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1.  Einfuhrung

In jedem Gewebe besteht ein Nebeneinander von programmierten Zelltod, der
Apoptose und Zellproliferation, um die Gewebshomedstase aufrecht zu erhalten
(Wyllie, 1987). Die Apoptose ist ein aktiver, energieverbrauchender Prozef3, der nach
einem festen Schema verlauft, in welches jedoch eine Vielzahl von Kontrollpunkten
eingebaut sind (Walker et al., 1988).

1.1  Physiologie der Apoptose

Ist die Schadigung einer Zelle oder eines Gewebes durch eine extrazelluldre Noxe so
groB, daB sie mit der Integritat der Zelle nicht mehr vereinbar ist, so kommt es zur
passiven Zerstérung der Zelle von auBen, der Nekrose. Im Gegensatz dazu ist die
Apoptose ein geordneter und aktiver ProzeB3 der Zelle, der einem organisierteren
Selbstverdau der Zelle entspricht. Da die Apoptose regelhaft nach einem festen
Programm ablauft, spricht man auch vom programmierten Zelltod. Das Apoptose-
Programm l&uft dann an, wenn der Schaden an einer Zelle so groB ist, daB deren
Funktion auf Dauer nicht mehr aufrecht erhalten werden kann oder fehlerhaft verlauft.
Werden z.B. durch UV-Licht-Bestrahlung Schadigungen am Erbgut der Zelle erzeugt,
so birgt dies das Risiko der Entartung, so daf3 sich die einzelne Zelle zum Wohle des
umliegenden Gewebes in ihr (programmiertes) Schicksal flgt (Wyllie, 1987; Walker
et al., 1988).

Neben der Apoptose-Induktion durch extrazellularen Stress existiert auch die
Apoptose im Rahmen der Immunabwehr. Immunkompetente Zellen erkennen
fremdes, geschadigtes oder infiziertes Gewebe und prasentieren Liganden von
Apoptoserezeptoren auf ihrer Oberflache und induzieren dariber Apoptose in den zu
eliminierenden Zielzellen. Darlber hinaus erfolgt aber auch die Terminierung der
Immunantwort und somit der Schutz vor tberschieBenden Immunreaktionen durch
Induktion von Apoptose (Golstein et al., 1991).

Apoptose ist gekennzeichnet durch Zellschrumpfung, Kondensation des Zellkernes,
DNA-Fragmentierung und der Bildung von apoptotischen blebs/bodies (Blaschen,
Korperchen), was die Apoptose grundlegend von anderen Formen des Zelltodes, wie
z.B. der Nekrose, unterscheidet (Kerr et al., 1974). Neben typischen Zeichen der
Apoptose, wie Phosphatidylserin-Externalisierung oder die Aktivierung von
Proteasen, den sogenannten Caspasen, ist die Volumenabnahme der Zelle im

Rahmen der Apoptose [apoptotic volume decrease (AVD)] ein frihes und ubiquitares



Ereignis des programmierten Zelltodes (Bortner & Cidlowski, 2001, 2002; Lang et al.,
2000a; Yu et al.,, 2001). In Jurkat T-Zellen konnte gezeigt werden, dafB die
Aktivierung des CD95 (Fas-/APO-1-Rezeptor) einen Na'/H*-Antiport (Lang et al.,
2000a) und die Na'/K*-ATPase hemmt (Nobel et al., 2000), einen auswarts-
gerichteten ClI'-Kanal aktiviert (Szabo et al., 1998), sowie den Efflux des organischen
Osmolyts Taurin aus der Zelle stimuliert (Lang et al., 1998), was dann zusammen in
einem AVD resultiert.

In einer Reihe von nicht-hepatischen Zelllinien ist ein AVD nach Stimulation mit
Tumornekrosefaktor [tumor necrosis factor (TNF)] a, Cycloheximid oder Staurosporin
beschrieben, der durch einen Efflux von K* und CI erreicht wird, der der Cytochrom
c-Freisetzung aus den Mitochondrien, Aktivierung von Caspasen, DNA-
Fragmentierung und Veranderungen der Ultrastruktur der Zelle vorausgeht (Maeno et
al., 2000; Okada et al., 2001). Hemmung des AVD durch Hemmung von Volumen-
abhangigen K*- oder Cl-Kandlen (Maeno et al., 2000) oder durch Erhéhung der
extrazellularen K*-Konzentration (Gomez-Angelats et al., 2000; Thompson et al.,
2001) hemmt auch die Apoptose, wohingegen eine Hemmung des Na*/H*-Antiports
die Apoptose verstarkt (Lang et al., 2000a).

Die Aktivierung der Caspasen 8 und 3, der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und die DNA-Fragmentierung wurden als nachgeschaltete
Ereignisse einer Proteinkinase C (PKC)-Aktivierung beschrieben (Gomez-Angelats et
al., 2000). Ein Pancaspase-Inhibitor war in der Lage, den K'-Efflux, die
Zellschrumpfung und die Exekution der Apoptose nach Stimulation mit einem CD95-
aktivierenden Antikérper in Jurkat T-Zellen zu hemmen (Bortner and Cidlowski, 1996;
Nobel et al., 2000). Eine proteolytische Aktivitat (der Caspasen) scheint daher fir den
AVD notwendig zu sein.

Der Beitrag des AVD zur Signaltransduktion im Rahmen des programmierten
Zelltodes ist bisher unklar. Hyperosmolare Stimulation von Zellen kann den AVD
imitieren und selber Apoptose auslésen (Fumarola et al., 2001). Eine Aktivierung des
TNF-Rezeptors mit nachfolgender Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein (MAP)-
Kinase JNK (c-Jun-N-terminale Kinase) durch hyperosmolare Stimulation wurde
bereits beschrieben (Rosette & Karin, 1996).

Ziel dieser Arbeit war es daher zum einen, die Signaltransduktionsschritte, die der
Caspasen-Aktivierung und damit dem AVD vorausgehen, zu identifizieren und zum

anderen, die Rolle des AVD flr die Apoptose aufzuklaren. Es sollte also mittels



milder hyperosmolarer Stimulation (405 mosmol/L) von Leberparenchymzellen der

EinfluB der Zellschrumpfung auf die Apoptose untersucht werden.

1.2 Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie

Neben dem TNF-Rezeptor 1 wurden weitere Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie,
wie der APO-3, die TRAIL (TNF-related-apoptosis-inducing-ligand)-Rezeptoren 1 und
2, der CD95 (Fas-/APO-1-Rezeptor) sowie der DR (death receptor)-6 als
Todesrezeptoren beschrieben. Die TRAIL-Rezeptoren 3 und 4 gelten als decoy
receptors, da sie TRAIL, den Liganden der TRAIL-Rezeptoren 1 und 2, binden, ohne
eine Apoptose auszuldsen (to decoy: anlocken, kddern). TNFa bindet an die TNF-
Rezeptoren, APO-3-Ligand an den APO-3-Rezeptor und CD95-Ligand (CD95L) an
den CD95. Nach Aktivierung der Todesrezeptoren aus der TNF-Rezeptorfamilie
kommt es zur Anlagerung einer Todesdoméne (death domain), wie der TNF-
Rezeptor-assoziierten death domain (TRADD) oder der Fas-assoziierten death
domain (FADD) an den jeweiligen Rezeptor. Nach Bindung der death domain kommt
es zur Anlagerung und Aktivierung einer Initiator-Caspase, in diesem Fall der
Caspase 8. Die Caspase 8 vermag mit ihrer proteolytischen Aktivitat das Protein Bid
zu spalten, wobei das trunkierte Bid (tBid) zu den Mitochondrien transloziert und dort
zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und zur Cytochrom c-
Freisetzung flhrt. Diese Cytochrom c-Freisetzung hat dann die Aktivierung von
Effektor-Caspasen, in diesem Falle der Caspase 9 und schlieBlich die Aktivierung der
Caspase 3 zur Folge (Higuchi & Gores, 2003).

Man unterscheidet grundlegend zwischen sogenannten Typ |- und Typ lI-Zellen:
wahrend in Typ |-Zellen die Initiator-Caspase in der Lage ist, unter Umgehung der
Mitochondrien direkt die Effektor-Caspase zu aktivieren, bedarf es in Typ II-Zellen
einer Amplifikation der Caspase 8-Aktivierung durch die Mitochondrien, um die
schlieBlich die Caspase 3 zu aktivieren (Scaffidi et al., 1998; Barnhart et al., 2003)
(Abbildung 1).



Todes-Ligand \ Todes-Rezeptor

U
Todesdomane
Typ | Typ Il
Initiator Caspase 8
Amplifikator Mitochondrien

Effektor Caspase 3

Apoptose

Abbildung 1: Liganden-abhdngige Apoptose in Typ I- und Typ lI-Zellen

Nach Bindung des Todes-Liganden, z.B. CD95-Ligand, an den Todes-Rezeptor, z.B. CD95 (Fas-/
APO-1-Rezeptor) kommt es zur Assoziation der Todesdomaéne (Fas associated death domain, FADD)
an den Todes-Rezeptor und im Folgenden zur Anlagerung und Aktivierung der Initiator-Caspase 8
und somit zur Bildung des death inducing signaling complex (DISC). In sog. Typ |-Zellen vermag die
Initiator-Caspase 8 direkt die Effektor-Caspase 3 zu aktivieren. In Typ lI-Zellen hingegen bedarf es
einer Amplifikation durch die Mitochondrien, um die Effektor-Caspase 3 zu aktivieren. Die initialen
Schritte, die zur Aktivierung des Todes-Rezeptors und zur DISC-Bildung fihren, sind weitgehend
unklar. Diese an Leberparenchymzellen aufzuzeigen war Ziel dieser Arbeit.



Eine Sonderform stellt die Gallensalz-induzierte Apoptose in der Leber dar. Pro-
apoptotische, hydrophobe Gallenséuren, wie Taurolithocholat-3-sulfat (TLCS), Tauro-
chenodesoxycholat (TCDC) und Gylkochenodesoxycholat (GCDC) vermdgen den
CD95-Rezeptor ligandenunabhangig zu aktivieren, wahrend die Gallensaure
Taurocholat (TC) keinen EinfluB auf die hepatozelluldre Apoptose aufweist (Chieco et
al., 1997; Faubion et al., 1999; Miyoshi et al., 1999). Die therapeutisch verwendete
Gallensaure Ursodesoxycholat (UDCA), die zu Tauroursodesoxycholat (TUDC)
verstoffwechselt wird, hat sogar anti-apoptotische Eigenschaften (Rodrigues et al.,
1998a,1998b, Benz et al., 1998, 2000; Kurz et al., 2000). Im Weiteren wurde
berichtet, daB hydrophobe Gallensduren neben der ligandenunabhangigen
Aktivierung des CD95 auch Uber eine direkte Wirkung auf die Mitochondrien
hepatozellulare Apoptose induzieren (Sokol et al., 1995; Lemasters, 1999;
Yerushalmi et al., 2001).

Ziel dieser Arbeit war es daher, die grundlegenden Mechanismen der Gallensalz-
induzierten Apoptose in Leberparenchymzellen aufzuklaren, um potentielle anti-

apoptotische, hepatoprotektive Strategien zu entwickeln.

1.3 CD95-vermittelte Apoptose in der Leber

Neben anderen Todesrezeptoren aus der TNF-Rezeptorfamilie wird auch der CD95
in der Leber exprimiert. Obwohl der CD95 neben der Leber fast ubiquitar exprimiert
wird, scheint seine Funktion in der Leber von herausragender Bedeutung. So kommt
es bei Mausen nach Applikation von CD95-aktivierendem Antikdrper binnen 3 h zum
letalen Leberversagen (Ogasawara et al., 1993; Rodriguez et al., 1996).

Der CD95 ist an einer Reihe von pathologischen Leberprozessen beteiligt. So wird im
Rahmen der alkoholischen Lebererkrankung eine Induktion des Cytochrom P450
2E1 mit nachfolgender Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beobachtet.
Dieses flhrt zum einen zu einer Hochregulation von CD95-Ligand (CD95L) auf der
Oberflache der Hepatozyten und zum anderen zum Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials (Rust & Gores, 2000). Im Rahmen der viralen Hepatitis wurde
neben der Granzym B-vermittelten Apoptose von Leberparenchymzellen durch
zytotoxische T-Zellen auch eine direkte, durch CD95L-Prasentation vermittelte
Apoptose beobachtet (Rust & Gores, 2000). Im Rahmen von cholestatischen
Lebererkrankungen kommt es zu einer Akkumulation von hydrophoben Gallens&uren
im Zellinneren der Leberparenchymzelle, wenn das Angebot an Gallensduren die
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Exkretionsleistung der Leberparenchymzelle Gbersteigt oder die Exkretionsleistung
der Zelle, z.B. durch den Ausbau der entsprechenden Transporter (Bsep, Mrp2) aus
der kanalikularen Membran, vermindert ist. Je nach Konzentration der hydrophoben
Gallensauren kommt es dann entweder zur Nekrose (hohe
Gallensalzkonzentrationen) oder Apoptose (maBige Gallensalzkonzentrationen;
siehe oben) (Higuchi & Gores 2003).

Kirzlich wurde auch eine Beteiligung des CD95 an der Leberschadigung im Rahmen
des HELLP (hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count)-Syndroms
postuliert. Im Rahmen der arteriellen Hypertonie der Schwangeren wird CD95L von
der fetalen Seite der Plazenta durch den hohen Perfusionsdruck abgeschert. CD95L
wird dort vom Fetus prasentiert, um maternale, immunkompetente Zellen
abzuwehren. Der abgescherte CD95L induziert dann eine CD95-vermittelte
Apoptose, die die Schadigung der maternalen Leber im Rahmen dieses
Krankheitsbildes erklart (Strand et al., 2004).

Ziel dieser Studie war es daher neben der ligandenunabhangigen Aktivierung des
CD95-Systems durch hydrophobe Gallensauren oder Hyperosmolaritat die CD95L-
induzierte Apoptose hinsichtlich ihrer Signaltransduktion weiter aufzuklaren, um
potentielle therapeutische Angriffsziele zu identifizieren.
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2. Fragestellung

Neben der CD95-Ligand (CD95L)-vermittelten Aktivierung des CD95-Systems,
kommt es auch nach Stimulation mit hydrophoben Gallensauren in
Leberparenchymzellen zu einer CD95-vermittelten Apoptose (Chieco et al., 1997;
Faubion et al., 1999; Miyoshi et al., 1999; Higuchi & Gores 2003). An der Gallensalz-
induzierten Apoptose ist neben dem oxidativen Stress (Sokol et al., 1995; Lemasters,
1999; Yerushalmi et al., 2001; Higuchi & Gores 2003) auch eine Reihe von
Proteinkinasen-Systemen beteiligt, mit zum Teil pro- (Jones et al., 1997) und anti-
apoptotischer Wirkung (Takikawa et al., 2001). Darlber hinaus mag auch
extrazellularer Stress, wie UV-Licht-Bestrahlung (Rosette & Karin, 1996) oder
osmotischer Schock (Fumarola et al., 2001), Apoptose auszuldsen.

