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1. Einleitung 
 

 

1.1 Apoptose 
 

Die Tatsache, dass Zellen unter physiologischen Bedingungen 

absterben, beschrieb erstmals Carl Vogt im Jahr 1842. Er beobachtete 

sterbende Zellen im neuronalen System von Kaulquappen der 

Geburtshelferkröte. In den folgenden Jahrzehnten befassten sich noch viele 

Entwicklungsbiologen mit diesem Phänomen (Glücksmann, 1951). Doch 

erst Kerr und Kollegen prägten 1972 den Begriff „Apoptose“ (aus dem 

Griechischen: herausfallen), als sie die Morphologie von Leberzellen die 

Toxinen ausgesetzt waren beobachteten. Seitdem wird Apoptose als 

Überbegriff für den Zelltod mit dieser speziellen, von ihnen untersuchten 

Morphologie (Kerr et al., 1972) verwendet.  

 

 

1.1.1 Physiologische Funktion 
 

Die Apoptose ist ein aktiver, Energie verbrauchender, physiologischer 

Prozess, der bei multizellulären Organismen essentiell für die 

Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase benötigt wird. Sie tritt während 

der Entwicklung und Morphogenese (Glücksmann, 1951; Saunders, 1966) 

auf, um unerwünschte Zellen zu entfernen (Hammar et al., 1971). Sie dient 

weiterhin als Verteidigungsmechanismus, um infizierte, mutierte, oder 

geschädigte Zellen zu eliminieren. Viele Krankheiten stehen mit 

übermäßigem oder vermindertem Zelltod in Verbindung (AIDS, 

Autoimmunerkrankungen, Krebs). Beim Menschen werden in jeder Sekunde 

ungefähr 100.000 Zellen durch Mitose erschaffen und eine ähnliche Anzahl 

stirbt in dieser Zeit durch programmierten Zelltod.  
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1.1.2 Morphologische Charakteristika 
 

Wird das Selbstmordprogramm der Zelle eingeleitet, durchläuft die 

Zelle einige grundsätzliche morphologische Veränderungen (Abbildung 1.1). 

Die Zelle rundet sich ab, die Membran wirft Bläschen („blebbing“), schrumpft 

zusammen („shrinkage“), und das Chromatin kondensiert. Biochemisch 

werden diese Veränderungen von einer Phosphatidylserin-Exposition auf 

der äußeren Zellmembran und der Aktivierung einer Endonuclease, die die 

genomische DNA in distinkte internucleosomale Fragmente spaltet, 

begleitet. Im Gegensatz dazu wird die klassische Nekrose durch 

traumatische Verletzungen oder hohe Exposition von Schadstoffen 

induziert. Sie ist durch die irreversible Schädigung der Plasmamembran, 

mitochondriale Dysfunktion und Zelllyse gekennzeichnet (Abbildung 1.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Apoptose

Nekrose

gesunde Zelle shrinkage/blebbing

keine 
Entzündung

apoptotic bodies Phagozytose

gesunde Zelle anschwellen
der Zelle

Zelllyse

Entzündung

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der verschiedenen 
morphologischen Charakteristika von apoptotischen und nekrotischen 
Prozessen. 
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1.1.3 Caspasen 
 

Caspasen sind Cystein-Proteasen und die zentralen Komponenten der 

Apoptose. Die morphologischen Veränderungen der Zelle während der 

Apoptose werden zum größten Teil von diesen Proteasen vermittelt. Sie 

sind homolog zueinander und Teil einer großen Proteinfamilie, den cystein 

aspartate-specific proteases (Caspasen) (Alnemri et al., 1996). Sie treten 

evolutionär hoch konserviert auf und konnten in Vertebraten und Insekten 

bis hin zu Nematoden und Hydren nachgewiesen werden. (Budihardjo et 

al., 1999; Cikala et al., 1999; Earnshaw et al., 1999).  

Alle bekannten Caspasen besitzen ein Cystein im aktiven Zentrum und 

spalten ihre Substrate an Asp-X Bindungen (also nach einem Asparagin-

Säure Rest). Caspasen, einmal aktiviert, prozessieren selektiv ein 

eingeschränktes Kontingent von Substraten, was meist zur Inaktivierung 

dieses Substrats führt. Sie aktivieren aber auch bestimmte Proteine, z.B. 

durch Abspaltung von negativen Regulatordomänen anderer Caspasen 

(Abbildung 1.2) und setzten so eine Caspase-Kaskade in Gang. Je nach 

Funktion innerhalb der Kaskade werden die Caspasen als Initiator- oder 

Effektor-Caspasen bezeichnet. Zu den Initiator-Caspasen gehört unter 

anderem Caspase-8, die die Effektor-Caspase-3 proteolytisch aktiviert, 

welche dann wiederum ihre spezifischen Substrate spaltet.  

Zu diesen Substraten zählen die Caspase-aktivierte DNAse (CAD), 

Lamine, Proteine des Zytoskeletts, wie Fodrin und Gelsolin und 

verschiedene regulatorische Proteine, wie beispielsweise PAK-2, ein 

Mitglied der p21-aktivierten Kinase Familie (Buendia et al., 1999; Kothakota 

et al., 1997; Rao et al., 1996; Rudel et al., 1997; Wyllie, 1980). Der Abbau 

dieser Substarte ist für die meisten in Abbildung 1.1 beschriebenen 

morphologischen Veränderungen verantwortlich. 



                                                                                                                   Einleitung 

  4 

 

 

1.1.4 Mechanismen der Apoptoseinduktion 
 

Die Mechanismen der Apoptoseinduktion sind vielfältig und erfolgen 

z.B. über Oberflächenrezeptoren und ihre zugehörigen extrazellulären 

Liganden (Abbildung 1.3). Diese Rezeptoren sind in der Lage, zytotoxische 

Abbildung 1.2: Aktivierungsmechanismen von Caspasen. a) 
Proteolytische Aktivierung durch eine Initiator-Caspase, die vorher 
aktiviert wurde. b) Aktivierung durch induzierte Nähe zu weiteren 
Molekülen dieser Caspase und autokatalytische Spaltung (z.B. 
Caspase-8). c) Aktivierung durch die Assoziation mit einer 
regulatorischen Untereinheit. Hier assoziiert Caspase-9 mit dem Co-
Faktor Apaf-1 und wird im Komplex zusammen mit Cytochrom c 
aktiviert. (nach Hengartner, 2000) 

Caspase-8 (aktiv)

Procaspase-3 (inaktiv)

Caspase-3 (aktiv)

Procaspase-8 
(inaktiv)

TNF-Rezeptor

Caspase-8 (aktiv)

Apoptosom (aktiv)

Aktive CaspaseCaspase-9
Cytochrom cApaf-1

Caspase-8 (aktiv)

Procaspase-3 (inaktiv)

Caspase-3 (aktiv)

Procaspase-8 
(inaktiv)

TNF-Rezeptor

Caspase-8 (aktiv)

Apoptosom (aktiv)

Aktive CaspaseCaspase-9
Cytochrom cApaf-1
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Signale in das Zytoplasma der Zelle zu vermitteln, wobei sie in den meisten 

Fällen noch ein breites Spektrum anderer Funktionen besitzen. Sie sind an 

der Induktion der Zellaktivierung, der Differenzierung oder der Proliferation 

beteiligt. Ob die ankommenden Signale Zelltod oder Aktivierung auslösen, 

ist stark vom Zustand und Typ der Zelle abhängig.  

Zu den „Todesrezeptoren“ gehören z.B. CD95/Fas, TNF-R1 und 

TRAIL-R1 (Anderson et al., 1997; Bodmer et al., 1997; Nocentini et al., 

1997). Einer der am besten untersuchten Rezeptoren ist der CD95-

Rezeptor, der zur Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Superfamilie gehört (Li-

Weber et al., 2003). CD95 wird auf der Zelloberfläche als Homotrimer 

exprimiert. Es vollzieht, aufgrund der Bindung seines spezifischen Liganden 

(CD95L) (Abbildung 1.3), eine Konformationsänderung und begünstigt so 

die Assoziation von zytoplasmatischen Adaptoren (Boldin et al., 1995; 

Chinnaiyan et al., 1995; Itoh et al., 1993; Siegel et al., 2000). Die Interaktion 

dieser Adaptoren mit Caspase-8, einer Cystein-Protease, führt zur Bildung 

des death-inducing-signaling-complex (DISC) (Peter et al., 2003). Eine 

effiziente DISC-Bildung legt den Grundstein für die Akkumulation dieser 

Cystein-Proteasen, die autoproteolytisch gespalten und aktiviert werden 

und so die Caspase-Kaskade in Gang setzten.  

Apoptose kann aber auch zellintern ausgelöst werden (Abbildung 1.3), 

z.B. über die Mitochondrien (Ferri et al., 2001). Diese sind nicht nur die 

Kraftwerke der Zelle und liefern die nötige Energie für das apoptotische 

Programm, sondern beinhalten auch eine Vielfalt proapoptotischer 

Faktoren, die aufgrund verschiedener Reize ausgeschüttet werden können. 

Zu diesen zählen der Verlust von Wachstumsfaktoren, Hypoxie, oxidativer 

Stress und DNA Schäden. Diese verschiedenen Reize lösen 

Signaltransduktionswege aus, die zur mitochondrialen Membran-

Permeabilisierung (MMP) führen (Ferri et al., 2001; Kroemer, 1997; 

Kroemer et al., 1997). Eine MMP wirkt selektiv auf die innere sowie die 

äußere mitochondriale Membran (Martinou et al., 2001; Zamzami et al., 

2001). Dabei wird die äußere Membran komplett durchlässig, was die 

Ausschüttung zytotoxischer Faktoren bedingt. Diese kontrollieren dann die 

Degradierungsphase der Apoptose. Zu den zytotoxischen Faktoren gehört 

Cytochrom c. In der intakten Zelle Teil der Atmungskette, wo es für den 
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Elektronentransfer zwischen Komplex III und IV verantwortlich ist, ist es 

während der Apoptose zusammen mit Apaf-1 ein wichtiger Co-Faktor bei 

der Aktivierung von Caspase-9 im Cytosol der Zelle. (Li et al., 1997b). 

Caspase-9 spaltet nun wiederum andere Caspasen, unter anderem 

Caspase-3 und setzt so die schon beschriebene Caspase-Kaskade in 

Gang.  

Abbildung 1.3: Mechanismen und Signalwege der Apoptoseinduktion. Apoptose kann 
durch Oberflächenrezeptoren, wie z.B. dem CD95-Rezeptor ausgelöst werden. 
Adaptermoleküle wie Fas (TNFRSF6)-associated via death domain (FADD) vermitteln 
die Bindung von Caspase-8, die dann autokatalytisch gespalten und aktiviert wird. Sie 
spaltet und aktiviert dann weitere Caspasen, was letztendlich zur Degradierung 
apoptotischer Substrate und zum Zelltod führt. DNA-Schäden lösen einen internen 
Signalweg aus, der zur Ausschüttung proapoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien 
führt und ebenfalls in der Aktivierung von Effektor-Caspasen und Zelltod resultiert. 
Verbunden sind beide Signalwege über das Protein Bid, das ebenfalls auf die 
Mitochondrien wirkt und die Ausschüttung proapoptotischer Faktoren begünstigt. (nach 
Hengartner, 2000) 

apoptotische 
Substrate

DNA
Schäden

t-bid

Procaspase-3

Apoptosom

Cytochrom c
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1.1.5 Feinregulierung apoptotischer Prozesse: Bcl-2 und IAP´s 
 

Ein Prozess, der das Absterben bestimmter Zellen innerhalb eines 

Organismus auslöst, muss stringent kontrolliert werden. Die Regulation 

erfolgt auf unterschiedlichsten Ebenen der Zelle. Hierbei spielen die 

Neusynthese von Proteinen, die Expression verschiedener Proteasen als 

inaktive Proform, die Retention in verschiedenen Zellkompartimenten sowie 

die aktive Inhibition verschiedenster proapoptotischer Faktoren eine 

entscheidende Rolle.  

 Die Protein-Protein-Interaktion besitzt hier eine wichtige Funktion bei 

einem Teil der Apoptose-Regulatoren, den Mitgliedern der Bcl-2 

Proteinfamilie (B-cell CCL/lymphoma 2) (Tsujimoto et al., 1985). Sie 

wurden, basierend auf strukturellen und funktionellen Kriterien, in drei 

Gruppen eingeteilt. (Adams et al., 1998; Antonsson et al., 2000). Mitglieder 

der Gruppe I besitzen antiapoptotische Aktivität, Mitglieder der Gruppen II 

und III sind proapoptotisch (Abbildung 1.4).  

 

 

Die Feinregulation apoptotischer Prozesse durch diese Proteinfamilie 

erfolgt zum einen durch Homo- und Heterodimerbildung, um sich so in ihren 

Funktionen gegenseitig zu beeinflussen. Zum anderen wirken sie auch 

direkt auf die Mitochondrien und regulieren dort die Ausschüttung pro- und 

BH4 BH3 BH2 BH1 TM
Gruppe I

Gruppe II

Gruppe III

Bcl-2

Bax

Bid

Blk

BH4 BH3 BH2 BH1 TM
Gruppe I

Gruppe II

Gruppe III

Bcl-2

Bax

Bid

Blk

Abbildung 1.4: Einige Mitglieder der Bcl-2 Protein-Familie. Gruppe I 
Mitglieder sind antiapoptotisch, Mitglieder der Gruppe II und III sind 
proapoptotisch. BH: Bcl-2 Homologie Domäne; TM: Transmembran 
Domäne. 
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antiapoptotischer Faktoren (Loeffler et al., 2000; Muchmore et al., 1996; 

Reed, 1997).  

Eine weitere Klasse von Apoptose-regulierenden Proteinen sind die 

inhibitor of apoptosis proteins (IAP`s). Diese Proteine wurden erstmals in 

Baculoviren beschrieben (Crook et al., 1993) und anschließend in vielen 

Abbildung 1.5: Strukturelle Charakteristika der IAP-Proteinfamilie. Diese 
Proteinfamilie ist hoch konserviert und konnte bis heute in Mammalia, Insekten, 
Baculoviren, Hefen und Nematoden nachgewiesen werden. Sie beinhalten ein bis drei 
BIR-Motive, die durch einen Zink-Finger charakterisiert sind. Weitere Domänen, die 
jedoch nicht allen IAP´s gemeinsam sind, sind das RING-Motiv (realy interesting new 
gene), die CARD-Domäne (caspase recruiting domaine) sowie die UBC-Domäne 
(ubiquitin conjugating domain) (nach Verhagen et al., 2001). 

Mammalia
497
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618

298

1403

142

4845
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438

498

4928

268
275
286

Baculoviren
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155
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XIAP
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D-Bruce

OpIAP
CpIAP
AcIAP

CiIAP

CeBIR-1

CeBIR-2
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BIR Typ I
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anderen Organismen von Insekten bis Vertebraten nachgewiesen 

(Abbildung 1.5) (Duckett et al., 1996; Hay et al., 1995; Rothe et al., 1995; 

Uren et al., 1996).  

Alle IAP`s enthalten ein bis drei Baculoviral Inhibitor of apoptosis 

Repeat Motive (BIR), deren wichtigstes Charakteristikum ein von einem 

Histidin und drei Cysteinen koordiniertes Zink-Ion, ein so genannter Zink-

Finger, ist (Hinds et al., 1999). BIR´s sind ungefähr 70 Aminosäuren lang 

und bestehen strukturell aus vier oder fünf α-Helices und einem β-Faltblatt, 

das den Zink Finger beinhaltet (Sun et al., 2000). Diese BIR-Domänen 

vermitteln zusammen mit anderen strukturellen Domänen bei einigen IAP`s 

die direkte Interaktion mit verschiedenen Caspasen und inhibieren sie auf 

diese Weise. Sie sind also für ihre antiapoptotische Funktion unerlässlich.  

Eine zweite Domäne, die in fast allen IAP`s im carboxyterminalen Teil 

gefunden wurde, ist die so genannte RING-Domäne (Abbildung 1.5). Sie 

besteht aus einem Set von invariablen, metallbindenden Resten (C3HC4), 

die zwei Zink-Ionen koordinieren (Freemont, 1993). Bei X-linked inhibitor of 

apoptosis (XIAP) und cellular-IAP-1 (c-IAP-1) zeigen Analysen, dass diese 

Domäne Ubiquitin-Protein-Ligase-Aktivität besitzt und so die Selbst-

Ubiquitinierung und nachfolgende Degradierung reguliert (Yang et al., 

2000). XIAP wird in vielen Geweben exprimiert (Liston et al., 1996; Uren et 

al., 1996). Es hat eine zytoplasmatische Lokalisation und inhibiert 

apoptotische Prozesse nach Induktion mit verschiedensten Stimuli. Zu 

diesen gehören ultraviolette Strahlung (UV), Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), 

Fas-Ligand (FasL) und verschiedene toxische Agenzien (LaCasse et al., 

1998). XIAP interagiert und hemmt sehr effizient aktive Caspasen, unter 

anderem Caspase-3, -7 und -9 (Deveraux et al., 1999; Deveraux et al., 

1997; Takahashi et al., 1998). Es wurde als direkter Interaktionspartner von 

Survivin identifiziert. Die Interaktion von Survivin mit XIAP führt zum Schutz 

dieser Proteine vor Ubiquitin/Proteasom vermitteltem Abbau (Dohi et al., 

2004). Auch die anderen IAP´s wie c-IAP-1, cellular-IAP-2 (c-IAP-2) und 

Mammalier-IAP (ML-IAP) wirken direkt oder indirekt über die Inhibition 

aktiver Caspasen.  

Eine zweite Gruppe von IAP´s, die nur eine BIR-Domäne enthalten, 

variiert in ihrer Struktur und Größe stark zu den schon beschriebenen. Zu 
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ihnen gehört Survivin/BIRC5, Bruce/BIRC6 bei den Säugern sowie BIR-1 

und BIR-2 bei C. elegans, SpBIR1P und ScBIR1P in der Hefe und die 

Proteine dBruce und Deterin bei D. melanogaster (Ambrosini et al., 1997; 

Fraser et al., 1999; Hauser et al., 1998; Jones et al., 2000; Uren et al., 

1999) (Abbildung 1.5). Die Tatsache, dass Survivin-ähnliche IAP`s in so 

stark variierenden Organismen und mit konservierter Funktion vorkommen, 

legt den Schluss nahe, dass sie eine der frühesten BIR-Proteine darstellen.  

 

 

1.1.6 Inhibitoren der IAP´s: Smac/DIABLO 
 

Die Dysfunktion apoptotischer Prozesse spielt eine kritische Rolle 

während der Tumorgenese und Tumorprogression. Die Folge sind eine 

Akkumulation transformierender Mutationen und eine enorme 

Widerstandsfähigkeit gegenüber Chemotherapeutika. Vermittelt wird diese 

Resistenz in vielen Fällen von antiapoptotischen Faktoren, wie den IAP´s.  

Einer der Hauptantagonisten der IAP´s ist das proapoptotische Second 

Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP Binding Protein with 

Low PI (Smac/DIABLO) (Verhagen et al., 2002). Es ist in den Mitochondrien 

lokalisiert und wird aufgrund eines apoptotischen Stimulus ins Zytosol 

entlassen. Dort wird es proteolytisch prozessiert. So kann es dann die 

inhibitorische Bindung von beispielsweise XIAP an verschiedenen 

Caspasen aufheben (Srinivasula et al., 2001; van Loo et al., 2002; 

Verhagen et al., 2002). Es interagiert mit BIR2 und BIR3 von XIAP, obwohl 

es eine Präferenz für BIR3 aufweist. Das N-terminale Tetrapeptid von 

Smac/DIABLO ist dem N-terminalen Tetrapeptid der p12 Untereinheit von 

Caspase-9 sehr ähnlich und vermittelt die kompetetive Bindung an die BIR3 

Domäne von XIAP. Genau wie bei der Verdrängung von Caspase-9 

interagiert Smac/DIABLO mit der Linker-Region vor dem BIR2-Motiv von 

XIAP, um Caspase-3 und -7 kompetetiv zu verdrängen (Abbildung 1.6).  

Die Inhibition der Apoptose durch IAP´s scheint eine bedeutende Rolle 

bei der Tumorprogression zu spielen. Da XIAP und Smac/DIABLO 

Gegenspieler sind, ist anzunehmen, dass die Expression bzw. die Aktivität 
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beider Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf die Tumorenstehung 

und Progression hat.  

Es konnte belegt werden, dass es eine Zunahme der relativen XIAP 

mRNA-Expression in Korrelation mit der Tumorstufe im humanen 

Nierenzellkarzinom (RCC) gibt. Die relative mRNA Expression nimmt von 

frühen Tumorstadien (pT1) zu späten, fortgeschrittenen Tumorstadien (pT3) 

signifikant zu. Besonders die Tumore, die aus der Niere heraus 

metastasieren, zeigen eine deutlich erhöhte XIAP Expression, verglichen 

mit denen, die noch auf die Niere beschränkt sind (Yan et al., 2004). Diese 

Korrelation besteht auch im Hinblick auf den Differenzierungsgrad und Typ 

dieser Tumore. Hier haben die gut differenzierten Tumore (G1+2) eine 

niedrigere XIAP Expression als die schlecht differenzierten (G3). RCC´s des 

klarzelligen Typs mit einer schlechten Prognose haben eine deutlich 

erhöhte XIAP Expression (Yan et al., 2004). Basierend auf dem 

Expressionsmuster von XIAP in diesen Tumoren liegt es nahe, auch die 

Expression von Smac/DIABLO in diesen RCC´s zu untersuchen. 
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1.1.7 Verbindung von Zellzyklus und Apoptose: Survivin 
 

Survivin, das zur zweiten Gruppe der IAP´s gehört (Abbildung 1.5), 

wurde ursprünglich als Apoptoseinhibitor beschrieben (Ambrosini et al., 

1997). In den letzten Jahren offenbarte sich jedoch, dass Survivin eine 

zweite Funktion besitzt und für die Regulation mitotischer Prozesse 

unerlässlich ist. Dies steht im Konsens mit den hochkonservierten 

Homologen von Survivin in der Hefe und C. elegans, die auch mitotische 

Regulatoren darstellen und deren BIR-Domäne die von Survivin 

widerspiegelt (Fraser et al., 1999; Li et al., 1998; Uren et al., 1999). Survivin 

ist ein 16,5 kD großes Protein und ist somit das kleinste Mitglied der IAP-

Proteinfamilie in Säugetieren (Salvesen et al., 2002). Das 

korrespondierende Gen lokalisiert auf Chromosom 17q25 beim Menschen 

A B

C D

Abbildung 1.6: Kompetetive Bindung von Smac/DIABLO an XIAP. Das N-
terminale Tetrapeptid von Smac/DIABLO bindet kompetetiv an dieselbe Stelle 
wie Caspase-9 und kann sie so verdrängen. Um Caspase-3 und -7 kompetetiv 
zu verdrängen, bindet Smac/DIABLO an die Linker-Region vor dem BIR2-Motiv. 
Die kompetetive Bindung von Smac/DIABLO an XIAP führt zum Verlust der 
Inhibition der Caspasen. Sie können nun ihre Substrate spalten und so die 
Apoptose ausführen. (nach Verhagen et al., 2001) 
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(Li et al., 1998) und auf Chromosom 11E2 bei der Maus (Li et al., 1999). 

