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meinen Eltern



A Short Fable

(by Richard N. Zare)
- but some confusing parts have been paraphased by S. Krause -

One day a fox was travelling through the forest, when she entered into a
clearing and saw a rabbit busily working a typewriter. Naturally, this
unusual phenomenon intrigued the fox. So she approached the rabbit
and instead of immediately eating the her, asked what was going on.

"I'm typing my thesis," said the rabbit.
"What is the topic of your thesis," asked the fox.
"It's called Why Rabbits Eat Foxes."

"That's crazy," said the fox, "everyone knows that foxes eat rabbits, not
the other way around."

"Why don't we step into my den and discuss this," the rabbit said, and
the fox agreed. Time passed. Soon the rabbit emerged from the den, but
the fox did not.

The following day, a wolf came into the same clearing. Same story,
except this time the thesis title was Why Rabbits Eat Wolves. Same
outcome: the rabbit came out of the den but the wolf did not. The day
after, there was a similar occurance with a weasel.

All this time an owl had been watching all this, she wondered why all the
other animals had not come out, and said to herself "I must see what is
going on here." So the owl crept up very quietly to the entrance of the
rabbit's hole and peered in. After her eyes became accustomed to the
darkness, she saw in one corner a neat pile of fox bones. Nearby,
another pile of wolf bones. And in the middle of the den was an
enormous, mean-looking Lion, who was just finishing a nice weasel
dinner.

Moral: It is not the thesis topic that matters; it is choosing the right advisor.
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Abklrzungen

ABKURZUNGEN

AD = DNS-Aktivierungsdomane

ADP = Adenosindiphosphat

AdR = Adrenodoxinreduktase

Adx = Adrenodoxin, adrenales Ferredoxin

Adx 4-108 = auf 108 Aminosauren C-terminal verkurzte Form des maturen bovinen
Adrenodoxins

Adx S112W = auf 112 Aminosduren C-terminal verklrzte Form des maturen bovinen
Adx mit Aminosaure-Substitution an Position 112 Serin zu Trypthophan

Adx T71E = matures bovines Adrenodoxin mit Aminosaure-Sustitutionen an Position
71 Threonin zu Glutaminsaure

Adx WT = Adrenodoxin Wildtyp, matures bovines Adrenodoxin

Aldo = Aldosteron

AMP = Adenosinmonophosphat

ATP = Adenosintriphosphat

bp = Basenpaare

BD = DNS-Bindedoméne

cDNS = Desoxyribonukleinsaure die mittels reverser Transkriptase aus mRNS
gebildet wurde

CYP11A1 = P450scc, Side Chain Cleavage Enzyme

CYpP11B1 = 11B-Hydroxylase

Da = Dalton, Masseeinheit flr Proteine

DAPI = 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DIDS = 4,4'-Diisothiocyanostilbene-2,2'-disulfosaure-dinatrium, ROS-Fanger

DHE = Dihydroethidium, Reagenz zum Nachweis der ROS-Bildung

DHR123 = Dihydrorhodamin123, Reagenz zum Nachweis der ROS-Bildung

DNS = Desoxyribonukleinsaure

dNTP = Desoxyribonukleosid-Triphosphat

EDTA = Etylendiamintetraacetat

EMM = Edinburgh Minimalmedium

FACS = Durchflufzytometer

FAD = Flavinadenindinucleotid

FMN = Flavinmononucleotid

GAPDH = Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

gfp = green fluorescence protein

GPD = Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase

H20 = Wasser

HPLC = high performance liquid chromatography

i.d.R = in der Regel

IPTG = |sopropyl-B-D-thio-galactopyranosid

kDa = Kilo-Dalton, Masseneinheit fur Proteine = 1000 Da
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NAC = N-acetyl cystein, ROS-Fanger

NADH = Nicotinamidadenindinucleotid

NADPH = Nicotinamidadenindinucleotidphosphat

n. f. = nicht feststellbar

MnTBAP = Mn(lll)tetrakis(4-Benzoic acid)porphyrin Chlorid, ROS-Fanger
oD = QOptische Dichte

PCR = Polymerase chain reaction = Polymerasekettenreaktion
PI = Propidiumiodid

RNS = Ribonukleinsaure

SDS = Sodium Dodecylsulfat

SDS-PAGE = Sodium Dodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese
TEMED = N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TIRON = 1,2-dihydroxybene-3,5-disulfonat, ROS-Fanger

u. A. = unter Anderem

z. B. = zum Beispiel

bzw. = beziehungsweise

Abkurzungen filir Aminosauren:

A Ala Alanin L Leu Leucin
R Arg  Arginin K Lys  Lysin
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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Zusammenfassung

Mitochondriale P450-Systeme sind unverzichtbar fur die Steroidbiosynthese in Sdugern
und bestehen aus drei Proteinen: der Adrenodoxinreduktase (AdR), dem Adrenodoxin
(Adx) und einem mitochondrialen P450-Enzym (wie z. B. CYP11A1), welches regio- und
stereospezifische Hydroxylierungsreaktionen katalysiert. Es war bereits bekannt, dass
Adx und CYP11A1 (aber nicht AdR) in vitro reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bilden
kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals in vivo gezeigt, dass die Uberexpression von
humanem und bovinem Adx in einer Vielzahl von Zelllinien die Uberlebensrate signifikant
senkt. In der Kolonkarzinomzelllinie HCT116 fiihrt die transiente Uberexpression von
humanem Adx zu einer vermehrten Bildung von ROS, einem Zusammenbruch des
Transmembranpotentials, zum Austritt von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien, zur
Aktivierung von Kaspasen und damit zur Apoptose. Demgegenuber fuhrt eine
Uberexpression von humanem CYP11A1 lediglich bei manchen Zelllinien zur Apoptose,
bei anderen jedoch nicht. Zur Beurteilung der evolutionaren Konservierung der Apoptose-
Induktion durch mitochondriale Ferredoxine wurden Adx-Uberexpressionsversuche mit
zwei weiteren Modellsystemen durchgeflhrt, und zwar mit der Spalthefe S. pombe und
mit der Fruchtfliege D. melanogaster. In der Spalthefe bilden apoptotische Zellen
ebenfalls ROS, allerdings war bislang unklar, ob diese ROS-Bildung ursachlich an der
Apoptose-Induktion beteiligt ist, oder ob ROS lediglich als Beiprodukt im Verlauf der
Apoptose entstehen. Hier konnte nach Expression einer aktivierten Adx-Mutante eine
starke ROS-Bildung demonstriert werden, die jedoch nicht mit dem Auftreten typischer
apototischer Marker oder einer erniedrigten ZellUberlebensrate einhergeht.
Demgegentiiber war in Zellen von D. melanogaster nach Uberexpression von humanem
Adx und seinem Fluchtfliege-Homologen Benoni sowohl die Bildung mitochondrialer ROS
als auch die Auslésung von Apoptose nachweisbar. Das Benoni-Protein wurde erstmals
rekombinant exprimiert und aufgereinigt sowie funktionell charakterisiert. Dabei wurde
uberraschenderweise gefunden, dass dieses Ferredoxin im Unterschied zu allen bislang
bekannten Vertretern dieser Proteinfamilie nicht nur einen 2Fe-2S-Cluster enthalt,
sondern auch ein organisches Radikal.
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1.2 Summary (Zusammenfassung in englischer Sprache)

Mitochondrial cytochrome P450 systems are an indispensable component of mammalian
steroid biosynthesis; they catalyze regio- and stereo-specific steroid hydroxylations and
consist of three protein entities: adrenodoxin reductase (AdR), adrenodoxin (Adx), and a
mitochondrial cytochrome P450 enzyme (e.g. CYP11A1). It was previously known that Adx
and CYP11A1 (but not AdR) are able to generate reactive oxygen species (ROS) in vitro.

In this study it was shown for the first time in vivo that overexpression of human or bovine
Adx causes a significant loss of viability in a number of different cell lines. In the colon
carcinoma cell line HCT116, transient overexpression of human Adx leads to increased
ROS production, to a disruption of the mitochondrial transmembrane potential, to
cytochrome c¢ release from the mitochondria, to caspase activation and, thereby, to
apoptosis. In contrast, overexpression of human CYP11A1 induced apoptosis only in
some cell lines but failed to do so in others. To assess the evolutionary conservation of
the ferredoxin-induced mitochondrial apoptosis, Adx overexpression was also carried out
in two other model systems, namely in the fission yeast S. pombe and in the fruitfly D.
melanogaster. In fission yeast ROS are also produced in cells that undergo an apoptotic-
like cell death, but remained obscure whether they are actually causative for this
phenomenon or whether they are merely produced as a by-product. Here it could be
shown that expression of an activated Adx mutant leads to a strong increase in ROS
production that is not accompanied by the appearance of typical apoptotic markers or
decreased viability. In contrast, after overexpression of Adx or its fruitfly-homologue
Benoni in cells of D. melanogaster display an increase in mitochondrial ROS production
that actually causes apoptosis. The Benoni protein was recombinantly expressed, purified
and functionally characterized. Surprisingly, this ferredoxin does not only contain a 2Fe-
2S-Cluster but also features an organic radical that has not been found in any other
member of this protein family.
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2. EINLEITUNG

2.1 Die Apoptose

Das Phanomen des sog. ,programmierten Zelltodes”, der Apoptose - abgeleitet vom
altgriechischen Ausdruck fur das Herabfallen des Laubes im Herbst - wurde bereits 1972
von Kerr und Mitarbeitern beschrieben und analysiert (Kerr et al., 1972). Der Vorgang
des Zellsterbens ist ein kompliziertes, durch viele Faktoren reguliertes Phanomen (Kerr et
al., 1994). Apoptose spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und bei der
Gewebedifferenzierung von vielzelligen Organismen (Abastado, 1996; Glucksmann,
1951). Daher ist sie in den unterschiedlichsten Zelltypen zu finden (Ellis et al., 1991;
Korsmeyer, 1992; Reed, 1994; Ucker, 1991; Williams, 1991). Besonders hohe
Apoptoseraten zeigen sich in proliferationsfreudigem, labilem Gewebe, wo durch
physiologischen Zellverschleis verbrauchte Zellen fortgehend durch nachwachsende,
neue Zellen ersetzt werden mussen. Beispiele sind etwa die Haut, die Schleimhaute, die
blutbildenden Zellen des Knochenmarks sowie nahezu alle unbehandelten malignen
Tumore, da zu Beginn der Karzinogensese ein gesteigertes Zellwachstum quasi als
Abwehrmechanismus von dem betroffenen Organismus hervorgerufen wird. Ebenfalls von
Interesse ist die Apoptose fur die Kontrolle und Aufrechterhaltung von Funktionen des
Immunsystems (Rosler et al., 1992).

2.1.1  Morphologie der Apoptose

Bei diesem Phanomen handelt sich um eine evolutionar stark konservierte Art des
Zelltodes, der durch eine Vielzahl biochemischer und morphologischer Abbauvorgange
der Zelle charakterisiert (Steller, 1995) und eindeutig von der Nekrose zu unterscheiden
ist. Ein Hauptkriterium der apoptotischen Prozesse ist das Schrumpfen der Zelle,
weswegen dieser Zelltod friher auch als ,Schrumpfnekrose® bezeichnet wurde. Durch
Ausbildung von durchlassigen Poren an der Mitochondrienmembran erfolgt die
Freisetzung von Cytochrom c¢, Procaspase-2, -3, -9 und AIF (Apoptose-induzierender
Faktor) in den intermediaren Spalt (Marchetti et al., 1996). AIF ist durch Aktivierung von
Endonukleasen in der Lage, bestimmte morphologische Veranderungen im Bereich des
Zellkerns  zu bewirken, wie etwa eine Kondensation der Chromatinstruktur
(Karyopyknose) und Fragmentierung der Kern-DNS (Karyorrhexis) (Wyllie et al., 1980).
Anschliefend schnliren sich von der aufleren Zellmembran kleine Vesikel, die
sogenannte ,Apoptosekdrperchen, ab, welche Kernmaterial und zytoplasmatische
Bestandteile enthalten - ein Vorgang, der auch als ,blebbing“ bezeichnet wird. Die
Beseitigung der apoptotischen Zelle geschieht so schnell, dass dieser Vorgang selbst in
Geweben mit hohen Apoptoseraten (z. B. Thymus) nur selten direkt beobachtet werden
kann. Von entscheidender Bedeutung ist, dass bei dieser Form des Zellsterbens keine
inflammatorische Reaktion ausgeldst wird, d.h., die Phagozyten werden durch den
Kontakt mit den sterbenden Zellen nicht aktiviert. Hierfar sind vor allem eine vermehrte
Expression von Phosphatidylserin und ein Verlust von bestimmten Kohlehydratresten auf
der AufRenseite der apoptotischen Zellmembran verantwortlich. Im Gegensatz zur
Apoptose wird die Nekrose durch nicht-zellulare Mechanismen wie beispielsweise
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Thrombosen, Traumata oder Ischdmien ausgeldst. (Haunstetter & Izumo, 1998; Schaper
etal., 1999).

2.1.1 Regulationsmechanismen der Apoptose

2.1.2.1 Der Zellzyklus

Als Zellzyklus bezeichnet man den regelmafigen Wechsel zwischen einer Interphase, in
der sich die Zellen in hochster Stoffwechselaktivitat befinden, und der Zellteilung
(Mitose), bei der die Erbinformation durch ein vorgegebenes Teilungsmuster auf die
beiden entstehenden Tochterzellen verteilt wird. Einer Mitose geht immer eine Interphase
voraus. Man unterscheidet in der Interphase 3 Abschnitte: die Gi-Phase
(Wachstumsphase der Zelle), die S-Phase (Replikationsphase der DNS) sowie die Gz-
Phase (Wachstumsphase ohne DNS-Synthese). Die Phase zwischen zwei Mitosen wird
zusammenfassend auch als Interphase bezeichnet. Differenziert eine Zelle zu einer
Dauerzelle, so verlasst sie den Zellzyklus und teilt sich dann nicht mehr. Dieser Zustand
wird als Go-Phase bezeichnet (Abbildung 1).

G.

+ Wachstum

&

Interphase G1

- Wachstum

S

Abbildung 1: Darstellung der unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus

Die Regulation des Zellzyklus wird, besonders an den Ubergéngen von der G1- in die S-
und G2- in die M-Phase, Uber eine Gruppe von heterodimeren Proteinkinasen gesteuert.
Diese cyclinabhangigen Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs) (Ayte et al., 2001;
Kearsey et al., 1996; Noguchi et al., 2002; Sherr, 1994; Watanabe et al., 1995) bereiten
die Zelle auf den Eintritt in die S-Phase vor, indem sie Transkriptionsfaktoren durch
Phosphorylierung aktivieren. Diese Faktoren wiederum bewirken die Expression von
Enzymen, die fur die Synthese der DNS in der S-Phase notwendig sind. Die CDKs selbst
werden auf mehreren Ebenen reguliert und nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus
exprimiert. Es erfolgt zu unterschiedlichen Zeitpunkten eine Aktivierung der Cdks mittels
Bindung an Cycline, eine Inhibierung durch Bindung an CDK-Inhibitoren, eine aktivierende
Phosphorylierung der CDKs durch die ,Cdk activating kinase“ (CAK) und eine inhibierende
Phosphorylierung durch Kinasen, die durch Phosphatasen wieder aufgehoben werden
kann.
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2.1.2.2 Die Tumorsuppressorgene p53 und p21

Tumorsuppressorgene wie p53 und p21 sind Regulatoren der Zellproliferation, welche
die Zellvermehrung aktiv unterdricken koénnen. Sie spielen vor allem bei der
Tumorgenese eine grofie Rolle. Wenn sie inaktiviert werden, kommt es zur Ubermagigen
Zellteilung. Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 stellen einen der haufigsten
genetischen Defekte bei Tumoren dar. Als Antwort auf zelluldren Stress, wie z. B. bei
DNS-Schadigung und Aktivierung von Onkogenen, wird p53 aktiviert und induziert
zahlreiche Zielgene - unter ihnen auch p21. (Bouvard et al., 2000; Choisy-Rossi et al.,
1998; Choisy-Rossi et al., 1999; Choisy-Rossi & Yonish-Rouach, 1998).

Durch das Einbringen des p53-Gens vom Wildtyp in Zellen mit fehlender normaler p53-
Aktivitat konnten einige seiner Funktionen identifiziert werden. Hierzu gehoért auch die
Regulierung des Zellwachstums mittels Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase
(Kaufmann & Earnshaw, 2000; Oren, 1992). Im Gegensatz dazu konnte in einigen
Tumoren jedoch auch eine erhdhte Apoptoserate nach p53-Expression gefunden werden
(Kaufmann & Earnshaw, 2000; Yonish-Rouach et al., 1991). In Zellen mit bekannter p53-
Deletion konnte gezeigt werden, dass manche Mechanismen der Apoptoseinduktion nur
im Beisein von intaktem p53 funktionieren, da es in diesen Zellen nicht méglich war,
Apoptose durch Bestrahlung auszulésen, wohl aber durch Glucocorticoideinsatz
(Donehower et al., 1992).

Im Gegensatz zu gesunden Zellen zeichnen sich Tumorzellen durch unkontrolliertes
Wachstum aus. Die CDKs kontrollieren wie bereits beschrieben den Zellzyklus. lhre
Aktivitat ist durch die Bindung von Cyklinen (Sherr, 1994) sowie durch Phosphorylierung,
Dephosphorylierung und durch die Assoziation mit verschiedenen negativ regulierenden
Proteinen gesteuert. p21 ist ein solcher Regulator und gehort zur Gruppe der Cyklin-
Kinase-Inhibitoren (cyclin-kinase-inhibitors, CKIs), wodurch es einen entscheidenden
EinfluB auf den Zellzyklus erhalt. In Tumoren wurden zwar nur selten Mutationen des
p21-Gens gefunden, es ist jedoch durch seine Regulation durch das Tumor-Suppressor-
Protein p53 (el-Deiry et al., 1994; Michieli et al., 1994; Shiohara et al., 1994) indirekt an
der Tumorgenese beteiligt (Cregan et al., 1994). Entfallt der von p21 kontrollierte
Zellzyklusstopp nach DNS-Schadigung, repliziert die Zelle ihr Genom mit den
vorhandenen DNS-Schaden weiter.

2.1.2.3 Mechanismus der zytotoxischen Wirkung von 5-Fluorouracil

5-Fluorouracil (5-FU) ist ein Medikament aus der Gruppe der Zytostatika und wurde 1957
erstmals synthetisiert (Heidelberger & Anderson, 1964). Zytostatika haben die
Eigenschaft, das Wachstum von Tumorzellen zu verlangsamen oder diese sogar
abzutdten. 5-FU ist das am besten wirkende Chemotherapeutikum fir Patienten mit
Dickdarmkrebs und wird seit Jahrzehnten klinisch verwendet (Schull & Scheithauer,
2002). Es blockiert das Enzym Thymidylsynthase, indem es die Synthese von RNS und
DNS inhibiert. Bei 3-5% der Behandelten treten jedoch schwere, z. T. tddliche
Nebenwirkungen auf, die mit einem kompletten oder partiellen Verlust des fur die
metabolische Inaktivierung von 5-FU verantwortlichen Enzyms Dihydropyrimidin-
Dehydrogenase (DPD) in Zusammenhang gebracht werden (Fuwa et al., 2002; Stanford
etal., 1976; Stanford et al., 1977).
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Abbildung 2: Strukturformel von 5-Fluorouracil

Bei der Therapie wird haufig versucht, den Effekt von 5-FU durch Kombination mit
anderen Chemotherapeutika, Zusatze wie Folsaure sowie durch unterschiedliche
Applikationsdauer zu verstarken. Eine Resistenz gegenuber 5-FU lasst sich durch
Erhéhung der Thymidylatsynthetaseaktivitadt im Tumor, Suppression der Expression von
Enzymen, die 5-FU in seine aktive Form umwandeln, Erhdhung der Metabolisierungsrate
von 5-FU und Erhdhung der Menge an Deoxyuridinmonophosphat (dUMP), dem normalen
Substrat der Thymidylatsynthetase (Fukushima et al., 2001; Kimhi et al., 2004;
Nemunaitis et al., 1997; Peters et al., 1994) erklaren.

Vielfaltige Studien bei Patienten und in experimentellen Systemen beschreiben einen
Zusammenhang zwischen der Inaktivierung von p53 und der Resistenz gegenuber 5-FU
(Boyer et al., 2004; lzawa et al.,, 2005; Tiezzi et al., 2006). Es wurde z. B. eine
grundlegende Resistenz gegenuber durch 5-FU induzierter Apoptose in menschlichen
Kolonkarzinomzellen (HCT116) mit einer zielgerichteten Ausschaltung des p53-Gens
(HCT116(p53-/-)) gefunden (Hwang et al., 2001). Diese Beobachtungen liefern eine
Basis, um die 5-FU-Chemosensitivitdt genetisch zu untersuchen, indem man
isogenetische Zellen, die sich einzig in ihrem p53-Status unterscheiden, als in vitro-
System verwendet.

2.1.3 Induktion der Apoptose

Der Prozess der Apoptoseauslosung kann generell in zwei Kategorien eingeteilt werden:
Der intrinsische (oder mitochondriale) und der extrinsische (oder Todesrezeptor)
Signalweg (Hengartner & Bryant, 2000). Der intrinsische Signhalweg wird durch bestimmte
extrazellulare Signale oder intrazellulare Ereignisse wie DNS-Schadigung nach z. B. UV-
Bestrahlung, oxidativen Stress oder aber durch Protein- und Lipidmodifikationen
ausgelost (Spoudeas et al., 1993). Die Mitochondrien spielen hierbei eine entscheidende
Rolle bei der Vermittlung und Ausbreitung der Todessignale innerhalb der Zelle (Desagher
& Martinou, 2000; Hwang et al., 2001; Kaufmann & Earnshaw, 2000). Ebenfalls von
Bedeutung ist das Tumorsuppressorgen p53, da der Zellzyklus bei entstandenem DNS-
Schaden durch p53 in der G1-Phase arretiert, um so Zeit flr die Reparatur zu gewinnen.
Gelingt dies nicht, wird Apoptose induziert, um die Vermehrung von Stammzellen mit
einem DNS-Fehler zu verhindern.

Auch von verschiedenen Zytostatika ist bekannt, dass sie ihre therapeutische Wirkung
durch Auslosen von Zellsterben entfalten, wobei neben Tumoren auch schnell wachsende
Normalgewebe betroffen sind, was zu unerwunschten Chemotherapie-Nebenwirkungen
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und zur Tumorregressionen fuhrt. Hier muss jedoch auch bericksichtigt werden, dass
eine Uberexpression der Proteinkinase C (PKC) flr eine verzdgerte Tumorzellantwort auf
einen zytostatischen Reiz verantwortlich sein kann (Orly et al., 1994).

Der extrinsische Signalweg wird Uber die Bildung eines Death-inducing signal complex,
(DISC) im Cytoplasma vermittelt (Abbildung 3A) (Behrens et al., 2000; Kischkel et al.,
1995). Durch Bindung eines Liganden wird ein membranstandiger Signalkomplex
gebildet, der aus CD95L, CD95 Rezeptor, dem Adapterprotein FADD und der Initiator-
Caspase Procaspase-8 besteht, die hierdurch aktiviert wird. Caspase-8 wiederum spaltet
und aktiviert die Effektor-Caspase-3, was zur Stimulierung der Caspase-Kaskade fuhrt.
Caspasen gehdéren zur Enzymgruppe der Proteasen. Beim Menschen sind bereits 15
verschiedene Caspasen beschrieben worden. Es handelt sich hierbei um inaktive
Proenzyme mit einem Cystein im aktiven Zentrum, die durch proteolytische Spaltung
aktiviert werden missen. In der Zelle liegen die Caspasen als Vorlauferproteine
(Procaspasen) vor, welche nach Apoptoseinduktion gespalten werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Signalwege zum programmierten Zelltod

Der vollstéandige Signalweg vom Rezeptor bis zum Auftreten der Todessubstrate beginnt am DISC. Viele
apoptotische Stimuli bewirken jedoch zunachst den Austritt von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien ins
Zytosol. Cytochrom c¢ bindet dort an verschiedene Faktoren und aktiviert dadurch indirekt die Caspase-
Kaskade (nach Peter Daniel, 2002)
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Besonders Caspase-8 und Caspase-3 spielen bei Induktion des Zelltodes eine grofie
Rolle (Gamen et al., 1997). Sie werden je nach Zelltyp unabhangig von der
Zellzyklusphase, entweder indirekt durch mitochondriale Aktivierung Uber Cytochrom c¢
oder direkt in den Apoptosemechanismus eingeschaltet (Hueber et al., 1998; Scaffidi et
al., 1998). Die meisten Apoptosestimuli fihren zum Austritt von Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien und bewirken so einen Verlust des Transmembranpotentials der inneren
Mitochondrienmembran. Es bildet sich daraufhin im Zytosol ein Komplex aus Cytochrom
¢, Caspase-9 und weiteren Faktoren, den man als Apoptosom bezeichnet. Im Apoptosom
wird Caspase-9 aktiviert (Abbildung 3B). So genannte Todesfaktoren aktivieren zusatzlich
einen von den Mitochondrien unabhangigen Apoptosesignalweg. Dieses System ist vor
allem bei der Eliminierung autoreaktiver Lymphozyten sowie fur das Abschalten von
Immunreaktionen von Bedeutung.

Eine weitere Stimulation der Krebsentstehung erfolgt durch das Hervorrufen oxidativer
DNS-Schaden mittels reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die groftenteils durch generelle
oder spezifische Reparaturmechanismen beseitigt werden kénnen. Nicht reparierte
oxidative DNS-Schaden flhren zu permanenten Modifikationen des genetischen
Materials und stellen somit ein wichtiges mutagenes Potential dar, das mit zunehmenden
Alter akkumuliert. Die ROS-Mutagenitat wurde in Salmonella typhimurium (Hassan et al.,
1991) und Saugetierzellen nachgewiesen, weswegen ROS als Initiatoren der Apoptose
angesehen werden kénnen. Die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies steht
ebenfalls in Zusammenhang mit der Pathophysiologie zahlreicher Erkrankungen wie z. B.
Diabetes (Piconi et al., 2003), Arteriosklerose (White et al., 1994), Hypertonie (Rathaus &
Bernheim, 2002), Neoplasien und neurodegenerativen Erkrankungen (Buttke &
Sandstrom, 1994; Hardy et al., 1991; Lenaz, 1998; Schapira, 1998; Wallace, 1999) aber
auch dem Alterungsprozess generell (Ashok & Ali, 2003). AuRerdem spielt oxidativer
Stress eine wichtige Rolle bei chronischen und akuten Entzindungen wie der
rheumatoiden Arthritis, Eisen- und Kupferstoffwechselstérungen, Reperfusionsschaden,
alkoholischen und anderen nutritiv-toxischen Leber- und Organschaden.

2.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

2.2.1 Grundlegende Reaktionen zur Bildung von ROS

Die unterschiedlichsten exogenen und endogenen Faktoren kénnen Zellen unter Stress
setzen. Neben hohen Konzentrationen von Metaboliten, Xenobiotika, sind es Hormon-
erzeugte Signale, Verletzungen, Entzindungen, Hitze, Bestrahlung, Sauerstoffmangel
oder auch Ubermassige Muskelarbeit, die zum Stress beitragen (Bakonyi T, 2004,
Arnhold, 2004 #2979). Die Zelle antwortet auf den Stress u. a. mit der Bildung ROS.
Diese entstehen aus unvollstandigen Reduktionen von Sauerstoff des zelluldren
Metabolismus, wenn ein Sauerstoffmolekil weniger als 4 Elektronen aufnimmt (Christen
P, 2004); weiterhin durch Autooxidation z. B. von Katecholaminen, Flavinen und
Ferrodoxinen (Del Maestro, 1980), Xenobiotika-Einsatz sowie durch eine Vielzahl
enzymatischer Reaktionen. Die Zellschadigung, die durch eine Uberproduktion von ROS
oder durch ein Defizit der Antioxidans- und/oder Reparatursysteme hervorgerufen wird,
nennt man oxidativen Stress.

Eine der Hauptursachen fur das Entstehen von ROS in Zellen stellt das Entweichen von
Elektronen aus Elektronentransferketten dar (Fisher, 1988); so ist beispielsweise
bekannt, dass die mitochondriale Atmungskette in der Lage ist, einen signifikanten Anteil
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an ROS wahrend der oxidativen Phosphorylierung zu bilden. Bereits der Transfer eines
einzelnen Elektrons auf Sauerstoff fuhrt zur Bildung eines Superoxid-Radikals (I):

() e + 02 > 02 °"

Diese Sauerstoffradikale sind hochreaktive Moleklile, die zum Auslosen einer
Kettenreaktion befahigt sind, da sie Ausgangsform einer schwachen Saure sind (Il):

(1) HO2.® €« > 02°° + H*

Zwei Superoxidradikale kbnnen zu Wasserstoffperoxid weiterreagieren, eine Reaktion die
man ,Dismutation® nennt (lll). Es ist bekannt, dass diese Reaktion den Hauptanteil der in
der Atmungskette gebildeten ROS stellt (Chance et al., 1979):

(1) 202 ° + 2HY 2> H02 + 02

Die gleiche Reaktion kann durch Enzyme wie die Superoxiddismutase (SOD) oder die
Glutathionperoxidase katalysiert werden (Abbildung 4).

e B
, . soD / T _
20,7 +2H ——— O;+H:0O H-O+ O
H,0, 2H,0

2 GSH GSSG
_~

Glutathionreduktase

NADP NADPH + H’

Abbildung 4: SOD katalysiert die direkte Umsetzung von Superoxidionen zu H202

Catalase katalysiert die Reaktion von H202 in Wasser und Sauerstoff ohne Radikalbildung. Glutathion-
peroxidase katalysiert die Reduktion von Peroxiden unter Verwendung von Glutathion (GSH) als
Reduktionsaquivalent. Das Reaktionsprodukt, oxidiertes Glutathion (GSSG), wird erneut durch die
Glutathionreduktase unter Verwendung von NADPH als Reduktionsaquivalent reduziert (modifiziert nach
Hanukoglu, 2006).

Aufgrund ihrer hohen Reaktionsfahigkeit konnen ROS Makromolekule wie Nukleinsduren
und Proteine und damit letztendlich ganze Zellen schadigen. So werden sie gemeinsam
mit oxidativem Stress als méglicher Wirkmechanismus nicht-genotoxischer Kanzerogene
angesehen, wie z. B. von Metallen (z. B. Fe, Cu), die selbst nicht kanzerogen wirksam sind
(Filipic et al., 2006).
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2.2.2 Die mitochondriale Elektronentransportkette

Der grosste Teil der metabolischen Energie entsteht in den Mitochondrien mittels
enzymatischer Redoxreaktionen. Die Kapazitat des aeroben Energiestoffwechsels ist
abhangig von der oxidativen Phosphorylierung, die Teil der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran ist (Abbildung 5). Die mitochondriale Atmungskette besteht aus
vier Enzymkomplexen, dem NADH-Dehydrogenase-Komplex (Komplex |), dem Succinat-
Dehydrogenase-Komplex (Komplex IlI), dem Cytochrom bci-Komplex (Komplex IlI) und
dem Cytochrom-c-Oxidase-Komplex (Komplex V). Die Elektronenpaare werden innerhalb
der Atmundkette von NADH und FADH: in Abfolge von Redoxreaktionen auf die Komplexe
[, Il, I und IV und zuletzt auf molekularen Sauerstoff Ubertragen. Die durch die
Elektronenabgabe freiwerdende Energie erzeugt einen Protonengradienten uber der
inneren Mitochondrienmembran, dessen Abbau zur ATP-Erzeugung genutzt (d.h. zur ATP
Synthase) wird (Abbildung 5).

AOP + Pi

Abbildung 5: ROS-Bildung in den Mitochondrien (Abbildung nach Kubler, Gygax, & Pfaar; 2006)

Der in den Mitochondrien umgesetzte Sauerstoff wird zu etwa 97% vollstandig reduziert.
Lediglich 1-3% des Sauerstoffs fiuhren durch unvollstandige Reduktion an Komplex |
(NADH Dehydrogenase) und Komplex Il (Cytochrom bci-Komplex) zur Bildung von ROS
(Thannickal & Fanburg, 2000). Bis zu 1% des mitochondrialen Elektronenflufles fluhrt zur
Bildung von Superoxidanionen (Dalle-Donne et al., 2005). Die auf beiden Seiten der
inneren Mitochondrienmembran gebildeten Superoxidanionen werden Uber die
Superoxiddismutase und die Glutathionperoxidase zu Wasserstoffperoxid und Wasser
umgewandelt. In den Mitochondrien werden ungeféahr 2 nmol Superoxidanionen pro
Minute und mg Protein gebildet (Inoue et al., 2003).

Nebem obigem Mechanismus wird in der vorliegenden Arbeit ein weiteres System zur
Bildung mitochondrialer ROS in vivo und damit zur Auslésung von Apoptose beschrieben,
das Cytochrom P450-Steroidhydroxylasesystem.
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2.2.3 Das mitochondriale Cytochrom P450-Steroidhydroxylasesystem als
ROS-Bildner

Dieses System besteht aus zwei ubiquitar exprimierten Proteinen, namlich Adreno-
doxinreduktase (AdR) und Adrenodoxin (Adx), sowie einem gewebespezifisch
exprimierten, mitochondrialen P450-Enzym, welches als Elektronenakzeptor dient und
die eigentliche Hydroxylierungsreaktion katalysiert. Bei den Cytochromen P450 handelt
es sich um eine Multienzymfamilie, die Reaktionen katalysiert, bei denen molekularer
Sauerstoff reduziert wird. Ihre Reaktionsbreite reicht Uber Hydroxylierungen,
Dealkylierungen, Epoxidierungen bis hin zu weiteren Oxidationsreaktionen (Babcock et
al., 1992; Bernhardt, 1996). In Saugern beispielsweise sind sie beim Abbau von
Xenobiotika und anderen Fremdstoffen beteiligt. Eine zentrale Rolle kommt ihnen jedoch
auch bei der Biosynthese der Steroidhormone und beim Fettsduremetabolismus zu.

Namensgebend fur die Enzymfamilie der Cytochrome P450 war die Entdeckung eines
Kohlenmonoxid-bindenden Pigment in den Lebermikrosomen der Ratte durch
Klingenberg, welches ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 450 nm zeigt
(Klingenberg, 1958). Als Omura und Sato wenige Jahre spater dieses Pigment
charakterisierten, nannten sie es wegen dieses Absorptionsverhaltens Cytochrom P450
(Coon, 2005; Estabrook, 2005; Omura & Sato, 1964). Normalerweise besitzen die zum
Cytochrom b-Typ gehdérenden Ferrocarbonylkomplexe mit Hdm als prosthetischer Gruppe
ein Absorptionsmaximum bei 420 nm (Omura & Sato, 1964), Cytochrome P450 hingegen
besitzen im reduzierten Zustand aufgrund ihres Kohlenmonoxid-Komplexes ein typisches
Absorptionsmaximum bei 450 nm das einzigartig fur Eisen(ll)-protoporphyrin-haltige Ham-
Proteine ist.

Bis 1996 wurden annahernd 500 verschiedene P450 Gene gefunden (Nelson et al.,
1996), heute sind es mehr als 6000. Daher wurde 1991 eine internationale Nomenklatur
eingefuhrt (Nebert & Nelson, 1991). Die Nomenklatur der P450-Enzyme beginnt mit dem
Stammnamen CYP gefolgt von Familie: Subfamilie: Gen (Nelson et al., 1996). Bei den
Monooxygenasen wird zwischen internen und externen Monooxygenasen unterschieden.
Wahrend interne Monooxygenasen dem Substrat die beiden erforderlichen Elektronen
entziehen, benodtigen die externen Monooxygenasen als Co-Substrat einen externen
Elektronendonor zur reduktiven Sauerstoffspaltung (Hayaishi, 1969).

Allgemein katalysieren Cytochrome P450 folgende Hydroxylierungsreaktion (1V):
(V) R-H + O + DH, — R-OH + H2O + D

Hierbei bezeichnet R-H das organische Substrat (z. B. Steroide, Fettsduren, Terpene,
Prostaglandine, Xenobiotika), DH2 kennzeichnet den Elektronendonor und R-OH steht flr
das hydroxylierte Substrat.
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2.2.3.1 Einteilung der Steroidhydroxylasesysteme

Die P450-Systeme werden in bakterielle/mitochondriale und mikrosomale Systeme
unterteilt, die sich u.a. bezuglich ihrer Elektronentransportketten unterscheiden. Beim
mitochondrialen/bakteriellen System (Typ |) sind der ElektronenUbertragung zwischen
NADPH und dem Cytochrom zwei Proteine zwischengeschaltet (Abbildung 6). Es handelt
sich einerseits um eine FAD-haltige Ferredoxinreduktase, welche die Elektronen vom
NADPH aufnimmt, und zum anderen um ein Ferredoxin, das als reaktive Gruppe einen
[2Fe-2S]-Cluster tragt. In den bakteriellen P450-Systemen liegen diese Proteine in einer
I6slichen Form vor (Bernhardt, 1996; Hanukoglu et al., 1981a; Hanukoglu et al., 1981b)

NAD™

FAD,,
Ferredoxin Ri—CH,
Ferredoxin-Reduktase

Cytochrome P450

Abbildung 6: Schematische Darstellung des bakteriellen Cytochrom P450-System
Es besteht aus einer NADH-abhangigen, FAD-haltigen Reduktase, einem Eisen-Schwefel-Protein und einem
Cytochrom P450. Alle Komponenten in diesem System sind l6slich (nach Bernhardt, 1996).

