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Einleitung

1.1 Motivation der Arbeit

Die Schwangerschaft und das Entstehen neuen Lebens gehdren bis in unsere
heutige Zeit zu den faszinierendsten biologischen Vorgangen im menschlichen
Korper. Trotz allem wissenschaftlichen Fortschritt ist es bis heute nicht gelungen, die
Mechanismen dieses biologischen Wunders vollstandig zu verstehen, viele wichtige
Fragen sind ungeklart. Mit einigen dieser spannenden Fragen beschaftigt sich das
Gebiet der Plazentologie und Reproduktionsimmunologie:

e Wie gelingt es der semiallogenen Zygote, sich toleriert durch das mutterliche
Immunsystem in die Gebarmutter einzunisten und eine Schwangerschaft
erfolgreich zu etablieren?

e Und warum gelingt genau dieses bei einer betrachtlichen Anzahl von
Schwangerschaften nicht?

e Durch welche intra- und extrazellularen Mechanismen reguliert der
invadierende Trophoblast, anders als maligne Tumoren, sein Wachstum?

e Welche fir die klinische Arbeit relevanten Pathologien ergeben sich aus
Fehlregulationen wahrend dieses Zeitraums der Friihschwangerschaft?

Frihere Erkenntnisse des Placenta-Labors der Universitatsfrauenklinik Jena, in
welchem dieses Gebiet der molekularen Geburtsmedizin mit untersucht wird, sind die
Motivation flir diese Dissertation.

So konnten Fitzgerald et al. 2005b zeigen, dass die Stimulation von
Chorionkarzinom-Zellen, maligne entarteten Trophoblast-Zellen, mit dem in der
Frihschwangerschaft fir Implantation und Invasion essentiell notwendigen Zytokin
Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) zu einer deutlich vermehrten Genexpression des
Enzyms Caspase-4 fuhrt.

Caspasen, deren Funktionen in der Initierung und Ausfihrung des programmierten
Zelltodes (Apoptose) und in der Prozessierung proinflammatorischer Botenstoffe
liegen, sind seit Jahren Gegenstand intensiver Forschungen.



Einleitung

Jedoch gibt es einzelne Caspasen, Uber die bis heute nur wenig bekannt ist und
deren Funktionen und Regulation in der Literatur seit Jahren kontrovers diskutiert

wird. Zu dieser Gruppe von Caspasen gehdrt auch die bereits erwahnte Caspase-4.

Die vorliegende Arbeit greift die bisherigen Erkenntnisse von Fitzgerald et al. 2005b
auf und untersucht naher die Funktion von Caspase-4 und den Einfluss deren
Hemmung durch RNA-Interferenz auf Proliferations- und Apoptose-Verhalten in der
humanen Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3, die hier als Modell fir die trophoblastaren
Primérzellen dient.

Auch sollte geklart werden, ob die Stimulation mit LIF GOber die Ebene einer
vermehrten Genexpression hinaus zu einer direkten Steigerung der Enzymaktivitat
von Caspase-4 in JEG-3-Zellen fiihrt.
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1.2 Die Frihschwangerschaft - Weichenstellung fur ein neues Leben

1.2.1 Von der Ovulation bis zur Implantation

In einem regelmé&Bigen Zyklus von ungefahr 28 Tagen findet in den Ovarien eine
Eireifung statt. Dieser ovarielle Zyklus unterliegt einer komplexen hormonellen
Regulation (Sadler 1998).

In der Mitte eines jeden Zyklus kommt es mit dem Eisprung zur Freisetzung einer
befruchtungsféahigen Oozyte. Diese Freisetzung erfolgt direkt in den Eileiter, wo fur
die Entstehung einer Schwangerschaft innerhalb von 24 bis 48 Stunden eine
Befruchtung stattfinden muss.

Abbildung 1.1: Die Entwicklung der Blastozyte von der Ovulation bis zur
Implantation: Nach dem Eisprung (1) aus dem Ovar (A) und der
Fertilisation (2-4) teilt sich die befruchtete Eizelle mehrfach (5-7), bevor
sie sich als Blastozyste (8) in das Endometrium (C) des Uterus (B)
implantiert (9-10).

Nach der Befruchtung wird die Eizelle nun als Zygote bezeichnet, macht auf ihrem
Weg in den Uterus eine Reihe rasch aufeinanderfolgender Zellteilungen durch und
wird dadurch in mehrere Tochterzellen, sogenannte Blastomere, geteilt. Nach etwa
vier Tagen erreicht die Zygote den Uterus. Zu diesem Zeitpunkt besteht sie aus 16
bis 32 Blastomeren und wird wegen ihres maulbeerartigen Aussehens Morula
genannt (Sadler 1998).
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Durch Aufnahme von Natrium und Wasser in die Blastomere entsteht in deren
Inneren ein zentraler flissigkeitsgeflllter Hohlraum, die Blastozystenhdhle, wodurch
sich die Morula in die Blastozyste umwandelt. Es lassen sich in diesem Stadium
zwei Zelltypen innerhalb der Blastozyste voneinander abgrenzen: die als
Trophoblasten bezeichneten auBeren Zellen, aus welchen im Verlauf die Plazenta
entsteht sowie eine Gruppe zentral liegender Zellen, die man als innere Zellmasse
bezeichnet, aus welcher sich der Embryo entwickelt (Watson 1992).

Die Blastozyste liegt fir etwa weitere 48 Stunden frei in der Uterushdhle und wird
durch die Sekretion aus den Uterusdrisen ernahrt. Wahrend dieser Zeit schlipft sie
aus der sie umgebenden Zona pellucida. AnschlieBend beginnt die freie Blastozyste
sich in das Bindegewebe der Uterusschleimhaut zu implantieren und die sich jetzt
differenzierenden Trophobastzellen invadieren nun in das miutterliche Gewebe
(Moore 1990).

1.2.2 Die Invasion der Trophoblastzellen und deren Requlation

Die Fahigkeit zu invasivem Wachstum ist eine faszinierende Parallele zwischen
Trophoblasten und Krebszellen (Fitzgerald et al. 2005a). Wahrend maligne entartete
Zellen jedoch unkontrolliert in das sie umgebende Gewebe einwachsen und dieses
zerstéren, ist die Invasion der Trophoblastzellen in das endometriale Stroma auf
Grund praziser Regulationen zeitlich und rdumlich begrenzt (Bischof und Irminger-
Finger 2000). Diese Regulationsmechanismen sind Gegenstand intensiver
Forschungen, bis heute jedoch nur teilweise aufgeklart. Ein besseres Verstandnis
der molekularen Regulation der Trophoblastinvasion ist von groBem
wissenschaftlichen Interesse, da in ihrer Pathogenese unverstandene
Schwangerschaftspathologien wie die Neigung zu rezidivierenden Aborten oder die
Praeklampsie, welche mit einer inadaquaten Trophoblastinvasion assoziiert sind
hierdurch in Zukunft mdoglicherweise therapeutisch angehbar waren. Auch
Krebsforscher versprechen sich durch die Untersuchungen an Trophoblastezellen
und deren Regulation neue und wichtige Erkenntnisse flr den Kampf gegen Krebs.
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Integrine und Extrazellulare Matrix

Sind viele regulatorische Mechanismen der Trophoblastinvasion bis heute
unbekannt, konnten einige dieser Vorgange bereits entschllsselt werden.

Wie auch bei der Implantation der Blastozyste sind bei der Invasion und Migration
der Trophoblastzellen sogenannte Integrine von groBer Bedeutung. Sie fungieren auf
der Zelloberflache der Trophoblasten als Rezeptoren mit unterschiedlichen
Bindungsspezifitdten. Mit Hilfe ihrer extrazellularen Doméane vermitteln sie im
Rahmen der Trophoblastenmigration die Anlagerung der fetalen Zellen an bestimmte
Bestandteile der extrazellularen Matrix (EZM) des miitterlichen Stromas (Kihn und
Eble 1994). Die Hauptbestandteile dieser EZM sind Kollagene, Fibronektin und
Laminin. Durch die Expression von Fibronektin-bindenden Integrinen erlangen die
Trophoblastzellen die Fahigkeit zu migrieren, wobei die Rezeptordichte mit der
Invasivitat der Trophoblasten korreliert. In vitro-Studien zeigen zudem, dass auch
Trophoblasten selbst Fibronektin synthetisieren und somit ihr invasives Verhalten

selbst regulieren kénnen (Burrows et al. 1993).

Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren

Flr eine erfolgreiche Migration und Invasion reicht die Anwesenheit von Fibronektin
allein nicht aus. Zusatzlich muss die extrazellulare Matrix selbst, welche die
Wanderung der invadierenden Trophoblasten behindert, degradiert werden. Dazu
exprimieren und sezernieren die Trophoblasten verschiedene Proteasen, darunter
auch sogenannte Matrix-Metalloproteinasen (MMPs).

MMPs sind Zink-abhangige Kollagenasen mit hoher Substratspezifitat, die sowohl
Basalmembranen als auch die interstitielle Matrix enzymatisch abbauen kdnnen
(Staun-Ram et al. 2004). Da MMPs aufgrund ihrer Spezifitdt nur bestimmte
Bestandteile der EZM degradieren, wird die Struktur der Matrix weitgehend bewahrt,
die trophoblastare Zellwanderung aber durch begrenzte Proteolyse erleichtert
(Alberts et al. 2004).

Von besonderer Bedeutung flr den Invasionsprozess der Trophoblasten sind die
Matrix-Metallopoteinasen 2 und 9 (MMP-2, MMP-9). Die Aufgabe beider Proteasen
ist der Abbau von Kollagen Typ IV (Staun-Ram und Shalev 2005). Da dieses
Kollagen nicht nur ein Bestandteil der EZM sondern auch Hauptbestandteil von
Basalmembranen ist, wird den MMPs 2 und 9 auch eine tragende Rolle beim
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Durchbrechen des apikalen Uterusepithels wéahrend der Implantation der Blastozyste
zugeschrieben (Librach et al. 1991).

Um eine ungebremste Invasion von Trophoblasten in das endometriale Stroma zu
verhindern, ist eine Regulation der MMPs unerlasslich. Zu den Faktoren, welche die
MMP-Aktivitat kontrollieren, gehéren unter anderem die Gewebeinhibitoren der
Matrix-Metalloproteinasen (tissue inhibitors of MMPs, TIMP). Diese Inhibitoren
binden an die MMPs und blockieren deren proteolytisches Zentrum. Sie verhindern
somit den weiteren Abbau von Bestandteilen der extrazellularen Matrix (Burrows et
al. 1996) und hemmen dadurch die Trophoblasteninvasion. TIMPs werden im Verlauf
der Schwangerschaft sowohl von den Trophoblasten selbst als auch von dezidualen
Zellen synthetisiert (Hurskainen et al. 1996). Das invasive Verhalten der
Trophoblasten ist also zum einen selbstreguliert, wird aber auch von maternalem
Gewebe kontrolliert (Staun-Ram und Shalev 2005).

Die Invasion in die maternalen Spiralarterien

Um eine ausreichende Versorgung des Embryos mit Nahrstoffen und Sauerstoff Gber
das miutterliche Blut zu gewahrleisten, ist eine Remodulation der uterinen
Spiralarterien durch die invadierenden Trophoblasten erforderlich. Wahrend ihrer
Invasion in das endometriale Stroma bauen diese zundchst die glatte
GefaBwandmuskulatur der Spiralarterien ab und ersetzen diese durch Fibrinogen
(Lunghi et al. 2007). AnschlieBend invadieren endovaskulare Trophoblastzellen in
das Lumen der GefaBe, adhéarieren an die Endothelzellen (Enders und King 1991)
und kleiden das GefaBlumen der Spiralarteien komplett aus (Zhou et al. 1997).

Die so modulierten GeféaBe unterliegen nun nicht mehr der Regulation durch den
mutterlichen Organismus, weisen dadurch eine permanente Querschnittserweiterung
und einen gesteigerten Blutfluss in den intervilldsen Raum der sich entwickelnden
Plazenta auf, wo der feto-maternale Stoffaustausch stattfindet (Burrows et al. 1996).
Kommt es bei der trophoblastaren Auskleidung dieser mdutterlichen GefdBe zu
Stérungen, kann im Verlauf der Schwangerschaft eine chronische Minderversorgung
des Fetus mit Nahrstoffen und Sauerstoff resultieren.
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1.2.3 Fehirequlationen der Trophoblastzellinvasion

Eine wesentliche Voraussetzung fir eine normal verlaufende Schwangerschaft ist die
genaue Regulation der invadierenden Trophoblasten. Kommt es in Stadium der
Frihschwangerschaft zu Stérungen der Trophoblastinvasion in das endometriale
Stroma und die mdatterlichen Spiralarterien, resultierert ein weites Spektrum von
Pathologien, auf die im Folgenden allgemein und ausfihrlich in Kapitel 2.5.3
eingegangen werden soll.

Dieses Spektrum reicht von relativ haufigen Befunden wie Plazenta-
Reifungsstérungen und der sich wahrscheinlich hieraus entwickelnden Praeklampsie
Uber frihzeitige Plazenta-Ablésungen bis hin zu selteneren Krankheitsbildern wie der
Blasenmole. Diese zahlt zu den benignen Tumoren trophoblastaren Ursprungs, die
sich aus einer Zygote mit abnormem DNA-Gehalt entwickeln. Makroskopisch ist die
Blasenmole durch die Ausbildung traubenférmig angeordneter Blaschen
gekennzeichnet. Aus etwa 2,5% aller Blasenmolen entwickelt sich ein sogenanntes
Chorionkarzinom (Horn et al. 2003). Dieses Karzinom stellt die schwerwiegendste
Erkrankung im Rahmen trophoblastarer Fehlregulationen dar. Es handelt sich dabei
um einen extrem aggressiven epithelialen Tumor aus entarteten Trophoblastzellen
und ist unter anderem durch eine rasche Metastasierung in die Lungen
charakterisiert (Shih und Kurmar 2002). Unbehandelt sterben mehr als 90% der
betroffenen Patientinnen innerhalb des ersten Jahres.
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1.3 Zytokine als Modulatoren der Invasion

Die erfolgreiche Implantation einer semiallogenen Zygote in das miutterliche
Endometrium stellt auf den ersten Blick ein immunologisches Paradoxon dar. Trotz
der Anwesenheit einer Vielzahl von endometrialen mutterlichen Immunzellen, vor
allem natdrlichen Killerzellen, kommt es erstaunlicherweise nicht zu einer AbstoBung
des sich entwickelnden Embryos, sondern die Invasion der Trophoblastzellen in das
mutterliche Gewebe wird unter anderem sogar von diesen Immunzellen durch
vermehrte Sekretion pro- und anti-inflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-6, IL-10, ...)
beglnstigt (Abrahams et al. 2004).

Dieses Beispiel zeigt, welche entscheidende Rolle Zytokine neben der bereits
erwahnten Regulation durch MMPs und TIMPs flir die Entstehung und den Erhalt
einer Schwangerschaft spielen. Einen Uberblick {iber die Funktion verschiedenster

Zytokine vor allem wahrend der Frihschwangerschaft soll Tabelle 1.1 geben.

Tabelle 1.1: Ausgewahlte Zytokine und deren Bedeutung in der Frihschwangerschaft

Zytokin Wirkung
- wird von der Blastozyste gebildet
Interleukin 1 (IL-1) - stimuliert die Produktion von MMP-9
- hemmt die Funktion von TIMP 1+3
Interleukin 6 (IL-6) - stimuliert die Produktion von MMP-2 und MMP-9

o - wird von Trophoblasten vor allem an der
Insulin-like-growth-factor |l

Invasionsstellle gebildet
(IGF 1)

- Inhibition der TIMP-Produktion in der Dezidua

- Stimulation der Trophoblastinvasion (ohne LIF
Leukaemia Inhibitory Factor | bleibt die Invasion nach erfolgter Adhasion aus)
(LIF) - in hoher Konzentration auch in Tumorzellen zu

finden

Im Folgenden wird auf die in dieser Arbeit verwendeten Zytokine ausfihrlicher

eingegangen.

10
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1.3.1 Leukaemia Inhibitory Factor (LIF):

LIF ist ein aus 179 Aminosauren bestehendes
Glykopeptid. Es kommt sowohl in freier, biologisch
aktiver Form als auch an Proteine der extrazellularen
Matrix (EZM) gebunden vor.

Dieses Zytokin wurde von Tomida et al. 1984 mit der

Eigenschaft beschrieben, in der myeloischen ; 2
\
Leuk&mie-Zelllinie M1 eine Differenzierung der “\ ‘9

\Y;

Makrophagen zu induzieren.
Abbildung 1.2: Kristalline

Als allgemeine biologische Wirkung wurde zu dieser Struktur von LIF

Zeit eine Stimulierung des hamatopoetischen

Systems angenommen, insbesondere der Megakaryozyten-Thrombozyten-Reihe
(Tomida et al. 1984, Hilton et al. 1988).