Pro-apoptotische Reize vermdgen aber auch, proliferative Signaltransduktions-
kaskaden zu aktivieren. So kommt es nach Stimulation von Cholangiozyten mit pro-
apoptotischen Gallensduren zu einer Aktivierung des epidermal growth factor (EGF)-
Rezeptors, einem Wachstumsfaktor-Rezeptor, mit nachfolgender Aktivierung der
MAP-Kinasen extracellular signal-regulated kinases (Erk)-1 und -2 (Qiao et al.,
2001).

Ziel dieser Arbeit war es nun aufzuzeigen, durch welche molekularen Signal-

transduktionsmechanismen der CD95 aktiviert wird.

Folgende Fragen ergaben sich hieraus:

1. Wird die Aktivitdt des CD95 durch seinen Aufenthaltsort in der Zelle / an der
Plasmamembran bestimmt ?

2. Welche Modifikationen des CD95 fiihren zu dessen Translokation ?

3. Gibt es einen gemeinsamen Signaltransduktionsweg fir die Liganden-
abhéangige und die Liganden-unabhangige CD95-Aktivierung ?

4. Welche Rolle spielt der durch pro-apoptotische Reize ausgeléste oxidative
Stress fir die Aktivierung des CD95-Systems ?

5. Wo greifen potentiell anti-apoptotische, hepatoprotektive Substanzen in die

zur CD95-Aktivierung fihrende Signaltransduktion ein ?
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Folgende Modellsysteme wurden in aus der Ratte isolierten, kultivierten Leber-
parenchymzellen, humanen Hepatomzellen (Huh7-Zellen) und in der perfundierten
Rattenleber untersucht:

1. hyperosmolare (405 mosmol/L) versus normoosmolare Stimulation (305
mosmol/L)

2. Stimulation mit den hydrophoben, pro-apoptotischen Gallensduren TLCS,
TCDC und GCDC, der neutralen Gallensaure TC und der hydrophilen, anti-
apoptotischen Gallensaure TUDC

3. CD95 Ligand-induzierte Apoptose

Dartber hinaus wurde im Tiermodell der Gallengangsligatur (bile duct ligation, BDL)
die mdgliche protektive Wirkung des organischen Osmolytes Betain auf die
Gallensalz-induzierte Apoptose einschlieBlich der zugrundeliegenden
Signaltransduktion untersucht.

In einem weiteren Tiermodell wurde der EinfluB einer durch Endotoxininjektion
ausgeldsten Entzindung auf die CD95-vermittelte Apoptose in Leberparenchym-

zellen untersucht.
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3. Methoden

Im Nachfolgenden werden die der Habilitationsschrift zugrunde liegenden
experimentellen Methoden zusammenfassend dargestellt. Eine ausflhrliche
Beschreibung findet sich in den im Anhang ausgewiesenen Publikationen, auf die im
Text verwiesen wird (#1-#13).

3.1 Zellisolation (#1-#13)

Leberparenchymzellen wurden aus den Lebern ménnlicher Wistar-Ratten mittels
Kollagenase-Perfusion isoliert (Kurz et al., 2000). Dazu wurde nach Andsthesie der
Ratte die Bauchhdhle erdffnet und die Pfortader kanuliert, mit Calcium-freiem
Medium anperfundiert und anschlieBend mit Kollagenase-haltigem Medium zur
Auflésung der Zellverbdnde perfundiert. Die so erhaltene Zellsuspension wurde
durch wiederholte Niedriggeschwindigkeitszentrifugation weiter aufgetrennt, so daB
schlieBlich Leberparenchymzellen mit einer Reinheit und Vitalitdt von mehr als 95 %
isoliert wurden. AnschlieBend wurden die Zellen auf Kollagen-beschichteten
Kulturschalen fir bis zu 4 Tagen kultiviert.

3.2 Leberperfusion (#6,#7,#10)

Zur Untersuchung der Signaltransduktion in der intakten Leber wurden Lebern von
mannlichen Wistar-Ratten nicht-rezirkulierend mit Carbogen-gesattigtem Krebs-
Henseleit-Puffer, dem 2,1 mmol/L Lactat und 0,3 mmol/L Pyruvat beigefligt waren,
bei 37°C mit einem FluB von 3,5-4,5 mL x min™ x g Lebergewicht perfundiert (Noé et
al., 1996). Es wurden jeweils vor und nach der jeweiligen Stimulation Leberlappen
entnommen und der weiteren Analyse zugefthrt. Die Leberlappen wurden so
entnommen, daB der portalvendse Druck, der kontinuierlich gemessen wurde,
konstant blieb. Im Weiteren wurde die LDH-Aktivitat im Effluat gemessen, um eine
etwaige Zellschadigung wahrend der Perfusion zu Uberwachen. Die LDH-Freisetzung
in das Effluat durfte hierbei 20 mU x min™ x g Lebergewicht nicht tiberschreiten.

3.3 Bestimmung des intrazellularen Wassergehaltes in der perfundierten
Leber

Der intrazellulare Wassergehalt in der intakten Leber als MaB fur das Zellvolumen

wurde aus der Differenz des Auswaschprofiles von gleichzeitig perfundiertem ['*C]-

Harnstoff und [°*H]-Inulin (ca. 500 Bg/mL im Perfusat) berechnet (vom Dahl et al.,
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1991). Hierzu wurden beide Isotope zunachst far 5 min perfundiert, um ein
Aquilibrium der beiden Tracer in den intra- und extrazellularen Kompartimenten zu
erzielen. Nach Einstellen des Aquilibriums wurden beide Isotope ausgewaschen und
deren Gehalt unter konstanten Bedingungen im Effluat durch Zweispekiren-
Szintillations-Spektrometrie fiir [°H] und [*C] gemessen und ins Verhéltnis gesetzt
(PH)[*C]-Quotient). Ein vermeintlich '#C-, aber nicht °*H-, zugangliches
Kompartiment wurde als intrazellularer Wassergehalt (zelluldrer Hydratations-
zustand) bezeichnet und in plL/g Lebergewicht ausgedrickt. Unter Normal-
bedingungen betragt der intrazellulare Wassergehalt 572 + 11 uL/g (vom Dahl et al.,
1991).

3.4 Western Blot-Analysen (#1-#13)

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen sowie zum Nachweis von kovalenten
Modifikationen (Proteinphosphorylierung, -nitrierung) wurden Western Blot-Analysen
durchgefuhrt. Zelllysate wurden hierzu nach Proteinbestimmung (Bradford-Methode)
durch 8-15 % Polyacrylamid-Gele elektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitro-
cellulosemembranen geblottet. Die jeweiligen Proteine wurden durch primére
Antikérper mit Hilfe der Chemolumineszenz des dazugehdrigen sekundaren Anti-
koérpers detektiert. Im Weiteren kamen phosphospezifische primare Antikérper zum
Nachweis von Modifikationen selektiver Aminosauren des zu untersuchenden

Proteins zum Einsatz.

3.5 Immunprazipitationen (#3,#4,#6-#13)

Zur Anreicherung einzelner Proteine (und den an diese Proteine gebundenen
weiteren Proteinen) wurden diese vor der entsprechenden Gelelektrophorese
immunprazipitiert. Hierzu wurde dem Zelllysat ein gegen das anzureichernde Protein
gerichteter primarer Antikdrper sowie Protein A- und G-Agarose beigefligt und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach intensivem Waschen ist das zu untersuchende Protein
aus dem Gesamtzelllysat aufgereinigt und kann jetzt der Gelelektrophorese zugeflihrt
werden. Durch phosphospezifische Antikérper kann somit eine Phosphorylierung des
Zielproteins nachgewiesen werden. Daruber hinaus gelingt der Nachweis von
Protein-Protein-Interaktionen durch Detektion weiterer Proteine aus dem Immun-

prazipitat.
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3.6 Membranfraktionierung durch differentielle Zentrifugation (#1,#4,#6-#13)

Mit Hilfe einer differentiellen Zentrifugation wurden Membran-haltige Kompartimente
der Zelle separiert. Nach hypotoner Zelllyse wurde das Lysat zunachst flr 5 min bei
4°C mit 1.200 g zentrifugiert, um den Zellschrott vom Lysat zu separieren. Hiernach
erfolgte eine erste Ultrazentrifugation mit 40.000 g fir 35 min. Das hierbei erhaltene
Pellet entspricht der Plasmamembran und wurde in einem entsprechenden Puffer
resuspendiert. Der Uberstand enthdlt das Zytosol inklusiver kleiner, im Zytosol
lokalisierter Endomembranen/Endovesikel. Durch eine weitere Ultrazentrifugation (2
h, 100.000 g) wurden die Endomembranen vom Zytosol getrennt. Annexin Il wurde
als Markerprotein fir die Plasmamembran und die GAPDH als Markerprotein fir das
Zytosol verwendet und in Western Blot-Analysen zur Dokumentation der Effizienz der

Auftrennung detektiert.

3.7 Immunzytochemie und konfokale Mikroskopie (#1-#13)

Mittels spezifischer AntikGrper wurde die Expression und subzellulare Lokalisation
von Proteinen in Einzelzellen und Gewebeschnitten nachgewiesen. Dazu wurde das
zu untersuchende Praparat fixiert, permeabilisiert und mit Protein-spezifischen
primaren Antikérpern inkubiert. Die Bindung des primaren Antikérpers an das
Zielprotein wurde mit Hilfe eines sekundéaren, Fluorochrom-gekoppelten Antikérpers
markiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Die Kolokalisation von 2
gleichzeitig detektierten Proteinen wurde mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie (BioRad Confocal Laser Scanning Microscope, Leica TCS-NT)
dargestellt. Um eine Translokation von Proteinen an die Plasmamembran
darzustellen, wurden Préparate auch unter nicht-permeabilisierten Bedingungen
immunzytochemisch gefarbt. Nach Beendigung der jeweiligen Inkubationsphase
wurden die Zellen kurz gewaschen und dann kontinuierlich bei 4°C weiterbehandelt,
in dem zun&chst die primaren und dann die sekundaren Antikérper inkubiert wurden,
bevor die Zellen schlieBlich fixiert wurden. Somit konnte der primare und sekundéare
Antikérper nur an die in der Plasmamembran gelegene Epitope binden.

3.8 Messung von reaktiven Sauerstoffspezies in Einzelzellen
(#3,#4,#6,#7,#12,#13)
Zur Darstellung von reaktiven Sauerstoffspezies in Einzelzellen wurde im Rahmen

dieser Arbeit ein neues Verfahren entwickelt. Zellen wurden hierzu mit dem
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Fluorochrom  CM-H.DCFDA  (5-6-Chloromethyl-2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein-
Diacetat) beladen. Die Oxidation des nicht-fluoreszierenden 2',7'-Dichloro-
dihydrofluorescein-Diacetat (H.DCFDA) zu dem stark fluoreszierenden 2'7'-
Dichlorofluorescein (DCF) reflektiert hierbei die Gesamtheit der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies in der Zelle (Le Bel et al.,, 1992). CM-H,DCFDA ist ein
Chloromethyl-Derivat des H,DCFDA, welches in hohem MaBe in lebenden Zellen
angereichert wird. CM-H,DCFDA diffundiert passiv in die Zelle, in der die Acetat-
Gruppen durch intrazellulare Esterasen abgespalten werden und die Thiol-reaktive
Chloromethyl-Gruppe mit intrazellularem Glutathion und anderen Thiolen reagiert.
Eine intrazelluldre Oxidation des Farbstoffes fiihrt dann zu einem fluoreszierendem
Addukt, das in der Zelle ,gefangen® ist. Somit eignet sich dieses Fluorochrom auch
fir Messungen Uber l&angere Zeitrdume in lebenden Zellen (Mahadev et al., 2001).
Zur Messung der Fluoreszenz in Einzelzellen wurden Zellen auf Deckglasern
kultiviert. Diese Deckglaser wurden dann mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)
bei 37°C Uberdeckt und mit Raumatmosphéare &quilibriert. Die Zellen wurden mit
Licht von 488 nm Wellenldange mit 2 Hz Taktfrequenz angeregt, das von einem
Monochromator generiert wurde. Die Emission wurde bei 515-565 nm Wellenlange
unter Zuhilfenahme einer CCD-Kamera und des QuantiCell 2000-Calcium Imaging-
MeBplatzes (Visitech) in Einzelzellen registriert.

Zur Messung der Fluoreszenz in Zellpopulationen wurde das aus der Literatur
bekannte Verfahren verwendet (Le Bel et al., 1992): hierzu wurden Zellen nach der
Stimulation in Zellkulturschalen lysiert, der Zellschrott abzentrifugiert (1 min, 4°C,
10.000 g) und die Fluoreszenz im Uberstand in einem Lumineszenz-Spektrometer
(LS-5B, Perkin-Elmer) bei 488 nm Anregungswellenlange und 515-565 nm

Emissionswellenlange gemessen.

3.9 Messung der intrazellularen cAMP-Konzentration und PKA-Aktivitat (#7)
Zur Messung der intrazellularen cAMP-Konzentration wurden zwei kommerziell
erhéltliche Assays verwendet: zum einen ein ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay, R&D Systems) und zum anderen ein RIA (radioimmunosorbent assay,
Amersham). Die so bestimmte cAMP-Konzentration wurde auf den Proteingehalt der
jeweiligen Probe normiert.

Zur Bestimmung der intrazelluldaren Proteinkinase A (PKA)-Aktivitdt wurde ein
kommerziell erhaltlicher Assay (Protein-Kinase-Assay-Kit, Calbiochem) verwendet.
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Die so bestimmte Aktivitat wurde auf den Proteingehalt der jeweiligen Probe

normiert.

3.10 Messung des intrazellularen Ceramidgehalts (#12,#13)

Der intrazelluldre Ceramidgehalt wurde mittels Lipidextraktion und anschlieBender
high performance thin layer chromatography (HPTLC) bestimmt. Die Quantifizierung
der Lipide wurde aus jeweils 500 pug Protein per FOLCH-Extraktion durchgefiihrt
(Folch et al., 1957). Die so erhaltenen Proben wurden mit Hilfe der HPTLC weiter
aufgeschlossen (Merck 60F 254s und CAMAG Linomat V). Zur Bestimmung der
Ceramide wurden die Proben per automated multiple development (AMD)-Prozedur
(AMD 2 device, CAMAG) in insgesamt 7 Eluationen aufgetrennt. Zur Quantifizierung
wurde die Absorption bei 550 nm Wellenldnge im Vergleich zu einer Standardkurve
gemessen (Grether-Beck et al., 2000).