In den mitochondrialen P450-Systemen hingegen existieren eine membranassoziierte
Reduktase (Hanukoglu et al., 1990b) sowie ein ldsliches Ferredoxin, das die Elektronen
von der Reduktase aufnimmt und diese an das in der inneren Mitochondrienmembran
verankerte Cytochrom weiterleitet (Abbildung 7) (Bernhardt, 1996; Hanukoglu et al.,
1981a; Hanukoglu et al., 1981b). Beim Steroidhydroxylase-System nennt man das
Ferredoxin Adx (Grinberg et al., 2000; Ziegler et al., 1999), seine Reduktase
entsprechend AdR (ein FAD enthaltendes Flavoenzym) (Bernhardt, 1996); es stellt wie bei
den bakteriellen Systemen ein I6sliches Protein dar.
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Abbildung 7: Schemaische Darstellung des mitochondrialen Cytochrom P450-Systems
Im Unterschied zum bakteriellen Cytochrom P450-System liegt die Reduktase im mitochondrialen System
an die innere Mitochondrienmembran assoziiert und das Cytochrom in der inneren Mitochondrienmembran
gebunden vor (nach Bernhardt, 1996).

Mikrosomale P450-Systeme (Typ Il) bestehen aus membrangebundenen P450-Enzymen,
die ihre Elektronen von NADPH + H* Uber eine FAD- und FMN-haltige NADPH-P-450-
Reduktase beziehen (Degtyarenko & Kulikova, 2001). Das FAD kann hierbei von zwei
Elektronen reduziert werden, wahrend das FMN lediglich ein Elektron von FAD
aufnehmen kann, welches es dann auf P450 Ubertragt (Abbildung 8).

NADP'

. ROH
NADPH + H

Cytochrom

P - 450

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines mikrosomalen Cytochrom P450-Systems
Das System besteht aus einer NADPH-abhangigen, FAD- und FMN-haltigen Reduktase und dem Cytochrom
P450 (nach Bernhardt, 1996).
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2.2.4 Katalysemechanismus der Steroidhydroxylierung / Shunt-Pathway

Fir den Katalysemechanismus der Steroidhydroxylierung existiert das Model eines
cyclischen Prozesses (Abbildung 9), bei dem zunachst durch Bildung eines Enzym-
Substrat-Komplexes eine Konformationsanderung im Cytochrom erfolgt. Normalerweise
befindet sich an der sechsten Koordinationsstelle des Eisens das Sauerstoffatom eines
Wassermolekuls (1). Bei Bindung des Substrats wird es jedoch verdrangt (2). In einem
zweiten Schritt erfolgt dann die Ubertragung eines Elektrons vom Adx auf das Eisen-(lll)-
atom des Cytochroms (Ferriform), wodurch es zu Eisen(ll) reduziert wird (Ferroform) (3).
Dieser Schritt macht die Bindung von molekularem Sauerstoff erst moglich (4). Das
zweite Elektron wird unter Bildung eines O2-Radikals auf den Sauerstoff Gbertragen (5). In
einer internen Redoxreaktion entzieht das O>-Radikal dem Fe2* ein Elektron, und durch
Umlagerung entsteht die hydroxylierte Verbindung. Gleichzeitig entsteht Wasser, so dass
freies Cytochrom-P450 in der Fe3*-Form regeneriert wird (6a). Ein Hinweis, dass in der
aktiven Form nur ein Sauerstoffatom involviert ist, stellt die Aktivierung des Enzyms durch
kinstliche Sauerstoffdonatoren, wie z. B. lodosylbenzen, dar. Dabei wird die komplizierte,
reduktive Sauerstoffspaltung tUber einen sogenannten ,shunt pathway“ umgangen.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Cytochrom P450-Katalysemechanismus
(modifiziert nach Werck-Reichert/Feyereisen, 2000)

Das im endoplasmatischen Retikulum enthaltene Cytochrom P450 ist ebenfalls in der
Lage ROS zu bilden. Es reduziert molekularen Sauerstoff und bildet Superoxidanion und
Wasserstoffperoxid. Mit Hilfe dieser starken Oxidationsmitteln kann von der Fe(lll)-Stufe
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ein Sauerstoffatom direkt auf das Eisenatom im katalytischen Zentrum Ubertragen
werden (6b) (Coon et al., 1996), wobei in einem sogenannten Peroxid-Shunt der Fe(lll)-
peroxid-Komplex als aktives Intermediat erhalten wird (Jung et al., 2005). Die P450-
Enzyme werden in dieser Umgebung jedoch in kurzer Zeit inaktiviert.

2.3 Adrenodoxin

Das 14,4 kDa grofRe Adx ist das Ferredoxin der Nebennierenrinde (Cortex glandulae
suprarenalis) und besitzt als aktives Zentrum einen [2Fe-2S]-Cluster, der vier Cystein-
reste als Liganden tragt. Es wurde erstmals von Omura (Omura, 1966) beschrieben und
nimmt Elektronen von der AdR auf, um sie auf die Cytochrome CYP11A1, CYP11B1 und
CYP11B2 zu Ubertragen.

Innerhalb der Polypeptidkette des Adx unterscheidet man eine [2Fe-2S]-Cluster
enthaltende Kerndomane (gebildet aus den Aminosauren Asp5-Cys55 sowie Gly91-
Pro108) und eine Erkennungsdomane, die mit den beiden Redoxpartnern AdR und den
Cytochromen P450 wechselwirkt. Die Erkennungsdomane (Aminosauren 56-90)
erleichtert auf Grund ihrer Flexibilitdt moglicherweise die Wechselwirkung mit der
Reduktase und den Cytochromen. Im Bereich der Erkennungsdomane befindet sich eine
hochkonservierte saure zwischen den Aminosaureresten 74 und 86, die eine wichtige
Rolle fur die Interaktion des Adx mit seinen Redoxpartnern spielt. Sowohl mittels
chemischer Modifikationen (Geren et al., 1984) als auch mittels ortsgerichteter
Mutagenese-Studien (Coghlan & Vickery, 1991) konnte gezeigt werden, dass innerhalb
dieser sauren Region die Aminosaurereste Asp76 und Asp79 eine wichtige Rolle bei der
Wechselwirkung mit der AdR als auch mit CYP11A1 einzunehmen.

Bei Untersuchungen an der Interaktionsdomane des bovinen Adx konnte nachgewiesen
werden, dass die Aminosauren 116-128 nicht essentiell fur die Funktion des Adx sind
(Cupp & Vickery, 1989). In unserer Arbeitsgruppe wurde ebenfalls gezeigt, dass eine
Deletion der Aminosauren 109-115 mit keiner Einschrankung der Funktionalitat des
Proteins einhergeht, und die verklrzte Adx-Mutante eine effizientere Wechselwirkung mit
CYP11B1 aufweist (Uhlmann et al., 1994). Welche zentrale Rolle die nahe am C-Terminus
gelegene Aminosaure Prol08 fur die korrekte Faltung und somit auch Stabilitat des
gesamten Proteins einnimmt, zeigt sich, wenn diese Aminosaure zusatzlich deletiert wird
(Uhlmann et al., 1997).

Mit der Entschlusselung der 3D-Kristall-Struktur des verkurzten bovinen Adx (4-108) hat
unsere Arbeitsgruppe einen wertvollen Beitrag zu der Wechselbeziehung zwischen
Struktur und Funktion dieses Proteins geliefert (Abbildung 10) (Muller et al., 1998).
Bislang waren nur die dreidimensionalen Strukturen vom Pflanzen-Ferredoxin und des
Ferredoxins von Pseudomonas putida bekannt, daher lieferte diese erstmalige
Beschreibung eines Vertebraten-Ferredoxins ein tieferes Verstandnis der biochemischen
und biophysikalischen Eigenschaften von [2Fe-2S]-Ferredoxinen (Grinberg et al., 2000).
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Abbildung 10: Dreidimensionale Ansicht von Adrenodoxin (Muller et al., 1998)

Dargestellt sind das Proteinrlickgrat als Stabchenmodell, die helikalen Bereiche (rot) und die
Faltblattbereiche (hellblau) des Proteins. Der Eisen-Schwefel-Cluster ist als Kalotte dargestellt (Eisen:
blauviolett, Schwefel: gelb).

Adx wird als Pra-Protein im Cytoplasma synthetisiert; seine ungewdhnlich lange
Lokalisationssequenz (58 AS) dient der Zielsteuerung des Proteins zu seinem Wirkort,
den Mitochondrien und wird bei dessen Eintritt abgespalten (Matocha & Waterman,
1984; Omura, 1998). Allgemein wird fur den mitochondrialen Proteinimport die
Beteiligung spezieller cytosolischer Faltungsproteine diskutiert. Solche Chaperone, wie
beispielsweise das hsp70, unterstitzen den Import, indem sie das neusynthetisierte
Protein im ungefalteten Zustand belassen. Des weiteren geht man davon aus, dass ein so
genannter Mitochondrien-Import-Stimulierungs-Faktor (MSF) mit dem mitochondrialen
Pra-Protein  einen Komplex bildet, der zu Rezeptoren an der &aufleren
Mitochondrienmembran geleitet wird (Komiya et al., 1996).

2.3.1 Modelle des Adx-vermittelten Elektronentransportes

Fir den Mechanismus des Adx-vermittelten Elektronentransports von AdR zu den
Cytochromen P450 werden folgende Modelle diskutiert :

Adx bindet zunachst an die AdR und dissoziiert nach Aufnahme eines Elektrons von
dieser wieder ab. Nachfolgend wird ein Reduktionsaquivalent durch Bildung eines
Komplexes mit dem Cytochrom ubertragen (Shuttle-Modell) (Lambeth & Kamin, 1979).
Ein zweites Modell beschreibt einen ternaren Komplex aus AdR, Adx und dem CYP11A1.
Kido und Kimura konnten die Bildung eines solchen Komplexes in Gegenwart von
Cholesterin  und Phospholipiden beobachten (Kido et al, 1979). Einen
Elektronentransport mittels eines zweifach-bindren Komplexes postulieren Takeshima

14



Einleitung

und Hara, innerhalb dessen zwei Moleklle Adx auftreten, die sowohl an die AdR als auch
an das Cytochrom P450 binden (Takeshima & Hara, 1991).

Der Prozess der Eletronenlbertragung kann ,gekoppelt“ oder ,leaky“ stattfinden. In
einem ,gekoppelten® P450-System werden alle Elektronen von NADPH zur
Substrathydroxylierung verwendet. Wenn alle Elektronen von NADPH in einer
Monooxygenierung verwendet werden, dann ist die Effizienz des Systems 100%. Wenn
ein Teil der Elektronen zu anderen Akzeptoren Ubertragen wird, was zu einer Bildung von
Sauerstoffradikalen fuhrt, dann bezeichnet man den Prozess als ,ungekoppelten®
Eletronentransfer einer Hydroxylierung, ,leaky electron tansfer® oder ,zwecklose*
Oxidierung (Hanukoglu, 2006). Einige der mikrosomalen P450 sind in héchstem Mafe
»ungekoppelt“ (Ding & Coon, 1991; Puntarulo & Cederbaum, 1996; Watabe et al., 1993).
Diese Ausstromung von Elektronen aus der Atmungskette wird als eine der Hauptquellen
von Sauerstoffradikalen einer Zelle angesehen (Genova et al., 2003; Turrens, 2003;
Vinogradov & Grivennikova, 2005). Kuirzlich wurde gezeigt, dass bereits ein
Elektronenfluf von 0.15% zu einer H202-Bildung in der Eletronentransportkette fihrt (St-
Pierre et al., 2002). Bereits diese geringe Menge ist ausreichend, um eine Schadigung
der Zelle zu bewirken, die sich in beschleunigter Alterung zeigt (St-Pierre et al., 2002). In
steroidogenen Geweben liegt eine hohe Konzentration an mitochondrialen P450s vor,
daher ist in diesen Geweben die Kapazitat zur freien Radikalbildung besonders hoch
(Hanukoglu & Hanukoglu, 1986).

2.3.2 AdR- und Adx-vermittelte Radikalbildung

Das FAD-haltige Enzym AdR erkennt NADPH und Adx. AdR oxidiert NADPH unter
Akzeptanz zweier Elektronen und reduziert Sauerstoff durch Ubertragung eines einzelnen
Elektrons auf Adx (Chu & Kimura, 1973a; Lambeth & Kamin, 1976). Diese Fahigkeit,
Elektronen auf Sauerstoff zu Ubertragen, ist jedoch abhangig von der Komplexbildung
zwischen den beiden Proteinen. In aeroben Lésungen wird AdR durch NADPH reduziert
und bleibt in diesem Zustand, ohne sich selbst zu oxidieren (Chu & Kimura, 1973a;
Hanukoglu et al., 1993; Sugiyama et al., 1979). Die Zugabe von Adx stimuliert die
Oxidation von NADPH und die Reduktion von Sauerstoff. In einem ersten Schritt oxidiert
AdR NADPH durch die Ubertragung von zwei Elektronen auf das FAD-Coenzym (V):

(V) AdR + NADPH —> [AdR NADPH] - AdR** + NADP* + H*

Im ndchsten Schritt wird Adx durch die Ubertragung eines einzelnen Elektrons von AdR**
reduziert (VI):

(V) AdR** + Adx - [AdR** Adx] - [AdR* Adx *]

Adx selbst fungiert hierbei als Substrat der Reduktase. In einem dritten Schritt gibt das
reduzierte Adx seine Elektronen unter Bildung von Sauerstoffradikalen an Sauerstoff
weiter, wobei kinetische Analysen nahe legen, dass diese Reaktion stattfindet, wahrend
Adx an AdR gebunden vorliegt (VIl) (Hanukoglu et al., 1993):

(Vi) [AdR* Adx "] + O2 > [AdR* Adx ] + O2*-
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Dieser Reaktion folgt klassischerweise ein Transfer des zweiten Elektrons von AdR zu
Adx, ebenfalls unter Reduktion von Sauerstoff. Ist kein NADPH mehr vorhanden, so wird
das reduzierte Adx wieder oxidiert, ein Vorgang der als ,Autooxidation“ bezeichnet wird
(Hanukoglu et al., 1993). Wahrend dieser Reaktion sinkt die Radikalbildung dramatisch.
Die Oxidation von NADPH durch den AdR-Adx-Komplex ist eng verknlUpft mit einer
Inaktivierung von Adx, die durch Zugabe von SOD inhibiert werden kann (Rapoport et al.,
1995).

24 VerknUpfung von Komponenten der Steroidhydroxylasesysteme mit
der Apoptose

Es wurde vor einiger Zeit herausgefunden, dass in humanen Kolonkarzinomzellen die
AdR-Expression in Abhangigkeit von dem Tumorsuppressorgen p53 signifikant durch die
Behandlung der Zellen mit 5-FU induziert wurde (Hwang et al., 2001). Diese Beobachtung
fihrte zur Vermutung einer AdR-abhangigen, p53-vermittelten Apoptose, hervorgerufen
durch die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und dadurch von oxidativem Stress
in den Mitochondrien. Dieses Model wurde durch die Beobachtung gestltzt, dass ein
p53-Bindungsmotiv im AdR-Promotor lokalisiert ist, welches von Wildtyp p53, p63aq,
p63y, p73a, und p73p gebunden werden kann (Liu & Chen, 2002). Dennoch ist es
schwierig, diese Studien in Einklang zu bringen, da bereits gezeigt wurde, dass eine
Uberexpression von AdR die Zellen zwar gegeniiber oxidativem Stress sensibilisiert, aber
keinen Effekt auf die Zellproliferation zeigt (Hwang et al., 2001; Liu & Chen, 2002).
Weiterhin wurde mittels in vitro Untersuchungen belegt, dass Elektronen zwar prinzipiell
von NADPH Uber AdR zu Adx und damit zu Sauerstoff Ubertragen werden konnen, was in
der Bildung von Superoxidanionen resultiert (Chu & Kimura, 1973b; Mitani & Ichiyama,
1975), allerdings kann AdR selbst keine freien Elektronen in Abwesenheit von Adx auf
Sauerstoff Ubertragen (Hanukoglu & Jefcoate, 1980). In der Anwesenheit von NADPH und
AdR konnen ROS entweder durch CYP11A1 - in Abwesenheit des Substrates Cholesterol -
oder Adx produziert werden (Hanukoglu et al., 1993).

2.5 Die Cytochrome P450 in Insekten

Erstmals wurden P450s in Insekten 1967 gefunden. Mittlerweile sind Uber 100 Insekten
P450s bekannt (Nelson, 1998). Die Sequenz des 100 Mb groflen euchromatischen
Genoms der Fruchtfliege Drosphila melanogaster (D. melanogaster) beinhaltet etwa
13.600 Gene, von denen viele Mitglieder grofer Multienzymfamilien sind, wie zum
Beispiel Transmembranrezeptoren, Proteinkinasen, Peptidasen (Ross et al., 2000) und
Cytochrome P450. In ihrem Genom wurden allein 90 P450 Sequenzen von 25 Familien
gefunden (Tijet et al., 2001). Von diesen Sequenzen codieren 83 fir offenbar funktionelle
Gene, wohingegen sieben Sequenzen Pseudogene darstellen. Uber die Halfte der Gene
gehoren zu zwei groflen Familien, namlich CYP4 und CYP6. Die CYPG-Familie ist
spezifisch fur Insekten, wohingegen die CYP4 Familie auch Vertebratensequenzen
beinhaltet. Alle 22 CYP6-Gene werden dem Hausfliegengen CYP6A1 zugeordnet, das
erstmals 1998 aus Insekten isoliert wurde (Guzov et al., 1998). Die verbleibenden 21
CYP4-Gene werden dem Cockroach-Gen (Bradfield et al., 1991) zugeordnet. CYP4C1
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gehort ebenfalls zu dieser Familie, weil seine I-Helix Sequenz nahezu identisch mit der
des Vertebraten CYP4-Proteins ist.

D. melanogaster hat sieben P450-Pseudogene: CYPOF3P fehlt die Ham-
Bindungsdomane; die Region vor diese Domane - die normalerweise die PERF-Domane
beinhaltet - fehlt bei CYP6TP2. CYP6A15P; CYP307A2P, CYP49A1P, CYP313A1P und
CYPBA16P zeigen eine Leserasterverschiebung in ihrer codierenden Sequenz, was zu
nicht-funktionellen Proteinen fuhrt. Sieht man sich die Verteilung der P450 Gene auf der
Genkarte an, so fallt auf, dass die Gene auf Chromosom 4 und dem Y Chromosom
vollstandig fehlen, wohingegen Uber die Halfte aller P450 Gene auf Chromosom 2 zu
finden sind. Auflerdem beinhaltet der langste Cluster insgesamt neun Gene. Lediglich
funf der gefundenen Gene enthalten keine Introns. Es zeigt sich eine relativ gute
Korrelationen zwischen der Konservierung der Introns und der phylogenetischen
Beziehung zwischen den Mitgliedern der P450 Unterfamilien (Tijet et al., 2001). Den
P450 werden 9 Familien zugewiesen (CYP2, CYP4, CYP6, CYP9, CYP12, CYP18, CYP28,
CYP45 und CYP48). CYP12B1 aus D. acanthopthera spielt eine wichtige Rolle in der
Kalzium-Homdostase (Danielson & Fogleman, 1997; Danielson et al., 1997; Fogleman et
al., 1997).

Es wurde gezeigt, dass Insekten P450s an der Prozessierung vom Pheromonen wie etwa
Disparlur und Monocrotalin sowie Steroiden wie Ecdyson (Brattsten, 1979; Grieneisen et
al., 1993) beteiligt sind. Hier wird besonders CYP18 aus D. melanogaster genannt
(Bassett et al., 1997). Steroidhormone spielen in Insekten eine entscheidende Rolle bei
der Entwicklung und Reproduktion, auflerdem sind Insekten-P450 mafdgeblich am
Steroidmetabolimus (Baars, 1980) beteiligt. Des weiteren helfen die P450 den Insekten
beim Befall von Wirtspflanzen durch die Eliminierung von toxischen Pflanzenbestand-
teilen wie etwa Terpenen, Sterolen, Alkaloiden, Phenolen und Quinonen (Frank &
Fogleman, 1992; Rosler et al., 1992). Dadurch erhalten die Insekten eine hohe Toleranz
gegenuber pflanzlichen Toxinen (Danielson et al., 1998; Feyereisen, 1999; Fogleman et
al., 1997). In der Hausfliege (Musca domestica) wurde sogar gezeigt, dass P450s in
rekonstitutiven Enzymsystemen Insektizide metabolisieren (Andersen et al., 1994).
Pestizidresistenzen werden ebenfalls mit P450s (z. B. der Familien CYP6 und CYP9) in
Verbindung gebracht (Korytko & Scott, 1998; Smith & Scott, 1997; Wu et al., 1998).
Aulerdem geht man davon aus, dass sie an der Synthese von juvenile hormons beteiligt
sind, die eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, dem Wachstum und der Reproduktion
spielen. Obwohl die Funktionen vieler P450-Proteine von Vertebraten, Pilzen, Pflanzen
und Bakterien bekannt sind, ist in D. melanogaster bislang nur ein einzelnes P450
funktionell charakterisiert: CYPGA2 (Dunkov et al., 1997; Saner et al., 1996)

2.5.1 Mitochondriale P450 in D. melanogaster

Die Familien CYP12, CYP301, CYP302, CPY314 und CYP315 gehdéren zu den
mitochondrialen P450s in D. melanogaster. Diese Sequenzen stehen in enger
Verwandtschaft zu dem Hausfliegengen CYP12A1 (Guzov et al., 1998), dessen Sequenz,
Lokalisation in den Mitochondrien sowie seine funktionelle Rekonstitution zu bovinem
Adx und AdR als mitochondriales P450 bezeichnen lassen. Die Mitglieder der D.
melanogaster CYP12 Familie ( CYP12A4, CYP12A5, CYP12B2, CYP12C1, CYP12D1,
CYP12E1), CYP301A1 und CYP302A1 haben ebenfalls Vvielfaltige strukturelle
Gemeinsamkeiten mit CYP12A1 und mit mitochondrialen Sauger-P450s: Es finden sich
zwei basische Reste (Arg oder Lys und Lys) in der konservierten Region, die eine wichtige
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Rolle bei der Bindung des Redoxpartners Adx (Pikuleva et al., 1992; Wada & Waterman,
1992) spielen. Darlber hinaus ist die N-terminale Sequenz durch mehrere positiv
geladenen Reste charakterisiert, was sie - im Gegensatz zu den mikrosomalen P450s,
welche etwa 20 hydrophobe Reste als Membrananker im endoplasmatischen Retikulum
aufweisen - als mitochondriale Importsequenz charakterisiert (Omura et al., 1993).

Somit scheinen sowohl CYP12s, CYP301A1, CYP302A2, Cyp314A1 als auch CYP315A1
mitochondriale P450s darzustellen. CYP314Al1 zeigt jedoch einen typischen
mikrosomalen N-terminus und es fehlen die geladenen Reste, welche zur Interaktion mit
dem Adx-Homolog erforderlich sind. Die Funktion der 8 mitochondrialen P450s von D.
melanogaster ist bis dato unbekannt. Es gibt keine bekannten endogenen Substrate fur
das Hausfliegengen CYP12A1, obwohl dieses P450 in der Lage ist Xenobiotika zu
metabolisieren (Guzov et al., 1998). Die Vertebraten P450s sind am Metabolismus der
Steroidhormone, Vitamin D und Gallensaure beteiligt. Bislang gibt es lediglich indirekte
Hinweise darauf, dass die letzten drei Schritte im Insekten-Ecdysteroidmetabolismus von
mitochondrialen P450s katalysiert werden. (Feyereisen, 1999). Denkbare Redoxpartner
fir mitochondriale P450s waren eine Adx-adhnliche Sequenz ( 43% Identitat zu bovinem
Adx), und eine AdR ahnliche Sequenz (40% ldentiat zu dem bovinem Protein), die im D.
melanogaster-Genom gefunden wurden.

2.6 Die Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe) als Modellorganismus

Die Spalthefe S. pombe ist ein einzelliger eukaryotischer Organismus, der sich seit
Jahrzehnten als Modellsystem fur molekular-genetische Studien bewahrt hat. Sie wurde
erstmals 1893 von Lindner beschrieben, der die Hefezellen aus dem ostafrikanischen
"millet beer" isolierte und nach dem Swahili-Wort fur Bier ,pombe“ benannte (Lindner,
1893). Die Gattung der Spalthefen (Schizosaccharomyces), die durch die einzelnen
Spezies S. pombe, S. octosporus und S. japonicus charakterisiert ist, zahlt zu der
Ordnung der Schizosaccharomycetales. Zu dieser wird auch die Familie der
Saccharomycetaceae gezahlt, deren bekannteste Spezies wohl Saccharomyces
cerevisiae (Backerhefe) darstellt. Obwohl beide Familien der Klasse der Ascomyceten
zuzuordnen sind, ist keine nahe Verwandtschaft zu anderen Ascomyceten zu finden. Man
nimmt an, dass sich die Entwicklungslinien schon vor ca. 1000 Millionen Jahren
trennten, kurz nachdem die Trennung der Ascomyceten von den Metazoen stattfand.
Demnach ist auch die Verwandtschaft zwischen den Hefen S. cerevisiae und S. pombe
untereinander nicht grofer als zu Metazoen.

Namensgebend fur diese beiden Hefen war ein morphologisches Merkmal: Die Spalthefe
S. pombe vermehrt sich durch Querteilung der Mutterzelle, die Sprosshefe S. cerevisiae
hingegen bildet Knospen, die sich spater von der Mutterzelle trennen. Solange gentigend
D-Glucose und Stickstoff vorhanden sind vermehren sich beide Hefen rein vegetativ. Bei
Nahrstoffmangel hingegen wird eine geschlechtliche Fortpflanzung eingeleitet, die durch
die Bildung von resistenten Sporen die Uberlebenschancen verbessert. Bei der
geschlechtlichen Fortpflanzung fusionieren dann Hefezellen mit unterschiedlichem
Paarungstyp (,mating type“ h* und h’) bei S. pombe. Die Regulation der Bildung
verschieden geschlechtlicher Zellen ist zwischen S. cerevisiae und S. pombe stark
konserviert. Die genetischen Untersuchungen an S. pombe begannen 1950, als es
Leupold gelang, aus der urspringlichen S. pombe-Kultur den homothallischen Stamm
968 h9 und zwei heterothallische Stdmme 975 h* und 972 h- zu isolieren. Der
homothallische Stamm ist in der Lage, den Paarungstyp zu wechseln, wohingegen
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heterothallische Stamme entweder nur aus genetisch stabilen P(+)- oder M(-)-Zellen
bestehen, die keine geschlechtliche Fortpflanzung mehr durchfihren kdnnen und bei
Nahrstoffmangel in die stationare Wachstumsphase Ubergehen (Leupold, 1957; Leupold,
1958). Da die Spalthefe zu héheren eukaryotischen Zellen besonders auch im Hinblick
auf mitochondriale Strukturen eine hdhere Homologie aufweist als S. cerevisiae,
erscheint es sinnvoll, S. pombe als Modellsystem fur die durch mitochondriale
Ferredoxine induzierte Apoptose zu verwenden (Bureik et al., 2000).

2.6.1 Apoptose in Hefezellen

Warum Apoptose in einzelligen Organismen vorkommt, wird derzeit kontrovers diskutiert,
denn es gibt keinen zwingenden Grund, dass Hefen (Frohlich & Madeo, 2000) und
Bakterien (Cairns, 2002) als Antwort auf DNS-Schadigung oder exogene Ausloser mit
Zellsterben reagieren. S. cerevisiae ist derzeit - auch bedingt durch kommerzielles
Interesse - die am besten untersuchte Hefe. So ist auch nicht weiter verwunderlich, dass
sie bereits als Modellorganismus zu Erforschung apoptotischer Mechanismen eingesetzt
wurde. Madeo entdeckte 1997 erstmals an S. cerevisiae apoptotische Marker (Madeo et
al., 1997), wie sie auch aus Saugerzellen bekannt sind. Er konnte die Kondensation von
Chromatin, den Austritt von Phosphatidylserin und DNS-Fragmentierung mittels einer
Zellzyklusmutante CDC48p nachweisen. Ausserdem zeigte er mittels verschiedenen ROS-
Scavangern, dass in allen bis dato bekannten Fallen der ,Hefeapoptose” der Zelltod mit
einer Freisetzung von ROS einhergeht (Madeo et al., 1999). Des weiteren konnte durch
Expression von E4orf4 aus Adenoviren sowohl Apoptose in menschlichen als auch in
Hefezellen ausgeldst werden (Afifi et al., 2001).

Im Jahr 2000 wurde eine neue Caspasefamilie entdeckt, die Metacaspasen. Diese neue
Gruppe der Caspasen zeigt sowohl in der Primar- als auch in der Sekundarstruktur eine
Homologie zu den menschlichen Caspasen, allerdings ist sie ausschliefllich in Protisten,
Pflanzen und Pilzen zu finden (Uren et al., 2000). Zwei Jahre spater zeigten Madeo et al.,
dass die Backerhefe mit YCA1 (yeast caspase 1) ein Mitglied der Metacaspasefamilie
besitzt und dieses funktionelle Gemeinsamkeiten mit Saugercaspasen aufweist: Bei
Uberexpression von YCA1l und gleichzeitigem Sauerstoffstress wird in der Zelle der
kontrollierte Zelltod eingeleitet. Zellen mit YCA1-Deletion sind deutlich resistenter
gegenuber ROS-induzierter Apoptose (Madeo et al., 2002a; Madeo et al., 2002b). Auch
wurde gezeigt, dass die Hemmung der Reparatur von DNS-Doppelstrangbrichen zu
Apoptose fuhrt, die ebebfalls durch YCA1 eingeleitet wird.

Da S. pombe ebenfalls bereits seit Jahren als Modelsystem komplex biologischer
Phanomene eingesetzt wird, ist es nicht weiter verwunderlich, dass auch sie auf dem
Gebiet der Apoptoseforschung eingesetzt wurde. Vor einigen Jahren wurde gezeigt, dass
Zelltod in S. pombe durch die Uberexpression von pro-apoptotischen Saugerproteinen
ausgelost werden kann (Ink et al., 1997; Jurgensmeier et al., 1997; Ryser et al., 1999).
Des weiteren wurde gezeigt, dass Diacylglycerol (DAG) in der Lage ist, mittels ROS-
Produktion Lipoapoptose in Hefen zu induzieren (Low et al., 2005; Zhang et al., 2003)
AuRerdem wurde der exogene Inhibitor birl des (IAP)-ahnlichen Proteins charakterisiert
(Uren et al., 1999). Nahezu alle phanotypischen Verdnderungen, die man in einer Sauger-
Zelle im Verlauf der Apoptose findet, konnten auch in der Spalthefe nachgewiesen
werden (Burhans et al., 2003). Ahnlich wie in Saugerzellen werden auch in diesem
Organismus ROS mittels einer Vielzahl externer oder interner Ausléser produziert und
sind in der Lage dadurch den Zellsterben hervorzurufen (Rodriguez-Menocal & D'Urso,
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2004). Allerdings ist unklar, ob ROS lediglich als ein Beiprodukt der Apoptose enstehen
oder selbst in der Lage sind Apoptose auszuldsen.

2.6.2 Zellzyklusanalyse mittels Hefezellen

Die Analyse des Zellzyklus an den beiden Hefen cerevisiae bzw. pombe lieferte viele
wichtige Erkenntnisse Uber den zeitlichen Ablauf der verschiedenen Prozesse und der sie
kontrollierenden Mechanismen (Hartwell et al., 1974). So wurden beispielsweise
temperatursensitive (ts-) Mutanten welche in einem bestimmten Stadium des Zellzyklus
arretieren flr verschiedene Untersuchungen herangezogen. Durch Klonierung des
menschlichen Homologs der ,Cyclin dependent kinase“ (cdc2) in eine ts-Mutante von S.
pombe, die einen cdc2-Defekt aufweist und der dadurch erfolgenden Komplementierung
dieses Defektes konnte gezeigt werden, dass die Zellzyklussteuerung in Eukaryonten
stark konserviert ist (Lee & Nurse, 1987).

Ein weiteres eindrucksvolles Beispiel der Zellzyklusregulation liefert der wee-Phanotyp
der Hefe S. pombe, bei dem kleinere Zellen ausgebildet werden. Die Ursache des
Phanotyps ist ein vorschneller Eintritt in die Mitose, bevor die Zelle die Grofie erreicht hat,
bei der normalerweise das Signal zur Zellteilung ausgeldst wird. Wee-Zellen entstehen
aufgrund einer Uberaktivitat der cylinabhéngigen Kinase Cdc2 von S. pombe. Die erhohte
Cdc2-Aktivitat kann beispielsweise die Folge einer Mutation im cdc2-Gen (gefolgt von
einer Unempfindlichkeit gegentuber Wee) oder im weel-Gen sein. Das weel-Gen codiert
eine Kinase, die Tyr-15 der Cdc2-Kinase phosphoryliert. Das Vorhandensein einer
Phosphatgruppe an dieser Aminosaure hemmt die Cdc2-Aktivitat. Eine Mutation im weel-
Gen verhindert diese Hemmung und es kommt zu einer Uberaktivitdt. Ebenso kann auch
ein Uberschuss der Phosphatase Cdc25, die das Phosphat von Tyr-15 entfernt, zum wee-
Phanotyp fuhren (al-Khodairy & Carr, 1992; Barale et al., 1982; Beach et al., 1982;
Dickinson, 1981; Fantes, 1979; Novak & Mitchison, 1986; Nurse, 2004).
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2.7 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob die Uberexpression von Adx aus
unterschiedlichen Organismen in der Lage ist, Apoptose in verschiedenen Geweben und
Organismen zu induzieren. Es wurde bereits von mir in meiner Diplomarbeit gezeigt, dass
die transiente Uberexpression des menschlichen Elektronentransferproteins in der
Kolonkarzinomzelllinie HCT116 Apoptose ausldsen kann. Es sollte daher untersucht
werden, ob diese Ergebnisse unabhangig vom Zelltyp reproduziert werden kénnen, und
ob weitere Komponenten des Steroidhydroxylasesystems (CYP11A1) ebenfalls in der
Lage, sind Zelltod auszulésen. Weiterhin sollte versucht werden, die im
Kolonkarzinomzell-System erzielten Ergebnisse in der Spalthefe zu reproduzieren. Hefen
dienen seit Jahrzehnten als Modellsystem zur Erforschung biochemischer Vorgange. Da
die Spalthefe eine hohe Homologie zu eukaryotischen Zellen insbesondere im Hinblick
auf mitochondriale Strukturen aufweist, erschien es sinnvoll, die Adx-induzierte Apoptose
in diesem Organismus zu untersuchen.

Flir die Beurteilung der physiologischen Bedeutung dieser Transfektionsexperimente
sollte weiterhin geklart werden, inwieweit eine Transkriptionsregulation des Adx-Gens
wahrend der Apoptose erfolgt und auf welche Weise diese gesteuert wird, insbesondere
im Hinblick auf eine eventuelle Beteiligung der Tumorsuppressoren p53 und p21. Die
Ermittlung der spezifischen Bedingungen, unter denen die Adx-Expression im Verlauf der
Apoptose modifiziert wird, waren ebenfalls Bestandteil dieser Arbeit.

Weiterhin sollte das Adx-Homologe aus D. melanogaster aufgereinigt und charakterisiert
werden. Da Apoptose bei der Metamorphose der Fruchtfliege eine entscheidende Rolle
spielt und D. melanogaster ebenfalls seit Jahren als Modellsystem zur Untersuchung von
Entwicklungs-, Lern- und Verhaltensvorgangen dient, wurde dieser Organismus ebenfalls
zu Untersuchung der Adx-induzierten Apoptose herangezogen.
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3 MATERIAL & METHODEN

3.1 Zellkulturmethoden & fluoreszbasierte Untersuchungen

3.1.1 Kultivierung von Sauger-Zellen

Die Kultivierung der Sduger-Zellen orientierte sich an den von Denner et al. (Denner et al.,
1995a; Denner et al., 1995b) beschriebenen Methoden. Die verwendeten Losungen und
Medien stammen, falls nicht anders erwahnt, von der Fa. Sigma und wurden vor
Gebrauch auf 37 °C vorgewarmt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank
(Fa. Hereaus) mit konstanter Temperatur von 37 °C bei 6 % CO2>-Gehalt und 95 % relative
Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wurden nach erreichter Maximaldichte subkultiviert und
Volumina entsprechend 6 x 105 Zellen in KulturgefaBe mit entsprechender Menge
Medium ausgesat. Die verwendeten Zellen mit den entsprechenden Anzuchtsmedien
sind in Tabelle 1 aufgefthrt:

Tabelle 1: Verwendete Zellkulturmedien

Verwendete Medien :

DMEM+ : (fur COS-1-Zellen)

Dulbecco™s modified Eagle Medium (DMEM) 1x 100 ml
L-Glutamin (200 mM) 2 ml
5000 U Penicillin, 5mg/ml Streptomycin-Losung 1ml
Natriumpyruvat (100 mM) 1ml
Fetales Kalberserum (FBS) 5ml

Dulbecco s modlefled Eagle Medium (DMEM) 1x 100 ml

Fetales Kalberserum (FBS) 10 mi

5000 U Penicillin, 5mg/ml Streptomycin-Losung 1ml
DMEM+2 : (fur RatC6-Zellen)

Dulbecco™s modiefied Eagle Medium (DMEM) 1x 100 ml

Fetales Kalberserum (FBS) 2ml

5000 U Penicillin, 5mg/ml Streptomycin-Lésung 1ml
McCoy “s 5A : (fiir die HCT116-Zelllinien sowie die MeWO-Zellen)

McCoy “s 5A Medium 1x 100 ml

Fetales Kalberserum (FBS) (Fa. Gibco)* 5 ml

5000 U Penicillin, 5mg/ml Streptomycin-Losung 1ml
RPMI : (fiir Terra-Zellen sowie T47D-Zellen

RPMI Medium 100 ml

Fetales Kalberserum (FBS) 5ml

5000 U Penicillin, 5mg/ml Streptomycin-Lésung 1ml
Schneiders Drosophila Medium : (fiir Schneider-2-Zellen)

Schneiders Drosphila Medium 100 mi

Fetales Kalberserum (FBS) 10 ml

5000 U Penicillin, 5mg/ml Streptomycin-Losung* 1ml
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3.1.2 Transiente Transfektion

3.1.2.1 DEAE-Dextran Methode

Die transiente Transfektion erfolgte mit Modifikationen nach Zuber et al. (Zuber et al.,
1988). Dazu wurden pro Transfektionsansatz Volumina von 2-8 x 106 Zellen in jede
Vertiefung einer 6-Well-Platte (Fa. Nukleobond) ausgesat und unter Zugabe von Medium
fir 18 Stunden inkubiert. Daraufhin wurde das Medium durch frisches Medium (ohne
FBS, mit 10 % Hepes-Puffer) ersetzt und flr weitere 3 Stunden inkubiert. Um eine DNS-
Prazipitation zu vermeiden wurden fur jeden Transfektionsansatz folgende Ldsungen
vorbereitet und anschliefend vorsichtig vereinigt: a) 400 ul Medium (ohne FBS, mit 10 %
Hepes-Puffer) mit 2,5 pl DEAE-Dextran-Losung (50 mg/ml) (Fa. Amersham); b) 2 ug
Plasmid-DNS mit 100 pl Medium (ohne FBS, mit 10 % Hepes-Puffer). Dann wurde das
Medium der Zellen durch diese DNS-DEAE-Dextran-Losung ersetzt. Nach einer Stunde
Inkubation erfolgte die Zugabe einer Losung aus 500 uyl Medium und 1,5 ul Chloroquin
(1 mM) und eine weitere Inkubation von 3 Stunden. AbschlieRend wurde das Medium
entfernt und die Permeabilitat der Zellwand fur die Plasmid-DNS durch einen DMSO-
Schock erhdht. Dazu wurden die Zellen exakt 2 Minuten lang mit einer 10 % igen DMSO-
Losung (in Hank “s-Puffer) versetzt und nach zweimaligem Waschen mit Hank “s-Puffer
unter Zugabe von 2 ml Medium pro Transfektionsansatz 24 Stunden inkubiert.

