltprodukte fluorometrisch
erfasst werden konnen. Das Aminosduremotiv der bevorzugten Substratschnittstelle im
Falle der Caspase 3 ist DEVD-X, so dass als Substrat ein Peptid mit der Folge Ac-DEVD-
AMC zur Bestimmung ihrer Aktivitdt herangezogen wurde. Aus dieser Verbindung kann
nach Hydrolyse durch die aktive Caspase 3 das fluoreszierende Spaltprodukt AMC
freigesetzt werden.

In einem Vorversuch wurde die Beziehung zwischen eingesetzter Proteinmenge und
Enzymaktivitdt untersucht. Sie war unter den Versuchsbedingungen in einem Bereich von
15 — 75 ng eingesetztem Protein linear. Zur Bestimmung der Caspase 3-Aktivitdt in den
behandelten Zellen wurden deswegen jeweils 60 pg Proteinextrakt eingesetzt. Das Protein
wurde in 140 pl Proteinlysepuffer aufgenommen, direkt vor der Messung mit 5 nmol Ac-
DEVD-AMC (Biomol, Hamburg) versetzt und auf eine 96-Loch-Mikrotiterplatte gegeben
(Nunc, Wiesbaden). Die Standardreihe bestand aus 140 ul Proteinlysepuffer, dem freies
AMC in einer Menge von 0 — 5 nmol hinzugegeben wurde. Die Fluoreszenz wurde im

Abstand von 2 min iuber einen Zeitraum von 90 min bei RT an einem Fluorometer
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(CytoFluor™ 2350, Millipore, Eschborn) gemessen. Die Exzitationswellenldnge betrug
380 nm, die Emissionswellenldnge des fluoreszierenden Spaltproduktes 460 nm. Die
Menge an aktiver Caspase 3 kann in diesem Zeitraum als konstant angenommen werden.
Aus den so gewonnenen Daten wurde die Enzymaktivitit der Caspase 3 berechnet [pmol

umgesetztes Substrat/60 pg eingesetztes Protein/min].

2.6.3 Quantifizierung apoptotischer Zellen mittels Hoechst-Firbung

Der Hoechst-Farbstoff ist ein membranpermeabler DNA-Farbstoff mit besonderer Affinitét
zu AT-reichen Regionen, der daher zur Darstellung der Zellkernmorphologie, des
Chromatins und zur Detektion z. B. von bakterieller Fremd-DNA eingesetzt wird. Unter
Anregung durch UV-Licht der Wellenldnge 355 nm emittiert er blduliches Licht der
Wellenlédnge 465 nm. Die Hoechstfarbung diente dazu, apoptotische Zellen anhand ihres
kondensierten Chromatins und desintegrierten Kerns von nicht-apoptotischen Zellen zu
unterscheiden und somit eine quantitative Aussage iiber den Anteil apoptotischer Zellen
treffen zu kdnnen.

PLB-985 Zellen wurden zundchst bei 3000 U/min (Minifuge GL, Heraeus Christ)
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Formaldehyd 4% aufgenommen, darin fiir 10 min
inkubiert und anschliefend unter den gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 100 pl Ethanol 80% resuspendiert. 20 pl dieser Zellsuspension wurden
auf einen Objekttriger gegeben und gleichmdBig ausgestrichen. Der Objekttrager wurde
fiir 10 min getrocknet, zur Fixierung fiir 10 min in Ethanol 70% gegeben und erneut
getrocknet. Alle genannten Schritte wurden bei RT durchgefiihrt.

Zur Rehydrierung der Zellen wurde der Objekttriger nacheinander fiir jeweils 5 min in
Férbekiivetten mit Ethanol 100%, 90% und 75% bzw. PBS pH 7,5 gegeben und
anschlieend fiir 5 min in einer abgedunkelten Kiivette mit Hoechst 33258 2,4 uM in PBS
gefdrbt. Fiir weitere 7 min wurde er mit reinem PBS inkubiert. Danach wurden 1 — 2
Tropfen Einbettmedium auf das Prdparat gegeben, bestehend aus 2,5%
Diazabicyclo(2,2,2)octan in einer Losung von PBS und Glycerol in einem Verhéltnis 1 : 1.
Ein Deckglidschen wurde zum Verschluss auf das Préparat gelegt und mit handelsiiblichem
Nagellack an den Randern fixiert. Die Lagerung der Objekttriger erfolgte bei 4° C.

Die Objekttrager wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, Zeiss) fotografiert

und ausgewertet. Hierzu wurde ein UV-Filter mit einer Anregungswellenlénge von 355 nm
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eingesetzt. Um den Anteil apoptotischer Zellen quantitativ zu erfassen, wurden jeweils

mindestens 200 Zellen eines reprisentativen Ausschnitts ausgezéhlt.

2.7 Statistik

Statistische Berechnungen zur Einschdtzung der Signifikanz von Unterschieden bei
Messergebnissen wurden mit dem Programm SPSS Version 12.0 durchgefiihrt. Es lagen
jeweils 3 bis 16 unabhingige Versuche vor. Zunidchst wurden zur Testung der
Normalverteilungshypothese der Kolmogorov-Smirnov-Test sowie der Shapiro-Wilk-Test
durchgefiihrt. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurde eine One-Way-ANOVA-
Analyse angeschlossen. Die Auswahl des Post-Hoc-Tests erfolgte nach Ergebnis des
Levene-Tests auf Gleichheit der Varianzen des Medians mittels Students-Newman-Keules-
Test (Gleichheit der Varianzen) oder Tamhane bzw. Dunnett T3 (nicht anzunehmende
Gleichheit der Varianzen). Konnte eine Normalverteilung nicht angenommen werden,

wurden Kruskal-Wallis-Test sowie Median-Test als globale Tests verwendet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von Differenzierung auf Zellwachstum und Apoptose

3.1.1 Differenzierung mit DMF reduziert die Wachstumsgeschwindigkeit von PLB-
985 Zellen

PLB-985 Zellen differenzieren unter Zugabe von DMF 0,5% in granulozytire Richtung.
Ein Merkmal von differenzierten Zellen ist die Einschrankung der Proliferationsféhigkeit.
Um dieses Merkmal zu tiberpriifen, wurden PLB-985 Zellen in einer Dichte von 0,2 bzw.
1,0 x 10°/ml Medium iiber sechs Tage mit 0,5% DMEF inkubiert. T4glich wurde die Anzahl
der Zellen bestimmt und aus diesen Werten eine Wachstumskurve abgeleitet. Nach
Inkubation der PLB-985 Zellen mit 0,5% DMF konnte eine Wachstumsverlangsamung
festgestellt werden (Abb. 1). Die Verdopplungszeit in den undifferenzierten PLB-985
Zellen lag bei ca. einem Tag, bei differenzierten Zellen bei etwa 2,5 Tagen. Bei den in
hoherer Dichte ausgesidten PLB-985 Zellen mit und ohne 0,5% DMF lief3 sich am Ende der
Beobachtungszeit ein Abflachen der Wachstumskurve beobachten (Abb. 1 B).
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Abb. 1: PLB-985 Zellen wurden in unterschiedlicher Dichte von 0,2 x 10°/ml Zellen (A) bzw. 1 x 10°/ml
Zellen (B) tiiber acht Tage unter Standardbedingungen mit und ohne 0,5% DMEF inkubiert. Tédgliche

Bestimmung der Zellzahl mittels Zéhlkammer und Auswertung als Wachstumskurve (angegeben wurde die
Gesamtzellzahl in 10 ml Medium).
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3.1.2 Mit DMF differenzierte PLB-985 Zellen produzieren reaktive Sauerstoffspezies

(»,oxidative burst*)

Eine Eigenschaft von differenzierten Granulozyten ist die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies nach Stimulation durch das Peptid fMLP. Um zu iiberpriifen, ob PLB-
985 Zellen diese Differenzierungseigenschaft nach Behandlung mit 0,5% DMF erlangen,
wurde die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies nach Stimulation gemessen. Uber
sechs Tage mit DMF 0,5% inkubierte PLB-985 Zellen wurden hierfiir nach Zusatz von
NADPH mit 1 mM fMLP und 1 pM TPA stimuliert (Abb. 2). Sie zeigten einen Anstieg
der Produktion von Superoxidanionen von 18 auf 819 relative Light Units/s (rLU/s). Der
Zeitpunkt der maximalen Lichtemission war nach 43 min erreicht. Die nicht
differenzierten PLB-985 Zellen zeigten im Vergleich eine relativ konstante Lichtemission

um 15 bis 40 rLU/s.
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Abb. 2: Induktion des ,,oxidative burst“ mit 1 mM fMLP und 1 pM TPA im Lucigenin-Assay. PLB-985
Zellen wurden iiber sechs Tage mit 0,5% DMF inkubiert (O), Negativkontrolle ohne Zugabe von DMF (@).
Nach Zugabe von Lucigenin Messung der Lichtemission als MaB fiir die Menge an sezernierten ROS mittels
Luminometer. Stimulation der ROS-Sekretion durch Zugabe von 1 mM fMLP und 1 uM TPA 15 min nach
Beginn der Messung.