Im weiteren Verlauf wurden weitere LIF-Effekte auf Proliferation, Differenzierung und
Zelliberleben jedoch auch in vielen anderen physiologischen Systemen beschrieben
(Hilton 1992, Metcalf 1992). Herauszuheben ist hier die Bedeutung von LIF auf die
Entwicklung der Blastozyste und die Implantation.

Wahrend der Periimplantationsphase wird LIF von der Geb&rmutterschleimhaut
(Bhatt et al. 1991) und dem frGhen Embryo produziert. Der Faktor scheint zum einen
far die erfolgreiche Entwicklung der Blastozyste zwingend notwendig zu sein, zum
anderen konnte wiederholt gezeigt werden, dass bei LIF-defizienten Mausen eine
Implantation der bis dahin regelrecht entwickelten Blastozyste nicht mdglich ist
(Cheng et al. 2002).

LIF scheint jedoch auch beim Menschen fiir die Etablierung einer Schwangerschaft
von entscheidender Bedeutung zu sein: so konnte gezeigt werden, dass in
endometrialen Gewebeproben von infertilen Frauen weniger LIF sezerniert wird als
bei Frauen ohne Fertilitatsprobleme (Laird et al. 1997, Ledee-Bataille et al 2002).
Diese und weitere, hier ungenannte Ergebnisse, sprechen flr eine zentrale
Bedeutung von LIF fir den ProzeB einer erfolgreichen Invasion (Morrish et al. 1998),
Migration sowie Proliferation (Kayisli et al. 2002) von Trophoblastzellen (Fitzgerald et
al. 2005a) und somit einer normalen Plazentation (Stewart et al. 1992).

11
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1.3.2 Interleukin 6 (IL-6):

Interleukin 6 (IL-6) wird als inaktives Propeptid aus
212 Aminosauren synthetisiert. Von diesem Propeptid
wird das 184 Aminosauren lange, aktive Interleukin 6
abgespalten.

Traditionell wird das Th2-Zytokin Interleukin 6 als
Effektor der humoralen Immunantwort, als Aktivator
der Akute-Phase-Reaktion sowie als Lymphozyten

stimulierender Faktor angesehen (Mosmann und
Coffman 1989).
Auch bei der Regulation der trophoblastaren

Abbildung 1.3: Kristalline
Struktur von Interleukin 6

Implantation und Invasion wahrend der Frihschwangerschaft wurde IL-6 immer
wieder eine wichtige Bedeutung zugeschrieben, denn die Konzentration von
Interleukin 6 zeigt einen typischen zyklischen Verlauf mit den héchsten IL-6-Spiegeln
wahrend der Sekretionsphase, dem Zeitfenster einer mdglichen Implantation
(Tabibzadeh et al. 1995).

IL-6 vermittelt seine Aktivitdt UOber die Bindung an einen hoch affinen
Rezeptorkompkex an der Oberflaiche der Zielzellen, welcher aus zwei
membranproteinen besteht: einem 80 kDa IL-6-Bindungsprotein (Yamasaki et al.
1988) und einem 130 kDa Signaltransduktionsprotein (gp 130, Hibi et al. 1990),
welches interessanterweise strukturell mit dem LIF-Rezeptor assoziiert ist (Gearing
et al. 1991).

IL-6 reguliert zudem wichtige maternale endokrine Funktionen, indem es die
Sekretion von Kortison, Wachstumshormon, Glukagon und Adrenalin steigert. Auch
haben mehrere Studien die Relevanz der Expression von IL-6 im endometrialen
Zellverband fur die Entstehung und den Erhalt der frihen Schwangerschaft in den
Mittelpunkt gerlickt. So konnte gezeigt werden, dass IL-6 die Sekretion von hCG aus
Trophoblastzellen erhdéht. Zudem steigert IL-6 das trophoblastare Proliferations- und
Migrationsvermdgen (Fitzgerald et al. 2005a) sowie die Aktivitat der Matrix-
Metalloproteinasen 2 und 9 (MMP-2, MMP-9), durch welche Trophoblastzellen ihr
lokales Invasionspotential in das endometriale Stroma erhéhen (Meisser et al. 1999).
Auch ist bekannt, dass die IL-6-Bildung in Zyklen von Patientinnen mit gehauft
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auftretenden frilhen Aborten in der mittleren Sekretionsphase supprimiert ist (von
Wolff et al. 2000, Jasper et al. 2007).

1.3.3 Hepatocyte Growth Factor (HGF):

Der Hepatozyten stimulierende Faktor (Hepatocyte
Growth Factor) und sein starker mitogener Effekt
auf Hepatozyten in vitro wurde erstmals von
Michalopoulos et al. 1983 beschrieben.

HGF wird als inaktives Polypeptid von vielen Zellen
mesenchymalen Ursprungs synthetisiert. Durch
proteolytische Spaltung in eine 69 kDa alpha-Kette

und 34 kDa beta-Kette sowie die Bindung beider

. L e , Abbildung 1.4: Kristalline
Ketten  Ober  Disulfidbricken  entsteht die Struktur von HGF

heterodimere, aktive Form (siehe Abbildung 1.4).
Heute ist bekannt, dass HGF von vielen mesenchymalen Zellen produziert wird und
als multifunktionelles Zytokin auf Zellen epithelialen Ursprungs wirkt: insbesonders
stimuliert es die Mitogenese, steigert die Proliferation, Invasion und Differenzierung
von Trophoblastzellen (Stewart et al. 1996, Kauma et al. 1999) und vermindert
gleichzeitig die trophoblastéare Apoptoserate (Dash et al. 2005). AuBerdem steigert
es die Zellmotilitdt von Tumorzellen (Comoglio und Boccaccio 2001). Es wurde
beobachtet, dass eine verminderte Expression des HGF-Rezeptors auf
Trophoblastzellen mit fetaler Wachstumsretardierung und Praeklampsie (Nasu et al.
2000) oder sogar mit einem mdoglichen Abort des Embryo assoziiert ist (Dokras et al.
2001).
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1.4 Nekrose und Apoptose

Der Untergang einer Zelle kann grundsatzlich zweierlei Mechanismen zugeordnet

werden:

1. Zelluntergang durch Nekrose

2. Zelluntergang durch Apoptose

Unter Nekrose versteht man den unvorhergesehenen und unmittelbar tdédlichen
Untergang einer oder mehrerer Zellen infolge direkter Zellschadigung durch
Einwirkung verschiedenster exogener Noxen physikalischer oder chemischer Art.

Die Apoptose hingegen ist ein physiologischer Vorgang zur Aufrechterhaltung des
Gleichgewichtes zwischen Zellneubildung und Zelluntergang. Sie bezeichnet die
aktive Selbstzerstérung einer isolierten Einzelzelle durch ein genetisch gesteuertes

Programm.

1.4.1 Nekrose

Bei der Nekrose verlieren Zellen durch auBere Einflisse wie z.B. thermische,
chemische, aktinische oder mechanische Alteration die Fahigkeit zur
Aufrechterhaltung der zelleigenen Homoostase. Dies fuhrt meist in groBeren
Bereichen des Gewebes zu einer Kondensation der Kernsubstanz und durch
Einstrom von extrazellularen lonen und Wasser zu einem Anschwellen der gesamten
Zelle sowie der Zellorganellen, besonders der Mitochondrien. Die Folge ist das
Bersten der Zelle durch Schadigung der Plasmamembran. Dadurch werden
zytoplasmatische Bestandteile und Inhaltsstoffe von Zellorganellen wie z.B. der
Lysosomen in den Extrazellularraum freigesetzt. Resultat ist eine direkte Schadigung
des umliegenden Gewebes und zudem die Anlockung von Phagozyten und deren
Ausschuittung von proinflammatorischen Botenstoffen. Die Nekrose einer Einzelzelle
oder eines Zellverbandes stellt somit einen intensiven inflammatorischen Reiz dar
und geht praktisch immer mit einer Entzindungsreaktion des Gewebes einher
(Searle et al. 1982).
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1.4.2 Apoptose

Die Apoptose beschreibt die Fahigkeit von Zellen, in Reaktion auf verschiedene intra-
und extrazelluldre Signale den normalen Zellzyklus zu verlassen und eine Art

LSelbstmord” durchzufiihren.