3.11 Protein-knockdown mittels Antisense-Oligonukleotiden (#9,#10,#12,#13)

Zum selektiven knockdown von Zielproteinen der Signaltransduktion wurden
Antisense-Oliginukleotide gegen die Src-Kinase Yes, den epidermal growth factor-
Rezeptor (EGFR) und die NADPH-Oxidase-Untereinheit p47°"* zusammen mit
Nonsense-Oligonukleotiden zur Kontrolle kommerziell hergestellt (Biognostik). Unter
Zuhilfenahme von kationischen Lipiden (Lipofectamine 2000, Invitrogen) wurden die
Oligonukleotide in die Zielzellen transfiziert, wo sie an die das Zielprotein kodierende
mMRNA binden und somit die Proteintranslation blockieren. Binnen 4 Tagen in Kultur
kam es zu einer signifikanten Abnahme der jeweiligen Proteinexpression, die durch

Western Blot-Analyse dokumentiert wurde.

3.12 Reverse Transkription-Polymerase Kettenreaktion (#8,#9,#11-#13)

Zum semiquantitativen Nachweis von mRNA wurden RT-PCR (reverse transcription-
polymerase chain reaction)-Analysen durchgefihrt. Nach RNA-Extraktion wurde der
RNA-Gehalt der Proben mittels Spektrophotometrie quantifiziert und jeweils gleiche
RNA-Mengen mit spezifischen Primern amplifiziert. Die PCR-Produkte wurde in
zweiprozentigen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Ethidium-
bromid-Farbung visualisiert. Im Weiteren wurden die PCR-Produkte aus dem
Agarosegel extrahiert und kommerziell sequenziert (MWG Biotech), um das
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Amplifikat zu bestatigen. B-Aktin wurde jeweils als Beladungskontrolle amplifiziert
und detektiert.

3.13 Klonierung und Plasmidkonstruktion von CD95-YFP und EGFR-CFP und
deren Transfektion (#8,#9,#11-#13)

Die den CD95 kodierende Nukleotidsequenz wurde mittels RT-PCR aus HepG2-
mRNA amplifiziert und in den pTOPO-TA-Vektor der Firma Invitrogen ligiert. Nach
Einflhrung der Restriktionsschnittstellen und Entfernung des Stop-Codons mittels
PCR wurde das Fragment in das pE YFP-N1-Plasmid der Firma Clontech inseriert,
um ein Fusionsprotein des CD95 mit einem YFP (yellow fluorescent protein) am C-
Terminus zu erhalten. Das EGFR-CFP (cyan fluorescent protein)-Konstrukt wurde
aus dem F7 erb B1-EGFP-Plasmid (Prof. Dr. Arndt-dovin; Brock et al., 1999)
hergestellt, in dem das GFP (green fluorescent protein) am C-Terminus des EGFR
durch das CFP aus pECFP-N1 der Firma Clontech mittels PCR ersetzt wurde. Alle
Konstrukte wurden mittels kommerzieller Sequenzierung tberprift (MWG Biotech).
Huh7-Zellen wurden bis zu einer Dichte von 70 % Konfluenz kultiviert, bevor sie mit
den jeweiligen Expressionsvektoren fur das CD95-YFP- und das EGFR-CFP-
Fusionsprotein unter Verwendung von Lipofectamine 2000 (Invitrogen) transient

transfiziert wurden.

3.14 Mutagenese des CD95-Konstrukts (#11,#13)

Die 3 Tyrosinreste des CD95-YFP-Konstrukts wurden mittels side directed
mutagenesis und Standard-PCR-Techniken einzeln, als Doppel- und Dreifach-
Mutante gegen Phenylalanin ausgetauscht (Tyr—Phe). Alle Konstrukte wurden

mittels kommerzieller Sequenzierung Uberprift (MWG Biotech).

3.15 Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)-Mikroskopie (#11-#13)

Konfokale Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)-Aufnahmen der mit CD95-
YFP und EGFR-CFP (ko-)transfizierten Zellen wurden mit Hilfe des LSM-510-META-
Mikroskops (Zeiss) angefertigt. Der META-Scan verhindert hierbei den cross talk
(Durchbluten) des CFP- in den YFP-Kanal. CFP wurde mit 405 nm und YFP mit 514
nm Wellenlange angeregt. Die FRET-Effizienz wurde mittels der LSM-Image-

Examiner-3.1-Software (Zeiss) bestimmt. Die FRET-Aufnahmen wurden dann jeweils
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hinsichtlich ihrer FRET-Effizienz in Bezug zu einer Standard-Skala normalisiert und

von blau/0 nach rot/255 quantifiziert (Dickinson et al., 2003).

3.16 Messung der Caspase 3- und Caspase 8-Aktivitat (#1-#5,#8,#13)

Die Aktivitdt der Caspasen 8 und 3 wurde aus dem Zelllysat mit Hilfe von
kommerziell erhaltlichen Assays bestimmt (R&D Systems). Die so bestimmte Aktivitat
wurde auf den Proteingehalt der jeweiligen Probe normiert.

3.17 Messung der Cytochrom c-Freisetzung (#3,#13)

Zur Quantifizierung der Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien in das
Zytosol wurden die Zellen nach der Stimulation lysiert und der Zellschrott fir 10 min
bei 4°C mit 800 g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dann fiir 1 h bei 4°C mit
100.000 g ultrazentrifugiert, um die Mitochondrien vom Zytosol zu trennen. Aus dem
Uberstand, der dem Zytosol entspricht, wurde dann mittels Western Blot-Analyse
nach 15-prozentiger Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Cytochrom c-Gehalt der

Probe bestimmt.

3.18 Apoptosequantifizierung mittels TUNEL- und Annexin V-Assay (#1-#13)
Mit Hilfe der TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated X-dUTP nick-
end labelling)-Technik wurde mittels eines kommerziell erhaltlichen Assays (Roche
Diagnostics) der Anteil der apoptotischen Zellen per Fluoreszenzmikroskopie
visualisiert und quantifiziert.

Der Symmetrieverlust der Phospholipide der Zellmembran ist ein friihes Ereignis im
Rahmen des apoptotischen Zelltodes und wurde mittels eines kommerziell
erhéltlichen Assays (Bender Medical Systems) per Fluoreszenzmikroskopie
visualisiert und quantifiziert. Die gleichzeitige Verwendung von Propidiumjodid
ermdglicht hierbei die simultane Quantifizierung des Anteils der nekrotischen Zellen

in der gleichen Probe.
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4. Ergebnisse eigener Arbeiten

Leberparenchymzellen sind sogenannte Typ IlI-Zellen, d.h. nach der Aktivierung von
Todesrezeptoren aus der TNF-Rezeptor-Familie bedarf es nach Aktivierung der
Initiator-Caspasen an der Todeseffektordoméne (z.B. Caspase 8) einer zusatzlichen
mitochondrialen Amplifikation zur Aktivierung der Effektor-Caspasen (z.B. Caspase
3), um den apoptotischen Zelltod zu exekutieren (Higuchi & Gores, 2003; Barnhart et
al., 2003). Wahrend hinreichend viele Daten Uber die CD95-Ligand (CD95L)-
vermittelte Aktivierung des CD95-Systems in Typ I|-Zellen vorliegen, existieren
wenige Studien zu frihen Ereignissen der CD95-Aktivierung, insbesondere der
CD95L-unabhangigen CD95-Aktivierung, wie sie fir hydrophobe Gallensauren
beschrieben ist (Chieco et al., 1997; Faubion et al., 1999; Miyoshi et al., 1999). Es
konnte gezeigt werden, daB hydrophobe Gallensauren eine CD95-vermittelte
Apoptose in Leberparenchymzellen induzieren kénnen (Chieco et al., 1997; Faubion
et al.,, 1999; Miyoshi et al., 1999; Higuchi & Gores 2003), es aber auch davon
unabhéngig zu einer direkten Einwirkung auf die Mitochondrien kommt (Sokol et al.,
1995; Lemasters, 1999; Yerushalmi et al., 2001, Higuchi & Gores 2003). In beiden
Féllen ist eine Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die Folge (Lemasters,
1999; Higuchi & Gores 2003). Darliber hinaus war in McNtcp.24-Zellen eine durch
hydrophobe Gallensauren induzierte Translokation des CD95 zur Plasmamembran
beschrieben (Sodeman et al., 2000).

4.1 Translokation des CD95 zur Plasmamembran

Immunzytochemische Farbungen des CD95 zeigten in permeabilisierten Leberparen-
chymzellen eine deutliche Expression. Farbungen an nicht-permeabilisierten Zellen
hingegen zeigten so gut wie gar keine Expression des Rezeptors an der
Plasmamembran, so daB der CD95 unter Kontrollbedingungen vornehmlich im
Zellinneren lokalisiert ist. Nach Stimulation der Leberparenchymzellen mit CD95L,
hydrophoben Gallensduren oder Hyperosmolaritdt kommt es auch unter nicht-
permeabilisierten Bedingungen zu einer deutlichen Immunreaktivitat an der
Plasmamembran als Ausdruck einer Translokation des nunmehr aktivierten CD95
aus dem Zellinneren an die Plasmamembran (#1,#2) (Abbildung 2).

Durch Transfektion des fluoreszierenden CD95-YFP-Konstrukts konnte die
Translokation des CD95 an die Plasmamembran auch in lebenden Huh7-Zellen
dargestellt werden (#8,#9,#11) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Translokation des CD95 zur Plasmamembran

A) Wie durch immunzytochemische Farbung des CD95 in permeabilisierten, 24 h-kultivierten
Leberparenchymzellen gezeigt werden konnte, exprimieren diese den CD95. Bei Farbung von nicht-
permeabilisierten Zellen hingegen, ergab sich so gut wie keine Immunreaktivitadt an der
Plasmamembran (das Kéastchen zeigt das geféarbte Gesichtsfeld in der Durchlichtmikroskopie). Nach
Stimulation mit der hydrophoben Gallensdure TLCS oder dem CD95-Liganden kommt es zu einer
punktférmigen Immunreaktivitat fir den CD95 an der Plasmamembran auch in nicht permeabilisierten
Zellen.

B) Huh7-Zellen wurden mit einem gelb-fluoreszierenden CD95-YFP-Konstrukt transfiziert. Wahrend
das CD95-YFP-Konstrukt unter normoosmolaren Bedingungen (305 mosmol/L) vornehmlich im
Inneren der Zelle lokalisiert ist, kommt es nach hyperosmolarer Stimulation (405 mosmol/L) zu einer
Anreicherung des CD95-YFP-Konstruktes in der Plasmamembran.
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Im Weiteren konnte gezeigt werden, daB die Translokation des CD95 mit dessen
Tyrosinphosphorylierung verbunden ist (#4,#6). Die Aufklarung der zugrunde-
liegenden Signaltransduktionsmechanismen war vornehmliches Ziel dieser Arbeit.

4.2 Oxidativer Stress als initiales Ereignis der Signaltransduktion

Es konnte gezeigt werden, daB die Stimulation von Leberparenchymzellen mit
CD95L, hydrophoben Gallensauren und Hyperosmolaritat zu einer sofortigen Bildung
von ROS fihrt (#4,#6,#9,#10,#12,#13).

Als Quelle dieser ROS-Bildung kam neben den Mitochondrien und dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Sokol et al., 1998) auch die NADPH-Oxidase in
Frage. Neuere Arbeiten konnten zeigen, daB es neben der klassischen Form der

PhoX) auch verwandte Formen in

NADPH-Oxidase der phagozytierenden Zellen (gp91
nicht-phagozytierenden Zellen (,Nox“) gibt (Labeth et al., 2000; Edens et al., 2001;
Lambeth, 2002). Die regulatorische p47°"**-Untereinheit (Pani et al., 2001; Bokoch &
Diebold, 2002) wird hierbei sowohl von phagozytierenden wie von nicht-
phagozytierenden Zellen exprimiert (Vignais, 2001; Nauseef, 2004), wahrend die
Expression der gp91P"™-Untereinheit (glykosyliertes Protein mit einem Molekular-
gewicht von 91 kDa) vor allem den phagozytierenden Zellen vorbehalten ist
(Lambeth, 2002). Die entsprechenden Analoge der nicht-phagozytierenden Zellen
werden mit Nox 1-5, sowie mit Duox 1-2 (Enzyme, die zusatzlich noch eine
Peroxidase-Eigenschaft aufweisen) bezeichnet (Edens et al., 2001). Die gp91P"*
entspricht hierbei der Nox 2 (Lambeth et al., 2000). Es konnte nunmehr gezeigt
werden, daB auch Leberparenchymzellen als nicht-phagozytierende Zellen
Untereinheiten der NADPH-Oxidase exprimieren (#12,#13). Neben dem Nachweis
der mRNA fir die p47°™, Nox 1 und 2, sowie Nox 4 und Duox 1 und 2 in
Leberparenchymzellen gelang auch der Nachweis von p47°™* und Nox 2-Protein
mittels Western Blot-Analyse und Immunzytochemie (#12,#13). Somit weisen
Leberparenchymzellen die fur die Funktion der NADPH-Oxidase essentiellen
Untereinheiten auf.

Im Weiteren konnte gezeigt werden, daB neben unspezifischen Antioxidantien wie N-
Acetylcystein (NAC), Trolox, Melatonin oder Epicatechin (#4,#6) auch Inhibitoren der
NADPH-Oxidase wie Apocynin, Neopterin und Diphenyliodonium die durch CD95L,
hydrophobe Gallensauren oder Hyperosmolaritéat induzierte ROS-Bildung hemmen

(#12,#13). Neben der pharmakologischen Hemmung der NADPH-Oxidase wurde
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auch ein Protein-knockdown fir die regulatorische NADPH-Oxidase-Untereinheit
p47°" durchgefiihrt. Herunterregulation der p47°" -Proteinexpression filhrte zu
einer deutlichen Hemmung der durch CD95L, hydrophobe Gallensauren oder
Hyperosmolaritat induzierten ROS-Bildung (#12,#13). Somit wurde die NADPH-
Oxidase als Ursprung der ,schnellen® ROS-Bildung nach pro-apoptotischer
Stimulation in Leberparenchymzellen identifiziert. Darlber hinaus unterhalten die
Mitochondrien als ein zweiter, nachgeschalteter ROS-Generator die Aktivierung des
CD95, wobei die Aktivierung der Mitochondrien erst Uber die Caspase 8 vermittelte
Bid-Spaltung, also nach der initialen CD95-Aktivierung und Bildung des death
inducing signaling complex (DISC) durch Anlagerung der Fas-associated death
domain (FADD) und der Caspase 8 an den CD95 erfolgt (Yin, 2000; Higuchi &
Gores, 2003; Barnhart et al., 2003).