In einem zweiten Versuchsansatz wurden PLB-985 Zellen nach Differenzierung mit
0,5% DMF iiber sechs Tage mit steigenden Konzentrationen von NADPH sowie 1 mM
fMLP versetzt. AnschlieBend wurde die Lichtemission nach Zugabe von 1 uM TPA mit
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einer Kontrolle ohne TPA verglichen (Abb. 3). Dabei zeigte sich eine gesteigerte
Lichtemission nach Zugabe von TPA (p <0,05 bei 250 und 500 uM NADPH). Eine
gesteigerte Produktion von Superoxidanionen nach Stimulation der PKC mit TPA konnte

anhand dieser Ergebnisse gezeigt werden.
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Abb. 3: Induktion des ,,oxidative burst“ mit 1 mM fMLP in Abhéngigkeit von TPA im Lucigenin-Assay.
PLB-985 Zellen wurden iiber 6 d mit 0,5% DMF inkubiert. Zugabe des Substrats NADPH in steigender
Konzentration. Stimulation der ROS-Sekretion mit 1 mM fMLP sowie von 1 uM TPA (@), Negativkontrolle
ohne TPA (0O). 45 min nach Zugabe von Lucigenin Messung der Lichtemission als Maf} fiir die Menge an
sezernierten ROS mittels Luminometer. n=5, Darstellung von Mittelwert +/- Standardabweichung.

3.1.3 Differenzierung mit DMF schiitzt PLB-985 Zellen vor Wirme-induzierter
Apoptose

PLB-985 Zellen wurden in undifferenziertem Zustand und nach Ausdifferenzierung mit
DMF 0,5% tiber sechs Tage fiir 1 h bei Temperaturen von 37° C bis 43° C inkubiert und
18 h spiter untersucht (Abb. 4). Eine etwaige Wiarme-induzierte Apoptose wurde anhand
der nukleosomalen DNA-Spaltung mittels Gelelektrophorese {iiberpriift. Bei den
unbehandelten PLB-985 Zellen war eine Temperaturabhédngigkeit der DNA-
Fragmentierung darstellbar: Nach Behandlung mit 37° C lieB sich nur intakte genomische
DNA (gDNA) nachweisen. Bei 42° C war eine beginnende DNA-Fragmentierung zu
beobachten. Bei 43° C konnte die typische DNA-Leiter 18 h nach Exposition gezeigt

werden. Die Zellvitalitit sank dabei von 93% ohne Wirmeexposition auf 65% bzw. 55%
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bei 42° C bzw. 43° C, jeweils bezogen auf eine Vitalitidt von 100% zum Zeitpunkt 0 h und
bestimmt mittels Trypanblau-Farbung.

Im Gegensatz hierzu war bei den iiber sechs Tage mit DMF behandelten PLB-985 weder
bei 42° C noch bei 43° C eine DNA-Leiter zu beobachten. Die Zellvitalitit war unter den
genannten Temperaturen nicht beeintrachtigt. Sie betrug 92% bzw. 90% 18 h nach
Wirmeexposition. Eine Differenzierung der PLB-985 Zellen mit DMF scheint somit vor

Wirme-induzierter Apoptose zu schiitzen.
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Abb. 4: A DNA-Gelelektrophorese von PLB-985 Zellen 18h nach einstiindiger Warmeexposition bei 37°,
40,5°, 41°, 42°, 43°C. Pre: Negativkontrolle ohne Wiarmebehandlung. B DNA-Gelelektrophorese von PLB-
985 Zellen nach Inkubation mit 0,5% DMF iiber 6d nach Wirmebehandlung mit der angegebenen
Temperatur fiir 1h. Spalte 1: 100 bp — Marker. Vitalitatstestung durch Trypanblaufdarbung.

3.2 Einfluss von Stimulation der PKC auf Wiarme-induzierte Apoptose

bei PLB-985 Zellen

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der PKC auf Wiarme-induzierte Apoptose
untersucht. Dazu wurde die PKC durch Zugabe von 5 oder 50 nM TPA stimuliert. In
einem Vorversuch wurde der Einfluss der eingesetzten Chemikalien auf die Zellvitaliét in
nicht wirmebehandelten PLB-985 Zellen untersucht. Statistisch zeigte sich eine

signifikante Vitalitdtsminderung nach Einwirkung von 50 nM TPA, wobei die Vitalitét
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noch 88% betrug (Abb. 5). Nach Zugabe von 5 nM TPA hingegen kam es zu einer
statistisch signifikanten Vitalitdtssteigerung auf 106%. Das Losungsmittel DMSO hatte in

entsprechender Konzentration keinen Effekt auf die Vitalitit.
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Abb. 5: Zellvitalitiit von PLB-985 Zellen nach PKC-Stimulation mit TPA. MTT-Assay von PLB-985
Zellen ohne Zusatz (---) sowie nach Inkubation fiir 24 h mit 5 bzw. 50 nM TPA oder 0,005% DMSO. n=16,
Darstellung von Mittelwert +/- Standardabweichung. * p <0,05.

3.2.1 TPA induziert die Isoformen o, , ¥, & und v der PKC und bewirkt eine

Translokation in die Partikelfraktion

Der Phorbolester TPA aktiviert die klassischen und neuen Isoformen der PKC. Die
Aktivierung geht typischerweise mit einer Translokation der Isoformen aus der
Zytosolfraktion in die Partikelfraktion einher. Um zu {iberpriifen, ob die Behandlung der
PLB-985 Zellen mit 5 bzw. 50 nM TPA zu einer Aktivierung der PKC fiihrt, wurde die
zelluldre Lokalisation der verschiedenen PKC-Isoformen untersucht. PLB-985 Zellen
wurden fiir 1 bzw. 24 h mit TPA 5 bzw. 50 nM inkubiert. Danach wurden eine
Zellfraktionierung (Partikelfraktion und Zytosolfraktion) mittels Ultrazentrifugation sowie
anschlieBende Westernblots der einzelnen Proteinfraktionen durchgefiihrt (Abb. 6). Als
Kontrolle fiir den Expressionsnachweis der verschiedenen PKC-Isoformen wurde ein
Proteinextrakt aus Rattenhirngewebe verwendet (Positivkontrolle). In den PLB-985 Zellen

lie sich eine starke Induktion der Isoformen o, f, y, & und v nach 1 bzw. 24 h

Vorbehandlung mit 5 nM TPA im Vergleich zu unbehandelten PLB-985 Zellen



Ergebnisse

nachweisen. Die genannten Isoformen lieBen sich sowohl in der Zytosol- als auch in der
Partikelfraktion nachweisen. Bei den Isoformen o und y war auBBerdem nach 24 h eine
Zunahme des Anteils in der Partikelfraktion gegeniiber der zytosolischen Fraktion zu
beobachten, was fiir eine Aktivititssteigerung der PKC spricht. Nach Inkubation mit
50 nM TPA fiir eine Stunde war fiir die Isoformen a, 3, y, 0 und v ebenfalls eine Induktion
zu beobachten, wobei die Isoformen a,  und y nach 24 h in beiden Fraktionen nur noch in
geringem Mal3e nachweisbar waren. Die Isoformen 6 und v waren auch nach 24 h noch in
beiden Fraktionen deutlich nachweisbar. Die Isoform & war kaum TPA-abhéngig
induzierbar und am ehesten nach Inkubation mit 5 nM TPA fiir 24 h und mit 50 nM fiir 1 h
bei nahezu vollstindiger Translokation in die Partikelfraktion nachweisbar. Anhand dieser
Westernblots konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung der PLB-985 Zellen mit
5 bzw. 50 nM TPA in der Tat zu einer gesteigerten Expression und Aktivierung der PKC
fiihrt.

Partikelfraktion Zytosolfraktion
Inkubationszeit (h) 24 1 24 1 Ratten-
TPA(WM) 50 5 50 5 — 50 5 50 5 — him

) Fm*..  owe =

Abb. 6: Nachweis der PKC-Isoformen a, f3, y, 8, ¢ und v aus PLB-985 Zellen nach Zellfraktionierung.
Inkubation von PLB-985 Zellen mit und ohne 5 bzw. 50 nM TPA iiber 1 bzw. 24 h. Gewinnung von Zytosol-
und Partikelfraktion durch Zellfraktionierung mittels Ultrazentrifugation. Positivkontrolle aus Rattenhirn.
Proteinnachweis mittels Westernblot.