Das Phanomen der Apoptose, auch ,physiologischer oder ,programmierter Zelltod*
genannt, ist schon seit Jahrzehnten bekannt. Jedoch erst durch die detaillierte
Beschreibung der morphologischen Verédnderungen wahrend der Apoptose durch
Kerr et al. im Jahre 1972 wurde die physiologische Zellelimination als eigenstandige
und genetisch kontrollierte Form des Zelltods erkannt und der Begriff Apoptose
gepragt.

Der Begriff Apoptose (apo = ab, weg/los; ptosis = Senkung) stammt aus dem
Griechischen und bezeichnet den Fall der Blatter im Herbst. Sie unterscheidet sich in
vielen Punkten von dem oben beschriebenen Zelluntergang durch Nekrose:

Es handelt sich hierbei um ein vorbereitetes zellulares Programm, das in bestimmten
Situationen durch den Zellstoffwechsel aktiviert wird. Der Untergang von Zellen nach
physiologischen Bedingungen stellt im Gegensatz zur Nekrose einen geregelten
Prozess unter strikter molekularer Kontrolle dar. Sowohl die Sensitivitat einer Zelle
gegenlber einem Zelltod induzierenden Stimulus als auch der Ablauf des
»Zelltodprogramms* unterliegen einer komplexen genetischen Steuerung.

Die Apoptose weist zudem charakteristische biochemische und morphologische
Merkmale auf (siehe auch Abbildung 1.5):

e das Chromatin verdichtet sich und wird durch spezifische DNAsen wie z.B.
CAD zerstuckelt > Zelle, Zellkern und Zellorganellen schrumpfen

e die Zelle stllpt bei intakter Zellmambran kleine Apoptosekdrperchen
(apoptotic bodies) aus und schnirt diese ab (sog. ,membrane blebbing®)

e in vivo kommt es zur Phagozytose der Apoptosekérperchen durch
Nachbarzellen sowie angelockte Makrophagen (Wiezorrek et al. 2000) und
anschlieBendem lysosomalem Abbau - eine Entziindungsreaktion bleibt

somit aus, da keine intrazellularen Substanzen freigesetzt werden
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e in vitro kommt es zum Anschwellen und anschlieBender Lyse der
~-apoptotic bodies*”

Abbildung 1.5: Die mit einem Pfeil markierte Tumorzelle zeigt
typische apoptotische Veranderungen wie Zellschrumpfung,
.membrane blebbing“ und die Loslésung von Untergrund und
Zellverband.

1.4.3 Funktion der Apoptose

Lange Zeit hat man den Zelltod als ein fir den Organismus grundsatzlich negatives
Ereignis betrachtet. Dass der Zelltod eine wichtige regulatorische Funktion wahrend
der Entwicklung des Organismus sowie bei dessen Erhalt besitzt und damit einen
zentralen Teil des Lebens darstellt, war eine Uberraschende Entdeckung (Kerr et al.
1972).

Unter physiologischen Bedingungen wird in korpereigenen Geweben durch
regulatorische Mechanismen eine Homobostase der Zellzahl aufrechterhalten. Zellen
in der sogenannten GO- oder G1-Phase sind proliferationsfahig und kénnen Uber
Teilung zu einem Anstieg der Zellzahl oder zu Zelldifferenzierung fihren. Alternativ
zur Proliferation kann es Uber den Weg der Apoptose zur Abnahme der Zellzahl
kommen, um funktionslose, geschadigte oder fiir den Organismus schadliche Zellen
zu eliminieren.
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Bereits wahrend der Embryonalentwicklung spielt der gezielte, apoptotisch induzierte
Tod bestimmter Zellen eine wichtige Rolle:

So erfolgt wahrend der Entwicklung des Embryos die Formgebung von Kérper und
Organen durch Apoptose. Beispielsweise werden die Haute zwischen Zehen und
Fingern in der menschlichen Embryonalentwicklung apoptotisch entfernt. Stérungen
dieses Ruckbildungsprozesses kénnen z.B. zu bestimmten Extremitaten-
fehlbildungen wie der Syndaktylie fihren. Auch die Ausbildung der Lumina des
gesamten Gastrointestinaltrakis erfolgt durch das genetisch gesteuerte Programm
des physiologischen Zelltods. Kommt es zu Stérungen in diesem Prozess, kénnen
membrandse Fehlbildungen und Atresien in diesen Bereichen die Folge sein.

Auch in der Entwicklung des Gehirns spielt die Apoptose eine entscheidende Rolle:
Nervenzellen werden in der Embryonalentwicklung des Menschen im Uberschuss
angelegt. Wenn sie im weiteren Verlauf der Entwicklung keinen Kontakt zu
benachbarten  Neuronen herstellen kénnen, fehlen den Nervenzellen
Wachstumsfaktoren wie NGF (nerve growth factor) oder CDF (chat development
factor) und sie gehen in Apoptose Uber.

Eine besondere Bedeutung hat die Apoptose bei der Selektion von Keimzellen
(Eizellen und Spermien). Jede krankhafte Veranderung im genetischen Material
dieser Zellen wirde sich unweigerlich auf die Nachkommen Gbertragen. Hier ist
deshalb ein besonders strenges Kontrollsystem erforderlich. Daher werden auch
rund 95% der Keimzellen vor dem Erreichen ihrer Reife apoptotisch und
anschlieBend resorbiert.

Im Verlauf des Lebens entfernt die Apoptose nicht mehr funktionsféahige oder nicht
mehr bendtigte und kranke Zellen aus dem Organismus. Daher spielt sie in allen
Geweben eine groBe Rolle, in welchen Zellen neu gebildet werden oder in denen ein
standiger Umbau erfolgt. Das qilt z.B. fir den Darm oder die Haut, die in
andauernder  zellularer  Erneuerung  stehen, aber auch  fir die
Gebarmutterschleimhaut oder die Brustdriisen, die wahrend des weiblichen Zyklus

einer standigen morphologischen Verénderung unterliegen.
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Das Blutbildungs- und das Immunsystem sind weitere Organe, flr deren Entwicklung
und Funktion die Apoptose essenziell ist:

Sich entwickelnde Lymphozyten rearrangieren ihre Antigen-Rezeptor-Gene. Nur
Rezeptoren, die von funktionell rearrangierten Genen kodiert werden, gelangen an
die Zelloberflache. Lymphozyten, die Fremdantigene erkennen und prasentieren
kénnten, missen erhalten werden (positive Selektion). Solche, die kdrpereigene
Strukturen erkennen, werden eliminiert (negative Selektion). So werden nur
Lymphozyten mit geeigneter Antigen-Spezifitdt am Leben erhalten. Die Mehrheit der
Lymphozyten, das sind etwa 75 Prozent der B-Lymphozyten-Vorldufer und 95
Prozent der T-Lymphozyten-Vorlaufer, werden so wahrend der Entwicklung durch
Apoptose eliminiert.

Apoptose tritt aber nicht nur in der Entwicklung eines kompetenten Immunsystems
auf, sie ist auch fur seine optimale Funktion unerlasslich. Bei einer Infektion regen
Moleklle des Erregers (Fremdantigene) Lymphozyten zur Ausreifung an, um das
infektiose Agens zu bekampfen. Aktivierte zytotoxische T-Lymphozyten eliminieren
z.B. virusinfizierte Zellen, indem sie spezifisch deren Apoptose induzieren. Wenn die
Erreger schlieBlich beseitigt sind, muss die Immunantwort wieder herunterreguliert
werden, da die stimulierten Lymphozyten weiterhin fir den Organismus potentiell
gefahrliche Zytokine produzieren und sezernieren wirden. Auch dies geschieht
wieder durch Apoptose. Am Ende einer jeden Immunreaktion induzieren die
aktivierten T-Lymphozyten entweder bei sich selbst oder gegenseitig die Apoptose.
Die Zellzahl der peripheren Lymphgewebe erreicht so wieder den Ausgangszustand.

Auch durch verschiedenste Einflisse genetisch veranderte Zellen missen beseitigt
werden. Beispiele fir den Einsatz des Apoptoseprogramms sind hierflr Zellen, die
durch mutagene Agenzien geschadigt wurden und tumorartig entarten oder von

Viren infizierte Zellen, die eine Ansteckungsgefahr darstellen kénnen.

Diese zahlreichen Beispiele machen die essentielle Bedeutung der Apoptose fir den
Organismus deutlich und zeigen, welche Folgen Fehler in der Regulation der
Apoptose haben kénnen.