Die unmittelbare Bildung von Ceramiden nach Stimulation mit TNFo konnte bereits in
neutrophilen Granulozyten gezeigt werden (Ohta et al., 1994). Die knock out-Maus
der sauren Sphingomyelinase (acidic sphigomyelinase, ASMase) ist ein Tiermodell
der Niemann-Pick-Krankheit Typ A oder B, die beim Menschen aufgrund einer
gestorten Immunabwehr meist schon im frihen Kindesalter tddlich verlauft (Callahan
& Khalil, 1976). Aus ASM-knock out-Mausen isolierte Lymphozyten und
Leberparenchymzellen weisen eine gehemmte CD95-vermittelte Apoptoserate auf
(Paris et al.,, 2001; Grassme et al., 2003). Ferner vermag die ansonsten pro-
apoptotische Gallensaure DCA (Desoxycholat) in ASMase-knock out-Mausen keine
Apoptose mehr auszulésen (Gupta et al., 2004). In eigenen Messungen konnte nun
gezeigt werden, daB sowohl CD95L als auch hydrophobe Gallensauren und
Hyperosmolaritat binnen 30 sec zu einer signifikanten Erhéhung der intrazellularen
Ceramid-Spiegel flhren, die dann fir mindestens 30 min anhalt (#12,#13).
Inhibitoren der SMase, wie AY9944 und das trizyklische Antidepressivum
Desipramin, hemmen die Ceramidbildung in unserem System. Die Ceramidbildung
tritt also zeitgleich mit der Aktivierung der NADPH-Oxidase auf.

Der Aktivierung der NADPH-Oxidase geht zumeist eine Aktivierung der zytosolisch
lokalisierten, regulatorischen Untereinheit p47°"* voraus (Pani et al., 2001; Bokoch &
Diebold, 2002). Neben der Translokation der aktivierten p47°"* zur Plasmamembran
laBt sich deren Aktivierung auch durch Nachweis einer aktivierenden
Serinphosphorylierung messen (Inanami et al., 1998; Johnson et al., 1998). Hierzu

wurde die p47ph°X immunprazipitiert und deren Aktivierung mittels Phospho-Serin-
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spezifischer Antikérper detektiert. Es konnte gezeigt werden, daB CD95L,
hydrophobe Gallensauren und Hyperosmolaritat binnen 1 min zu einer aktivierenden
Serinphosphorylierung der p47°"* fiihren (#12,#13) (Abbildung 3).

Aus der Literatur ist bekannt, daB die Serinreste der p47°"-Untereinheit ein Substrat
der Proteinkinase C (PKC){ sind (Dang et al. 2001; Fontayne et al., 2002), die
wiederum durch Ceramide in ihrer Funktion als Serinkinase aktiviert wird (Mathias et
al., 1998). Es konnte nunmehr gezeigt werden, daB Stimulation von
Leberparenchymzellen mit CD95L, Gallensauren oder Hyperosmolaritét binnen 1 min
zu einer Anreicherung der PKC{ an der Plasmamembran fihrt (#12,#13). Darlber
hinaus konnten Hemmstoffe der PKCC, wie Chelerythrin oder ein inhibitorisches
Pseudosubstrat der PKC(, die aktivierende Serinphosphorylierung der p47°"
verhindern (#12,#13).

Somit kommt es nach Stimulation von Leberparenchymzellen mit CD95L,
hydrophoben Gallensauren oder Hyperosmolaritat zu einer umgehenden Freisetzung
von Ceramiden durch eine SMase-Aktivitdt. Die Erhdhung der intrazellularen
Ceramid-Konzentration fiihrt dann zu einer Aktivierung der PKC(, die die p47P"-
Untereinheit der NADPH-Oxidase phosphoryliert (#12,#13). Die aktivierende
Serinphosphorylierung der p47°"* fiihrt zu deren Translokation zur Plasmamembran,
wo sich weitere Untereinheiten der NADPH-Oxidase anlagern und den aktiven, ROS-
bildenden Enzymkomplex formieren (Inanami et al., 1998; Johnson et al., 1998).

Aus friiheren Studien zum Zellvolumen in der perfundierten Rattenleber war bekannt,
daB oxidativer Stress zu einer Zellschrumpfung fuhrt (Hallbrucker et al., 1992; Saha
et al., 1993). Da hydrophobe Gallensduren und Hyperosmolaritédt oxidativen Stress
auslésen (siehe oben), wurden Experimente zum Zellvolumen an perfundierten
Rattenlebern durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, daB sowohl hydrophobe
Gallensauren wie auch Hyperosmolaritdt binnen Minuten zu einer deutlichen
Abnahme des Zellvolumens der Leberparenchymzellen fiahren. Diese Zell-
schrumpfung im intakten Organ war durch Inhibitoren der SMase (Desipramin) und
der NADPH-Oxidase (Apocynin) sowie Antioxidanzien (NAC) teilweise hemmbar
(Reinehr & Haussinger, unpublizierte Daten). Es kommt durch Stimulation mit
hydrophoben Gallensauren oder Hyperosmolaritat also (auch im intakten Organ) zu
einer schnellen ROS-Bildung, die zu einer Abnahme des Zellvolumens flhrt. Diese
Zellschrumpfung ihrerseits fihrt aber auch wieder zu einer ROS-Bildung im Sinne

eines sich selbst verstarkenden Regelkreises.
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Abbildung 3: Aktivierung der p47°"*-Untereinheit der NADPH-Oxidase durch pro-
apoptotische Stimuli

Die p47ph°x wurde nach entsprechender Stimulation immunprazipitiert und mittels Western Blot-
Analyse eine aktivierende Serinphosphorylierung detektiert. Zur Beladungskontrolle wurde die
Gesamt-p47°"™-Auftragsmenge bestimmt.

Dargestellt sind Dosis-Wirkungskurven fiir CD95-Ligand, die hydrophobe Gallensédure TLCS und
Hyperosmolaritat. Schon ca. 10 ng/mL CD95L, 10 pmol/lL TLCS oder eine Anhebung der
extrazellularen Osmolaritat um 60 mosmol/L sind in der Lage, eine Aktivierung der p47°™* in 24 h-
kultivierten Leberparenchymzellen auszulésen.
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4.3 EGFR-Transaktivierung durch die Src-Familien-Kinase Yes

Die umgehende ROS-Bildung nach Stimulation mit CD95L, hydrophoben
Gallensauren oder Hyperosmolaritdt hat fur die Leberparenchymzelle funktionelle
Konsequenzen: es kommt im Folgenden zur Aktivierung der Src-Familien-Kinase Yes
(#9,#10) und zur Aktivierung der MAP-Kinase JNK (#4,#6). Da die Zugabe von Hz0>
(#12) ebenso wie die Gabe des Phosphatase-Inhibitors Vanadat (#10) zu einer
Aktivierung von Yes fuhrt, erscheint eine durch die ROS-Bildung induzierte
Hemmung einer Phosphatase als Ursache der Yes-Aktivierung wahrscheinlich
(Knebel et al., 1996). Die Aktivierung der Src-Familien-Kinase Yes wurde mittels Yes-
Immunprazipitation und anschlieBender Western Blot-Analyse detektiert, wobei ein
Antikérper zum Einsatz kam, der gegen die phosphorylierte Form des Tyrosinrestes

418

Tyr"™® innerhalb der Tyrosinkinase-Domane gerichtet ist (#9,#10,#12). Es konnte

gezeigt werden, daB es nach Stimulation von Leberparenchymzellen mit CD95L,
hydrophoben Gallensauren oder Hyperosmolaritdt binnen 1 min zur aktivierenden
Tyr*'®-Phosphorylierung der Yes-Kinase kommt (#9,#10,#12). Nach Aktivierung der
Src-Familien-Kinase Src durch Cholezystokinin ist eine Src-vermittelte Epidermal
growth factor-Rezeptor (EGFR)-Transaktivierung beschrieben (Piiper et al., 2003).

418

Das Tyrosinmotiv Tyr"™ innerhalb der Tyrosinkinasedoméne der Kinasen der Src-

845(x)

Familie entspricht hierbei dem Tyr innerhalb der EGFR-Tyrosinkinasedoméane

(Biscardi et al., 1999). Durch Koimmunprazipitation konnte gezeigt werden, das Yes
und EGFR binnen 1 min nach Stimulation assoziieren. Im Weiteren konnte durch
phosphospezifische Antikérper gezeigt werden, daB3 es ebenfalls binnen 1 min zu
einer Tyrosin®®™*)-Phosphorylierung des EGFR kommt (#9,#10,#12) (Abbildung 4).
Dadurch erhélt der EGFR selbst eine Tyrosinkinase-Aktivitat und phosphoryliert sich

1173(x

selbst, gemessen an der Zunahme der Tyrosin )-Phosphorylierung am C-

Terminus des EGFR. DalB es sich hierbei um eine Yes-vermittelte Transaktivierung

des EGFR handelt, zeigt die Tatsache, daB nur die Phosphorylierung am Tyr''73®),

nicht aber am Tyr®*®) AG1478 (Hemmstoff der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitit)
hemmbar waren, wahrend SU6656 als Hemmstoff der Yes-Tyrosinkinase-Aktivitat

845(x) 1173() hemmte

sowohl die EGFR-Phosphorylierung am Tyr
(#9,#10,#12) (Abbildung 4). AbschlieBend fihrte neben den pharmakologischen

Inhibitoren der Src-Familien-Kinase Yes auch der durch Antisense-Oligonukleotide

, als auch am Tyr

induzierte Yes-Protein-knockdown zu einer signifikanten Hemmung der EGFR-
Transaktivierung (#9,#10,#12).

) Bezeichnung der Tyrosinreste entsprechend der Nomenklatur des humanen EGFR
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Abbildung 4: Aktivierung des epidermal growth factor-Rezeptors (EGFR) durch pro-
apoptotische Stimuli

Die Phosphorylierung des EGFR an den Tyrosinresten Y®*™) (Src-target innerhalb der

Tyrosinkinasedomane),  Y'®*™  (Anbindungsstelle fur cbl) und Y% (Indikator der

Autophosphorylierung) wurden mittels phosphospezifischer Antikdrper und Western Blot-Analyse in 24

h-kultivierten Leberparenchymzellen bestimmt. [(*) Nomenklatur des humanen EGFR]

Die hydrophobe Gallensdure TLCS fuhrt binnen 1 min zu einer Phosphorylierung am Tyrosinrest

Y3** und Y"'"**) Durch Hemmung der Src-Familien-Kinase Yes mittels SU6656 unterbleibt die Yes-

vermittelte Phosphorylierung an Y****) und somit auch die Autophosphorylierung an Y''”**). Eine

Hemmung der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitat mittels AG1478 hemmt zwar die Autophosphorylierung

an Y'"**) nicht aber die Yes-vermittelte Phosphorylierung an Y3°®.

Far CD95L und Hyperosmolaritdt ergab sich ein vergleichbares Phosphorylierungsmuster und

Inhibitorprofil.
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Wahrend die Aktivierung des EGFR durch EGF selber zu einer Rezeptor-
Dimerisierung und Internalisierung fihrt (Haj et al., 2002; Gill 2002), kommt es nach
EGFR-Transaktivierung nicht zwingend zu einer Deaktivierung am ER (Leserer et al.,
2000; Gill 2002) (#11). Nach EGF-induzierter EGFR-Aktivierung kommt es zur

1045 und zur nachfolgenden Anlagerung des docking-

Phosphorylierung am Tyr
Proteins cbl (#10). Die Anlagerung von cbl an den EGFR ist mit dessen
Internalisierung vergesellschaftet (Levkowitz et al, 1998; De Melker et al., 2001;
Soubeyran et al. 2002). Nach Yes-vermittelter EGFR-Transaktivierung kommt es
weder zu einer Phosphorylierung des Tyr'%**) (Abbildung 4), noch zur Anlagerung
von cbl (#10). Im Weiteren konnte durch immunzytochemische Farbung gezeigt
werden, daB der EGFR in Leberparenchymzellen zum Teil membranstandig und zum
Teil intrazellular lokalisiert ist und nach Yes-vermittelter Transaktivierung zur
Plasmamembran transloziert (#11). Binnen 1 h ist Yes wieder vollstandig vom EGFR
abdissoziiert, wie durch Koimmunprazipitationsstudien gezeigt werden konnte
(#9,#10,#12). Cyclisches AMP induziert Uber die Proteinkinase A (PKA) eine
Serin/Threoninphosphorylierung von Yes. Diese verhindert die Assoziation von Yes
mit dem EGFR und hemmt somit die durch CD95L, hydrophobe Gallensauren oder
Hyperosmolaritat induzierte EGFR-Transaktivierung (#10).

4.4 Kovalente Modifikationen des CD95-Rezeptors

Nachdem es durch Stimulation mit CD95L, hydrophoben Gallensduren oder
Hyperosmolaritédt zu einer Uber die ROS-Bildung vermittelten Yes-Aktivierung und
nachfolgender EGFR-Transaktivierung kam, konnte nunmehr durch
Koimmunprazipitationsstudien gezeigt werden, daB es JNK-vermittelt zu einer
Assoziation des EGFR mit dem CD95 kommt (#4,#6), es gelang also der Nachweis
einer Protein-Protein-Interaktion zwischen einem (sogenannten) Wachstumsfaktor-
und einem (sogenannten) Todesrezeptor. Im Weiteren konnte gezeigt werden, daf
der CD95 nunmehr Substrat fir die Tyrosinkinase-Aktivitat des EGFR war, der CD95
also Tyrosin-phosphorlyiert wurde (#4,#6) (Abbildung 5). Neben der
pharmakologischen Hemmung der EGFR-Tyrosinkinaseaktivitat mittels AG1478
(#4,#6) fuhrte auch der EGFR-Protein-knockdown mittels Antisense-Oligonukleotiden
zu einer signifikanten Abnahme der durch CD95L, hydrophoben Gallens&uren oder
Hyperosmolaritat induzierten CD95-Tyrosinphosphorylierung (#9, #10).
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Abbildung 5: EGFR-vermittelte Tyrosinphosphorylierung des CD95 durch pro-apoptotische
Stimuli

Der CD95 von 24 h-kultivierten Leberparenchymzellen wurde nach entsprechender Stimulation

immunprazipitiert. Eine Assoziation des EGFR, Tyrosinphosphorylierung des CD95 und Assoziation

von FADD und Caspase 8 an den CD95 wurden mittels Western Blot-Analyse detektiert. Zur

Beladungskontrolle wurde die Gesamt-CD95-Auftragsmenge bestimmt.

Binnen 30 min kommt es nach Stimulation mit CD95L zu einer CD95/EGFR-Assoziation und zu einer

(EGFR-vermittelten) CD95-Tyrosinphosphorylierung. Binnen 60 min kommt es dann zu einer

Anlagerung von FADD und Caspase 8 (DISC-Bildung) an den CD95.

Far hydrophobe Gallensauren und Hyperosmolaritéat wurden vergleichbare Daten erhoben.