3.2.2 Vitalitit von PLB-985 Zellen nach Wirmebehandlung

Der Einfluss der PKC auf Wiarme-induzierte Apoptose wurde in PLB-985 Zellen zunichst
mittels MTT-Assay untersucht. Dazu wurden die Zellen parallel zur Wéarmebehandlung

mit PKC-Aktivator TPA in den Konzentrationen 5 und 50 nM behandelt. 24 h nach
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Wiérmeexposition gegeniiber 43° C zeigte sich in allen Versuchsansétzen ein signifikanter
Riickgang der Vitalitdt (p < 0,001), so z. B. in den unbehandelten Zellen von 100% auf ca.
37% (Abb. 7). Eine Verminderung der Vitalitit nach Warmebehandlung lie8 sich in der
gleichen GroBenordnung auch nach Inkubation mit TPA nachweisen. Die Vitalitit lag
unter 50 nM TPA jedoch nur bei 30% und war damit signifikant geringer als die der
unbehandelten PLB-985 Zellen (p < 0,05). Eine Inkubation mit 5 nM TPA oder DMSO
0,005% hatte zusitzlich zur Warmebehandlung keinen Einfluss auf die Vitalitit.

|
100 A 1 /—/%
|
1
_
. 40 T T
S T
T L
I
>
20 H
O T T T T T
— - 5nM TPA 50 nM TPA 0,005% DMSO
pre 43°C

Abb. 7: Zellvitalitit von PLB-985 Zellen nach PKC-Stimulation und Wirmebehandlung. Behandlung
von PLB-985 Zellen mit 5 bzw. 50 nM TPA oder 0,005% DMSO, Kontrolle: unbehandelte PLB-985 (---).
Wirmebehandlung der PLB-985 Zellen fiir 1 h bei 43° C. MTT-Assay 24 h nach Wéirmebehandlung. pre =

PLB-985 Zellen ohne Wirmebehandlung. n=16, Darstellung von Mittelwert +/- Standardabweichung.
*p<0,05,°p<0,001.

3.2.3 Lineare Abhiingigkeit von Caspase 3-Aktivitit und Proteinmenge

Die Aktivierung der Effektor-Caspase 3 ist ein Hauptmerkmal des apoptotischen Zelltodes.
Die Aktivitét der Caspase 3 in Zell-Lysaten wurde anhand einer fluorometrischen Messung
bestimmt. Dabei wurde ein Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltes Peptid, welches die
Caspase 3-Erkennungssequenz trigt, eingesetzt. Spaltung des Peptids durch die aktive

Caspase 3 fiihrt zu einem Anstieg des messbaren Fluoreszenzsignals. Um zu iiberpriifen,
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ob in der verwendeten Nachweismethode die messbare Fluoreszenz mit der Menge der
eingesetzten aktiven Caspase 3 korreliert, wurde zunéchst die Aktivitdt der Caspase 3 in
Abhidngigkeit von der eingesetzten Proteinmenge untersucht. In diesen Vorversuchen
konnte gezeigt werden, dass fiir die verwendete Methode der fluorometrischen
Aktivitdtsbestimmung eine lineare Beziehung zwischen eingesetzter Proteinmenge und
Aktivitdt der Caspase 3 besteht (Abb. 8). Daher kann im verwendeten Messbereich von
einer Proportionalitit zwischen gemessener Fluoreszenz und Aktivitdt der Caspase 3

ausgegangen werden.
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Abb. 8: Lineare Abhiingigkeit der Aktivitiit von Caspase3 von der eingesetzten Proteinmenge.
Fluorometrische Messung der Caspase 3-Enzymaktivitidt in Zell-Lysaten aus PLB-985 Zellen 18 h nach
einstiindiger Wérmebehandlung bei 43°C in Abhéngigkeit von der eingesetzten Proteinmenge.
Enzymaktivitdt dargestellt als umgesetztes Substrat pro Zeiteinheit [pmol/min], Fluoreszenzfarbstoff Ac-
DEVD-AMC. n=3, Darstellung von Mittelwert +/- Standardabweichung.

3.2.4 Abhingigkeit der Caspase 3-Aktivitit von der PKC-Stimulation durch TPA in

wirmebehandelten PLB-985 Zellen

Zur Beurteilung des Einflusses der PKC auf Wirme-induzierte Apoptose in PLB-985
Zellen wurde die Caspase 3-Aktivitidt nach PKC-Stimulation mittels 5 bzw. 50 nM TPA
fluorometrisch untersucht.

Die Caspase 3-Aktivitit stieg 18 h nach einstiindiger Exposition gegeniiber 43° C je nach
Versuchsansatz auf das drei- bis achtfache der Ausgangsaktivitét an (p <0,001) (Abb. 9).
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Abb. 9: Bestimmung der Caspase 3-Aktivitit durch fluorometrische Messung in PLB-985 Zellen.
pre, ohne Wirmebehandlung bzw. 18 h nach Warmebehandlung mit 43° C fiir 1 h. Vorinkubation fiir 1 h mit
5 bzw. 50 nM TPA. Kontrolle: unbehandelte PLB-985 Zellen (---). n=5, Darstellung von Median (Balken)
sowie oberer und unterer Quartile (Box). * p < 0,05, ° p <0,001.

Hierbei gab es einen signifikanten Unterschied mit Verstirkung der apoptotischen
Enzymaktivitdt unter 50 nM TPA im Vergleich zu 5 nM TPA (p < 0,05), ein Unterschied
zu nicht behandelten PLB-985 Zellen war zwar erkennbar, aber statistisch nicht
signifikant.

In den nicht warmebehandelten Zellen war ein statistisch signifikanter Unterschied mit
Verminderung der Caspase 3-Aktivitit unter 50 nM TPA im Vergleich zu 5 nM TPA bzw.
unbehandelten PLB-985 Zellen zu beobachten (p < 0,05). Allerdings waren die absoluten

Extinktionsunterschiede so gering, dass die Relevanz fraglich bleibt.

3.2.5 Einfluss der PKC-Aktivitit auf die nukleosomale DNA-Fragmentierung nach
Wirmebehandlung von PLB-985 Zellen

Im nidchsten Schritt wurde der Einfluss der PKC auf die DNA-Fragmentierung nach
Wirmeexposition der PLB-985 Zellen untersucht. Dazu wurde gDNA isoliert und eine
DNA-Gelelektrophorese 18 h nach einstiindiger Wirmeexposition gegeniiber 37° C,
40,5° C, 41° C, 42° C und 43° C durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl unbehandelte PLB-
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985 Zellen untersucht als auch PLB-985 Zellen nach Stimulation der PKC mit 5 bzw.
50 nM TPA (Abb. 10).

o B o o o 5 S e 5 B
A Temperatur [°C] G TR S AU SO SN S A U

TPA,5AM M - - — — — — + + + + + +

o B o o o P B o o
B  Temperatur [°C] O S N L2 B S AN S AR

TPA, 50N M M - - - - - — + + + + + + +

Abb. 10: DNA-Fragmentierung in wirmebehandelten PLB-985 Zellen nach PKC-Stimulation. DNA-
Gelelektrophorese von PLB-985 Zellen 18 h nach einstiindiger Warmebehandlung bei 37°, 40,5°, 41°, 42°,
43° C. pre, Kontrolle ohne Warmebehandlung. M, 100 bp-Marker. A PLB-985 ohne/mit 5 nM TPA. B PLB-
985 ohne/mit 50 nM TPA. pre*, Inkubation mit 50 nM TPA iiber 20 h ohne Wiarmebehandlung.

Bei den Versuchsansitzen mit PLB-985 Zellen mit und ohne 5 nM TPA in Abb. 10 A
konnte die Ausbildung einer typischen DNA-Leiter nach Exposition gegeniiber einer
Temperatur von 43° C fiir 1 h beobachtet werden. Stimulation der PKC mit 5 nM TPA fiir
eine Stunde ohne Wérmeexposition bewirkte keine DNA-Fragmentierung (Abb. 10 A,
5nM TPA, pre). Eine einstiindige Inkubation mit 50 nM TPA allein bewirkte keine
Apoptose, allerdings sah man nach Inkubation mit 50 nM TPA fiir 20 h auch ohne
Wiérmeexposition eine beginnende DNA-Fragmentierung (Abb. 10 B, pre*). AuBlerdem
war nach einstiindiger Vorinkubation mit 50 nM TPA und zusétzlicher Warmebehandlung
bereits bei den Temperaturen 37° und 40,5° C eine beginnende DNA-Fragmentierung zu
beobachten, die maximale Ausprigung lag ab einer Temperatur von 41° bzw. 42° C vor.
Die nicht mit TPA behandelten PLB-985 zeigten eine DNA-Fragmentierung erst nach

Wiérmebehandlung mit einer Temperatur von 42° bzw. 43° C.
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Anhand der genannten Beobachtungen ist eine Verstdrkung wiarmeinduzierter Apoptose

unter Stimulation der PKC in PLB-985 Zellen mit 50 nM TPA anzunehmen.