Auf die Bedeutung der Apoptose flr Plazentation und Schwangerschaft wird
ausfahrlich in Kapital 1.5 eingegangen.
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1.4.4 Apoptose als Ursache fiir Krankheiten

Bei einer Vielzahl von akuten und chronischen Krankheiten spielt die Apoptose eine
entscheidende Rolle. Hierbei muss unterschieden werden zwischen Krankheiten, die
mit einer gesteigerten und solche, die mit einer verminderten Apoptoserate
einhergehen. Folgende Liste soll einen kurzen Uberblick (iber ausgewéhlte, mit dem

Prozess der Apoptose in Verbindung gebrachte Krankheiten geben:

Gesteigerte Apoptose bei
e HIV (T-Helferzellverlust durch Apoptoseinduktion bei Kontakt von HIV-
infizierten mit uninfizierten CD4+ T-Lymphozyten (Stocker et al. 2000))
e Schlaganfall (Ischamie/Reperfusions-Modell: Sauersoffradikale induzieren
neuronale Apoptose (Zador et al. 2003, Ekshyyan und Aw 2004))
e neurodegnerativen Erkrankungen (Friedlander 2003) wie z.B.
* M. Alzheimer (Eckert et al. 2003, Katayama et al. 2004),
* M. Parkinson (Tatton et al. 2003) und
* INCL (Kim et al. 2006)
e akuten AbstoBungsreaktionen nach Organtransplantation

Verminderte Apoptose bei
e Autoimmunerkrankungen durch gestdrte negative Selektion autoreaktiver
Immunzellen in der lymphozytéren Reifungsphase
» Diabetes mellitus (Autoantikérper gegen pankreatische Insel-Zellen)
» Systemischer Lupus erythematodes (anti-dsDNA-Antikdrper)
e Krebs durch
« Expression anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 (Cory et al. 2003)
» Modulation des p53-Signalweges (Halaby et al. 2007)
» Unterdriickung pro-apoptotischer Proteine (Bax, Apaf-1, Caspasen,
Todesrezeptroren (CD95, TRAIL-1, TRAIL-R2))
e Viruserkrankungen (Viren nutzen anti-apoptotische Moleklle, um die
Apoptose der infizierten Wirtszelle zu blockieren)
Beispiele fur virale Apoptose-Inhibitoren:
* CrmA des Kuh-Pockenvirus (Komiyama et al. 1994)
» p35 des Baculovirus (Xue und Horvitz. 1995)
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1.5 Caspasen - mehr als nur Motoren der Apoptose

Die Apoptose ist ein duBerst komplexer Vorgang mit einer bis heute nicht vollstandig
aufgeklarten und verstandenen Reihe an Regulationsmechanismen. Eine Vielzahl
von Enzymen und Proteinen ist an diesem zellularen Selbstmordprogramm beteiligt,

im Mittelpunkt steht jedoch eine bestimmte Gruppe von Enzymen, die Caspasen.

Caspasen sind Proteasen, die in ihrem aktiven Zentrum die Aminosaure Cystein
enthalten und Proteine spezifisch nach der Aminosaure Aspartat schneiden,
sogenannte Cysteinyl-Aspartasen (Alnemri 1997).

Inaktives Zymogen
(z.B. Pro-Caspase-4)

[ Prodoméne I p20 |
identische oder
andere Caspase Abbildung 1.6:
Autoproteolyse Schematische Darstellung des
des Intermediats Aktivierungsvorgangs von
(_p1o ] Caspasen am Beispiel
(_Prodomine | p20 [ T von Caspase—4

[l
o (p20/p10),
_ Tetramer

Caspasen werden ausschlieBlich als katalytisch inaktive Proenzyme, sogenannte
Zymogene exprimiert. Diese sind aus einer unterschiedlich langen amino-terminalen
Prodoméne sowie einer groBen (ca. 20 kDa) und einer kleinen Untereinheit (ca. 10
kDa) aufgebaut (Cryns und Yuan 1998, Thornberry 1998). Die proteolytische
Prozessierung zur Aktivierung der Caspasen bedarf mindestens zwei
aufeinanderfolgender Spaltungen an Aspartatresten, um die groBe und kleine
Untereinheit voneinander und von der Prodoméane zu trennen. Caspasen sind in ihrer
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aktiven Konformation heterotetramere Proteine. Dieser heterotetramere Komplex
setzt sich aus zwei identischen groBen und zwei identischen kleinen Untereinheiten

Zzusammen.

Bisher sind 14 verschiedene Caspasen bekannt, von denen 11 beim Menschen
nachgewiesen werden kénnen (Droin et al. 2000).

Diese werden nach heutigem Erkenntnisstand aus phylogenetischer Sicht und ihrer
vorrangigen Funktion in zwei unterschiedliche Gruppen eingeteilt (Nicholson 1999):

Caspase-3 (CPP32, Yama, Apopain) ) )
Caspase-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-1) ¢~ Effektorcaspasen

Caspase-6 (Mch2)
Caspase-8 (MACH, FLICE, Mch5) A > Apoptose

Caspase-10 (Mch4) .
> Initiatorcaspasen
Caspase-9 (Mch6, ICE-LAP6)

Caspase-2 (ICH-1) J J

Caspase-1 (ICE)

- Caspase-4 (ICHrel-ll, TX, ICH-2) Entziindung /

> (Apoptose)

Caspase-5 (ICErel-lil, TY)

Caspase-2 (ERICE) )

Caspase-14 } Differenzierung

Caspase-11 + Caspase-12
nicht in humanen Zellen

Abbildung 1.7: Einteilung der Caspasen nach strukturellen
und funktionellen Gesichtspunkten

Die sogenannte ced-3-Subfamilie (ced = cell death) dient der Ausfihrung und
Regulation des Apoptose-Prozesses.

Sie besitzt ihren Namen in Anlehnung an die ersten Apoptose-Gene, welche durch
Ellis und Horvitz im Jahre 1991 in Apoptose-Studien an dem Nematoden
Caenorhabditis elegans (C. elegans) erstmals beschrieben wurden. Die genetischen

Analysen dieses Fadenwurms, wahrend dessen Entwicklung insgesamt 131 Zellen in
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Apoptose gehen, machten es mdoglich, wichtige Ereignisse im Verlauf des
programmierten Zelltodes zu identifizieren. Im Vergleich zu C. elegans ist der
Mechanismus des programmierten Zelltodes in evolutiondr héheren Organismen
wesentlich komplizierter und verzweigter aufgebaut (Aravind et al. 2001). Die
Grundmechanismen scheinen jedoch die gleichen zu sein.

Die ced-3-Subfamilie wird funktionell noch einmal in zwei Subgruppen unterteilt:

Die Initiator-Caspasen (sieche Abbildung 1.7, grin) stehen am Beginn der
zahlreichen intrazellularen Apoptose-Kaskaden. Sie werden durch verschiedenste
extra- und intrazellulare Apoptose-Signale aktiviert.

Die Effektor-Caspasen (siehe Abbildung 1.7, rot) werden im Verlauf von den
Initiator-Caspasen aktiviert und
e dienen dem Abbau von Zellstrukturproteinen wie Laminin, Fodrin oder
Gelsolin,
e aktivieren ihrerseits spezifische Endonukleasen wie das CAD/ICAD-
System zur DNA-Degradierung (Nagata 2000, Widlak 2000) und
e inaktivieren gleichzeitig zellulare DNA-Reparaturenzyme wie die Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP).
Somit spielen diese Caspasen eine entscheidende Rolle bei der Initiierung und
zellularen Degradierung wahrend des Apoptoseprozesses.

Die sogenannte ICE-Subfamilie (siehe Abbildung 1.7, blau) umfasst eine Reihe
strukturahnlicher Caspasen. Die Funktion des zuerst beschriebenen Mitglieds dieser
Gruppe, Caspase-1 (ICE), liegt vorrangig in der Prozessierung proinflammatorischer
Zellbotenstoffe wie z.B. Prointerleukin-1B (Thornberry et al. 1992, Yuan et al. 1993)
und war so namengebend (ICE = interleukin-13 converting enzyme). Im Verlauf
wurden aufgrund von Strukturahnlichkeiten weitere neu entdeckte Caspasen wie die
Caspasen 4 und 5 dieser Subfamilie zugeordnet, deren Funktionen jedoch bis heute
nicht vollstangig aufgeklart werden konnten.
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1.5.1 Caspase-4 (ICH-2 / TX / ICErel-Il)

Caspase-4, welche strukturell der ICE-Subfamilie zugeordnet wird, wurde erstmals
1995 von Kamens et al. beschrieben. Dieser fihrte mit der bekannten genetischen
Kodiersequenz fiir Caspase-1 (ICE) ein Screening der humanen Thymus-cDNA-
Bibliothek ,Clontech® durch und stieB dabei auf ein strukturell verwandtes Protein,
welches er ICH-2 (ICE and ced-3 homolog 2) nannte.