Die CD95-Tyrosinphosphorylierung konnte als notwendige Bedingung fir die
Translokation des CD95 zur Plasmamembran identifiziert werden, da alle
pharmakologischen Inhibitoren der CD95-Tyrosinphosphorylierung ebenso wie der
Protein-knockdown von p47°"*, Yes und EGFR zu einer Hemmung der Translokation
des CD95 zur Plasmamembran fUhrten (#1,#2,#4-#13). Es konnte bereits gezeigt
werden, daB Colchizin M&use in vivo vor der CD95L-vermittelten Apoptose schitzt,
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wobei der molekulare Mechanismus unklar blieb (Feng & Kaplowitz, 2000). In
unserem System flhrte die Hemmung des Mikrotubulusapparates der
Leberparenchymzellen durch Colchizin oder Taxol nicht zu einer Hemmung der
CD95-Tyrosinphosphorylierung, aber die Translokation des CD95 zur
Plasmamembran und die Anlagerung von FADD und Caspase 8 (DISC-Bildung)
blieben aus (#11,#12). Somit setzt die CD95-Translokation einen intakten
Mikrotubulusapparat voraus und die Bildung des DISC die Translokation des CD95
zur Plasmamembran.

Um die Spezifitat der CD95-Tyrosinphosphorylierung fiir die Translokation des CD95
zur Plasmamembran, DISC-Bildung und Apoptose weiter zu klaren, wurde ein
weiteres experimentelles Modell zur Hemmung der CD95-Tyrosinphosphorylierung
etabliert. Wird ein Tyrosinrest an 3’-Position des aromatischen Ringes nitriert, so
kann er an 4’-Position nicht mehr phosphoryliert werden (Kong et al., 1996; Brito et
al., 1999). Eine unselektive Protein-Tyrosinnitrierung wurde durch die Gabe von
Peroxynitrit erzielt (Goldstein et al., 2000) (#8). Durch CD95-Immunprazipitation und
anschlieBender Western Blot-Analyse konnte gezeigt werden, daB auch der CD95
durch Peroxynitrit an seinen Tyrosinresten nitriert wird (#6). Eine zuvor induzierte
CD95-Tyrosinnitrierung schloB eine CD95-Phosphorylierung aus und umgekehrt
(Abbildung 6). Somit lieB sich auch die Translokation des CD95 zur Plasma-
membran, DISC-Bildung und Apoptose durch Peroxynitrit hemmen (#8). Neben
diesem in vitro-Modell lieB sich die CD95-Tyrosinnitrierung auch in vivo nachweisen.
Eine 24-stlindige intraperitoneale Gabe von Endotoxin (4 mg / kg Kdrpergewicht)
fihrte zu einer deutlichen Zunahme der Gesamtprotein-Tyrosinnitrierung wie auch
der CD95-Tyrosinnitrierung (#8). Somit konnte die CD95-Tyrosinnitrierung auch in
vivo als mdglicher Regulationsmechanismus der CD95-vermittelten Apoptose
identifiziert werden.

Cyclisches AMP hemmt die CD95L- (#1,#4) und die durch hydrophobe Gallensauren
induzierte Apoptose (Webster & Anwer, 1998, Martin et al., 2001; Webster et al.,
2002) (#5,#7,#10). Neben der Hemmung der Yes-vermittelten EGFR-
Transaktivierung (siehe oben) kommt es nach Inkubation von cAMP zu einer PKA-
vermittelten Serin/Threoninphosphorylierung des CD95 (#7) (Abbildung 7). Diese
Serin/Threoninphosphorylierung fuhrt zu einer Internalisierung des CD95.
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Abbildung 6: Peroxynitrit (ONOO’)-induzierte CD95-Tyrosinnitrierung

Der CD95 von 24 h-kultivierten Leberparenchymzellen wurde nach entsprechender Stimulation
immunpréazipitiert. Nitrierung (-NO,) und Phosphorylierung (-P) der CD95-Tyrosinreste wurden mittels
Western Blot-Analyse bestimmt. Zur Beladungskontrolle wurde die Gesamt-CD95-Auftragsmenge
bestimmt, zur Kontrolle der Induktion der Nitrierung die Gesamtprotein-Tyrosinnitrierung im Dot Blot
detektiert.

24 h-kultivierte Leberparenchymzellen wurden entweder zuerst mit aufsteigenden Konzentrationen
von Peroxynitrit inkubiert und dann mit hyperosmolarem Medium stimuliert oder umgekehrt. Es zeigte
sich, daB bei zunehmender Induktion einer CD95-Tyrosinnitrierung die durch Hyperosmolaritat
induzierbare CD95-Tyrosinphosphorylierung abnimmt. Wurde durch Hyperosmolaritat zuerst eine
CD95-Tyrosinphosphorylierung induziert, war durch Peroxynitrit keine CD95-Tyrosinnitrierung mehr

induzierbar. CD95-Tyrosinnitrierung und -phosphorylierung schlieBen sich somit aus.
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Abbildung 7: Cyclisches AMP induziert eine CD95-Serin/Threoninphosphorylierung

Der CD95 von 24 h-kultivierten Leberparenchymzellen wurde nach entsprechender Stimulation
immunprazipitiert und mittels Western Blot-Analyse eine Phosphorylierung an seinen Serin (Ser)-,
Threonin (Thr)- und Tyrosin (Tyr)-Resten detektiert. Zur Beladungskontrolle wurde die Gesamt-CD95-
Auftragsmenge bestimmt.

Die hydrophoben Gallensauren TLCS und GCDC wurden in fester Dosierung (100 pmol/L) zusammen
mit cAMP in aufsteigender Konzentration (0-100 pmol/L) inkubiert. TLCS und GCDC induzieren in
Abwesenheit von cAMP eine CD95-Tyrosinphosphorylierung. Aufsteigende Konzentrationen von
cAMP hemmen diese Tyrosinphosphorylierung (durch Hemmung der Yes-vermittelten EGFR-
Transaktivierung) und bedingen eine Ser/Thr-Phosphorylierung des CD95.

Far CD95L und Hyperosmolaritat wurden vergleichbare Daten erhoben.
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Gibt man z.B. cAMP nachdem eine CD95-Translokation durch eine hydrophobe
Gallensaure bereits induziert wurde, so kommt es zu einer deutlich beschleunigten
Internalisierung des CD95 von der Plasmamembran in das Zytosol vergesellschaftet
mit einer Hemmung der Apoptoserate (#7).

Die hydrophobe Gallensdure Taurochenodesoxycholat (TCDC) stellt einen Sonderfall
der durch hydrophobe Gallensauren induzierten CD95-Aktivierung dar. Frihere
Studien hatten gezeigt, daB es nach TCDC-Gabe zur Aktivierung eines sogenannten
Phosphoinositid (Pl)-3-Kinase-Uberlebenssignalwegs (PI-3-kinase survival pathway)
kommt und daB nur bei gleichzeitiger Gabe von TCDC und Inhibitoren der PI-3-
Kinase die Apoptose auch exekutiert wird (Takikawa et al., 2001). Es konnte gezeigt
werden, daB es nach Stimulation mit TCDC zur EGFR-vermittelten CD95-
Tyrosinphosphorylierung und CD95-Translokation zur Plasmamembran kommt (#4).
Nur bei gleichzeitiger Inkubation von LY294002 oder Wortmannin als Inhibitoren der
PI-3-Kinase findet hingegen die Anlagerung der FADD und der Caspase 8 an den
CD95 statt, d.h. die PI-3-Kinase hemmt die CD95-vermittelte Apoptose auf Héhe der
DISC-Bildung (#6).

Nach Bildung des DISC kommt es zur Aktivierung der Initiator-Caspase 8
(#1,#4 #6,#12) mit nachfolgender Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien
(#3,#12), was wiederum zur Aktivierung der Effektor-Caspase 3 fuhrt (#1,#4,#6,#12).
Es konnte im Modell der Gallengangsligatur (bile duct ligation, BDL) gezeigt werden,
daB die sonst beobachtete Leberschadigung durch Cholestase-bedingte Apoptose
durch Beimengung des organischen Osmolytes Betain zum Trinkwasser der Ratten
deutlich gehemmt werden konnte (#3). In Zellkulturversuchen zeigte sich, daB Betain
weder die durch hydrophobe Gallensauren induzierte, EGFR-vermittelte CD95-
Tyrosinphosphorylierung noch die Translokation des CD95 zur Plasmamembran mit
nachfolgender DISC-Bildung hemmen konnte, wahrend hingegen die Aktivitat der
Caspase 8 und die Cytochrom c-Freisetzung aus den Mitochondrien durch Betain
deutlich gehemmt wurden (#3).

Somit konnten insgesamt drei kovalente Modifikationen des CD95 im Rahmen dieser
Arbeit erstbeschrieben werden: 1) CD95-Tyrosinphosphorylierung fihrt zur
Translokation des CD95 zur Plasmamembran und nachfolgenden DISC-Bildung, 2)
CD95-Tyrosinnitirierung verhindert dessen Tyrosinphosphorylierung und damit
Translokation, DISC-Bildung und Apoptose und 3) CD95-Serin/Threonin-
phosphorylierung fihrt zur CD95-Internalisierung und hemmt die Apoptose.
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4.5 Darstellung der CD95/EGFR-Interaktion mittels FRET

Um die Frage zu klaren, wo in der Zelle es zur CD95/EGFR-Assoziation kommt und
ob beide Rezeptoren einzeln oder als Komplex zur Membran translozieren, wurden
CD95-YFP- und EGFR-CFP-Konstrukte generiert und in humane Hepatom (Huh)7-
Zellen transfiziert (#8,#9,#11-#13). Huh7-Zellen exprimieren keinen CD95 (Seki et
al., 1999). Somit konnte man in untransfizierten Huh7-Zellen auch mit CD95L keine
Apoptose induzieren (#11). Nach Transfektion mit dem CD95-YFP-Konstrukt
hingegen lieB sich sowohl eine durch CD95L, hydrophobe Gallensduren und
Hyperosmolaritat  induzierte  CD95-YFP-Translokation zur Plasmamembran
(#8,#9,#11-#13) wie auch eine CD95L-induzierte Apoptose (#11) und somit die
Funktionalitat des CD95-YFP-Konstruktes nachweisen. Die Funktionalitat des EGFR-
CFP-Konstruktes wurde durch EGF-induzierte EGFR-Internalisierung gezeigt (#11).
Bei gleichzeitiger Transfektion von CD95-YFP und EGFR-CFP in Huh7-Zellen lief3
sich die Interaktion der beiden Rezeptoren in Einzelzellen nachweisen. Nach
Stimulation mit CD95L, hydrophoben Gallensduren oder Hyperosmolaritdt kam es
binnen 30 min zu einer JNK-vermittelten intrazelluldren Assoziation der beiden
Rezeptoren (intrazellularer FRET-Effekt). Binnen 120 min kam es zur Umverteilung
der beiden Rezeptoren als Protein-Protein-Komplex an die Plasmamembran
(membranstandiger FRET-Effekt) (#11) (Abbildung 8-1). Pharmakologische
Hemmung der CD95-Tyrosinphosphorylierung hatte keinen EinfluB auf die
intrazellulare Assoziation der beiden Rezeptoren, hemmte aber deren Translokation
zur Plasmamembran (#11-#13). Colchizin und Taxol, 2 Hemmstoffe des
Mikrotubuliapparates, hemmten ebenfalls die Translokation des Proteinkomplexes,
hatten aber keinen EinfluB auf die CD95-Tyrosinphosphorylierung (#11,#13)
(Abbildung 8-2).

Da der CD95 insgesamt nur drei Tyrosinreste (Tyr®', Tyr®*?

291
)

und Tyr aufweist,
wurden alle méglichen Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten mit Austausch von
Tyrosin gegen Phenylalanin generiert (#11). Phenylalanin fehlt die Hydroxylgruppe
an 4’-Position des aromatischen Ringes und somit die Maoglichkeit zur
Phosphorylierung bei vergleichbaren elektrostatischen Eigenschaften gegenuber

dem Tyrosin.
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Abbildung 8-1:Darstellung der CD95/EGFR-Interaktion mittels Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET)-Mikroskopie

Huh7-Zellen wurden mit den fluoreszierenden CD95-YFP- und EGFR-CFP-Konstrukten kotransfiziert.
Die Zellen wurden dann mit der hydrophoben Gallensadure TLCS stimuliert und die CD95/EGFR-
Interaktion mittels FRET visualisiert.

Zum Zeitpunkt 0 min werden die CD95-YFP- und EGFR-CFP-Konstrukte nebeneinander in der Zelle
exprimiert, es ist kein FRET-Phanomen meBbar. Innerhalb von 30 min kommt es zu einer
intrazellularen Assoziation der beiden Rezeptoren, gemessen an dem intrazelluldr detektierbaren
FRET-Phanomen. Nach 120 min ist auch an der Plasmamembran ein FRET-Ph&dnomen meBbar und
ein Indiz dafirr, daB der CD95/EGFR-Proteinkomplex zur Plasmamembran transloziert ist.
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Abbildung 8-2:Darstellung der CD95/EGFR-Interaktion mittels Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET)-Mikroskopie

Huh7-Zellen wurden mit den fluoreszierenden CD95-YFP- und EGFR-CFP-Konstrukten kotransfiziert.
Die Zellen wurden dann mit der hydrophoben Gallensadure TLCS stimuliert und die CD95/EGFR-
Interaktion mittels FRET visualisiert.

Wihrend ein Austausch des Tyrosinrestes Y*' des CD95 gegen Phenylalanin keinen EinfluB auf die
intrazellulare Assoziation mit dem EGFR und die anschlieBende Translokation des Proteinkomplexes
zur Plasmamembran hatte, wird durch Austausch der beiden Tyrosinreste innerhalb der
Todesdoméne des CD95 (Tyr** und Tyr*®') gegen Phenylalanin die Translokation des CD95 zur
Plasmamembran verhindert. Ebenso vermag eine Vorinkubation mit Colchizin und die daraus
resultierende Hemmung der Mikrotubuli die Translokation des Wildtyp-CD95 zur Plasmamembran zu
hemmen. Fir CD95L und Hyperosmolaritat wurden vergleichbare Daten erhoben.
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Wahrend der Tyr—Phe-Austausch an Tyr®' keinen EinfluB auf die Translokation des
CD95 zur Plasmamembran hat, kommt es nach Tyr—Phe-Austausch in Position

232 291

Tyr** und Tyr=" zu einer Hemmung der Translokation des CD95/EGFR-Komplexes
zur Plasmamembran, nachfolgenden DISC-Bildung und Apoptose (#11,#13)
(Abbildung 8-2). Somit wurden die beiden Tyrosinreste innerhalb der Todesdomane
des CD95 (Tyr** und Tyr*®') als kritisch fiir die CD95-vermittelte Apoptose

identifiziert.