3.2.6 Nachweis von apoptotischer Kernfragmentierung mittels Hoechstfirbung

Zur Uberpriifung des in der Caspase 3-Messung und in der DNA-Gelelektrophorese
erkennbaren Effekts einer verstirkten Warme-induzierten Apoptose nach PKC-
Aktivierung mit 50 nM TPA untersuchten wir abschlieBend den Einfluss von PKC-
Aktivierung auf die Warme-induzierte Apoptose mittels Hoechst-Férbung als quantitativer
Methode (Abb. 11).

18 h nach Wérmebehandlung mit 43° C sahen wir bei unbehandelten PLB-985 Zellen
einen Anteil an Zellen mit fragmentiertem Zellkern von ca. 53% (Abb. 11 A und D), unter
50 nM TPA von ca. 66% im Median (Abb. 11 B und D). In der statistischen Auswertung
lieBen sich jedoch bei groBer Streuung keine signifikanten Unterschiede zwischen
wirmebehandelten PLB-985 nach Inkubation mit TPA und nicht vorbehandelten Zellen
erkennen, sondern nur ein entsprechender Trend (p = 0,178) (Abb. 11 D).

Die aufgrund der Caspase 3-Aktivitdtsbestimmung sowie der DNA-Gelelektrophorese
aufgestellte Hypothese, dass eine Stimulation der PKC mittels 50 nM TPA die
wirmeinduzierte Apoptose verstidrken konnte, lieB sich in der Hochstfarbung statistisch

nicht bestdtigen.



Ergebnisse 40

80 -
7.3
3 60 -
= A
a
s X a
)
N ‘
% 40 - A
2 A
=1
[e]
=
o
g
< 20
0 T T T
5nM TPA 50 nM TPA
Misle.Zells A Messwert eines Objekttragers
> apoptotische Zelle @ Median
C D

Abb. 11: Hoechstfiarbung von PLB-985 Zellen. A PLB-985 Zellen 18 h nach Wérmebehandlung von 43° C
fiir 1 h. B 18 h nach 43° C nach Vorinkubation fiir 1 h mit 50 nM TPA. C VergroBerter Ausschnitt mit vitaler
und apoptotischer Zelle. D PLB-985 Zellen 18 h nach 43° C fiir 1 h; statistische Auswertung durch
Zellzéhlung, n=3 unabhingige Experimente, Auszidhlung von min. 200 Zellen.
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4. DISKUSSION

4.1 Bedeutung der Zelldifferenzierung fiir die Auslosung von Apoptose

Beobachtungen, dass Differenzierung von normalen oder entarteten Zellen sich auf deren
Proliferation, das Verhalten gegeniiber externen Stressoren und ihre Empfindlichkeit
gegeniiber Apoptose auswirkte, fithrte zu den hier gewihlten Experimenten mit dem in

unserer Arbeitsgruppe bereits etablierten Modell der wirmeinduzierten Apoptose.

4.1.1 Behandlung von PLB-985 Zellen mit DMF fithrt zu einer

Wachstumsverlangsamung

Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss von Dimethylformamid (DMF)-vermittelter
Differenzierung der myelomonozytiren Leukdmiezelllinie PLB-985 in granulozytérer
Richtung auf wirmeinduzierte Apoptose untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
mit 0,5% DMF {iber acht Tage differenzierten Zellen sich in ihrer
Proliferationsgeschwindigkeit gegeniiber nicht behandelten PLB-985 signifikant
unterscheiden. Die differenzierten PLB-985 Zellen wuchsen langsamer und zeigten eine
Verdopplungszeit von 2,5 Tagen gegeniiber einer Verdopplungszeit von ca. einem Tag bei
PLB-985 Zellen ohne DMF-Behandlung. Dieses verlangsamte Wachstum ist ein typisches
Merkmal von differenzierten gegeniiber unreiferen Zellen. Die Wachstumsgeschwindigkeit
war auBlerdem abhédngig von der Dichte der Zellen, was bei der mehrtitigen
Beobachtungsdauer am wahrscheinlichsten mit der unterschiedlichen

Substratverfligbarkeit zu erkldren ist.

4.1.2 PLB-985 Zellen erfiillen nach Behandlung mit DMF morphologische und

funktionelle Kriterien der granulozytiren Differenzierung

In Pappenheimfirbungen konnte iiber die Ausbildung von gelappten Kernen sowie die
Bildung von Granula morphologisch die Differenzierung in neutrophile Granulozyten
nachgewiesen werden. Mit der NBT-Farbung, in der nach Einwirkung von starken
Oxidantien ein Farbumschlag von gelb nach blau stattfindet, wurden nach Stimulation mit
dem bakteriellen Peptid fMLP reaktive Sauerstoffspezies nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Zusidtzlich konnte mittels eines Lucigeninassays gezeigt werden, dass die mit

DMF differenzierten PLB-985 in der Lage waren, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), in
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diesem Fall Superoxidanionen, nach Stimulation zu sezernieren. Daher besallen
differenzierte PLB-985 mnicht nur morphologisch Ahnlichkeit mit differenzierten
neutrophilen Granulozyten, sondern waren dariiber hinaus auch funktionell aktiv.

Interessanterweise war die Produktion von ROS, die durch fMLP induziert wurde, durch
zusétzliche Gabe des PKC-Stimulators TPA noch steigerbar, so dass eine Involvierung der
PKC in der Aktivierung der NADPH-Oxidase bei PLB-985 Zellen nahe liegend scheint.
Diese Vermutung ist vereinbar mit den Ergebnissen von Pedruzzi et. al., die zeigten, dass
bei mit DMF differenzierten PLB-985 die fMLP-induzierte ROS-Produktion durch
GF109203X/BIM 1, einen Inhibitor der PKC, gehemmt werden kann (Pedruzzi et al.,
2002). AuBlerdem konnte inzwischen die Rolle von Aktivierung der PKC im Rahmen der
Aktivierung und Translokalisation der einzelnen Untereinheiten der NADPH-Oxidase in

weiteren Zellmodellen bestétigt werden (Inoguchi et al., 2003, Wu et al., 2006).

4.1.3 Differenzierung von PLB-985 Zellen mit DMF inhibiert Wirme-induzierte
Apoptose

Nachdem sowohl durch morphologische Methoden als auch in funktionellen Tests die
granulozytire Differenzierung der PLB-985 Zellen mittels DMF bestitigt werden konnte,
wurde der Einfluss dieser Differenzierung auf das in unserer Arbeitsgruppe etablierte
Modell der wirmeinduzierten Apoptose untersucht. Wir konnten zeigen, dass die
wirmeinduzierte Apoptose, die ab einer Grenztemperatur von 42° C auftrat, durch die
Differenzierung in granulozytire Richtung mit DMF inhibiert wurde (Katschinski et al.,
1999). AuBerdem konnte in unserer Arbeitsgruppe in weiterfiihrenden Versuchen
nachgewiesen werden, dass der Mechanismus fiir warmeinduzierte Apoptose bei PLB-985
Zellen auf einer autokrinen TNF a-Sekretion beruht. Diese Ergebnisse stehen in Einklang
mit den Ergebnissen von Gonzalez et al, die in der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP einen
autokrinen Mechanismus fiir TNF o und TRAIL bei TPA-induzierter Apoptose
nachweisen konnten (Gonzalez-Guerrico und Kazanietz, 2005). Auch bei LPS-induzierter
Apoptose in Makrophagen scheint autokrin sezerniertes TNF o verantwortlich zu sein
(Comalada et al., 2003). Ebenso wurde bei Apoptose nach Exposition von CLL-Zellen
gegeniiber Fludarabin nach Triggerung von CD40 eine autokrine Sekretion sowohl von

TNF a als auch von IFN y gefunden (de Totero et al., 2003).