Das resultierende Protein besitzt nur eine BIR-Domäne und eine alpha-

helicale coiled-coil Domäne am C-Terminus (Abbildung 1.7) (Ambrosini et 

al., 1997). Röntgenstrukturanalysen des humanen (Chantalat et al., 2000; 

Verdecia et al., 2000) und des Mäuse-Proteins (Muchmore et al., 2000) 

belegen, dass Survivin ein stabiles Homodimer bilden kann, wobei die C-

terminalen alpha Helices aus dem Dimer herausragen.  

Survivin konnte in in situ Hybridisierungs-Experimenten in einer Reihe 

fötaler Gewebe, in mitotisch aktiven adulten Geweben, wie Plazenta und 

Thymus, jedoch nicht in anderen adulten Geweben nachgewiesen werden 

(Adida et al., 1998b). 

Interessanterweise ließ sich eine Expression von Survivin in den 

meisten humanen Krebsarten, unter anderem in Karzinomen der Lunge, 

des Magens, des Darms, der Brust und Prostata sowie in nicht-Hodgkin 
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der Proteindomänenstruktur von Survivin, 
Survivin-2B, Survivin-ΔEx3 und Survivin-3B. Survivin-2B besitzt eine verkürzte BIR-
Domäne durch die Insertion eines alternativen Exons (grau), jedoch dasselbe C-
terminale Ende wie Survivin. Bei Survivin-ΔEx3 hingegen kommt es durch das 
Überspringen des Exons drei zu einer Leserasterverschiebung, was zu einem 
geänderten C-Terminus, verglichen mit dem von Survivin, führt. Hier findet sich nun 
ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS, grün) eine BH2-Domäne (grau) und ein 
mitochondriales Lokalisationssignal (gelb). Durch eine Leserasterverschiebung kommt 
es bei Survivin-3B zu einem frühzeitigen Stopp-Codon und einem veränderten C-
Terminus (orange). (nach Caldas et al., 2005) 
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Lymphomen belegen (Ambrosini et al., 1997). Diese Ergebnisse weisen 

darauf hin, dass Krebszellen zu einem fötalen Survivin-Expressionsmuster 

zurückkehren. Dies könnte zur Resistenz gegenüber cytotoxischen 

Chemotherapeutika beitragen. Tatsächlich zeigen immunhistologische 

Studien in Neuroblastomen und Krebsarten des Verdauungssystems eine 

Korrelation zwischen Survivin-Expression und schlechter 

Patientenprognose (Adida et al., 1998a; Kawasaki et al., 1998).  

Survivin wird strikt zellzyklusabhängig gebildet. Dies ist hauptsächlich 

auf seine transkriptionelle Kontrolle zurückzuführen und wird von mehreren 

cell cycle dependent elements/cell cycle homology regions (CDE/CHR) 

Boxen im Promotor des Survivin-Gens (Badie et al., 2000; Kobayashi et al., 

1999), die als G1-Repressorelemente fungieren, gesteuert. Survivin wird 

aber auch posttranskriptional reguliert, z.B. über seine Proteinstabilität. 

Stark exprimiert in der G2/M Phase des Zellzyklus wird es nach Beendigung 

des Zellzyklus rasch über den Ubiquitin-Proteasomen Signalweg abgebaut 

und hat eine Halbwertszeit von nur 30 Minuten (Zhao et al., 2000). 

Zusätzlich konnte belegt werden, dass die Phosphorylierung von Survivin 

an Thr34 durch den p34cdc2-Cyclin B1 Komplex entscheidend für die 

Stabilität und Funktion des Proteins ist. Phosphorylierungsdefekte Mutanten 

verlieren nicht nur ihr antiapoptotisches Potential, sondern wirken in 

Überexpressionstudien sogar proapoptotisch (Mesri et al., 2001; O'Connor 

et al., 2002).  

Für Survivin existieren fünf alternative Spleißvarianten. Neben dem 

Wildtyp Survivin (142 AS) werden noch Survivin-2B (165 AS) durch 

Insertion eines kryptischen Exons in Exon 2, Survivin-ΔEx3 (137 AS) durch 

Verlust des dritten Exons, Survivin-3B (120 AS) durch Einfügen eines neuen 

Exons 3B und Survivin-2alpha (74 AS), das nur aus Exon 1 und Exon 2 

besteht, gebildet (Abbildung 1.7).  

Obwohl bei Survivin-ΔEx3 die BIR-Domäne verkürzt ist, ist sein 

antiapoptotisches Potential nach Apoptoseinduktion über den CD95-

Rezeptor komplett erhalten. Survivin-2B hingegen, mit einer verlängerten 

BIR-Domäne, hat sein antiapoptotisches Potential verloren (Mahotka et al., 

2002b; Mahotka et al., 1999). Kürzlich wurde ein neues antiapoptotisches 

Protein, das durch den offenen Leserahmen K7 des Kaposi-Sarcoma 
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assoziiertem Herpesvirus kodiert wird, entdeckt. Es spiegelt strukturell 

Survivin-ΔEx3 wider (Wang et al., 2002). Dies ist ein weiterer Hinweis auf 

die antiapoptotische Wirkung dieser Spleißvariante. 

Ob und wie die Expression der verschiedenen Spleißvarianten die 

Survivin Funktion reguliert, ist unklar, jedoch könnte die 

Heterodimerisierung der verschiedenen Varianten einen Mechanismus 

darstellen. Hier spielt wahrscheinlich auch die unterschiedliche subzelluläre 

Lokalisation der verschiedenen Survivin Formen eine entscheidende Rolle. 

Survivin-2B kann ausschließlich im Zytoplasma der Zelle nachgewiesen 

werden, wobei Survivin-ΔEx3 nur im Nukleus der Zelle zu finden ist. 

Survivin wurde hauptsächlich als cytoplasmatisch lokalisiert beschrieben, 

konnte aber auch im Nukleus gefunden werden (Fortugno et al., 2002). Hier 

ist Survivin ein so genanntes Chromosomal-Passenger-Protein und hat eine 

wichtige Funktion während der Zellteilung. Es bindet in der 

Prophase/Metaphase an die Centromere der Chromosomen und lässt sich 

an den Mikrotubuli der Teilungsspindel - der so genannten Midzone – 

während der Anaphase/Telophase nachweisen (Li et al., 1998; Uren et al., 

2000). Es kolokalisiert dort mit anderen Chromosomal-Passenger-

Proteinen, wie inner-centromer-binding-protein (INCENP) und aurora kinase 

B (Aurora B) (Bischoff et al., 1999; Uren et al., 2000). Andere 

Arbeitsgruppen fanden Survivin zusätzlich an den Kinetochoren der 

Teilungsspindel (Skoufias et al., 2000). Die Eliminierung von Survivin 

resultiert in Zellteilungsdefekten.  

 

 

1.1.8 Caspase-unabhängige Apoptose: apoptosis-inducing- 
factor (AIF) 

 

Die Mitochondrien beinhalten Faktoren, die unabhängig von Caspasen 

den Tod der Zelle bewirken. Endonuclease G (EndoG) und apoptosis-

inducing-factor (AIF) translozieren beispielsweise während der Apoptose 

von den Mitochondrien in den Nukleus und induzieren dort DNA-

Fragmentierung.   
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AIF wurde erstmals 1996 als bioaktives, mitochondriales Protein 

erwähnt, das unabhängig von Caspasen, Apoptose induziert (Susin et al., 

1996; Zamzami et al., 1996). Das AIF-Gen ist hoch konserviert zwischen 

Mensch und Maus mit einer Homologie von 92% (Susin et al., 1999). Das 

unprozessierte AIF ist ein 67-kDa Protein, das in drei Domänen aufgeteilt 

werden kann: Die N-terminalen 100 Aminosäuren beinhalten eine 

mitochondriale Lokalisationssequenz (MLS), auf die folgt eine Platzhalter-

Sequenz mit unbekannter Funktion und eine C-terminale Oxidoreduktase-

Sequenz, die ebenfalls zwei nukleäre Lokalisationssignale (NLS) enthält 

(Abbildung1.8).  

Nach dem Import des unprozessierten Proteins ins Mitochondrium wird 

das N-terminale MLS abgespalten und es entsteht so das 57-kDa große, 

prozessierte AIF. Auf einen apoptotischen Reiz hin transloziert AIF ins 

Zytosol sowie in den Nukleus und induziert dort periphere 

Chromatinkondensation und eine DNA Fragmentierung in ca. 50 kbp große 

DNA Stücke. Es wird angenommen, dass die mitochondrial-nukleäre 

Translokation von AIF eine universelle Charakteristik beim Zelltod von 

humanen und murinen Zellen darstellt. Sie führt zur ersten Stufe des 

apoptotischen Prozesses, charakterisiert durch eine wellenförmige Kontur 

des Zellkerns und eine eher unvollständige Chromatinkondensation. 
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des AIF-Proteins und seiner prozessierten Form. 
Nach dem Import in die Mitochondrien wird die mitochondriale Lokalisationssequenz (MLS) 
abgespalten. Erst in dieser Form kann AIF FAD binden. Experimente an isolierten HeLa-
Zellkernen zeigten, dass beide Formen Zelltod auslösen können. Die Funktion der 
Platzhaltersequenz (Spacer) ist unbekannt. Die Oxidoreduktase-Domäne beinhaltet zwei 
nucleäre Lokalisationssignale (NLS) 
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Während dieser ersten Stufe ist die Cytochrom c-Ausschüttung noch 

unvollständig. Erst in der späteren, zweiten Stufe der nukleären Apoptose 

mit starker Chromatinkondensation und der Bildung der apoptotischen 

Körperchen werden beide mitochondrialen Faktoren gemeinsam 

ausgeschüttet. Die Anwesenheit von Caspase-Inhibitoren arretiert die 

nucleäre Apoptose in der ersten Stufe und legt die Schlussfolgerung nahe, 

dass diese Stufe Caspase-unabhängig ist und von AIF vermittelt wird. 

Die Überexpression von Bcl-2 blockiert die Umverteilung von AIF in 

Säugerzellen. Dies liefert Hinweise auf die Beteiligung der mitochondrialen 

permeability transition pore (PTP) im Umverteilungsprozess dieses 

apoptogenetischen Faktors (Daugas et al., 2000; Susin et al., 1999; Susin 

et al., 1996).  

Wie Cytochrom c besitzt auch AIF eine zweite enzymatische Funktion, 

die nicht mit ihrem apoptotischen Potential in Verbindung steht. Da es stabil 

Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) binden kann, gehört es systematisch zu 

den Flavoproteinen. Darüber hinaus zeigt es Nicotinsäureamid-Adenosin-

Dinucleotid-Phosphat-Oxidase- (NAD(P)H) und Monodehydroascorbat-

Reduktase-Aktivität. Zusätzlich ist es in der Lage, die Reduktion von 

Cytochrom c in Anwesenheit von NAD(P)H zu katalysieren (Miramar et al., 

2001). AIF ist eindeutig bifunktional, da es unabhängig von der An- oder 

Abwesenheit von FAD oder NAD(P)H nucleäre Apoptose induzieren kann 

(Abbildung1.8). Dies belegt, dass die apoptotische und Oxidoreduktase-

Funktion unabhängig voneinander sind (Miramar et al., 2001; Ye et al., 

2002). Kürzlich wurde ein endogener Inhibitor von AIF beschrieben, nämlich 

das heat shock protein (Hsp) 70. Hsp70 interagiert physikalisch mit AIF und 

inhibiert seine apoptotische Funktion (Ravagnan et al., 2001).  

Die inzwischen ermittelte Kristallstruktur des humanen AIF zeigt, dass 

die Oberfläche des Proteins ein starkes positives elektrostatisches Potential 

aufweist (Ye et al., 2002). Die elektrostatische Interaktion von AIF mit der 

DNA ist nicht von der Sequenz der DNA abhängig, aber essentiell für die 

proapoptotische Funktion des Proteins (Ye et al., 2002). Wie AIF zur 

Kondensierung des Chromatins beiträgt, ist Gegenstand aktueller 

Forschung. Es wird angenommen, dass AIF aufgrund seiner DNA-Bindung 

als Gerüst für die Bindung weiterer Proteine fungiert, die zum so genannten 
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Degradosom sterbender Zellen gehören (Parrish et al., 2003). Hier scheint 

die Bindung von Cyclophilin A an AIF eine entscheidende Rolle zu spielen, 

da diese Interaktion zu einer verstärkten proapoptotischen Aktivität von AIF 

führt (Cande et al., 2004).  

 

 

1.2 Stickstoffmonoxid (NO) 
 

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Radikal, das als Signalmolekül vielfältige 

Funktionen in verschiedenen Geweben und Zellen ausübt. Es wird 

enzymatisch durch Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS) oder durch den 

Zerfall von Nitrit und nitrosierten Proteinen gebildet.  

Die NOS-Enzyme katalysieren in Anwesenheit von molekularem 

Sauerstoff und NADPH die Oxidation von L-Arginin zu äquimolaren Mengen 

NO und L-Citrulin (Abbildung 1.9/ A) (Alderton et al., 2001; Stuehr et al., 

1991).  

Drei NOS-Isoformen sind bekannt, wobei zwei der Enzyme konstitutiv 

exprimiert werden. Dazu gehören erstens die endotheliale NOS (eNOS) 

(Marsden et al., 1992) sowie zweitens die neuronale NOS (nNOS) (Nakane 

et al., 1993). Sie führen zur Synthese niedriger Konzentrationen (pM) von 

NO, das in diesem Fall als Signalmolekül fungiert. Die eNOS bedingt die 

Relaxation glatter Muskelzellen und spielt somit eine entscheidende Rolle 

bei der Regulation des Gefäßtonus (Ignarro et al., 2001). Das durch die 

nNOS produzierte NO dient unter anderem als Neurotransmitter und 

reguliert so wichtige Funktionen des zentralen und peripheren 

Nervensystems (Bredt et al., 1990). Die dritte Isoform der NO-Synthasen ist 

induzierbar (iNOS) und wird nicht konstitutiv exprimiert. Induktoren sind 

unter anderem proinflammatorische Zytokine (TNF-α, IL-1ß und INF-γ), 

Lipopolysaccharide (LPS) (Liew et al., 1991) oder UV-Strahlung (Kuhn et 

al., 1998). Die iNOS produziert über einen Zeitraum von wenigen Stunden 

bis hin zu mehreren Tagen hohe NO-Konzentrationen (µM) (Drapier et al., 

1988).  
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Abbildung 1.9: A) Enzymatische Stickstoffmonoxid (NO) Bildung durch die 
Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS). Sie katalysieren die Oxidation von L-Arginin zu NO 
und L-Citrullin unter Verbrauch von Sauerstoff und NADPH. Die endotheliale NOS 
(eNOS) und die neuronale NOS (nNOS) werden konstitutiv gebildet. Die Expression der 
induzierbaren NOS (iNOS) wird durch verschiedene Faktoren, wie proinflammatorische 
Zytokine oder UVA-Strahlung, vermittelt. 
B) Mechanismus der UVA-induzierten Photolyse von Nitrit. Die Reaktion von Nitrit Ionen 
und Licht (360nm) führt zur Bildung von Stickstoffmonoxid (NO⋅) und einem Sauerstoff-
Anion-Radikal (O⋅-). In wässriger Lösung reagiert das Sauerstoff-Anion-Radikal mit 
Wasser und bildet so das hoch reaktive Hydroxylradikal (OH.) und ein Hydroxyl Anion 
(OH-). Ist Nitrit im Überschuss vorhanden, reagiert es mit dem Hydroxylradikal, und es 
entsteht OH- und das sehr reaktive Stickstoffdioxid Radikal (NO2.), das schnell mit NO 
Di-Stickstoff Trioxid bildet.  
C) In wässriger Lösung liegt das Nitrit-Anion (NO2

-)in einem Gleichgewicht mit seiner 
konjugierten Säure, der salpetrigen Säure (HNO2), vor. Wegen dieses Gleichgewichts 
ist ständig eine kleine Menge HNO2 vorhanden, die wiederum im Gleichgewicht mit Di-
Stickstoff Trioxid (N2O3) steht. Dieses homolysiert zu NO• und NO2

•. Unter sauren 
Bedingungen wird das Gleichgewicht verschoben und führt zur vermehrten Bildung von 
NO• über das Zwischenprodukt N2O3. 
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1955 beobachtete Furchgott eine Relaxation von glatter 

Gefäßmuskulatur (Furchgott, 1955) in Anwesenheit von Tageslicht. Diese 

Photorelaxation ist mit einer Zunahme der cyclischen 

Guanosinmonophosphat-Bildung (cGMP) (Karlsson et al., 1984) verbunden 

und wird nicht durch NOS-Inhibitoren beeinflusst (Matsunaga et al., 1989). 

Diese Experimente lieferten erste Hinweise, dass der beobachtete Effekt 

auf den Zerfall einer photolabilen Substanz in der Gefäßwand 

zurückzuführen ist, die NO freisetzt. Hier zeigte sich schnell, dass unter 

anderem S-Nitrosothiole (RS-NO) als ein solcher NO-Speicher in Frage 

kommen. Sie weisen ein UV-Absorbtionsmaximum bei 330-340 nm auf und 

werden photolytisch gespalten. Dies bewirkt eine Freisetzung von NO 

(Wood, 1996; Zhang et al., 1996). Weitere Moleküle, die als NO-Speicher in 

Frage kommen, sind z.B. N-Nitrosamine (RN-NO, Abs.max: 340-390 nm) 

(Rao, 1981), Eisen-Schwefel Nitrosylkomplexe (Abs.max: 360-370 nm) 

(Bourassa, 1997) und Nitrosylmyoglobin (MbNO, Abs.max: 420-422 nm) 

(Kharitonov, 1996).  

Einen weitereren Kandidaten für einen solchen NO-Speicher stellt Nitrit 

dar (Abbildung1.9/ B). Es tritt extra- bzw. intrazellulär in jedem biologischem 

System auf und hat ein Absorbtionsmaximum von 354-399 nm (Jankowski, 

1999). In verschiedenen Experimenten wurde belegt, dass die 

Photorelaxation durch die Gabe von Nitritlösungen verstärkt wird (Furchgott, 

1991; Wigilius et al., 1990). 2003 bewiesen Suschek et al. erstmals, dass 

Nitrit durch UVA-Strahlung zu bioaktivem NO zerfällt und eine vergleichbare 

Wirkung hat wie das enzymatisch gebildete (Paunel et al., 2005; Suschek et 

al., 2005; Suschek et al., 2003). Der Hauptunterschied zum enzymatisch 

gebildeten NO ist, dass bei dieser Reaktion gleichzeitig reaktive 

Sauerstoffverbindungen entstehen (Abbildung 1.9/ B), die, wie NO auch, zur 

Bildung sekundärer Reaktionsprodukte führen. Hier spielt die Oxidierung 

und Nitrosierung verschiedenster Proteine eine entscheidende Rolle. Nitrit 

kann aber auch pH-Wert abhängig reduziert werden (Abbildung1.9/ C) und 

unter sauren Bedingungen NO freisetzen. Es hat besonders unter 

ischämischen Bedingungen eine physiologische bzw. pathophysiologische 

Bedeutung (Benjamin et al., 1994; Lauer et al., 2001; Lundberg et al., 

1994). Nitrit steht hier bei einer Ischämie-induzierten Azidose als Quelle für 
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NO zur Verfügung, da unter diesen sauerstoffarmen Bedingungen die 

enzymatische NO-Produktion gehemmt wird, weil das NOS-Enzym 

sauerstoffabhängig ist. Das entstehende NO reguliert die lokale 

Durchblutung während einer Ischämie, Hypoxie und in Zeiten erhöhter 

metabolischer Aktivität. Es gewährleistet so die Regeneration der Energie- 

und Sauerstoffvorräte (Guyton, 1996).  

 

 

1.2.1 Eigenschaften des NO-Radikals 
 

NO ist ein anorganisches Gas, das in wässrigen Lösungen gut löslich 

ist (bis 2 mM) und daher in biologischen Systemen, wo es im µM-Bereich 

vorkommt, in gelöster Form vorliegt. Es reagiert hauptsächlich mit 

ungepaarten Elektronen, also z.B. mit Metall-Ionen oder molekularem 

Sauerstoff. Es kann als ungeladenes, lipophiles Molekül frei durch Zellen 

diffundieren, wobei auch die Zellmembran keine Barriere darstellt. Es besitzt 

eine Halbwertszeit von mehreren Sekunden und ist damit - verglichen mit 

anderen Radikalen - nicht sehr reaktiv (Moncada et al., 1991).  

Unter aeroben Bedingungen reagieren zwei Moleküle NO mit einem 

Molekül Sauerstoff zu den Oxidationsprodukten Nitrit und Nitrat. Diese 

Reaktion läuft über so genannte Reaktive-Stickstoff-Spezies (RNS), wie z.B. 

NO2
•, N2O3 und N2O4 ab, die eine weit höhere Reaktivität als NO selber 

aufweisen. Hier ist die Konzentration des produzierten NO´s entscheidend, 

denn je höher die NO Konzentration ist, umso wahrscheinlicher ist die 

Bildung dieser RNS. Diese RNS können ebenfalls mit verschiedenen 

Substraten reagieren und sind so ebenfalls Signalmoleküle.  

Die biologischen Effekte von NO sind vielfältig und lassen sich in 

direkte (von NO selbst vermittelt) und indirekte (von RNS vermittelt) 

unterteilen (Wink et al., 1998). Direkte Effekte sind relativ schnelle 

Reaktionen, die bei geringen NO-Konzentrationen ablaufen, wobei das NO 

z.B. direkt mit der Eisengruppe von Häm-Proteinen reagiert und dadurch die 

Enzymaktivität moduliert. Hier ist die Aktivierung der löslichen 

Guanylatzyklase (sGC) ein Beispiel für eine solche Reaktion (Abbildung 

1.10) (Lowenstein et al., 1992; Nathan et al., 1994).  
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NO reguliert Enzyme auch negativ. Am Beispiel der Cytochrom c-

Oxidase konnte gezeigt werden, dass NO hier an das katalytische Zentrum 

bindet und so die mitochondriale Atmungskette unterbricht. Es reguliert 

somit auch den Sauerstoffverbrauch und die ATP Produktion (Haddad et 

al., 1996; Stamler, 1994).  