4.6 CD95-vermittelte Apoptoseinduktion

CD95L und hydrophobe Gallens&uren induzieren in Leberparenchymzellen nach der
Bildung des DISC eine Aktivierung der Caspase 8, gefolgt von einer mitochondrialen
Amplifikation, Aktivierung der Caspase 3 und schlieBlich der Exekution des
apoptotischen Zelltodes (Lemasters, 1999; Higuchi & Gores 2003) (#1-#13). Es
konnte im Rahmen dieser Studie gezeigt werden, daB alle Mandver (pharma-
kologische Inhibitoren, Protein-knockdown von Signaltransduktionselementen), die
zu einer Hemmung der CD95-Tyrosinphosphorylierung und Translokation des CD95
zur Plasmamembran flhrten, auch die CD95-vermittelte Apoptose hemmen
(#1,#2,#4-#13). Eine Ausnahme bildet hierbei die Aktivierung des CD95-Systems
durch hyperosmolare Stimulation. Hierbei kam es zwar auch zu einer CD95-
Tyrosinphosphorylierung, Translokation zur Plasmamembran, Bildung des DISC mit
Aktivierung der Caspase 8 und sogar Aktivierung der Caspase 3, der apoptotische
Zelltod hingegen wird nicht exekutiert (#1,#4,#8,#9,#11). Somit gibt es im Falle der
hyperosmolaren CD95-Aktivierung entweder Mechanismen unterhalb der Caspase 3,
die den apoptotischen Zelltod verhindern, oder es existieren im Falle von CD95L und
hydrophoben Gallensauren bisher unbekannte Kosignale, deren Vorhandensein fir
die Exekution der Apoptose zwingend notwendig ist.

Funktionelle Konsequenz der hyperosmolar induzierten CD95-Aktivierung in
Leberparenchymzellen ist somit nicht die Apoptose per se, sondern die (potenziell
reversible) Sensitisierung der Zellen gegenlber der CD95L-vermittelten Apoptose
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Hyperosmolaritét steigert die Sensitivitidt von Leberparenchymzellen gegeniiber
der CD95-Ligand-induzierten Apoptose

Leberparenchymzellen wurden fir 24 h kultiviert und dann fir 3 h mit normoosmolarem (305
mosmol/L; o) oder hyperosmolarem Medium (405 mosmol/L; m) stimuliert. Dann wurde CD95L in
verschiedenen Konzentrationen fir weitere 12 h inkubiert und der Anteil der apoptotischen Zellen
mittels TUNEL-Assay bestimmt.
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5. Diskussion

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Befunden im Hinblick
auf die Literaturlage und die mdglichen, sich ableitenden SchluBfolgerungen
diskutiert. Ein Schwerpunkt liegt hierbei auf den Signaltransduktionsmechanismen
der CD95-vermittelten Apoptose in Leberparenchymzellen.

5.1 Eine schnelle Bildung von oxidativem Stress ist der Initiator der CD95-
vermittelten Apoptose

Pro-apoptotische  Stimuli, wie CD95L, hydrophobe Gallensduren oder
hyperosmotische Zellschrumpfung induzieren eine sofortige ROS-Bildung. Eine
Hemmung dieser ROS-Bildung fUhrte auch zu einer Hemmung der Apoptose, als
Indiz daflir, daB diese ,schnelle ROS-Bildung notwendige Bedingung der CD95-
vermittelten Apoptose ist (#3,#4,#6,#7,#12,#13). Bisher galten vor allem die
Mitochondrien als Ursprung der durch pro-apoptische Stimuli (Lemasters et al., 1998;
Jaeschke et al., 2002) ausgeldsten ROS-Bildung, inklusive der durch Liganden der
TNF-Rezeptorfamilie (Stadler et al., 1992). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, daB die durch CD95L, hydrophobe Gallensduren und Hyperosmolaritat
ausgeléste ROS-Bildung die Aktivierung der NADPH-Oxidase miteinbezieht
(#12,#13). Die Expression von Isoformen der NADPH-Oxidase konnte erstmals in
Leberparenchymzellen beschrieben werden: es gelang der Nachweis von mRNA fir
die p47°"*-Untereinheit, die Nox 1,2 und 4, sowie fir die Duox 1 und 2, sowie der
Nachweis der Proteinexpression fiir die p47°"* und die gp91°" (= Nox 2) (#12,#13).
Ein weiterer Hinweis fir die NADPH-Oxidase als Ursprung der beobachteten ROS-
Bildung gelang durch den Nachweis einer aktivierenden Serin-Phosphorylierung der
regulatorischen p47°"Untereinheit nach Stimulation mit CD95L, hydrophoben
Gallensauren oder Hyperosmolaritit. Im Weiteren konnte ein p47°"-Protein-
knockdown die ROS-Bildung ebenso effektiv. hemmen, wie pharmakologische
Inhibitoren der NADPH-Oxidase (#12,#13). In Jurkat-Zellen war eine Diphenyl-
iodonium-sensitive ROS-Bildung durch CD95-aktivierende Antikérper bereits
beschrieben (Suzuki et al., 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten schlieBen die Mitochondrien als
Ursprung einer im Rahmen der Apoptose beobachteten ROS-Bildung nicht aus
(Sokol et al., 1995; Lemasters, 1999; Yerushalmi et al., 2001; Higuchi & Gores 2003),

doch scheint den Mitochondrien eher die Rolle eines Amplifikators und Perpetuators
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der ROS-Bildung und CD95-Aktivierung zuzukommen (Lemasters, 1999; Higuchi &
Gores 2003), wahrend die NADPH-Oxidase als Initiator agiert (Abbildung 10).
Welche Nox/Duox-Isoform in Leberparenchymzellen die beobachtete ROS-Bildung
vermittelt, ist noch unklar. Eine eindeutige Notwendigkeit der regulatorischen p47°"*-
Untereinheit fir die Aktivierung der gp91”"* (= Nox 2) konnte bereits in vivo
demonstriert werden (Nauseef 2004), ob dies aber auch fur die anderen NADPH-
Oxidase-Isoformen gilt, ist bisher nicht bekannt.

Sphingomyelinasen, Ceramide und die PKCC konnten im Rahmen dieser Arbeit als
der Aktivierung der NADPH-Oxidase durch CD95L, hydrophobe Gallensduren und
Hyperosmolaritdt vorgeschaltete Signaltransduktionselemente identifiziert werden
(#12,#13). Die p47°"* war bereits als Substrat fir die Kinase-Aktivitdt der PKC{
identifiziert worden (Dang et al., 2001). Im Weiteren konnte eine Beteiligung dieser
PKC-Isoform am respiratory burst der Neutrophilen nachgewiesen werden (Fontayne
et al., 2002, Dang et al., 2001). Fir die PKCC, ein Mitglied der sogenannten
atypischen PKCs, ist eine Vielzahl von Funktionen innerhalb der Signaltransduktion
beschrieben (Hirai et al., 2003). Ferner konnte gezeigt werden, daB3 Ceramide an die
PKCC binden kénnen und sie dadurch aktivieren (Mathias et al., 1998).

Eine Beteiligung der Ceramide im Rahmen der durch Rezeptoren der TNF-
Rezeptorfamilie vermittelten Apoptose wurde wiederholt diskutiert (Jaeschke et al.,
2002). In Lymphozyten und leukamischen Zelllinien konnte dartber hinaus gezeigt
werden, daB3 die durch die saure Sphingomyelinase vermittelte Ceramidbildung an
der CD95-vermittelten Apoptose beteiligt ist (Kirschnek et al., 2000), ebenso wie die
Abhéngigkeit des CD95-Clusterings, einer Anreicherung des CD95 an der
Zellmembran innerhalb von Mikrodoméanen, in Lymphozyten (Cifone et al., 1994).
Dartber hinaus kann die Gabe von Ceramiden die Apoptoseresistenz in ASMase-
defizienten Leberparenchymzellen und Lymphozyten der ASMase-knock out-Maus
aufheben (Paris et al., 2001; Grassme et al., 2003). Eine Ceramid-abhangige JNK-
Aktivierung konnte in verschiedenen Zelltypen als frihes Ereignis im Rahmen der
Apoptose nachgewiesen werden (Mathias et al., 1998; Verheijj et al., 1996; Huang et
al., 1997; Brenner et al., 1997). Auch die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene
JNK-Aktivierung ist von der Ceramidfreisetzung, der Aktivierung der NADPH-Oxidase
und der daraus resultierenden ROS-Bildung abhangig (#4,6#,#12,#13).
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Abbildung 10: Oxidativer Stress als Initiator (NADPH-Oxidase) und Amplifikator
(Mitochondrien) der CD95-vermittelten Apoptose

Stimulation mit CD95-Ligand, hydrophoben Gallensduren und Hyperosmolaritat fihrt zu einer
sofortigen Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch die NADPH-Oxidase. In der Folge kommt
es dann zu einer Aktivierung des CD95-Systems inklusive Aktivierung der Caspase 8, die im Weiteren
eine mitochondriale ROS-Bildung auslést. Die mitochondriale ROS-Bildung flihrt dann zu einer
weiteren CD95-Aktivierung im Sinne eines sich selbst verstarkenden Regelkreises.

Folge der mitochondrialen ROS-Bildung ist aber auch die Cytochrom c-Freisetzung und die daraus
resultierende Caspase 3-Aktivierung und Apoptoseinduktion.
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Wie es aber zur Aktivierung der SMase mit nachfolgender Abspaltung von
Ceramiden kommt, ist bisher unklar. Ein mdglicher Aktivierungsmechanismus sind
Veranderungen des pH-Wertes, der die Aktivitdt der sauren (ASMase), neutralen
(NSMase) und alkalischen Sphingomyelinase im Wesentlichen bestimmt (Mathias et
al., 1998; Marchesini et al., 2004). Die Expression der ASMase in
Leberparenchymzellen konnte im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden (#12).
Dartber hinaus zeigt die ASMase-knock out-Maus eine Apoptoseresistenz, so daB
deren Beteilung an der CD95-vermittelten Apoptose wahrscheinlich erscheint, eine
Beteiligung der NSMase aber keinesfalls ausschlieBt. Der Nachweis der Expression
einer SMase-Isoform mit pH-Optimum im alkalischen Bereich gelang bisher in der
Leber nicht. Frihere Arbeiten konnten zeigen, daB es nach hyperosmolarer
Zellschrumpfung zu einer zytosolischen Alkalinisierung, begleitet von einer
vesikularen Azidifizierung, wahrscheinlich bedingt durch eine verminderte CI-
Leitfahigkeit, kommt (Schreiber et al., 1994). Es ware also denkbar, daB die ASMase
in Vesikeln/Endomembranen lokalisiert ist (vgl. auch Expression der ASMase in
Lysosomen), deren pH sich im Rahmen der Zellschrumpfung ins saure Milieu
verschiebt, wodurch die Ceramid-bildende Aktivitat der ASMase induziert wird.

Neben der ROS-vermittelten Aktivierung der JNK kommt es zur Aktivierung der Src-
Familien-Kinase Yes. Die Hemmung der durch CD95L, hydrophobe Gallensduren
oder Hyperosmolaritat induzierten ROS-Antwort hemmt auch die Aktivierung der Src-
Familien-Kinase Yes (#9,#10,#12). Die Moglichkeit der Regulation von
Proteintyrosinphosphatasen durch oxidativen Stress und UV-Licht-Bestrahlung wurde
bereits in HelLa- und A431 (humane epidermale Karzinomzelllinie)-Zellen
beschrieben. Oxidativer Stress induziert hierbei durch Alkylierung kritischer SH-
Gruppen eine Deaktivierung von Proteintyrosinphosphatasen (Knebel et al. 1996; Jin
et al., 1998). Eine Regulation von Yes durch eine Proteintyrosinphosphatase war
bisher unbekannt. Eine Aktivierung von Yes konnte nunmehr in
Leberparenchymzellen auch durch eine Inkubation mit dem Phosphataseinhibitor
Vanadat (#10) oder mit extrazellularem HO. (#12) induziert werden, als Hinweis
darauf, daB es durch die ROS-Bildung zur Inaktivierung einer Phosphatase und
daraus resultierend zu einer Aktivierung von Yes kommt. Neben Yes wird auch c-Src
als weitere Kinase der Src-Familie durch CD95L, hydrophobe Gallensduren und
Hyperosmolaritéat reguliert (#9,#10,#12). |hre Funktion fur die CD95-vermittelte
Apoptose in Leberparenchymzellen ist aber bisher unklar.
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Die Src-Familie besteht aus 9 Kinasen, von denen Src, Fyn und Yes ubiquitar
exprimiert werden (Thomas & Brugge, 1997; Bjorge et al., 2000). Src-Kinasen
werden vor allem durch (extrazellularen) Stress aktiviert, wie UV-Licht-Bestrahlung
(Kitagawa et al., 2002), HoO, (Hardwick & Sefton, 1995; Chen et al., 2001) oder
Anisoosmolaritat (Kapus et al., 1999; Sanguinetti et al., 2003; Feranchak et al.,
2003). In einigen nicht-hepatischen Zelltypen konnte gezeigt werden, daB oxidativer
Stress Src, Fyn und Lck aktiviert (Nakamura et al., 1993; Hardwick & Sefton, 1995;
Gonzales-Rubio et al., 1996; Abe et al., 1997; Yoshizumi et al., 2000; Chen & Resh,
2001). Die Beteiligung von Fyn an der CD95-vermittelten Apoptose in T-
Lymphozyten wurde bereits beschrieben (Atkinson et al., 1996). Uber die spezifische
Funktion von Yes war bisher wenig bekannt. Jingere Arbeiten zeigen, daB die
unique-Domane der Src-Familien-Kinasen, die den allgemeinen Aufbau SH4-Unique-
SH3-SH2-Doméne aufweisen, deren Spezifitét in der Signaltransduktion bestimmen
(Summy et al., 2003). Es gibt aber auch redundante Funktionen der Src-Kinasen, da
z.B. die Yes-knock out-Maus nahezu keinen Phanotyp zeigt, da scheinbar andere
Kinasen der Src-Familie deren Funktion Gbernehmen kénnen (Luton et al., 1999).
Eine Beteiligung von Yes an der Apoptose war bisher nur fir den Shiga-Toxin-
induzierten Zelltod in der humanen Nierentubulus-Zelllinie ACNH beobachtet worden
(Katagiri et al., 1999).