3.1.2.2 Effectene ® Transfektionsreagenz

Ein weitere Methode zur Transfektion von Zelllinien beruht auf der Verwendung des
Effectene® Transfektionsreagenz der Fa. Invitrogen, welches ein nicht-liposomales
kationisches Lipid ist. Die DNS-Moleklle werden bei dieser Methode mittels Enhancer
und optimiertem Puffer kondensiert und anschlieRend mit dem Effectene® Lipid zu
kleinen Komplexen verpackt, die dann in die Zelle geschleust werden. Die Transfektion
wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Da bei den in dieser Arbeit
durchgefihrten Experimenten keine durch das Effectene® Transfektionsreagenz
ausgelosten cytotoxischen Begleiterscheinungen festgestellt wurden, war es nicht
notwendig, das DNS-Transfektionsreagenz-Gemisch nach sechs Stunden von den Zellen
zu entfernen.

Transfizierte Zellen wurden mit Hilfe eines Tropfens des Einbettmittels ,FluorSave® (Fa.
Calbiochem) luftblasenfrei auf einem Objekttrager unter einem Deckglas fixiert. Nach
drei-stindiger Aushartung bei 30°C war das Mikroskopieren unter Verwendung von
Immersionsol moglich. Es wurde das Fluoreszenzmikroskop DM LB HC der Fa. Leica mit
dem Filtersystem A-L fUr die FITC oder DAPI-Fluoreszenz und dem Filtersystem GFP-L fir
die GFP-Fluoreszenz verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
»analySIS“ der Fa. Soft Imaging GmbH.
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3.1.3 Fluorimetrische Verfahren

3.1.3.1 DurchfluBzytometrie

Das Prinzip der DurchfluBzytometrie basiert auf der Messung unterschiedlicher
Eigenschaften einzelner Zellen, die in einem Flussigkeitsstrom einen Laserstrahl
passieren. Jede Zelle interagiert dabei mit dem Laserlicht, was zu einer Streuung des
Lichtes fuhrt. Die Streuung wird durch verschiedene zellbiologische Parameter wie
Zellgrofle, Zellmembran, Zellkern und Granularitat beeinfluRt. Darlber hinaus kénnen
Zelloberflachen-Antigene durch Markierung mit Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern
nachgewiesen werden. Diese Fluorochrome werden durch das Laserlicht angeregt und
kdnnen gemessen werden. Es ist mdglich, folgende optische Parameter gleichzeitig zu
messen:

Vorwartsstreulicht (FSC = forward scatter): Ein Teil des Lichtes wird relativ zur
Achse der Einstrahlung in einem Winkel
von zwei bis sechs Grad gestreut. Diese
Streuung gilt als Maf} fur die Zellgrofle,
denn grofle Zellen streuen mehr Licht
als kleine Zellen.

Seitwartsstreulicht (SSC = sideward scatter): Diese Bezeichnung steht fur das im
rechten Winkel zum einfallenden Strahl
gestreute Licht. Die Intensitat dieses
Lichtes ist von der Granularitdt, den
kernhaltigen Bestandteilen der Zelle
abhangig. Hohere Granularitat bedingt
starkeres Seitwartsstreulicht.

Fluoreszenz: Spezielle Filtersysteme zerlegen das
seitwarts abgestrahlte Licht in drei
verschiedene Spektralbereiche. Damit
ist es moglich, sowohl Einzel-, als auch
Doppel- und Dreifachfluoreszenzen zu
messen. Dies erlaubt eine gleichzeitige
Analyse mehreren, verschiedenen
Parametern.

Um eine durchflufSizytometrische (oder FACS) Analyse durchflihren zu kénnen, wurden die
Zellen mit einem GFP-Plasmid transfiziert, welches durch Laserlicht der Wellenlange 488
nm anregbar ist und grun fluoresziert. Die Messung erfolgte in PBS oder Wasser (H20dest.)
mittels fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS Calibur, Becton Dickinson). Zum
Einstellen der Streulichtparameter wurden unmarkierte Zellen verwendet. Zur Kontrolle
der Autofluoreszenz wurden unbehandelte vitale Zellen als Kontrollgruppe parallel
gemessen, um das Ausmafl der Apoptose und Nekrose in den Versuchsgruppen
beurteilen zu kénnen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Cell Quest
(Fa. Becton Dickinson).

Fur den durchfluizytometrischen Nachweis von Apoptose wurden folgende Methoden
angewendet: der Zelluntergangs-Assay, der CaspSCREEN flow cytometric apoptosis
detection assay, der Dihydroethidium (DHE)- sowie der Dihydrorhodamin123 (DHR123)-
Assay zum Nachweis der ROS-Bildung und der MitoCapture™ apoptosis detection kit. Alle
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Expermimente wurden sofern nicht anders erwahnt dreimal mit Triplettansatzen
durchgefuhrt. Da die auftretende Standartabweichung innerhalb eines Messwertes eine
Besonderheit der FACS-Analyse darstellt, wurde weiterhin jeder Messwert dreimal
vermessen.

3.1.3.2 Bestimmung der Zell-Uberlebensrate (Zelluntergangs-Assay)

Bei dieser Methode wurden die Zellen zunachst mit dem GFP-exprimierenden Plasmid
pPpEGFPc1 transient transfiziert und die Transfektionsraten der Zellen vor und nach
Apoptoseinduktion miteinander verglichen, was einen RuUckschluss auf die
,uberlebenden“ Zellen zulief. Durch Auftragung der Zellgranularitat (SSC-Kanal) gegen
die Intensitdt des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes (FL1-Kanal) konnten die
entsprechenden Zellpopulationen differenziert dargestellt werden.

3.1.3.3 Bestimmung der DNS-Degradation mittels enzymatischer
Markierungsmethode (CaspSCREEN)

Die Proteasen der Caspase-Familie spielen eine wichtige Rolle im Prozess der Apoptose.
Der CaspSCREEN Assay (Fa. Apotech) verwendet (Aspartyl)}-Rhodamin110 (D2R), ein
normalerweise nicht fluoreszierender Stoff, der durch zelluldre Caspasen gespalten wird.
Dadurch entsteht Rhodamin110, dessen Fluoreszenz im FACS auf dem FL1-Kanal
gemessen werden kann. Da die Zelle sehr permeabel flr (D2R) ist, bietet dieser Assay
eine ideale Methode um Apoptose in lebenden Zellen nachzuweisen.

Die Zellen wurden wie unter 3.1.2.2 beschrieben transient transfiziert, Apoptose
ausgelost und durchfluBzytometrisch analysiert. Die Ergebnisse lieen sich wie folgt
darstellen: es wurde die Intensitat des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes (FL1-Height)
gegen die Anzahl der gemessenen Zellen (Counts) aufgetragen. Diese Darstellungsform
ergibt fur apoptotische Zellen einen im Vergleich zur Kontrollgruppe hdheren Median-
Wert (nach rechts verschobener Peak) (Kobayashi et al., 2004a; Kobayashi et al., 2004b;
Mancini et al., 1997; Mancini et al., 1998).

3.1.3.4 Mikroskopische Darstellung apoptotischer Zellen

Der lichtmikroskopische Nachweis von apoptotischen Zellen erfolgte durch das Anfarben
der Zellen mit Acridinorange (AO) (Fa. Aldrich), ein DNS-interkalierender Farbstoff. Damit
lassen sich einzelne Phasen der Apoptose unterscheiden. Der Farbstoff kann
Doppelstrang-DNS sowie denaturierte DNS in Zellen oder Zellkernen unterschiedlich
farben. Interkaliert AO zwischen Doppelstrang-DNS, so fluoresziert er - sobald er in dieser
Form gebunden ist - grun; in denaturierten Teilen der DNS fluoresziert AO rot. Fur die AO-
Farbung wurden 1 x 106 Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und nach Zusatz von AO
(0,5% w/v in PBS) wunter Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes mit dem
Fluoreszenzmikroskop dokumentiert.
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3.1.3.5 Fluorimetrisches Verfahren zum Nachweis der ROS-Bildung

Zum Nachweis der ROS-Bildung in den Zellen wurde Dihydroethidium (DHE) eingesetzt,
eine zellpermeable Substanz, die mit Sauerstoffradikalen zu Ethidium reagiert, welches
im Zellkern mit der DNS interkaliert. Bei einer Anregungswellenlange von 355 nm und
einer Emissionswellenlange von 420 nm kann die Fluoreszenz im Zellkern
durchfluzytometrisch bestimmt werden. Eine Zunahme der Fluoreszenz wird der
Zunahme reaktiver Sauerstoffspezies gleichgesetzt. Die Fluoreszenz von Ethidium wurde
mit dem PI-Filter am FACSCalibur bestimmt. DHE ist relativ spezifisch fur Superoxidanion-
Radikale (02°-), kann aber auch mit Hydroxyl-Radikalen (*OH) und Wasserstoffperoxid
reagieren (Munzel et al., 2002) und besitzt unter bestimmten Bedingungen eine Tendenz
zum Redox- Cycling (Marchesi et al., 1999; Rota et al., 1999a; Rota et al., 1999b; Wang
etal., 2004).

Fur eine FACS Analyse der ROS-Bildung, wurden 2-8 x 10° Zellen mit wahlweise folgenden
Plasmiden transfiziert: pECE-hAdx (Chang et al., 1988) (enthalt humanes Adx), pbAdx4
(Okamura et al., 1985) (enthalt bovines Adx) oder pSVL-hCYP11A1 (Cao & Bernhardt,
1999) (enthalt humanes CYP11A1). Als Kontrollgruppe wurden mit pSVL-Vektor ohne
Insert (mock) transfizierte Zellen getestet. Nach 24 Stunden wurde das Medium entfernt
und die Zellen fur 30 min mit 2 nM DHE bei 37 °C inkubiert. Anschlieflend wurden die
Zellen im FACS analysiert. Zur Auswertung wurde die Fluoreszenzintensitat von Ethidium
(FL2-Height) gegen die Anzahl der gemessenen Zellen (Counts) aufgetragen. Aus den
Histogramm-Plots wurde anschlieBend die mittlere Fluoreszenzintensitat der Proben
bestimmt (Limoli & Giedzinski, 2003). Vermehrte ROS-Bildung zeigte einen im Vergleich
zur Kontrollgruppe hoheren Median-Wert (nach rechts verschobener Peak). Bei den
dargestellten Balkendiagrammen bzw. Tabellen handelt es sich um die Mittelwerte der
gemessenen  Ethidiumfluoreszenzintensitdt +  Standartabweichungen, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.005 ****p<0.001 verglichen mit der Kontrollgruppe.

Eine Art negativer ROS-Nachweis liefd sich unter Zuhilfenahme von so genannten ROS-
Fangern oder Scavangern durchfuhren. Es handelt sich bei diesen Reagenzien um
Substanzen, die in der Lage sind freie Radikale zu binden und dadurch den in der Zelle
entstehenden Schaden zu verringern oder zu verhindern. In dieser Arbeit wurden
verschiedene ROS-Fanger eingesetzt: MnTBAP (Fa. Alexis) (Endkonzentration: 10 mM)
(Ghafourifar et al., 1999); DIDS (Endkonzentration: 250 mM) (Santos et al., 1999;
Thangaraju et al., 1999b), Tiron (Fa. Aldrich) (Endkonzentration: 1 mM) (Ledenev et al.,
1986) und NAC (Endkonzentration: 5 mM) (Tsai et al.,, 1996). Dazu wurde den Zellen
sechs Stunden nach erfolgter Transfektion Medium, welches die ROS-Scavanger in
entsprechenden Konzentrationen erhielt zugesetzt. Die Zellen wurden dann weitere 24
Stunden kultiviert bevor die Detektion der ROS-Bildung mittels DHE im FACSCalibur
erfolgte.

3.1.3.6 Bestimmung von Veranderungen im Mitochondrienpotential mittels
MitoCapture™ Apoptosis Detection Kit

Der Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials (Wm) innerhalb einer
Zelle spielt eine wichtige Rolle beim Ablauf des programmierten Zelltods (Henry-Mowatt
et al., 2004). Um eine solche Veranderung durchfluRzytometrisch zu detektieren, wurde
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das MitoCapture™ mitochondrial apoptosis detection kit (Fa. Apotech) eingesetzt. Diesem
Kit liegt folgendes Prinzip zu Grunde: Der kationische Fluoreszenzfarbstoff MitoCapture™
aggregiert in gesunden Zellen in den Mitochondrien (rote Fluoreszenz: Emax 590 nM), in
apoptotischen Zellen kann er dies jedoch aufgrund eines veranderten
Transmembranpotentials der Mitochondrien nicht und liegt dort als grin-fluoreszierendes
Monomer ( Emax 530 nM) im Cytoplasma der Zelle vor (Chen et al., 2001). Die Zellen
wurden in einer Dichte von 2-8 x 10° ausgesat, mit den entsprechenden Plasmiden
transfiziert, nach Anleitung des Herstellers aufbereitet und am FACSCalibur vermessen.
Dazu wurden fir die grine Fluoreszenz der FITC-Filter und fur die rote Fluoreszenz der PI-
Filter am Gerat verwendet. Anschliefend erfolgte die Auswertung der mittels CellQuestPro
Software dargestellten Histogramm-Plots. Die gezahlten Ereignisse (counts) wurden
gegen die Fluoreszenzintensitat aufgetragen und die mittlere gemessene Fluoreszenz
(Median) bestimmt (Kobayashi et al., 2004a; Kobayashi et al., 2004b; Mancini et al.,
1997; Mancini et al., 1998).

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Diese Methode erlaubt die Amplifizierung spezifischer DNS-Fragmente. Das zu
amplifizierende DNS-Fragment (template) wird dabei von zwei synthetischen
Oligonucleotiden (Primer) flankiert. An den freien 3 -Enden dieser Primer bindet eine
hitzestabile DNS-Polymerase, die den Einbau von Desoxyribonucleotiden katalysiert. Der
sich wiederholende Zyklus der PCR, der zu einer exponentiellen Vermehrung des
gewahlten DNS-Abschnitts fuhrt, beinhaltet die folgenden Reaktionsschritte:
a) Denaturierung des doppelstrangigen Template durch Erhdéhung der Temperatur,
b) Anlagerung der Primer an die Einzelstrange (Annealing), ¢) Bindung der Polymerase an
die  Primer, und davon ausgehend, durch den Einbau entsprechender
Desoxyribonucleotide Synthese von jeweils einem neuen Doppelstrang (Extension). Ein
Standard-PCR-Programm ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:

Tabelle 2: Standard-PCR-Programm

Schritt 1: Start-Denaturierung 94°C 5 min
Schritt 2: Denaturierung 94°C 0,5 min
Schritt 3: Annealing 55°C 0,5 min
Schritt 4: Extension 72°C 1,5 min
Schritt 5: 30-fachen Wdh. Der Schritte 2 bis 4

Schritt 6: End-Extension 72°C 5 min
Schritt 7: Kihlung 10°C unendlich
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3.2.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese von DNS und der Verdau mit Restriktionsenzymen wurden
nach der Beschreibung von Sambrook et al. (Sambrook et al., 2001) durchgefuhrt. Far
die Restriktion wurden Enzyme der Fa. Promega verwendet. Die Polymerasen fur die PCR
stammten von den Firmen Promega ("Pfu-DNS Polymerase"), sowie Qbiogene ("Tag-DNS
Polymerase"), der "PCR-dNTP-Mix" von der Fa. Bioline.

3.2.3 Isolation von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

DNS-Fragmente wurden mittels "nucleo spin extract™Kit der Fa. Macherey-Nagel isoliert.
Die zu reinigenden DNS-Fragmente wurden aus dem Agarosegel herausgeschnitten und
den Herstellerangaben entsprechend weiterbehandelt.

3.2.4 Ligation und TOPO™--Klonierung

Bei einer Ligation handelt es sich um die Neukombination von Genabschnitten, die
mittels Restriktionsenzymen geschnitten wurden. Dazu wurde zunachst der Plasmidring
geschnitten, anschliefend erfolgte die Anlagerung eines fremden DNS-Fragmentes aus
dem Restriktionsansatz durch Wasserstoffbrickenbindung zwischen den Basen. Es
werden kovalente Bindungen Uber das Enzym T4-DNS-Ligase (Phosphodiester-Bindunge
zwischen der freien 5-Phosphatgruppe und der freien 3’-OH-Gruppe der Desoxyribose)
gebildet und das linearisierte Plasmid schliefit sich wieder zu einem Ring.

Bei einer TOPO-Klonierung handelt es sich um eine Klonierung in einen Vektor der durch
einen Thymidin-Uberhang am 3’-Ende kovalent an ein Topoisomerase gebunden ist. Der
Thymidin-Uberhang erméglicht eine direkte Insertion von Tag-Polymerase-amplifizierten
PCR-Produkten. Die Topoisomerase | entstammt dem Vaccina-Virus und katalysiert die
Ligation von Vektor und Insert. Das Enzym bindet an doppelstrangige DNS und spaltet die
Phosphodiesterbricken am 5’-CCCTT-Ende eines DNS-Strangs. Die hierbei freiwerdende
Energie wird zum Aufbau einer kovalenten Bindung zwischen dem 3’-Phosphat des
gespaltenen DNS-Strangs und einem Tyrosin-Rest (Tyr-274) der Topoisomerase | genutzt.
Diese kovalente Phospho-Tyrosin-Bindung zwischen Vektor und Topoisomerase | wird in
einem nachsten Schritt von der 5’-Hydroxy-Gruppe des amplifizierten DNS-Fragments
angegriffen, wobei es zu einer Umkehrung der Reaktion und damit zur Freisetzung der
Topoisomerase | kommt (Sekiguchi & Shuman, 1994). Die Durchfuhrung erfolgte mit dem
TOPO-Kit (Fa. linvitrogen) nach Herstellerangaben.
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3.2.5 HKultivierung von Bakterien

Die Bakterien wurden in komplexen Flussigmedien (Nahrbouillon; Fa. Sifin, LB; Fa. Gibco,
SOC; (Sambrook et al., 2001)) mit entsprechenden Antibiotika kultiviert. Dazu wurden die
FlUssigkulturen bei 25-37°C im Schuittelinkubator (150 - 250 UpM) inkubiert. Das
Wachstum der Bakterien wurde mit Hilfe der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange
von 600 nm im Spektralphotometer (UV-2101 PC, Shimadzu) verfolgt. Zur Herstellung
von Festmedien wurde dem entsprechenden Flussigmedium 1 % Agarose hinzugefugt.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten E. coli Stamme sind in Tabelle 3
zusammengefaft.

Tabelle 3: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz
F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) US Patent 5,487,993
TOP10 One Shot ®80/acZAM15  AlacX74  recAl Invitrogen, Carlsbad/USA
deoR araD139(ara-leu) 7697
galUgalK rpsL (StrR) endAl nupG
F- dem ompT hsdS(rs- me-) gal A (Stratagene, ; Studier,
BL21(DE3) (DE3) 1991)
F- dem ompT hsdS(rs- ms-) gal A (Davanloo et al., 1984,
BL21(DE3) pLysS (DE3) [pLysS Cm]a Stratagene, ; Studier &
Moffatt, 1986)
BL21(DE3) pLysE F- ADE3) ompT hsdS(rb-mb-) Novagen, Madison/USA
dem gal pLysk Cmr
Rosetta F- ompT hsdSB(rB-mB) gal dcm Novagen, Madison/USA
lacY1 pRARE (CmR) (Freundlicherweise zur
Verfligung gestellt von AK
Hartmann)
el4-(McrA-) recAl endAl gyrA96
IJM109 thi-1 hsdR17(rK- mK+) supE44 (Sambrook et al., 2001;
relA1 A (lac-proAB) [F traD36 Stratagene)
proAB lacliZA M15]
BC (BL21-CodonPlus® F- ompT hsdS(rs- me-) decm+ Tetr gal (Carstens, 1999;
(DE3)-RIL) A (DE3) endA Hte [argU ileY leuW Stratagene)
Cmr]
BCC BC + pREP4groESL (Carstens, 1999;
Stratagene)

Von E. coli B abgeleitete Stdmme sind besonders flr die Proteinexpression geeignet, da
ihnen sowohl die Lon Protease als auch die OmpT (Outer membrane) Protease fehlen, die
zur Proteindegradation wahrend der Reinigung fuhren kdénnen. Mit der Bezeichnung
(DE3) versehene Stamme tragen daher eine chromosomale Kopie des T7 RNA
Polymerase Gens unter der Kontrolle des lacUV5 Promotors. Daher sind diese Stamme
fr T7 Expressionssysteme, wie z. B. pET-3d, geeignet. Die Bezeichnung pLysS weist auf
einen Stamm hin, der ein pET-kompatibles Cm" Plasmid enthalt, das das Gen fur T7
Lysozym enthalt; T7 Lysozym ist ein natUrlicher Inhibitor der T7 RNA Polymerase, so dass
in diesen Stammen die Basalexpression unterdrickt werden kann.

29



Material & Methoden

3.2.5.1 Bakterienglycerinkulturen

Dauerkulturen von Bakterienstammen wurden durch Vermischen der Zellsuspensionen
mit sterilem Glycerin im Verhaltnis 1:1 angelegt, in flussigem Stickstoff schockgefroren
und bei -20°C gelagert (Sambrook et al., 2001).

3.2.5.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Bakterienzellen, die freie DNS aufnehmen kdnnen, bezeichnet man als kompetent.
Bakterien, die keine natlrliche Kompetenz besitzen, kdnnen durch verschiedene
Methoden kompetent gemacht werden. Verbreitet ist die CaCl>-Methode. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983) verwendet.

3.2.5.3 Bakterientransformation

Das Einschleusen von DNS in einen Mikroorganismus bezeichnet man als
Transformation. Bei der verwendeten Methode macht man sich den Umstand zunutze,
dass die nach Hinzufligen einer Salzldsung porése Bakterienmembran durch eine kurze
(etwa 30 Sekunden dauernde) Temperaturerhdhung auf 42°C fur die Fremd-DNS
durchlassig wird. Eine unmittelbar auf diesen Temperaturanstieg folgende Abkuhlung des
Reaktionsansatzes erhoht die Effizienz dieser so genannten Hitzeschocktransformation.
Die Transformation der E. coli-Zellen mit Plasmid-DNS erfolgte nach der Beschreibung
von Sambrock et al. (Sambrook et al., 2001).

3.2.5.4 Plasmidisolierung aus Bakterien

Die Isolierung der Plasmid-DNS aus Bakterienzellen erfolgte anhand der
Herstellerangaben mittels ,Wizard® Plus“ Mini- und Midi-Kit (Fa. Promega), sowie dem
LPlasmid Mini Kit“ (Fa. Qiagen).

3.2.5.3 Photometrische Bestimmung der Plasmidkonzentration

Die DNS-Konzentration lasst sich photometrisch Uber die Absorption der DNS bei 260 nm
bestimmen (Sambrook et al., 2001). Zu diesem Zweck wurde von der DNS im UV/VIS-
Spektralphotometer (UV-2101 PC Fa. Shimadzu) ein Spektrum zwischen 200 nm und
300 nm aufgenommen.
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3.2.6 Proteinexpression in E. coli

Zunachst wurden geeignete E. coli Stamme mit dem Plasmid, das die cDNS des
gewunschten Proteins beinhaltet transformiert und 24 Stunden Kkultiviert. Ein
Selektionsmedium wurde mit dieser Vorkultur angeimpft und im Schuttelinkubator bei
37°C bis zu einer ODeoonm von 0,5-1,0 inkubiert. Nach Erreichen der gewlnschten
ODeoonm erfolgte die Induktion der Expression durch Zugabe von IPTG in einer
Endkonzentration von 1 mM. Bei IPTG handelt es sich um ein nicht-fermentiertes
Lactoseanalogon, welches den lac Repressor inhibiert und dadurch die Proteinexpression
in den Zellen startet. Die Expressionsbedingungen fir das Adx-Homolog aus D.
melanogaster wurden an die eingesetzten E. coli Stdmme angepasst. Zur Kontrolle der
Expressionsintensitat wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben flUr die
Proteinanalyse mittels SDS-Polyacrylamidelektrophorese entnommen.

3.2.7 DNS-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNS erfolgte mit einer modifizierten Didesoxymethode (Sanger et
al., 1977) in einem automatischen Sequenziersystem "DNS-Sequencer 4000" der Fa.
Licor anhand der Herstellerangaben. Sie wurden freundlicherweise von Frau Nathalie
Lenz und Frau Katharina Bompais durchgefihrt. Weitere Sequenzierungen erfolgten
durch die Fa. Sequiserve.
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3.3.1 Proteinextraktion aus Saugerzellen

Als Vorbereitung flur die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page) mufiten
zunachst die Proteine aus den entsprechenden Organismen gewonnen werden. Dazu
wurden die Zellen wie gewohnt transfiziert und unter Standartbedingungen inkubiert. Die
Proteinaufreinigung erfolgte nach den von Denner et al. beschriebenen Methoden
(Denner et al., 1995a; Denner et al., 1995b).

3.3.2 Proteinextraktion aus Hefezellen

Zunachst wurden Vorkulturen der in Tabelle 3.5.1 aufgefUhrten Hefestamme im
Schuttelinkubator bei 30°C fir 24 Stunden im entsprechenden Selektionsmedium
inkubiert. Nach Uberimpfen einer 100 ml Hauptkultur mit 10 ml der Vorkultur wurde
diese bis zu einer ODeoo nm von 1,5 bis 2 inkubiert. Dann erfolgte die Proteinextraktion
nach der von Matthes et al. (Matthes et al., 1994) beschriebenen Methode.
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333 Proteinextraktion aus Bakterienkulturen

Zunachst wurden die Bakterien transformiert, kultiviert und induziert. Nach erfolgter
Expression wurden die Zellen pelletiert und das in 50 ml Lysepuffer resuspendierte Pellet
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Das verwendete Programm im Ultraschall-
Desintegrator (USD 30) (2/8 Zoll Sonotrode, Fa. Emich) ist in Tabelle 4 dargestellt. Es
wurde lediglich der abzentrifugierte Uberstand des aufgeschlossenen Lysat fiir die
Aufreinigung verwendet.

Tabelle 4: Ultraschall-Programm zum Aufschluss

Sondentyp 1

Amplitude 50hz

Gesamtdauer 20min

Puls 30sek

Ratio 1 (30sek Beschallung - 30sek Pause)
Temperatur 10°C (zuséatzliche Kuhlung der Zellen mit Eis)
Ruhrgeschwindigkeit 100UpM

3.3.4 Reinigung der Proteine aus Bakterienkulturen

3.3.4.1 Saulenchromatographische Reinigungsverfahren

Die lonenaustauschchromatographie ist eine Form der Adsorptionschromatographie, die
auf der Interaktion zwischen geladenen gelésten Molekllen beruht. Der lonenaustausch
findet an lonenaustauschergruppen statt, z. B. SOz oder NHs*. Diese Gegenionen kdnnen
durch andere lonen ersetzt werden. Als Anionenaustauscher wurde DEAE-TOYOPEARL
650 S (Fa. Tosoh), welcher Diethylaminoethylgruppen als positiv geladene Gruppen tragt
verwendet. Die Saule (115 ml Saulenvolumen, O 2,6 cm) wurde vor Laden des
Proteinlysats nach Herstellerangaben aquilibriert. Die Flufrate betrug konstant 1,5
ml/min. Ungebundene Proteine wurden durch Waschen mit etwa 2-3 Saulenvolumina
Puffer (20 mM Tris/HCI (pH 9,0) entfernt. Anschliefend erfolgte mittels dem in Tabelle 5
aufgefuhrten Gradienten-Programm die Elution. Die gesammelten Fraktionen wurden
spektroskopisch analysiert und fur die anschlieRende Gelfiltration mittels Centricon 30
(Fa. Millipore) auf ein Volumen zwischen 0,3 und 0,5 ml eingeengt. Es wurden weiterhin
SourceE 30Q und Source 30S (Fa. Amersham) als Sdulenmaterial verwendet.

Tabelle 5: Elutionsprogramm

1,5 ml/min Flufrate

00 - 20 ml 0 % Elutionspuffer
20 - 30 ml 20 % Elutionspuffer
30 - 100 ml 50 % Elutionspuffer
100 - 150 ml 70 % Elutionspuffer
150 - 200 ml 100 % Elutionspuffer
200 - 250 ml 100 % Elutionspuffer
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Das Prinzip der Gelfiltration beruht auf der Trennung der Moleklle nach Gré3e, wahrend
sich die in Losung befindlichen Molekule durch sie hindurch bewegen. Die Gelmatrix -
ein Phasengemisch aus einer festen und einer flissigen Phase - fungiert dabei als
Molekularsieb. Es bilden sich Poren einheitlicher Grofle, die eine Ausschlussgrenze fur
die GroRBe der zu trennenden Substanzen festlegen. Die Elution der zu trennenden
Molekule erfolgt nach abnehmendem Molekulargewicht. Das in der Arbeit verwendete
Saulenmaterial Superdex 75 (Fa. Amersham Pharmacia) eignet sich fir die Trennung
globularer Proteine von 3 bis 70 kDa. Es handelt sich um ein zusammengesetztes Gel, in
dem die Dextran-Ketten, die hauptsachlich die Filtrations-Eigenschaften bestimmen,
kovalent an eine stark verzweigte Agarose-Matrix gebunden sind. Die verwendete Saule
besafd eine Lange von 60 cm und einen Durchmesser von 1,6 cm. Sie wurde mit 20 mM
Kaliumphosphat (pH 9,0) aquilibriert und eluiert. Die FluRrate betrug 0,2 ml/min.

3.4 Proteincharakterisierung

3.4.1 UV/Vis-Spektren

Die in der Arbeit vorliegenden Spektren wurden im Bereich von 250 und 700 nm mit
einem UVPC-2101 Zweistrahlphotometer der Fa. Shimadzu aufgezeichnet. Je nach
Wellenlangenbereich in dem die Proben analysiert wurden, erfolgte die Messung unter
Verwendung von Quarzkuvetten unterschiedlicher Schichtdicke ( 0,1 - 1 cm).

3.4.2 Circular-Dichroismus(CD)-Sprektroskopie

Eine Methoden zur Konformationsanalyse von Peptiden ist die Circulardichroismus-
spektoskopie (CD-Spektroskopie) (Pingoud & Jeltsch, 1997). CD-Spektroskopie nutzt die
Wechselwirkung optisch aktiver Substanzen mit polarisiertem Licht und analysiert die
unterschiedliche Absorption in Abhangigkeit von der Wellenlange. Dadurch kann die
Absolutkonfiguration von Molekulen bestimmt werden. Optische Aktivitat beruht im
Allgemeinen auf dem Fehlen von Symmetrie und im Speziellen auf dem Vorhandensein
eines asymmetrischen Kohlenstoffatoms, das man als chirales Zentrum im Molekl
bezeichnet. Die CD-Spektren wurden mit einem Jasco 715 Spektropolarimeter
aufgenommen. Bei der thermischen Denturierung erfolgte die Temperaturregulation der
Quarzkivette mit der Schichtdicke von 1 cm (sichtbarer und mittlerer UV-Bereich) durch
ein Peltier-Element (Jasco; PTC-348WI). Drei Spektren wurden von jeder Probe gemessen,
akkumuliert und durch den Abzug der jeweiligen Kivettenspektren korrigiert.

3.4.2.1 Bestimmung der thermischen Stabilitat mittels (CD)-Sprektroskopie

Die Umgebung des [2Fe-2S]-Clusters ist fur die CD-Hauptbande bei 440 nm verantwort-
lich. Wird das Signal bei 440 nm verfolgt, wahrend das Protein aufgeheizt wird, so kann
anhand der Signalanderung bestimmt werden, bei welcher Temperatur das Protein seine
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strukturelle Integritat verliert und sich entfaltet. Der verwendete Puffer enthielt 5 mM
oder 50 mM HEPES bei einem pH-Wert von 7,5. Um den Sauerstoff zu entfernen, wurde
der Puffer bei einem Vakuum von -1 bar 30 min entgast. In anaerober Umgebung (95%
Stickstoff und 5% Wasserstoff) wurde die Kivette beflllt und mit einem Teflonstopfen
verschlossen. Die Proben wurden im CD-Spektrometer von 20°C bis 80° C aufgeheizt und
die Signalanderung bei 440nm fUr die oxidierten Form verfolgt.

Parameter des CD-Gerates fur die chemischen Denaturierung:

Range 650-200nm
Sensitivity 50mdeg
Resolution 0.5nm
Accumulation 3

Band with 10nm
Response 1sec

Scan speed 500nm/min

Parameter des CD-Gerates fur die thermische Denaturierung;:

Heating rate 60°C/h
Sensitivity 100mdeg
Resolution 1cC
Accumulation 1

Band with 10nm
Response 2sec

3.4.3 Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Technik, Proteine aufgrund ihres Molekulargewichts zu trennen, beruht auf der
Anwesenheit des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS), welches sich mit
Proteinen zu stark negativ geladenen SDS-Protein-Komplexen verbindet. Damit ist die
spezifische Ladung der Proteine nicht mehr entscheidend flar ihre
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Innerhalb einer Gelmatrix aus
hydrolysierten, quervernetzten Polymeren ist somit im Wesentlichen nur noch die
ProteingrofRe flur das Wanderungsverhalten entscheidend. Dieses Trennsystem wurde
erstmals von Lammli beschrieben (Laemmli et al., 1976).

3.4.4 Western Blot und immunologischer Proteinnachweis

Um die nach ihrer Grofle getrennten Proteine immunologisch nachweisen zu kdnnen,
wurden sie vom SDS-Gel zunachst auf eine Nitrozellulosemembran (Western Blot)
ubertragen. Das in der Arbeit angewandte Verfahren beruht auf der Methode von
Sambrook (Sambrook et al., 2001).

Die Detektion der Proteine auf der Nitrocellulosemembran erfolgte durch
Chemolumineszenz mittels ,ECL Plus Western Blotting Detection Reagents“ (Fa.
Amersham Biosciences). Dazu wurden die Detektionsreagenzien nach Anleitung des
Herstellers gemischt, auf die Nitrozellulosemembran aufgetragen und 5 Minuten
inkubiert. AnschlieRend wurde die Lésung abgetupft und die Membran luftblasenfrei in
Klarsichtfolie eingeschlagen. In einer Filmkassette legt man auf die Membran einen
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LHyperfilm-ECL“ (Fa. Amersham Biosciences) und belichtet diesen 1 Minute lang, bevor
man ihn entwickelt. Bei schwachen Signalen muss die Belichtungszeit erhoht werden. Es
wurden polyklonale Primarantikorper zum Nachweis von Cytochrom ¢, p53 und p21Waf
(Fa. Pharmacia) sowie Adx verwendet. Als Sekundarantikorper wurde "Anti-rabbit 1gG" (Fa.
Dako) eingesetzt.

3.4.5 Aktivitatsanalyse mittels in vitro Rekonstitution

Um zu Uberprifen, ob Benoni in der Lage ist, Elektronen auf CYP11A1 zu Ubertragen,
wurde ein nach Beckert modifizierter CYP11A1-Substratumsetzungs-Test durchgefihrt
(Beckert et al., 1994). CYP11A1 ist in vivo fur die Umwandlung von Cholesterol zu
Pregnenolon verantwortlich. Dabei werden die fur die Reaktion bendétigten Elektronen von
NADPH bereitgestellt und Uber AdR und Adx auf das Cytochrom P450 Ubertragen. Die
Substratumsetzung kann in vitro rekonstituiert werden, sofern eine vollstandige
Elektronenubertragungskette vorhanden ist (Sugano et al., 1989).