Bei hohen Konzentrationen von NO kann die Proteinaktivität auch über 

Nitrosierung gesteuert werden, wobei der Nitrosierungsprozess in der Regel 

nicht direkt von NO, sondern von seinem Reaktionsprodukt N2O3 vermittelt 

wird. Hierbei wird ein Nitrosonium-Ion (NO+) auf Thiol- oder Amin-Reste, die 

oft essentiell für die enzymatische Aktiviät verschiedenster Proteine sind, 

übertragen. Dies bewirkt die Bildung von S-Nitrosothiolen oder N-

Nitrosaminen (Williams, 1988). Die S-Nitrosierung einer Vielzahl von 

Proteinen stellt einen wichtigen Regulationsmechanismus dar (Abbildung 

1.10) (Stamler et al., 2001). Sie ist reversibel und reguliert z.B. die Aktivität 

verschiedener Transkriptionsfaktoren und ist somit an der 

NO
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NO-Konzentration

Hohe
NO-Konzentration

Transkriptions-
faktoren

Häm-
beinhaltende
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PKA
PKG

DNA-
Deaminierung
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(Tyr-NO2)
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abhängige
Proteine)

NO

Niedrige 
NO-Konzentration

Hohe
NO-Konzentration
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Abbildung 1.10: Differenzielle Wirkmechanismen niedriger und hoher Konzentrationen von 
Stickstoffmonoxid (NO). Niedrige Konzentrationen wirken beispielsweise auf die lösliche 
Guanylat-Zyklase (sGC) und führen zu einem Anstieg der cGMP Konzentration. Hohe 
Konzentrationen werden für DNA-Schäden und die Modifizierung verschiedener 
Proteinreste verantwortlich gemacht. 
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Signaltransduktion beteiligt. Hier bewirkt die Nitrosierung der so genannten 

Zink-Finger, die die DNA-Bindung dieser Faktoren vermitteln, eine 

Freisetzung des koordinierten Zink2+-Ions. Ohne dieses Zink2+-Ion kann der 

Transkriptionsfaktor nicht mehr an die entsprechenden DNA-Elemente 

binden, um die Transkription spezifischer Proteine zu induzieren (Kröncke 

et al., 1994; Tabuchi et al., 1994). S-Nitrosierte Proteine sind auch ein 

Speicher für NO, da die reversible Bindung unter bestimmten Bedingungen 

wieder zerfällt, und das gebundene NO freigesetzt wird (Kröncke et al., 

1997).  

Die Tatsache, dass NO ein multifunktionales Molekül ist, zeigt sich vor 

allen Dingen in seiner Eigenschaft in hohen Konzentrationen oxidativen 

oder nitrosativen Stress auszulösen. Hierbei entsteht beispielsweise 

Peroxinitrit (ONOO-) durch die Reaktion des Sauerstoffanionradikals mit 

NO. Dieses Molekül ist hochreaktiv. Es oxidiert und nitriert eine Vielzahl von 

Molekülen und Proteinen und verändert somit deren Funktionen (Kröncke et 

al., 1997; Wink et al., 1998). So ließ sich beweisen, dass die Deaminierung 

der N-nitrosierten DNA-Basen durch RNS, wie Peroxinitrit, zu 

Strangbrüchen und DNA-Mutationen führt, was wiederum in einer erhöhten 

p53 Expression resultiert (Messmer et al., 1994; Nguyen et al., 1992). 

Weiterhin wurde belegt, dass hohe NO-Konzentrationen in Makrophagen, 

Thymozyten und Lymphozyten Apoptose induzieren (Fehsel et al., 1995). 

Unter anderen Umständen wirkt NO protektiv. In diesem Zusammenhang 

konnte gezeigt werden, dass NO sowohl durch die Nitrosierung von 

Caspasen (Dimmeler et al., 1997a) als auch durch die Induktion von Bcl-2 

und Repression von Bax sowie die Inhibition der Lipidperoxidation bei UVA-

induziertem Zelltod (Suschek et al., 2001; Suschek et al., 1999) 

antiapoptotisches Potential besitzt.  

 

 

1.2.2 NO und Apoptose 
 

Heutzutage wird angenommen, dass die Mitochondrien ein Hauptziel 

bei der NO-vermittelten Apoptose darstellen. Dabei gibt es drei 

Mechanismen, die relevant für apoptotische Prozesse sind: 1. die Inhibition 
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der mitochondrialen Atmungskette, 2. die Stimulation der Superoxid-, 

Wasserstoffperoxid- und Peroxinitrit-Produktion und 3. eine Induktion der 

Permeabilisierung der mitochondrialen Membran (mitochondrial 

permeability transition: MPT). Dabei inhibiert NO im nanomolaren Bereich 

direkt die Atmungskette durch eine selektive, aber reversible Inhibition der 

Cytochrom c-Oxidase. Entstehende Reaktive-Stickstoff-Spezies hemmen 

unselektiv und irreversibel verschiedene mitochondriale Komponenten 

(Brown, 1999; Brown, 2001; Brown et al., 1994; Cassina et al., 1996).  

Die MPT Induktion erhöht die Permeabilität für kleine Moleküle 

dramatisch und gipfelt in der Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung 

und dem Verlust der ATP-Produktion. Dies endet in apoptotischem oder 

nekrotischem Zelltod (Bernardi et al., 2001; Borutaite et al., 2000; 

Crompton, 1999; Halestrap, 1999). Welche Art des Zelltodes eingeleitet 

wird, ist stark vom Zelltyp und verschiedenen weiteren Faktoren, wie z.B. 

der Aktivierung von proapoptotischen Bcl-2 Proteinen oder der ATP 

Verfügbarkeit abhängig. Eine ATP-Depletion löst wahrscheinlich eher 

Nekrose aus (Chai et al., 2000). Die Ausschüttung von Cytochrom c, AIF 

oder Smac/DIABLO induziert eher Apoptose. Es gibt auch Hinweise, dass 

RNS direkt die Thiole des Adenin-Nucleotid-Translocators, eine 

Schlüsselkomponente der MPT-Pore, oxidieren (Vieira et al., 2001).  

In den letzten Jahren wurde NO vermehrt mit Zelltod in Verbindung 

gebracht, der nicht von Caspasen vermittelt wird. Ein Beispiel hierfür sind 

die Pathogenesen verschiedener akuter und chronischer 

neurodegenerativer Erkrankungen. Hier scheint die Überproduktion von NO 

zu einer Calcium vermittelten Aktivierung von Calpainen zu führen. Dies 

resultiert dann in der Freisetzung von AIF und Cytochrom c aus den 

Mitochondrien und anschließendem Zelltod. Eine Caspase-Aktivierung 

konnte in diesem Prozess nicht nachgewiesen werden (Volbracht et al., 

2005). In einem Modell von sich entwickelnden Oligodendrozyten führte die 

Exposition von NO in hohen Dosen zu mitochondrialer Dysfunktion und 

Zelltod. Auch hier wurden keine Anzeichen für Caspase-Aktivierung 

gefunden, jedoch kam es zu einer Umverteilung von AIF in den Zellkern 

(Baud et al., 2004).  
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1.3 UV-Strahlung: Einfluss auf Physiologie und 
Pathophysiologie der Haut  

 
Sonnenlicht besteht aus einem breiten Spektrum elektromagnetischer 

Strahlung, das sich aus sichtbarem Licht, langwelliger infrarot Strahlung (IR) 

und kurzwelliger ultravioletter Strahlung (UV) zusammensetzt. Der Anteil 

der UV-Strahlung beträgt nur 5%, ist jedoch für viele biologische Prozesse 

verantwortlich. Die UV-Strahlung kann weiter in drei Bereiche unterteilt 

werden: kurze Wellenlängen (< 280 nm, UVC), UVB (280-320 nm) und 

lange Wellenlängen (320-400 nm, UVA). Da das Ozon unserer Stratosphäre 

Strahlung der Wellenlängen unter 290 nm komplett absorbiert, ist die 

humane Haut nur UVB- und UVA-Strahlung ausgesetzt. Dabei ist die 

Menge der UVA-Strahlung, die die Erdoberfläche erreicht, 20 Mal größer als 

die der UVB-Strahlung. UVB-Strahlung dringt etwa 0,5 mm tief in die Haut 

ein, wohingegen die UVA-Strahlung bis zu 1 mm tief in die Haut eindringt 

und somit alle Zelltypen der Epidermis und Dermis erreicht (Abbildung 1.11) 

UVB
0,4%

UVA
3,6%

sichtbar.
Licht 50%

Infrarot
44%

Hornschicht
Stachelzellschicht
Basalzellschicht

Lederhaut

Unterhaut

DNA-Schäden;
Apoptose;

Pigmentierung

Kollagen
zerstörung

Gefäß
erweiterung

Einfluss des Sonnenlichtes auf die Haut

Abbildung 1.11: Einfluss des Sonnenlichtes auf die Haut. Die verschiedenen Anteile 
des Sonnenlichtes beeinflussen unterschiedliche Schichten der Haut. UVB-Strahlung 
dringt nur etwa 0,5 mm tief in die Haut ein und erreicht so nur die oberen Hautschichten. 
UVA-Strahlung hingegen dringt bis zu 1 mm tief in die Haut vor und erreicht somit alle 
Zelltypen der Haut.  
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(Grether-Beck et al., 1997). Mit Ausnahme der Bildung von Vitamin-D3 in 

der Haut sind beinahe alle bekannten Effekte der UV-Strahlung Ausdruck 

eines molekularbiologischen Schadens. 

Ein neuzeitliches Phänomen ist der Abbau der Ozonschicht, die 

unsere Erde vor dem Einfluss schädlicher Strahlung schützt. Hierdurch 

nimmt die UV-Strahlung auf der Erdoberfläche zu. So kommt es in unserer 

Haut, die ständiger UV-Strahlung ausgesetzt ist, vermehrt zu Schäden 

durch diese Strahlungszunahme. Hier nimmt besonders die Bildung von 

radikalen Sauerstoffspezies (ROS), die sowohl durch UVA- als auch durch 

UVB-Strahlung in unserem Hautgewebe gebildet werden, eine 

pathophysiologische Rolle ein. Diese Schäden werden hauptsächlich durch 

die Bildung von Singulett-Sauerstoff, Superoxid-Anion-Radikalen und die 

damit verbundene Produktion und Anreicherung von Wasserstoffperoxid 

vermittelt. Normalerweise werden diese ROS durch verschiedene Enzyme 

eingefangen und unschädlich gemacht. Hierzu gehören unter anderem 

Superoxid-Dismutase (SOD), Glutathion-Peroxidase (GSHPx) und 

Catalase. Auch kleine molekulare Antioxidantien, wie Glutathion (GSH), 

Vitamin-C und α-Tocopherol helfen bei der Entgiftung dieser freien 

Radikale. Kommt es jedoch zu einer Überproduktion dieser Radikale, ist das 

endogene Entgiftungssystem nicht mehr in der Lage, diese abzufangen. 

Dann spricht man von oxidativem Stress. Eine vermehrte ROS-Bildung führt 

in den Zellen unserer Haut zur Schädigung von Proteinen, Lipiden, DNA 

und Kohlenhydraten. Dies kann letztendlich Hautalterung, Phototoxizität 

und sogar Hautkrebs verursachen (Kraemer, 1997; Kraemer et al., 1997; 

Scharffetter-Kochanek et al., 1997; Wlaschek et al., 1993).  

Hier spielt insbesondere die Interaktion von Hydroxyl-Radikalen mit 

den Deoxyriboseresten der DNA eine wichtige Rolle. Dies resultiert in 

Strangbrüchen mit verschiedenen Ribosemodifikationen. Auch die oxidative 

Modifizierung verschiedener Basen wird durch ROS vermittelt. Besonders 

die C4-C5 Doppelbindung des Pyrimidins ist sensitiv gegenüber einem 

Hydroxylradikal Angriff. Aber auch eine Interaktion des Hydroxylradikals mit 

Purinen der DNA bewirkt beispielsweise die Bildung von 8-Hydroxyguanin, 

welches hoch mutagen ist. Nicht repariertes 8-Hydroxyguanin bindet an 

Adenin, statt Thymidin und resultiert letztendlich in einer G-T-Transition 
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(Guyton et al., 1993; Le Page et al., 1995; Peak et al., 1985; Peak et al., 

1987). Diese Schäden treten nicht nur im Zellkern, sondern auch in den 

Mitochondrien auf, wo eine vermehrte Mutationsrate der mitochondrialen 

DNA (mtDNA) mit schnellerer Hautalterung und erhöhtem Krebsrisiko in 

Verbindung gebracht wird (Berneburg et al., 1997; Shigenaga et al., 1994; 

Yakes et al., 1997; Yang et al., 1995). In den letzten Dekaden wurde eine 

deutliche Zunahme von Hautkrebs, Basalzell- und Stachelzell-Karzinomen 

festgestellt. Diese entstehen aus Keratinozyten der Basalzellschicht, die im 

Normalfall die kontinuierliche Hautregenration sicherstellen. Gerade UVA-

Strahlen, die lange Zeit als harmlos in Bezug auf die Entstehung von 

Hautkrebs galten, dringen tief bis in die Keratinozyten-Zellschicht ein und 

führen hier zu Mutationen, die diese hoch proliferativen Zellen anfällig für 

Krebs machen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                       Aufgabenstellung 

   28

1.4 Aufgabenstellung: 
 
Die Regulation apoptotischer Prozesse spiegelt eine feine Balance 

zwischen pro- und antiapoptotischen Faktoren wider, die sich gegenseitig 

beeinflussen. Viele Krankheiten, wie beispielsweise Krebs, 

Autoimmunerkrankungen und degenerative Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems, stehen mit einer Dysregulation apoptotischer Prozesse in 

Verbindung und zeichnen sich durch verminderten oder erhöhten Zelltod 

aus. Für effektive Therapieformen ist es daher unerlässlich, diese Prozesse 

zu kennen, um regulierend eingreifen zu können. Survivin ist ein Protein, 

das in den letzten Jahren viel Aufmerksamkeit erlangt hat, da es in fast allen 

bekannten Tumoren exprimiert wird, aber nicht in adulten ausdifferenzierten 

Zellen auftritt. Es könnte somit ein Zielprotein bei der Therapie 

verschiedenster Krebsformen darstellen. In der hier durchgeführten Arbeit 

soll die Wechselwirkung von Survivin und seinen bis dahin bekannten zwei 

Spleißvarianten, die unterschiedliche apoptotische Eigenschaften 

aufweisen, untersucht werden. Hier soll zum einen, im Hinblick auf die 

mögliche Heterodimerisierung der Varianten miteinander oder der Bindung 

gleicher Interaktionspartner, die subzelluläre Lokalisation der verschiedenen 

Varianten untersucht werden, über die bis zu diesem Zeitpunkt wenig 

bekannt war. Zum anderen wird die unterschiedliche antiapoptotische 

Funktion der Varianten durch Apoptoseinduktion mit UVA-Licht in einem 

Modellsystem der Haut an einer humanen Keratinozytenzelllinie (HaCaT) 

untersucht. Die antiapoptotischen Eigenschaften von Survivin beruhen auf 

einer funktionellen BIR-Domäne die einen Zink-Finger enthält. Da bekannt 

ist das Stickstoffmonoxid mit solchen Strukturen durch S-Nitrosierung des 

koordinierenden Cysteins interagiert, wird des Weiteren der Einfluss von 

photolytisch generiertem Stickstoffmonoxid auf das antiapoptotische 

Potential der Survivin Varianten untersucht. Zusätzlich werden Caspase-

unabhängige Signalwege die zum Tod der Zelle führen in diesem Haut-

Modell untersucht. Hier wird insbesondere der apoptosis inducing factor 

(AIF) analysiert, der auch in anderen Modellsystemen mit NO-vermitteltem 

Zelltod in Verbindung gebracht wird. 
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2. Material und Methoden 
 
 

2.1 Material 
 

2.1.1 Chemikalien 
 

Albumin aus Rinderserum: BSA (Sigma, Deisenhofen, Deutschland); L-
Ascorbat (Sigma, Deisenhofen, Deutschland); Caspase-3-Substrat 
(Colorimetrisch) (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland); cPTIO [2-(4-
Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid.Natriumsalz]: 
(Alexis, Grünberg, Deutschland); Complete, Mini Protease Inhibitor (Roche, 
Mannheim, Deutschland); Cycloheximid: 3-[2-(3,5-Dimethyl-2-
oxocyclohexyl)-2-hydroxyethyl]glutarimide (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland); DABCO: 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland);  Dimethylsulfoxid: DMSO (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland); Dodecylsulfat-Na-Salz: SDS (Serva, Heidelberg, 
Deutschland); Ethylendinitrilo-tetraessigsäure Dinatriumsalz-Dihydrat: EDTA 
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland); Mowiol4-88 (Calbiochem, Darmstadt, 
Deutschland); N-Ethylmaleimid: NEM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland); 
Hepes Buffer Solution (PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland); 
bisBenzimide Hoechst 33342 trihydrochloride (2´-[Ethoxyphenyl]-5-[4-
methyl-1-piperazinyl]-2,5´-bi-1H-benzimidodazol) (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland); Hybond™-ECL™-Membran und Hyperfilm™ ECL 
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland); 2-Mercaptoethanol 
(Sigma, Deisenhofen, Deutschland); Natriumchlorid (Merck, Darmstadt, 
Deutschland); Natriumnitrit (Merck, Darmstadt, Deutschland); Opti-MEM-
Zellkulturmedium (Gibco, Eggerstein, Deutschland); Paraformaldehyd 
(Merck, Darmstadt, Deutschland) Ponceau-S (Serva, Heidelberg, 
Deutschland); Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (Roth, Karlsruhe, 
Deutschland); Triton X-100 (Serva, Heidelberg, Deutschland); Trypanblau 
(Gibco, Eggerstein, Deutschland); Viralex Trypsin (0,25 %) (PAA 
Laboratories, Cölbe, Deutschland); Polyoxyethylensorbitan Monolaurat: 
Tween 20 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland); Z-VAD-FMK: Z-Val-Ala-DL-
Asp-fluoromethylketone (Alexis, Grünberg, Deutschland);  
 

2.1.3 Enzyme  
 

Taq-Polymerase (Qiagen, Hilden, Deutschland) und AMV Reverse 
Transcriptase (Promega, Mannheim, Deutschland); Restriktionsenzyme 
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Kpn, BamH1 (NewEnglandBiolabs, Ipswich, USA); T4-DNA-Ligase 
(Fermentas, Heidelberg, Deutschland).  

 
 

2.1.3 Antikörper 
 

Primäre Antikörper: 
 Polyklonaler Kaninchen-anti-AIF Antikörper (Chemicon International, 

Temecula, USA) 
 Monoklonaler Maus-anti-AIF Antikörper (E-1) (Santa Cruz 

Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) 
 Monoklonaler Maus-anti-ß-Aktin Antikörper (Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland) 
 Polyklonaler Kaninchen-anti-Survivin Antikörper (Novus Biologicals, 

Littleton, USA) 
 Polyklonaler Kaninchen-anti-Cenp-F Antikörper (Calbiochem, San 

Diego, USA) 
 Monoklonaler Maus-anti-GFP Antikörper (JL-8) (Clontech, Heidelberg, 

Deutschland) 
 Polyklonaler Kaninchen-anti-PARP Antikörper (Cell Signaling, 

Danvers, USA) 
 
Sekundäre Antikörper: 

 Texas-Red gekoppelter anti-Kaninchen Antikörper (Zymed 
Laboratories Inc., San Francisco, USA) 

 Alexa Fluor 594 Ziege-anti-Maus IgG (H+L) (Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland) 

 Polyklonaler Ziege-anti-Kaninchen Antikörper, HRP gekoppelt (BD 
Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) 

 Polyklonaler Ziege-anti-Maus Antikörper, HRP gekoppelt (BD 
Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) 

 

2.1.4 Zellkulturmedien und Zusätze  
  
DMEM: Dulbeccos minimal essentiell medium (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, 
Deutschland); FCS: Fetal calf serum (High-Quality) (PAA Laboratories, Linz, 
Österreich); Geniticin G418 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland); Glutamax: 
(L-Alanyl-Glutamin) 100-fach (PAA Laboratories, Linz, Österreich); HEPES 
(Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland); Pen-Strep: Penicillin-
Streptomycin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland); Standard RPMI 
1640 (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland); Cycloheximid: 3-[2-(3,5-
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Dimethyl-2-oxocyclohexyl)-2-hydroxyethyl]glutarimide (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) 
 
 

2.1.5 Kits 
 

 Bio-Rad Dc Protein Assay (Bio-Rad, München, Deutschland) 
 SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Perbio, Bonn,      

         Deutschland) 
 QiaFilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
 QiaFilter Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

 
 
 

2.1.6   Transfektionsagenzien 
 

 Polyfect (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
 Lipofectin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

 
 

2.1.7 Puffer und Lösungen 
 

PBS (20×):      160,06 g NaCl 
        4,02g KCl 
        28,48 g Na2HPO4 × 2 H2O 
        4,08 g KH2PO4 
        Ad 1L dH2O 

 
PBS (1×) + 0,02% EDTA:    50 ml PBS (20×) 
       200 mg EDTA 
       ad 1L dH2O 
 
PBST (1×) 50ml PBS (20×) 

1ml Tween 20 
Ad 1L dH2O 

 
RIPA-Puffer:      5 ml PBS (20×) 
       1 % NP 40 
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       0,5 % Sodium deoxycholate 
       0,1 % SDS 
       Ad 100 ml dH2O 
 
Wasch-Puffer (Western-blot)  60ml NaCl (5M) 

 20ml Tris (1M), pH 7,5 
 20ml Tween 20 (20%) 
 Ad 2L dH2O 
 
Blocking-Puffer (Western-blot) 3,0g Milchpulver 

 1,0g BSA 
 auf 100ml Waschpuffer 
 
NuPAGE® Antioxidant, NuPAGE® LDS Sample Buffer (4×), NuPAGE® 
Sample Reducing Agent (10×), NuPAGE™ 7% Tris-Acetate Gel, NuPAGE® 
Transfer Buffer (20×) und NOVEX® Tris-Acetate SDS Running Buffer (20×), 
alle von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland. 
 