In dieser Arbeit konnte nunmehr gezeigt werden, dafB die in Leberparenchymzellen
durch oxidativen Stress aktivierte Src-Familien-Kinase Yes den EGFR transaktiviert.
Bisher war eine Src-vermittelte EGFR-Transaktivierung nach Bindung von Src an den
EGFR (Tice et al.,, 1999) durch UV-Licht-Bestrahlung (Kitagawa et al., 2002) und
durch Stimulation mit Cholezystokinin (Piiper et al., 2003) beschrieben. Die Position
Tyr®* des humanen EGFR ist als Substrat der Src-Familien-Kinase Src beschrieben
(Biscardi et al., 1999). Der Tyrosinrest Tyr®** des humanen EGFR entspricht mit
seinen umgebenden Aminosauren hierbei exakt der Aminosdurenabfolge in der
Umgebung des Tyrosinrestes Tyr*'® der Src-Familien-Kinase c-Src. Der Tyrosinrest
Tyr*'® befindet sich innerhalb der Tyrosinkinase-Domane und ist bei allen bisher
bekannten Mitgliedern der Src-Kinasen-Familie konserviert. Da es an der Position

416

Tyr der Src-Familien-Kinasen nach deren Aktivierung auch zu einer

Autophosphorylierung kommt, erscheint eine Src-Familien-Kinasen-vermittelte

845

Phosphorylierung des humanen EGFR an Position Tyr™™ nach Assoziation einer Src-

Familien-Kinase an den EGFR wahrscheinlich (Biscardi et al., 1999). Eine Regulation



44

des EGFR durch die Src-Familien-Kinase Yes war bisher nicht beschrieben. Es
konnte zunéachst gezeigt werden, daB auch Yes direkt an den EGFR binden kann.
Durch Inhibitorstudien fand sich im Weiteren, daB Yes den EGFR an Position
Tyr®*™) also innerhalb der EGFR-Tyrosinkinase-Doméne, phosphoryliert und somit
transaktiviert (#9,#10,#12). Der EGFR erlangt durch die Phosphorylierung an

845(x)

Position  Tyr Tyrosinkinase-Aktivitat und es kommt zur EGFR-

Autophosphorylierung, gemessen an der Phosphorylierung der Position Tyr''73®)
(Poppleton et al., 1999) (#10,#12). Nach Stimulation mit CD95L, hydrophoben
Gallensauren oder Hyperosmolaritdt konnte keine Phosphorylierung an Position
Tyr'™® des EGFR nachgewiesen werden (#10,#12). Die Phosphorylierung an

Position Tyr'%45®)

ist mit der Bindung des docking-Proteins cbl an den EGFR
verbunden, das dessen Internalisierung (Levkowitz et al, 1998; De Melker et al.,
2001; Soubeyran et al. 2002) und Deaktivierung am ER (Haj et al., 2002; Gill 2002)
vermittelt und typischerweise nach Stimulation des EGFR mit EGF auftritt (Levkowitz
et al, 1998; De Melker et al., 2001; Soubeyran et al. 2002) (#10). Dies mag erklaren,
warum der EGFR nach Transaktivierung durch Yes und nach Dissoziation von Yes
aus dem Yes/EGFR-Proteinkomplex (#10,#12,13) mit seiner Kinase-Aktivitat
weiteren Protein-Protein-Interaktionen zur Verfigung steht (#11).

Im Folgenden kommt es dann zu einer JNK-vermittelten Assoziation des EGFR mit

dem CD95, der dann Substrat fiir die EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitat ist (#4,#6).

5.2 Posttranskriptionelle Modifikationen des CD95 regulieren dessen
Aktivierung und Translokation zur Plasmamembran

Bisher waren weder in Typ |- noch in Typ llI-Zellen kovalente Modifikationen des

CD95 beschrieben worden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB es nach Transaktivierung des

EGFR durch die Src-Familien-Kinase Yes zu einer JNK-vermittelten Assoziation des

(sogenannten) Wachstumsfaktor-Rezeptors EGFR mit dem (sogenannten)

Todesrezeptor CD95 kommt. Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies ist hierbei

sowohl fir die Yes- wie auch fir die JNK-Aktivierung notwendige Bedingung

(#4,#6,#10,#12).

Die Interaktion von EGFR und CD95 ergibt neue Einsichten in die Regulation von

Zellproliferation und Apoptose. Jingere Arbeiten beschreiben, daB Todesrezeptoren

sowohl in die Signaltransduktion von Zelltod wie auch in die der Zellproliferation

) Bezeichnung der Tyrosinreste entsprechend der Nomenklatur des humanen EGFR
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eingebunden sein kénnen (Budd, 2002), und die Sequestration des CD95 durch den
HGF-Rezeptor Met wurde kiirzlich als Uberlebensmechanismus der Zelle durch
~<Abschirmung® des Todesrezeptors durch den Wachstumsfaktor-Rezeptor und damit
Verhinderung der Apoptose beschrieben (Wang et al., 2002).

Wie durch Koimmunprazipitationsstudien in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
kann der EGFR erst dann mit dem CD95 assoziieren, wenn Yes vom Yes/EGFR-
Proteinkomplex abdissoziiert ist, da zu keinem Zeitpunkt eine Assoziation von Yes
und CD95 in einem Proteinkomplex nachweisbar war (#10,#12,#13).

Die CD95/EGFR-Assoziation ist gefolgt von einer durch die Tyrosinkinase-Aktivitat
des EGFR-vermittelten Tyrosinphosphorylierung des CD95, wie sowohl durch
Inhibitoren (#4,#6) als auch durch EGFR-Protein-knockdown (#9,#10) gezeigt
werden konnte. Der CD95 besitzt drei Tyrosinreste (Oehm et al., 1992): Tyr®' im

Bereich des N-Terminus und Tyr?*? 291

und Tyr
dem Bindungsbereich von FADD (Boldin et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1995). Durch

Mutationsexperimente, in denen die Tyrosinreste des CD95 einzeln, doppelt oder alle

im Bereich der Todesdomane, also

drei gegen Phenylalanin ausgetauscht wurden (Tyr—Phe), konnte zunachst gezeigt
werden, daB alle drei Tyrosinreste des CD95 phosphoryliert werden (#11). Doch was
ist nun die funktionelle Konsequenz der CD95-Tyrosinphosphorylierung? Alle
Inhibitoren, ebenso wie p47°"** -, Yes- oder EGFR-Protein-knockdown, die zu einer
Hemmung der CD95-Tyrosinphosphorylierung flhrten, hemmten auch die
Translokation des CD95 zur Plasmamembran, ebenso wie die DISC-Bildung und die
Apoptose (#4,#6-#13). Somit scheint die CD95-Tyrosinphosphorylierung notwendige
Bedingungen flr dessen Aktivierung zu sein.

Um diese These zu untermauern, wurde ein weiteres Modell zur Hemmung der
CD95-Tyrosinphosphorylierung etabliert. Nach Stimulation von Leberparenchym-
zellen mit Peroxynitrit kam es neben einer allgemeinen Zunahme der Gesamt-
Protein-Tyrosinnitrierung zu einer Tyrosinnitrierung des CD95 als weitere kovalente
Modifikation (#8). Eine CD95-Tyrosinnitrierung verhinderte dessen Tyrosin-
phosphorylierung und im Weiteren auch dessen Translokation zur Plasmamembran,
DISC-Bildung und Apoptose (#8). Neben dieser ,exogenen,” durch Peroxynitrit
induzierten CD95-Tyrosinnitrierung, gelang auch die Induktion einer quasi
,endogenen® CD95-Tyrosinnitrierung durch intraperitoneale Applikation von Endo-
toxin fir 24 h (#8). Somit stellt die CD95-Proteintyrosinnitrierung eine mdgliche

Deaktivierung des CD95-Systems im Rahmen von entzliindlichen Prozessen der
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Leber dar. Es ist eine interessante Spekulation, ob es im Rahmen von chronisch
entzindlichen Prozessen der Leber, die regelhaft der Entstehung eines
hepatozellularen Karzinoms (HCC) vorausgehen, zu einer Deaktivierung des CD95-
Systems durch Tyrosinnitrierung und damit zur Promotion der Kanzerogenese
kommt.

Nachdem der Nachweis der CD95-Tyrosinphosphorylierung als notwendige
Bedingung fur die Aktivierung des CD95-Systems gelungen war, konnten mit Hilfe
der CD95-Tyr—Phe-Mutanten die Tyrosinreste innerhalb der Todesdomane als die
fur die Apoptose entscheidenden identifiziert werden: nur bei Austausch von allen
drei Tyrosinresten oder den beiden Tyrosinresten innerhalb der Todesdoméane des
CD95 (Tyr?* und Tyr?®') gegen Phenylalanin kam es zur vollstandigen Hemmung der
Translokation des CD95 zur Plasmamembran, DISC-Bildung und Apoptose (#11).
Die Assoziation des EGFR mit dem CD95 blieb davon unbeeinfluBt. Somit ist die
CD95/EGFR-Assoziation vor allem JNK-vermittelt und unabhéngig von der EGFR-
vermittelten CD95-Tyrosinphosphorylierung (#4,#6,#11).

Wie durch FRET-Mikroskopie gezeigt werden konnte, kommt es binnen 30 min zur
Assoziation von CD95 und EGFR in einem intrazellularen Kompartiment, bevor beide
Rezeptoren zusammen als Proteinkomplex zur Membran translozieren. Diese
CD95/EGFR-Assoziation halt im Falle eine Stimulation mit CD95L fir mindestens 6 h
an, also noch bis zu einem Zeitpunkt, zu dem schon das Auftreten von apoptotischen
blebs beobachtet wurde (#11).

Durch Hemmung des Mikrotubulusapparates mit Colchizin oder Taxol wurde die
durch CD95L, hydrophobe Gallensduren oder Hyperosmolaritdt induzierte
CD95/EGFR-Translokation zur Plasmamembran gehemmt, ohne daB die CD95-
Tyrosinphosphorylierung beeinfluBt wurde (#11,#13). Somit setzt die Translokation
des tyrosinphosphorylierten CD95 einen intakien Mikrotubulusapparat voraus.
Gleichzeitig kommt es unter Colchizin und Taxol aber auch zu einer Hemmung der
DISC-Bildung, so daB die Anlagerung von FADD und Caspase 8 scheinbar eine
Translokation des CD95 zur Plasmamembran voraussetzt (#11,#13).

Cyclisches AMP vermag die Apoptose in Leberparenchymzellen sowohl nach
Stimulation mit CD95L (#1,#4) wie auch nach Stimulation mit hydrophoben
Gallensauren zu hemmen (#6,#7). Es konnte gezeigt werden, daB cAMP durch
Einfihrung einer PKA-vermittelten Serin/Threoninphosphorylierung von Yes dessen

Assoziation an den EGFR und somit die EGFR-Transaktivierung verhindert (#10). Im
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Folgenden unterbleibt daher auch die CD95-Tyrosinphosphorylierung (#7,#10).
DarGber hinaus kommt es cAMP-vermittelt Gber die PKA aber auch zur
Serin/Threoninphosphorylierung des CD95 (#7). Die CD95-Serin/Threonin-
phosphorylierung ist mit der Internalisierung des CD95 und einer Hemmung der
Apoptose verbunden. Das nachtragliche Einfihren einer Serin/Threonin-
phosphorylierung in den durch hydrophobe Gallensauren bereits stimulierten, d.h.
Tyrosin-phosphorylierten und an die Membran translozierten CD95, fihrt zu dessen
beschleunigter Internalisierung und Hemmung der Apoptose (#7). Somit besitzt
cAMP auch bei schon initierter Apoptose anti-apoptotisches Potenzial.
Pharmakologische Mandver, die zu einer Erhdhung des intrazellularen cAMP-
Spiegels bzw. zur Aktivierung der PKA fiihren, sollten daher auch eine anti-
apoptotische Wirkung im Rahmen von durch Apoptose gekennzeichneten Leber-
erkrankungen aufweisen.

Somit konnten im Rahmen dieser Arbeit insgesamt drei verschiedene kovalente
Modifikationen des CD95 aufgezeigt werden, die dessen Funktion regulieren: 1) die
den CD95 aktivierende Tyrosinphosphorylierung, die notwendige Bedingung fur die
CD95-Membrantranslokation und nachfolgende DISC-Bildung und Caspase 8-
Aktivierung ist, 2) die den CD95 hemmende Tyrosinnitrierung, die eine
Tyrosinphosphorylierung und damit CD95-Aktivierung verhindert und auch in vivo im
Rahmen von entziindlichen Prozessen innerhalb der Leber gefunden wird und 3) die
CD95-Serin/Threoninphosphorylierung, die zu einer vermehrten Internalisierung des
CD95 flihrt und mit einer Hemmung der Apoptose, auch bereits nach deren erfolgter
Initiation, verbunden ist.

Abbildung 11 faBt die im Rahmen dieser Arbeit in Leberparenchymzellen
identifizierten Signaltransduktionsschritte der CD95-Aktivierung durch Stimulation mit

CD95L, hydrophoben Gallensauren und Hyperosmolaritdt schematisch zusammen.



48

CD95L, GS, 405 mosmol/L
v

Sphingomyelinase

Ceramide
PKC-zeta
p47phox+_ S _@
NADPH-(gXidase(n)

Rés » JNK

_Y418_®
ey
|

@ _ 845y _Y418_®
— l&,_yms_@

(EGFR)-Y -(P)

-
@ (CD95[E(1FR) (P)

Microtubuli

v
CD95/EGEFR - Meinbrantranslokation

DISC - Bildung

Abbildung 11: Molekulare Mechanismen der CD95-Aktivierung in Leberparenchymzellen
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< Abbildung 11: Molekulare Mechanismen der CD95-Aktivierung in Leberparenchymzellen
Nach Stimulation von Leberparenchymzellen mit CD95-Ligand, hydrophoben Gallensauren (GS) oder
Hyperosmolaritdt kommt es zur umgehenden Aktivierung einer Sphingomyelinase mit Erhéhung der
intrazellularen Ceramidkonzentration, gefolgt von einer PKCC-vermittelten Serinphosphorylierung der
regulatorischen NADPH-Oxidase-Untereinheit p47ph°x. Hierdurch kommt es zur Anlagerung von
anderen Untereinheiten der NADPH-Oxidase und nachfolgender Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). Die ROS-Bildung fuhrt zum einen zu einer Aktivierung der MAP-Kinase JNK und zum anderen
zu einer Aktivierung der Src-Familien-Kinase Yes, die dann mit dem EGFR assoziiert und diesen
aktivierend am Tyrosinrest Y8+ [entsprechend der Nomenklatur des humanen EGFR] phosphoryliert.
Nach Dissoziation von Yes assoziiert der EGFR dann JNK-vermittelt mit dem CD95, der dann
Substrat der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitat ist. Die Phosphorylierung der Tyrosinreste Y*** und Y’
innerhalb der Todesdomane des CD95 ist dann notwendige Bedingung fir dessen Mikrotubuli-
abhangige Translokation zur Plasmamembran. Im Folgenden kommt es dann zur Anlagerung von
FADD und Caspase 8 an den CD95 (DISC-Bildung) und Initiation der Apoptose.