Als Reaktionspuffer diente 50 mM HEPES (pH 7,4) mit 0,05 % Tween 20. Die
Endkonzentrationen der eingesetzten Komponenten betrugen 0,4 yM CYP11A1, 0,5 uM
AdR, 400 uM Cholesterin, 5 uM Glucose-6-Phosphat, 1 uyM MgCl2, 1 U Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase, 100 pM NADPH zum Starten der Reaktion und 0,4 U
Cholesteroloxidase. Als interner Standard diente 100 pM Cortisol. Als Positivkontrolle
wurde gereinigtes Adx von Herrn Wolfgang Reinle verwendet. Die eingesetzten
Konzentrationen der Benoni-Varianten lagen im Bereich zwischen 0,05 UM bis 1,6 uM.
Die Reaktionszeit betrug 10 Minuten bei 37°C unter starkem Schutteln. Die Steroide
wurden anschlieBend mit Chloroform extrahiert, getrocknet und in 200 uM Acetonitril
aufgenommen. Die HPLC-Analyse erfolgte an einer Anlage der Fa. JASCO unter
Verwendung einer "C18 reversed phase"-Sdule (Fa. Waterman) mit einem
Lésungsmittelsystem, bestehend aus Acetonitril/Isopropanol (30:1). Zur Detektion wurde
die Absorption bei 240 nm gemessen und die Auswertung anhand des Chromatogramms
mit der Software Borwin der Fa. Jasco vorgenommen. Alle Expermimente wurden sofern
nicht anders erwahnt mindestens dreimal durchgefuhrt.

3.4.6. Redoxpotentialbestimmung

Das Redoxpotential von Benoni wurden mittels der Farbstoff-Photoreduktionsmethode
mit Safranin T als Indikator und Elektronenubertrager bestimmt (Sligar & Gunsalus,
1976). Hierbei wurden die Absorptionsanderungen bei den Wellenlangen 520 nm und
414 nm spektralphotometrisch verfolgt und anschlieend durch Verwendung der
Nernst’schen Gleichung E = Eo + (RT / zF) * In ¢ (Ox) / ¢ (Red) ausgewertet. Dabei
entspricht E dem Redoxpotential in V, Eo dem Standardpotential in V, R ist die
Gaskonstante mit einem Wert von 8,314 J/(mol K), T die Temperatur in K, z beschreibt
die Anzahl der Ubertragenen Elektronen, F ist die Faraday-Konstante mit einem Wert von
96500 J/(mol V) und ¢ (Ox) bzw. ¢ (Red) ist die Konzentration des Oxidationsmittels bzw.
des Reduktionsmittels jeweils in mol/I.
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3.4.7. ESR-Messung

Mit Hilfe der Elektronenspinrensonanz (ESR) wird die resonante Mikrowellenabsorption
einer Probe in einem statischen Magnetfeld gemessen. Dadurch ist es maglich Proben zu
untersuchen, die Uber ein permanentes magnetisches Moment (ein oder mehr
ungepaarte Elektronen) verfigen. Diese Methode wurde 1944 von Jewgeni
Konstantinowitsch Sawoiski erstmals beschrieben: Bringt man eine Probe mit
permanentem magnetischem Moment (magnhetisches Moment) in ein Magnetfeld, so
spalten sich die entarteten Energiezustdnde auf (Zeeman-Effekt). Durch Bestrahlung mit
einer Mikrowelle, deren Energie der Aufspaltung der Zeeman-Niveaus entspricht, kommt
es zur Absorption (Zeemann, 1914). In der Praxis wird die zu untersuchende Probe in
einem veranderlichen Magnetfeld mit einer Mikrowelle fester Frequenz bestrahlt. Das
aufgezeichnete Absorptionsspektrum erlaubt Ruckschlisse auf die magnetische
Umgebung der magnetischen Momente. Die ESR-Messungen der vorliegenden Arbeit
wurden freundlicherweise durch Herrn Dr. R. Kappl vom Institut fir Biophysik in Homburg
durchgefluhrt.

3.5 Spalthefe-Methoden

3.5.1 Schizosaccaromyces pombe-Stamme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stamme sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6: Verwendete S. pombe-Stamme

Stamm  Genotyp  Referenz
MB100 h-cdc2.1w / leul.32 (Enoch & Nurse, 1990)
MB154 h* cdc2.3w / leul.32 / ade (Enoch & Nurse, 1990)
MB271 h-leul-

MB292 MB 100 / Adx108 vorliegende Arbeit
MB293 MB 154 / Adx108 vorliegende Arbeit
CAD45 h-leul- / pNMT1-Adx-wt vorliegende Arbeit
CAD46 h-leul-/ pNMT1-Adx S112W vorliegende Arbeit
CAD47 h-leul-/ pNMT1-Adx D113Y vorliegende Arbeit
CAD48 h-leul-/ pNMT1-Adx 108 vorliegende Arbeit
TH75 h-leul-/ pNMT1-Adx-wt-AdR-CYP11B1 vorliegende Arbeit
INO1 h-leul- / pNMT1-Adx-wt-AdR vorliegende Arbeit
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3.5.2 Kultivierung von Schizosaccharomyces pombe

Die Anzucht der Spaltehefe S. pombe erfolgte in Edinburgh Minimal Medium (EMM). Die
Zusammensetzungen der Nahrmedien fur S. pombe erfolgten nach Alfa et al. (Alfa et al.,
1993). Fur Selektionsmedien wurde das Medium je nach verwendetem Spalthefestamm
mit Adenin (ade), Histidin (his), Leucin (leu), Uracil (ura) oder Kombinationen dieser
Zusatzlésungen supplementiert. Die Arbeitskonzentration dieser Zusatze betrug jeweils
0,1 g/l. Zum Zubereiten von Kulturplatten wurde EMM mit entsprechenden
Selektionssupplementen und 2 % Agar versetzt. Bei Versuchen, in denen die Expression
der transformierten Gene unterdrlickt werden sollte, wurde durch Zugabe von Thiamin in
einer Endkonzentration von 5 uM der nmt41-Promotor abgeschaltet. Etwa 4 h nach
Zugabe von Thiamin erfolgt die Abschaltung, wohingegen das Anschalten des Promotors
zwischen 20 und 24 h bendtigt (Maundrell, 1993).

Fur eine Vorkultur eines Hefestammes, wurden 10 ml EMM mit den jeweils nétigen
Auxotrophiemarkerlésungen versehen und mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte
beimpft. Diese Kultur wurde dann fir 24 Stunden bei 30°C im Rotationsschuttler
inkubiert, so dass die Zellen die stationare Wachstumsphase erreichten. Fir eine
Hauptkultur wurde die bendétigte Menge EMM (Ublicherweise 100-200 ml) mit allen
nétigen Zusatzen (Auxotrophiemarker, Steroide) versehen und mit 1/40 Volumenteil der
Vorkultur beimpft.

3.5.3 Spalthefeglycerinkulturen

Zur langfristigen Lagerung wurden von allen Spalthefestammen Glycerinkulturen
angelegt. Dazu wurde eine Suspension des jeweiligen Stammes im Verhaltnis 1:1 mit
sterilem Glycerin gemischt und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Kulturen
wurden bei -80°C aufbewahrt.

354 Hefetransformation

Aufgrund der Dicke und Stabilitdt der Hefezellwand unterscheidet sich eine
Hefetransformation von einer Bakterientransformation. Die hier verwendete
Lithiumacetat (LiAc)-Methode stltzt sich auf die Eigenschaft der Alkali-lonen, die
Zellwand pords zu machen. Die Durchfuhrung dieser Methode orientierte sich an der
Beschreibung von F. Hostenbach (http://www.bio.uva.nl/pombe/handbook/section2/
section2-7.html) und ging im wesentlichen auf die Beschreibungen von Ito zurlck (Ito et
al., 1983).
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3.5.5 Wachstumskurven

Als Vorkultur wurden 10 ml des entsprechend supplementierten Selektionsmedium mit
einem Spalthefeklon angeimpft und bei 30°C im Schattler (150 U/min) Uber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Animpfung einer 10 ml Hauptkultur in der Dichte
5 x 105 Zellen und anschlieBende Inkubation bei 30°C im Schuttler (150 U/min). Es
wurde Uber einen Zeitraum von 8 Stunden alle 2 Stunden Proben dieser Hauptkultur
entnommen und die Generationszeiten mittel ODsos-Messung bestimmt.

3.5.6 H202 - Plattentest ( Zellviabilitatsassay)

Es wurden wie bereits unter 3.5.2 beschrieben Vorkulturen der jeweiligen Stamme
angeimpft. Am nachsten Tag erfolgte eine 1:2000 Verdlinnung der Vorkulturen in
HoOdest. Je 200 pl dieser Verdinnung wurde auf EMM-Platten ohne Zusatz, sowie EMM-
Platten die H202 in den Konzentrationen 0,5 mM; 1 mM; 3 mM und 5 mM enthielten
ausplattiert. Die Platten wurden anschliefend fir 4 Tage bei 30°C inkubiert. Um die
Viabilitat der Zellen in % zu bestimmen, wurden die Kolonien auf den Platten gezahlt. Bei
der Auswertung handelt es sich um die Kalkulation dreier unabhangiger Experiment mit
Dreifachwerten.

Viabilitat [%] = Anzahl der Kolonien H202 enthaltende Platte * 100
Anzahl der Kolonien EMM-Platte (Kontrolle)

3.5.7 DAPI (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol) -Farbung

Fir die DAPI-Farbung wurden Zellen einer frUhen stationaren S. pombe Kultur
abzentrifugiert, in Methanol gewaschen, fixiert und anschlieRend mit einer 1:103
verdinnten Lésung aus 50:50 MeOH:H20 und DAPI (Stock: 1.0 mgihL 1 in H20) gefarbt.
Nachdem die Zellsuspension auf dem Objekttrager getrocknet war, wurden die Zellen mit
einem Fluoreszenzmikroskop DM LB HC der Fa. Leica betrachtet und die Daten mittels
analySIS Software der Fa. Soft Imaging GmbH verarbeitet und ausgewertet.

3.5.8 Durchfluzytometrische Analysen

Die Durchfuhrung der durchfluizytometrischen Analysen erfolgte in der Spalthefe, wie
bereits im Kapitel 3.1.4.1 fur Sdugerzellen beschrieben, es wurde allerdings destilliertes
Wasser an Stelle von PBS zur Analyse verwendet. In allen Experimenten wurden 30000
Zellen gezahlt und die dargestellten Werte wurden aus drei unabhangigen Experimenten
mit  Triplett-Ansatzen kalkuliert. Fur alle Zellzyklusexperimente wurden die
Kulturbedingungen, das Propidiumiodid-Staining (Pl) sowie die durchfluRzytometrischen
Analysen wie von Alfa et al. beschrieben, durchgefiuhrt (Alfa et al., 1993).
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3.5.9 Annexin-Farbung

Bei intakten Zellen befindet sich das Phospholipid Phosphatidylserin nahezu
ausschliefllich auf der Innenseite der doppelschichtigen Zytoplasmamembran. Diese
Polaritat wird in einer sehr frihen Phase der Apoptose-Kaskade aufgehoben. In der Folge
gelangt Phosphatidylserin an die Aufienseite der Zytoplasmamembran. Annexin V bindet
mit hoher Affinitdt an Phosphatidylserin. Uber den Nachweis des gebundenen Annexin V
kdnnen die apoptotischen Zellen dargestellt werden. Der Nachweis erfolgte mittels
Annexin-V-FLUOS Kit der Fa. Roche nach Herstellerangaben.

3.5.10 TUNEL-Assay

Der TUNEL-Assay dient der ldentifizierung von Bruchen ein- und doppelstrangiger DNS.
Eingelagerte Marker (Deoxyuridin Triphosphat) werden durch chemische Reaktionen mit
bestimmten Enzymen katalysiert und durchfluBzytometrisch (Sailer et al.,, 1995)
fluoreszenz- oder lichtmikroskopisch (Lopes et al., 1998) erkannt. In der vorliegenden
Arbeit wurde dazu der in situ cell death detection kit, POD der Fa. Roche nach
Herstellerangaben verwendet.

3.5.11 Dihydrorhodamin123 (DHR123)-Assay

Dihydrorhodamin 123 ist eine weitere Verbindung, die zum Nachweis reaktiver
Sauerstoffspezies dient. DHR123 wird durch ROS zu Rhodamin123, dem eigentlichen
Fluoreszenzfarbstoff, oxidiert. Die Rhodaminl123-Farbung ist durchfluizytometrisch im
FL2-Kanal zu erkennen und kann als apoptotischer Marker herangezogen werden. Fur
die Farbung wurde 1 ml der zu untersuchenden Kultur steril entnommen und mit 2 pl
DHR123-Loésung versetzt. Sofort nach der Zugabe wurde gut gemischt und anschliefend
fir 2 Stunden bei 30°C geschuittelt. Die Zellen wurden nach Waschen in H2Odest.
aufgenommen und die Fluoreszenz im Rhodamin-Kanal gemessen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Apoptoseinduktion durch Uberexpression von Adx oder
CYP11A1 in Saugerzelllinien

4.1.1 EinfluR der Uberexpre§sion von humanem Adx, bovinem Adx
und CYP11A1 auf die Uberlebensrate verschiedener Zelllinien

In einem ersten Experiment wurde mittels Zelluntergangs-Assay (wie unter 3.1.3.2
beschrieben) untersucht, ob die Uberexpression von humanen oder bovinem Adx sowie
CYP11A1 einen EinfluR auf die Uberlebensrate von Zellen hat. Zur Bestimmung der
Hintergrundfluoreszenz wurden zunachst verschiedene Zelllinien (Tabelle 7) transient mit
PEGFPcl1 und pSVL (leerer Vektor) kotransfiziert. AnschlieBend erfolgte die
Kotransfektion der Zellen mit pEGFPc1 und einem Expressionsplasmid fir humanes Adx
(hAdx), bovines Adx (bAdx) oder humanes CYP11A1 (hCYP11A1).

Tabelle 7: Verwendete Zelllinien
Zellinie Merkmal Referenz
Affennierenzelllinie, die mit dem T-
C0S-1 Antigen des SV40- Virus ATCC-Nr. CRL-1650™

immortalisiert wurde
Humane Kolorektalkarzinom-

HCT116 zelllinie (Wildtyp) (Waldman et al., 1995)
HCT116-Zellen mit funktionslosem
HCT116 p53+- p53-Gen (Bunz et al., 1999)
HCT116-Zellen mit funktionslosem
HCT116 p21/- p21-Gen (Waldman et al., 1995)
MeWo Humane maligne Melanom-Zellinie  (Meissauer et al., 1991)
SK-Mel-28 Humane maligne Melanom-Zellinie (Carey et al., 1979)
V79MZ Hamsterlungen-Fibroblasten (Waxman et al., 1989)
Humane epidermale Karzinom-
A431 Zelllinie ATCC-Nr. CRL-1555™
T47D Humane Mammakarzinom-Zellline ATCC-Nr. HTB-133™
Maligne Glioblastom-Zelllinie aus
RatC6 der Rattus norvegicus ATCC-Nr. CCL-107™
U373-MG Humane Glioblastom-Zelllinie ATCC-Nr. HTB-17™
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Die Anzahl der GFP-exprimierenden, Uberlebenden Zellen wurde 24 Stunden nach der
Transfektion mittels durchflufSizytometrischer Analyse (FACS) bestimmt und mit der
Anzahl der Uberlebenden Zellen des Kontrollexperimentes verglichen. Es zeigte sich, dass
sowohl die Uberexpression von humanem als auch bovinem Adx zu einem signifikanten
Einbruch der Uberlebensrate in allen getesteten Zelllinien fithrte (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Effekt von transient tranfizierten steroidogenen Proteinen auf die Uberlebensrate
verschiedener Zelltypen. Alle Zellen wurden mit pEGFPc1 und leerem Vektor (griine Balken) bzw. einem
Expressionsplasmid fir hCYP11A1l (grau), bAdx (weifl) oder hAdx (griinblau) kotransfiziert. Die
Uberlebensraten wurden wie unter 3.1.3.2 beschrieben berechnet. Dargestellte Daten: Mittelwerte *
STABWN, t-test: ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit der Kontrolle. (Derouet-Humbert et al., 2005).
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Die Uberexpression von hCYP11A1 zeigte unter den gleichen Bedingungen uneinheitliche
Auswirkungen: In den Zelllinien HCT116, COS-1, A431 und MeVol stieg die
Uberlebensrate, in HCT116p537/-Zellen, U373-MG-Zellen, C6-Zellen und in T47D-Zellen
sank die Uberlebensrate und in den {brigen Zelllinien blieb die Uberlebensrate konstant
im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 11).

In diesem ersten Experiment konnte somit eindeutig gezeigt werden, dass die
Uberexpression von humanem und bovinem Adx einen deutlichen EinfluR auf die
Uberlebensrate aller getester Zelllinien hat, wohingegen die Uberexpression von
CYP11A1 lediglich in HCT116p537/~, U373-MG-, C6- und in T47D-Zellen zu einer
verminderten Lebensfahigkeit der Zellen fuhrte.

4.1.2 ROS-Generierung durch Uberexpression von Adx oder CYP11A1

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob hAdx oder hCYP11A1 in der Lage sind in vivo
ROS zu produzieren. Dazu wurde die Umwandlung von Dihydroethidium (DHE) zu
Ethidium 24 Stunden nach transienter Expression mit den jeweiligen Plasmiden in
HCT116-Zellen, HCT116p537/-Zellen und HCT116p21/-Zellen wie unter 3.1.3.5
beschrieben bestimmt. Die Uberexpression von Adx fiihrte wie in Tabelle 8 dargestellt in
allen drei Zelllinien zu einem signifikanten Anstieg der Ethidiumkonzentration, welche mit
einer zunehmenden ROS-Produktion in vivo korreliert. Es konnte somit eindeutig belegt
werden, dass die Uberexpression von Adx in der Lage ist, ROS in Kolonkarzinomzellen zu
produzieren. Dieser Effekt konnte unter Verwendung des ROS-Inhibitors N-acetyl-L-cystein
(NAC) wie bereits in der Literatur beschrieben aufgehoben werden (Tsai et al., 1996).

Tabelle 8: Zunahme der DHE-Konversion nach transienter Expression von hAdx

Zelllinie Fluoreszenzintensitat

Mock hAdx hAdx + NAC
HCT116 9,4 +1,0 25,9 + 12,1+ 12,1 +5,7
HCT116 p53+/- 11,1+0,5 17,7 £ 1,3 = 9,8+0,3
HCT116 p21/- 9,7+0,5 18,6 +1,2 *** 9,5+04

Bei den in Tabelle 8 dargestellten Daten handelt es sich um die Mittelwerte der gemessenen
Ethidiumfluoreszenzintensitat aus drei unabhangigen Experimenten (jeweils Dreifachwerte) £+ STABWN; t-
test: ****p<0.001 verglichen mit unbehandelten Zellen (Kontrolle).

Die beiden Adx-sensitiven Zelllinien HCT116 und HCT116p537-, sowie die zwei CYP11A1-
sensitiven Zelllinien (C6 und U373-MG) wurden auBerdem mit pEGFPc1 und hAdx bzw.
hCYP11A1 kotransfiziert und die Zelluberlebensrate nach 24 stundiger Behandlung mit
dem ROS-Inhibitor 1,2-dihydroxybene-3,5-disulfonat (TIRON) in der Konzentration 1 mM
(Ledenev et al., 1986) durchflufzytometrisch bestimmt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Einfluf der Adx- oder CYP11A1-induzierten ROS-Produktion auf die Zelliiberlebensrate

Die Zellen wurden mit peGFPc1 und einem Expressionsplasmid fir hCYP11A1 (graue Balken) oder hAdx
(weiBe Balken) kotransfiziert und die Uberlebensraten 24 Stunden nach Behandlung der Zellen mit dem
ROS-Scavanger TIRON (1 mM) durchfluzytometrisch bestimmt. Als Kontrolle wurden unbehandelte, mit
pEGFPc1 und leerem Vektor transfizierte Zellen (griine Balken) mitgeflihrt. Bei den dargestellten Daten
handelt es sich um Mittelwerte £ STABWN; n.d. = nicht durchgefihrt (Derouet-Humbert et al., 2005).

Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte in keiner der getesteten Zelllinien eine
Veranderung der Lebensfahigkeit in Anwesenheit des ROS-Scavangers TIRON festgestellt
werden. Offensichtlich ist TIRON in der eingesetzten Konzentration in der Lage, die durch
Adx-Uberexpression gebildeten ROS zu neutralisieren.

In einem nachsten Experiment wurde aufRerdem der EinfluR weiterer ROS-Inhibitoren auf
die Adx-induzierte ROS-Produktion in den drei verschiedenen HCT116-Zelllinien
untersucht. Nach transienter Transfektion mit hAdx wurden die Zelllinien dazu entweder
mit dem ROS-Scavanger Mangan(lll)-Tetratkis-(4-Benzoesaure)-Porphyrin (MnTBAP), 4,4’-
Diisothio-cyanatostilben-2,2'-Disulfonsaure (DIDS) oder NAC fir 24 Stunden inkubiert
(Ghafourifar et al., 1999; Santos et al., 1999; Thangaraju et al., 1999a). Als Kontrolle
wurden mit peGFPc1 und pSVL-Vektor transfizierte Zellen ohne den Zusatz eines ROS-
Scavangers verwendet. Die DHE-Konversion wurde durchflufzytometrisch bestimmt.
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Tabelle 9: Einfluf} unterschiedlicher ROS-Inhibitoren auf die Adx-induzierte ROS-Bildung

Zelllinie Fluoreszenzintensitat

Kontrolle MNTBAP DIDS NAC
HCT116 55,8+ 9,0 84,4+ 27 111,8+24** 1285+ 4,2 ***
HCT116 p53+ 395+25 69,2+ 2,7 1023x1,4* 97,1+3,1**
HCT116 p21/- 59,9+6,5 81,7+2,8** 102,4+4,7** 76,9+ 3,4

Bei den in Tabelle 9 dargestellten Daten handelt es sich um die Mittelwerte der gemessenen
Ethidiumfluoreszenzintensitat (FL-2-Kanal) aus drei unabhangigen Experimenten (jeweils Dreifachwerte)
STAWN; t-test: ****p<0.001 verglichen mit unbehandelten Zellen (Kontrolle).

Mit diesen Experimenten wurde belegt, dass Adx in vivo ROS produzieren kann, was zu
einer verminderten Zellviabilitdt der getesteten Zelllinien fuhrt. Es konnte weiterhin
gezeigt werden, dass die durch Adx-induzierte gesteigerte ROS-Produktion mittels der
eingesetzten ROS-Inhibitoren signifikant verhindert werden konnte (Tabelle 9).

In diesem Zusammenhang wurde auferdem die humane Adx-Mutante (Adx-C46S)
untersucht. Diese Mutante ist nicht mehr in der Lage den [2Fe-2S]-Cluster richtig zu
inkorporieren, kann daher auch keine Elektronen mehr Ubertragen und dadurch ROS
bilden (Daten nicht gezeigt) (Uhlmann et al., 1992).

4.1.3 Uberexpression von humanem Adx oder CYP11A1 und der
mitochondriale Apoptose-Pathway

Da die ROS-Bildung innerhalb der Mitochondrien durch die Atmungskette ab einer
bestimmten Konzentration zu einem Zusammenbruch des Transmembranpotentials (Ay)
und damit zum Zelltod fuhrt, wurde auch untersucht, ob die durch hAdx oder hCYP11A1
hervorgerufene ROS-Produktion ebenfalls zu einem Zusammenbruch von Ay fuhrt. Dazu
wurden HCT116- sowie U373-MG-Zellen transient mit entweder pSVL-Vektor (Kontrolle)
oder mit einem Expressionsplasmid fur hAdx oder hCYP11A1 transfiziert. Nach 24
Stunden wurde Ay unter Verwendung des MitoCapture™ Kit durchfluzytometrisch wie
unter 3.1.3.6 beschrieben bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. Es
handelt sich hierbei um die exemplarische Abbildung der Histogramm-Plots eines
Experimentes. Insgesamt wurde die Bildung von ROS mittels des MitoCapture™
mitochondrial apoptosis detection kit in drei unabhangigen Versuchen mit vergleichbaren
Ergebnissen durchgefuhrt.

Wahrend sich im Kontrollexperiment nur wenige Zellen mit zerstértem Transmembran-
potential fanden, zeigten sowohl die hAdx-transfizierten HCT116-Zellen als auch die
hCYP11A1-transfizierten U373-MG-Zellen einen Anstieg an A (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Zusammenbruch des Transmembranpotentials (Ay) nach transienter Expression von hAdx
oder hCYP11A1. HCT116-Zellen (A,B) oder U3873-MG-Zellen (C,D) wurden transient mit pSVL-Vektor (A,C)
oder mit einem Expressionsplasmid fur hAdx (B) bzw. hCYP11A1 (D) transfiziert. Nach 24 Stunden wurde
A bestimmt wie unter 3.1.3.6 bestimmt. Obige Darstellung zeigt exemplarisch die Histogramm-Plots eines
Experimentes (Derouet-Humbert et al., 2005).

Da ROS - ebenso wie reaktive Stickstoffintermediate - den Zelluntergang sowohl in Form
von apoptotischen als auch nekrotischen Zellen stimulieren kdnnen, wurde anschlieRend
untersucht, welcher Signalwege bei Uberexpression von Adx und CYP11A1 ausgeldst
wird. Dazu wurden HCT116-Zellen, HCT116p537/-Zellen und U373-MG-Zellen transient
mit bAdx, hAdx oder hCYP11A1 transfiziert und auf Caspase-Aktivitat hin untersucht.
Mittels FACS-Analyse lieR sich die Caspase-vermittelte Spaltung des nicht-
fluoreszierenden Reagenz (aspartyl)2-Rhodamin 110 zum fluoreszierenden Rhodamin
110 wie unter 3.1.3.3 beschrieben verfolgen. Die folgenden Experimente zeigten, dass
die Uberexpression von beidem - humanem und bovinem Adx - sowohl in HCT116-Zellen
als auch HCT116p537/~Zellen zu einer gesteigerten Caspase-Aktivitat fuhrten (Abbildung
14). In U373-MG-Zellen fiihrte zusatzlich die Uberexpression von hCYP11A1 zu einem
erhdhten Aktivitatslevel der Caspasen. Diese Ergebnisse wurden auch durch
immunologischen Nachweis der Caspase 3-Aktivitat im Western Blot bestatigt (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Caspase-Aktivierung nach Uberexpression von Adx oder CYP11A1

HCT116-, HCT116p537/~- und U373-MG-Zellen wurden mit einem Expressionsplasmid fur hCYP11A1 (graue
Balken), bAdx (weifle Balken) oder hAdx (grinblaue Balken) transient transfiziert. Nach 24 stundiger
Expression wurden die apoptotischen Zellen durch die Caspase-abhangige Bildung von fluoreszierendem
Rhodamin 110 aus nicht-fluoreszierendem (aspartyl)>-Rhodamin 110 nachgewiesen. Als Kontrolle wurden
mit pSVL-Vektor transfizierte Zellen (grine Balken) verwendet. Bei den dargestellten Daten handelt es sich
um Mittelwerte + STABWN; t-test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit der
Kontrollgruppe; n.d. = nicht durchgefuhrt (Derouet-Humbert et al., 2005).

Der Ablauf der Apoptose kann prinzipiell Uber zwei Signalkaskaden erfolgen (Budihardjo
et al., 1999). Die mitochondriale Signalkaskase fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom ¢
aus den Mitochondrien ins Cytosol und aktiviert Caspase-9. Diese Caspase aktiviert
weitere downstream liegende Caspasen (z. B. Caspase-3), welche selbst apoptotische
Signale durch Spaltung weiterer zellularer Proteine freisetzen. Es wurde daher
untersucht, ob die durch mitochondriale Cytochrome P450 vermittelte ROS-Produktion
zur Cytochrom c-Freisetzung und damit Aktivierung dieser Signalkaskase fuhrt. Dazu
wurden Western Blot-Analysen zur Detektion von Cytochrom c¢ in HCT116-Zellen,
HCT116p537-Zellen und U373-MG-Zellen durchgefuhrt, welche zuvor transient mit hAdx
bzw. hCYP11A1 transfiziert worden waren. Wie in Abbildung 15a zu sehen ist, fihrte die
Uberexpression von hAdx dazu, dass Cytochrom c in beiden Kolonkarzinomzelllinien aus
den Mitochondrien ins Cytosol freigesetzt wurde. Die Uberexpression von hCYP11A1
zeigte in U373-MG-Zellen einen ahnlichen Effekt. Bei den in Abbildung 15 gezeigten
Western-Blots handelt es sich um die Darstellung eines einzelnen Experimentes, das
jedoch ingesamt dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefihrt wurde.

Weiterhin wurde untersucht, ob die transiente Expression von hAdx bzw. hCYP11A1 einen
Effekt auf den Proteinlevel der Tumorsuppressorgene p53 oder p21 hat. Fur diese
Untersuchungen wurden die Zelllinien HCT116 wund U373-MG mit einem
Expressionsplasmid flr hAdx, bAdx oder hCYP11A1 transfiziert. Die Gesamt-Proteinlysate
der Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion prapariert und mittels
Immunoblotting die Expression von p53 und p21Waf analysiert. Wie in Abbildung 15b
und 15c dargestellt ist in beiden Fallen ein starker Anstieg des Proteinlevels von p21Waf
zu verzeichnen, wahrend der Proteinlevel von p53 nur moderat nachweisbar ist.
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Abbildung 15: Western Blot-Analyse

24 Stunden nach transienter Transfektion der Zellen mit hAdx bzw. hCYP11A1 wurden Proteinlysate aus
HCT116-Zellen und U373-MG-Zellen prapariert und fraktioniert. (A) Cytochrom ¢ wurde wie beschrieben in
der mitochondrialen und cytoplasmatischen Fraktion gefunden. (B) Detektion von p53 im Gesamt-
Proteinlysat. (C) Detektion von p21Waf im Gesamt-Proteinlysat. Es handelt sich bei den Abbildungen um die
Darstellung eines einzelnen Experimentes, das jedoch insgesamt dreimal mit vergleichbaren Ergebnissen
durchgefuhrt wurde.

Mit den obigen Experimenten konnte eindeutig belegt werden, dass sowohl humanes als
auch bovines Adx in allen getesteten Zelllinien in der Lage ist, Apoptose auszuldsen.
Dieser Zelltod wird durch die Bildung mitochondrialer ROS induziert und kann durch den
Einsatz geeigneter ROS-Fanger verhindert werden. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die
transiente Uberexpression von hAdx oder hCYP11A1 zu einer geringfiigigen Stabilisierung
des Tumorsuppressorgen p53 und damit verbunden zu starker Induktion der p21Waf-
Expression fuhrt. FUr die Beurteilung der physiologischen Bedeutung dieser
Transfektionsexperimente sollte in weiteren Experimenten geklart werden, ob eine
Transkriptionsregulation des Adx-Gens wahrend der Apoptose erfolgt und auf welche
Weise diese gesteuert wird.
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4.2 Versuche zur Charakterisierung der Aktivitat des humanen Adx-
Promotors bei Apoptose-Induktion

4.2.1 Klonierung eines Reporterkonstrukts fur den Adx-Promotor

Die Amplifikation des 2,5 kb langen Adx-Promotors erfolgte mit Hilfe zweier flankierender
Oligonukleotide (Sequenzen Anhang B) aus genomischer DNS von insgesamt drei
verschiedenen Probanden. Anschliefend wurde die Sequenz zunachst in den Zellkultur-
Vektor pcDNS3.1-GFP/TOPO mit GFP-cDNS TOPO-kloniert. Des weiteren wurden die
Sequenzen in ein TOPO-Reportersystem (Fa. Quiagen), welches den Zellkultur-Vektor
pGLOW verwendet, kloniert. Dieser Vektor ist ebenfalls flir durchfluRzytometrische
Analysen geeignet. Durch die Verwendung dieses neuen Vektors konnte die Arbeitszeit
entscheidend verklrzt werden, da nach Klonierung das Entfernen des CMV-Promotors zur
Promotorstudie entfiel (Abbildung 16). Die Sequenzierung der Reporterkonstrukte wurde
von der Fa. Sequiserve durchgefihrt. Das Plasmid pEHD1 enthielt ein (mit der in der
Literatur angegebenen Sequenz uUbereinstimmendes) 2,5 kb langes Promotor-Fragment
upstream der GFP-cDNS im Vektor pGLOW (Sequenzen Anhang A).
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Abbildung 16: Vergleich der Vektorkarten des Zellkulturvektors pcDNS3.1/CT-GFP-TOPO und dem
Zellkulturvektor fiir Reporterassays pGLOW-TOPO.

4.2.2 Untersuchung des EinfluBes von Apoptose-induzierenden
Reagenzien auf die Aktivitat des Adx-Promotors

Zunachst wurden ein Aktivitatsassay durchgefuhrt, um die Funktionalitat beider Vektoren
vergleichen zu konnen (Abbildung 17). Dazu wurden die HCT116-Zellen transient mit
jeweils einem Konstrukt der Promotorsequenz im Vektor pcDNS3.1/CT-GFP-TOPO
(PEDH2) als auch mit einem Konstrukt im Vektor pGLOW-TOPO (pEDH1) transient
transfiziert. Die GFP-Fluoreszenz beider Konstrukte wurde durchfluRzytometrisch
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bestimmt (FL1-Kanal) und als Indikator fur die Promotoraktivitdt gewertet. Auf diese
Weise konnte die basale Aktivitat des Adx-Promotors durch Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitat im FACS ermittelt werden. Die Zellen wurden ausserdem mit den
beiden Apoptose-induzierenden Reagenzien 5-FU und Staurosporin (STS) behandelt.
Weiterhin wurden mit dbcAMP behandelte Zellen zur internen Kontrolle verwendet, da
bereits in frGheren Experimenten mit dem bovinen Adx-Promotor gezeigt wurde, dass
dieser durch dbcAMP (ein Proteinkinase A-Aktivator) stimuliert wird (Chen & Guo, 2000).

O ohne Zusatz

m 1 mM dbcAMP
02 nm STS *hEK
050 ugfml 5-FU

20 1

15 -

*hhk

10 -

*hhE *hkk

*hkk

absolute FL1-H-Fluoreszenz

pGLOW pcDNS3.1-GFP-TOPO

Abbildung 17: Vergleich der absoluten GFP-Reporterfluoreszenz (FL1-H) in HCT116-Zellen

Es wurde die absolute FL1-H-Fluoreszenz der Zellen 24 Stunden nach Transfektion mit pEDH1
(Reporterkonstrukt in pGLOW-TOPO) bzw. pEDH2 (Reporterkonstrukt in pcDNS3.1-GFP-TOPO) unter dem
EinfluB von 1 mM dbcAMP (graue Balken), 2 nM STS (weifle Balken) sowie 50 pyg/ml 5-FU (blaugriine
Balken) bestimmt. Also Kontrolle wurden unbehandelte Zellen mitgefuhrt. Bei den dargestellten
Diagrammen handelt es sich um die Auswertung von drei unabhangigen Versuchen mit jeweils
Dreifachwerten + STABWN; ttest: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen
unbehandelten Zellen (griine Balken).

Wie aus Abbildung 17 ersichtlich, zeigten beide Reportekonstrukte annéhernd gleiche
GFP-Fluoreszenz unter den getesteten Bedingungen. Das Konstrukt pEDH2 in
pcDNS3.1/CT-GFP-TOPO zeigte unter dem Einsatz von 1 mM dbcAMP eine geringfugig
hdéhere Reporteraktivitdt wie das Konstrukt pEDH1, die jedoch auf Grund der sehr viel
einfacheren Handhabung von pGLOW vernachlassigbar erschien. Daher wurde in
weiteren Experimenten lediglich der pGLOW-Vektor eingesetzt.

Um herauszufinden, ob sich die Aktivitdt des Adx-Promotors unter den ausgewahlten
Bedingungen signifikant verandert, wurden die drei Zelllinien zunachst mit 0,4 pg des
Reporterplasmid pEDH1 transient transfiziert. Es folgte eine Inkubation der Zellen unter
obigen Bedingungen mit anschlieffender FACS-Analyse. Als interne Kontrolle wurden
mock-, d.h., mit leerem Vektor transfizierte Zellen mitgefuhrt.
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Abbildung 18: Aktivierung des humanen Adx-Promotors in HCT116-Zellen

Die Zelllinien HCT116, HCT116p537- und HCT116p21/- wurden mit pEDH1 transient transfiziert. Der rel.
Anstieg der Promotoraktivitat wurde nach 24 Stunden unter dem Einflu von 2 nM STS (graue Balken),
1 mM dbcAMP (weile Balken) oder 50 pg/ml 5-FU (blaugrine Balken) mittels GFP-Fluoreszenz
durchfluBzytometrisch bestimmt. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um Mittelwerte £ STABWN; t-
test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen unbehandelten Zellen (grine Balken).

Wie in Abbildung 18 dargestellt ist, zeigte Staurosporin keinen Anstieg der GFP-
Fluoreszenzintensitat und somit Veranderung im Aktivitatslevel des Adx-Promotors. Der
Einsatz von dbcAMP fuhrte lediglich in HCT116p537~ und HCT116p217/-Zellen zu einem
signifikanten Anstieg der Promotor-Aktivitat, wohingegen 5-FU einen signifikanten Anstieg
der Promotoraktivitat in allen getesteten Zelllinien bewirkte. Die grofite Veranderung in
der Aktivitdt des Promotors zeigte sich in HCT116p217/-Zellen. Mit diesem ersten
Experiment konnte somit gezeigt werden, dass es maoglich ist eine Veranderung in der
Aktivitat des Adx-Promotors in HCT116p537- und HCT116p217/-Zellen mittels Einsatz von
dbcAMP und 5-FU in den verwendeten Konzentrationen zu dokumentieren. Um zu
ermitteln, welche Teilregionen innerhalb des Promotors flir diese Aktivitatsanderung
verantwortlich sind, sollte im Folgenden eine Deletionsanalyse mit anschlieffender
Bestimmung der Promotoraktivitat erfolgen.