 
Wasch-Puffer (Immunfluoreszenz) PBST (1×) 
 
Blocking-Puffer (Immunfluoreszenz) 5,0g BSA  
 Auf 100ml PBST (1×) 
 
Caspase-Assay-Puffer 50mM Hepes, pH 7,4 
 100mM NaCl 
 0,1% CHAPS 
 10mM DTT 
 0,1mM EDTA 
 10% Glycerol 
 
Lysepuffer (Caspase-Assay) 50mM Hepes, pH 7,4 
 100mM NaCl 
 0,1% CHAPS 
 1mM DTT 
 0,1mM EDTA 
 0,1% Triton-X-100 
 
Mowiol        6,0g Glycerol 
  2,4g Mowiol 
 6ml dH2O 
 12ml Tris (0,2M), pH 8,5 
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Das Glycerol wird in ein 50ml Greiner Röhrchen eingewogen und das 
Mowiol hinzugefügt. Danach wird das dH2O hinzugefügt und alles 2 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wird der Tris-Puffer hinzu 
gegeben und die Lösung bei 53°C solange inkubiert bis das Mowiol gelöst 
ist. Der Ansatz wird dann bei 5000rpm 20 Minuten zentrifugiert und 
anschließend aliquotiert. Die Aliquots sind bei -20°C bis zu 24 Monate 
haltbar. Vor Gebrauch mit 1% DABCO versetzten, gut mischen und bei 
6000rpm 5 Minuten abzentrifugieren. 
 
 
8% Paraformaldehyd (PFA) 40g PFA 
 500ml PBS, pH 7,4 
 
300ml PBS werden mit 40g PFA versetzt und bei 95°C (Abzug) solange 
erhitzt bis die Lösung klar ist. Klärt sich die Lösung nicht, muss 1M NaOH 
hinzugegeben werden, bis das PFA gelöst ist. Nach dem Abkühlen der 
Lösung wird der pH-Wert auf 7,4 mit 1M HCl eingestellt, alles auf 500ml mit 
PBS aufgefüllt und nach dem Aliqoutieren bei -20°C gelagert. 
 
 

2.1.8 Oligonukleotide 
 
 
Tabelle 2.1: Sequenz der verwendeten Oligonukleotide. 

Primer Sequenz 

Survivin s 
 

Survivin as 

5'-GTC GTC GGT ACC ATG GGT GCC CCG 
ACG TTG-3' 
 

5'-CAG CAG GGA TCC ATC CAT GGC AGC 
CAG CTG CTC-3' 

Survivin-2B s 
 

Survivin-2B as 

5'-GTC GTC GGT ACC ATG GGT GCC CCG 
ACG TTG-3' 
 

5'-CAG CAG GGA TCC ATC CAT GGC AGC 
CAG CTG CTC-3' 

Survivin-ΔEx3 s 
 

Survivin-ΔEx3 as 

5'-GTC GTC GGT ACC ATG GGT GCC CCG 
ACG TTG-3' 
 

5'-CAG CAG GGA TCC AGACAT TGC TAA 
GGG GCC CAC A-3' 

1Survivin-ΔEx3-NLS s 5'-GTC GTC GGT ACC ATG GGT GCC CCG 
ACG TTG-3' 
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        s = sense; as = anti-sense 
 
 
2.2  Methoden  
 

2.2.1 Zellkulturen  
Die Zelllinie HaCaT (humane Keratinozyten Zelllinie) stammt aus dem 
DKFZ Heidelberg und wird in RPMI 1640 mit 10% FCS kultiviert. Die HepG2 
(humane Hepathozyten Zelllinie) und Hela (humanes Cervix Karzinom) 
werden von ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) 
bezogen und in DMEM mit 10% FCS kultiviert. Die Kultivierung der Zellen 
erfolgt im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 bis zu einer Konfluenz von 
ungefähr 70 % und nachfolgender Passagierung. Alle Kulturen werden in 
regelmäßigen Zeitabständen auf Mycoplasmen-Kontaminationen getestet. 
 
 

2.2.2 Zellzahlbestimmung und Wachstumskurven  
 

Zellzahlbestimmungen und Wachstumskurven werden mit dem Vitalfarbstoff 
Neutralrot durchgeführt. Die Zellen werden für 60 Minuten im Dunkeln mit 
einer 1:100 Verdünnung einer 3%-Lösung inkubiert, zweimal mit PBS 
gewaschen, getrocknet und mit Isopropanol / 1% HCl lysiert. Die Extinktion 
der Überstände, welche eine lineare Korrelation mit der Zellzahl aufweist, 
wird im Spektralphotometer bei 530 nm bestimmt.  
 
 
 
 
 
 

1Survivin-ΔEx3-NLS as 5'-TTG CAT GGG GTC GTC AT-3' 

2Survivin-ΔEx3-NLS s 

2Survivin-ΔEx3-NLS as 

5'-GCC GTG CCA TCG AGC-3' 
 

5'-CAG CAG GGA TCC AGA CAT TGC TAA 
GGG GCC CAC-3' 

Smac/DIABLO s 
Smac/BIABLO as 

5'-TGT GAC GAT TGG CTT  TGG AGT AAC-3' 

5'-TTC AAT CAA CGC ATA TGT GGT CTG-3' 

GAPDH s 
GAPDH as 

5'-TTG GTA TCG TGG AAG GAC TCA-3' 

5'-TGT CAT CAT ATT TGG CAG GTT T-3' 
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2.2.3 Bestimmung lebender Zellen mittels Trypanblau  
 
Zur Quantifizierung lebender Zellen nach UVA- oder NO-Donor-Behandlung 
wird ein Farbtest mit Trypanblau durchgeführt. Die Zellen werden für 5 
Minuten mit dem Farbstoff inkubiert, und die gefärbten Zellen 
lichtmikroskopisch bestimmt. Während lebende Zellen den Farbstoff nicht 
aufnehmen, zeigt das Zytoplasma toter Zellen eine intensive Blaufärbung. 
Der Anteil toter Zellen wird in % angegeben bezogen auf die Gesamtzahl 
der Zellen.  
 

2.2.4 UVA-Bestrahlung  
 
Zur Untersuchung der Effekte von UVA auf apoptoserelevante Prozesse 
werden Zellen mit toxischen Dosen zwischen 30 und 60 J/cm2 in 
verschiedenen Zellkulturschalen mit PBS auf einem Blatt Watman-Papier 
bestrahlt. Das Auftreten einer UVA-induzierten Apoptose wird in 
Keratinozyten erst bei Intensitäten größer als 30 J/cm2 beobachtet. Als 

UVA-Quelle wird eine Sellas-4000 Lampe (Sellas Medizinische Geräte, 
Gevelsberg, Deutschland) verwendet, die ein UVA1-Spektrum von 340-390 
nm emittiert. Zur Bestimmung der Bestrahlungsdosis wird die 
Strahlungsintensität vor jedem einzelnen Versuch mittels UVA Detektor 

Abbildung 2.1: Spektrum der verwendeten UVA-Lampe, die für die 
Bestrahlungsexperimente der humanen Keratinozytenzellinie HaCaT 
eingesetzt wurde. 
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gemessen. Zur Bestrahlung der Zellen in Anwesenheit von Nitrit werden die 
Zellen 10-15 Minuten vor Beginn der Bestrahlung mit den entsprechenden 
Konzentrationen Nitrit, in PBS gelöst, inkubiert. 
 
 

2.2.5 Quantifizierung apoptotischer Zellen 
 
2-48 Stunden nach UVA-Bestrahlung werden die Zellen mit PBS 
gewaschen und mit dem DNA-Farbstoff H33342 (4 µg/ml) für 15 Minuten 
bei 37 °C inkubiert. Die Fluoreszenz der Zellkerne wird mittels eines Zeiss 
Fluoreszenz Mikroskop (Extinktion: 355 nm, Emission 465 nm) gemessen. 
Zur Auswertung werden mindestens 400 Zellen gezählt. Die Auswertung 
erfolgt als %-Angabe der kondensierten oder fragmentierten Zellenkerne im 
Verhältnis zur Gesamtzellzahl.  
 
 

2.2.6 Quantifizierung nekrotischer Zellen  
 
Die Quantifizierung nekrotischer Zellen wird durch den Einbau des roten 
DNA-Farbstoffs Propidium Iodid (PI) durchgeführt. PI-positive Zellen werden 
mittels eines Zeiss Fluoreszenz Mikroskop (Extinktion: 520 nm, Emission 
610 nm) bestimmt. Zur Auswertung werden mindestens 400 Zellen gezählt. 
Die Auswertung erfolgt als %-Angabe der nekrotischen Zellen im Verhältnis 
zur Gesamtzellzahl.  
 
 

2.2.7 Immuncytochemische Untersuchungen mit Fluoreszenz- 
gekoppelten Antikörpern 

 
Die zu untersuchenden Zellen werden entweder in 6-Well Kulturschalen auf 
darin ausgelegten Deckgläschen oder in 2er Glas Chamberslides zu je 
2×105 Zellen ausgesät und unter den beschriebenen Standard-
Zellkulturbedingungen für mindestens 24 Stunden kultiviert und dann mit 
verschiedenen exogenen Stimuli behandelt. Nach der entsprechenden 
Inkubationszeit wird das Medium der Zellen entfernt, die Zellen mit PBS 
gewaschen, mit 2-4% para-Formaldehyd für 10-15 Minuten fixiert und 
anschließend wiederum mit PBS gewaschen. Danach werden die Proben 
für 10 Minuten in PBST inkubiert, um eine gute Permeabilisierung zu 
gewährleisten. Um eine unspezifische Bindung der verwendeten Antikörper 
zu vermeiden, müssen die Proben zunächst in Blocking-Puffer für 60 
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Minuten bei 25°C inkubiert werden. Anschließend werden die Proben mit 
dem entsprechenden Primär-Antikörper in Blocking-Puffer für ein Stunde bei 
25°C inkubiert. Um die Reste des Primär-Antikörpers, die nicht gebunden 
haben, zu entfernen, müssen die Proben dreimal je 10 Minuten mit PBST 
bei 25°C unter leichtem Schütteln gewaschen werden. Nun erfolgt die 
Inkubation mit den entsprechenden Sekundär-Antikörpern in Blocking-
Puffer für 60 Minuten bei 25°C. Da es sich um Fluoreszenz-Antikörper 
handelt, muss dieser Inkubationsschritt im Dunkeln durchgeführt werden. 
Nach dem abschließenden Waschen der Proben mit PBST wird eine 
Kernfärbung mit Hoechst (H33342) durchgeführt. Abschließend müssen die 
Proben noch 2-mal mit PBS gewaschen und mit Mowiol + 1% DABCO 
eingedeckelt werden.  
 
 

2.2.8 Mikroskopische Analysen 
 

AIF Kerntranslokation, Hoechst und Propidium-Iodid gefärbte Präparate 
sowie die EGFP transfizierten Zellen werden mit Hilfe eines Zeiss 
Epifluoreszenz-Mikroskops (Excitation 355 nm, Emission 465 nm für 
Hoechst; Excitation 520 nm, Emission 610 nm für Propidium-Iodid sowie 
Alexa-594 markiertes AIF; Excitation 488nm, Emission 530nm für EGFP) 
analysiert. Die Kolokalistaion von CENP-F und Survivin wird mit einem 
Leica TCS-NT Konfokalem Laserscanning System (ein Argon-Krypton-
Laser auf einem Leica DM IRB invertiertem Mikroskop) nachgewiesen. Die 
konfokalen Bilder werden über zwei Kanäle bei 488nm (grün) und 568nm 
(rot) Excitation und einer Emmission von 530nm (grün) bzw. 590nm (rot) 
aufgenommen. Es werden nur gleichzeitig und identisch behandelte Proben 
verglichen. Hierbei ist zu beachten, dass die Einstellungen des Mikroskops 
stets die gleichen für sämtliche Präparate sind. 
 
 

2.2.9 Zell-Lyse und Proteinisolierung 
 

Die Isolation von Proteinen aus HaCaT Keratinozyten unter reduzierenden 
Bedingungen erfolgt durch Zugabe von 250µl RIPA-Puffer + Protease-
Inhibitoren-Cocktail pro 10 cm Gewebekulturschale und Ablösen der 
adhärenden Zellen mit einem Cell Lifter (Corning Life Sciences, Schiphol-
Rijk, Niederlande). Die Zellsuspendion wird im Anschluss mehrmals 
gevortext und für 20 Minuten und länger auf Eis inkubiert.  Nach einem 
Zentrifugationsschritt für 10 min bei 14000 rpm wird die 
Proteinkonzentration in den gesammelten Überständen unter Anwendung 
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des Bio-Rad Dc Protein Assay Kits und Beachtung der Herstellerangaben 
ermittelt. Die restliche Proteinlösung wird bei -80°C bis zur weiteren Analyse 
eingefroren. 
 

2.2.10  SDS-PAGE 
 
Die Proben werden mit 4 × NuPAGE LDS Probenpuffer versetzt und jeweils 
10-20 µg Protein auf ein 7 %iges Tris-Acetat Gel aufgetragen. Als 
Laufpuffer wird NOVEX® Tris-Acetat SDS Laufpuffer (20×) verwendet. Für 
die Vorbereitung von reduzierten Proteinproben werden diese mit 4× 
NuPAGE LDS Probenpuffer und NuPAGE® Sample Reducing Agent (10×) 
gemischt und für 10 min bei 70°C inkubiert. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgt bei einer konstanten Stromspannung von 150 V für 1 
Stunde in einer Novex Xcell II Mini Cell Kammer. Bei der Auftrennung 
reduzierter Proben werden 50 ml 1× Laufpuffer in der oberen Pufferkammer 
mit 125 µl NuPAGE® Antioxidant versetzt, wodurch eine Proteinreoxidation 
im Laufe der Elektrophorese verhindert wird.  
 
 

2.2.11   Western-Blot 
 
Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden durch Elektrotransfer 
auf eine Nylonmembran übertragen und für die anschließende 
Immundetektion immobilisiert. Der Transfer erfolgt bei konstanten 30 V für 1 
Stunde in einer Novex Xcell II Mini Cell. Als Puffer dient NuPAGE® 
Transferpuffer mit 10 % Methanol. Die Überprüfung des Transfers erfolgt 
durch Färbung der Membran mit Ponceau S-Lösung für 10 Minuten, die sich 
im Anschluss mit destilliertem Wasser auswaschen lässt. Die Detektion 
erfolgt nach Blocken der Membran mit Blockpuffer (PBS/0,1 % Tween 20 + 
3 % Milchpulver + 1% BSA) für 1-2 Stunden bei RT. Die Membran wird mit 
den entsprechenden Antikörpern in Block-Puffer(ant-AIF wurde 1:1000; anti-
GFP 1:2000; anti-PARP 1:2000; anti-ß-Aktin 1:5000 verdünnt) für 1 Stunde 
bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Wasch-Puffer für jeweils 
10 Minuten wird die Membran mit einem für den Erstantikörper spezifischen 
Zweitantikörper (anti-Maus 1:2000, anti-Kaninchen 1:2000), der HRP 
gekoppelt ist, für eine weitere Stunde bei RT unter leichtem Schütteln 
inkubiert und anschließend mehrmals mit Wasch-Puffer gewaschen. Die 
Detektion erfolgt mit dem SuperSignal® West Pico Chemiluminescent 
Substrate nach Angaben des Herstellers. 
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2.2.12   Transfektionen 
 
Für die Transfektion werden 1,5×105 Zellen in 6×Well Platten ausgesät, in 
die vorher Deckgläschen gelegt werden, um die Zellen auf diesen 
anzuzüchten. Die Transfektion erfolgt 24-30 Stunden nach der Aussaat. Die 
Transfektion der HeLa-Zelllinie wird mit Hilfe des Polyfect 
Transfektionsreagenzes durchgeführt, wobei die Angaben des Herstellers 
Verwendung finden. 2µg des entsprechenden EGFP Plasmids und 10µl des 
Transfektionsreagenzes werden separat in je 100µl DMEM-Medium ohne 
Zusätze (kein FCS, kein Antibiotikum) angesetzt und nach 10 Minuten 
Inkubationszeit gemischt. Nach weiteren 45 Minuten Inkubation zur Bildung 
der DNA-Polyfect Komplexe wird der gesamte Ansatz auf 1ml aufgefüllt. Mit 
diesem Volumen werden die Zellen nach kurzem Waschen mit PBS 
überschichtet und mindestens 24 Stunden inkubiert. Die Transfektion der 
HaCaT Zellen wird mit Lipofectin durchgeführt und geschieht nach dem 
gleichen Prinzip, wie schon für die HeLa Zellen beschrieben. Hier werden 
ebenfalls 2µg DNA transfiziert, jedoch 4µl Transfektionsreagenz verwendet, 
und die Reaktion wird in Optimem-Medium angesetzt. Nach 6 Stunden 
Inkubation mit dem Transfektionsreagenz wird dieses abgesaugt und durch 
normales RPMI Medium mit allen Zusätzen (FCS, Antibiotikum) ersetzt. Der 
Ansatz muss für weitere 18 Stunden inkubiert werden, bevor die 
entsprechenden Versuche durchgeführt werden können. 
 
 

2.2.13   Cycloheximid Behandlung 
 
18 Stunden nach der Transfektion der HeLa Zellen werden die Zellen mit 
50µg/ml Cycloheximid behandelt, um die Protein-Neusynthese zu 
unterbinden. Die Zellen werden nach 12, 24 und 48 lysiert und die 
Proteinlysate im Western-Blot Analysiert. 
 
 

2.2.14  RT-PCR und Real-Time PCR 
 
Die Real-Time PCR Analyse von smac/DIABLO im humanen 
Nierenzellkarzinom wird mit dem Light-Cycler (Roche, Mannheim, 
Deutschland) durchgeführt. Hierzu wird aus 66 Tumor-Gewebeproben von 
Patienten, die sich einer Nephrectomie unterzogen hatten, RNA isoliert. Für 
die cDNA Synthese wird 1µg total RNA in einem Gesamtvolumen von 20µl 
revers transkribiert (RT). Die Reaktionsmischung enthält 15µM von jedem 
dNTP (Roche, Mannheim, Deutschland), 10U des rekombinanten RNasin 
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RNAse Inhibitors (Promega, Heidelberg, Deutschland) und 2,5U AMV 
Reverse Transkriptase mit dem korrespondierenden 1×RT Puffer (Promega, 
Heidelberg, Deutschland). Für die Reaktion werden ein Smac/DIABLO-
spezifischer Primer (10 pmol; 5´-TTC AAT CAA CGC ATA TGT GGT CTG-
3´) und ein GAPDH spezifischer Primer (10pmol; 5´-TGT CAT CAT ATT 
TGG CAG GTT T-3´) verwendet. Die cDNA Transkription für smac/DIABLO 
und GAPDH als Referenz wird in demselben Ansatz durchgeführt, um eine 
Variation der Transkriptionseffizienz bei der cDNA Synthese zu verhindern. 
Die RT-Reaktionsmischung wird für eine Stunde bei 55°C inkubiert. Die 
Real-Time Analyse wird mit einem Gesamtvolumen von 20µl durchgeführt. 
Der Ansatz enthält 2 µl 10×SYBR Green I Fast Start Reaction Mix (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany), 3mM MgCl2, 25pmol der smac/DIABLO 
und GAPDH spezifischen oligonucleotide Primer (siehe Tabelle 2.1) und je 
Probe 2µl des cDNA Templates aus der RT Reaktion, bzw. Wasser als 
negativ Kontrolle. Die Real-Time PCR wird in Glass-Kapilaren durchgeführt, 
mit einem Initialen Denaturierungsschritt für 10 Minuten bei 95°C, gefolgt 
von 50 Zyklen 10 Sekunden 95°C, einem Annealing von 10 Sekunden bei 
61°C und einer Elongation von 10 Sekunden bei 72°C. Im Anschluss wird 
noch eine Schmelzkurve erstellt. Die Spezifität der PCR Produkte wird 
durch eine DNA Sequenzierung bestätigt. Die Sequenzierung wird mit dem 
ABI-Prism BigDye Terminator Cycle Squencing Kit (ABI, Weiterstadt, 
Deutschland) und den entsprechenden sense und anti-sense Primern, die 
auch in der Real-Time PCR verwendet wurden, unter Verwendung des ABI-
Prism 310 durchgeführt. 
 
 

2.2.15   Klonierungen 
 
Das NLS deletierte Survivin-ΔEx3-EGFP Konstrukt (es fehlen die 
Aminosäuren Arg76 bis Cys92; Survivin-ΔEx3-NLS-EGFP) wird wie folgt 
hergestellt: Beide flankierenden Sequenzen des NLS werden separat mit 
den in Tabelle 2.1 angegebenen Primer-Paaren durch eine PCR Reaktion 
amplifiziert. Anschließend werden die beiden PCR Produkte aufgereinigt. 
Die Ligation erfolgt, nach einem Restriktionsverdau der beiden Fragmente 
mit den Enzymen HindIII und BamHI in den pEGFP-N3 Vektor nach einem 
Standardprotokoll. Hierzu werden die Fragmente im Verhältnis von drei zu 
eins (DNA-Enden zu Vektor) zusammen mit der T4-DNA-Ligase und 2µl 
10×Ligationspuffer in einem Gesamtvolumen von 20µl für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. 10µl des Ligationsansatztes werden in Bakterien 
transformiert und auf LB-Platten, die Kanamycin als Selektions-Antibiotikum 
enthalten, ausplattiert. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37°C werden die 
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gewachsenen Bakterienkolonien einzeln gepickt und einer Mini-Präparation 
unterzogen. Die isolierten Plasmide werden nun wieder mit den 
Restriktionsenzymen HindIII und BamHI verdaut und die resultierenden 
Fragmente mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese ausgewertet. Klone, die 
ein Fragment der entsprechenden Länge enthalten, werden einer DNA 
Sequenzierung unterzogen. Dies soll die fehlerfreie Klonierung bestätigen. 
 