Im selben Jahr konnten Munday et al. das Enzym ICH-2, welches mittlerweile auch
als Caspase-4 bezeichnet wurde, aus menschlichen Monozyten isolieren und sowohl
Struktur als auch Funktion erstmals naher beleuchten.

Caspase-4 ist ein 43,3 kDa Polypeptid aus 377 Aminosauren, welches durch ein Gen
auf dem langen Arm von Chromosom 11 (Genlokus: 11922-11923) kodiert wird und
eine Strukturhomologie von 53 Prozent mit Caspase-1 aufweist (Kamens et al. 1995,
Kamada et al. 1997). Die Bildung erfolgt, wie bei allen Caspasen, als inaktives
Proenzym (Zymogen), bestehend aus einer Prodomane sowie einer groBen und
einer kleinen Untereinheit (siehe Abbildung 1.8).

Caspase-4

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der inaktiven Procaspase-4:
Prodoméne CARD, die groBe 20kDa-Untereinheit (L=large) und die
kleine 10kDa-Untereinheit (S=small)

Durch Abspaltung der Prodomane CARD (caspase recruiting domain) mittels
Autoproteolyse oder durch die Caspasen 8 und/oder 10 sowie anschlieBender
Heterodimerisierung entsteht die aktive Form (siehe Abbildung 1.6 und 1.8) (Karki et
al. 2007).

Obwohl aufgrund von Strukturhomologien in die ICE-Subfamilie eingeordnet, zeigte
sich nach weiteren Untersuchungen die funktionelle Diversitat zu Caspase-1.

So konnten Munday et al. 1995 zeigen, dass es in mit Caspase-4 transfizierten
Zellen nur zu einer minimalen Prozessierung von Prointerleukin-1p kam, wéahrend

diese in Caspase-1-transfizierten Zellen eindeutig nachweisbar war.
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Auch verschiedene andere Untersuchungen (Kamens et al. 1995, Kamada et al.
1997) zeigten Substratdiversitaten dieses jingeren Mitglieds der ICE-Subfamilie und
brachten Caspase-4 immer wieder in Zusammenhang mit dem physiologischen
Zelltod via Apoptose (siehe Kapitel 1.2.6.1).

Dies geschah erstmals, als Faucheu et al. 1995 zeigten, dass eine durch
Transfektion hervorgerufene Uberexpression von Caspase-4 in der Fibroblasten-
Zelllinie COS zu einer deutlich erhéhten Apoptoserate in diesen Zellen fiihrte.

Immer wieder wurde Caspase-4 in den darauffolgenden Jahren, direkt oder indirekt,
mit den intrazellularen Mechanismen der Apoptose in Verbindung gebracht,
gleichzeitig aber deren Beteiligung am programmierten Zelltod auch mehrfach wieder
in Frage gestellt.

Die folgende Auflistung soll einen kurzen Uberblick tiber die zum Teil kontroverse
Diskussion beztiglich der Funktion von Caspase-4 in der Fachliteratur geben:

Kamada et al. 1997: “Caspase-4 transmits a death signal from caspase-8 to
caspase-3 in Fas-mediated apoptotic pathway by cleaving
pro-caspase-3“

Ahn et al. 2002: “IFN-y upregulates caspase-4 in apoptosis of human

cholangiocarcinoma cells®

Obeng und Boise 2005: “Caspase-4 is not required in ER stress-induced cell

death*®
Pelletier et al. 2006: “Activation of caspase-4 while apoptosis of plasma cells®
Kim et al. 2006: “‘Endoplasmic  reticulum  stress-induced caspase-4

activation mediates apoptosis and neurodegeneration in
INCL”

Liao et al. 2008: “Involvement of endoplasmic reticulum in paclitaxel-
induced apoptosis”

Neben dieser méglichen Bedeutung von Caspase-4 in der molekularen Regulation
der Apoptose gilt jedoch als gesichert, dass die Funktion von Caspase-4 vor allem in
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der Prozessierung von Procaspase-1 in die aktive Form Caspase-1 liegt (Faucheu et
al. 1995, Wang et al. 1998).

Zudem konnte, die Ergebnisse von Munday et al. 1995 bestatigend, gezeigt werden,
dass Caspase-4 zwar an der proteolytischen Aktivierung von Caspase-1 beteiligt ist,
jedoch selbst trotz groBer Strukturhomologie mit Caspase-1 nicht bzw. nur in
geringem MaBe wie Caspase-1 den proinflammatorischen Botenstoff Prointerleukin-
1B zu prozessieren vermag (Fassy et al. 1997).

Laut Genatlas der Université René Descartes, Paris wird Caspase-4 in vielen
Geweben des menschlichen Kérpers exprimiert. Neben dem Vorkommen in Plazenta
und Uterus wurde bis heute eine vermehrte Expression dieses Enzyms vor allem fir
weitere Organe wie Herz, Leber, Milz und Knochen beschrieben. Die Funktion von
Caspase-4 in diesen Geweben ist jedoch bis heute véllig unklar.

Auch Uber die Regulation der Genexpression und Enzymaktivitat von Caspase-4 bis
heute nur wenig bekannt.

Als Negativ-Regulatoren der Caspase-4-Aktivitdit gelten selektive Caspase-
Inhibitoren wie z.B. das virale ,cowpox-encoded protein® CrmA und der
antiapoptotische Transkriptionsfaktor p53 (Kamada et al. 1997).

Das Zytokin Leukeamia Inhibitory Factor (LIF) scheint GOber die Steigerung der
Genexpression einen positiven regulatorischen Einfluss auf Caspase-4 zu haben
(Fitzgerald et al. 2005b).
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1.6 Apoptose und Schwangerschaft

1.6.1 Mechanismen der Invasion und Plazentation

Nach Befruchtung einer Eizelle und deren Entwicklung zur Blastozyste erfolgt nach
Adhéasion an das Uterusepithel das kontinuierliche Einwachsen in das mdutterliche
Endometrium. Diese Vorgange, welche als Implantation und Invasion bezeichnet
werden, geschehen durch stete Induktion von Apoptose des umgebenden,
endometrialen Stromas (Harris et al. 2006).

1.6.2 Funktion der Apoptose in der Plazenta

Wie bereits dargestellt, spielt der Vorgang der Apoptose flr die Entwicklung der
Friihschwangerschaft und auch spater wahrend der Morpho- und Organogenese des
heranwachsenden Fetus eine zentrale Rolle.

Apoptose ist jedoch nicht nur fur die fetale Entwicklung unerlédsslich sondern auch in
einem weiteren, sich gleichzeitig entwickelnden Organ, der Plazenta von
herausragender Bedeutung. Hierbei findet sich Apoptose tber den gesamten Verlauf
einer Schwangerschaft in unterschiedlichem AusmaB (Kim et al. 1995). Das
besondere Augenmerk der Forschung gilt jedoch besonders dem ersten und dem
letzten Trimester. Das Instrument des programmierten Zelltods erflllt in diesen
beiden jeweiligen Stadien der Schwangerschaft durchaus unterschiedliche Aufgaben
und betrifft unterschiedliche Zellpopulationen.

In der Frihschwangerschaft kommt es zur gesteigerten Expression von Fas-Ligand
durch den Zellverband des invadierenden Synzytiotrophoblasten, was nach
Interaktion mit auf endometrialen Stromazellen exprimiertem Fas-Rezeptor zur
Apoptose derselben flhrt (Uckan et al. 1997).

Gleichzeitig ist die Empfindlichkeit der invadierenden Trophoblastzellen selbst
gegenlber apoptotischen Stimuli deutlich vermindert, was auf eine vermehrte
Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 in diesen Zellen zurlckgefuhrt wird
(Kim et al. 1995).
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Im Gegenzug dazu ist eine gesteigerte trophoblastare bzw. plazentare Apoptoserate
im 3. Trimester normal und scheint fir das Ende der Schwangerschaft und die
Einleitung der Geburt wichtig zu sein (Reed et al. 1994, Smith et al. 1997).