Die TNF a-Sekretion von PLB-985 Zellen war nach Differenzierung mit DMF iiber sechs

Tage nicht mehr nachweisbar (Katschinski et al., 1999). Vereinbar mit diesen Ergebnissen
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unserer Arbeitsgruppe sind die Beobachtungen von Schling et al., die wéhrend der
Differenzierung von humanen Monozyten aus peripherem Blut eine reduzierte Expression
von TNF a fanden (Schling et al., 2006). Die ebenfalls gefundene reduzierte Expression
von TNFR?2 steht allerdings im Gegensatz zu den durch unsere Arbeitsgruppe gefundenen
Ergebnissen, da in mit DMF behandelten sowie in unbehandelten PLB-985 Zellen die
TNFR-Expression unverdndert war (Katschinski et al., 1999). Im Gegensatz zu unseren
Ergebnissen scheint bei der monozytiren Differenzierung der Promyelozyten-Zelllinie HL-
60 eine autokrine Sekretion von TNF a vorhanden und fiir die Differenzierung notwendig
zu sein (Peiretti et al., 2003).

In weiteren Versuchen der Arbeitsgruppe wurden Anteile der Signaltransduktion oberhalb
der TNF a-Produktion untersucht. Offensichtlich spielten bei der TNF a-Sekretion reaktive
Sauerstoffspezies eine Rolle, da die wirmeinduzierte Apoptose bei unbehandelten PLB-
985 Zellen durch Zugabe des Antioxidans PDTC verhindert werden konnte. Es ist aus
verschiedenen Zelllinien bekannt, dass Differenzierung zu einer héheren Konzentration
von antioxidativen Enzymen fiihrt. So konnte z. B. in differenzierten PLB-985 eine
gesteigerte Expression von Glutathionperoxidase nachgewiesen werden (Shen et al.,
1994). In HL-60 Zellen konnte nach Zugabe von Oxidantien zu differenzierten Zellen eine
niedrigere Inzidenz von DNA-Schéddigung im Vergleich zu nicht differenzierten Zellen
gezeigt werden, was auf einen erhdhten Gehalt an antioxidativen Enzymen zuriickgefiihrt
wurde (Covacci et al., 2001). Interessanterweise fanden Champelovier et al. heraus, dass in
U937 Zellen, bei denen TPA-induzierte Apoptose ebenfalls durch autokrin sezerniertes
TNF o vermittelt wurde, das antioxidative Enzym Mangan-Superoxid-Dismutase einen
antiapoptotischen Effekt hatte (Champelovier ef al., 2000). Eine Erkldrungsmoglichkeit fiir
die Beobachtungen der fehlenden Empfanglichkeit fiir wiarmeinduzierte Apoptose wire
folglich, dass in differenzierten PLB-985 Zellen eine erhohte Konzentration von
antioxidativen Enzymen fiir niedrigere Konzentrationen von ROS und damit fiir die
fehlende TNF a-Sekretion verantwortlich sein konnte.

Eine weitere Mdoglichkeit, wie Behandlung und Differenzierung mittels DMF die
Sensibilitdt gegeniiber wirmeinduzierter Apoptose verdndern kdnnte, wire beispielsweise
durch die Beeinflussung alternativer Splice-Varianten verschiedener pre-RNAs, wie es
Bolduc et al. fir DMSO und DMF beschrieben haben (Bolduc et al, 2001). Fiir
verschiedene pro- und antiapoptotische Proteine ist eine Regulation durch alternatives
Splicing beschrieben (Schwerk und Schulze-Osthoff, 2005). Hierliber ist zusétzlich zur

Transkriptionsebene eine weitere Regulationsmoglichkeit des programmierten Zelltods
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gegeben. Es wire daher interessant, in PLB-985 Zellen mit und ohne DMF-Behandlung
mittels Westernblot-Analysen nach verschiedenen Splice-Varianten u. a. fiir Bel-2 zu

suchen.

4.2 PKC und ihre Bedeutung fiir Wirme-induzierte Apoptose

Im zweiten Teil der Arbeit untersuchten wir den Einfluss von Stimulation der PKC auf das
bereits beschriebene Modell der wirmeinduzierten Apoptose in der Leukidmie-Zelllinie
PLB-985. Im MTT-Assay zeigte sich eine geringe Toxizitdt durch 50 nM TPA, die wir bei

einer Vitalitdt von 88% nach Inkubation mit 50 nM TPA als vernachléssigbar ansahen.

4.2.1 Die PKC-Isoenzyme lassen sich durch TPA differentiell induzieren

Die Aktivierung der PKC geht mit mehreren Phosphorylierungsschritten und einer
Translokation des Enzyms an membranhaltige Zellbestandteile einher. Dadurch wird eine
Nachbarschaft zu entsprechend lokalisierten Substraten verschiedener Unterenzyme der
PKC hervorgerufen (Gutcher et al., 2003). Zunéchst wurde daher in einem ersten Schritt
mittels Zellfraktionierung und anschlieBendem Westernblot nachgewiesen, dass im zu
untersuchenden Zellmodell PLB-985 die Isoformen PKC a, f, v, 8 und u (sowie in sehr
geringem Ausmall PKC ¢) erst nach Stimulation durch 5 und 50 nM TPA exprimiert
werden. Dies gilt fiir die Einwirkung von beiden Konzentrationen iiber eine Stunde sowie
fiir die Inkubation mit 5 nM TPA fiir 24 h.

Interessanterweise sind nach Inkubation mit 50 nM TPA fiir 24 h das Isoenzym o nicht
mehr und die Isoenzyme B und y nur noch in geringem Ausmal} in beiden Fraktionen
nachweisbar. Eine Herunterregulation der PKC nach Aktivierung mittels TPA wurde
bereits mehrfach beschrieben (Gutcher ef al., 2003). Beispielsweise fanden Lu et al. in der
Fibroblasten-Zelllinie 3Y1 nach mindestens sechsstiindiger Inkubation mit TPA eine
Herunterregulation der Isoenzyme o, 8 und &, welche durch Ubiquitinierung und einen

anschlieBenden proteasomalen Abbau hervorgerufen wurde (Lu et al., 1998).

Ebenfalls bemerkenswert erscheint die Tatsache, dass die Isoform 1, obwohl sie als
atypische Isoform eigentlich unabhéngig von TPA, DAG und Kalzium aktiviert werden
sollte (Gutcher et al., 2003, Toker, 1998), in PLB-985 Zellen durch die Inkubation mit
beiden Konzentrationen TPA stark induziert wird. Eine Beeinflussbarkeit der Expression

dieses Isoenzyms konnte in anderen Zelllinien, wie z. B. der Fibroblasten-Linie NIH 3T3
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oder der Oligondendrozyten-Linie CG-4, nicht gezeigt werden und scheint ein bisher
unbekannter Effekt und vom Zelltyp abhingig zu sein (Kazi und Soh, 2007, Kobayashi et
al., 2001). Zu diskutieren wire auch eine klonale Selektion innerhalb der PLB-985 Zellen.
Wihrend der neutrophilen Differenzierung durch G-CSF ist eine Aktivierung der PKC
auch bei der Promyelozyten-Linie HL-60 nachweisbar (Kanayasu-Toyoda et al., 2007).
Interessanterweise konnten Kim et al. zeigen, dass in HL-60 Zellen, die durch TPA in
monozytdrer Richtung differenziert werden, iiber eine Aktivierung der PI3-Kinase eine
sekundédre Aktivierung der atypischen PKC ( stattfindet und diese essentiell fiir die
Entwicklung des monozytdren Phénotyps ist (Kim ez al., 2001). Eine Aktivierung der PKC
v stromabwirts der PI3-Kinase konnte z. B. in der Phdochromozytom-Linie PC-12 bereits
beschrieben werden (Wooten et al., 2000).

Da eine direkte Aktivierung der PKC  durch TPA mangels einer entsprechenden
Bindungsstelle nicht in Frage kommt, ist eine indirekte Aktivierung, z. B. stromabwirts
der PI3-Kinase, zu diskutieren. Entsprechende weiterfilhrende Experimente mit
Aktivitdtsassays dieses Enzyms und evtl. Vorbehandlung durch einen spezifischen
Inhibitor, z. B. Aurothioglucose, wiren in der Fortsetzung der vorliegenden Arbeit denkbar

(Stallings-Mann et al., 2006).