 
 

2.2.16 Nachweis von nitrosierten Proteinen mit Hilfe der      
Chemilunineszenzdetektion (CLD) 

 
 
Der Nachweis, dass bei der UVA Bestrahlung der Zellkulturen tatsächlich 
eine Zunahme der Nitrosierung verschiedener Proteine geschieht, wird mit 
Hilfe der CLD-Messung (CLD 88AM sp, Eco Physics, München, 
Deutschland) durchgeführt. Diese Methode beruht auf dem Prinzip, dass 
Stickstoffmonoxid (NO) mit Ozon (O3) zu NO2* im elektrisch angeregten 
Zustand reagiert: 
    
    NO + O3  →  NO2* + O2 

 

    NO + O3  →  NO2  + O2 
 
Dies geschieht bei 20% der Reaktion. Beim Übergang in den Grundzustand 
wird Licht mit der Wellenlänge von 600-3000nm emmitiert. Dieses Licht wird 
mit Hilfe eines Photomultipliers verstärkt und in einen elektrischen Impuls 
umgewandelt. Diese Impulse werden dann in einem Diagram, als Zunahme 
der Spannung (mV) in einem zeitlichen Verlauf dargestellt. Die Fläche unter 
dem so entstehenden Peak ist proportional zur Menge freigesetzten 
Stickstoffmonoxids. Um das gebundene NO zu messen, müssen die Proben 
in eine Reaktionskammer, die eine 60°C warme Jodid/Trijodid-Lösung 
enthält, injiziert werden. Hier geht das gebundene NO in die Gasphase 
über. Durch die Lösung wird ein Trägergas (Helium) geleitet, das das 
entstehende NO zur CLD transportiert. Die Reaktionslösung besteht aus 
45mM Kaliumjodid (KJ) und 10mM Jod, das in 7,4ml destilliertem Wasser 
gelöst wird. Dieser Ansatz wird mit 100ml Eisessig aufgefüllt. Die Lösung 
muss immer vor Messbeginn frisch angesetzt werden und kann nicht 
gelagert werden. Das Trägergas wird nach der Reaktionskammer noch 
durch eine 1M Natriumhydroxid-Lösung (4°C) geleitet, um Reste von Säure 
und Jodid zu entfernen. Die Konzentration des entstandenen NO´s wird 
über eine Standardreihe bestimmt, bei der verschiedene 
Nitritkonzentrationen (0-100nM) als Vergleichsmessungen dienen. Um die 
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Nitrosoverbindungen separat zu messen, muss zuerst das gesamte Nitrit 
aus der Probe entfernt werden. Hierzu werden die Proben mit 0,5% 
Sulfanilamid in 1N Salzsäure versetzt und für 20 Minuten bei 
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. So entsteht aus Nitrit ein stabiles 
Diazoniumion, das in der Reaktionslösung nicht zu NO reduziert werden 
kann. Die übrig gebliebenen Nitrosoverbindungen können nun gemessen 
werden.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1 Analyse der Smac/DIABLO Expression in 
verschiedenen Tumorstufen und Graden im humanen 
Nierenzellkarzinom (RCC) 

 

Wie schon einleitend in Abschnitt 1.1.6 erwähnt, ist Smac/DIABLO der 

Hauptantagonist des antiapoptotischen XIAP. Basierend auf dem 

Expressionsmuster von XIAP in verschiedenen Nierenzellkarzinomen 

(RCC) (Yan et al., 2004), wird hier nun auch die Expression des 

proapoptotischen Faktors Smac/DIABLO in den entsprechenden RCC´s 

untersucht. Dazu werden Real-Time PCR-Analysen von Resektaten 

verschiedener Nierenzellkarzinomen durchgeführt, die unterschiedlichen 

Stufen (pT1-pT3), verschiedenen Differenzierungsgraden (G1-G3) und 

verschiedenen Typen (klarzellig, papillär) angehören. Eine mRNA 

Expression von Smac/DIABLO kann in allen RCC´s (n = 66) unabhängig 

von der Stufe, Differenzierungsgrad und Typ nachgewiesen werden 

(Abbildung 3.1). Die relative mRNA Expression des proapoptotischen 

Proteins zeigt keine signifikante Änderung zwischen den frühen und 

fortgeschrittenen Tumorstadien (Abbildung 3.1/A+B) oder zwischen 

niedrigen und hohen Tumorgraden (Abbildung 3.1/C). Gleiche 

Smac/DIABLO mRNA Mengen werden auch in den verschiedenen 

Tumortypen entdeckt (Abbildung 3.1/D) (Yan et al., 2004). 
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Abbildung 3.1:  Analyse der GAPDH-normalisierten Smac/DIABLO mRNA Expression in 
Nierenzellkarzinomen (RCC). A)+B) Es konnte keine signifikante Änderung der 
Smac/DIABLO mRNA Expression von frühen (pT1) zu fortgeschrittenen (pT3) 
Tumorstadien und solchen RCC´s, die aus der Niere metastasieren (pT3) sowie denen, 
die noch im Organ selber verbleiben, (pT1+2) festgestellt werden. C)+D) Ebenfalls keine 
signifikante Änderung der mRNA Expression konnte im Vergleich von niedrigen (G1+2) 
und hohen Tumorgraden (G3) noch in Abhängigkeit vom Typ des Tumors (Papillär gegen 
Klarzellig) festgestellt werden. (TNM = Stadieneinteilung von malignen Tumoren; T = 
Tumor, N = Nodus, M = Metastasen) 
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3.2 Funktion und Lokalisation von Survivin und seinen 
Spleißvarianten 

 

3.2.1 Differentielle subzelluläre Lokalisation apoptotischer und 
antiapoptotischer Survivin Spleißvarianten 

 
Wie einleitend in Abschnitt 1.1.7 erwähnt, werden von Survivin 

verschiedene Spleißvarianten gebildet. Aufgrund der unterschiedlichen 

antiapoptotischen Eigenschaften der verschiedenen Spleißvarianten 

(Mahotka et al., 2002b; Wenzel et al., 2000) wurde schon kurz nach deren 

Entdeckung über eine eventuelle kompetetive Bindung an 

Interaktionspartner spekuliert. Auch eine Heterodimerisierung der Varianten 

ist denkbar, da die Dimerisierung-Domäne (Abbildung 1.6) in allen 

Spleißvarianten erhalten ist. Dies könnte ein Mechanismus  für die 

Feinregulation ihrer Funktionen sein (Islam et al., 2000; Mahotka et al., 

1999). Da eine solche kompetetive Bindung oder Heterodimerisierung eine 

identische subzelluläre Lokalisation für eine physikalischen Interaktion 

voraussetzt, wird diese im Folgenden, vergleichend für alle drei bis dahin 

bekannten Survivin Varianten, in ruhenden und mitotisch aktiven Zellen 

untersucht (Mahotka et al., 2002b). Zum Zeitpunkt der Durchführung dieser 

Arbeit existierten keine spezifischen Antikörper, die zuverlässig die drei 

Spleißvarianten unterscheiden konnten. Daher werden die folgenden 

Experimente mit Zellen durchgeführt, die mit den entsprechenden Survivin-

EGFP Konstrukten transfiziert sind. 

 

 

3.2.2 Unterschiedliche Proteinstabilität von ectopisch 

exprimiertem Survivin-ΔEx3-EGFP und Survivin-EGFP 

 

Computergestützte Sequenzanalysen mit Hilfe des PSORT II 

Programms, das Sortierungssignale und Lokalisationssequenzen erkennt, 

sagen für Survivin und Survivin-2B eine zytoplasmatische Lokalisation 
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voraus. Survivin-ΔEx3 hingegen weist eine rein nukleäre Akkumulation auf. 

Dies konnte experimentell bestätigt werden (Mahotka et al., 2002b). 

Zusätzliche Immunfärbungen für das Ki-67 Protein, das während sämtlicher 

aktiver Zellzyklusphasen (späte G1, S, G2, M) exprimiert wird, nicht aber in 

G0-Phase Zellen, zeigten eine Akkumulation von Survivin und Survivin-2B 

in Ki-67 positiven und negativen Zellen. Survivin-ΔEx3 dagegen ließ sich 

nur in Ki-67 positiven Zellen nachweisen. Da das Survivin-ΔEx3-EGFP 

Konstrukt unter der Kontrolle des CMV Promotors steht, kann es nicht 

zellzyklusabhängig exprimiert werden. Für die selektive Akkumulation von 

Survivin-ΔEx3 in sich teilenden Zellen ist möglicherweise eine 

zellzyklusspezifische Translation der mRNA verantwortlich. Auch eine 

rasche Degradierung des Proteins in ruhenden G0 Zellen ist denkbar. Diese 

ist bei Survivin über den Ubiquitin-Proteasom Signalweg reguliert und 

hauptsächlich vom Carboxyterminus des Proteins abhängig (Zhao et al., 

2000). Gerade bei Survivin-ΔEx3 ist im Vergleich zu Survivin selbst, dieser 

Carboxyterminus verändert. Dies könnte entscheidend für eine rasche 

Degradierung des Proteins sein, sodass es nur in mitotisch aktiven Zellen 

zu beobachten ist. Durch eine Überexpression der Konstrukte Survivin-

EGFP, Survivin-ΔEx3-EGFP und dem pEGFP-N3 Plasmid als Kontrolle soll 

die unterschiedliche Proteinstabilität untersucht werden. Aus diesem 

Grunde werden die transfizierten Zellen in Anwesenheit von Cycloheximid 

kultiviert, das die Protein-Neusynthese verhindert. Die Proteinmengen der 

entsprechenden Varianten werden nach 12, 24 und 48 Stunden mit Hilfe 

einer Western-Blot Analyse verglichen. Survivin selbst zeigt sogar nach 48 

Stunden keine nennenswerte Verringerung der Proteinmenge, ähnlich wie 

das zur Kontrolle exprimierte EGFP (Abbildung 3.2). Die Halbwertszeit von 

Survivin-ΔEx3-EGFP hingegen liegt zwischen 12 und 24 Stunden. Nach 48 

Stunden ist es kaum mehr nachzuweisen (Abbildung 3.2). Dies bestätigt, 

dass ectopisch exprimiertes Survivin-ΔEx3-EGFP tatsächlich schneller 

abgebaut wird als Survivin-EGFP selbst.  
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3.2.3 Subzelluläre Lokalisation der Survivin-Varianten während 
der  Mitose 

 

Die Forschung beschreibt Survivin unter anderem als Chromosomal-

Passenger-Protein, das während der Mitose an die Zentromere der 

Chromosomen bindet. Bei der Trennung der Schwesterchromatiden wird es 

an die Spindelmikrotubuli umverteilt und lokalisiert während der Telophase 

im Midbody an den dort gebündelten Mikrotubuli (Skoufias et al., 2000). 

Daher liegt es nahe, die Lokalisation der verschiedenen Survivin-Varianten 

auch auf diese Bindungseigenschaften hin mit Hilfe von Immunfluoreszenz-

Techniken zu untersuchen. In Überexpressionsstudien mit den 

entsprechenden Survivin-EGFP Konstrukten wird die Lokalisation der 

verschiedenen Varianten während unterschiedlicher Phasen des Zellzyklus 

untersucht (Abbildung 3.3/A+B+C). Für die gleichzeitige Markierung der 

Zentromere wird ein Antikörper gegen CENP-F, ein weiteres Zentromer-

assoziiertes Protein (Liao et al., 1995), eingesetzt. In Korrelation mit 

CHX-Behandlung

Survivin-EGFP

Survivin-ΔEx3-EGFP

pEGFP-N3

Ponceau-Rot

0 12 24 48 Stunden

CHX-Behandlung

Survivin-EGFP

Survivin-ΔEx3-EGFP

pEGFP-N3

Ponceau-Rot

0 12 24 48 Stunden

Abbildung 3.2: Vergleich der Proteinstabilität von Survivin-EGFP und 
Survivin-ΔEx3-EGFP nach Überexpression in HeLa Zellen. Nach der 
Inhibierung der Translation mit Cycloheximid wird Survivin-ΔEx3-EGFP 
deutlich schneller abgebaut als Survivin-EGFP oder das EGFP der Vektor-
Kontrolle. Das Experiment zeigt einen repräsentativen Blot aus vier 
unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. EGFP wurde als 
zusätzliche Kontrolle für Proteinstabilität nach der Cycloheximide-
Behandlung verwendet. Vergleichbare Proteinmengen wurden durch eine 
Ponceau-Rot Färbung der Membran gezeigt. 
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früheren Beobachtungen ist Survivin in Zellen der Interphase 

zytoplasmatisch lokalisiert (Abbildung 3.3/A,a). Es transloziert während der 

Mitose an die Zentromere, wie durch die punktuelle Akkumulation im 

Nukleus und die enge Kolokalisation mit CENP-F gezeigt wird (Abbildung 

3.3/A,b). Im Gegensatz dazu ist der Verlust der nukleären Membran 

während der Mitose mit einer Umverteilung von Survivin-ΔEx3 und Survivin-

2B durch die gesamte Zelle verbunden (Abbildung 3.3/B,b+C,b). Weder für 

Survivin-ΔEx3 noch für Survivin-2B kann eine Kolokalisation mit CENP-F - 

wie für Survivin selbst - nachgewiesen werden (Abbildung 3.3/ B,b+C,b). In 

extrem seltenen Fällen tritt bei Survivin-ΔEx3, jedoch nicht bei Survivin-2B, 

eine Kolokalisation mit CENP-F auf (Abbildung 3.3/B,b). Eine CENP-F 

Immunfärbung ist charakteristischerweise an den zwei Foci zu erkennen, 

die die Zentromere der Chromosomen darstellen. Interessanterweise lässt 

sich in den Survivin-ΔEx3 und Survivin-2B Transfektanden eine gestörte 

Lokalisation von CENP-F aufzeigen. Hier sind die zwei Foci nicht mehr 

eindeutig zu erkennen (Abbildung 3.3/B,b+C,b). Auch die zweite 

Charakteristik eines Chromosomal-Passenger-Proteins, nämlich die 

Lokalisation im Midbody der Ana-/Telophase der sich teilenden Zelle, kann 

nur für Survivin, nicht aber für Survivin-ΔEx3 oder Survivin-2B gezeigt 

werden (Abbildung 3.3/B,c+C,c). Dieses Ergebnis lässt auf eine gestörte 

Interaktion dieser beiden Spleißvarianten mit den sich dort befindlichen 

Mikrotubuli schließen. 
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A

Abbildung 3.3/A: Subzelluläre Lokalisation von Survivin-EGFP während des Zellzyklus. 
CENP-F akkumuliert graduell während des Zellzyklus an den Zentromeren mit den 
höchsten Leveln in der G2- und M-Phase und wird nach Beendigung der Mitose schnell 
degradiert. Dort bildet es duale Foci, da es die äußeren Bereiche an beiden Seiten des 
Kinetochors bindet und so als Zentromermarker dient. Survivin-EGFP ist während der 
Interphase hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert (a), akkumuliert in distinkten Foci an 
den Zentromeren in der Metaphase (b) und kann im Midbody während der Zytokinese 
nachgewiesen werden (c) (Vergrößerung 650 fach).  
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B

Abbildung 3.3/B: Subzelluläre Lokalisation von Survivin-ΔEx3-EGFP während des Zellzyklus. 
Survivin-ΔEx3-EGFP ist in der Interphase ausschließlich im Zellkern lokalisiert (a). In 
Metaphase-Zellen (b) ist Survivin-ΔEx3-EGFP in der gesamten Zelle verteilt, wahrscheinlich 
durch den Verlust der nukleären Kompartimentierung nach Auflösung der Zellkernmembran. 
Im Vergleich mit der engen Kolokalisation von Survivin-EGFP und CENP-F (vergl. A/b) kann 
für Survivin-ΔEx3-EGFP nur in wenigen Fällen bei einer Minderheit der Zellen eine 
Kolokalisation mit CENP-F nachgewiesen werden. Zusätzlich zeigen die Survivin-ΔEx3-EGFP 
Transfektanden eine Abweichung von der sonst charakteristischen Akkumulation von CENP-F 
in dualen Foci (b) Survivin-ΔEx3-EGFP kann nicht in den Midbodies detektiert werden (c) 
(Vergrößerung 650 fach). 
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C

Abbildung 3.3/C: Subzelluläre Lokalisation von Survivin-2B während des Zellzyklus. 
Survivin-2B-EGFP ist während der Interphase im Zytoplasma lokalisiert (a). In Metaphase-
Zellen (b) zeigt Survivin-2B-EGFP keine Zentromerassoziation. In der Telophase (c) 
konnte Survivin-2B-EGFP nicht in den Midbodies detektiert werden (Vergrößerung 650 
fach). 
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3.2.4 Zweigeteiltes nukleäres Lokalisationssignal (NLS) bei 

Survivin-ΔEx3: Implikationen für die subzelluläre 

Lokalisation 

 

Da für Survivin-ΔEx3 eine nukleäre Anreicherung vorhergesagt und 

auch experimentell bestätigt wurde, benutzen wir die PSORT II Analyse für 

die Identifizierung von drei nukleären Lokalisationsignal-Erkennungs-

Mustern. Obwohl kein „pat4“ Muster in einer der drei Survivin Varianten 

gefunden wird, kann das „pat7“ Erkennungs-Muster die NLS Sequenz 

PTIRRKN als Teil des zweigeteilten NLS RKPTIRRKNLRKLRRKC in 

Survivin-ΔEx3 identifizieren. Dies ist in den beiden anderen Spleißvarianten 

nicht der Fall. Dieses zweigeteilte NLS in Survivin-ΔEx3 wird beim Spleißen 

erzeugt und resultiert aus einer Leserahmenverschiebung in Exon 4. Das 

zweigeteilte NLS erstreckt sich über 11 Aminosäuren und hat hohe 

Homologie mit anderen bereits identifizierten, zweigeteilten 

Kernlokalisationssignalen (Abbildung 3.4) (Konsensus Sequenz nach Jans 

und Hübner: (K/R)(K/R) - (10 -12 Aminosäuren Platzhalter) - 

(K/R)(K/R)(K/R)) (Jans et al., 1996). Interessanterweise weist das erst 

kürzlich identifizierte Schweine-Homolog von Survivin-ΔEx3, Survivin-

ΔEx118 (Wenzel et al., 2000), ein sehr ähnliches NLS auf (Abbildung 3.5). 

All diese Analysen legen nahe, dass es sich bei dem in Survivin-ΔEx3 

gefundenem NLS um ein funktionelles Signal handelt, das die Akkumulation 

von Survivin-ΔEx3 im Zellkern bewirkt. 
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Abbildung 3.4: Alignment des zweigeteilten nukleären Lokalisationssignals (NLS) 
von Survivin-ΔEx3 und anderen Proteinen. Das zweigeteilte NLS von Survivin-ΔEx3 
weist eine hohe Homologie zum NLS verschiedener Steroidrezeptoren auf. 
Interessanterweise umfasst das zweigeteilte NLS von Survivin-ΔEx3 auch die 
basischen Aminosäuren des „pat7“-NLS PTIRRKN. Das Alignment wurde mit 
ClustalW durchgeführt und mit Boxshade nachbearbeitet. Dunkle Schattierungen 
markieren hoch konservierte Bereiche. 

Zink-Finger

Leserahmenverschiebung

Zink-FingerZink-Finger

Leserahmenverschiebung

Abbildung 3.5: Alignment der kompletten Sequenz von Survivin-ΔEx3 und dem Homolog 
aus S. scrofa, Survivin-Δ118. Der erste Teil des Carboxyterminus, einschließlich des NLS, 
ist in beiden Homologen hoch konserviert. Der zweite Teil des Carboxyterminus von 
Survivin-Δ118 aus S. scrofa zeigt nur schwache Homologie. BIR = „baculoviral inhibitor of 
apoptosis repeat“; NLS = „nuclear localisation signal“; Leserahmenverschiebung ist mit 
schwarzem Kasten markiert 
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3.2.5 Deletionsanalyse des zweigeteilten NLS in Survivin-ΔEx3 

 
Um die Relevanz für die subzelluläre Lokalisation des hier gefundenen 

NLS zu demonstrieren, wird eine NLS deletierte Mutante hergestellt. Dieses 

Survivin-ΔEx3-NLS-EGFP Fusionsprotein wird in HeLa Zellen exprimiert. Zur 

Kontrolle der Überexpression werden Western-Blot Experimente 

durchgeführt, um die Expression der NLS-Mutante mit der Expression der 

nicht deletierten Spleißvariante, Survivin-ΔEx3, zu vergleichen (Abbildung 

3.6/B). Hier zeigt sich, dass die Expressionstärke der NLS-Mutante mit der 

des Survivin-ΔEx3 vergleichbar ist. Zur Kontrolle der fehlerfreien Deletion 

wird die hergestellte Deletionsmutante einer DNA Sequenzierung 

unterzogen (Abbildung 3.6/C). Diese ergibt, dass keine zusätzlichen 

Mutationen durch die verschiedenen Klonierungsschritte aufgetreten sind. 

Bei der Analyse der Lokalisation der Deletionsmutante zeigt sich, dass trotz 

fehlendem NLS die Kernlokalisation von Survivin-ΔEx3 erhalten bleibt. 

Jedoch ist zusätzlich eine zytoplasmatische Lokalisation zu beobachten 

(Abbildung 3.6/A). Korrespondierende Ergebnisse konnten auch von 

anderen Arbeitsgruppen gemacht werden (Otterlei et al., 1998). Sie 

beobachteten nach der Deletion des essentiellen NLS, das an der 

nukleären Lokalisation der humanen Uracil-DNA-Glykosylase beteiligt ist, 

ein ähnliches Lokalisationsmuster. Dieses in Survivin-ΔEx3 gefundene, 

zweigeteilte NLS ist also funktionell aktiv. Es ist jedoch nicht ausschließlich 

für die selektive Akkumulation im Nukleus zuständig, sondern bewirkt 

offenbar die vollständige Beseitigung von Survivin-ΔEx3 aus dem 

Zytoplasma.  
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3.2.6 Inhibition von UVA-induzierter Apoptose durch Survivin in 
HaCaT-Zellen 

 

Um die Apoptose-inhibierende Wirkung der Survivin-EGFP Konstrukte, 

die für den rezeptorvermittelten Weg der Apoptoseinduktion bestätigt ist 

(Ambrosini et al., 1997; Mahotka et al., 1999), auch auf andere 

Apoptoseinduktoren hin zu untersuchen, wird UVA-Strahlung eingesetzt. 

Diese spricht den mitochondrialen Signalweg der Apoptose an (Godar, 

1999). Es ist bekannt, dass Survivin überexprimierende Zellen zu einem 

gewissen Grad vor Apoptoseinduktion durch UVB Strahlung geschützt sind 

(Grossman et al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass UVA-

induzierte Apoptose auch Survivin-Signalwege beeinflusst (He et al., 2004). 