Diese Vermutung deckt sich mit Beobachtungen, die gezeigt haben, dass bei einer
Uberschreitung des errechneten Geburtstermins die Zahl der apoptotischen Kerne im
villdsen Trophoblasten deutlich ansteigt, was wiederum auf eine Bedeutung der
Apoptose im physiologischen Alterungsprozess der Plazenta hindeutet (Axt et al.
1999).

Zudem konnte gezeigt werden, dass sowohl Initiator- als auch Effektor-Caspasen
generell in Zellen aktiviert sind, die sich -unabhangig von der Embryonalentwicklung-
in Differenzierung und strukturellem Umbau befinden. In Zytotrophoblastzellen z.B.
kommt es vor allem wahrend der frihen Phase der Plazentation in Vorbereitung der
Fusionierung zum Synzytiotrophoblasten aber auch wahrend der gesamten weiteren
Schwangerschaft zu einem massiven Ab- und Umbau des Zytoskeletts der Zellen,
wobei eine deutlich vermehrte Aktivitat vor allem der Effektor-Caspasen nachweisbar
ist (Black et al. 2004).

AuBerdem dient diese Gruppe von Caspasen unter anderem dem Abbau und der
Fragmentierung alter Zellkerne sowie deren Abschnirung und AbstoBung in
sogenannten syncycial knots innerhalb des multinukledren Zellverbands des
Syzytiotrophoblasten (Nelson 1996, Huppertz et al. 1998, Mayhew et al. 1999). Auch
andere Zellen wie die Faserzellen der Augenlinse, Keratinozyten und Erythrozyten
entledigen sich im Laufe ihrer Differenzierung auf diese Weise ihrer Zellkerne und
gewisser Zellorgannellen (Ishizaki et al. 1998, Morioka et al. 1998).
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1.6.3 Pathologien der Schwangerschaft und deren klinische Bedeutung

Treten wahrend des Stadiums der Invasion und Plazentation Stérungen z.B. im
Sinne einer gesteigerten trophoblastaren Apoptoserate auf, kann die Ausbildung
eines insuffizienten plazentaren Apparates resultieren. Diese Tatsache korreliert mit
einer erhdhten Inzidenz fir Komplikationen wie einem vorzeitigen Verlust der

Schwangerschaft sowie Praeklampsie und IUGR (intrauterine growth restriction).

Spontane und habituelle Aborte

Erleidet eine Frau drei oder mehr aufeinander folgende Fehlgeburten, so spricht man
von habituellen Aborten oder wiederholten Fehlgeburten. Von dieser Form der
Schwangerschaftspathologie sind 0,5-1 % aller schwangeren Frauen betroffen.

In der Literatur finden sich zahlreiche Belege daflir, dass die pathophysiologischen
und pathoanatomischen Ursachen dieser Schwangerschaftspathologie zum einen
durch ein vermindertes Invasionspotential, zum anderen durch eine erhdhte
Apoptoserate im Bereich der sich entwickelnden oder ausgereiften Plazenta bedingt
sein kénnten.

So konnte gezeigt werden, dass die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-
2 innerhalb des Synzytiotrophoblasten von Frauen mit sporadischen oder habituellen
Aborten durchweg vermindert (Lea et al. 1997) und die Rate an apoptotischen Zellen
im Synzyziotrophoblasten in Fallen spontaner Aborte, im Gegensatz zu normalen
Schwangerschaften, deutlich erhéht ist (Kokawa et al. 1998).

Minas et al. konnten 2007 in abortiven Deziduas vermehrt Fas-L-positive Leukozyten
nachweisen und zudem extravillése Trophoblastzellen, die eine gesteigerte
Expression von Fas sowie erhéhte Raten an Apoptose aufwiesen.

Plazentare Insuffizienz und intrauterine Wachstumsrestriktion (IGUR)

Als plazentare Insuffizienz oder Stérung der feto-maternalen Einheit wird in der
geburtshilflichen Medizin das mangelnde Vermdgen des Mutterkuchens (Plazenta)
bezeichnet, die nutritive Versorgung des sich entwickelnden Fetus zu gewahrleisten.
Auch die fir den Erhalt einer Schwangerschaft erforderliche Produktion von
Hormonen wie Ostrogen, Gestagen und humanem Chorion-Gonadotropin (hCG) ist
vermindert. Folgen sind eine mangelnde Versorgung des Fetus mit Sauerstoff und

Nahrstoffen  mit  resultierender intrauteriner ~ Wachstumsretardierung  des
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heranwachsenden Kindes. Das Risiko der Frihgeburtlichkeit ist hierdurch deutlich
erhéht (Wollmann 1998). Postnatale Komplikationen wie Hypoglykdmie und
Hypokalzamie sowie ein dauerhaft bestehender Minderwuchs, erhdhte Inzidenzen far
Diabetes mellitus Typ Il und kardiovaskulare Erkrankungen im Erwachsenenalter
sind zudem beschrieben (Wollmann 2004).

Als mogliche Ursache fur die Insuffizienz der feto-maternalen Einheit wird unter
anderem eine deutlich erhdhte plazentare Apoptoserate diskutiert. So konnte in
Plazentagewebe von Schwangerschaften mit intrauteriner Wachstumsretardierung
immunhistochemisch eine deutlich héhere Anzahl an apoptotischen Zellkernen im
Bereich des villésen Trophoblasten nachgewiesen werden als in Plazenten von
unkomplizierten Schwangerschaften (Axt et al. 1999).

Praeklampsie

Die Praeklampsie, auch EPH- oder Spatgestose genannt, bezeichnet eine
Erkrankung wéhrend der Schwangerschaft, welche mit erhdhten Blutdruckwerten
einhergeht (sogenannte Schwangerschaftshypertonie). Charakterisiert ist die
Praeklampsie zudem durch das Vorliegen von Odemen und einer Proteinurie. Aus
diesen drei Leitsymptomen ergibt sich auch der heute nicht mehr gebrauchliche
Name EPH-Gestose.

Die exakten Pathomechanismen dieser hypertensiven Schwangerschaftserkrankung
sind bis heute nicht vollstandig verstanden. Die meisten Autoren sehen eine lokale,
inaddquate Trophoblastinvasion in die myometranen Segmente der uterinen
Spiralarterien mit resultierender plazentarer Ischamie als initiales Ereignis in der
Pathogenese der Praeklampsie an. Die hieraus resultierende plazentare Hypoxamie
kénnte im Verlauf durch Freisetzung verschiedener biologisch aktiver Substanzen
wie z.B. Zytokine zu einer generalisierten endothelialen Dysfunktion mit verminderter
Produktion und Freisetzung von lokal vasodilatatorischen Substanzen wie z.B. ,nitric

oxide®, Prostazyklinen oder ,endothelium-derived hyperpolarizing factor” fihren.

Wie diese Beispiele zeigen, sind die molekularen Mechanismen der Implantation und
Plazentation sowie deren Regulation und Stérungen sowohl von wissenschaftlichem
Interesse als auch gréBter klinischer Bedeutung und bedlrfen deshalb weiterer
Erforschung und Aufklarung.
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2.1 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Erkenntnisse Uber die Funktion von Caspase-4 in
der humanen Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 als Modell far Trophoplastzellen zu
erlangen. Hierlber finden sich in der Literatur keinerlei Erkenntnisse und auch Gber
die generelle Funktion von Caspase-4 ist bis jetzt nur wenig bekannt.

Ausgehend von den Ergebnissen von Fitzgerald et al. 2005b soll Uberprift werden,
ob das Zytokin LIF neben einer vermehrten Genexpression auch zu einem direkten
Anstieg der Enzymaktivitat von Caspase-4 flhrt.

Ein weiterer Fokus wird in dieser Arbeit auf den Einfluss von Caspase-4 auf das
Proliferations- und Apoptoseverhalten von JEG-3-Zellen gelegt.

Zudem soll evaluiert werden, ob die Zytokine IL-6 und HGF dieselben Effekte in
Bezug auf die Enzymaktivitdt von Caspase-4 sowie das Proliferations- und
Apoptoseverhalten von JEG-3-Zellen ausiiben wie LIF.

Hierflr wurden 3 Arbeitshypothesen formuliert.