5.3 Maogliche therapeutische Ansatze

Cyclisches AMP hemmt die Gallensalz-induzierte Apoptose in isolierten
Leberparenchymzellen (Webster & Anwer, 1998) (#5,#7) wie auch in anderen
Zelltypen (Martin et al., 1998). cAMP-vermittelte Hemmung der Gallensalz-
induzierten Apoptose beinhaltet die Aktivierung der PKA und der PIl-3-Kinase
(Webster & Anwer, 1998, Webster et al., 2002). Im Rahmen dieser Studie konnte
gezeigt werden, daB hydrophobe Gallensalze selbst nach prolongierter Inkubation
eine Aktivierung der PKA und damit eine CD95-Serin/Threoninphosphorylierung und
-Internalisierung induzieren (#7). Dies mag einer spaten kompensatorischen Gegen-
regulation mit protektivem Potential der Leberparenchymzellen bei prolongierter
Cholestase entsprechen. Dies suggeriert aber auch, daB die Kinetik und das Ausman
der intrazellularen Gallensalzakkumulation im Rahmen cholestatischer Leber-
erkrankungen das AusmaB der Apoptose bestimmen. Auch bei bereits initiierter
CD95-vermittelter Apoptose vermag eine Aktivierung der PKA, z.B. durch intra-
zellulare cAMP-Erh6hung, anti-apoptotisch zu wirken.

Ursodesoxycholsdure (UDCA) ist eine hydrophile Gallensaure, die eine Reihe von
cholestatischen Lebererkrankungen glnstig beeinfluBt (Poupon et al., 1991; Lindor et
al., 1994; Beuers et al., 1998; Lazaridis et al., 2001). Nach Paumgartner und Beuers
(2002) spielen hierbei vor allem drei Mechanismen eine wesentliche Rolle: 1)

Stimulation der hepatobiliaren Sekretion, 2) Schutz der Leberparenchymzellen vor
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der Gallensalz-induzierten Apoptose und 3) Schutz der Cholangiozyten vor der
Zytotoxizitat der hydrophoben Gallens&uren. Die durch UDCA stimulierte Gallensalz-
sekretion ist durch einen vermehrten Einbau der Gallensalzexportpumpen Bsep und
Mrp2 in die kanalikulare Membran erklart (Haussinger et al., 1992; Kubitz et al. 1997;
Kurz et al., 2001; Schmitt et al., 2001; Beuers et al., 2001). Durch vermehrte
Gallensalzsekretion wird auch deren intrazellulare Akkumulation und somit die
Gallensalz-vermittelte Apoptose gehemmt. Neben dieser indirekten Wirkung durch
vermehrte Entfernung der Noxe greift UDCA auch direkt in die Signaltransduktion der
CD95-vermittelten Apoptose ein. So hemmt UDCA die Gallensalz-induzierte EGFR-
Aktivierung durch Hemmung der Yes-vermittelten EGFR-Transaktivierung (Reinehr &
Haussinger, unpublizierte Daten) und die spate JNK-Aktivierung (3-6 h) (#2), ohne
dabei EinfluB auf die initiale ROS-Bildung zu nehmen. In der Folge hemmt TUDC die
Translokation des CD95 zur Plasmamembran und die Aktivierung der Caspase 8 und
3 (#2). Dariber hinaus wurde berichtet, daB UDCA durch Reduktion der
mitochondrial membrane permeability transition (MMPT) und der folgenden
Cytochrom c-Freisetzung anti-apoptotisch wirkt (Rodrigues et al., 1998a, 1998b).
Neuere Arbeiten berichten, daB es durch UDCA zu einer Aktivierung, bzw.
Potenzierung, der PKA in Gallenblasen-Epithelzellen kommt (Chignard et al., 2003).
Man kdénnte also spekulieren, daB in Leberparenchymzellen UDCA auch Uber einer
PKA-vermittelte Hemmung der EGFR-Transaktivierung bei gleichzeitiger Induktion
einer CD95-Serin/Threonin-phosphorylierung anti-apoptotisch wirkt.

Auch Betain schitzt Leberparenchymzellen vor CD95-vermittelter Apoptose. Es
konnte gezeigt werden, daB Betain nicht in den komplexen Mechanismus der CD95-
Aktivierung bis hin zur DISC-Bildung eingreift, aber sowohl die Aktivitat der Caspase
8, wie auch die mitochondriale Cytochrom c-Freisetzung hemmt (#3). Die
alkoholische (ASH, Jaeschke et al., 2002; Ribeiro et al., 2004) wie auch die nicht-
alkoholische Steatohepatitis (NASH, Jaeschke et al., 2002; Feldstein et al., 2003;
Ribeiro et al, 2004) sind durch Apoptose von Leberparenchymzellen
gekennzeichnete Krankheitsbilder. In beiden Féllen existieren Therapieregime, die
die Applikation von Betain und Antioxidanzien, wie z.B. Vitamin E, beinhalten
(Jaeschke et al., 2002; Ribeiro et al., 2004). Ein méglicher molekularer Angriffspunkt
beider Therapeutika ware, die CD95-vermittelte Apoptose auf der Ebene der initialen
ROS-Bildung durch die NADPH-Oxidase (Vitamin E) und auf der Ebene der
perpetuierenden ROS-Bildung durch die Mitochondrien (Betain) zu hemmen.
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Colchizin ist ein Lebertherapeutikum, das bis vor wenigen Jahren einen festen
Stellenwert in der Therapie cholestatischer Lebererkrankungen, wie der primar
bilidren Zirrhose (PBC) oder der primar sklerosierenden Cholangitis (PSC) hatte
(Javitt, 1989; Lee & Kaplan, 1999; Poupon & Poupon, 2000). Ebenso konnte im
Tierversuch gezeigt werden, daB Colchizin vor der CD95-vermittelten Apoptose
schutzt, ohne daB der molekulare Mechanismus identifiziert werden konnte (Feng &
Kaplowitz, 2000). Im Rahmen dieser Arbeit gelang es nun, mit Hilfe der FRET-
Mikroskopie und Koimmunpréazipitationsstudien aufzuzeigen, daB Colchizin die
Translokation des CD95/EGFR-Proteinkomplexes zur Plasmamembran hemmt und
daB die nachfolgende Bildung des DISC ausbleibt (#11,#13).

N-Acetylcystein (NAC) wird vor allem wegen seiner Fahigkeit zu Bildung von
Disulfidbriicken bei der Therapie der Paracetamol-Intoxikation zur Leberprotektion
verwendet (Prescott et al., 1977). Darlber hinaus vermag NAC aber auch die CD95-
vermittelte Apoptose in Leberparenchymzellen zu hemmen, wie im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt werden konnte (#4,#6).

Ob das trizyklische Antidepressivum Desipramin, das ein potenter Inhibitor von
Sphingomyelinasen ist, seine hemmende Wirkung auf die CD95-vermittelte Apoptose
in kultivierten Leberparenchymzellen auch in vivo aufweist, muBB noch geklart
werden. Im perfundierten Organ vermag Desipramin die durch hydrophobe Gallen-
salze induzierte Zellschrumpfung deutlich zu hemmen (Reinehr & Haussinger,
unpublizierte Daten).

5.4 Mogliche Bedeutung von CD95-Modifikationen fiir die Leberregeneration
und Kanzerogenese
Ahnlich wie die Adenom-Karzinom-Sequenz beim kolorektalen Karzinom, so folgt
auch die Entstehung des hepatozellularen Karzinoms einem regelhaften Ablauf.
Persistiert eine Noxe, wie z.B. Alkohol (ASH), Eisen (Hamochromatose), Virus
(HBV/HCV) oder das Aflatoxin in verschimmelten Lebensmitteln, so resultiert daraus
zunachst eine akute, dann eine chronische Hepatitis, die u.a. durch die Aktivierung
der CD95-vermittelten Apoptose gekennzeichnet ist. Gleichzeitig ist aber auch die
Leberregeneration, z.T. auch Uber den EGFR, zur Kompensation des durch die
Apoptose induzierten Zelluntergangs aktiviert. Im Rahmen der chronischen
Entziindung kommt es nun zur Induktion der NO-Synthetase (NOS) und der Myelo-
peroxidase (MPQO) (Bogdan, 2001), was mit einem erhéhten Potential zur Protein-
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Tyrosinnitrierung einhergeht. Wie in dieser Arbeit gezeigt, vermag die intra-
peritoneale Applikation von Endotoxin binnen 24 h eine Induktion der MPO und eine
Tyrosinnitrierung des CD95 in vivo auszulésen. Hierdurch kann es zu einer
Limitierung der CD95-vermittelten Apoptose im Rahmen des Entzindungsgeschehen
kommen, wobei der gleichzeitig aktivierte EGFR unbeeinfluBt bliebe. Bei gleichzeitig
fortgesetzter Proliferation besteht mit zunehmender Zahl von Zellteilungen auch ein
zunehmendes Risiko fur Mutation, wie z.B. der p53-Mutation. In der Summe kdnnte
also die im Rahmen der chronischen Entziindung gehemmte Apoptose (CD95-
Tyrosinnitrierung) bei gleichzeitig ungebremster Proliferation (EGFR-Aktivierung und
p53-Mutation) in einer Entartung des Gewebes miinden (Lala & Chakraborty, 2001).
Dartiber hinaus sind sogenannte trefoil factors (TFFs), wie pS2 oder das spasmolytic
polypeptide (SP), im Rahmen chronischer Entziindungen Uberexprimiert. TFFs
verstarken die Tumorinvasivitdt Ober die Tyrosinkinaseaktivitadt des EGFR
insbesondere durch die mit Malignomen assoziierten Varianten EGFRvIl/III
(Rodrigues et al., 2003a), die eine konstitutiv aktive Tyrosinkinaseaktiviat aufweisen
und mit einer erhéhten Tumorprogression und -invasivitat assoziiert sind (Nishikawa
et al., 1994; Moscatello et al., 1999; Rodrigues et al., 2003b). Wahrend eine EGF-
induzierte Aktivierung der EGFR-Tyrosinkinaseaktivitat zur Erk-Aktivierung mit
nachfolgender gesteigerter Zellproliferation fuhrt, ist in Leberparenchymzellen die
EGF-unabhéangige EGFR-Transaktivierung ein inititaler Schritt der
Apoptoseinduktion, bei der eine EGFR/CD95-Assoziation mit nachfolgender CD95-
Aktivierung auftritt (#4,#6,#11). Mdglicherweise stehen die konstitutiv aktiven EGFR-
Mutanten nicht fir die EGFR-vermittelte CD95-Aktivierung und damit
Apoptoseinduktion zur Verflgung.

Neben Mutanten des EGFR wurden auch Mutanten des CD95 in Malignomen
identifiziert. So gibt es beim nasalen natlrliche Killerzellen/T-Zell-Lymphom benigne
und maligne Verlaufsformen. Eine Studie konnte bei 9 von 16 Patienten mit nasalem
natUrliche Killerzellen/T-Zell-Lymphom Mutationen des CD95 nachweisen. Alle
beschriebenen Mutationen, die Todesdomane inklusive der Tyrosinreste Tyr?*? und
Tyr?*®! betrafen, gingen mit einer besonders malignen Verlaufsform des Lymphoms
einher (Shen et al., 2002). Man kann also spekulieren, daB diese Tumoren aufgrund
des Verlustes der entsprechenden Tyrosinreste innerhalb der Todesdoméne die
Fahigkeit zur CD95-vermittelten Apoptose verloren haben und daher die CD95-
vermittelte Immunabwehr umgehen kénnen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB die Aktivierung des
CD95-Systems durch den CD95-Liganden (CD95L), hydrophobe Gallensduren und
Hyperosmolaritat eine Tyrosinphosphorylierung des CD95 beinhaltet, die durch den
epidermal growth factor-Rezeptor (EGFR) vermittelt wird und zur Umverteilung des
CD95 aus dem Zellinneren an die Plasmamembran fihrt. Die Aufklarung der hieran
beteiligten  Signaltransduktionselemente und somit Identifizierung mdglicher
therapeutischer Ansatze war Ziel dieser Arbeit.

Durch Stimulation mit CD95L, hydrophoben Gallensduren oder Hyperosmolaritat
kommt es binnen Sekunden zur Aktivierung einer Sphingomyelinase, die zu einer
Erhéhung des intrazelluldren Ceramidgehaltes fuhrt. Die durch Ceramide aktivierte
Proteinkinase C (PKC){ phosphoryliert die regulatorische p47°"°*-Untereinheit der
NADPH-Oxidase an Serinresten, was zu deren Aktivierung fihrt. Im Folgenden
kommt es dann zur Selbstorganisation der NADPH-Oxidase durch Anlagerung
weiterer Untereinheiten an die p47°"* und zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS). ROS-vermittelt kommt es im Weiteren zur Aktivierung der Src-Familien-
Kinase Yes, am ehesten durch Hemmung einer Phosphatase, sowie zur Aktivierung
der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK). Die aktivierte Yes-Kinase assoziiert mit dem
EGFR und aktiviert diesen durch Phosphorylierung, bevor beide Proteine wieder
dissoziieren. JNK-vermittelt assoziiert der aktivierte EGFR dann mit dem CD95 und
phosphoryliert diesen an Tyrosinresten, wobei die Phosphorylierung der beiden
Tyrosinreste innerhalb der CD95-Todesdoméane (Tyr**? und Tyr*®') notwendige
Bedingung flir die Mikrotubuli-abhédngige Membrantranslokation des CD95/EGFR-
Proteinkomplexes und die anschlieBende Bildung des death inducing signaling
complex (DISC) durch Anlagerung der Fas-associated death domain (FADD) und der
Caspase 8 sind. Die dadurch aktivierte Initiator-Caspase 8 flhrt zur Betain-sensitiven
mitochondrialen Cytochrom c-Freisetzung, die zur Aktivierung der Effektor-Caspase
3 fuhrt. Im Falle der Stimulation mit CD95L oder hydrophoben Gallensauren wird der
apoptotische Zelltod auch exekutiert, wahrend Hyperosmolaritat zu einer
gesteigerten Sensitivitat gegentiber der CD95L-induzierten Apoptose flhrt.

Die Tyrosinnitrierung des CD95, wie sie auch in vivo nach Gabe von Endotoxin
induziert werden konnte, verhindert eine weitere Tyrosinphosphorylierung und somit
Aktivierung des CD95. Man mag somit spekulieren, ob die Nitrierung des CD95 im
Rahmen von entziindlichen Prozessen der Leber zu dessen Deaktivierung fahrt und
dadurch die durch Entziindung beglnstigte Kanzerogenese der Leber erklart.

Eine Serin/Threoninphosphorylierung konnte als weitere kovalente Modifikation des
CD95 beschrieben werden, die mit dessen Internalisierung und Inaktivierung
vergesellschaftet ist.

Insgesamt haben die vorliegenden Arbeiten zu dem Bild geflihrt, daB der CD95
durch kovalente Modifikationen (Ser/Thr-, Tyr-Phosphorylierung, Tyr-Nitrierung) in
vitro und in vivo maBgeblich in seiner Funktion und Lokalisation reguliert wird.
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