423 Deletionsanalyse zur ldentifikation der relevanten Bereiche
des Promotors

Far diese Untersuchung wurden zunachst 5’-Oligonukleotide hergestellt, die sukzessive in
500 bp-Abstdnden vom 5-Ende des Adx-Promotors binden (Sequenzen Anhang 6.2).
Nach der Amplifikation wurden die so erhaltenen Promotorfragmente (Abbildung 19) in
den Zellkultur-Vektor pGLOW-TOPO kloniert. Es erfolgte die transiente Transfektion der
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Zelllinien HCT116, HCT116p537- und HCT116p217/- mit diesen Reporterkonstrukten und
Inkubation fur 24 Stunden mit 1 mM dbcAMP, 2 nM STS und 50 pg/ml 5-FU. Die Adx-
Transkriptionsveranderung wurde im FACS durchflufzytometrisch mittels Bestimmung
der GFP-Fluoreszenz (FL1-Kanal) analysiert (= grobmaschige Deletionsanalyse).

M. 1423 INsde S GRNETAB OUN

2000 kb -\ e
1500 kb - - - .

1000 kb - - .- .

Abbildung 19: 1,0 % iges Agarosegel der Promotorsequenz-Amplifikate nach PCR

Spur 3,6,9: Positivkontrolle (genomische DNS); Spur M: Molekulargewichtsmarker; Spur N: Negativkontrolle
(ohne DNS Matrize); Spur 1,2: Amplifikat von pEDH1 (Volllangenkonstrukt) amplifiziert mit den Primern
phAdx2000 und pGLOW PR; Spur 4,5: pEDH1 amplifiziert mit phAdx1500 und pGLOW PR; Spur 7,8:
pEDH1 amplifiziert mit phAdx1000 und pGLOW PR.

Da das Promotor-Reporterkonstrukt pEDH1(500) zuerst vollstandig kloniert und richtig
sequenziert vorlag, wurden die weiteren Experimente mit diesem Konstrukt durchgefuhrt.
Es erfolgte die transiente Transfektion der Zelllinien HCT116, HCT116p537- und
HCT116p217/- mit diesem auf 500 bp verklrzten Promotor-Reporterkonstrukt,
Behandlung mit 2 nM STS, 50 pg/ml 5-FU oder 1 mM dbcAMP fur 24 Stunden und
anschlieBRende FACS-Analyse. Als Vergleichgruppe wurden mit dem Vollldngenkonstrukt
pEDH1 transfizierte Zellen und als interne Kontrolle mit dem Ausgangsplasmid pGLOW-
TOPO transfizierte Zellen mitgefuhrt.
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Abbildung 20:  Aktivierung des humanen Adx-Promotors in HCT116-Zellen

Die HCT116-Zellen wurden mit jeweils 0,4 pg pEDH1 (Volllangenkonstrukt), pEDH1(500) bzw. pGLOW
(Kontrolle, griine Balken) transient transfiziert. Nach 24 Stunden wurde die GFP-Fluoreszenz aller Zellen im
FACS analysiert. Die Promotoraktivitat der unbehandelten, fluoreszenten Zellen (Kontrolle, griine Balken)
bzw. der Zellen unter dem EinfluR von 2 nM STS (graue Balken), 1 mM dbcAMP (weifRe Balken) oder 50
pg/ml 5-FU (blaugrine Balken) wurde verglichen. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um
Mittelwerte £ STABWN; t-test: *p<0.05, ****p<0.001.

Wie in Abbildung 20 dargestellt, zeigten die mit dem Ausgangsplasmid pGLOW
transfizierten Kontrollzellen unter den getesteten Bedingungen bereits starkere
Fluoreszenzsignale, wie die mit Vollangenkonstrukt pEDH1 tranfizierten Vergleichszellen.
In den mit den Reporterkonstrukten pEDH1 und pEDH1(500) transfizierten HCT116-
Zellen konnte weiterhin lediglich unter Verwendung von 1 mM dbcAMP ein signifikanter
Anstieg der Fluoreszenzintensitat und damit verbunden eine erhOhte Reporteraktivitat
ermittelt werden. Diese Ergebnisse stehen in Widerspruch zu den in Abbildung 18
dargestellten Ergebnissen.

52



Ergebnisse

3 - O ohne Zusatz

m2nMSTS
150 pg/ml 5FU
01 mM dbcAMP

8

2

=

S 24

o *KK

‘6 *kkk

£

2

o

B *

1]

T

o

=

? 11

c

<

[

0 -
Kontrolle pPEDH1 pPEDH1(500)

Abbildung 21: Aktivierung des humanen Adx-Promotors in HCT116p21/~Zellen

Mit 0,4 pg pEDH1 (Volllangenkonstrukt), pEDH1(500) bzw. pGLOW (Kontrolle) transient transfizierte
HCT116p21/~Zellen wurden 24 Stunden nach Behandlung mit 2 nM STS (graue Balken), 1 mM dbcAMP
(weiRe Balken) oder 50 pg/ml 5-FU (blaugriine Balken) im FACS analysiert. Dargestellte Daten: Mittelwerte
des rel. Anstieg der Promotoraktivtat £ STABWN; t-test: *p<0.05, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen
mit unbehandelten Zellen (griine Balken).

3 5 O ohne Zusatz
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Abbildung 22: Aktivierung des humanen Adx-Promotors in HCT116p537/~Zellen
Mit 0,4 pg pEDH1, pEDH1(500) bzw. pGLOW (Kontrolle) transient transfizierte HCT116p537/~-Zellen wurden
24 Stunden nach Behandlung 2 nM STS (graue Balken), 1 mM dbcAMP (weif3e Balken) oder 50 pg/ml 5-FU
(blaugrine Balken) im FACS analysiert. Dargestellte Daten: Mittelwerte £ STABWN; t-test: *p<0.05,
***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit unbehandelten Zellen (griine Balken).
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Bei den in den Abbildungen 21 und 22 dargestellen Ergebnissen zeigte ebenfalls das zur
Kontrolle verwendete pGLOW-Plasmid bereits anndhernd gleiche (Abbildung 21) bis
deutlich héhere GFP-Fluoreszenzintsensitaten (Abbildung 22) wie das Vollangenkonstrukt
(pEDH1) bzw. verkirzte Reporterkonstrukt pEDH1(500) bei vergleichsweise hohen
Standartabweichungen. Der relative Anstieg der Promotoraktivitat im Vergleich zur
Kontrolle konnte somit nicht bestimmt werden.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass es sich bei dem untersuchten Adx-Promotor
um einen sehr schwachen Promotor handelt. Es konnte in keiner Zelllinie trotz
eingehender Bemuhungen Bedingungen gefunden werden, bei denen eine starkere
Aktivitat des Promotors messbar gewesen ware (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde an
dieser Stelle erneut mittels Durchmusterung der entsprechenden Datenbanken
Uberpraft, ob in der Zwischenzeit durch die systematischen Expressionsanalyseprojekte
neue Daten zum Expressionslevel von Adrenodoxin erhalten worden waren.
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4.2.4 Serial Analysis of Gene Expression (SAGEmap) der Adx-

Expression

Die serial analysis of gene expression (kurz SAGE)-Technik bestimmt nahezu quantitativ
die Expressionsniveaus aller Gene in einer Probe (mit gewissen technisch bedingten
Einschrankungen) (el-Deiry et al., 1994). Zur Analyse der Adx-Expression wurde die SAGE-
Analyse SAGEmap-Datenbank herangezogen (Abhilasha & Krishna, 1998; el-Deiry et al.,
1994; Hellal-Levy et al., 1999). Diese Datenbank enthalt die Ergebnisse von SAGE-
Experimenten mit verschiedenen Zelllinien. Wie in Abbildung 23 zu sehen, zeigte die
Durchmusterung der Datenbank, dass Adx-SAGE-Tags in einer groflen Zahl von SAGE-
Bibliotheken gefunden wurden (vollstandige Auflistung aller Gewebe und Zelllinien s.

Anhang C).

Abbildung 23:
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Anhand dieser Daten wurde ersichtlich, dass die basale Expression von Adrenodoxin
sowohl in Kolonkarzinomzellen als auch in verschiedenen Geweben auflerst gering ist
(Ausnahme: gesundes Placenta-Gewebe). Lediglich die Brustkrebszelllinie MCF-7 zeigte
einen vergleichsweise hohen Expressionlevel an Adx (Tabelle 10).

Tabelle 10: Vergleich der Adx-Expression in verschiedenen Geweben und Zelllinien
mittels SAGEmap

o 26500 S0
SAGE_Placenta_first_trimester_normal_B_1 89265 47
SAGE_Liver_normal_B_1 66308 24
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MCF7estradiol_10H 59583 23
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MCF7estradiol_3h 59583 23
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MCF7control_Oh 59877 16
SAGE_Colon_normal_B_NC1 49610 8
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_SW837 61148 6
SAGE_Colon_adenocarcinoma_B_Tu102 55700 |3 ]
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_HCT116 55641 3 -
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_RKO 51294 3 -

Daher wurden die bisher getatigten Experimente mit dieser Zelllinie erneut durchgefihrt.
Die MCF7-Zellen wurden dazu mit pEDH1, pEDH1(500) bzw. Kontrollplasmid transient
transfiziert, fir 24 Stunden mit 2 nM Staurosporin, 50 pg/ml 5-FU oder 1 mM dbcAMP
inkubiert und anschlieflend die Fluoreszenzintensitat der Reporterkonstrukte im FACS
bestimmt und verglichen. Wie in Abbildung 24 dargestellt, zeigte sich auch in diesem
Experiment, dass der Hintergrund an fluoreszenten Zellen in der Kontrollgruppe
annahernd gleich hoch war, wie in den mit dem Vollldangenkonstrukt oder mit dem
verklrzten Promotorfragment transfizierten Zellen. Sowohl das Absinken der
Promotoraktivitat unter Verwendung von 50 pg/ml 5-FU, als auch der erhbhte
Aktivitatslevel des Promotors unter dem EinfluR von 2 nM Staurosporin waren nicht
signifikant..
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Abbildung 24:  Aktivierung des humanen Adx-Promotors in MCF-7-Zellen

MCF-7-Zellen wurden mit 0,4 pg pEDH1 (Volllangenkonstrukt), pEDH1(500) bzw. pGLOW (Kontrolle)
transient transfiziert. Nach 24 Stunden wurde der rel. Anstieg der Reporteraktivitdt der unbehandelten,
fluoreszenten Zellen (grine Balken) bzw. der Zellen unter dem Einfluf von 2 nM STS (graue Balken), 1
mM dbcAMP (weie Balken) oder 50 pg/ml 5-FU (blaugriine Balken) durchfluBzytometirsch bestimmt und
verglichen. Dargestellte Daten: Mittelwerte + STABWN.

Die Ergebnisse obiger Experimente lassen den Schlufl zu, dass es sich bei dem
untersuchten Adx-Promotor um einen sehr schwachen Promotor handelt, der mit der hier
eingesetzten Methode zum fluorimetrischen Nachweis der Aktivitdtsanderung nicht
weitergehend untersucht werden kann. Auf weitere Experimente wurde daher verzichtet.

An dieser Stelle erschien es sinnvoller herauszufinden, ob es madglich ist die im
Kolonkarzinomzell-System erzielten Ergebnisse in der Spalthefe zu reproduzieren. Die
Spalthefe wird bereits seit Jahrzehnten als Modellsystem zur Erforschung biochemischer
Vorgange genutzt und weist zudem eine sehr hohe Homologie zu eukaryotischen Zellen
insbesondere im Hinblick auf mitochondriale Strukturen auf.
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4.3 Apoptose-Induktion durch Uberexpression von Adrenodoxin in
Spalthefezellen

4.3.1 Einflul von H.02 und Auxotrophiemarkern auf das Wachstum
von S. pombe und die ROS-Produktion

Um herauszufinden, ob die Uberexpression von Adx auf Spalthefezellen ebenfalls einen
Einfluf} zeigt, wurden verschiedene Stamme hergestellt. Dazu wurde der Ausgangsstamm
MB271 (h- leul.32) zunachst mit einem Expressionsplasmid fur Adx-WT bzw. einer Adx-
Mutante transformiert. So wurden folgende Stamme erhalten:

CAD45 (h- leu1.32 / pNMT1-Adx-WT)
CAD46 (h- leu1.32 / pNMT1-Adx-S112W)
CAD47 (h- leu1.32 / pNMT1-Adx-D113Y)

CAD4S8 (h- leu1.32 / pNMT1-Adx1-108)

Adx-S112W ist eine C-terminal um 16 Aminosauren verkurzte, aktivierte Adx-Mutante.
Hier wurde in Anlehnung an das Putidaredoxin, welches terminal ein Tryptophan tragt,
das terminale Serin durch Tryptophan ersetzt. Das flUhrt zu einer geringeren Affinitat zu
ihnrem Redoxpartner CYP11A1 (Schiffler et al., 2001). Adx-D113Y ist eine Adx Mutante mit
erhohter Bindungsaffinitat zu AdR, was zu einem leicht verbessertem Substratumsatz
fohrt. Ihre Bindungsaffinitat zu CYP11B1 ist jedoch verschlechtert (A. Bichet, 2007;
Hannemann, 2005). Adx4108 ist die derzeit alteste bekannte Adx-Mutante. |hr fehlen am
C-Terminus 20 Aminosauren, wodurch eine verbesserte Bindungsaffinitat zu AdR und
CYP11A1 erzielt wurde (Grinberg et al., 2000; Uhlmann et al., 1997).

Des weiteren wurde folgende Stamme verwendet, die freundlicherweise von Herrn M. Sc.
Clin. Biochem. T. Hakki zur Verfugung gestellt wurden:

MB311 (h- leu1.32 / pNMT1-Adx-WT / -AdR)
TH75 (h- leu1.32 / pNMT1-Adx-WT/ -AdR / -CYP11B1)

Bei MB311 handelt es sich um einen Stamm mit einem Expressionsplasmid fur Adx-WT
und AdR; TH75 ist ein Stamm mit einem Expressionsplasmid flr Adx-WT, AdR und P450.
Die die korrekte subzelluldre Lokalisation von Adx wurde in beiden Stammen mittels
Westernblotanalyse der mitochondrialen Proteinlysate von Herrn M. Sc. Clin. Biochem. T.
Hakki bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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Zunachst wurde der Einfluf3 der Adx-Expression auf das Wachstum der entsprechenden
Hefestamme lichtmikropskopisch sowie fluoreszenzmikrokopisch mittels DAPI-Farbung
wie unter 3.5.7 beschrieben untersucht.

Abbildung 25: DAPI-Farbung von MB271- (A und B) und CAD48-Zellen (C und D)
Die DAPI-Farbung wurde wie unter 3.5.7 beschrieben durchgefiihrt, die DAPI-Emission mittels Leica DM LB
HC Fluoreszenzmikroskop und zugehoriger Software analySIS (Soft Imaging GmbH) dargestellt (B und D).

Wie die Abbildung 25 zeigt, fuhrte weder die Expression von Adx-WT noch die Expression
von CAD48 zu einem auffalligen Phanotyp. Die Zellen schienen zwar wahrend des
Wachstums und der stationaren Phase geringflgig langer als die entsprechenden WT-
Zellen zu sein, jedoch konnte mittels Wachstumskurven nachgewiesen werden, dass die
Lebensfahigkeit und das Wachstum der entsprechenden Zellen durch den veranderten
Phanotyp nicht nennenswert beeinfluit wurde (Tabelle 11).

Tabelle 11: Generationszeiten der verschiedenen Hefestamme

td tdmin tdmax
MB271 4,1+£0,51 3,3 4,2
MB271 (+ 1mM H202) nicht feststellbar (n.f.) n.f. n.f.
CAD45 4,3+0,15 4,1 4,6
CAD46 4,5+0,23 4,1 4,7
CAD47 4,5 +0,27 4,1 4,8
CAD48 4,3+0,10 4,2 4.4
TH75 5,1+0,36 4,6 5,4
MB311 6,1+ 0,36 5,7 6,4

Bei der in Tabelle 11 dargestellten Auswertung handelt es sich um die Mittelwerte + STABWN von sechs
unabhangigen Experimenten, welche mit Dreifach-Ansatzen durchgefihrt wurden.
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Bei der Bestimmung der Wachstumskurven wurde als Positivkontrolle der mit 1 mM H20>
behandelte Ausgangsstamm MB271 mitgefihrt. Es konnte hier ein Zusammenbruch der
Uberlebensrate gezeigt werden, wodurch eine Bestimmung der Generationszeit nicht
mehr moéglich war (Exemplarische Abbildung 26).
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Abbildung 26: Wachstumskurve von MB271

Exemplarische Darstellung einer Wachstumskurve fir MB271 und mit 1 mM H202 behandelten MB271-
Zellen (Positivkontrolle). Es konnte ein Zusammenbruch der Uberlebensrate festgestellt werden. Das
Experiment wurde in sechs unabhangigen Versuchen mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.

Es wurde ausserdem ein Zellviabilitatstest mittels HoO»-Plattentest durchgefuhrt, um die
geeignete Konzentration an Wasserstoffperoxid zu bestimmen, ab der S. pombe sensitiv
reagiert. Dazu wurden die Stamme MB271, CAD45-48, TH75 und MB311 auf
entsprechend supplementierte EMM-Platten mit unterschiedlichen Konzentrationen an
HoO2 ausplattiert und die gewachsenen Kolonien nach 4-tagiger Inkubation bei 30°C
ausgezahlt. Alle Stamme zeigten eine Abnahme der Viabilitat mit Anstieg der eingesetzten
Konzentration an H202. Bereits unter der Verwendung von 0.5 mM H202 sank die Rate
uberlebender Zellen um etwa 40 %, wobei zu bemerken ist, dass der Stamm CAD48 eine
etwas geringere Sensitivitat gegenuber H202 in Konzentrationen bis 3 mM zeigte. Als
Positivkontrolle wurde daher flr alle weiteren Experimente die Konzentration 3 mM H202
gewahlt, da hier auch bei CAD48 ein vergleichbarer Einbruch der Zellviabilitat erzielt
wurde (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluf von H202 auf der Wachstum von S. pombe (H202-Plattentest)

Die Stamme MB271, CAD45-48, TH75 und MB311 wurden auf entsprechend supplementierte EMM-
Platten mit unterschiedlichen Konzentrationen an H202 ausplattiert und die Viabilitat der Zellen nach 4-
tagiger Inkubation bei 30°C untersucht. Alle Stamme zeigten eine signifikante Abnahme der Viabilitat mit
Anstieg der Konzentration an H202. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um Mittelwerte + STABWN;
t-test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit der Kontrollgruppe.

Um sicherzustellen, dass die Supplementierung der Hefestamme mit den
entsprechenden Auxotrophiemarkern keinen Einfluf3 auf die ROS-Bildung zeigt, wurde der
Stamm MB228 (h-/WT) in den verschieden supplementierten Medien kultiviert, mit DHE
behandelt und die Konversion von DHE zu Ethidium im FACS analysiert. Die erhaltenen
Mittelwerte der einzelnen Messungen wurden zu MB228 (ohne Zusatz) in Bezug gesetzt,
um den relativen Anstieg der ROS-Bildung darstellen zu kdnnen.
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Abbildung 28: Einfluf der Aminosauresupplementierung auf die ROS-Produktion

Der Parentalstamm MB228 wurde in EMM (Kontrolle) sowie in EMM mit Aminosauren kultiviert und der
relative Anstieg der ROS-Produktion durchflufzytometrisch mittels DHE-Konversion bestimmt (FL2-Kanal).
Dargestellt sind die Mittelwerte (je drei unabhangige Experimente mit Dreifachwerten) + STABWN, welche
zur Kontrolle (MB228 ohne Zusatze) in Relation gesetzt wurden, t-test: *p<0.05, ****p<0.001.

Wie in Abbildung 28 zu sehen ist, wurde kein EinfluR der Auxotrophiemarker auf die ROS-
Bildung in MB228 festgestellt. Die Ergebnisse der bisherigen Experimente zeigen, dass
die Uberexpression von Adx in der Spalthefe zwar zu einem geringfiigig veranderten
Phanotyp fuhrt, was jedoch keine Veranderungen im Wachstum der Hefezellen hervorruft.
Es konnte auRerdem eine geeignete Positivkontrolle (3 mM H202) fir die nachfolgenden
Experimente ermittelt werden.
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4.3.2 ROS-Generierung durch Uberexpression von Adx

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob die Expression von Adx zu einer gesteigerten
ROS-Produktion in S. pombe fuhrt. Dazu wurden die Zellen neben DHE auflerdem mit
Dihydrorhodamin123 behandelt und die Konversion zu Rhodamin123 im FACS
gemessen. Als Positivkontrolle wurden mit 3 mM H202 behandelte MB271-Zellen
verwendet. Es konnte lediglich im Stamm CADA48, welcher die verkirze Adx1-108 Mutante
exprimiert, eine um 3,6fach gesteigerte Ethidiumbildung bzw. 2,7fache Rhodamin123-
Bildung festgestellt werden. Im Gegensatz dazu zeigten sowohl der mit Adx-WT als auch
die mit Adx-S112W transformierten Stamme keine signifikante ROS-Bildung im Vergleich
zum Ausgangsstamm. Der mit Adx-D113Y transformierte Stamm zeigte eine geringfugig
erhdhte Ethidium bzw. Rhodamin123-Bildung (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Adx-induzierte ROS-Bildung in S. pombe

Der Wildtypstamm MB271 (x 3 mM H202 (Positivkontrolle)) sowie die Adx-exprimierenden Stamme CAD45-
CAD48 wurden in EMM (£ Aminosauresupplementierung) kultiviert und der relative Anstieg der ROS-Bildung
durchfluBzytometrisch bestimmt. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um Mittelwerte £ STABWN; t-
test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit MB271 (grine Balken). Es konnte
ein signifikanter Anstieg der ROS-Produktion in der Positivkontrolle, CAD47 und CAD48 festgestellt werden.

Um diese Ergebnisse zu validieren, wurde der Einflu verschiedener ROS-Inhibitoren auf
den Stamm mit der starksten ROS-Bildung untersucht. Dazu wurde der Stamm CAD48
sowohl ohne den Zusatz eines ROS-Scavangers (Kontrolle) als auch unter Zugabe der
ROS-Scavangern MnTBAP, DIDS, TIRON oder NAC in den flur Saugerzellen ermittelten
Konzentrationen fur 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde die DHE-Konversion
durchflufzytometrisch bestimmt. Wie in Abbildung 29 zu sehen, zeigen die Ergebnisse
unter der Verwendung von DHE und DHR123 kaum Unterschiede. Daher wurde in den
folgenden Experimenten auf den Einsatz von DHR123 verzichtet. Im Gegensatz zu den
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Ergebnissen die fur Saugerzellen ermittelt wurden, konnte in der Spalthefe lediglich
durch Zugabe des ROS-Scavangers NAC in einer Konzentration von 5 mM der Effekt der
durch Adx-induzierten, gesteigerten ROS-Produktion aufgehoben werden (Abbildung 30).
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Abbildung 30 : Einflu® unterschiedlicher ROS-Inhibitoren auf die Adx-induzierte ROS-Bildung

Der Adx-exprimierende Stamm CAD48 wurde in EMM kultiviert, 24 Stunden mit 5 mM NAC, 1 mM TIRON,
250 uM DIDS bzw, 10 uM MnTBAP inkubiert und der relative Anstieg der ROS-Bildung im FACS bestimmt.
Es konnte eine Aufhebung der ROS-Bildung unter Einsatz von 5 mM NAC erwirkt werden. Bei den
dargestellten Daten handelt es sich um Mittelwerte £ STABWN; t-test: *p<0.05, ****p<0.001 verglichen
mit der Kontrollgruppe.

Wie die obigen Experimente zeigen fiihrt die Uberexpression von Adx1-108 im
Spalthefestamm CAD48 zu einer vermehrten ROS-Bildung, welche jedoch mittels ROS-
Inhibitor NAC in der Konzentration von 5 mM unterdrickt werden konnte. Um
herauszufinden, ob die vermehrte ROS-Bildung in der Spalthefe zu typischen Merkmalen
von Apoptose fuhrt, wurden weitere Nachweismethoden aus der Zellkultur zum Einsatz
gebracht.
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4.3.3 EinfluB der ROS-Produktion auf die Apoptose

Der Nachweis typischer Marker der Apoptose lasst sich beispielsweise durch die
Darstellung von DNS-Fragmentierung und atypischer Chromatinkondensation (TUNEL)
erbringen. Dazu wurde der Stamm CAD48, Ausgangsstamm MB271 (Negativkontrolle)
und mit 3 mM H202 behandelte MB271-Zellen (Positivkontrolle) verwendet. Der TUNEL-
Assay wurde wie unter 3.5.10 beschrieben durchgefuhrt. Die POD-Fluoreszenz, welche
als MafR der DNS-Fragmentierung betrachtet wird, wurde durchfluzytometrisch
bestimmt. Wie in Abbildung 31 dargestellt zeigten die Zellen des Stamm CAD48 keine
erh6hte DNS-Fragmentierung oder atypische Chromatinkondensation, wohingegen die
Positivkontrolle eine eindeutig erhéhte POD-Fluoreszenz aufwies.
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Abbildung 31: TUNEL-Assay

Der Wildtypstamm MB271 (£ 3 mM H202 (Positivkontrolle)) sowie der Adx-exprimierende Stamm CAD48
wurden 24 Stunden in EMM kultiviert und die DNS-Fragmentierung mittels TUNEL-Assay
durchfluBzytometrisch bestimmt. Es handelt sich um die Auswertung dreier unabhangiger Experimente;
dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen, absoluten POD-Fluoreszenz + STABWN; t-test:
****%n<0.001. Es wurde keine vermehrte DNS-Fragmentierung bei CAD48 festgestellt.

AufBerdem wurde der Austritt von Phosphatidylserin aus der Zellmembran mittels
Annexin-V-Assay der Fa. Roche untersucht. Hierbei wurde ebenfalls MB271 als
Negativkontrolle sowie mit 3 mM H202 behandelte MB271-Zellen als Positivkontrolle
mitgefuhrt. Der Austritt von Phosphatidylserin aus der Zellmembran wurde
durchflufzytometrisch mittels Messung der FITC-Fluoreszenz bestimmt. Hierbei konnte
keine Veranderung im Membranpotential von CAD48 festgestellt werden, wohingegen die
Positivkontrolle eine eindeutige Auslagerung von Phosphatidylserin zeigte (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Annexin V-Assay

Der Wildtypstamm MB271 (£ 3 mM H202 (Positivkontrolle)) sowie der Adx-exprimierende Stamm CAD48
wurden 24 Stunden in EMM kultiviert und der Austritt von Phosphatidylserin aus der Zellmembran mittels
bestimmung der FITC-Fluoreszenz durchfluzytometrisch ermittelt. Die Positivkontrolle (rot) zeigt einen
eindeutigen Anstieg von Phosphatidylserin-Austritt (Verschiebung nach rechts), wohingegen sich CAD48
(schwarz) wie die Kontrolle MB271 (grau schattiert) verhalt.

Da die Backerhefe laut Madeo in der stationdren Phase resistenter gegeniber
Wasserstoffperoxid ist, wurde sowohl in der stationaren als auch in der exponentiellen
Phase der Nachweis apoptotischer Marker erbracht (Skulachev, 2002). In S. pombe war
kein solcher Effekt nachzuweisen (Tabelle 12).

Tabelle 12: Annexin V-Assay

ST Annexin - FITC
stat. MB271 10,51 £ 0,23
stat. MB271 (+ 3 mM H202) 32,02+0,10
stat. CAD48 11,07 £ 0,13
exp. MB271 6,38 £ 0,06
exp. MB271 (+ 3 mM H202) 18,05 £ 0,20
exp. CAD48 8,30 £ 0,09

Bei den in Tabelle 12 dargestellten Daten handelt es sich um die Mittelwerte der gemessenen, absoluten
FITC-Fluoreszenz dreier unabhangiger Experimente + STABWN.
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4.3.4 EinfluR der Adx-induzierten, mitochondrialen ROS-Bildung auf den
Zellzyklus

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die durch Adx1108 ausgeldste
mitochondriale ROS-Bildung einen Einflu auf den Zellzyklus hat. Dazu wurde der
Ausgangsstamm MB271 mit sowohl EMM als auch Stickstoffmangelmedium (LNMM)
kultiviert, die Zellzyklusverteilung durchflufzytometrisch nach Propidiumiodid (Pl)-staining
analysiert und mit der von CAD48 verglichen (Abbildung 33).

Die mit sub1C bezeichnete Fraktion stellt den Anteil der Zellen dar, der weniger als den
haploiden Chromosomensatz enthalt und welcher mit dem Anteil an apoptotischen Zellen
gleichgesetzt werden kann. Der mit 1C bezeichnete Peak zeigt die Anzahl der Zellen in
der Gap (G)-1-Phase des Zellzyklus. In dieser Phase enthalten die Zellen den einfachen
Chromosomensatz (2n). Der Peak zwischen 1C und 2C entspricht Zellen in der Synthese
(S)-Phase nach der Zytokinese und der Peak rechts von 2C entspricht S-Phase-Zellen vor
der Zytokinese. Der 2C-Peak stellt den Anteil der Zellen dar, die sich in der G2-Phase bzw.
in der Mitose (M)-Phase befinden.

Bei Kultivierung in Vollmedium (EMM) zeigte der Wildtypstamm einen breiten Peak mit
einer Dominanz an G2-Zellen, wohingegen die Zellen in Stickstoffmangelmedium (LNMM)
vermehrt in G1 verblieben (Alfa et al., 1993). Durch die Expression von Adx1-108
veranderte sich dieses Profil. In Minimalmedium erschien ein deutlicher Peak an G1-
Zellen und die Anzahl der Zellen in den beiden S-Phase Regionen war deutlich verringert.
Letzteres fand sich auch in LNMM.

WT  WT+Adx™
EMM i

LNMM

Abbildung 33: Zellzyklusverteilung von S. pombe nach Adx-Expression

Der Wildtypstamm (MB271) sowie CAD48 (WT / Adx1-108) wurden in EMM bzw. in Stickstoffmangelmedium
(LNMM) kultiviert und durchfluzytometrisch nach Propidiumiodid (Pl)-Farbung analysiert. (Exemplarische
Darstellung eines Histogramm-Plot (PI-Fluoreszenz gegen Zellzahl) mittels FACS)

Zusatzlich wurde das Plasmid pNMT1-Adx¥108 in die beiden temperatursensitiven
Stamme MB100 (h- cdec2.1w leul.32) (Nurse & Thuriaux, 1980) und MB154 (h+ cdc2.3w
adeb6.616 leul.32) (Fantes, 1981) transformiert. Diese Stdmme beeinhalten die
Checkpointmutanten cdc2.1w und cdc2.3w. Die so erhaltenen Stdmme MB 292 (h-
cdc2.1w leul.32 / pNMT1-Adx1108) und MB 293 (h+ cdc2.3w adeb6.616 leul.32 /
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PNMT1-Adx1108) wurden ebenfalls untersucht (Abbildung 34). Die Expression von Adxl
108 peeinflulte die Temperatursensitivitat der beiden cdec2 Mutanten hierbei nicht. In
einem cdc2.1w Hintergrund fuhrte die Expression von Adx108 zu einem nahezu
kompletten Verlust der G2 Zellen mit einer Verschiebung der Zellen in die S-Phase
Region. In der cdc2.3w Mutante erfolgte ebenfalls eine Verschiebung der Zellen in die S-
Phase Region, zugleich lief sich ein Anstieg der G2-Zellen feststellen. Lediglich unter der
Verwendung von EMM-Medium zeigte sich ein Anstieg an apoptotischen Zellen durch die
Expression von Adx1-108,

cdc2w  cdc2.3w  cdc2.1#Adx cdc2.3+Adx

2C

!
_ i : {o2¢
EMM E e ac 1€ |

LNMM

Abbildung 34: Zellzyklusverteilung von S. pombe nach Adx-Expression

Die Checkpointmutanten MB100 (cdc2.1w) und MB154 (cdc2.3w) sowie die Adx1-108 exprimierenden
Stamme MB292 (cdc2.1w / Adx1-108) ynd MB293 (cdc2.3w / Adx1-108) wurden in entweder EMM bzw.
LNMM kultiviert und durchfluRzytometrisch nach Propidiumiodid (Pl)-Farbung analysiert. (Exemplarische
Darstellung eines Histogramm-Plot mittels FACS)

Wie festzustellen war zeigte die Expression von Adx1108 einen Einfluf auf den Zellzyklus.
Bereits in normalem Vollmedium verschiebt sich der Anteil der Zellen deutlich in die G1-
Phase bei gleichzeitiger Verringerung des Anteils an Zellen in der S-Phase. Eine Zunahme
an apoptotischen Zellen (sub1C-Peak) war hier jedoch nicht festzustellen. Lediglich vor
einem cdc2.3w Hintergrund fuhrte die gleichzeitige Expression von Adx1-108 zu einem
Anstieg an apototischen Zellen.
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4.35 EinfluR der Uberexpression von AdR und CYP11B1 auf die
mitochondriale ROS-Produktion in S. pombe

Nach den bisher erhaltenen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob die Anwesenheit von
AdR und P450 im Hefesystem in der Lage ist, die ROS-Produktion zu unterbinden. Dazu
wurde ein DHE-Assay mit den Stammen MB271 (Kontrolle), TH75 (Adx/AdR/CYP11B1
exprimierender Stamm) und MB311 (Adx & AdR exprimierender Stamm) durchgefihrt.
Wie in Abbildung 35 dargestellt zeigten sowohl MB311 als auch TH75 keinen Anstieg in
der ROS-Produktion, was darauf schliessen lasst, dass die Anwesenheit von AdR und
P450 im Hefesystem in der Lage sind, die ROS-Produktion zu unterbinden.
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Abbildung 35 : Adx-induzierte ROS-Bildung in S. pombe

Der Wildtypstamm (MB271) (£ 3 mM H202 (Positivkontrolle)), MB311 (Adx / AdR) sowie TH75 (Adx / AdR
/CYP11B1) wurden in EMM (x Aminosauren) kultiviert und der relative Anstieg der ROS-Bildung unter dem
EinfluB des CYP11B1-Substrates RSS durchfluzytometrisch bestimmt. Es konnte in allen Fallen kein
Anstieg der ROS-Produktion festgestellt werden. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um
Mittelwerte £ STABWN; t-test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit der
Kontrollgruppe.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass lediglich die Uberexpression von
Adx*108 in der Lage ist, vermehrt ROS in der Spalthefe zu produzieren. Es ist moéglich
diese ROS-Produktion mittels des Scavanger NAC zu unterbinden. Dennoch lassen sich in
der Spalthefe keine weiteren aopotischen Marker wie DNS-Fragmentierung oder der
Austritt Phosphatidylserin aus der Zellmembran feststellen. Der Einfluf auf den Zellzyklus
steht lediglich vor einem cdc2.3w Hintergrund im Zusammenhang mit einer vermehrten
Auftreten an apoptotischen Zellen.
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4.4 Charakterisierung des Adx-Homologen (Benoni) aus Drosophila
melanogaster

In dem letzen Kapitel dieser Arbeit sollte geklart werden, in wie weit die Fahigkeit von
humanen und bovinem Adx ROS in verschiedenen Organismen zu produzieren auf andere
Ferredoxine, im speziellen das Adx-Homolog der Fruchtfliege D. melanogaster zu
ubertragen sind. Dazu sollte zunachst die Homologie des Adx-Homolog aus D.
melanogaste, (im folgenden mit Benoni bezeichnet) zu humanem und bovinem Adx
untersucht werden.

44.1 Sequenz

Die Nukleotidsequenz fir das 1999 gefundene Adx-Homolog aus D. melanogaster
(Feyereisen, 1999) findet sich in der Datenbank Flybase unter der Bezeichnung
FBgn0035529 bzw. CG1319. Da sowohl die Funktion als auch die Struktur von Adx aus
verschiedenen Organismen bekannt sind (Chang et al., 1988; Grinberg et al., 2000;
Kakuta et al., 2001; Mo et al., 1999; Muller et al., 1998, Sevrioukova, 2003 #2982;
Muller, 1998; Muller et al., 2003; Vidakovic et al., 1996), wurde die Primarstruktur von
Benoni mit der von humanem und bovinem Adx verglichen, um Aussagen uber den Grad
der Homologie und Uber die Natur des zu untersuchenden Proteins zu treffen. Dazu
wurde mittels dem Programm Clustal W ein Sequenzvergleich von Benoni mit der
Aminosauresequenz der maturen Form von humanem und bovinem Adx vorgenommen;
zur graphischen Darstellung wurde BOXSHADE verwendet (Abbildung 36). Dabei zeigten
die drei Sequenzen Uber weite Bereiche deutliche Homologien.