Daher liegt es nahe, dass antiapoptotische Potential von Survivin und 
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Abbildung 3.6: A) Die Deletion des zweigeteilten NLS in Survivin-ΔEx3-EGFP-NLS 
resultiert in zytoplasmatischer sowie nukleärer Akkumulation (Vergrößerung 650 fach). B) 
Die Expression von Survivin-ΔEx3-EGFP-NLS wird durch Immunoblotting mit einem anti-
Survivin Antikörper kontrolliert. C) Die fehlerfreie Deletion wird mit Hilfe einer DNA 
Sequenzierung bewiesen (Deletion kennzeichnet die Stelle wo sich vorher das NLS 
befunden hat). 
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seinen Spleißvarianten auch nach UVA-Bestrahlung zu untersuchen. Dazu 

werden die Survivin-EGFP Konstrukte in HaCaT Zellen, einer 

Keratinozytenzelllinie der menschlichen Haut, die natürlicherweise viel mit 

Sonnenlicht in Berührung kommt, exprimiert. Die Bestrahlung der 

transfizierten Zellen wird mit 40 und 60 J/cm² UVA durchgeführt (Abbildung 

3.7). Die Analyse der Apoptoseinduktion erfolgt mit Hilfe der Hoechst-

Färbung, die eine Beurteilung der Kernmorphologie erlaubt. Hier zeigt sich, 

dass die Survivin-EGFP transfizierten Zellen tatsächlich signifikant vor 

Apoptose geschützt sind (Abbildung 3.7/A). Die Survivin-ΔEx3-EGFP und 

Survivin-2b-EGFP transfizierten Zellen weisen dagegen, verglichen mit den 

Vektor-Kontrollen, eine deutlich erhöhte Apoptoserate auf (Abbildung 

3.7/B+C). In Analogie zu anderen Apoptoseinduktoren (Mahotka et al., 

2002b; Mahotka et al., 1999) ist die Survivin-2b Variante also auch unter 

den hier gewählten Bedingungen proapoptotisch. Interessanterweise zeigt 

Survivin-ΔEx3-EGFP in der Überexpression keine schützende Wirkung im 

Hinblick auf UVA induzierte Apoptose (Abbildung 3.7/B). Für dieses 

Konstrukt ließ sich bei rezeptorvermittelter Apoptose (CH-11 induziert) 

(Mahotka et al., 2002b; Mahotka et al., 1999) noch eine 

apoptoseinhibierende Wirkung nachweisen. 
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3.2.7 Verlust der antiapoptotischen Wirkung von Survivin durch 
die Anwesenheit von Nitrit während der Bestrahlung  

 

Analysen belegen, dass Nitrit während der UVA Bestrahlung 

photolytisch unter anderem zu bioaktivem Stickstoffmonoxid (NO) gespalten 

wird. Daher stellt sich die Frage, ob dieses so generierte NO einen Einfluss 

auf die apoptoseinhibierende Wirkung von Survivin hat. Survivin verfügt 

über eine BIR-Domäne, die auf einem funktionellen Zink-Finger beruht, und 

es konnte belegt werden, dass diese Domäne entscheidend an der 

Apoptoseinhibition beteiligt ist. Es ist anzunehmen, dass das bei der 

Bestrahlung entstehende NO mit dem Zink-koordinierenden Cystein durch 
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Abbildung 3.7: Differentielles antiapoptotisches Potential der Survivin Spleißvarianten 
transfiziert als EGFP-Konstrukte in der humanen Keratinozytenzelllinie HaCaT. Der Zelltod 
wird mit UVA-Strahlung induziert und die apoptotische Kernmorphologie nach 24 Stunden 
mit der Hoechstfärbung untersucht. (A) Survivin-EGFP inhibiert signifikant die UVA 
induzierte Apoptose. (B+C) Survivin-ΔEx3-EGFP und Survivin-2B-EGFP hingegen 
verstärken die Apoptose eher im Vergleich zur Kontrolle. 
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S-Nitrosierung wechselwirkt. Dies führt zu einer Verdrängung des Zinks mit 

einhergehendem Funktionsverlust der Domäne und sollte sich in einem 

Verlust des antiapoptotischen Potentials zeigen. Um diese Hypothese zu 

experimentell zu belegen, werden HaCaT-Zellen, die die verschiedenen 

Survivin-Konstrukte überexprimieren, mit 40 und 60J/cm² UVA in 

Anwesenheit von 500µM Nitrit bestrahlt. Die Apoptoserate in Anwesenheit 

von Nitrit während der Bestrahlung ist generell höher als mit UVA alleine. 

Tatsächlich zeigt die Survivin Überexpression hier keine antiapoptotische 

Wirkung mehr (Abbildung 3.8/A). Dies könnte bedeuten, dass das 

entstehende NO mit der Funktion des Zink-Fingers interferiert und so die 

antiapoptotische Wirkung von Survivin aufhebt. Eine andere Erklärung für 

das beobachtete Ergebnis ist ein alternativer apoptotischer Weg, der nicht 

von Survivin inhibiert wird. Dies wird nun in weiteren Experimenten 

untersucht. 
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Abbildung 3.8: Differentielles antiapoptotisches Potential der Survivin Spleißvarianten 
transfiziert als EGFP-Konstrukte in der humanen Keratinozytenzellinie HaCaT. Der Zelltod 
wird mit UVA-Strahlung in Anwesenheit von Nitrit [500µM] induziert und die apoptotische 
Kernmorphologie nach 24 Stunden mit der Hoechstfärbung untersucht Die Apoptoserate ist 
generell höher bei einer Bestrahlung in Anwesenheit von Nitrit (Vergleich Abbildung 3.7). 
Weder (A) Survivin-EGFP noch (B) Survivin-2B-EGFP inhibieren signifikant die UVA 
induzierte Apoptose in Anwesenheit von Nitrit.  
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3.3 Stickstoffmonoxid und Caspase-unabhängige 
Apoptose 

 
3.3.1 Veränderter Kernphänotyp durch die Bestrahlung in 

Anwesenheit von Nitrit 
 

Die Annahme, dass das bei UVA-Bestrahlung in Anwesenheit von 

Nitrit generierte NO vielleicht zu einer anderen Art des Zelltodes führt als 

eine UVA induzierte Apoptose, wird durch die Kernmorphologie der 

Nitrit/UVA behandelten Zellen unterstützt. Hier zeigt sich, dass die 

gleichzeitige Behandlung der Zellen mit Nitrit und UVA nicht den 

klassischen apoptotischen Kernphänotyp repräsentiert, der sich durch die 

Bildung kleiner DNA Fragmente, den so genannten „apoptotic bodies“, 

auszeichnet (Abbildung 3.9/A). Stattdessen weisen die UVA/Nitrit 

behandelten Zellkerne zwar eine Kondensierung des Chromatins auf, 

jedoch bleibt die Bildung der „apoptotic bodies“ aus (Abbildung 3.9/B). Dies 

liefert Hinweise auf einen alternativen, Caspase-unabhängigen Zelltod.  

 

A) B)
UVA UVA / Nitrit

A) B)
UVA UVA / Nitrit

Abbildung 3.9: Differentielle Kernmorphologie nach Behandlung von humanen 
Keratinozyten mit UVA (A) sowie UVA und Nitrit (B). Zellen werden mit 50J/cm² 
UVA und bei (B) zusätzlich mit 500µM Nitrit behandelt und nach 12h Hoechst 
gefärbt und mikroskopisch analysiert. (A) Deutlich sind hier die „apoptotic bodies“ 
zu erkennen (Pfeile rot). (B) Trotz kondensiertem Chromatin ist keine Caspase-
abhängige Bildung der „apoptotic bodies“ zu erkennen (Pfeile gelb) 
(Vergrößerung 400 fach). 
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3.3.2 Caspase-3 Inhibition in vitro 

 
Die Hypothese, dass die Anwesenheit von Nitrit tatsächlich zu einem 

alternativen, nicht von Caspasen vermitteltem Zelltod führt, soll in weiteren 

Versuchen geklärt werden. Dazu wird zunächst untersucht, ob das 

photolytisch generierte NO, ähnlich wie enzymatisch gebildetes (Rossig et 

al., 1999) in der Lage ist, Caspasen durch S-Nitrosierung des Cysteins im 

aktiven Zentrum zu hemmen. Aus diesem Grund wird ein in vitro 

Aktivitätstest mit Caspase-3 durchgeführt. Dazu werden die entsprechenden 

Reaktionen mit verschiedenen Konzentrationen Nitrit versetzt und mit 

unterschiedlichen Intensitäten UVA behandelt. Die Aktivität der Caspase ist 

dabei proportional zur Bildung eines Farbstoffs (Ac-DEVD-pNA), der als 

Substrat für die Caspase-3 dient. Dieser Farbstoff kann in einem 

Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 405nm nachgewiesen 

werden. In diesem Experiment kann gezeigt werden, dass die Aktivität der 

Caspase durch UVA-Bestrahlung per se dosisabhängig bis zu 30% 

gehemmt wird (Abbildung 3.10/A). Die Anwesenheit von Nitrit während der 

Bestrahlung führt zu einer Inhibition der Aktivität der Caspase von bis zu 

90%. Dies macht, verglichen mit den nur UVA behandelten Proben, eine 

zusätzliche Inhibition von 60% aus (Abbildung 3.10/A). Die Inhibition ist 

sowohl von der UVA-Dosis als auch von der Nitrit-Konzentration abhängig. 

Die Inkubation der Reaktionsansätze mit Nitrit ohne UVA-Bestrahlung weist 

keine signifikante Änderung der Caspase-3-Aktivität auf (Abbildung 3.10/B). 

Die Behandlung der Proben mit N-Ethyl-Maleimid (NEM), das Schwefelreste 

- wie die des Cysteins im Aktiven Zentrum von Caspase-3 - alkylieren kann 

und somit die Enzymaktivität hemmt, zeigt ebenfalls eine deutliche Inhibition 

der Aktivität von 30% (Abbildung 3.11). Erstaunlicherweise zeigt die 

gleichzeitige Behandlung mit NEM und UVA eine viel stärkere 

Aktivitätsreduktion von bis zu 60% (Abbildung 3.11). Dies deutet darauf hin, 

dass das UVA-Licht noch einen anderen, bisher unbekannten Effekt auf die 

Caspase-3-Aktivität besitzt. Die Alkylierung alleine sollte schon das aktive 

Zentrum inhibieren und das Enzym damit inaktivieren. Die stärkste Inhibition 

der Caspase-Aktivität tritt bei gleichzeitiger Behandlung mit Nitrit, UVA und 

NEM auf. Hier ist die Aktivität, verglichen mit den unbehandelten Kontrollen, 

um 80% reduziert. Die hier erzielten Ergebnisse belegen, dass die 
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Caspase-3-Aktivität in Anwesenheit von Nitrit während der UVA-

Bestrahlung deutlich vermindert ist. 

 

 

 
 
Abbildung 3.10:  In vitro Caspase-3 Aktivitätsassay nach Behandlung mit UVA 
und Nitrit (A). Caspase-3-Aktivität wird durch UVA-Bestrahlung alleine um 30% 
inhibiert. Die Anwesenheit von Nitrit während der Bestrahlung reduziert die 
Aktivität der Caspase bis zu 90%. (B) Zur Kontrolle werden die Proben mit Nitrit 
ohne UVA-Bestrahlung inkubiert, und es kann kein signifikanter Effekt auf die 
Aktivität der Caspase beobachtet werden. 
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3.3.3 Zunahme nitrosierter Proteine durch photolytisch 
generiertes NO 

 

Als Nachweis, dass der Versuchsaufbau auch auf zellulärer Ebene zu 

einer Zunahme der Nitrosierung von Proteinen führt, wird ein 

Zellkultursystem adaptiert. Dazu werden HaCaT Zellen in An- und 

Abwesenheit von verschiedenen Mengen Nitrit mit 50J/cm² UVA-Licht 

bestrahlt. Um die entstandenen nitrosierten Proteine zu messen, müssen 

die Zellen nach der Behandlung direkt lysiert werden. Der Nachweis der S- 

und N-Nitrosoverbindungen (zusammen: RX-NO) erfolgt mit Hilfe der 

Chemilumineszenz Detektion (CLD). Hier bestätigt sich, dass die Zugabe 

von Nitrit während der Bestrahlung tatsächlich eine dosisabhängige 

Zunahme der S- und N-nitrosierten Proteine bewirkt (Abbildung 3.12). Die 
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Abbildung 3.11: In vitro Caspase-3 Aktivitätsassay nach Behandlung mit UVA 
[50J/cm²], Nitrit [500µM] und NEM [1mM]. NEM alleine zeigt eine Hemmung der 
Caspase-3-Aktivität von 30%. Erstaunlicherweise zeigt NEM in Verbindung mit 
UVA sowie mit UVA in Anwesenheit von Nitrit einen synergistischen Effekt auf 
die Aktivität von Caspase-3. 
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Zugabe von Vitamin C verstärkt diesen Effekt noch. Nitrit alleine hat keinen 

Effekt auf die Menge der S- und N-nitrosierten Proteine. 

 

 

3.3.4 Caspase-3 Inhibition in vivo 

 

Um nachzuweisen, dass eine Caspase-Inhibition auch intrazellulär 

stattfindet, werden Western-Blot Experimente durchgeführt. Hierzu wird die 

Spaltung von Poly(ADP)-ribose Polymerase (PARP), ein direktes Substrat 

von aktiver Caspase-3 (Kaufmann et al., 1993), untersucht. Dazu werden 

HaCaT Zellen in An- und Abwesenheit von 500µM Nitrit mit je 50J/cm² UVA 

bestrahlt und nach den angegebenen Zeitpunkten lysiert. Die so erhaltenen 

Proteinlysate können nun im Western-blot mit einem PARP-spezifischen 

Antikörper untersucht werden. Dieser Antikörper erkennt sowohl das intakte 

116kD große Protein als auch eines seiner Abbauprodukte, das eine Größe 

von 89kD hat. Tritt also die kleinere Bande bei 89kD auf, ist dies ein Beweis 

für Caspase-induzierte Spaltung von PARP und ein direkter Hinweis auf die 

Abbildung 3.12: Die Anwesenheit von Nitrit während der Bestrahlung von HaCaT Zellen mit UVA 
führt zu einer dosisabhängigen Zunahme der S- und N-nitrosierten Proteine (RX-NO). Die Zugabe 
von Vitamin C verstärkt diesen Effekt. Nitrit alleine steigert die RX-NO Bildung nicht. (UVA = 
50J/cm², Vitamin C = 1mM) Die Messungen werden mit der Chemilumineszenz Detektion 
durchgeführt. 
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Aktivität von Caspase-3. Hier kann gezeigt werden, dass die Behandlung 

mit UVA alleine schon nach vier Stunden Inkubationszeit eine deutliche 

PARP-Spaltung bewirkt. Dies ist an dem kleineren Spaltprodukt unterhalb 

der 116kD Bande des intakten PARP zu erkennen (Abbildung 3.13/A). Auch 

im korrespondierenden Kernphänotyp, der eine deutliche Fragmentierung 

des Chromatins aufweist und die apoptotischen Körperchen bildet (Kerr et 

al., 1972), die typisch für Caspase-abhängige Apoptose sind, ist dies zu 

erkennen. Nach der Behandlung mit UVA und Nitrit jedoch (Abbildung 

3.13/B) ist auch nach 12 Stunden nur eine minimale Menge des 

Spaltproduktes von PARP zu detektieren. Hier zeigt der Kernphänotyp der 

so behandelten Zellen keine für die Caspase-abhängige Apoptose typische 

Kernfragmentierung. Die Morphologie der Zellkerne wird mit Hilfe der 

Hoechstfärbung dargestellt und gleichzeitig mit der Propidium-Iodid Färbung 
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UVA + Nitrit
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Abbildung 3.13: HaCaT Zellen wurden mit 50J UVA (A), oder mit 50J UVA in 
Anwesenheit von 500µM Nitrit (B) bestrahlt, nach den angegebenen 
Zeitpunkten lysiert und im Western-Blot analysiert. (A) Werden die Zellen nur 
mit UVA bestrahlt, erkennt man schon nach vier Stunden eine deutliche 
PARP-Spaltung, ein sicheres Indiz für aktivierte Caspase-3. Dies spiegelt sich 
auch im korrespondierenden Kernphänotyp mit den typischen apoptotischen 
Körperchen wider. (B) Werden die Zellen mit UVA in Anwesenheit von Nitrit 
bestrahlt, ist selbst nach 12 Stunden nur eine schwache Bande des PARP-
Spaltproduktes zu erkennen, und der Kernphänotyp weist auch keine 
Caspase-abhängigen Phänotyp auf (Vergrößerung 650 fach). 
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eine Nekrose ausgeschlossen. 

Um auszuschließen, dass die Zellen vielleicht gar keinen Zelltod 

vollziehen und deswegen keine PARP-Spaltung zu beobachten ist, werden 

in parallelen Versuchen Zelltoxizitätsassays (Abbildung 3.14) mit Hilfe der 

Neutralrot-Färbung durchgeführt. Hier zeigt sich, dass die Bestrahlung mit 

UVA durch Zugabe von Nitrit dosisabhängig zu einer Verstärkung der 

Zelltodrate führt. 

 

 

3.3.5 Spaltung von AIF (apoptosis-inducing-factor) durch 
photolytisch generiertes NO  

 

Da das bei der photolytischen Spaltung von Nitrit entstehende NO in 

vitro sowie in vivo Caspasen hemmt, stellte sich nun die Frage, auf 

welchem Signalweg der Zelltod abläuft, wenn die Caspasen nicht aktiv sind. 

Seit einiger Zeit werden immer wieder Caspase-unabhängige Wege des 

Zelltodes diskutiert. Einer dieser Wege wird von AIF (apoptosis-inducing-

factor) vermittelt. Wie einleitend erwähnt, handelt es sich hierbei um ein 

mitochondriales Protein, das nach Induktion des Zelltodes proteolytisch 

Abbildung 3.14: HaCaT Zellen werden mit 50J/cm² UVA und den angegebenen 
Mengen Nitrit behandelt und nach 24h mit Hilfe der Neutral-Rot Färbung auf Vitalität 
untersucht. Die Zellzahl nimmt dosisabhängig mit steigenden Nitritkonzentrationen ab. 
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gespalten wird. Daraufhin transloziert es aus dem Mitochondrium in den 

Nukleus, um dort die eine Fragmentierung der DNA in distinkte Teilstücke 

zu vermitteln. Der dabei entstehende Kernphänotyp ist dem der UVA/Nitrit 

behandelten Zellen sehr ähnlich, sodass dieses Protein näher untersucht 

wird. Um eine Beteiligung von AIF an den hier beobachteten Prozessen zu 

analysieren, werden HaCaT Zellen mit UVA in An- und Abwesenheit von 

Nitrit bestrahlt und nach 0, 4 und 8 Stunden die Proteine isoliert. Mit diesen 

Proteinlysaten werden Western-blot Experimente durchgeführt und AIF mit 

einem spezifischen Antikörper nachgewiesen. Tatsächlich zeigt sich, dass 

in Anwesenheit von Nitrit während der UVA-Bestrahlung nach ca. 4 

Stunden eine Zunahme des kleineren Spaltproduktes von AIF detektierbar 

ist (Abbildung 3.15/B). Bei der Behandlung der Zellen mit UVA alleine ist 

dies nicht der Fall (Abbildung 3.15/A). Dieses Ergebnis belegt eindeutig, 

dass AIF während apoptotischer Prozesse bei den UVA/Nitrit behandelten 

Zellen aktiviert wird.  
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Abbildung 3.15:  HaCaT Zellen werden mit 50J UVA (A) oder mit 50J UVA in Anwesenheit von 
500µM Nitrit (B) bestrahlt, nach den angegebenen Zeitpunkten lysiert und im Western-Blot 
analysiert. (A) Nach der Behandlung mit UVA tritt kein kleineres Fragment von AIF auf. (B) Bei 
der gleichzeitigen Behandlung mit UVA und Nitrit ist nach 4h eine deutliche Zunahme des 
kleineren AIF-Spaltproduktes zu erkennen. 
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3.3.6 NO-abhängige Translokation von AIF in den Nukleus  

 

Um nun die Translokation des AIF in den Nukleus nachzuweisen, wird 

die subzelluläre Lokalisation des Proteins in HaCaT Zellen mit Hilfe von 

Immunfluoreszenzanalysen untersucht. Hier stellt sich heraus, dass AIF 

nach der Behandlung mit UVA und Nitrit tatsächlich im Zellkern zu finden ist 

(Abbildung 3.16/B), was bei Zellen, die mit UVA alleine behandelt werden, 

nicht der Fall ist (Abbildung 3.16/A). Da bei der photolytischen Spaltung von 

Nitrit nicht nur NO entsteht, sondern auch Sauerstoffradikale in großen 

Mengen produziert werden, kann es sein, dass die beobachtete AIF 

Translokation nicht vom entstehenden NO, sondern von den 

Sauerstoffradikalen induziert wird. Um die Effekte der unterschiedlichen 

Moleküle differenzieren zu können, werden HaCaT-Zellen in An- und 

Abwesenheit von Nitrit bestrahlt, zusätzlich jedoch mit cPTIO, einem NO-

Radikalfänger oder mit Vitamin C, einem Sauerstoff-Radikalfänger, 

inkubiert. Ist die AIF Spaltung und anschließende Translokation in den 

Nukleus NO-abhängig, müsste dies durch die Zugabe von cPTIO, jedoch 

nicht in Anwesenheit von Vitamin C, verhindert werden. Die 

Immunfluoreszenzanalyse macht hier deutlich, dass die Anwesenheit von 

Vitamin C die AIF Translokation nicht hemmt (Abbildung 3.14/C). Jedoch 

verhindert die Zugabe von cPTIO eine Akkumulation von AIF im Nukleus 

(Abbildung 3.16/D), was eindeutig einen NO-abhängigen Effekt 

demonstriert. Dies bestätigt sich auch in der statistischen Auswertung der 

Präparate (Abbildung 3.17). Hier wird sichtbar, dass die AIF-Translokation 

nach UVA-Bestrahlung alleine nicht signifikant zunimmt. Bei gleichzeitiger 

Behandlung mit UVA/Nitrit nimmt die Kernlokalisation bei einer Dosis von 

250µM Nitrit signifikant zu. Die Zugabe von Vitamin C verhindert hier nicht 

die Kernlokalisation von AIF, die jedoch durch die Behandlung mit cPTIO 

fast vollständig unterdrückt werden kann. Die Kontrollbehandlung mit Nitrit 

alleine weist keinen besonderen Effekt auf. 
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Abbildung 3.16: Immunfluoreszenz Analyse der AIF-Lokalisation in HaCaT-Zellen 
nach Behandlung mit A) 40J/cm² UVA, B) 40J/cm² UVA und 500µM Nitrit, C) 
40J/cm² UVA und 500µM Nitrit in Anwesenheit von Vitamin C und D) 40J/cm² UVA 
und 500µM Nitrit in Anwesenheit von cPTIO. Die gleichzeitige Behandlung mit UVA 
und Nitrit führt zu einer AIF-Translokation in den Nukleus (B, Pfeile). 
Interessanterweise verhindert die Zugabe von Vitamin C als Sauerstoffradikalfänger 
nicht die Translokation (C, Pfeile). Die Zugabe von cPTIO, einem NO-
Radikalfänger, jedoch verhindert die Kerntranslokation von AIF, was einen NO-
abhängigen Effekt demonstriert (Vergrößerung 400fach). 
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Abbildung 3.17: HaCaT Zellen werden mit 50J/cm² UVA in An- und Abwesenheit von Nitrit 
VitaminC [1mM] und cPTIO [100µM] bestrahlt und nach vier Stunden Inkubation einer 
Immunfluoreszenzanalyse unterzogen. Anschließend werden die verschiedenen Präparate 
auf AIF Kerntranslokation hin untersucht und dies statistisch ausgewertet. Die Zellen zeigen 
mit steigenden Nitritkonzentrationen auch eine vermehrte AIF-Akkumulation im Nukleus, was 
nicht durch Vitamin C, jedoch durch die Zugabe von cPTIO verhindert werden kann. 
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4. Diskussion 
 

 

4.1 Gestörte Balance der Expression von Smac/DIABLO und 
XIAP: Ursachen für die Therapieresistenz bei Nierenzell-
Karzinomen (RCC) 

 

Eine Supprimierung der Apoptose fördert die Tumorprogression sowie 

die Resistenz gegenüber Chemotherapie und Bestrahlung (Gerharz et al., 

1999; Igney et al., 2002; Mahotka et al., 2002a; Mahotka et al., 2002b; 

Mahotka et al., 1999; Reed, 1999). Dabei scheint die Balance der 

Expression von pro- und antiapoptotischen Faktoren in diesen Tumoren von 

entscheidender Bedeutung für den Therapieerfolg zu sein. Hier nimmt XIAP 

eine Schlüsselposition bei der Apoptoseresistenz durch die Inhibierung der 

Caspase-3, -7 und -9 ein (Deveraux et al., 1999; Srinivasula et al., 2001; 

Suzuki et al., 2001a; Suzuki et al., 2001b). Eine hohe Expression von XIAP 

konnte in vielen malignen Tumoren nachgewiesen werden. Hierzu zählen 

Karzinome der Brust, der Ovarien, der Prostata, der Lunge, des Pancreas 

und der Gebärmutter (Ferreira et al., 2001a; Ferreira et al., 2001b; Gerhard 

et al., 2002; Hofmann et al., 2002; Liu et al., 2001; Parton et al., 2002; Sui 

et al., 2002). Die XIAP Expression steht in direkter Verbindung mit der 

Apoptoseresistenz nach Behandlung mit Chemotherapeutika und 

ionisierender Strahlung (Asselin et al., 2001; Holcik et al., 2001; Li et al., 

2000). Die Herunterregulierung von XIAP mit Hilfe von Antisense-Vektoren 

dagegen erhöht die Apoptosesensitivität von Karzinomzelllinien (Holcik et 

al., 2001; Sasaki et al., 2000).   