4.2.2 Wirme-unabhingige Apoptoseinduktion durch TPA

Nach diesen Vorversuchen, in denen eine Stimulation der PKC-Isoformen a, f3, y, d und v
durch TPA in den Konzentrationen 5 und 50 nM nachgewiesen werden konnte, wurden die
eigentlichen Untersuchungen zur Beeinflussbarkeit wérmeinduzierter Apoptose mittels
Stimulation der PKC durchgefiihrt. Als qualitativen Apoptose-Assay nach Exposition von
PLB-985 Zellen gegeniiber verschiedenen Temperaturen wihlten wir erneut die DNA-
Gelelektrophorese zum Nachweis der typischen apoptotischen DNA-Leitern. Wir konnten
zeigen, dass eine Stimulation der PKC mittels TPA je nach Inkubationsdauer
unterschiedliche Effekte hatte. Eine einstiindige Inkubation bewirkte keine Apoptose; nach
Inkubation von PLB-985 Zellen mit 50 nM TPA fiir 20 h waren apoptotische DNA-Leitern
nachweisbar. Diese Ergebnisse sind insbesondere in Zusammenschau mit den vorher
genannten Ergebnissen bemerkenswert, da in unseren Experimenten nach 24 h
andauernder Einwirkung von 50 nM TPA offensichtlich ein verdndertes Expressionsmuster

der einzelnen PKC-Isoenzyme vorlag.
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Zum einen war das Isoenzym PKC o nachweisbar, welches zusitzlich zur bereits
erwdhnten Rolle bei der Differenzierung myeloider Leukdmiezellen auch fiir
Chemotherapieresistenz vom Leukdmiezellen wichtig zu sein scheint, antiapoptotisch
wirkt und daher auch als Onkogen bezeichnet wird (Baldwin et al., 2006, Gustafson et al.,
2004). Neben diesem antiapoptotischen Isoenzym verblieb nach 24 h aber auch eine
gesteigerte Expression der PKC 6, fiir die proapoptotische Eigenschaften beschrieben sind
(Brodie und Blumberg, 2003, Reyland, 2007). So fiihrte in HL-60 Zellen eine
Uberexpression des katalytischen Fragments dieses Isoenyms zu einer nukledren
Fragmentierung und zu Apoptose. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Lamin B ein
Substrat der PKC & ist und die anschlieBende Spaltung von Lamin B durch Caspase 6 als
typisches Ereignis wiahrend der Ausbildung des apoptotischen Phénotyps durch spezifische
Inhibition der PKC 6 verhindert werden konnte (Cross et al., 2000). Auch die spontane
Apoptose von neutrophilen Granulozyten sowie die TPA-induzierte Apoptose von
Prostatakarzinomzellen wird offensichtlich durch die PKC & vermittelt, da ihre Inhibition
in diesen beiden Zelltypen Apoptose verhindern kann (Brodie und Blumberg, 2003, Fujii
et al., 2000, Pongracz et al., 1999).

4.2.3 Lisst sich Wiarme-induzierte Apoptose durch TPA verstirken?

a) Gelelektrophoretische Daten

In den Temperaturversuchen zeigte sich nach Stimulation der PKC mittels 50 nM TPA
eine Verschiebung der zur Induktion von Apoptose notwendigen Grenztemperatur. Im
Gegensatz zu unbehandelten PLB-985 Zellen, die nach Exposition gegeniiber 42° — 43° C
fiir 1 h eine typische DNA-Leiter zeigten, konnte bei mit 50 nM TPA behandelten Zellen
bereits in geringem MalBle nach Exposition gegeniiber 37° C, ab einer Temperatur von
41° C dann in voller Ausprigung eine nukleosomal fragmentierte DNA nachgewiesen
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse kann eine Sensibilisierung der PLB-985 Zellen
gegeniiber wiarmeinduzierter Apoptose durch Stimulation der PKC postuliert werden. Eine
Inkubation mit 5 nM TPA hatte keinen Effekt auf die DNA-Fragmentierung, so dass eine

Dosisabhédngigkeit vermutet werden kann.

b) Vitalititsassay

Erwartungsgemdl zeigte sich im MTT-Assay eine Reduktion der Vitalitdt aller PLB-985
Zellen 24 h nach Wérmebehandlung bei 43° C fiir 1 h, z. B. von nicht behandelten PLB-
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985 Zellen auf 37%. Durch Stimulation der PKC mittels 50 nM TPA konnte eine
signifikante weitere Vitalitdtsminderung auf ca. 30% nachgewiesen werden. Die
verminderte Zellvitalitdt unter Vorbehandlung mit TPA ist konsistent mit den im

Folgenden diskutierten Daten.

¢) Caspase 3-Aktivitit

Als quantitativen Nachweis von Apoptose fiihrten wir Aktivititsbestimmungen der
Caspase 3 durch. Darin lieB sich sowohl in unbehandelten als auch in mit TPA inkubierten
PLB-985 Zellen ein signifikanter Anstieg der Enzymaktivitdt 18 h nach Warmebehandlung
mit 43° C fiir 1 h auf das drei- bis achtfache des Ausgangswertes nachweisen.

Dabei zeigte sich eine Steigerung der Caspase 3-Aktivitdt nach Stimulation der PKC mit
50 nM TPA gegeniiber den nicht mit TPA behandelten Zellen von 5,2 auf 8,3 pmol/min,
die jedoch statistisch nicht signifikant war. Eine signifikant gesteigerte Caspase 3-Aktivitdt
konnten wir lediglich in den mit 50 nM TPA behandelten PLB-985 Zellen im Vergleich zu
den Zellen nach Vorbehandlung mit 5 nM TPA zeigen.

Die in den nicht wirmebehandelten PLB-985 Zellen gefundenen Unterschiede mit
Verminderung der Caspase 3-Aktivitdt durch 50 nM TPA sind aufgrund der sehr geringen

absoluten Unterschiede in ihrer Relevanz fraglich.

Die genannten Ergebnisse mit gesteigerter Apoptose bzw. Zellsterblichkeit durch
Stimulation der PKC mit 50 nM TPA in DNA-Gelelektrophorese, Vitalititsassay und
Caspase 3-Aktivitit stehen im Einklang mit fritheren Ergebnissen der Gruppen MacFarlane
(Macfarlane und O'Donnell, 1993), Hansson und Schaar (Hansson et al., 2005) sowie Han
(Han et al., 2007). So diente der Phorbolester TPA sowohl bei von AML-Patienten
isolierten primdren Leukozyten wie auch in der in Kultur gehaltenen Promyelozytenlinie
HL-60 als eigentlicher Apoptosestimulus (Hansson et al., 2005, Schaar et al., 2005). Es
wurden aber auch Apoptose fordernde Eigenschaften in Zellmodellen mit anderen
Apoptosestimuli nachgewiesen. So wurde in der Promyelozytenlinie NB-4 die durch
Natriumselenit induzierte Apoptose durch TPA verstarkt, wobei hier die Eigenschaft des
Phorbolesters, die Proteinkinase ERK zu aktiveren, als mogliche Ursache fiir diesen Effekt
angesehen wurde (Han et al., 2007). Interessanterweise phosphoryliert TPA in CLL-
Zellen, die durch Glukokortikoide in die Apoptose getrieben werden, das proapoptotische
Protein Bim (bcl2 interacting mediator of cell death) ebenfalls via ERK, wodurch im

weiteren eine proteasomale Degradierung eingeleitet wird (Iglesias-Serret et al., 2007).
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Dadurch spielt TPA bei CLL-Zellen eine den Glukokortikoiden entgegen wirkende
antiapoptotische Rolle iiber die Inhibition von Bim.

Zusitzlich gibt es weitere Veroffentlichungen von Arbeitsgruppen, die im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen eine antiapoptotische, protektive Wirkung von TPA gefunden haben.
So wurde durch die Gruppe von Chow et al. — wie in Hanssons Experimenten ebenfalls in
der Promyelozyten-Linie HL-60 — gezeigt, dass TPA eine durch Baicalein induzierte
Apoptose verhindern konnte. In diesem Fall war die Aktivierung der PKC fiir diese
Féhigkeit essentiell, da sie durch den spezifischen PKC-Inhibitor BIM I unterdriickt
werden konnte (Chow et al., 2006).