Adx human 1 MAAAGG [NEIRIGARNS:MeGHERN HHAG RIS SEIL RN - ElesAEASE SIEVEAR
Adx bovin 1 -—-MA ARLLRYASAN G3TAGR\ZIMIARERACNEG LEIERGREllG CAVAIIRIL SVEeR
SIF

Benoni 1 ------ee- MQSCLQI €ATQPQFAIADRNAYFLEIG------------ PENERC

Adx human 59 ARSSSEDKITVHFINRDGETLTTKGKVGDSLLDN=ENNLDIDGFGACEGTLACSTC
Adx bovin 57 A@SSSEDKITVHFINRDGETLTTKAJGDSLLDVVONNLDIDGFGACEGTLACSTC
Benoni 39 STPRALQCVNIT RGN CIMINTE GKVGDSLLDVMNNNY/DEDGFGACEG IICSTCHLI
Adx human 119 = EKLDAITDEENDMLDLAYGLTDRSRLGCQICEMONMTVR\= VIZDAH
Adx bovin 117 EoH| [FEKLEAI TDEENDMLDLAYGLTDRSRLGCQICIAMDNMT VR\BEAVEDAH
Benoni 99 KSDFEKLEBKPCRJ=:EL BB ANE R Eb TS|RINeE[elo TRSNDIY/EGLE 'SGFN BAGAA-

Adx human 179 »\EKTE----
Adx bovin 177 BMEMNSSKIE

Benoni = -——---——--

{ Ubereinstimmung zwischen humanem und bovinem Adx
{ Ubereinstimmung zwischen humanem Adx und Benoni

g Ubereinstimmung zwischen allen drei Ferredoxinen

Abbildung 36 : Homologievergleich der Adronodoxinsequenzen aus unterschiedlichen Organismen.
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Tatsachlich sind 68 der insgesamt 158 Aminosauren des D. melanogaster Proteins
identisch mit den Aminosauren an den entsprechenden Positionen des bovinen und
humanen Adx, was einer Ubereinstimmung von 43,04 % entspricht. Zahlt man die nicht
vollig identischen, aber dennoch &hnlichen Aminosauren hinzu, so erhalt man eine
Homologie von 52,29 %. Sowohl die Sequenz von Benoni, welches die mitochondriale
Importsequenz tragt (pra-Benoni) als auch die Sequenz des maturen Benoni wurden von
der Fa. Entelechon synthetisch hergestellt (Sequenzen Anhang D). Die Sequenz von pra-
Benoni wurde unverandert synthetisiert (Original-Codon-Usage), wohingegen die Sequenz
von Benoni Codon-usage optimiert fur E. coli hergestellt wurde. Die Codon Usage
beschreibt das Phanomen, dass Varianten des universellen genetischen Codes von
unterschiedlichen Spezies verschiedenartig benutzt werden und spielt daher eine grofie
Rolle bei der Regulation der Proteinbiosythese. Selten benutzte Codons kdnnen die
Translation bremsen, wahrenddessen oft genutzte Codons die Translation beschleunigen
konnen. Bei der Produktion fremder Proteine in Bakterien kann es aus diesem Grund von
Vorteil sein, das in den Produzenten eingebrachte Gen in seiner "codon usage" dem
Repertoire des verwendeten Bakterienstamms anzugleichen und somit zu einer hoheren
Expression zu gelangen. Zur Durchfuhrung der folgenden Expressionsstudien wurde die
Sequenz von Benoni in pKKHC-Vektor, einem fur die Expression in E. coli geeigneten
Expressionsvektor, subkloniert (Vektorkarte Anhang F ).

4.4.2 Expression von Benoni

Um geeignete Bedingung fur die Expression von Benoni zu finden, wurden verschiedene
E. coli Stamme unter unterschiedlichen Bedingungen getestet. Dazu wurden die Zellen
zunachst mit dem Benoniplasmid transformiert und fir 12 Stunden bei Temperaturen
von 25-37°C im Schuttelinkubator (200 rpm) kultiviert. AnschlieBend wurden 500 ml mit
entsprechenden Selektionsmarkern (Ampicillin (100 pg/ml), Chloramphenicol (50 pug/ml))
versetztes NB-Medium mit 1/10 - 1/40 dieser Vorkultur beimpft. Diese Hauptkultur
wurde unter gleichen Bedingungen bis zu einer ODeoo von 0,6 -1,0 weiter inkubiert. Dann
erfolgte die Induktion mit IPTG. Die Zellen wurden 24 Stunden nach Induktion geerntet
und Proben mit gleicher Anzahl von Zellen fir eine SDS-Page mit 45%igem Gel verwendet
(Abbildungen 37-42).

Ausgehend von der Aminosauresequenz von Benoni konnte mit Hilfe des unter
http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html zuganglichen Programm Compute pl/Mw das
theoretische Molekulargewicht sowie der theoretische isoelektrische Punkt (IEP) des
maturen Proteins errechnet werden. Fur den IEP ergab sich ein Wert von 4,44, wahrend
das berechnete Molekulargewicht mit 17 kDa angegeben wurde. Diese Berechnungen
deckten sich mit den experimentell ermittelten Werten im SDS-Gel (Abbildung 37, Spur
5). Humanes Adx, welches als Kontrolle mitgefuhrt wurde, hat ein Molekulargewicht von
14 kDA und seine Bande fand sich im SDS-Gel zwischen 6,5 - 17,5 kDa. Es handelt sich
bei allen dargestellten SDS-Gelen um die exemplarische Abbildung eines Geles; die
Experimente wurden jedoch mindestens dreimal mit vegleichbaren Ergebnissen
durchgefihrt.

Die E. coli Stamme BCC (Abbildung 37, Spur 5), BL21 (Abbildung 39, Spur 5) und plyskE
(Abbildung 40, Spur 5) exprimierten Benoni bereits nach 12 stindiger Inkubation bei
37°C, 200 rpm. Hier war eine Benoni-Bande unterhalb der 17 kDa-Markerbande zu
erkennen. In Rosetta-Zellen sowie JM109-Zellen war keine Expression von Benoni
moglich (Abbildung 38). Im Stamm BC (Abbildung 37, Spur 3) sowie BL21(DE3)
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(Abbildung 39, Spur 9) war die Expression zwar vorhanden. aber relativ schwach und die
Benoni-Bande erst nach 24 Stunden deutlich zu erkennen. Daher wurden diese Stamme
fir weitere Expressionsstudien ausgeschlossen. Die nachsten Experimente wurden
lediglich pLysE-Zellen durchgefihrt, da in diesem Stamm bereits nach 12 Stunden die
starkste Expression erzielt wurde.
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Abbildung 37: Expression von Benoni bei 37°C, 200 rpm

Transformation erfolgte mit 0,5 pg Benoni bzw. hAdx (Kontrolle). Es wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten SDS-Proben hergestellt. Die Spuren 1-3 enthalten das Proteinlysat von BC-Zellen (O h - 12 h -
24 h), die Spuren 4-6 Proteinlysat von BCC-Zellen (O h - 12 h - 24 h) und die Spuren 7-9 Proteinlysat der
hAdx exprimierenden Kontrolle (24 h - 12 h - O h).

kD

! 8 123
17/5-- B .
83 --
=g
45 -

s
25 -
17 -

7~

Abbildung 38: Expression von Benoni bei 37°C, 200 rpm.

Die Zellen wurden mit 0,5 pyg Benoni bzw. 0,5 yg humanem Adx (Kontrolle) transformiert. Spur 1-3:
Kontrolle (O h - 12 h - 24 h), Spur 4-6: JM109-Zellen (O h - 12 h - 24 h) und Spur 7-9: Rosetta-Zellen (0 h
- 12 h - 24 h). Keine der getesteten Zellen exprimiert Benoni.

72



Ergebnisse

Abbildung 39: Expression von Benoni bei 37°C, 200 rpm

Transformation der Zellen erfolgte mit 0,5 pug Benoni oder 0,5 yg humanem Adx (Kontrolle). Spur 1-3:
Kontrolle (O h - 12 h - 24 h), Spur 4-6: BL21-Zellen (O h - 12 h - 24 h) und Spur 7-9: BL21(DE3)-Zellen (O
h - 12 h - 24 h). Bereits nach 12 stindiger Expression ist in Spur 5 eine Benoni-Bande zu erkennen.
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Abbildung 40: Expressionslevel von Benoni in pLsyE und pLysS-Zellen

Der Expressionslevel wurde nach Transformation der Zellen mit 0,5 pug Benoni oder 0,5 pg humanem Adx
(Kontrolle) untersucht. Spur 1-3: Kontrolle (O h - 12 h - 24 h), Spur 4-6: pLysE-Zellen (O h - 12 h - 24 h)
und Spur 7-9: pLysS-Zellen (O h - 12 h - 24 h). Bereits 12 h nach Induktion ist in Spur 5 eine Benoni-
Bande vorhanden.

Um die Expressionsbedingungen weiter zu optimieren, wurden die Zellen in
unterschiedlichen Medien mit und ohne Zugabe von Ascorbat als Stabilisator kultiviert.
Dabei zeigte sich, dass weder die Zugabe von Ascorbat, noch die Zusammensetzung des
Mediums einen entscheidenden EinfluR auf den Expressionslevel von Benoni hatte
(Abbildung 41).
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Abbildung 41: Expression von Benoni bei 37°C, 200 rpm
Die Zellen wurden mit 0,5 ug Benoni transformiert und in verschiedenen Medien mit (3, 4) und ohne (1, 2,

5, 6) Zugabe von Ascorbat inkubiert. Spur 1-4: Proteinlysat von pLysE-Zellen in NB-Medium, Spur 5-6:
Proteinlysat von pLysE-Zellen in SD-Medium. Bei der Auftragung in den Spuren 1, 3 und 5 handelte es sich
um nicht-induzierte Kontroll-Zellen, die Zellen in den Spuren 2, 4 und 6 wurden mit 250 pg/I IPTG induziert.

Fur alle weiteren Expressionsstudien wurden die pLysE-Zellen daher ausschliellich in NB-
Medium ohne weitere Zusatze kultiviert. Um herauszufinden, ob eine Verlangerung der
Expressionszeit oder Veranderungen der Inkubationstemperatur einen entscheidenden
EinfluB auf den Expressionlevel von Benoni haben, wurden Zeitreihen bei den
Temperaturen 25°C, 30°C und 37 °C durchgefuhrt. Dazu wurden pLysE-Zellen zunachst
mit dem Benoniplasmid transfiziert, induziert und anschliefend die Expression von
Benoni unter EinfluR der verschiedenen Inkubationstemperaturen zu verschiedenen
Zeitpunkten Uberpruft.
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Abbildung 42: Expression von Benoni bei 25°C, 200 rpm

Spur 1: Proteinlysat von pLysE-Zellen zum Zeitpunkt O h der Induktion (250 ug/l IPTG ). Spur 2-9:
Proteinlysat von pLysE-Zellen zum Zeitpunkt 6 h bis 48 h nach Induktion (Abstand jeweils 6 h). Bereits nach
6 Stunden wird Benoni exprimiert (Spur 2), nach 24 h ist die Expression am grofiten (Spur 5).
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Abbildung 43: Expression von Benoni bei 30°C, 200 rpm

Die Zellen wurden mit 0,5 pg Benoni transformiert und SDS-Proben nach verschiedenen Zeitpunkten
hergestellt, um den Verlauf der Expressionsstarke zu verfolgen. Spur 1: Proteinlysat von pLysE-Zellen zum
Zeitpunkt der Induktion (250 pg/1 IPTG ). Spuren 2-9: Proteinlysat von pLysE-Zellen zum Zeitpunkt 6 h bis
48 h nach Induktion (Abstand jeweils 6 h).
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Abbildung 44: Expression von Benoni bei 37°C, 200 rpm

Die Zellen wurden mit 0,5 ug Benoni transformiert. Spur 1: SDS-Proben von pLysE-Zellen zum Zeitpunkt der
Induktion (250 pg/1 IPTG ). Spuren 2-9: SDS-Proben von pLysE-Zellen zum Zeitpunkt 6 h bis 48 h nach
Induktion (Abstand jeweils 6 h).

Wie in Abbildung 42-44 deutlich zu erkennen ist, wurde Benoni unter allen getesteten
Expressionsbedingungen bereits nach 6 Stunden exprimiert, allerdings wurde die
maximale Expression erst 24 Stunden nach Induktion erreicht. Bei 37°C wurde die
starkste Expressionsrate erreicht (Abbildung 44), aber aufgrund der mit hoherer
Temperatur auftretenden, starkeren Nebenbanden, wurde Benoni in den folgenden
Experimenten fir 48 Stunden bei lediglich 25°C exprimiert. Es wurde bewusst eine
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verlangerte Expressionsdauer gewahlt, da das Protein keine Stabilitatsprobleme
aufzeigte und bisherige Erfahrungen zu einer verlangerten Expression bei niedrigen
Temperaturen raten.

443 Chromatographische Aufkonzentrierung und Reinigung von Benoni

Um herauszufinden, unter welchen Bedingungen Benoni aufkonzentriert und vorgereinigt
werden kann, wurden verschiedene lonenaustauscher getestet. Dieses Experiment wurde
im Micro-Mafdstab durchgefuhrt. Dazu wurde das bereits aufgeschlossene und mittels
Centripreps YM-30 eingeengte Gesamtlysat der Benoni-exprimierenden pLysE-Zellen
nach der Expression unter den in 4.4.2 ermittelten Bedingungen in einem
Eppendorfgefal mit jeweils 2 ml der verschiedenen Saulenmaterialien Uber einen
Zeitraum von 2 Stunden vermischt. Nach dem Waschen des Saulenmaterials wurde ein
UV/Vis- Spektrum vom ,Durchlauf und Eluat erstellt um herauszufinden, wie hoch die
Bindungsaffinitat des entsprechenden Saulenmaterials gegentber Benoni ist. Es wurde
festgestellt, dass Benoni unter den gewahlten Bedingungen in der Lage war, sowohl an
den Anionenaustauscher SourceQ (Abbildung 45, lila Kurve) als auch DEAE (Abbildung
45, rote Kurve) zu binden, da hier im ,Durchlauf® kein charakteristisches Benoni-
Spektrum mehr zu erkennen war (Abbildung 45, griine Kurve).

CH-Sepharose
——DEAE
% ——Source-30Q
L ---- Source-30S
—— Sepharose-4B
——aufkonzentriertes Benoni
—— CM-Sepharose
Aufschluss Gesamtlysat

Absorption
o
(4 ]
1

300 400 500 600
Wellenlénge [nm]

Abbildung 45: Testung verschiedener Saulenmaterialien

Transformation der Zellen mit 0,5 ug Benoni; 48 h Expression bei 25 °C, 200 rpm. Vermessen wurde
sowohl der Aufschluss des Gesamtproteinlysat (fliederfarbene Kurve), als auch der Durchlauf der jeweiligen
Saulenmaterialien nach Auftragung des Proteinlysates. Aufkonzentriertes Benoni (grine Kurve) zeigt einen

charakteristischen Peak bei 420 nm sowie einen Nebenpeak bei 560 nm.
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Wahrend bei der Reinigung Uber SourceQ im Eluat aber nur farblose Fraktionen
auftraten, zeigte bei der Reinigung mit DEAE ein Teil der Fraktionen eine deutliche
Rotfarbung. Es wurde daher nur eine Vorreinigung Uber DEAE-Saule in Betracht gezogen.
Da die Menge des eluierten Proteines im Vergleich zur Proteinmenge des Zell-Aufschluss
jedoch sehr gering erschien, wurde das Bindungs- und Elutionsverhalten von Benoni
mittels SDS-PAGE Uberpruft.

Dazu wurden jeweils Proben vom Aufschluss vor der Saule, vom Durchlauf der Saule
sowie von der Eluatfraktion hergestellt. So konnte nachgewiesen werden, dass bei beiden
verwendeten Saulenmaterialien Durchlauffraktionen auftraten, die eine ausgepragte
Bande auf der Hohe der 17 kDa Markerbande zeigten (Daten nicht gezeigt). Ein Teil des
Zielproteins konnte offensichtlich aufkonzentriert werden, der Grof3teil des Proteins ging
jedoch bei dieser Reinigung verloren; ein Umstand der auch unter Verwendung eines
grofleren Saulenvolumens nicht behoben werden konnte. Es wurde daher versucht das
Volumen des Proteinlysates lediglich durch die Verwendung von Centriprep YM-30
Zentrifugalfiltereinheiten der Fa. Amicon soweit einzuengen, dass das verbleibende
Proteingemisch mittels einer Superdex75 (Fa. Amersham Biosciences) Gelchromato-
graphiesaule getrennt werden konnte. Aufgrund der deutlichen Rotfarbung der Benoni-
enthaltenden Fraktionen konnten diese gesammelt, spektralphotometrisch vermessen
und erneut eingeengt werden. Mit dem so erhaltenen ,aufgereinigten Benoni wurden die
folgenden Studien zur Charakterisierung durchgefuhrt.

4
Durchlauf
—=— Aufschlul Gesamtlysat
—=—aufkonzentriertes Benoni
3
2 h

Absorption

. \_

0 T ' ey
300 400 500 600
Wellenldange [nm]

Abbildung 46: Gelchromatographische Reinigung

Das Volumen des aufgeschlossenen Gesamtlysat der Benoni-Expression (lila Kurve) wurde zunachst unter
Verwendung von Centripreps YM-30 vermindert. AnschlieBRend erfolgte die Reinigung Uber eine
Superdex75-Gelfiltrationssaule und erneute Aufkonzentrierung mittels Centripreps YM-30 (griine Kurve). Im
Durchlauf der Saule war kaum noch Benoni vorhanden (hellblaue Kurve).
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444  Spektrometrische Charakterisierung von Benoni

4.4.4.1 UV/Vis Spektrum

Das UV-Vis-Spektrum von Benoni zeigte Uberraschenderweise keine typischen Merkmale
eines [2Fe-2S]-Ferredoxins. Das Maximum bei 414 war im Vergleich zu Adx zu langeren
Wellenlangen verschoben, das Maximum bei 454 nm nicht vorhanden. Der
charakteristische Doppelpeak zwischen 290 und 370 nm zeigte Veranderungen, das
Maximum und die Schulter sind im Vergleich zu Adx vertauscht.

Absorption

300 400 500 600

Wellenldnge [nm]

Abbildung 47: UV/Vis-Spektrum Benoni
Aufgereinigtes Benoni zeigt einen charakteristischen Peak bei 420 nm und 560 nm.

44.4.2 Redoxpotential

Die Bestimmung des Redoxpotentials mit der Photoreduktionsmethode mit Safranin T
fihrte aufgrund des offensichtlich unerwartet niedrigen Potentials des Adx-Homologen
aus D. melanogaster zu keinem eindeutigen Ergebnis. Es kann daher lediglich
festgehalten werden, dass das Redoxpotential niedriger als etwa -360 mV sein muss.
Dieser Wert stellt die Bestimmungsgrenze dieses Systems dar.
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4443 ESR-Messungen

Die ESR-Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Reinhard Kappl am Institut
fUr Biophysik der Universitat in Homburg durchgefluhrt. Der Graph der Abbildung 48 zeigt
im oberen Bereich die Probe im oxidierten, im unteren Bereich die Probe im reduzierten
Zustand. Man sieht Resonanzen bei g=6 und 4.3 bei niedrigem Feld, die von
gebundenem und unspezifisch gebundenem Fe3* stammen. Nach der Reduktion sind
diese Signale fast verschwunden. Fe2* ist nicht sichtbar, dafir intensives Signal um g=2,
d.h., bei 340 mT (= 3400G).

g=6 g=4.3

T 7 T 7 T 7 T
100 200 300 400

Magnet. Feld [mT]

Abbildung 48: ESR-Spektrum Benoni

Die Graphen in Abbildung 49 sind im Bereich um g=2 vergrofiert dargestellt. Das oberste
Spektrum zeigt den Graphen der oxidierten Probe (1), jene darunter stammen von der
reduzierten Probe. Der Graph (3) entspricht der Simulation des reduzierten Spektrums
(2), welche bei 20 dB (=2 mW) aufgenommen wurde. Die reduzierte Benoni-Probe zeigt
hierbei ein typisches, fast axiales ESR-Spektrum eines FeS-clusters sowie eine einzelne
Linie bei g=2.005. Letztere stammt von einem organischen Radikal (ohne Metall). Die
Simulation reproduziert das Spektrum recht gut. Die beiden unteren Spektren (2a+3a)
sind bei geringeren Leistungen (Dampfung 26dB (0.5 mW) und 36 dB (0.05 mW))
aufgenommen. Dabei sieht man deutlich, dass das FeS-Signal wegen seiner schnelleren
Relaxation bei niedrigen Leistung starker an Intensitat verliert als das organische Radikal.
Diese Reaktion ist typisch flur unabhéangige Signalsspezies. Das Spektrum der oxidierten
Probe scheint schon etwas reduzierten FeS-Cluster zu enthalten. Daneben sind noch zwei
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weitere Signhale bei niedrigem Feld zu sehen, von denen eines nach Reduktion zu
verschwinden scheint. Dieses Signal kann von dem organischem Radikal stammen.

1) 16 K, 6.3 mW
2) _ 20 K, 2 mW
3)
Za) 20 K, 0.5 mW
EM/\/WW
20 K, 0.05 mW
T ' T ' T ; T ' T '
320 330 340 350 360

Magnet. Feld [mT]

Abbildung 49: ESR-Spektren von Benoni

(1) Spektrum der oxidierten Probe, (2/2a) Spektrum der reduzierten Probe und (3/3a) Simulation der
reduzierten Probe bei unterschiedlichen Leistungen. Simulationsparameter: FeS: g1=2.0245, g>=1.9371,
g3=1.9338 mit gauss. Linienbreiten von 11, 21, 19 G (1.1, 2.1, 1.9 mT); org. Rad.: g=2.0052 (isotrop) und
LBs von 10 G (1 mT).

Es konnte in diesem Experiment gezeigt werden, dass Benoni zur Gruppe der 2Fe-2S
Ferredoxine gehort.
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445 Aktivitatsanalyse mittels in vitro Rekonstitution

Um zu Uberprufen, ob Benoni in der Lage ist, Adx in vitro funktionell zu ersetzten, wurde
ein CYP11A1-Substratumsatz-Test durchgefihrt. Anstelle von Adx wurde gereinigtes
Benoni eingesetzt. Beim Test zum CYP11Al-abhéangigen Substratumsatz wird Cholesterol
von CYP11A1 zu Pregnenolon umgesetzt. In vivo werden dabei die flr diese Reaktion
benotigten Elektronen von NADPH bereitgestellt und Uber AdR und Adx auf das
Cytochrom P450 Ubertragen. Auch in vitro kann eine Substratumsetzung erfolgen, sofern
eine vollstandige Elektronenubertragungskette vorhanden ist. Ersetzt man also bovines
Adx durch Benoni, so eignet sich dieser Test zur Untersuchung der vermuteten
Interaktion von Benoni mit der AdR.
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Abbildung 50: CYP11A1-Substratumsatzs-Test
Die Substratumsetzung von Cholesterol zu Pregnenolon kann in vitro rekonstituiert werden, sofern eine
vollstandige Elektronenubertragungskette vorhanden ist.

Die Ergebnisse des CYP11Al1-Substratumsetzungs-Testes (Abbildung 50) bestatigten,
dass eine funktionelle Elektronentransferkette vorliegt und Benoni in der Lage ist,
Reduktionsaquivalente von NADPH aufzunehmen, wodurch es Adx funktionell ersetzt.
Weiterhin konnte der K- und v__ -Wert von Benoni bestimmt werden. Der K, -Wert gibt

die Substratkonzentration an, bei der die halb-maximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht
wird und stellt eine charakteristische Grofle eines Enzyms und des von ihm umgesetzten
Substrates dar. Er gibt einen Hinweise auf die Affinitat des Substrates, d.h., geringe Km-
Werte kennzeichnen eine hohe Affinitadt. Weiterhin existiert in der Enzymkinetik das
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Phanomen der Sattigung: bei sehr hohen Substratkonzentrationen kann die
Umsatzgeschwindigkeit v nicht weiter gesteigert werden, d.h., es wird ein Wert v__

erreicht.

Tabelle 13: Kinetische Konstanten von Benoni im Vergleich mit bovinem Adx

Adrenodoxin Vmax Katalytische
[nmol Pregnenolon Effiizienz
prod./min/nmol CYP11A1] Vimax / Km

Bovines Adx 0,121+ 0,021 0,052+ 0,002 0,430
Benoni 0,027 + 0,009 0,008 = 0,001 0,296

In Tabelle 13 sind die Mittelwerte dreier unabhangiger Experimente = STABWN dargestellt. Die ermittelten
Ky~ und v __-Werte fir Benoni und bAdx zeigen, dass Benoni zwar in der Lage ist die

Elektronentransportkette zu komplementieren, allerdings mit einer geringeren katalytischen Effizienz wie
bAdx.

Durch Vergleich der experimentell ermittelten K- und v__ -Werte fir Benoni und bAdx

wird klar, dass Benoni zwar in der Lage ist die Elektronentransportkette zu
komplementieren, allerdings zeigt Adrenoxin eine deutlich hdhere katalytische Effizienz.
D.h., Adrenodxin bedingt mit einer hoheren Effektivitdt die Bildung von Pregnenolon.
Mittels der bisherigen Experimente konnte belegt werden, dass es sich bei Benoni um ein
2Fe-25-Protein handelt, welches in der Lage ist, bovines Adx funktionell zu ersetzen,
wenn auch mit geringerer Effizienz. Daher sollte nun in weiteren Versuchen
herausgefunden werden, ob Benoni auch in vivo ROS produzieren und damit Apoptose
auszulésen kann.
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446 Benoni und Apoptose

4.4.6.1  EinfluR der Uberexpression von Benoni auf die Uberlebensrate
von Insektenzellen

Um zunéchst den EinfluR einer Uberexpression von Benoni auf die Uberlebensrate von
Insektenzellen zu untersuchen, wurden Schneider-Zellen transient mit pEGPc1 und pSVL
(leerer Vektor: mock) oder einem Expressionsplasmid fiur Benoni transfiziert. Die Anzahl
der GFP-exprimierenden, Uberlebenden Zellen wurde 24 Stunden nach Transfektion
mittels FACS bestimmt und mit der Anzahl der Gberlebenden, mock-transfizierten Zellen
verglichen.

120 - O Schneider-Zellen
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Abbildung 51: Effekt von transient tranfiziertem Benoni auf die Zelliiberlebensrate von Schneider-Zellen.
Alle Zellen wurden mit pEGFPc1 und entweder leerem Vektor (Kontrolle) oder einem Expressionsplasmid
fur hAdx oder Benoni transfiziert. Die GFP-Fluoreszenz wurde 24 Stunden nach Transfektion mittels FACS

bestimmt. Dargestellte Daten: Mittelwerte dreier Messungen (mit jeweils Dreifachwerten) £ STABWN; t-test:
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit Kontrollzellen.

Es wurde festgestellt, dass sowohl die Uberexpression von humanem Adx als auch von
Benoni zu einem signifikanten Einbruch der Uberlebensrate in der getesteten Zelllinie
fuhrte (Abbildung 51). Die Anzahl der Uberlebenden Zellen verringerte sich um annahernd
50 %.
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4.4.6.2 ROS-Bildung durch Uberexpression von Benoni

Um herauszufinden, ob Benoni in vivo ROS produzieren kann, wurde die Umwandlung
von Dihydroethidium (DHE) zu Ethidium 24 Stunden nach transienter Expression mit
entweder dem Benoni-Plasmid oder humanem Adx (Positivkontrolle) in Schneider-Zellen
mittels FACS bestimmt (Abbildung 52).
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Abbildung 52:  Benoni-induzierte ROS-Bildung

Schneider-Zellen wurden mit entweder 1 pug Benoni oder hAdx transient transfiziert und der relative Anstieg
der ROS-Bildung mittels DHE-Konversion nach 24 Stunden durchflufzytometrisch bestimmt. Dargestellte
Daten: Mittelwerte dreier Messungen (mit jeweils Dreifachwerten) £ STABWN; t-test: *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.005, ****p<0.001 verglichen mit der Kontrolle. Es konnte ein Anstieg der ROS-Produktion in
beiden Fallen festgestellt werden.

Die Uberexpression von Benoni fiihrte in dieser Zelllinie zu einem signifikanten Anstieg
der Ethidiumkonzentration, was mit einer zunehmenden ROS-Produktion in vivo korreliert.
Allerdings war dieser Effekt wesentlich geringer, als er durch humanes Adx ausgeldst
wurde.
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5. DISKUSSION

5.1 Adx und CYP11A1 (P450scc) induzieren Apoptose durch Bildung
mitochondrialer ROS

Eukaryotische Cytochrome P450 kdnnen abhangig von ihrer subzelluldaren Lokalisation in
zwei Ubergeordnete Gruppen unterteilt werden, namlich mikrosomale und mitochondriale
P450s (Einleitung 2.2.3.1). Beide verwenden NADPH als Elektronendonor fur
Monooxygenierungen. Die unterschiedlichen P450-Enzyme sind weiterhin  von
bestimmten Transferproteinen zur Elektronenubertragung abhangig. Im Falle der
mikrosomalen P450s handelt es sich um eine Reduktase sowie im Fall der
mitochondrialen P450s um AdR zusammen mit Adx (Bernhardt, 1996). Die Funktion
eines l6slichen Elektronentransportproteins zwischen der NADPH-abhangigen AdR und
mehreren mitochondrialen P450s macht Adx zu einem der wichtigsten Bestandteilen der
Steroidbiosynthese in den adrenalen Mitochondrien von Vertebraten. Adx Ubertragt
Elektronen zum Cytochrom P450scc (CYP11A1), welches wiederum die Seitenketten-
abspaltung von Cholesterol katalysiert (Bird & Conley, 2002). Ausserdem transferiert es
Elektronen zu den Cytochromen der CYP11B Familie, die an der Bildung von Cortisol und
Aldosteron beteiligt sind (Bureik et al., 2002). Adx liefert zuletzt sogar Elektronen fur die
mitochondrialen P450s die am Vitamin D-Metabolismus beteiligt sind (Miller & Portale,
2002). Bis heute kennt man drei unterschiedliche mRNSs von humanem Adx, die sich
lediglich in der Lange ihrer 3’-untranslatierten Region unterscheiden (Picado-Leonard et
al., 1988) und die von zwei Genen (Chang et al., 1988; Chang et al., 1990) auf dem
Chromosom 11922 (Morel et al., 1988; Sparkes et al., 1991) codiert werden. Sie werden
in allen bislang untersuchten Geweben exprimiert (Picado-Leonard et al., 1988). Die
Translation der Adx mRNS liefert Praadrenodoxin, welches durch endoproteolytische
Spaltung beim Transport in die Mitochondrien prozessiert wird (Matocha & Waterman,
1984). Die strukturelle Aufklarung dieser verklrzten bovinen Adx-Mutante (Muller et al.,
1998) im Vergleich zu dem Volllangenkonstrukt von bovinem Wildtyp-Adx (Pikuleva et al.,
2000) lieferte bedeutende Hinweise, um die Beziehung zwischen Struktur und Funktion
dieses Proteins besser verstehen zu konnen. Kurzliche Untersuchungen wiesen darauf
hin, dass AdR eine Rolle bei der Auslésung von Apoptose spielen kdnnte (Hwang et al.,
2001; Liu & Chen, 2002).

Im Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod wird die Beteiligung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) genannt. Diese tragen zur Auslésung der apoptotischen
Sighalkaskade bei (Buccellato et al., 2004; Saran et al., 2000). Prinzipiell kann daher die
mitochondriale Bildung von ROS Apoptose ausldésen, was bereits am Beispiel der
Atmungskette gezeigt wurde (Turrens, 2003). Dennoch gibt es keinen experimentellen
Hinweis darauf, dass AdR selbst in der Lage ist, in vitro (Hanukoglu et al., 1993) oder in
vivo (Hwang et al., 2001; Liu & Chen, 2002) ROS zu produzieren. Im Gegensatz dazu
wurde sowohl flr Adx als auch flr das mitochondriale P450 CYP11A1 (P450scc) gezeigt,
dass beide unter bestimmten Bedingungen ROS in vitro zu bilden kdénnen. Diese
Ergebnisse wurden allerdings nie im zellularen Kontext bestatigt. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob Adx oder CYP11A1 mittels Bildung mitochondrialer
ROS Apoptose in vivo auslosen.

Es wurde zunachst gezeigt, dass die Uberexpreg_sion von sowohl humanem als auch
bovinem Adx zu einem signifikanten Einbruch der Uberlebensrate in allen elf gestesteten
Saugerzelllinien fuhrte (Abbildung 11). In zehn von elf Fallen zeigte humanes Adx einen
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starkeren Einflu auf die Zellen als sein bovines Pendant, wobei die Ursache fur dieses
unterschiedliche Verhalten der beiden eng verwandten Ferredoxinen unklar bleibt. Auch
reagierten manche Zelllinien sensitiver auf Adx-Uberexpression als andere. Dabei ist zu
jedoch anzumerken, dass keine Zelllinie unbeeinflult blieb. Diese Tatsache bestatigte,
dass Adx-Uberexpression zu einer reduzierten Zellviabilitit in unterschiedlichen Zelltypen
fihrt. In HCT116-Zellen fiihrte die Uberexpression von Adx-WT zur Bildung von ROS
(Tabelle 8; Abbildung 12) und damit zu einem Verlust der Zellviabilitat. Zellen die mit
einem ,ROS-Fanger“ behandelt wurden, zeigten normales Wachstum (Tabelle 9;
Abbildung 12). Zellen die eine Cluster-defiziente Mutante (Adx-Ser46) von Adx
exprimierten, zeigten ebenfalls normales Wachstum. Diese Mutante ist nicht mehr in der
Lage Holo-Adx zu bilden, wodurch das Protein seine Funktion als Elektronentransporter
verliert. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Uberexpression von Adx in HCT116-
Zellen zu einem Zusammenbruch des Transmembranpotentials der Mitochondrien (Ay)
(Abbildung 13) und damit zur Caspaseaktivierung (Abbildung 14) und zu einem Austritt
von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien ins Zytoplasma fuhrt (Abbildung 15a). Diese
Ergebnisse stellen dar, dass Uberexpression von Adx Apoptose auszuldst und dass diese
durch Adx-induzierte Apoptose Uber einen mitochondrialen Sighalweg stattfindet.

Die Uberexpression von humanem CYP11A1 =zeigte im Gegensatz zu seinem
Redoxpartner Adx unterschiedliche Effekte auf die untersuchten elf Zelllinien (Abbildung
11). In vier Zelllinien war eine Zunahme, in ebenfalls vier Zelllinien eine Abnahme der
Zellviabilitat festzustellen und in weiteren drei Zelllinien zeigte sich kein EinfluR durch
Uberexpression von CYP11A1. Interessanterweise waren die beiden Glioblastomzelllinien
U373-MG (human) und rat C6 (Ratte) am sensitivsten gegenuber CYP11Al-
Uberexpression. Wie bereits fiir Adx dargestellt, konnte auch hier nach Zugabe eines
~,ROS-Fangers® kein solcher Effekt mehr nachgewiesen werden (Abbildung 12). In U373-
MG-Zellen fiihrte die Uberexpression von CYP11A1l zu einem Ay-Zusammenbruch
(Abbildung 13), Caspaseaktivierung (Abbildung 14) und Freisetzung von Cytochrom c
(Abbildung 15a). Somit ist CYP11A1 zwar in einigen Zelllinien in der Lage, Apoptose uUber
den mitochondrialen Signalweg auszulosen, jedoch nicht generell. Der Grund fur diese
Gewebsspezifitat ist zum jetzigen Zeitpunkt unklar. Es ist von in vitro Untersuchungen
bekannt, dass AdR in der Abwesenheit von Adx keine Elektronen auf molekularen
Sauerstoff Ubertragt. Bei Zugabe von CYP11A1 zum System kann die Oxidationsrate von
NADPH jedoch Uber die normale Oxidationsrate hinaus unter alleiniger Anwesenheit AdR
und Adx gesteigert werden. In Anwesenheit von Cholesterol werden die Elektronen zur
NADPH-Oxidation ganzlich durch den Cholesterolmetabolismus bezogen (Hanukoglu et
al., 1993). Demnach kdnnte auch die Gewebsspezifitat der durch CYP11A1 induzierten
Apoptose erklart werden. Die Verflgbarkeit des mitochondrialen Cholesterol differiert in
unterschiedlichen Geweben. Auf diesem Gebiet sollten weitere Untersuchungen erfolgen.
AuRerdem konnte in diesem Kontext interessant sein, ob die Uberexpression von
anderen mitochondrialen P450s ebenfalls Apoptose induzieren kann und wenn das der
Fall ist, ob diese Effekte ebenfalls gewebsspezifisch sind.

Auf Grundlage der bereits bekannten Daten und der in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Ergebnisse wurde ein Model flr die durch das mitochondriale CYP11A1-
System induzierte Apoptose entworfen. In diesem Model ist der bereits bekannte
Elektronen-Signalweg von NADPH Uber AdR und Adx zu CYP11A1 verbunden mit einem
Signalweg, der von Sauerstoff zu der Bildung von ROS fuhrt und dadurch Apoptose
auslost (Abbildung 53). Wie bereits dargelegt, wird die Bildung von ROS aus Sauerstoff in
vitro durch reduziertes Adx und reduziertes CYP11Al1l (unter einem niedrigen
Cholesterollevel), jedoch nicht durch reduziertes AdR hervorgerufen (Hwang et al., 2001).
Dementsprechend konnte sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch durch andere
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Arbeitgruppen (Hwang et al., 2001; Liu & Chen, 2002) kein Einbruch der Zellviabilitat
nach stabiler oder transienter Uberexpression von AdR festgestellt werden.

NADPH NADP + H"
AdR ) O,
Cyt. c Kaspase
Adx ROS Freisetzung Aktivierung Apoptose
CYP11A1
O,
Cholesterol Pregnenolon

Abbildung 53: Vorgeschlagener Mechanismus zur mitochondrialen ROS-Produktion mit Auslésung von
Apoptose

In den Transfektionsstudien der vorliegenden Arbeit fihrte das Vorhandensein von
NADPH, Sauerstoff und AdR (als ubigitar exprimiertes Protein in den Mitochondrien aller
Zellen) teilweise zu einer Reduktion des Uberexprimierten Adx. Dadruch wurden ROS
gebildet. ROS-Bildner koénnen hierbei Adx oder CYP11A1l sein. Die Produktion
mitochondrialer ROS beglnstigt das Zusammenbrechen des elektrochemischen
Gradienten innerhalb der Mitochondrienmembran. Das fihrt zum Kollabieren des
Membranpotentials (Ay), gefolgt vom Austritt von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien
und damit verbunden zur Aktivierung von Caspase-9. Das Modell wird unterstutzt durch
den Befund, dass die Uberexpression der Adx-Apomutante (Adx-46Ser), die nicht mehr in
der Lage ist den [2Fe-2S]-Cluster einzubauen und damit unfahig zur Redoxaktivitat ist,
keine Apoptose ausldésen kann.