Proapoptotisches Smac/DIABLO, einer der Hauptantagonisten von 

XIAP, fördert die Apoptose durch die Bindung an diesen Faktor. Dabei 

verhindert es die Bindung von XIAP an verschiedene Caspasen und 

unterdrückt somit sein antiapoptotisches Potential. Die Überexpression von 

Smac/DIABLO sensitiviert Tumorzellen für die Behandlung mit 

Chemotherapeutika und TRAIL-induzierter Apoptose (Guo et al., 2002; Ng 

et al., 2002; Zhang et al., 2001). Überdies hat das XIAP-Protein eine E3-

Ligase Funktion bei der Ubiquitinierung von Smac/DIABLO und fördert so 
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dessen Degradierung (MacFarlane et al., 2002). Dies belegt die enge 

Regulation dieser beiden gegensätzlichen Faktoren und zeigt, dass eher 

das Expressionsverhältnis beider Faktoren und nicht die Menge eines 

einzelnen für die Sensitivität gegenüber einer Apoptoseinduktion 

verantwortlich ist.  

Die von mir durchgeführte Real-Time RT-PCR Analyse belegt, dass 

die mRNA Expression von Smac/DIABLO in allen untersuchten Proben 

unabhängig vom Grad und der Stufe der Tumoren keine signifikante 

Änderung aufweist. Im Gegensatz hierzu kann in derselben Studie eine 

deutlich erhöhte Expression der XIAP mRNA mit fortschreitender Stufe und 

Grad dieser Tumoren festgestellt werden (Yan et al., 2004). Das Resultat ist 

ein deutlich erhöhtes Verhältnis der Expression von XIAP zu Smac/DIABLO 

während der Tumorprogression zu Gunsten von XIAP. Dies zeigt, dass die 

feine Balance beider Faktoren während der Tumorprogression in RCC´s 

gestört ist. Hieraus resultiert ein Unvermögen von Smac/DIABLO, dem 

antiapoptotischen Potential von XIAP entgegenzuwirken. Dies fördert die 

Apoptoseresistenz, die mit dazu beiträgt, dass gerade RCC´s sehr 

unempfindlich gegenüber Krebsmedikamenten und ionisierender Strahlung 

als Therapieform sind. 

 

 

4.2 Unterschiedliche Proteinstabilität der Survivin-Varianten 
 

Survivin gehört genau wie XIAP zu den inhibitor of apoptosis 

Proteinen. Es wird in den meisten bekannten Tumoren überexpremiert und 

trägt wahrscheinlich ebenfalls entscheidend zur Therapieresistenz 

verschiedener maligner Tumoren bei. Es existieren mehrere 

Spleißvarianten von Survivin mit unterschiedlichem antiapoptotischem 

Potential. Daher wurde schon früh die Hypothese aufgestellt, dass hier ein 

Regulationsmechansimus besteht in dem sich die Spleißvarianten 

gegenseitig beeinflussen. Interessanterweise konnte in einer Studie von 

Mahotka et al. (Mahotka et al., 2002b) Survivin-ΔEx3 nur in Ki-67 positiven 

Zellen nachgewiesen werden. Die Expression von endogenem Survivin und 

seinen Varianten wird transkriptionell und post-transkriptionell reguliert. Der 
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gemeinsame Einfluss von G1-transkriptionellen Repressorelementen im 

Survivin Promotor sowie der Abbau des Proteins durch den Ubiquitin-

Proteasom Signalweg resultieren in einer Expressionsinduktion von Survivin 

während der G2/M-Phase des Zellzyklusses und einer Degradierung zum 

Ende des Zellzyklusses. Endogenes Survivin wird recht schnell abgebaut 

und hat eine Halbwertszeit von nur 30 Minuten. Wenig ist bis jetzt über die 

endogenen Proteinmengen und Halbwertszeiten von Survivin-ΔEx3 und 

Survivin-2B bekannt, nicht zuletzt durch das Fehlen spezifischer Antikörper. 

Studien zu der Expression aller drei Varianten in verschiedenen 

Tumortypen haben gezeigt, dass die Menge an Survivin mRNA die der 

Spleißvarianten in allen untersuchten Proben übertrifft (Krieg et al., 2002; 

Mahotka et al., 2002a; Mahotka et al., 1999). Da die G1 Repressorelemente 

im Survivin Promotor für die Transkription aller drei Varianten relevant sind, 

wäre eine zellzyklusspezifische Expression der beiden Varianten denkbar. 

Die tatsächlichen Proteinmengen von endogenem Survivin-ΔEx3 und 

Survivin-2B jedoch werden zum einen vom Spleißapparat bestimmt, der die 

relativen mRNA-Mengen der einzelnen Varianten bestimmt. Zum anderen 

sind sie von der mRNA- und Proteinstabilität und damit vom Abbausystem 

abhängig. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu wissen, dass wohl 

nicht alle Varianten Substrate für den Ubiquitin-Proteasom-Signalweg sind. 

Ein effektiver Abbau ist im Fall von Survivin vom Carboxyterminus 

abhängig, der bei Survivin-ΔEx3, jedoch nicht bei Survivin-2B, verändert ist 

(Zhao et al., 2000). Hier spielt auch die subzelluläre Lokalisation eine Rolle, 

weil das Ubiquitin-Proteasom-System hauptsächlich im Zytoplasma aktiv ist. 

So könnte die nukleäre Akkumulation sowie der stark veränderte 

Carboxyterminus Survivin-ΔEx3 effektiv vor einer schnellen Degradierung 

schützen. Die von mir durchgeführten Cycloheximid-Experimente zeigen 

jedoch, dass der Umsatz von Survivin-ΔEx3 schneller stattfindet als der von 

Survivin selbst. Dies lässt auf einen alternativen, nicht Ubiquitin-Proteasom 

basierenden Abbauweg schließen. Die von mir erzielten Ergebnisse 

bezüglich der Proteinstabilität geben keinen weiteren Aufschluss, ob hier 

eine regulatorische Interaktion von Survivin und Survivin-ΔEx3 möglich ist. 

Eine solche kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden.  
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4.3 Differentielle subzelluläre Lokalisation der Survivin 
Spleißvarianten 

 

Alternatives Spleißen stellt einen wichtigen Regulationsmechanismus 

für viele Proteine dar. Dies scheint sich auch für die Feinregulierung von 

Survivin und seine Spleißvarianten zu bestätigen. In enger Analogie zu 

anderen Apoptose-Regulatoren, wie beispielsweise Bcl-XL und Bcl-XS, 

wurde die Hypothese aufgestellt, dass die proapoptotische Variante 

Survivin-2B der Funktion des antiapoptotischem Survivin und Survivin-ΔEx3 

entgegenwirkt. Ein solcher funktioneller Antagonismus könnte aus der 

kompetetiven Bindung an gemeinsame Interaktionspartner resultieren. Eine 

andere Möglichkeit in Bezug auf die entdeckte Homodimer-Bildung von 

Survivin (Chantalat et al., 2000; Muchmore et al., 2000; Verdecia et al., 

2000) ist die Formation von inaktiven Survivin:Survivin-2B oder Survivin-

ΔEx3:Survivin-2B Heterodimeren. Eine wichtige Voraussetzung für eine 

solche Interaktion wäre eine gleiche subzelluläre Lokalisation. Erste 

Hinweise hierfür liefert eine von mir durchgeführte computergestützte 

Analyse (PSORT II) von Lokalisationssequenzen in den verschiedenen 

Spleißvarianten. Diese sagt eine zytoplasmatische Lokalisation für Survivin-

2B und eine nukleäre Akkumulation für Survivin-ΔEx3 vorraus, die auch 

experimentell bestätigt werden konnte (Mahotka et al., 2002b).  

Survivin wird unter anderem als Chromosomal-Passenger-Protein 

beschrieben, das mit inner-centromer-binding-protein (INCENP) und aurora 

kinase B (Aurora-B) während der Mitose assoziiert. Darum analysierte ich 

die Lokalisation der drei Spleißvarianten auch in diesen Zellzyklusphasen. 

In Übereinstimmung mit früheren Beobachtungen zeigt Survivin eine enge 

Kolokalisation mit den Zentromeren. Dies kann für keine der untersuchten 

Spleißvarianten bestätigt werden. Der Verlust der nukleären Membran 

bedingt eher eine gleichmäßige Verteilung der beiden Varianten in der 

gesamten Zelle. Dennoch ist nicht auszuschließen, dass Survivin-ΔEx3 

auch eine regulatorische Funktion während des Zellzyklus ausübt, da in 

einigen wenigen Fällen eine Kolokalisation mit Cenp-F beobachtet wird. 

Auch scheint die Anordnung der Zentromere in den Survivin-ΔEx3 

transfizierten Zellen gestört zu sein. Survivin-ΔEx3 kann nicht im Midbody 
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der sich teilenden Zelle gefunden werden, was auf eine gestörte Interaktion 

mit den Mikrotubuli des mitotischen Spindelapparates hinweist. Diese 

Interaktion wird bei Survivin vom Carboxyterminus vermittelt, der bei 

Survivin-ΔEx3 stark verändert ist und keine coiled-coil Domäne für die 

Mikrotubuliinteraktion beinhaltet. Obwohl für Survivin-2B in vitro eine solche 

Mikrotubulibindung gezeigt werden konnte (Islam et al., 2000), kann dies in 

den hier durchgeführten Experimenten nicht bestätigt werden. Dieses 

Ergebnis wird durch weitere Versuche anderer Arbeitsgruppen untermauert: 

Survivin Mutanten mit verkürzter BIR-Domäne sowie verändertem oder 

deletiertem Carboxyterminus wiesen ebenfalls keine 

Bindungseigenschaften für Zentromere und Mikrotubuli auf (Skoufias et al., 

2000). Die von mir durchgeführte Analyse zeigt, dass eine Lokalisation von 

Survivin-2B und Survivin-ΔEx3 an denselben Strukturen wie für Survivin 

nicht nachgewiesen werden kann. Die gestörte Anordnung der Zentromere 

in den Survivin-ΔEx3 und Survivin-2B expremierenden Zellen liefert jedoch 

erste Hinweise, dass hier eine Interaktion mit Survivin stattfindet. Eine 

ähnlich gestörte Anordnung der Zentromere konnte auch von anderen 

Arbeitsgruppen beobachtet werden. In diesen Experimenten führt die 

Deletion von Survivin oder eines der anderen Chromosomal-Passenger-

Proteine zu einer ähnlich fehlerhaften Anordnung der Zentromere (Lens et 

al., 2006; Vader et al., 2006). 

 

 

4.4 Zweigeteiltes nukleäres Lokalisationssignal (NLS): 
Auswirkungen auf die Lokalisation 

 

NLS-Sequenzen sind in einer Vielzahl von Proteinen identifiziert 

worden. Sie bestehen normalerweise aus einem oder mehreren Clustern 

von positiv geladenen Aminosäuren. Sie können in N-terminalen sowie C-

terminalen Regionen auftreten. Zusätzlich ist die Phosphorylierung von 

flankierenden Sequenzen und die Nähe zu neutralen oder sauren Resten 

oft wichtig für den nukleären Import. In Survivin-ΔEx3 ist ein zweigeteiltes 

Kernlokalisationssignal vorhanden, das nicht in den beiden anderen 

Varianten gefunden wird. Dieses Signal könnte für die selektive 
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Akkumulation von Survivin-ΔEx3 im Nukleus der Zelle verantwortlich sein. 

Es weist hohe Homologie zu bereits identifizierten Lokalisationssignalen in 

anderen nukleären Proteinen auf. In Transfektionsexperimenten mit einer 

NLS deletierten Survivin-ΔEx3 Variante konnte ich jedoch zeigen, dass das 

so veränderte Survivin-ΔEx3-NLS im Zytoplasma und im Nukleus zu finden 

ist. Das zweigeteilte NLS ist also nicht direkt für die nukleäre Akkumulation 

verantwortlich, sondern vermittelt eher die Beseitigung von Survivin-ΔEx3 

aus dem Zytoplasma. Ähnliche Beobachtungen konnten auch von Otterlei 

et al. gemacht werden, die Deletionsanalysen der humanen Uracil-DNA-

Glycosylase durchführten. Hier stellte sich heraus, dass das gefundene NLS 

sehr komplex aufgebaut ist und sich auf weit über 100 Aminosäuren 

downstream des eigentlichen N-terminalen NLS erstreckt. Diese N-

terminale NLS-Sequenz ist zwar essentiell, aber nicht ausreichend für die 

komplette nukleäre Akkumulation. Zusätzlich zu einem zweigeteilten Motiv 

basischer Aminosäuren sind Sequenz-Regionen, die bis in die katalytische 

Domäne des Proteins hereinreichen, notwendig, um eine vollständige 

Kerntranslokation zu gewährleisten (Otterlei et al., 1998).  

Zusammenfassend konnte ich bei der hier durchgeführten 

Charakterisierung der Survivin-Spleißvarianten zeigen, dass die beiden 

Varianten Survivin-2B und Survivin-ΔEx3 - im Gegensatz zu Survivin selbst 

- während der Mitose nicht als Chromosomal-Passenger-Proteine fungieren. 

Ob tatsächlich eine Interaktion der verschiedenen Varianten miteinander 

stattfindet konnte nicht eindeutig geklärt werden. Die gestörte Anordnung 

der Zentromere in den Survivin-ΔEx3 und Survivin-2B transfizierten Zellen 

liefert erste Hinweise, dass hier eine Fehlverteilung von Survivin oder eines 

der anderen Chromosomal-Passenger-Proteine vorliegt. Dies deutet auf 

eine Interaktion der beiden Varianten mit Survivin oder einem 

Interaktionspartner von Survivin hin, da diese für die korrekte Anordnung 

des Zentromers essentiell sind. 
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4.5 Schützende Wirkung der Survivin-Expression bei UVA-
induzierter Apoptose 

 

Die Apoptose-inhibierende Wirkung von Survivin ist für die 

verschiedensten Induktoren beschrieben worden. Hierzu zählen die 

Stimulation mit dem CD95-Ligand (Fas-L), UVB-Strahlung und 

verschiedene Chemotherapeutika (Ambrosini et al., 1997; Grossman et al., 

2001; Hofmann et al., 2002; Kobayashi et al., 1999; Mahotka et al., 1999; 

Mirza et al., 2002; Tamm et al., 1998). Die von mir durchgeführten Analysen 

zeigen, dass eine Überexpression von Survivin auch die UVA-induzierte 

Apoptose inhibiert. Jedoch besitzt die Spleißvariante Survivin-ΔEx3, die 

beispielsweise CD95 induzierten Zelltod hemmen kann, nach UVA-

Bestrahlung kein antiapoptotisches Potential mehr.  

Neue Experimente belegen, dass die Apoptose-inhibierende Funktion 

von Survivin durch XIAP vermittelt wird (Dohi et al., 2004). Dabei bindet 

Survivin an XIAP und vermittelt so die erhöhte Stabilität des XIAP-Proteins, 

indem es vor proteasomaler Degradierung schützt. Die Bildung solcher 

Heterodimere von Survivin und XIAP basiert auf einer Assoziation der BIR-

Domäne von Survivin mit den BIR-Domänen von XIAP. Diese Bindung kann 

an allen drei BIR-Domänen erfolgen, jedoch mit unterschiedlicher Affinität. 

So könnte auch die Interaktion mit anderen Bindungspartnern, wie 

beispielsweise Smac/DIABLO oder den Caspasen-3, -7 und -9 beeinflusst 

werden. Insbesondere die Prozessierung und Aktivität von Caspase-9 und 

dem Apoptosom ist in Anwesenheit des XIAP-Survivin Komplexes stark 

reduziert. Da UVA-Strahlung hauptsächlich den mitochondrialen Weg der 

Apoptose induziert, ist die apoptoseinhibierende Wirkung der 

Überexpression von Survivin aller Wahrscheinlichkeit nach auf einen 

Antagonismus des Apoptosoms und damit auf die Blockierung der 

Caspase-9 Aktivität zurückzuführen. Dies müsste mit einer Interaktion von 

Survivin mit XIAP einhergehen. Sie hängt von der Wechselwirkung der BIR-

Domänen in XIAP und Survivin und somit von den dort lokalisierten Zink-

Fingern ab.  

Caldas et al. konnten im Verlauf der von mir durchgeführten Arbeit in 

Kotransfektions-Experimenten mit Survivin und Survivin-ΔEx3 zeigen, dass 
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die Lokalisation der überexprimierten Proteine deutlich anders ist als in 

Zellen, die nur mit jeweils einer Variante transfiziert wurden. Werden beide 

Proteine koexprimiert, ist eine Akkumulation in den Mitochondrien zu 

beobachten (Caldas et al., 2005). Sie beruht auf der Bindung der beiden 

Varianten miteinander. Zusätzlich sind die kotransfizierten Zellen effektiver 

vor Zelltodinduktion durch Chemotherapeutika geschützt. Dies könnte 

erklären, warum in den hier von mir durchgeführten Experimenten Survivin-

ΔEx3 keine schützende Wirkung zeigt, da hier nur die einzelnen Plasmide 

transfiziert wurden und so keine mitochondriale Lokalisation gewährleistet 

ist. Aber gerade diese Assoziation mit den Mitochondrien könnte 

entscheidend für die Inhibition des UVA-induzierten Weges der Apoptose 

sein. 

 

 

4.6 Die schützende Wirkung von Survivin wird durch die 
Photolyse von Nitrit aufgehoben: Hinweise auf einen 
alternativen apoptotischen Signalweg! 

 

Bei der Bestrahlung von Nitritlösungen entsteht photolytisch 

generiertes Stickstoffmonoxid (NO). Dieses NO ist bioaktiv und bewirkt 

beispielsweise eine Nitrosierung von SH-Gruppen abhängigen Proteinen. 

Hier spielt besonders die Verdrängung von koordiniertem Zink in Zink-

Fingern durch S-Nitrosierung des Cysteins eine entscheidende Rolle. Der 

Verlust des Zink-Ions führt zum Funktionsverlust der Domäne, wie für 

Transkriptionsfaktoren gezeigt werden konnte (Kröncke et al., 1994; 

Tabuchi et al., 1994). Beruht die in Abschnitt 4.5 diskutierte, 

antiapoptotische Wirkung von Survivin tatsächlich auf einer Interaktion 

seiner BIR-Domäne mit der BIR-Domäne von XIAP, sollte sich diese durch 

Eliminierung der Zink-Finger Aktivität unterdrücken lassen.  

Tatsächlich zeigen die von mir durchgeführten Bestrahlungen im 

Beisein von Nitrit, dass die Überexpression von Survivin unter diesen 

Bedingungen keine schützende Wirkung hat. Die UVA bedingte Photolyse 

von Nitrit führt hier zur Bildung großer Mengen von NO. Zusätzlich 

entstehen hier aber auch Sauerstoffradikale, die wiederum mit NO zu den 
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weit aus reaktiveren Stickstoffspezies, wie beispielsweise NO2•, N2O3 und 

N2O4, reagieren können. Wahrscheinlich bewirken gerade diese hoch 

reaktiven Stickstoffintermediate, insbesondere das N2O3, die Nitrosierung 

verschiedener Proteine. Neben dem durch NO bedingten Funktionsverlust 

von Survivin durch S-Nitrosierung des Cysteins im Zink-Finger könnte aber 

auch ein alternativer, nicht von Survivin beeinflussbarer, apoptotischer 

Signalweg durch die experimentellen Bedingungen induziert werden.  

In den letzten Jahren hat die Erforschung alternativer, nicht 

ausschließlich Caspase-abhängiger Signalwege, die ebenfalls zum Tod der 

Zelle führen, an Bedeutung gewonnen. Hier spielt insbesondere die 

Freisetzung von apoptosis-inducing-factor (AIF) und Endonuklease G 

(EndoG) aus den Mitochondrien eine entscheidende Rolle. Wird AIF aus 

den Mitochondrien ausgeschüttet, transloziert es in den Zellkern und 

bedingt die Fragmentierung der DNA in distinkte 50kbp große Fragmente. 