Die unterschiedlichen Ergebnisse von 5 bzw. 50 nM TPA lassen sich mdglicherweise
durch die im Westernblot gezeigte unterschiedliche Expression der unterschiedlichen
Isoenzyme erkldren. So zeigt sich nach 24-stiindiger Inkubation mit 50 nM TPA im
Vergleich zu 5 nM TPA eine verminderte Expression der iiberwiegend antiapoptotisch
wirkenden Isoenzym PKC a, B und y. Fiir die PKC a ist eine gesteigerte Expression in
Endometrium-, Prostata- und Blasenkarzinom-Zellen bekannt. Alle drei Isoenzyme
standen zeitweise in Verdacht, eine Rolle bei der Entwicklung der Multi-Drug-Resistance
zu spielen (Mackay und Twelves, 2007). Dahingegen wird die auch nach Inkubation mit
50 nM TPA fiir 24 h noch exprimierte PKC & wie bereits ausgefiihrt {iberwiegend als
proapoptotisch angesehen. Moglicherweise sind also die Unterschiede zwischen den
verschiedenen TPA-Konzentrationen auf eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen

pro- und antiapoptotischen Isoenzymen der PKC zuriickzufiihren.

d) Hoechst-Firbung

Um beurteilen zu koénnen, ob die in der intrazelluldren Signaltransduktionskaskade
gesehenen Effekte ein Korrelat im phénotypischen Endzustand haben, wurden die mit
Wiérme behandelten PLB-985 Zellen mittels Hoechstfarbung analysiert. Dabei werden
fragmentierte Zellkerne durch den DNA-Farbstoff Hoechst 33258 sichtbar gemacht und
kénnen morphologisch von den intakten Zellkernen nicht apoptotischer Zellen
unterschieden werden. Es zeigte sich ein Anteil apoptotischer Zellen von 53% der
unbehandelten PLB-985 Zellen 18 h nach Exposition gegeniiber 43° C. Hier zeigte sich
kein signifikanter Unterschied von PLB-985 Zellen ohne Modulation der PKC gegeniiber

solchen, die mit TPA vorbehandelt waren. Damit konnte der zunidchst beobachtete Effekt,
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dass eine Stimulation der PKC die Warme-induzierte Apoptose bei PLB-985 erleichtert,

durch die Ergebnisse der Hoechstfarbung statistisch nicht bestdtigt werden.

4.2.4 Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Eine abschlieBende Aussage iiber die Rolle der PKC in der Wérme-induzierten Apoptose
bei der myelomonozytiren Leukdmie-Zelllinie PLB-985 kann aus den hier dargelegten
Ergebnissen nicht getroffen werden. Ein Grund hierfiir liegt in der Wahl des Phorbolesters
TPA als Stimulator der PKC. TPA beeinflusst bereits direkt sowohl die klassischen wie
auch die neuen Isoformen der PKC. Da fiir diese beiden Enzymfamilien gegensitzliche
Eigenschaften in Bezug auf Apoptose bekannt sind und sie zusdtzlich sehr inhomogen
sind, ist eine einheitliche Aussage bei gleichzeitiger Aktivierung mehrerer Enzymfamilien
nicht moglich. Als Beispiel wiren hier die bisher gefundenen antiapoptotischen
Aktionsweisen der Subtypen PKC B, y und € zu nennen. Eine Uberexpression von PKC BII
fiihrt beispielsweise in vivo zu einer Hyperproliferation von Kolonepithel und zu einer
erhohten Empfindlichkeit gegeniiber Karzinogenen (Murray et al, 1999). Dieser
transformierende Effekt von PKC f3 scheint via Ras, PKC v und MEK vermittelt zu sein
(Zhang et al., 2004).

Als Mitglied der Familie der neuen PKC ist die PKC 6 vorwiegend als proapoptotisches
Isoenzym bekannt (Reyland, 2007). Fiir die derselben Familie zugehoérige PKC ¢ konnte
hingegen eine entscheidende Rolle in der Chemotherapie-Resistenz von Zellen eines nicht
kleinzelligen Bronchial-Karzinoms (NSCLC), die mit Doxorubicin und Etoposid therapiert
worden waren, gezeigt werden (Ding et al., 2002). Ein moglicher Angriffspunkt fiir die
antiapoptotische Wirkung von PKC ¢ ist die Heraufregulation von Bcl-x1 und XIAP durch
eine Aktivierung von MAPKK-ERK (Pardo et al., 2006).

Neben der Tatsache, dass die einzelnen stimulierten PKC-Subgruppen in sich sehr
inhomogen sind, wird die Interpretation der Ergebnisse bei der Verwendung von TPA
dadurch erschwert, dass es aufler den einzelnen PKC-Isoenzymen weitere Phorbolester-
abhéngige intrazelluldre Rezeptoren gibt, deren Signaltransduktionswege teilweise mit den
durch PKC beeinflussten Wegen interagieren und die Effekte daher in unseren
Experimenten nicht voneinander zu trennen sind. Dazu gehoren die Proteinkinasen PKDI,
2 und 3, die RasGRP (Ras guanyl nucleotide releasing proteins) und DGK (Diacylglycerol-
Kinasen) (Griner und Kazanietz, 2007). Diese enthalten analog zu den cPKC und nPKC
eine Cl1-Domiéne und sind daher durch TPA induzierbar. Fiir die PKD?2 ist beschrieben,
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dass sie in der Reaktion myeloider Leukdmiezellen auf oxidativen Stress die Ber/Abl-
induzierte NFkB-Aktivierung vermittelt (Mihailovic et al., 2004). Transgene Méause mit
erhohter RasGRP1-Expression entwickeln hdufiger Thymus-Lymphome (Klinger et al.,
2005). Die sowohl in der Signaltransduktion der PKC wie auch der erwéhnten weiteren
Phorbolester-Rezeptoren relevanten intrazelluldren Enzyme sind z. B. ERK, das durch
RasGRP1 und 3, aber auch durch PKC ¢ aktiviert werden kann (Coughlin et al., 2005,
Pardo et al., 2006) und NF«B, das sowohl durch PKC B, 6 und { als auch durch PKD1 und
2 aktiviert wird (Mihailovic et al., 2004, Storz et al., 2004).

Fiir die Bewertung der differentiellen Effekte von TPA auf Wérme-induzierte Apoptose ist
zusétzlich seine Eigenschaft als Induktor monozytirer Differenzierung bei myeloiden
Leukdmiezellen von Bedeutung (Matsumoto et al., 2006). In unseren Experimenten
entwickelten die Zellen nach Inkubation mit TPA Eigenschaften monozytérer
Differenzierung wie Adhédrenz an der Zellkulturflasche und Ausbildung von Pseudopodien
(Daten nicht gezeigt). Passend hierzu wurde in unseren Versuchen die Isoform PKC B
induziert, fiir die eine essentielle Rolle in der monozytiren Differenzierung bereits
beschrieben war (Laouar et al, 2001, Slosberg et al, 2000). Im Gegensatz zur
Differenzierung in neutrophile Richtung scheint die Differenzierung in monozytdre
Richtung mittels TPA die PLB-985 Zellen nicht vor Wérme-induzierter Apoptose zu
schiitzen. Hier wiren weiter filhrende Experimente zu diskutieren, in denen adhdrente mit
nicht adhédrenten Zellen nach TPA-Exposition miteinander verglichen werden,
insbesondere im Hinblick auf die Expression der unterschiedlichen PKC-Isoenzyme und

auf das Ausmal} an apoptotischen Zellen.

Um den Einfluss der PKC und ihrer Isoformen auf die z. B. durch Wéarme induzierte
Apoptose weiter einzugrenzen, dienen iiblicherweise auBlerdem Versuche mit einem
spezifischen Inhibitor. Im Rahmen dieser Dissertation hatten wir uns fiir das héufig
eingesetzte Bisindolylmaleimid I (BIM I) entschieden, der fiir die PKC a, I, BIL, y, 6 und
¢ spezifisch ist. Die durchgefiihrten Experimente lieferten allerdings inkonsistente
Ergebnisse und wurden daher nicht gezeigt. Letztlich gilt auch fiir die Wahl des PKC-
Inhibitors, dass Aussagen liber die Rolle der PKC in Wirme-induzierter Apoptose
wahrscheinlich nur dann getroffen werden kdnnen, wenn die gewéhlte Substanz nur eine
einzelne Isoform beeinflusst und deren Effekt spezifisch untersuchen lésst, was fiir BIM 1

nicht gilt.
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Unabhéngig vom verwendeten PKC-Stimulator bzw. —Inhibitor hat auch die Wahl der
Zelllinie entscheidende Auswirkungen auf die Ergebnisse, da die Expression der PKC-
Isoenzyme und der Ankerproteine RACKSs, die deren intrazelluldre Translokation nach

Aktivierung bestimmen, je nach Zelltyp sehr unterschiedlich ist (Liu und Heckman, 1998).

Der gewdhlte Apoptose-Stimulus Wérme stellt einen weiteren Einflussfaktor dar. Wéarme
kann auf verschiedene Weisen zum Zelltod fiihren, neben der Apoptose kann auch die
Nekrose der exponierten Zellen resultieren. In der Vitalititsbestimmung mittels MTT-
Assay, die eine signifikante Minderung nach Exposition gegeniiber TPA zeigte, werden
sowohl nekrotische als auch apoptotische Zellen erfasst, so dass die Diskrepanz zu den
Daten aus der Hoechst-Farbung, die lediglich einen Trend in Richtung einer
Apoptosesteigerung unter TPA zeigten, zum Teil moglicherweise auf einen Anteil an

nekrotischen Zellen zuriick zu fithren ist.