Es wurde vor kurzem gezeigt, dass die Redoxaktivitdt von Adx flr die ROS-Produktion in
vitro erforderlich ist (Hanukoglu, 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde dargestellt, dass
die Redoxaktivitat von Adx fur die ROS-Produktion in vivo ebenfalls erforderlich ist. AdR-
MRNS wurde in allen untersuchten Geweben gefunden (Brentano et al., 1992), was nahe
legt, dass die basale Expression von AdR in allen getesteten Zelllinien ausreichend hoch
ist, um die Reduktion von Adx zu gewahrleisten, die fur die ROS-Bildung erforderlich ist.
Daher muss die AdR-Expression der Zellen nicht zusatzlich extern durch z. B. Behandlung
mit 5-FU stimuliert werden, um die Adx-induzierte Apoptose auszuldsen.

Antioxidativen Vitaminen kdnnte in steroidogenen Geweben eine entscheidende Rolle als
Fanger fur die von den P450-Systemen generierten Radikalen zukommen (Hanukoglu et
al., 1993). In frGheren Studien wurde bereits ein Model vorgestellt, welches nahe legt,
dass z. B. die Synthese der Steroidhormone in Abhangigkeit vom Arscorbinsaurelevel in
Geweben abnimmt (Laney et al., 1990; Riley & Behrman, 1991). Ausserdem zeigten
Studien, dass die Konzentration an Ascorbinsdure im adrenalen Kortex am héchsten ist
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(Hanukoglu et al., 1990a; Hornig, 1975). Im Gegensatz dazu zeigt sich in den fétalen
Eierstocken keine steroidogene Expression und keine Expression von CYP11A1
(Voutilainen & Miller, 1986), wodurch folglich ein Uberschuss an AdR (Brentano et al.,
1992) und Adx (Voutilainen et al., 1988) mRNS vorliegt. Die Beobachtung, dass die
Mehrzahl der in den fotalen Eierstocken vorhandenen Eizellen vor der Geburt durch
Apoptose bereits aufgebraucht wurden (Vaskivuo et al., 2001), kdonnte auf eine
apoptotische Funktion von AdR und Adx in diesen Zellen hindeuten.

Nach Uberexpression von Adx in HCT116 oder CYP11A1 in U373-MG-Zellen konnte eine
geringfugige Stabilisierung des Tumorsuppressorgen p53 und eine starke Induktion des
CDK Inhibitors p21 festgestellt werden (Abbildung 15b + 15c).

ROS sind nur eine der unzahligen bedeutenden Komponenten des apoptotischen
Zellsterbens. Sie koénnen innerhalb der Zellen an unterschiedlichen Orten generiert
werden und sind meist gesundheitsschadlich fur den Organismus bzw. toxisch fur die
Zelle selbst. In den letzen Jahren wurde in vielfaltigen Studien dargestellt, dass ROS unter
pathologischen Bedingungen ein breites Spektrum an Oxidationsreaktionen katalysieren
kdnnen. Es wurde bereits gezeigt dass ROS innerhalb der Atmungskette sowie durch die
mikrosomalen P450 Enzyme generiert werden konnen (Kuthan et al., 1978; Nordblom &
Coon, 1977); von letzteren scheint CYP2E1 eine besondere Bedeutung zuzukommen (Dai
et al., 1993; Ekstrom & Ingelman-Sundberg, 1989; Liu & Baliga, 2003). Die in dieser
Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das mitochondriale P450-System ebenfalls
in der Lage ist ROS zu bilden. Sie spielen eine entscheidende Rolle in der Induktion des
mitochondrialen Signalweges der Apoptose. Es zum jetzigen Zeigpunkt noch nicht klar, ob
die durch das mitochondriale P450-System ausgeldste Apoptose ein Phanomen ist, das
lediglich auf einige Zelltypen unter bestimmten physiologischen Bedingungen beschrankt
ist, oder ob es sich hierbei um eine Art ,mitochondrial-vermittelte“ Apoptose im
Allgemeinen handelt. Die Ubigitare Expression von AdR und Adx scheint letztere Annahme
zu bestarken. Klarung dieser noch offenen Fragen kénnte einen entscheidenden Beitrag
zum Verstandnis des mitochondrialen Elektonentransfers hinsichtlich der Apoptose-
induktion leisten.

5.2 Der Adx-Promotor als schwacher Promotor

Nachdem gezeigt wurde, dass sowohl humanes als auch bovines Adx in der Lage sind,
Zelltod in unterschiedlichen Zelllinien auszuldsen, unabhangig von deren p53-Status,
sollte die Expression von Adx nach Ausldésung der Apoptose in Kolonkarzinzomzellen
untersucht werden. Menschliche Kolonkarzinomzellen sind ein sehr gut charakterisiertes
Zellsystem, das sich flr diese Untersuchungen eignet, da neben der HCT116(WT)-Zelllinie
auch Zellen mit einem stabilen Genom, in denen beide Allele des p53-Gens (bzw. des
p21-Gens) durch homologe Rekombination inaktiviert wurden, existieren (Kaeser et al.,
2004). Zur funktionellen Analyse des Adx-Promotors in vivo dienten Reportergen-Assays.
Das Reportergen-Konstrukt enthielt dabei ein zu analysierendes 2,5 kb grofie Promotor-
DNS-Fragment des Adx-Gens und nachgeschaltet das Gen des grines fluoreszierenden
Proteins (GFP), dessen Bildung mittels DurchfluRzytometrie quantifiziert werden konnte
(Abbildung 16b). Auf diese Weise sollte sich die Aktivitdt des Promotors bestimmt
werden.

Zunachst wurden unter Verwendung verschiedener Apoptose-stimulierender Reagenzien
Bedingungen gesucht, die eine Anderung der Aktivitdt des Promotors erwirkten
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(Abbildung 18). Ein solches Reagenz ist beispielsweise 5-FU aus der Gruppe der
Zytostatika, welches seit Jahrzehnten klinisch verwendet wird (Heidelberger, 1965; Schull
& Scheithauer, 2002). Es blockiert das Enzym Thymidylsynthase, indem es die Synthese
von RNA und DNA inhibiert. Bei 3-5% der Behandelten treten jedoch schwere, z.T.
tédliche Nebenwirkungen auf, die mit einem kompletten oder partiellen Verlust des flr
die metabolische Inaktivierung von 5-FU verantwortlichen Enzyms Dihydropyrimidin-
Dehydrogenase (DPD) in Zusammenhang gebracht werden (Fuwa et al., 2002; Stanford
et al.,, 1976; Stanford et al., 1977). Da eine grundlegende Resistenz gegenuber 5-FU
induzierter Apoptose in HCT116-Zellen mit einer zielgerichteten Ausschaltung des p53-
Gens gefunden wurde (Hwang et al., 2001), eignete sich die Behandlung der Zellen mit 5-
FU besonders, um Unterschiede der Promotoraktivitdt herauszustellen, die mit dem
Vorhandensein des p53-Gens in Verbindung stehen. Als weiteres Reagenz wurde
Staurosporin (Bureik et al., 2005; Meidan et al., 1992), sowie dbcAMP (Funkenstein et
al., 1983; Kramer et al., 1984) verwendet. Der Naturstoff Staurosporin ist ein
wirkungsvoller Inhibitor der Klasse der Adenosintriphosphat (ATP) abhangigen Protein-
Kinasen, denn er passt genau in die ATP-Bindetasche dieser Enzyme. Staurosporin wurde
bereits in den verschiedensten Zellkultursystemen als Induktor des intrinsischen Weges
der klassischen Apoptose eingesetzt (Leist & Jaattela, 2001). Auf diese Weise konnten
Veranderungen in der Adx-Expression unter sehr unterschiedlichen Bedingungen
detektiert werden, wobei die Gemeinsamkeit der Experimente immer in der Ausldosung
von Apoptose lag.

Die Analyse der Aktivitdt des humanen Adx Promotors in HCT116, HCT116(p53-/-) und
HCT116(p21-/-) Zellen zeigte keine Notwendigkeit eines funktionellen p53-Gens flr die
basale Adx-Aktivitat oder fur die Induktion des PKA-Signalweges. Der geringfugige Anstieg
der Promotoraktivitdt nach Behandlung der Zellen mit 5-FU (das in der Lage ist p53 in
HCT116-Zellen zu aktivieren) war in HCT116(p53-/-)-Zellen starker ausgepragt als in
Wildtyp HCT116-Zellen (Abbildung 20-22). Es konnte daher kein Hinweis fir eine
Transkriptionsregulation von Adx durch p53 unter den beschriebenen Bedingungen
gefunden werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den von Hwang et al. gefundenen
Ergebnissen (Hwang et al., 2001). AuBerdem ist die Anwesenheit eines intakten p53-
Gens fur die durch Adx-induzierte Apoptose nicht notwendig, wie am Beispiel des
Zelllberlebensassay in HCT116(p53-/-) dargestellt wurde (Abbildung 11). Diese
Ergebnisse liefern ebenfalls keinen Hinweis auf das Vorhandensein eines positiven feed-
forward-loops zwischen Adx und p53 wahrend der Ausldsung der Apoptose.

Nachdem die Bedingungen gefunden worden waren, unter denen eine Anderung der Adx-
Expression auftrat, sollten die fur diesen Effekt verantwortlichen Bereiche des Adx-
Promotors identifiziert werden. Hierzu wurde eine sog. Deletionsanalyse durchgefuhrt.
Dazu wurden die durch schrittweise (zunachst grobmaschige) Verkurzung des Adx-
Promotors (Abbildung 19) erhaltenen Fragmente in das Reportersystem pGLOW kloniert.
Dann erfolgte die Transfektion der Zellen mit diesen verkurzten Konstrukten und
Inkubation unter den gefundenen Apoptose-induzierenden Bedingungen. Anschliessend
wurde die Promotoraktivitat durchfluflizytometrisch bestimmt. So sollte festgestellt
werden, ob die Deletion einer bestimmten Region des Promotors zu einer veranderten
Adx-Expression fuhrte. In allen getesteten Zellen konnte selbst unter dem Einflufd der
unterschiedlichen Reagenzien keine Anderung der Promotoraktivitat zwischen den Zellen
der Kontrollgruppe und dem sequenzierten Volllangenkonstrukt pEDH1 bzw. dem bereits
erheblich verkurzten 500 bp Fragment pEDH1(500) ermittelt werden (Abbildungen 20-
22). Daher wurde mittels Durchmusterung der SAGEmap-Datenbank Uberpruft, ob neue
Daten zum Expressionslevel von Adx erhalten worden waren (Abhilasha & Krishna, 1998;
el-Deiry et al., 1994; Hellal-Levy et al., 1999): SAGEmap: a public gene expression
resource. Genome Res. 10: 1051-1060). Diese Datenbank enthalt die Ergebnisse von
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SAGE-Experimenten (el-Deiry et al., 1994) verschiedener Zelllinien. Mit Hilfe dieser
Datenbank wurde ermittelt, dass der basale Adx-Level in den verwendeten
Kolonkarzinomzellen nur auflerst gering ist. Der Vergleich unterschiedlicher Zelllinien
zeigte, dass lediglich die Brustkrebszelllinie MCF-7 eine vergleichsweise hohe Adx-
Expression zeigte (Abbildung 23 und Tabelle 10). Dennoch konnte auch in dieser Zelllinie
keine signifikante Anderung der Fluoreszenzintensitat fiir den Promotor oder das
verklirzte Promoterfragment im Vergleich zu der Kontrolle ermittelt werden (Abbildung
24).

Offensichtlich handelt es sich bei dem Adx-Promotor unter den hier getesteten
Bedingungen um einen sehr schwachen Promotor. Es musste daher eine andere
Methode etabliert werden, um auch Kkleinste Aktivitdtsanderungen des Promotors
nachweisen zu konnen. Allerdings gab es keine experimentellen Hinweise auf eine
Veranderung der Adx-Expression im Verlauf der Apoptose, insofern ist es fraglich, ob fur
die hier bearbeitete Fragestellung der Aufwand einer Adx-Promotoranalyse lohnenswert
ist. Die Verwendung von Reportergenassays zur durchfluBzytometrischen Analyse in der
Zellkultur stellten jedenfalls kein geeignetes System dar, um die Promotoraktivitat in vivo
nachzuweisen. Es sollte flr weitere Reporterstudien auch die bei Zellkulturexpermienten
auftretenden relativ groRen Standartabweichungen berlcksichtig werden..

Ist eine geeignete Methode gefunden, so bestinde der nachste Schritt in der
Identifikation eines oder mehrerer Transkriptionsfaktoren, die an die zuvor isolierten Adx-
Promotorregionen binden. Diese Transkriptionsfaktoren kdonnten dann entweder mit
bereits bekannten Erkennungssequenzen von Transkriptionsfaktoren verglichen werden
oder, falls keine Ubereinstimmung zu finden ist, kdnnte die Identifizierung der relevanten
Transkriptionsfaktoren, z. B. mittels Elektrophoretische-Mobiltitatsshift-Assays (EMSA),
durchgefuhrt werden.

53 Mitochondriale ROS I6sen keine Apoptose in S. pombe aus

Es wurde bereits gezeigt, dass mitochondriale Cytochrome P450 eine magliche Quelle far
die mitochondriale ROS-Bildung darstellen und dass sowohl die Uberexpression von
humanem als auch von bovinem Adx ausreichend ist, um ROS-induziertes Zellsterben in
unterschiedlichen Saugerzellen auszuldsen (Derouet-Humbert et al.,, 2005). In
sterbenden Hefezellen werde ebenfalls ROS als Antwort auf eine Vielzahl externer und
interner Stimuli gebildet (Rodriguez-Menocal & D'Urso, 2004). In der vorliegenden Arbeit
wurden daher die Effekte einer Adx-Uberexpression auf die Spalthefe S. pombe
untersucht und hinsichtlich der Ergebnisse der Adx-induzierten Apoptose in Sdugerzellen
verglichen. Die Uberexpression von sowohl WT- als auch unterschiedlicher Adx-Mutanten
zeigte weder einen verdnderten Phanotyp der Hefezellen (Abbildung 25) noch
Auswirkungen auf die Generationszeit der untersuchten Stamme (Tabelle 11). Die
gleichzeitige Uberexpression von sowohl Adx und AdR als auch dieser Proteine
zusammen mit einem Cytochrom P450 fuhrte zu einer verlangsamten Generationszeit
(Tabelle 11), allerdings ohne Auswirkungen auf den Phanotyp. In den Hefestdmmen, die
entweder die aktivierte Mutante Adx-D113Y oder Adx1108 exprimierten, konnte eine
signifikante Zunahme der mitochondrialen ROS-Bildung festgestellt werden (Abbildung
29). Es bleibt jedoch unklar, warum die ebenfalls aktivierte Adx-S112W sowie der WT-Adx
keine Zunahme der ROS-Produktion bewirken. Mittels NAC konnte diese ROS-Bildung
unterbunden werden, die ebenfalls gestesteten ,ROS-Fanger“ DIDS, MnTBAP und Tiron
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zeigten in den fur Saugerzellen eingesetzten Standartkonzentrationen diese Wirkung
nicht (Abbildung 30).

Obwohl die Expression von Adx1108 in CAD48 eine annahernd vierfach gesteigerte
Radikalbildung im Vergleich zum Background zeigt, ist kein Zellsterben festzustellen.
Diese Tatsache konnte sowohl mittels TUNEL-Assay als auch Annexin-V-staining belegt
werden (Abbildung 31 und Tabelle 12). Zum Vergleich: Nach transienter Transfektion von
humanem Adx-WT in die Zelllinie HCT116(p53-/-) stieg die mitochondriale ROS-
Produktion lediglich 1.6fach Uber den Background, was jedoch zu einer massiven
Abnahme der Zellviabilitat (50 %) fuhrte (Derouet-Humbert et al.,, 2005). Diese Daten
lassen annehmen, dass die Spalthefe eine deutlich erhdhte Resistenz gegeniber
mitochondrialem Stress im Vergleich zu Saugerzellen aufweist was wiederum auf das
Fehlen eines mitochondrial-indzuierten Apoptosesignalweg hinweisen kénnte. Darlber
hinaus ist eben diese Stabilitdt gegenuber ROS eine weitere Eigenschaft, die die
Spalthefe als Modelorganismus zur Untersuchung rekombinanter Expression
verschiedener Saugercytochrome P450 fur biotechnologische Anwendungen attraktiv
macht. Hier sind sowohl die Herstellung von Hydroxysteroiden (Dragan et al., 2005) als
auch die Entwicklung von Testsystemen fur die Identifikation verschiedener P450
Inhibitoren zu nennen (Bureik et al., 2004; Ehmer et al., 2002).

Es wurde vermutet, dass die Produktion mitochondrialer ROS zu einer Stabilisierung des
Tumorsuppressorgen p53 fuhrt, was wiederum in einem p53-vermittelten Zellzyklusarrest
und dadurch der Induktion von Apoptose resultiert (Hwang et al., 2001). Obwohl S.
pombe Uber kein homologes p53-Gen verflgt, so teilt sie dennoch viele grundlegende
Regulationsmechanismen mit Saugerzellen (Ink et al., 1997; Nishitani & Nurse, 1997;
Nurse, 1997). Daher wurde ebenfalls untersucht, ob die Bildung mitochondrialer ROS
durch die verkirzte Adx-Mutante Adx1108 einen Effekt auf die Kontrollpunkte des
Zellzyklus zeigt. Bei Kultivierung in Vollmedium (EMM) zeigt der Wildtypstamm in der
FACS-Analyse einen breiten Peak mit einer Dominanz an G2-Zellen, wohingegen die
Zellen in Stickstoffmangelmedium (LNMM) vermehrt in G1 verblieben (Alfa et al., 1993).
Durch die Expression von Adx1-108 wird die Verteilung der Zellen in Richtung der G1-Phase
verandert. Die Anzahl der Zellen in den beiden S-Phase Regionen erschien verringert
(Abbildung 33).

Um aufzuklaren welchen Einflufs Adx auf die Kontrollpunkte des Zellzyklus ausubt, wurde
Adx1-108 in zwei temperatursensitiven cdc2-Mutanten exprimiert. Die Mutante cdc2.1w ist
unabhangig vom Weel Inhibitor (einer Phosphatase). Die cdc2.3w Mutante sensitiviert
die Zellen gegenuber dem Cdc25-Aktivator (einer Phosphatase). Dies fuhrt in beiden
Fallen zu einem verfrUhten Eintritt in die Mitose, verfrihter Zellteilung und damit zu
insgesamt kleineren Zellen (Wee-Zellen) (Enoch & Nurse, 1990). Die Expression von Adx¥
108 peeinflufdte die Temperatursensitivitat der beiden cdc2 Mutanten hierbei nicht (Daten
nicht gezeigt). In einem cdc2.1w Hintergrund fuhrte die Expression von Adx1-108 zy einem
nahezu kompletten Verlust der G2 Zellen mit einer Verschiebung der Zellen in die S-
Phase Region unter normalen Wachstumsbedingungen. In der cdc2.3w Mutante erfolgte
ebenfalls eine Verschiebung der Zellen in die S-Phase Region, zugleich lie sich ein
Anstieg der G2-Zellen feststellen. Lediglich in EMM-Medium zeigte sich ein Anstieg an
apoptotischen Zellen durch die Expression von Adx1108 (Abbildung 34). Diese Ergebnisse
geben einen Hinweis darauf, dass die mitochondriale ROS-Produktion zwar einen Einfluf3
auf die Zellzykluskontrolle in der Spalthefe haben kénnte, jedoch keine Apoptose auslost.
Des weiteren liegt nahe, dass die Cdc2-Kinase an diesem Kontrollmechanismus beteiligt
ist. Die Aufklarung der gegensatzlichen Ergebnissen, die jeweils durch Uberexpression
von Adx in den beiden cdc2 Mutanten erhalten wurden, waren jdeoch kein Gegenstand
der vorliegenden Arbeit.

91



Diskussion

Um den in Abbildung 53 aufgezeigten moglichen Signalweg der mittels mitochondrialer
ROS induzierten Apoptose zu bestatigen, wurde ein weiterer ROS-Assay mit zwei
unterschiedlichen Hefestdmmen durchgefihrt. Es konnte dabei gezeigt werden, dass
sowohl der Adx/AdR-exprimierende Stamm MB311 als auch der Adx/AdR/CYP11A1-
exprimierende Hefestamm TH75 nicht mehr in der Lage waren, ROS zu produzieren
(Abbildung 35). Nach dem vorgeschlagenen Modell sollte bei Fehlen des entsprechenden
Cytochrom P450 als Elektronenakzeptor und Vorhandensein von Substrat die Entstehung
von ROS gefdrdert werden. In der Spalthefe sind jedoch weder Adx-WT noch AdR in der
Lage ROS zu produzieren.

5.4 Benoni - das Adrenodoxinhomolog aus D. melanogaster

Die cDNS-Sequenz des Adx-Homologen Benoni aus D. melanogaster wurde durch die Fa.
Entelechon synthetisch hergestellt (Anhang 6.4). Fur die in vivo-Experimente wurde das
Protein mit identischem Codonusage, fur die Expressionsstudien und funktionelle
Charakterisierung  Codon-usage optimiert far E. coli synthetisiert (Anhang 6.4).
Ausgehend von der Aminosauresequenz von Benoni wurde unter zu Hilfenahme des frei
zuganglichen Programms Compute pl/Mw das theoretische Molekulargewicht sowie der
theoretische isoelektrische Punkt (IEP) des maturen Proteins errechnet. Fur den IEP
wurde der Wert 4,44 vorausgesagt, wahrend das berechnete Molekulargewicht mit 17
kDa angegeben wurde.

Die Expression von Benoni lieferte lediglich ca. 1 % der Ausbeute, die fur das bovine Adx
erreicht werden kann. Im bovinen Adx wird durch die freie Carboxylgruppe am Prolin 108
eine Stabilisierung erreicht, weswegen die verkurzte Form (Aminosauren 4-108) stabiler
exprimiert (Grinberg et al., 2000; Uhlmann et al., 1997). Es kdnnte daher sinnvoll sein,
Benoni ebenfalls zu verklrzen um die Ausbeute zu erhéhen. FlUr die Expression wurden
verschiedene E. coli Stamme getestet, wobei das Protein in pLysE-Zellen am starksten
exprimierte (Abbildungen 37-40). Die Zellen wurden bei einer ODsoo von 0,8 mit IPTG
induziert und bei 25°C fur 48 Stunden inkubiert (Abbildung 42). Eine Erhdhung der
Expressionstemperatur fihrte zwar zu einer insgesamt starkeren Expression, jedoch auch
zu vermehrter Fremdproteinexpression, welche die Aufreinigung erschwerte (Abbildungen
42-44). Benoni zeigte keine Stabilitatsprobleme, weswegen auf die Zugabe von Ascorbat
verzichtet werden konnte (Abbildung 41).

Im SDS-Gel zeigte Benoni neben der vorhergesagten 17 kDa Bande ein teilweise
verandertes Laufverhalten, das hdhere Molekularmassen vortduscht, als aus der
Aminosauresequenz abgeleitet werden konnte (Abbildung 37, Spur 5). Dabei handelte es
sich wahrscheinlich um Dimer-Bildung, auch wenn deren Vorhandensein in SDS-Gelen
umstritten ist. Andere Ferredoxine zeigen ein ahnliches Verhalten (Pueyo & Gomez-
Moreno, 1991; Pueyo et al., 1991), und fruhere Untersuchungen deuten auf eine
Dimerbildung von Adx in wassriger Losung hin (Jose et al., 2002; Pikuleva et al., 2000).

Bei der Aufkonzentrierung und Reinigung von Benoni wurden lediglich Konzentratoren
(Centriprep YM-30 Zentrifugalfiltereinheit) mit einer Ausschlussgrofle von 30 kDa, sowie
eine Gelfiltrationssaule verwendet (Abbildung 46). Aufgrund einer deutlichen Rotfarbung
des Proteins konnte sichergestellt werden, dass es die intakte Membran der
Zentrifugaleinheit trotz eines Molekulargewichtes von nur ca. 17 kDa nicht durchdrang. In
einem solchen Fall ware das Protein in Durchlauf zu erkennen gewesen. Es wurde
weiterhin versucht, Benoni mit dem Antikérper gegen bovines Adx nachzuweisen, was
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jedoch nicht gelang, da trotz gleicher Menge an aufgetragenem Protein lediglich Adx
detektiert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Um Expressionsstudien in verschiedenen
Organen von D. melanogaster durchfihren zu kbnnen, musste demnach ein spezifischer
Antikoérper hergestellt werden.

Das UV-Vis-Spektrum von Benoni (Abbildung 47) charakterisiert es nicht eindeutig als
[2Fe-2S]-Ferredoxin. Im Vergleich zu Adx ist das Maximum bei 414 zu langeren
Wellenlangen verschoben, das Maximum bei 454 nm ist nicht vorhanden. Der
charakteristische Doppelpeak zwischen 290 und 370 nm zeigt Veranderungen, das
Maximum und die Schulter sind im Vergleich zu Adx vertauscht. Auf Zugabe des
Reduktionsmittels Natriumdithionit verlor Benoni zwar ebenso wie Adx offensichtlich
seinen Cluster und blich aus, es war jedoch nicht méglich, ein UV/Vis-Spektrum des
reduzierten Proteins aufzuzeichnen. Das ESR-Spektrum von Benoni zeigte hingegen
sowohl im reduzierten als auch im oxidierten Zustand ein ganz typisches, fast axiales
Spektrum eines FeS-Clusters. Zusatzlich wurde in der Probe ein organisches Radikal
detektiert. Wegen seiner schnelleren Relaxation verlor das FeS-Signal bei niedrigen
Leistung starker an Intensitat als das organische Radikal.

In diesem Zusammenhang war interessant zu klaren, ob es andere Proteine mit einer
solchen Cluster-Radikal-Verbindung gibt: Eisen-Schwefel-Cluster nehmen ebenfalls eine
Schlusselrolle bei den mittels S-Adenosylmethionin (SAM) vermittelten Katalyseprozessen
ein. Proteine, die zu dieser Klasse von Enzymen gehoren, nutzen einen reduzierten [4Fe-
4S]-Cluster um ein Elektron zum SAM-Molekul zu transportieren, wodurch die Spaltung zu
Methionin und einem Deoxyadenosyl-Radikal erfolgt (Benda et al., 2002; Broderick,
1999; Layer et al., 2002; Ollagnier et al.,, 1997; Petrovich & Jaffe, 1997). Bei der
Biothinsynthase handelt es sich beispielsweise um ein solches (SAM)-abhangiges
radikalisches Enzym (Benda et al., 2002; Cosper et al., 2003; Cosper et al., 2002a;
Cosper et al., 2002b; Cosper et al., 2004). Sie enthalt sowohl einen [4Fe-4S]-Cluster, der
durch drei Cysteinreste in einer flur sie typischen CXXXCXXC-Anordnung koordiniert wird
(Sofia et al., 2001), als auch einen [2Fe-2S]-Cluster (Broach & Jarrett, 2006). Proteine
wie das aktivierende Enzym Pyruvat-Format-Lyase (PFL) (Krebs et al., 2002), die
anaerobe Ribonukleotid- Reduktase (APR) (Agar et al., 2000; Tamarit et al., 1999) und
die Lysin 2,3-Aminomutase (LAM) (Chen et al., 2003) gehdren ebenfalls zu diese Familie.
Es sollten weitere Untersuchungen der Clusterregion angestrebt werden, da bei den oben
genannten Enzymen - im Unterschied zu Benoni - die Entstehung des Radikals erst
durch den Eisen-Schwefel-Cluster katalyiert wird.

Die Messung des Redoxpotentials fuhrte zu keinem konkreten Ergebnis, was jedoch auf
die Messmethode zurtckzuflihren war. Diese Messungen muissen demnach mit anderen
Methoden wiederholt werden. Eine geeignete Methode stellt die Photoreduktions-
methode mit 5-Deazaflavin als Photoreduktans und Benzylviologen als Farbindikator dar
(Hugo et al., 1998). Die Redoxpotentiale der plant-type Ferredoxine liegen normalerweise
zwischen -310 und -455 mV (Thomson et al., 1977), die der vertebrate-type Ferredoxine
-235 bis -273 mV deutlich dartber (Grinberg et al., 2000). Benoni nimmt hier vermutlich
eine Mittelstellung ein, die jedoch bestatigt werden muss.

Benoni ist offensichtlich in der Lage Reduktionsaquivalente von NADPH aufzunehmen
und kann Adx dadruch als Elektronenubertrager zwischen AdR und CYP11A1 funktionell
ersetzen. Wie in Abbildung 50 dargestellt, katalysiert es die Umwandlung von Cholesterol
zu Pregnenolon mittels CYP11A1. Vergleicht man jedoch die katalytische Effizienz von
Benoni mit der von bAdx, so kann festgestellt werden, dass es eine deutlich gerinere
Substratspezifitat zu CYP11A1 zeigt. Dadurch wird etwa ein Drittel weniger Pregnenolon
gebildet wird, als dies unter dem Einsatz von bAdx geschieht.

93



Diskussion

Es wurde gezeigt, dass sowohl humanes Adx als auch Benoni zu einem signifikanten
Einbruch der Uberlebensfahig in Schneider-Zellen fiihrte (Abbildung 51). Weiterhin fiihrte
die Uberexpression von Benoni in diesen Zellen zur Bildung von mitochondrialen ROS
(Abbildung 52) und damit zu einem Verlust der Zellviabilitat. Allerdings lag der durch
humanes Adx verursachte ROS-Level deutlich Uber dem von Benoni. Diese Ergebnisse
zeigen dass die Uberexpression von Benoni in der Lage ist Apoptose auszuldsen und dass
diese durch Benoni-induzierte Apoptose ebenfalls Gber einen mitochondrialen Signalweg
durch Bildung von ROS stattfindet.

Gegenwartig wird bei unserem Kooerpationspartner Prof. Dr. U. Mduller (Institut far
Zoologie/Physiologie) versucht, mittels der Erzeugung von transgenen Fliegen, welche
Benoni Uberexprimieren, weitere Erkenntnisse uUber die Eigenschaften dieses neuen
Vertreters der Proteinfamilie der Ferredoxine zu erhalten.
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7. ANHANG

A) Sequenzen humaner Adx-Promotor

Gesamtsequenz pEDH1 in pGLOW

ACTAGT

CATCTTCAGA GAAAGGCATA GAACTGTCTC CTGGGCGTGC ATACTTRTGGCAAATC
AATCTCCTAA AATGATTGAG AATTGTCTCA TCATTTTTCT CGATTALE CTTTATAAAA
GGGTTGGAGG AAATTGGCAT GTTTGCCCTT CTTGCAGCAT GT@REGHGCAACAGGA
CACCATCTTG GAAGCAGAGA CTGGGCCTCT CTATCAGACA TTAALCTGGCACCTGG
GCGACCCAGT ATCCAGAACT GTGAGAAAAT AAATTCCTGT TCTATACTTACCCAGTC
TGTGTGTTAT TCTGTTATAG CATCATAAAC AGAATAAGAC AAAATGITCAAACAATGAA
TGGATTTTGA AAGGAGTAAA AGATGGGCTG GGCATGGTGG CTCABAAGTCCCGGC
ACTTTGGAAG GCTGAGGTGG GCAGATTGCT TGAGCTCAGG AGGACAAGCCTGGGC
AACATGGCAA AACCCCATCT CTAAGGAAAA AAAGAAAAAA AAABGGAGGGGTGGGA
GTTTTATAGA CAAAGAAATA CATAAGCAAA CAGATAAGCA AAAGIACCTCAGTAATT
CCATGTTGCT TTATCTGTAT TCATGATCAT GTTTACAAAT CCATTIA ATTCTGCTGA
CTACTGATAT TTGCAATTTT TGGCATTACT TCTCATCCAC CTTABAL CTGGAGAACA
TTTTTTCTAT CTTTAATCTT CATATACATG CTTAATGAAT TCTGARGT ATTAATGGAA
ATTTCATAAC ATCAATTTAT TCACCAATAT TTATTAGACC CTTGAIIAT TCAAGACCCT
GTAGCTGGTG CTGTCGGAGT CACTAAGATG AACTATATAA ATABTTAATGTGTACG
AATAACTACC CTACAAAGCA GAAAGCTATC AAGTGCCTTA AGGBASAACTGTATTT
GCTACAGGAG GGCTGAGAGA AGACAGAACA TCTACGATTT TTTMMCTAATTCTCTT
CCTACAACTA ATTCATCCGA CCTTGGAAGT TTGGTCTTAC TAAAXCAGTTAGCTGT
TCTTTTACAA CCTCCTCTTC AAGATTACTT GTCAGGGTTT GCTAIGLCTCGCAGCTTG
AAAGACTTTC TCTTCATCCA ACGATTTGAG GCAATTAGGA GCCARCTACTCTCTGCC
ATTGGGTTCC AGAAAGCACC ATACATTGTC CGCAGATACT TTATGCA TACACTTTC
TTGTTCTGAA TCTTCAAAAA TTAGTGGCGT GTGGTGGCAC ACGTEIGCCTAGCTAC
TCGGGAGGCT GAGGCAGGAG AATCACTTGA ACCTGGGAGG CGGEBRAGITGAGCCGA
GATTTCGCCA CTGCACTACA GCCTGGGCAG AATAGAGAGA CCTCAMBAAAAGAAA
AAAAAAGTAT CTGATTGTGT TTAGCATATC TGCAATATCC CCTTGARICGGCCTTTAGC
CTCTTTATGA GTACCCTGAT GGAGGAAGGC CCAGGAAGCG GTARGCTBGTTTGTGA
CGCACGGTGT GCATTGCGTA TTAGATTAAC ATCAGAATGG CCCIGBAGGAACATCT
TATCTGTGTT TGAGAGTTAT GGAAACTCTG ATCCTCCATG AGAATAATCCAAGGTC
TCAGATCTCT AAAGCAGTAG ATCTTGGATC TGAACATTGC TATQAT CTTAAAGCCC
ATGCATTTCC CACAACATAT GAACCATGAT AAGGTGTATT TTAARGA TCTTTTCTGT
TTTTTGTGAA AGTCTTTTAG AGATCTCAGC TCATCACAAA GTTTGTGCAGTCTCGTG
GGTTTCATGT ACTCAGCCAG CATTTACTTG CCAGTCAAGG TCTAGGATACCTGTCC
TCTGCAGGAG CCCCAAGCCT ATTCATTAAT TTCATTTACA ATTTAGT CATAATTATT
TCTTTGTATA ATAGCATTCT GAGATTTTCC AAAATTTCCC ACTGTTG TTTTACAGTG
GGCAGAATTC ACTTTGCTCT AACTTGACTC CAAGATGACA CAATCKRCGTTTTTTTTT
TAACGGCTAG GGGATGGGGG TATGCGGAAC AGAACACAGT GETBTAGCGATTTCC
GCTAGACGTC CAGCTATCTT TCAAAATATT TTGTTTCTGC ACGGIAACAGCCGCTAA
AAAAGCATCC AGCTTACAAC GGAACCTGGA GGGTTGGTAA AGGTGUGCTGGCCCC
GCCCCATGGG ACCGGGCGGCL GTGGGCGTGA GAGGCGGGGL GGGHCTECTTGCC
AATGTCTTTA TAGGTCACCC GGAAGGCACG CGGAACCTCG GCGCGBICAGCAGGG
TCTCTCCGCC ACTCCAGCCC CGCGCCCCTC GCCGCGGLCLCC TAGEGLGCCGCAGC
TGCCGCCCCC GCCTCTTTGG AGTCTCTCGC GGCCTCAAAG CGEELGTCGCTTCCG
GCAGTTCCCG ACCGCGGGCG ATGC
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Gesamtsequenz pEDH2 in pcDNA3.1-GFP