Dies führt zu einem speziellen Kernphänotyp, der sich deutlich von dem 

unterscheidet, der von Caspasen vermittelt wird (Susin et al., 1999). Genau 

solch ein Phänotyp tritt in den hier von mir durchgeführten Experimenten 

auf, wenn die UVA-Bestrahlung in Anwesenheit von Nitrit ausgeführt wird.  

Es wird angenommen, dass die Translokation von AIF in den Zellkern 

ein universelles Charakteristikum der Apoptose vieler Zelltypen ist. Es stellt 

den ersten Schritt in einem mehrteiligen Prozess dar, der zum Tod der Zelle 

führt. Erst nach einer initialen Translokation von AIF kommt es in manchen 

Systemen zur Ausschüttung von Cytochrom c und anschließender 

Caspase-Aktivierung. Eine letztendliche Caspase-Aktivierung ist jedoch 

nicht unbedingt nötig, um den Zelltod zu bewirken. Die von AIF induzierten 

Veränderungen des Nukleus sind ausreichend, um das Absterben der Zelle 

zu gewährleisten. Interessanterweise wurde die Translokation eines AIF-

Homologs während apoptotischer Prozesse in der Entwicklung von 

Dictyostelium discoideum beobachtet. Dieser Pilz besitzt keine Caspasen 

(Arnoult et al., 2001). Es handelt sich also um einen evolutionär 

konservierten, Caspase-unabhängigen Weg, der zum Untergang der Zellen 

führt. 
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4.7 Inhibition der Caspase-3-Aktivität in vitro durch photolytisch 
generiertes Stickstoffmonoxid 

 
Die Beteiligung von Stickstoffmonoxid an apoptotischen Prozessen ist 

in einer Vielzahl von Geweben und Zellen nachgewiesen worden (Dimmeler 

et al., 1997b; Nicotera et al., 1997). Neben anderen Mechanismen zeigten 

Studien, dass NO durch die Nitrosierung des Cysteins im aktiven Zentrum 

von Caspasen die Apoptose inhibieren kann (Dimmeler et al., 1997a; 

Haendeler et al., 1997; Kim et al., 1997; Li et al., 1997a). Dass dieser 

Mechanismus auch von photolytisch generiertem NO vermittelt werden 

kann, konnte ich in einem in vitro Caspase-3 Aktivitätstest nachweisen.  

Schon die UVA-Bestrahlung ohne Nitrit reduziert die Caspase-3-

Aktivität um 30%. Hier spielen sicherlich die sich bildenden 

Sauerstoffradikale eine entscheidende Rolle, die bei der Bestrahlung einer 

wässrigen Lösung mit UVA-Licht entstehen. Sie sind im Allgemeinen sehr 

reaktiv und können zur Oxidierung verschiedenster Substrate führen. Zu 

diesen Substraten gehören ebenfalls die SH-Gruppen von Cysteinen, die oft 

essentiell für die katalytischen Eigenschaften von Enzymen sind. So auch 

im Fall der Caspasen, die ein hoch konserviertes Cystein und ein Histidin im 

aktiven Zentrum aufweisen die für die Katalyse essentiell sind. In 

Anwesenheit von Nitrit während der Bestrahlung wird die Caspase-3-

Aktivität bis zu 90% inhibiert. Hier wird zusätzlich zu den 

Sauerstoffradikalen auch NO in sehr hohen Konzentrationen freigesetzt. NO 

reagiert in Anwesenheit von Sauerstoff unter anderem zu Distickstofftrioxid 

(N2O3) und Peroxinitrit (ONOO-). Diese hoch reaktiven Verbindungen sind in 

der Lage, Thiolgruppen, wie die des Cysteins in Caspasen, zu nitrosieren.  

Dass in Anwesenheit von Nitrit viel mehr und weitaus reaktivere 

Radikale entstehen, erklärt, warum die Inhibition der Caspase-Aktivität um 

60% höher ist als mit UVA alleine. Erstaunlicherweise zeigt die gleichzeitige 

Gabe von N-Ethyl-Maleimid (NEM) mit UVA und Nitrit einen synergistischen 

Effekt. NEM sollte alleine schon in der Lage sein, die Caspase-Aktivität 

komplett zu blockieren. Hierfür könnte der Größenunterschied zwischen 

dem NEM-Molekül und NO eine Erklärung darstellen. NO ist im Vergleich zu 

NEM sehr klein und kann wahrscheinlich einfacher die katalytische Spalte, 
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in der das Cystein liegt, erreichen. Die Tatsache dass trotzdem ein Effekt 

bei der Inkubation mit NEM alleine zu erkennen ist, könnte bedeuten, dass 

NEM noch andere leichter zugängliche Gruppen modifiziert, die ebenfalls 

wichtig für die Aktivität der Protease sind und so vielleicht zu einem 

gewissen Aktivitätsverlust der Caspase führt. Es existieren immerhin noch 

sieben weitere Cysteine in Caspase-3 (Positionen: 47, 116, 148, 169, 184, 

220 und 264). Cysteine sind oft an der Bildung von Di-Sulfidbrücken 

innerhalb von Proteinen beteiligt, die für die Tertiär- und Quartärstruktur 

essentiell sind. Eine korrekte Quartärstruktur ist Vorrausetzung für die 

Aktivität von Enzymen. Die Alkylierung durch NEM könnte also mit der 

Strukturbildung der Caspase interferieren und so zu einem Aktivitätsverlust 

beitragen. 

 

 

4.8 Inhibition von Caspasen in humanen Keratinozyten durch 
photolytisch generiertes NO führt zu einer AIF-vermittelten 
Form des Zelltodes 

 
Eine Inhibition von Caspasen stellt nicht immer auch einen Schutz vor 

Zelltod dar. Dies konnte von vielen Arbeitsgruppen gezeigt werden. 

Insbesondere Analysen apoptotischer Prozesse in Zellen des zentralen 

Nervensystems (ZNS) belegen, dass hier ein alternativer Signalweg existiert 

(Chu et al., 2005; Culmsee et al., 2005; Volbracht et al., 2005). Dieser wird 

durch die Translokation von AIF aus den Mitochondrien in den Nukleus der 

Zelle vermittelt. Er ist unabhängig von einer Caspase-Aktivierung und somit 

auch nicht durch Caspase-Inhibitoren zu stoppen.  

In der von mir durchgeführten Arbeit kann erstmalig belegt werden, 

dass ein solcher Prozess auch in humanen Keratinozyten stattfindet. 

Photolytisch generiertes Stickstoffmonoxid (NO) bewirkt hier eine Form des 

Zelltodes, die nicht auf der Aktivität von Caspasen beruht. Dies bestätigt 

sich durch Analysen des Caspase-3 Substrats Poly(ADP-

Ribose)Polymerase (PARP). Induziert man in humanen Keratinozyten durch 

die Bestrahlung mit UVA, Apoptose, wird dieses Substrat Caspase-

abhängig gespalten und inaktiviert. In Anwesenheit von Nitrit während der 
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Bestrahlung bleibt diese Spaltung aus. Trotzdem sterben die Zellen. Die 

Kernmorphologie ist bei den Bestrahlungen mit und ohne Nitrit deutlich 

verschieden. Der Mechanismus, der zum Tod der Zellen führt, ist eindeutig 

von AIF abhängig, da hier gezeigt werden kann, dass es zu einer 

Translokation dieses Faktors in den Zellkern kommt.  

AIF-induzierter Zelltod wird auch in anderen Arbeiten mit NO in 

Verbindung gebracht. 2005 zeigten Volbracht et al. (Volbracht et al., 2005), 

dass große Mengen NO in Zellen des ZNS zu einer Calcium abhängigen 

Aktivierung von Calpainen führen. Diese Calcium-abhängigen Cystein-

Proteasen sind in diesem System verantwortlich für die Freisetzung von 

apoptogenetischen Faktoren aus den Mitochondrien, wie Cytochrom c und 

AIF. Trotz der Ausschüttung von Cytochrom c konnte hier keine Caspase-

Aktivität nachgewiesen werden. Stattdessen beobachteten sie eine 

proteolytische, Calpain-abhängige Spaltung von Caspase-9 zu inaktiven 

Fragmenten. In den von mir durchgeführten Experimenten konnte zum 

ersten Mal für humane Keratinozyten gezeigt werden, dass die AIF 

Translokation aus den Mitochondrien NO-abhängig ist. Die Zugabe von 

Sauerstoffradikalfängern, wie Vitamin C, kann der Translokation nicht 

entgegenwirken. Im Gegensatz dazu verhindert der NO-Radikalfänger 

cPTIO die Translokation vollständig.  

Die innere mitochondriale Membran wird durch ein 

Transmembranpotential (ΔΨm) charakterisiert, das durch die Aktivität der 

Protonen-Pumpen der Atmungskette generiert wird. NO inhibiert direkt die 

Atmungskette, indem es selektiv an die Cytochrom-Oxidase bindet. 

Entstehende reaktive Stickstoffspezies wirken eher unselektiv, hemmen 

jedoch irreversibel verschiedene Komponenten der Mitochondrien. Alle 

diese Ereignisse führen letztendlich zu einer Beeinträchtigung der 

mitochondrialen Funktionen. Dies resultiert in einer Schädigung der 

Ionenpumpen, die das Transmembranpotential aufrechterhalten. Der 

Verlust dieses ΔΨm  ist ein frühes Ereignis in der Apoptose (Zamzami et al., 

1995). Dennoch beinhaltet die innere Membran noch verschiedenste 

Matrixproteine. Das beweist, dass die Permeabilisation der Membran nur 

teilweise erfolgt. Dies scheint jedoch ausreichend für die Ausschüttung 

verschiedener proapoptotischer Faktoren zu sein. Der genaue Signalweg 
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der Ausschüttung von AIF aus den Mitochondrien konnte in der von mir 

durchgeführten Arbeit nicht geklärt werden. Man kann spekulieren, dass 

vielleicht die Aktivierung von Calpainen eine Rolle in dem hier beobachteten 

Signalweg spielt. Ebenso denkbar wäre die Beeinträchtigung der 

mitochondrialen Atmungskette und ein damit verbundener Zusammenbruch 

des Transmembranpotentials. Eine dritte Möglichkeit ist ein Mechanismus, 

der Poly(ADP-ribose) Polymerase-1 (PARP-1) involviert. Übermäßige 

Aktivierung des nukleären Enzyms PARP-1 spielt eine prominente Rolle in 

verschiedenen Modellen von zellulären Schädigungen (Virag et al., 2002; 

Yu et al., 2003). PARP-1-abhängige Toxizität scheint Caspase-unabhängig 

zu sein und ist hier eine Voraussetzung für die Translokation von AIF bei N-

methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG), - einem DNA-alkylierendem 

Agenz - induziertem Zelltod (Kang et al., 2004; Wesierska-Gadek et al., 

2003; Yu et al., 2002). Interessanterweise ist dieses Agenz auch ein NO-

Donor. Da auch unter UVA-Bestrahlung und besonders in Anwesenheit von 

ROS und RNS die Wahrscheinlichkeit für eine Schädigung der DNA 

gegeben ist, ist zu vermuten, dass hier ein ähnlicher Signalweg 

angeschaltet wird. Dieser PARP-vermittelte Weg des Zelltodes wird auch 

unter transienten cerebralen ischämischen Bedingungen induziert. Hier 

konnte eine Inhibition der PARP-Aktivität die Zellen vor AIF-vermitteltem 

Zelltod schützen (Culmsee et al., 2005). Ischämische Bedingungen sind 

dem UVA-Nitrit Modell sehr ähnlich, da die resultierende Azidose und die 

damit verbundene pH-Wert Erniedrigung ideale Voraussetzungen bieten, 

um Nitrit pH-abhängig zu spalten und NO freizusetzen. Leider ist nichts über 

die Menge an Nitrit im hier verwendeten Maus Modell der focalen 

cerebralen Ischämie bekannt, sodass eine konkrete Aussage nicht möglich 

ist. 

Zusammenfassend konnte ich in diesem Teil der Arbeit zeigen, dass in 

humanen Keratinozyten bei der Bestrahlung mit UVA in Anwesenheit von 

Nitrit ein Caspase-unabhängiger Signalweg existiert, der zum Absterben der 

Zellen führt. Dies ist auf die photolytische Bildung von Stickstoffmonoxid 

zurückzuführen, dass hier die Aktivität von Caspasen hemmt und die 

Translokation von AIF in den Zellkern induziert.  
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Abbildung 4.1: (I.) Die UVA-Bestrahlung in Abwesenheit von Nitrit führt zur Aktivierung von 
Caspasen und dem klassischen apoptotischem Phänotyp. Dieser Signalweg kann von Survivin 
inhibiert werden. (II.) Die photolytische Bildung von NO aus Nitrit während der UVA-Bestrahlung 
resultiert in einem alternativen, Caspase-unabhängigen Signalweg, der auf einer AIF-
Translokation aus den Mitochondrien in den Zellkern beruht und für den NO essentiell ist. 
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5. Zusammenfassung 
 

Eine gestörte Regulation apoptotischer Vorgänge stellt eine Ursache 
für viele schwere Krankheiten, wie beispielsweise neurodegenerative 
Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen und Krebs dar. Die Kenntnis des 
Zusammenspiels verschiedener pro- und antiapoptotischer Proteine ist 
daher essentiell für die Entwicklung neuer Therapieformen und 
Medikamente. Die von mir durchgeführte Real-Time RT-PCR-Analyse der 
mRNA-Expression von Smac/DIABLO im Vergleich zu vorangegangenen 
Untersuchungen von XIAP, einem inhibitor of apoptosis Protein (IAP), zeigt 
eine gestörte Balance beider Faktoren während der Tumorprogression in 
humanen Nierenzellkarzinomen (RCC). Dies fördert wahrscheinlich die 
Therapieresistenz von RCC`s, die sehr unempfindlich gegenüber 
Krebsmedikamenten und ionisierender Strahlung als Therapieform sind. 
Survivin, ein weiteres IAP, wird in den meisten bekannten Krebsarten 
überexprimiert. Die Entdeckung verschiedener Spleißvarianten dieses 
Proteins mit unterschiedlichem antiapoptotischen Potential legt die 
Vermutung nahe, dass hier ein Regulationsmechanismus durch die 
unterschiedliche Expression und Funktion der verschiedenen Varianten in 
Bezug auf eine Heterodimerisierung und/oder kompetetive Bindung an 
gleiche Interaktionspartner besteht. Dies setzt eine zumindest zeitweise 
gleiche Kompartimentierung der Varianten innerhalb der Zelle voraus. In 
diesem Zusammenhang wurde von mir eine Charakterisierung der beiden 
Spleißvarianten, mit Hilfe von EGFP markierten Vektorkonstrukten, 
durchgeführt. Diese zeigt, dass Survivin, wie auch Survivin-2B in Zellen der 
Interphase im Zytoplasma lokalisiert. Während der späten G1-Phase und 
der frühen S-Phase des Zellzyklus transloziert Survivin in den Nukleus und 
fungiert dort als Chromosomal-Passenger-Protein. Dort assoziiert es mit 
den Zentromeren und bindet im späteren Midbody der sich teilenden Zelle 
an die Spindelmikrotubuli. Eine solche Lokalisation konnte für die beiden 
Spleißvarianten nicht nachgewiesen werden. Von mir durchgeführte 
computergestützte Analysen von Lokalisationssequenzen mit Hilfe des 
PSORT II Programms zeigen, dass Survivin-ΔEx3 durch eine 
Leserasterverschiebung ein nukleäres Lokalisationssignal (NLS) besitzt und 
im Kern zu finden ist. Eine Deletionsanalyse zeigt, dass dieses NLS 
funktionell ist. Durch eine Überexpressionstudie mit den verschiedenen 
Survivin-Vektorkonstrukten kann ich beweisen, dass Survivin die UVA-
induzierte Apoptose in humanen Keratinozyten inhibiert. Diese Inhibition 
wird in Anwesenheit von Nitrit während der Bestrahlung, das photolytisch zu 
Stickstoffmonoxid (NO) gespalten wird, aufgehoben. Das hier generierte NO 
inhibiert Caspasen in vitro sowie in humanen Keratinozyten, wie ich mit Hilfe 
eines Aktivitätstests für Caspase-3 und Western-blot Analysen der 
behandelten Zellen zeigen konnte. Die Kernmorphologie der in Anwesenheit 
von Nitrit bestrahlten Zellen weist auf einen parallelen apoptotischen 
Signalweg hin, der Caspase-unabhängig ist und durch apoptosis-inducing-
factor (AIF) vermittelt wird. Anhand von Immunfluoreszenzanalysen kann 
ich eine Translokation dieses Faktors in den Zellkern nachweisen, wofür 
das photolytisch generierte NO essentiell notwendig ist.  
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5. Abstract 
 
Deregulation of apoptosis is a major cause for several severe diseases 

including autoimmune diseases, neurodegenerative disorders and cancer. 
Therefore understanding the interaction of pro- and antiapoptotic proteins is 
essential for the development of new therapies and drugs. The real time RT-
PCR analysis of the mRNA expression of apoptotic Smac/DIABLO in 
comparison to previous measurements of XIAP, shows a disturbed balance 
of both factors during tumor progression in human renal cell carcinoma 
(RCC) favouring XIAP. This potentially promotes therapy resistance of 
RCC´s which are generally insensitive towards treatment with anti cancer 
drugs and ionising radiation. 

Survivin, which belongs to the same protein family as XIAP, is 
overexpressed in nearly all known tumor types but absent in differentiated 
adult tissues. Because of the discovery of different splice variants with 
different antiapoptotic properties, it is tempting to speculate that there is a 
regulatory mechanism of apoptotic signalling involving heterodimerisation or 
competitive binding of the different splice variants with the same substrates. 
A similar localisation within the cell would be a prerequisite for such an 
interaction. In this context I performed overexpression studies with EGFP-
labeled vector-constructs to characterise these two splice-variants. This 
analysis shows that Survivin as well as Survivin-2B are localised in the 
cytoplasm during interphase. During mitosis Survivin translocates to the 
nucleus and associates with the centromeres and the spindle microtubuli 
acting as a chromosomal passenger protein. This could not be shown for 
the two splicevariants. Computer assisted sequence-analysis of 
lokalisationsignals with the PSORT II program reveals that Survivin-ΔEx3 
contains a nuclear localisation signal (NLS) and accumulates in the nucleus. 
A deletion analysis of this NLS-sequence shows that the signal is 
functionally active. Performing overexpression studies with the different 
vector-constructs I could show for the first time that Survivin inhibits UVA 
induced apoptosis in human keratinocytes. This inhibition is abrogated in 
the presence of photolytically generated nitric oxide (NO). This generated 
nitric oxide inhibits the activity of Caspase-3 in vitro and in human 
keratinocytes as I could show via Caspase-3 activity assays and western-
blot experiments. The nuclear morphology of the UVA/nitrite treated cells 
provides evidence that the treatment results in the induction of a parallel 
apoptotic pathway which is caspase-independent and mediated by 
apoptosis-inducing-factor (AIF). On the basis of an immunflourescence 
analysis I can show that there is translokation of AIF into the nucleus, for 
which the presence of NO is essential. 
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7. Abkürzungen 
 

AIF    apoptosis-inducing-factor 

Apaf-1   apoptotic peptidase activating factor-1 

Asp-X    Asparaginsäure (X ist eine beliebige Aminosäure) 

ATP    Adenosin-Triphosphat 

Aurora B   aurora-kinase B 

Bax    BCL2-associated X protein 

Bcl-2    B-cell CCL/lymphoma-2 

Bid    BH3 interacting domain death agonist 

BIR    Baculoviral Inhibitor of apoptosisRepeat 

Caspase   cystein aspartate-specific protease 

CD95/Fas   TNF receptor superfamily, member 6 

CDE/CHR  cell cycle dependent element/cell cycle homology 

region  

CENP-F   centromere protein F 

c-IAP    cellular IAP 

CLD    Chemilumineszenz Detektion 

DISC    death inducing signaling complex 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

EGFP    enhanced green fluorescent protein 

EndoG    Endonuclease G 

FAD  Flavin-Adenin-Dinukleotid Nicotinsäureamid-

Adenosin-Dinucleotid-Phosphat-Oxidase 

FADD    Fas (TNFRSF6)-associated via death domain 

GAPDH   glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

sGC    lösliche Guanylatzyklase 

cGMP    zyklisches Guanosinmonophosphat 

GSH    Glutathion 

GSHPx   Glutathion Peroxidase 

HaCaT   humane Keratinozytenzellinie 

Hsp70    heat shock protein 70 

IAP    inhibitor of apoptosis protein 

INCENP    inner-centromer-binding-protein 
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MLS    mitochondriale Lokalisationssequenz 

MMP    mitochondriale Membran Permeabilisation 

MNNG   N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin 

MPT    mitochondrial permeability transition 

NEM    N-Ethyl-Maleimid 

NLS    nukleäres Lokalisationssignal 

NO    Stickstoffmonoxid 

N2O3    Di-Stickstoff Trioxid 

NO2-     Nitrit Anion 

NO2•    Stickstoffdioxid Radikal 

NOS    Stickstoffmonoxid Synthasen 

eNOS    endotheliale NOS 

iNOS    induzierbare NOS 

nNOS    neuronale NOS 

ONOO-   Peroxinitrit  

OH•    Hydroxylradikal 

O•-    Sauerstoff Anion Radikal 

OH-    Hydroxyl Anion 

PAK-2    p21-aktivierte Kinase-2 

PARP    Poly(ADP-Ribose)Polymerase 

cPTIO    2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5- 

tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid 

p34cdc2   cell division cycle 2 

PTP    permeability transition pore 

RCC    Nierenzellkarzinom 

mRNA   messenger RNA 

RNA    Ribonucleinsäure 

RN-NO   N-Nitrosamin 

RNS    Reaktive Stickstoffspezies 

ROS    Reaktive Sauerstoffspezies 

RS-NO   S-Nitrosothiol 

Smac/DIABLO   Second Mitochondria-derived Activator of   

Caspases/DirectIAP Binding Protein with Low PI 

SOD    Superoxid-Dismutase 



  Abkürzungen 
 

   102

TNF-R   Tumor-Nekrose-Faktor-receptor 

TRAIL-R1   TNF receptor superfamily, member 10a 

UV-Strahlung  ultraviolette Strahlung 

XIAP    X-linked inhibitor of apoptosis protein 

ZNS    zentrales Nervensystems 

ΔΨm    mitochondriales Transmembranpotential 
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