Die Fragestellung nach der Bedeutung der PKC innerhalb der apoptotischen
Signaltransduktion ist aufgrund der beschriebenen Interaktionen als &uBlerst komplex
anzusehen. Wie anhand unserer Arbeit gezeigt werden konnte, ist fiir weitere Arbeiten die
Wahl spezifischerer Modulatoren einzelner Isoenzyme der PKC notwendig, beispielsweise
von LY333531 oder Enzastaurin als spezifische Inhibitoren der PKC f (Mackay und
Twelves, 2007, Serova et al., 2006). Ergidnzend wiren auch Untersuchungen mit Hilfe von
Uberexpression einzelner Unterformen durch Transfektion von Zellkulturen oder in in
vivo-Modellen denkbar. Ob sich aus den so gewonnenen Kenntnissen therapeutische
Moglichkeiten ergeben, z. B. um mittels gezielter PKC-Modulation — im Sinne einer
Htargeted therapy" — Tumorerkrankungen behandeln zu konnen, bleibt bislang offen. Es
gab allerdings einige viel versprechende Ergebnisse: Bereits 1998 wurde TPA intravends
zur Therapie der AML FAB M3 eingesetzt, unter der Rationale, den Differenzierungsstopp
auf der Stufe der Promyelozyten zu iiberwinden (Han et al., 1998, Strair et al., 2002).
Aufgrund von Nebenwirkungen wie passagerem Fieber, Dyspnoe und Makrohdmaturie
wurde dieses Therapiekonzept bei nur geringem klinischem Erfolg und inkonsistenten
Auswirkungen auf den immunologischen Phédnotyp der Leukdmiezellen bislang nicht
weiter verfolgt. Aulerdem kam das Antisense-Oligonucleotid Aprinocarsan als PKC a-

Inhibitor in Phase I und II-Studien in Kombination mit Carboplatin und Gemcitabine bei
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NSCLC zum Einsatz (Ritch et al., 2006), wobei der sich initial abzeichnende Erfolg in
Phase I11-Studien bislang nicht bestdtigen lie} (Paz-Ares et al., 2006).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die hier beschriebenen Ansdtze der
Beeinflussung von Apoptose durch Differenzierung und Stimulation der PKC in der
aktuellen Literatur anhaltend kontrovers diskutiert werden. Die Ergebnisse préklinischer
und klinischer Studien sind aufgrund der dargestellten Verquickung der verschiedenen
Signaltransduktionskaskaden teilweise widerspriichlich. Dennoch bleibt die Kontrolle von
Apoptose ein wichtiges Ziel gegenwairtiger Forschungsbestrebungen (Hanahan und
Weinberg, 2000) — und die Hoffnung, dass mit genauerer Entschliisselung ihrer
Mechanismen und der Entwicklung von spezifischeren Modulationsmdglichkeiten die
grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnisse zu neuen, klinischen Therapiemoglichkeiten

fithren werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Apoptose ist ein zentraler Mechanismus in der Embryonalentwicklung, der Regulation des
Immunsystems sowie in der Himatopoese. Fehlregulationen der Apoptose spielen in der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen eine Rolle, nicht zuletzt in der Entstehung von

Malignomen, so dass deren Beeinflussung ein wiinschenswertes Ziel darstellt.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Differenzierung und Stimulation der PKC auf
Wirme-induzierte Apoptose in der myelomonozytiren Leukdmiezelllinie PLB-985
untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit konnten wir zeigen, dass Differenzierung von PLB-985 Zellen in
granulozytire Richtung vor Wérme-induzierter Apoptose schiitzt. Die Differenzierung mit
DMF 0,5% fiihrte zu einer Proliferationshemmung sowie zu einer PKC-abhingigen ROS-
Produktion und damit zu einem funktionellen Merkmal granulozytérer Differenzierung. In
weiterfilhrenden Arbeiten konnte unsere Gruppe zeigen, dass die Wirme-induzierte
Apoptose bei PLB-985 Zellen auf einer autokrinen TNFa-Sekretion beruht, welche durch
Differenzierung mit DMF inhibiert wird (Katschinski et al., 1999).

Im zweiten Teil der Arbeit untersuchten wir den Einfluss von Stimulation der PKC auf
Wiérme-induzierte ~ Apoptose  bei  PLB-985  Zellen. Wir konnten einen
konzentrationsabhidngigen Effekt des Phorbolesters TPA auf die differentielle Expression
der einzelnen PKC-Isoformen nachweisen, einhergehend mit einer Translokation in die
Partikelfraktion und zeitabhéngiger Herunterregulation einzelner Isoenzyme. Nach
Wirmeexposition konnte eine Vitalitditsminderung unter TPA gezeigt werden. Zusétzlich
war eine konzentrationsabhdngige Steigerung der Apoptose in der DNA-Gelelektrophorese
nachweisbar. Auch in der Caspase 3-Messung zeigte sich eine konzentrationsabhingige
Steigerung der Wérme-induzierten Apoptose durch TPA. In der Hoechst-Féarbung konnte
lediglich ein Trend zu einer gesteigerten Apoptose nach Stimulation der PKC gezeigt

werden.

Mit diesen Ergebnissen lésst sich die Modulierbarkeit der Warme-induzierten Apoptose in
der Leukdmiezelllinie PLB-985 zeigen. Differenzierung schiitzt vor Wérme-induzierter

Apoptose und stellt damit eine Méglichkeit zur Apoptosemodulation dar. Uber den Effekt
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der Stimulation der PKC auf Wirme-induzierte Apoptose ldsst sich keine abschlieBende
Aussage treffen, u. a. weil die PKC-Isoformen sehr heterogen sind, daher einzeln
betrachtet werden miissten und zusédtzlich TPA neben der PKC weitere

Signaltransduktionswege beeinflusst.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADP / ATP
AIF
AMC
AML
Apaf-1
ATRA
bcl-2
bp

Bid
BIM I
CAD
CARD
CML
DAG
DD
DED
DGK
DMF
DMSO
DNA-PK
EORTC
ERK
FAB
FADD
FKS
fMLP
G-CSF / GM-CSF
HRPO
HSC
HSP
IAP

Adenosindiphosphat / Adenosintriphophat
apoptosis inducing factor
3-Amino-7-Methylcoumarin

akute myeloische Leukdmie

Apoptotischer Peptidase-aktivierender Faktor-1
all-trans-Retinoinsdure

B-cell lymphoma 2

Basenpaar

BH3 interacting domain death agonist
Bisindolylmaleimid I

Caspase-aktivierte DNAse

Caspase-Aktivierungs- und Rekrutierungsdomine

chronische myeloische Leukdmie
Diacylglycerol

death domain

death effector domain
Diacylglycerol-Kinase
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
DNA-abhingige Proteinkinase

European Organisation for Research and Treatment of Cancer

extracellular-signal regulated kinases
French/American/British classification
Fas-associated protein with death domain
fetales Kélberserum

formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin

granucolyte (and macrophage)-colony stimulating factor

horse radish peroxidase
haematological stem cells
heat shock protein

inhibiting apoptosis protein
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ICAD
ICE

IFN

LPS
MAPKK
MEK
MTT
NADPH
NBT
NF«B
NLS
NSCLC
OD

PARP
PBS
PDK-1
PDTC
PI3-Kinase
PKC
PKD
PML-Protein
PS

RACK
RAR a
Ras / RasGRP
ROS

RT

SCF

tbid

TNF a
TNFR 1/2
TPA
WBH
XIAP

inhibitor of CAD

interleukin 1B-converting enzyme

Interferon

Lipopolysaccharid

mitogen-activated protein kinase kinase, MEK
mitogen-activated protein kinase kinase, MAPKK
3(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Nicotinamid-Adenosindinukleotidphosphat-Hydrogenase
Nitroblautetrazolium

nuclear factor k B

nukledres Lokalisationssignal

non small cell lung cancer

optic density

Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

phosphate buffered saline
Phosphoinositol-3-abhidngige Kinase-1
pyrrolidine dithiocarbamate
Phosphoinositol-3-Kinase

Proteinkinase C

Proteinkinase D

promyelocytic leukemia-Protein
Phosphatidylserin

Rezeptor aktivierter C-Kinase

retinoic acid receptor o

Rat sarcoma proto-oncogene / guanyl nucleotide releasing protein
reactive oxygen species

Raumtemperatur

stem cell factor

truncated bid

Tumornekrosefaktor o

Tumornekrosefaktor a-Rezeptor 1/2
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat

whole body hyperthermia

X-linked inhibitor of apoptosis
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