ACTAGT

CATCTTCAGA GAAAGGCATA GAACTGTCTC CTGGGCGTGC ATCCTTRR&GCAAATC
AATCTCCTAA AATGATTGAG AATTGTCTCA TCATTTTTCT CGATTGAL CTTTATAAAA
GGGTTGGAGG AAATTGGCAT GTTTGCCCTT CTTGCAGCAT GTEXREGHRGCAACAGGA
CACCATCTTG GAAGCAGAGA CTGGGCCTCT CTATCAGACA TTAXALCTGGCACCTGG
GCGACCCAGT ATCCAGAACT GTGAGAAAAT AAATTCCTGT TCTATACTTACCCAGTC
TGTGTGTTAT TCTGTTATAG CATCATAAAC AGAATAAGAC AAAAGIRCAAACAATGAA
TGGATTTTGA AAGGAGTAAA AGATGGGCTG GGCATGGTGG CTCABABRGTCCCGGC
ACTTTGGAAG GCETGGTGG GCAGATTGCT TGAGCTCAGG AGERCOMGCCTGGGC
AACATGGCAA AACCCCATCT CTAAGGAAAA AAAGAAAAAA AAABGGGAGGGGTGGGA
GTTTTATAGA CAAAGAAATA CATAAGCAAA CAGATAAGCA AAAGTJACCTCAGTAATT
CCATGTTGCT TTATCTGTAT TCATGATCAT GTTTACAAAT CCATTIA ATTCTGCTGA
CTACTGATAT TTGCAATTTT TGGCATTACT TCTCATCCAC CTTABAS CTGGAGAACA
TTTTTTCTAT CTTTAATCTT CATATACATG CTTAATGAAT TCTGARGT ATTAATGGAA
ATTTCATAAC ATCAATTTAT TCACCAATAT TTATTAGACC CTTGAIGT TCAAGACCCT
GTAGCTGGTG CTGTCGGAGT CACTAAGATG AACTATATAA ATABTTCAATGTGTACG
AATAACTACC CTACAAAGCA GAAAGCTATC AAGTGCCTTA AGGBASARACTGTATTT
GCTACAGGAG GGCTGAGAGA AGACAGAACA TCTACGATTT TTTIMMOTAATTCTCTT
CCTACAACTA ATTCATCCGA CCTTGGAAGT TTGGTCTTAC TAAMMKCAGTTAGCTGT
TCTTTTACAA CCTCCTCTTC AAGATTACTT GTCAGGGTTT GCTAIGLCTCGCAGCTTG
AAAGACTTTC TCTTCATCCA ACGATTTGAG GCAATTAGGA GCCBCTACTCTCTGCC
ATTGGGTTCC AGAAAGCACC ATACATTGTC CGCAGATACT TTATBCA TACACTTTC
TTGTTCTGAA TCTTCAAAAA TTAGTGGCGT GTGGTGGCAC ACGTAI GCCTAGCTAC
TCGGGAGGCT GAGGCAGGAG AATCACTTGA ACCTGGGAGG CGGBRAGIT GAGCCGA
GATTTCGCCA CTGCACTACA GCCTGGGCAG AATAGAGAGA CCTCAMBAAAAGAAA
AAAAAAGTAT CTGATTGTGT TTAGCATATC TGCAATATCC CCTTGAICGGCCTTTAGC
CTCTTTATGA GTACCCTGAT GGAGGAAGGC CCAGGAAGCG GTAGCTBGTTTGTGA
CGCACGGTGT GCATTGCGTA TTAGATTAAC ATCAGAATGG CCCOGBAGGAACATCT
TATCTGTGTT TGAGAGTTAT GGAAACTCTG ATCCTCCATG AGAATAATCCAAGGTC
TCAGATCTCT AAAGCAGTAG ATCTTGGATC TGAACATTGC TATTAART CTTAAAGCCC
ATGCATTTCC CACAACATAT GAACCATGAT AAGGTGTATT TTAARGA TCTTTTCTGT
TTTTTGTGAA AGTCTTTTAG AGATCTCAGC TCATCACAAA GTTTGTGCAGTCTCGTG
GGTTTCATGT ACTCAGCCAG CATTTACTTG CCAGTCAAGG TCTAGGATACCTGTCC
TCTGCAGGAG CCCCAAGCCT ATTCATTAAT TTCATTTACA ATTTAGBT CATAATTATT
TCTTTGTATA ATAGCATTCT GAGATTTTCC AAAATTTCCC ACTGTTG TTTTACAGTG
GGCAGAATTC ACTTTGCTCT AACTTGACTC CAAGATGACA CAATCRCGTTTTTTTTT
TAACGGCTAG GGGATGGGGG TATGCGGAAC AGAACACAGT GETBTAGCGATTTCC
GCTAGACGTC CAGCTATCTT TCAAAATATT TTGTTTCTGC ACGGIAACAGCCGCTAA
AAAAGCATCC AGCTTACAAC GGAACCTGGA GGGTTGGTAA AGGTGUGCTGGLCCCC
GCCCCATGGG ACCGGGCGGC GTGGGCGTGA GAGGCGGGGC GGGHCUECTTGCC
AATGTCTTTA TAGGTCACCC GGAAGGCACG CGGAACCTCG GCGCGEBICAGCAGGG
TCTCTCCGCC ACTCCAGCCC CGCGCCCCTC GCCGCGGLCCC TCGBEGLGCCGCAGC
TGCCGCCCCC GCCTCTTTGG AGTCTCTCGC GGCCTCAAAG CGRBEGTCGCTTCCG
GCAGTTCCCG ACCGCGGGCG ATG C
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Gesamtsequenz pEDH3 in pGLOW

ACTAG

TCATCTTCAG AGAAAGGCAT AGAACTGTCT CCTGGGCGTG CARACITTITGGCAAAT
CAATCTCCTA AAATGATTGA GAATTGTCTC ATCATTTTTC TCGARTA CCTTTATAAA
AGGGTTGGAG GAAATTGGCA TGTTTGCCCT TCTTGCAGCA TGHREXRCTAGCAACAGG
ACACCATCTT GGAAGCAGAG ACTGGGCCTC TCTATCAGAC ATTMMATTGGCACCTG
GGCGACCCAG TATCCAGAAC TGTGAGAAAA TAAATTCCTG TTGTATATTACCCAGT
CTGTGTGTTATTCTGTTATA GCATCATAAA CAGAATAAGA CAAABGITCAAACAATGA
ATGGATTTTG AAAGGAGTAA AAGATGGGCT GGGCATGGTG GCTCATE&IAGTCCCGG
CACTTTGGAA GGCTGAGGTG GGCAGATTGC TTGAGCTCAG GABGACTAGCCTGGG
CAACATGGCA AAACCCCATC TCTAAGGAAA AAAAGAAAAA AAAABGGAGGGGTGGG
AGTTTTATAG ACAAAGAAAT ACATAAGCAA ACAGATAAGC AAAATEJACCTCAGTAAT
TCCATGTTGC TTTATCTGTA TTCATGATCA TGTTTACAAA TCCATBE AATTCTGCTG
ACTACTGATA TTTGCAATTT TTGGCATTAC TTCTCATCCA CCTTABA CCTGGAGAAC
ATTTTTTCTATCTTTAATCT TCATATACAT GCTTAATGAA TTCTGGRAT TATTAATGGA
AATTTCATAA CATCAATTTA TTCACCAATA TTTATTAGAC CCTTGNIG TTCAAGACCC
TGTAGCTGGT GCTGTCGGAG TCACTAAGAT GAACTATATA AATABTCTTATGTGTAC
GAATAACTAC CCTACAAAGC AGAAAGCTAT CAAGTGCCTT AAGGGABAACTGTATT
TGCTACAGGA GGGCTGAGAG AAGACAGAAC ATCTACGATT TTTMMTOCAATTCTCT
TCCTACAACT AATTCATCCG ACCTTGGAAG TTTGGTCTTA CTABWMMAAGTTAGCTG
TTCTTTTACA ACCTCCTCTT CAAGATTACT TGTCAGGGTT TGCTGEG TTCGCAGCTT
GAAAGACTTT CTCTTCATCC AACGATTTGA GGCAATTAGG AGCGACTTTCTCTCTGC
CATTGGGTTC CAGAAAGCAC CATACATTGT CCGCAGATAC TTTATGECTTACACTTT
CTTGTTCTGA ATCTTCAAAA ATTAGTGGCG TGTGGTGGCA CACGTETGTCCTAGCTA
CTCGGGAGGC TGAGGCAGGA GAATCACTTG AACCTGGGAG GCBGABGTGAGCCG
AGATTTCGCC ACTGCHCCAC AGCCTGGGCA GAATAGAGAG ACGTCARAAAAAGAA
AAAAAAAGTA TCTGATTGTG TTTAGCATAT CTGCAATATC CCCTCGATGGCCTTTAG
CCTCTTTATG AGTACCCTGA TGGAGGAAGG CCCAGGAAGC GGITAGCTGGTTTGTG
ACGCACGGTG TGCATTGCGT ATTAGATTAA CATCAGAATG GCCIGRATGGAACATC
TTATCTGTGT TTGAGAGTTA TGGAAACTCT GATCCTCCAT GAGAATATTTCCAAGGT
CTCAGATCTC TAAAGCAGTA GATCTTGGAT CTGAACATTG CTATGACCCTTAAAGCC
CATGCATTTC CCACAACATA TGAACCATGA TAAGGTGTAT TTTARAGATCTTTTCTG
TTTTTTGTGA AAGTCTTTTA GAGATCTCAG CTCATCACAA AGTTBGT TCAGTCTCGT
GGGTTTCATG TACTCAGCCA GCATTTACTT GCCAGTCAAG GTCAAGGCTACCTGTC
CTCTGCAGGA GCCCCAAGCC TATTCATTAATTTCATTTAC AATTIAB TCATAATTAT
TTCTTTGTAT AATAGCATTC TGAGATTTTC CAAAATTTCC CACTGTT GTTTTACAGT
GGGCAGAATT CACTTTGCTC TAACTTGACT CCAAGATGAC ACABTTTAGTTTTTTTT
TTAACGGAIG GGGGATGGGG GTATGCGGAA CAGAACACAG TEETCAACCGATTTC
CGCTAGACGT CCAGCTATCT TTCAAAATAT TTTGTTTCTG CATGE&IIATCAGCCGCTA
AAAAAGCATC CAGCTTACAA CGGAACCTGG AGGGTTGGTA AAGGT@LGCTGGCCC
CGCCCCATGG GACCGGGCGG CGTGGGLCGTG AGAGGCGGGG GGGGBCTGCTTGC
CAATGTCTTT ATAGGTCACC CGGAAGGCAC GCGGAACCTC GGUEGLGBBCCAGCAGG
GTCTCTCCGC CACTCCAGCC CCGCGCCCCT CGCCGCGGLL CBIGAGLGCCGCAG
CTGCCGCCCC CGCCTCTTTG GAGTCTCTCG CGGCCTCAAA GAGIREGGTCGCTTCC
GGCAGTTCCC GACCGCGGGC GATGC
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Gesamtsequenz pEDH4 in pcDNA3.1-GFP

ACTAGT

CATCTTCAGA GAAAGGCATA GAACTGTCTC CTGGGCGTGC AT@CTTARTGGCAAATC
AATCTCCTAA AATGATTGAG AATTGTCTCA TCATTTTTCT CGATTALE CTTTATAAAA
GGGTTGGAGG AAATTGGCAT GTTTGCCCTT CTTGCAGCAT GT@MEGHGCAACAGGA
CACCATCTTG GAAGCAGAGA CTGGGCCTCT CTATCAGACA TTAMALCTGGCACCTGG
GAPACCCAGT ATCCAGAACT GTGAGAAAAT AAATTCCTGT TCTRUDKXCTTACCCAGTC
TGTGTGTTAT TCTGTTATAG CATCATAAAC AGAATAAGAC AAAAGITCAAACAATGAA
TGGATTTTGA AAGGAGTAAA AGATGGGCTG GGCATGGTGG CTCABARGTCCCGGC
ACTTTGGAAG GCTGAGGTGG GCAGATTGCT TGAGCTCAGG AGEACAAGCCTGGGC
AACATGGCAA AACCCCATCT CTAAGGAAAA AAAGAAAAAA AAABGGAGGGGTGGGA
GTTTTATAGA CAAAGAAATA CATAAGCAAA CAGATAAGCA AAAGIACCTCAGTAATT
CCATGTTGCT TTATCTGTAT TCATGATCAT GTTTACAAAT CCATBEA ATTCTGCTGA
CTACTGATAT TTGCAATTTT TGGCATTACT TCTCATCCAC CTTABAS CTGGAGAACA
TTTTTTCTAT CTTTAATCTT CATATACATG CTTAATGAAT TCTGARGT ATTAATGGAA
ATTTCATAAC ATCAATTTAT TCACCAATAT TTATTAGACC CTTGAIGT TCAAGACCCT
GTAGCTGGTG CTGTCGGAGT CACTAAGATG AACTATATAA ATABTTAATGTGTACG
AATAACTACC CTACAAAGCA GAAAGCTATC AAGTGCCTTA AGGBASAACTGTATTT
GCTACAGGAG GGCTGAGAGA AGACAGAACA TCTACGATTT TTTMMCTAATTCTCTT
CCTACAACTA ATTCATCCGA CCTTGGAAGT TTGGTCTTAC TAABWWABGTTAGCTG
TTCTTTTACA ACCTCCTCTT CAAGATTACT TGTCAGGGTT TGCTGTG TTCGCAGCTT
GAAAGACTTT CTCTTCATCC AACGATTTGA GGCAATTAGG AGCGEACTTTCTCTCTGC
CATTGGGTTC CAGAAAGCAC CATACATTGT CCGCAGATAC TTTATGECTTACACTTT
CTTGTTCTGA ATCTTCAAAA ATTAGTGGCG TGTGGTGGCA CACGTETGTCCTAGCTA
CTCGGGAGGC TGAGGCAGGA GAATCACTTG AACCTGGGAG GCBGABGTGAGCCG
AGATTTCGCC ACTGCACTAC AGCCTGGGCA GAATAGAGAG ACGTCCARAAAAAGAA
AAAAAAAGTA TCTGATTGTG TTTAGCATAT CTGCAATATC CCCTCGRATGGCCTTTAG
CCTCTTTATG AGTACCCTGA TGGAGGAAGG CCCAGGAAGC GGTAGCTGGTTTGTG
ACGCACGGTG TGCATTGCGT ATTAGATTAA CATCAGAATG GCCIGRATGGAACATC
TTATCTGTGT TTGAGAGTTA TGGAAACTCT GATCCTCCAT GAGAATATTTCCAAGGT
CTCAGATCTC TAAAGCAGTA GATCTTGGAT CTGAACATTG CTATGACCCTTAAAGCC
CATGCATTTC CCACAACATA TGAACCATGA TAAGGTGTAT TTTARAGATCTTTTCTG
TTTTTTGTGA AAGTCTTTTA GAGATCTCAG CTCATCACAA AGTTBGT TCAGTCTCGT
GGGTTTCATG TACTCAGCCA GCATTTACTT GCCAGTCAAG GTAAARGGCTACCTGTC
CTCTGCAGGA GCCCCAAGCC TATTCATTAA TTTCATTTAC AATTIAB TCATAATTAT
TTCTTTGTAT AATAGCATTC TGAGATTTTC CAAAATTTCC CACTGTT GTTTTACAGT
GGGCAGAATT CACTTTGCTC TAACTTGACT CCAAGATGAC ACABTTTAGTTTTTTTT
TTAACGGCTA GGGGATGGGG GTATGCGGAA CAGAACACAG TGEITCAACCGATTTC
CGCTAGACGT CCAGCTATCT TTCAAAATAT TTTGTTTCTG CACGE&IATCAGCCGCTA
AAAAAGCATC CAGCTTACAA CGGAACCTGG AGGGTTGGTA AAGGT@TGCTGGLCCC
CGCCCCATGG GACCGGGCGG CGTGGGCGTG AGAGGCGGGG GGGGEBCTGCTTGC
CAATGTCTTT ATAGGTCACC CGGAAGGCAC GCGGAACCTC GGUEGLGBBCCAGCAGG
GTCTCTCCGC CACTCCAGCC CCGCGCCCCT CGCCGCGGLC CBIGAGLCGCCGCAG
CTGCCGCCCC CGCCTCTTTG GAGTCTCTCG CGGCCTCAAA GAGIREGGTCGCTTCC
GGCAGTTCCC GACCGCGGGC GATGC

Legende: A Deletion
B  Punktmutation

B Insertation = Punktmutation mit Leserasterverschiebung
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B) Primer zur Amplifikation des humanen Adx-Promotor

ACTAGT
CATCTTCAGAGAAAGGCATAGAACTGTCTCCTGGGCGTGCATCCTESARNATC
AATCTCCTAAAATGATTGAGAATTGTCTCATCATTTTTCTCGATTGRCAORAAAA
GGGTTGGAGGAAATTGGCATGTTTGCCCTTCTTGCAGCATGTGAGGARBEAGA
CACCATCTTGGAAGCAGAGACTGGGCCTCTCTATCAGACATTAARBTGIMETGG
GCGACCCAGTATCCAGAACTGTGAGAAAATAAATTCCTGTTCTTTARRACBAGTC
TGTGTGTTATTCTGTTATAGCATCATAAACAGAATAAGACAAAAGTATTAN GAA
TGGATTTTGAAAGGAGTAAAAGATGEEWHATCGGTGGCTCATGAGTAGTCCCGGC
ACTTTGGAAGGCTGAGGTGGGCAGATTGCTTGAGCTCAGGAGT TKEAGIKEEGC
AACATGGCAAAACCCCATCTCTAAGGAAAAAAAGAAAAAAAAAGGEEZGGBAGGA
GTTTTATAGACAAAGAAATACATAAGCAAACAGATAAGCAAAAGCRCEGTRATT
CCATGTTGCTTTATCTGTATTCATGATCATGTTTACAAATCCATTCTGGKACTGA
CTACTGATATTTGCAATTTTTGGCATTACTTCTCATCCACCTTAGARBBEGAACA
TTTTTTCTATCTTTAATCTTCATATACATGCTTAATGAATTCTGATGAIAATGGAA
ATTTCATAACATCAATTTATTCACCAATATTTATTAGACCCTTGATAIANGTACCCT
GTAGCTGGTGCTGTCGGAGTCACTAAGATGAACTATATAAATAANRETIETACG
AATAACTACCCTACAAAGCAGAAAGCTATCAAGTGCCTTAAGGGAGTTEIMATT
GCTACAGGAGGGCTGAGAGAAGACAGAACATCTACGATTTTTTTRATTLICHRT
TTGGTCTTACTAAAASTAASETGT
TCTTTTACAACCTCCTCTTCAAGATTACTTGTCAGGGTTTGCTGTE&BUALCTTG
AAAGACTTTCTCTTCATCCAACGATTTGAGGCAATTAGGAGCCAQTBTIINGCC
ATTGGGTTCCAGAAAGCACCATACATTGTCCGCAGATACTTTACTXGAITTC
TTGTTCTGAATCTTCAAAAATTAGTGGCGTGTGGTGGCACACGCTIIRARITAC
TCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCTGGGAGGCGGCABEAGGOBA
GATTTCGCCACTGCACTACAGCCTGGGCAGAATAGAGAGACCCOMANAIAMAA
AAAAAAGTATCTGATTGTGTTTAGCATATCTGCAATATCCCCTTGAZOTUTGIAGC
CTCTTTATGAGTACCCTGATGGAGGAAGGCCCAGGAAGCGGTAGHREITIEETIGA
CGCACGGTGTGCATTGCGTATTAGATTAACATCAGAATGGCCCTGAHAGBTCT
TATCTGTGTTTGAGAGTTATGGAAACTCTGATCCTCCATGAGAATABTRARGGTC
TCAGATCTCTAAAGCAGTAGATCTTGGATCTGAACATTGCTATTTCTBARGCCC
ATGCATTTCCCACAACATATGAACCATGATAAGGTGTATTTTAAAGTTTATTGT
TTTTTGTGAAAGTCTTTTAGAGATCTCAGCTCATCACAAAGTTTCOEITIICGTG
GGTTTCATGTACTCAGCCAGCATTTACTTGCCAGTCAAGGTCTAGRLTIGTCC
TCTGCAGGAGCCCCAAGCCTATTCATTAATTTCATTTACAATTTTAARENITATT
TCTTTGTATAATAGCATTCTGAGATTTTCCAAAAT
BECAGAATTCACTTTGCTCTAACTTGACTCCAAGATGACACAATTTCCOAGTT
TAACGGCTAGGGGATGGGGGTATGCGGAACAGAACACAGTGGTCTEACTTABC
GCTAGACGTCCAGCTATCTTTCAAAATATTTTGTTTCTGCACGGCAGCTIELTAA
AAAAGCATCCAGCTTACAACGGAACCTGGAGGGTTGGTAAAGGGELEEEGCCC
GCCCCATGGGACCGGGCGGCGTGGGCGTGAGAGGCGGGGCGCEEGCTTEEGTT
AATGTCTTTATAGGTCACCCGGAAGGCACGCGGAACCTCGGCCTEABRALEGG
TCTCTCCGCCACTCCAGCCCCGCGCCCCTCGCCGCGGLCCTCCEEREICAGC
TGCCGCCCCCGCCTCTTTGGAGTCTCTCGCGGCCTCAAAGCGCGGGCTHOGG

GCAGTTCCCGACCGCGGREIG C

Legende : X phAdx PF

X phAdx pGLOW PR
X phAdx(2000)

X phAdx(1500)

X phAdx(1000)

l phAdx(500)

P53-Erkennungssequenz: 5’-GGGCATGGTGGCTCATGCC-3’

-2481
-2421
-2361
-2301
-2241
-2181
-2121
-2061
-2001
-1941
-1881
-1821
-1761
-1701
-1641
-1581
-1521
-1461
-1401
-1341
-1281
-1221
-1121
-1101
-1041
- 981
-921
- 861
- 801
-741
- 681
- 621
- 561
- 501
-441
- 381
-321
- 261
- 201
- 141
- 81
- 21
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C) Vollstandige Auflistung der Adrenodoxin SAGE-Tags

Die Tags geben an, in welchen Geweben Adx exprimiert wird.

Library Totgl Tags ;z(a)%s gg " | Color
in Library 0 Code

SAGE_Placenta_first_trimester_normal_B_1 89265 a7
SAGE_Liver_normal_B_1 66308 24
SAGE_Stomach_normal_epithelium_B_body1 24761 24
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MCF7estradiol_10H 59583 23
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MCF7estradiol_3h 59583 | 23 ‘
SAGE_Placenta_hydatidiform_mole_B_1 101677 23
SAGE_Placenta_normal_B_1 118083 23
ISEAKGOE_Ca rtilage_dedifferentiated_chondrosarcoma_metastasis_CL_U 37747 21
SAGE_Pancreas_normal_CS_H126 32223 18
SAGE_Brain_glioblastoma_B_H1371 49338 16
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MCF7control_Oh 59877 16
SAGE_Breast_carcinoma_CL_ZR75_1_estrogen 38797 15
SAGE_Liver_cholangiocarcinoma_CL_K4 52973 15
SAGE_Prostate_carcinoma_CL_PC3_Mock 38819 15
SAGE_Stomach_adenocarcinoma_B_G234 64925 15
SAGE_Stomach_normal_B_antrum 26653 15
SAGE_Bone_marrow_normal_AP_CD34+/CD38+/lin+ 81595 14
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_llI_B_828 99939 14
SAGE_Brain_ependymoma_B_1394 56314 14
SAGE_Brain_glioblastoma_B_R70 99099 14
SAGE_Heart_normal_B_1 83063 14
SAGE_Bone_marrow_normal_AP_CD34+/CD38-/lin- 86391 13
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_llI_B_584 103008 13
SAGE_Pancreas_carcinoma_CL_PL45 29557 | 13 ’
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_llI_B_H501 128309 12
SAGE_Brain_ependymoma_B_239 46653 12
SAGE_Brain_medulloblastoma_CL_mhh-1 47858 12
SAGE_Ovary_carcinoma_CL_ES2-1 31159 12
SAGE_Pancreas_normal_CS_HX 31985 | 12 ’
SAGE_Prostate_normal_B_2 64058 12
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SAGE_Vascular_endothelium_normal_liver_associated_AP_NLEC1 77759 12
SAGE_Brain_ependymoma_B_H580 68614 11
SAGE_Thyroid_follicular_adenoma_B_TT005 101578 11
SAGE_Breast_fibroadenoma_MD 55883 10
SAGE_Lung_tumor_associated_chronic_inflammation_B_UIHMO 98962 10
SAGE_Brain_ependymoma_B_R628 120431 9
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_H306 60454 9
SAGE_Brain_medulloblastoma_CL_H341 43920 9
SAGE_Breast_carcinoma_CL_ZR75_1_tamoxifen 40052 9
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_Caco2 60682 9
SAGE_Embryonic_stem_cell_BGO1_normal_p20_CL_SHE19 201668 9
SAGE_Fibroblasts_CL_postcrisis 21833 | 9
SAGE_Kidney_carcinoma_B_D2 100281 9
SAGE_Lung_normal_B_1 88708 9
SAGE_Ovary_carcinoma_CL_A2780 21369 9
SAGE_Prostate_carcinoma_CL_LNCaP_no-DHT 62160 9
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_Ill_B_R140 118733 8
SAGE_Brain_normal_thalamus_B_1 24015 8
SAGE_Breast_metastatic_carcinoma_B_95-260 45087 8
SAGE_Colon_normal_B_NC1 49610 8
SAGE_Kidney_embryonic_CL_293+beta-catenin 23519 8
SAGE_Liver_cholangiocarcinoma_B_K2D 46853 8
SAGE_Ovary_normal_CL_IOSE29EC-11 47159 8
SAGE_Stomach_normal_MD_14S 73353 8
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_lI_B_H388 106285 7
SAGE_Brain_glioblastoma_B_R336 102322 7
SAGE_Brain_normal_peds_cortex_B_H1571 77554 7
SAGE_Brain_oligodendroglioma_B_H988 27864 7
SAGE_Cartilage_chondrosarcoma_grade_2_CL_UIFUO 75019 7
IS(;AF()SOE_CartiIage_dedifferentiated_chondrosarcoma_metastasis_CL_U 108319 7
SAGE_Vascular_endothelium_hemangioma_B_146 75680 | 7
ifn(:;__\gvgit:IBlood_CelIs_monocyte_depleted_mononuclear_oells_n 54230 7
ifn(j:r_\gvgitsIBlood_CelIs_monocyte_depleted_mononuclear_oells_n 51900 7
SAGE_Brain_ependymoma_B_R1023 122690 6
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SAGE_Brain_glioblastoma_B_H1353 124805 |6 i
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_98-04-P117 32570 |6 N
SAGE_Brain_meningioma_grade_llI_B_SF2366 59786 6 -
SAGE_Breast_normal_myoepithelium_AP_myoepitheliall 57222 6 -
SAGE_Cartilage_chondrosarcoma_grade_1_CL_UIICO 33081 6 -
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_SW837 61148 |6 N
SAGE_Peritoneum_mesothelioma_B_12 32529 6 -
SAGE_Prostate_carcinoma_B_pool2 66034 6 i
SAGE_Prostate_carcinoma_CL_LNCaP 60250 |6 N
SAGE_Stomach_adenocarcinoma_MD_HG7 93714 6 -
ggG E_Vascular_endothelium_breast_carcinoma_associated_AP_DCI 65314 6 -
SAGE_Vascular_normal_CS_VEGF+ 57316 6 -
SAGE_Brain_ependymoma_B_R512 75379 5 -
SAGE_Breast_carcinoma_B_95-259 39364 5 -
SAGE_Breast_carcinoma_epithelium_AP_IDC7 73410 5 -
SAGE_Breast_normal_epithelium_AP_Br_N 37121 |5 N
SAGE_Breast_normal_stroma_AP_1 79152 5 -
SAGE_Cartilage_chondrosarcoma_grade_2_CL_UIGEO 77757 5 -
SAGE_Embryonic_stem_cell_H13_normal_p22_CL_SHE15 221101 5 -
SAGE_Lung_adenocarcinoma_B_1 36325 5 -
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_II_B_H563 88568 4 -
SAGE_Brain_glioblastoma_CS_TA2 46678 |4 -
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_98-04-P494 43068 4 N
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_98-09-P558 85984 4 -
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_DL5 83671 |4 N
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MDA435C 47270 4 -
SAGE_Breast_carcinoma_CL_MDA435H48 40323 4 i
ﬁ;}% E_Cartilage_dedifferentiated_chondrosarcoma_metastasis_CL_U 85944 4 -
IS(;A)EEOE_Cartilage_dedifferentiated_chondrosarcoma_metastasis_CL_U 88439 4 i
SAGE_Embryonic_stem_cell_H7_normal_p33_CL_SHE13 272465 4 -
SAGE_Embryonic_stem_cell_HES4_normal_p36_CL_SHE11 209232 |4 D
SAGE_Kidney_embryonic_CL_293-control 41955 4 -
SAGE_Lung_normal_CL_L15 42226 |4 -
SAGE_Ovary_adenocarcinoma_B_OVT-6 41443 4 -
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SAGE_Ovary_normal_CS_HOSE_4 47728 |4 i
SAGE_Prostate_carcinoma_CL_LNCaP-C 40029 4 -
SAGE_Prostate_carcinoma_CL_LNCaP-T 43542 4 -
SAGE_Prostate_carcinoma_CL_PC3_AS2 40768 |4 N
SAGE_Skin_melanoma_B_DB2 41338 |4 D
SAGE_Thyroid_follicular_carcinoma_B_TT004 124664 4 -
SAGE_Brain_astrocyte_normal_CL_NHA5 51481 3 -
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_Ill_B_R927 107344 3 i
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_II_B_H359 105764 |3 e
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_lI_B_H516 108116 3 -
SAGE_Brain_ependymoma_B_1150 62373 3 -
SAGE_Brain_ependymoma_B_R455 51825 3 -
SAGE_Brain_glioblastoma_B_GBM1062 59762 3 i
SAGE_Brain_glioblastoma_CL_H392 55990 |3 -
SAGE_Brain_glioblastoma_CL_H54+EGFRvIII 56982 3 -
SAGE_Brain_glioblastoma_control_CL_H247 60428 3 -
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_H1322 50498 |3 e
SAGE_Brain_medulloblastoma_CL_4-HCR 66599 |3 e
SAGE_Brain_medulloblastoma_CL_D283 66316 |3 e
SAGE_Brain_meningioma_grade_|_B_SF4465 54647 3 -
SAGE_Breast_carcinoma_B_DCIS-4 60605 |3 e
SAGE_Breast_carcinoma_B_IDC-4 64095 3 -
SAGE_Breast_carcinoma_B_IDC-5 60451 |3 e
SAGE_Breast_carcinoma_associated_myofibroblast_AP_IDC7 65091 3 -
SAGE_Breast_carcinoma_associated_myofibroblast_AP_T112603 63813 3 -
SAGE_Breast_carcinoma_epithelium_AP_DCIS-3 57402 3 -
SAGE_Breast_normal_organoid_B 58181 3 -
IS(;AE(;‘.OE_Ca rtilage_dedifferentiated_chondrosarcoma_metastasis_CL_U 109862 3 -
SAGE_Colon_adenocarcinoma_B_Tu102 55700 3 -
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_HCT116 55641 |3 e
SAGE_Colon_adenocarcinoma_CL_RKO 51294 3 -
SAGE_Embryonic_stem_cell_H1_normal_p31_CL_SHE17 276203 3 i
SAGE_Liver_cholangiocarcinoma_CL_K3 54842 3 -
SAGE_Muscle_normal_B_old 53889 3 -
SAGE_Muscle_normal_B_young 53947 3 -
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SAGE_Ovary_cystadenoma_CL_ML10-10 55144 3
SAGE_Retina_Peripheral_normal_B_1 59661 3
SAGE_Retina_Peripheral_normal_B_2 105312 3
SAGE_Spinal_cord_normal_B_1 54785 3
SAGE_Stomach_adenocarcinoma_MD_HS29 58831 3
SAGE_Stomach_carcinoma_B_G189 63075 3
SAGE_Thyroid_normal_B_001 115938 | 3
SAGE_Universal_reference_human_RNA_CL 51729 3
SAGE_White_Blood_Cells_monocyte_normal_AP_P1 102355 3
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_Ill_B_H272 96059 2
SAGE_Brain_ependymoma_B_R510 84073 2
SAGE_Brain_glioblastoma_B_H1425C 88990 |2
SAGE_Brain_glioblastoma_hypoxia_CL_H247 71765 2
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_97-05-P015 69971 2
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_C609 74612 2
SAGE_Brain_medulloblastoma_B_H275 72318 2
SAGE_Breast_carcinoma_B_IDC-3 68891 2
SAGE_Breast_carcinoma_associated_myofibroblast_AP_T392303 74281 2
SAGE_Breast_carcinoma_associated_stroma_B_IDC7 68024 2
SAGE_Breast_carcinoma_epithelium_AP_DCIS6 72857 2
SAGE_Embryonic_stem_cell_H9_normal_p38_CL_SHES2 401432 2
SAGE_Embryonic_stem_cell_HSF6_normal_p50_CL_SHES9 224488 2
SAGE_Eye_lens_B_UIHIO 85898 2
SAGE_Lymph_Node_normal_B_1 99426 2
SAGE_Pelvis_mixoid_chondrosarcoma_grade2_B_UIHTO 83577 2
SAGE_Prostate_normal_epithelium_CS_confluent 71897 2
SAGE_Stomach_carcinoma_B_xenograft_X101 69749 2
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_llI_B_343 100158 1
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_llI_B_407 108312 1
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_Ill_B_439 107824 1
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_llI_B_H970 106982 1
SAGE_Brain_astrocytoma_grade_lI_B_H530 102439 1
SAGE_Brain_fetal_normal_B_S1 305546 1
SAGE_Brain_glioblastoma_B_H833 100600 | 1
SAGE_Embryonic_stem_cell_H14_normal_p22_CL_SHE14 212170 1
SAGE_Embryonic_stem_cell_H1_normal_p54_CL_SHE16 218214 1
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SAGE_Embryonic_stem_cell_HES3_normal_p16_CL_SHE10 205353 1 i
SAGE_Retina_macula_normal_B_HMAC2 102417 |1 [
SAGE_White_Blood_Cells_monocyte_normal_AP_A1 101085 1 -
SAGE_White_Blood_Cells_monocytes_normal_AP_C1 102483 |1 [

Es wurde dabei folgender TAG verwendet : GATGAGTGGA

Color Code .. ---

Tagsper200,000‘<2‘<4 <8 <16 |<32 | <64 <128‘<256‘<512‘>512
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D) Optimierungsreport Benoni (ENTELECHON)

W=ntelechon

Fpathatic game s dam

Optimization report
Created with Lata 1 6

Sequence

Below the onizmal sequence and optimized saquence are listad, labelled wath 'Orz’ and 'Opt' respectively
Where both are identical, the onginal sequence contams dots instead of nucleondes ("), Where the onginal
sequence was locked against editing, of contzims underscores (7). The names of the restnction enzymes start 2t
the first nucleotide after the restiction cut in the forward smand.

5 1o 15 EL] 25 30 s 40 45 50
ORF ¥ @ ¥ ® I T P ¥ B A N & D K I K
opt: O ITG B4T STT RAC ATC ACC TTC GTA CGT SOT MAT G55 GAC AAG ATT LAS
Fool
55 1] 65 10 15 (1] 21 50 95
of: T § @ K ¥ @& P &8 L L B V ¥ ¥V W MW
Orge .. .. Binolk sns sen £as allibae Baa. wn

f el
Opt: A0S TCA GGT AAA GTG GGT GAT TOC TTG OTG GAC GTA GTS STC AAC AAC

100 108 11e 115 130 1325 130 138 140 148
o ®W ¥ D L D B8 ¥ &8 A ¢ ®R &8 T L T €
DT s ool vor 2ol 2vn oo ool o0 2ol son 2l sve 2ee Bl oan a0
Opt: KAT GTT GAT OTC GAT GG3 TTT &6T GCA TOT GRAA GGC AOG TTA AOT TGT

150 1558 180 188 178 178 1890 188 1880
o}Fs 8 T cC E & 4 ¥y £ T & P F T X L P
OIGr TOC o wuv sss w15 san sss suw sss sss sas sss san sss sl 220
Opt: AGT ACT TEC CAC CTG ATC TTC AAG ACC AGC GAT TTC @AG AAR CTT CC@

158 200 208 219 118 230 238 230 238 240
ow: D X P @ B E®E E L P M L D L A Y E
BTt cve ass so@ ane 20s sen aal soe svn snn ool o T sue sne 2l LA
Opt: GAT AMLR CCT GGT GAT GAG QAL CTG GAC ATG CTT GAC TTG @C¢ TAT GAG

245 280 268 2680 168 aTa 78 @0 111 280
e L T B T B | L & € @ I T L & X B
L+ o - TR - [ « R « PP - RSP, « PRI - S < S - 15 | = PR
Opts CTG ACT GAT ACA TOG OFC CTG GOT TGO CAG ATT ACG CTT AGC AMG GAT

298 El 106 310 315 EFL 325 330 335
CpF: M ®E @ L E ¥ E ¥V P & T I W D A R
OFgs wor .G (A = 5 - DR - S T T = S - (R . S
Opt: ATG GAR GGEC TTA GAA GTC CAT GTG CCA TOT AOC ATC AAC GAT GCA CGT

40 345 350

OF: A A |

ORI sx wes sus

opt: G0C GOF TAR MASCT T
H1BAIIT

128



Anhang

GC-Distribution

GC abio:
Umnginal sequanca: 56 84% (0.00% - 10.000.00%)
Ophmized sequance: 49 01% (29.05%, - 68 96%:)

The number mndicate the average G content. The values in brackst: mdicate the mterval contaming 95%; of all
nucieotides if the GC content 35 averaged over 2 window of 11 nuelsotides

g 8

£ B

GO ratio (%)
B8 8

s & 9

]
-4

i da

110 158 198 242 786 330
Sequence posibon

. Ciginal sequance ..':'P.".’I‘.E'!".'.“H".'.['E!.

Optimized sequence

Thas 15 the optiouzed sequence. ready for copymg and pasting into other apphications.

OCATG GGTGT TAACA TCAROC TIOGST ACGTSE CTRAT GOEGEGR CARGA TTARG ACGTC AGGTA AAGTE
GETER TTOCT TECTGE GRCGT AGTAEG TCAAC RACAAR TETTE ATCIC GATEZ GTTIDE GTGECAR TETGA
AGGECR CGTTR ACCTG TEGTA CTIGC CACCT GATCT TCARG ACCRE CGATT TCERE AAACT TCCGS
ACRAR CCTOG TGATG RGGAR CTOSA CATGC TIGAC TTGEEC GTATE AGCTG ACTGR TACAT OBCGT
CTGEE TIGCC AGATT ACGTT TAGCA AGGAT ATEGA AGGCT TAGRA GTCCA TGTGEC CATCT ACCAT
CARACG ATGCAR CFIEC OSCGET AGAAG CTT
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Anhang

E) Vektorkarte pKKHC-Expressionsvektor
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Anhang

F) Veroffentlichungen
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« Adrenodoxin (Adx) and CYP11A1 (P450scc) induce apoptosis by the generation of
reaktvie oxygen species in mitochondria .» Biol Chem 386(5): 453-61

Derouet-Humbert, E., Dragan, C.A ., et al. (2007).
« Mitochondrial ROS production by adrenodoxin does not cause apoptosis in fission

yeast.» (eingereicht)

Derouet-Humbert, E., Muller, U., et al. (2007).
« Benoni - a new 2-Fe-2-S ferredoxin from D. melanogaster.» (in Vorbereitung)
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