2.2 Arbeitshypothesen

¢ Die Stimulation der Zelllinie JEG-3 mit LIF fUhrt nicht nur zu einer vermehrten
Genxpression von Caspase-4, sondern hat auch einen direkten Einfluss auf

deren Enzymaktivitat

e (Caspase-4 hat Einfluss auf das Proliferationsverhalten von humanen
Chorionkarzinom-Zellen der Zelllinie JEG-3

e (Caspase-4 ist direkt in die Regulation des Apoptoseverhaltens von humanen
Chorionkarzinom-Zellen der Zelllinie JEG-3 involviert
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3.1 Die Zelllinie JEG-3

Diese Zelllinie wurde im Jahre
1971 von Kohler und Bridson aus
der Hirnmetastase eines humanen
Chorionkarzinoms isoliert. Vom
Ursprungsgewebe ausgehend
existieren heute insgesamt 124
Subkulturen.

Diese Tumorzellen haben eine
epitheloide Morphologie und

wachsen in vitro adhéarent als

Abbildung 3.1: Zelllinie JEG-3 in Kultur

Monolayer. Sie besitzen einen

hypertriploiden Chromosomensatz, wobei die mittlere Chromosomenzahl bei 71 liegt.
Bei den meisten der Zellen kénnen insgesamt 11 Chromosomenanomalien wie
bestimmte Translokationen, Deletionen und Inversionen etc. beobachtet werden.
Neben einer Vielzahl von seltener auftretenden Eigenschaften konnte unter
insgesamt 50 Prozent der Zellen ein Y-Chromosom nachgewiesen werden (vgl.
American Type Culture Collection, Version 4.200201).

JEG-3 produziert humanes Choriongonadotropin (B-HCG), humanes Chorion-
Somatomammotropin und Progesteron. Ferner kénnen die Zellen aus steroidalen

Vorstufen Ostron und Ostradiol synthetisieren.

3.2 Kultur der Zelllinie

Die Zelllinie wurde in 50ml-Zellkultur-Flaschen mit 20-25 ml entsprechendem DMEM-
Medium | im Zellkulturschrank unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO2, humide
Atmosphare) in Kultur gehalten.

Entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit konnten die Zellen alle 3-5 Tage in
Einzelzellsuspensionen Uberfihrt und in neue Kulturflaschen aufgeteilt, zu
Versuchen herangezogen oder zur Lagerung bei -80°C eingefroren werden. Zum
Passagieren der Zellen wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen abgenommen,
die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und 1 ml Trypsin zugegeben. Nach einer
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Inkubation von 5 Minuten unter Standardbedingungen Idsten sich die Zellen vom
Boden der Kulturflasche. Danach wurden die abgelésten Zellen entweder zu

Versuchen gebraucht oder verworfen.

3.3 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Die Zellen wurden zum Einfrieren, wie in Kapitel 4.2 beschrieben, in
Einzelzellsuspensionen Uberfihrt und bei 1500 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet im Einfriermedium (95% DMEM-
Medium |, 5% Dimethylsulfoxid (DMSQO)) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
auf Eppendorf-ReaktionsgefaBe aufgeteilt und diese anschlieBend bei -80°C
gelagert. Zum Auftauen wurden die Zellen in einem Wasserbad zlgig aufgetaut und
in entsprechendem Medium aufgenommen. Nach anschlieBender Zentrifugation
(1500 rpm, 5 Minuten) wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in DMEM-
Medium | resuspendiert, um in 50ml-Zellkultur-Flaschen kultiviert zu werden.

3.4 Transfektion der Zellen mittels ,.small interfering®“ RNA (siRNA)

Hintergrund

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist ein Mechanismus der sequenz-spezifischen
posttranskriptionalen Genregulation, der Gber sogenannte small interfering RNAs
(siRNAs) vermittelt wird. In Zellen werden doppelstrangige RNA-Molekille von einem
Dicer-Komplex erkannt und aufgespaltenen. Es entstehen hierbei 21 bis 23
Nukleotide lange siRNA-Duplicis, die meist aus einer 19 Nukleotide langen
Doppelstrangregion mit Einzelstrangiberhangen von je zwei Nukleotiden bestehen.
Diese siRNA-Molekile werden in den RNA inducing silencing complex (RISC)
aufgenommen. Der RISC ist ein Multiproteinkomplex mit vier verschiedenen
funktionellen Untereinheiten: einer Helikase, einer Exo- und einer Endonuklease
sowie Homologie-suchenden Domanen. Das an den RISC-Komplex gebundene
siRNA-Duplex wird durch die Helikase entwunden (Kisielow et al. 2002). Dadurch
entstehen zwei Einzelstrange, von denen einer der beiden Einzelstrange den RISC-
Komplex zu der komplementaren Ziel-mRNA fahrt. Nach der Bindung des siRNA-
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RISC-Komplexes wird die mRNA gespalten (Scherr und Eder 2007). Der Schnitt in
der Mitte des siRNA-mRNA-Duplex erfolgt durch die Aktivitdt der Endo- und der
Exonuklease. Die gespaltene mRNA wird nun angreifbar fir RNAsen. Die
Degradierung der mRNA durch die RNAsen verhindert die Translation und somit
auch die Neusynthetisierung eines Proteins (Leung und Whittaker 2005). Allerdings
dauern diese auf siRNA beruhenden ,Knock-down“-Effekte in Abhangigkeit des
Proliferationsvermdgens sich teilender Zellen nur drei bis sieben Tage an (Omi et al.
2004).

Abbildung 3.2 zeigt einen Uberblick Ober die wichtigsten Schritte der RNA-

Interferenz.

siRNA
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Transfektion mittels siRNA
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Durch die Fahigkeit, die Expression von Genen sequenz-spezifisch zu unterdriicken,
sind siRNAs geeignete Werkzeuge fur funktionelle Analysen von Genen und
Proteinen. Hierzu gibt es verschiedene Methoden, um mit Hilfe von RNAI die
Genexpression von zu untersuchenden Zielgenen oder deren Genprodukten zu
hemmen. In dieser Arbeit wurde hierflir chemisch synthetisierte siRNA fir Caspase-4
mittels des Transfektionsreagens Oligofectamin™ direkt in die Zelle eingeschleust.
Dieses Transfektionsreagens bildet eine Liposomen-ahnliche Hille um die zu
transfizierende siRNA und bringt diese so ins Zellinnere.

Durchfuhrung

Vor Transfektion der Zellen erfolgte in einem ersten Schritt das sogenannte
Annealing der Oligonukleotide, wobei es zu einer Hybridisierung der Sense- und
Antisense-Oligonukleotide kommt.

Hierzu wurden die aus Einzelstrangen bestehenden Sense- und Antisense-
Oligonukleotide mit einer Konzentration von 100 uM in nuklease-freiem Wasser
gelést. AnschlieBend erfolgte die Bildung der siRNA-Duplicis. Dazu wurden jeweils
20 pl der zuvor geldsten Sense- und Antisense-Oligonukleotide in entsprechend
verdinntem Annealing Buffer mit einer Endkonzentration von 10 uM fir 5 Minuten
bei 90°C und anschlieBend fir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.

Die Zelllinie JEG-3 diente als Ausgangsmaterial flr die Transfektion mittels RNAi. Mit
dieser Technik sollte eine weitere Expression des Enzyms Caspase-4 in den
Zielzellen unterdruckt werden.

Dazu wurden die Zellen mittels Trypsin vom Boden der Kulturflasche gelést und
gleichméssig unter Zugabe von DMEM-Medium | so auf eine 6-Well-Platte ausgesat,
dass die Zellen den Boden des jeweiligen Wells am Tag der Transfektion mit einer
Konfluenz von 30-40% bedeckten. Nach ausreichender Adhasion der Zellen Uber
Nacht erfolgte die Abnahme des Mediums und das Waschen der einzelnen Wells mit
Optimem-Medium. AnschlieBend wurde das Transfektionsreagens mit Optimem-
Medium im Verhaltnis 10/175 (V/V) verdinnt, fir 20 Minuten mit den spezifischen
RNA-Oligonukteotiden fur Caspase-4 in einer Endkonzentration von 60 nM inkubiert
und dann den Zellen zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden wurde
jedem Well zusatzlich 500 yul DMEM-Medium (+30% FKS, ohne AAS) zugeflhrt.
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Jeder Transfektion wurde als Negativ-Kontrolle eine untransfizierte Nativ-Zell-
Kontrolle sowie eine Kontroll-Transfektion zugeflgt, in welcher dieselben Nukleotide
in einer nicht-genomischen Reihenfolge angeordnet waren (sog. ,Scrambled®-
Kontrolle). Der erfolgreiche ,Knock-down® des Zielgens wurde mittels SDS-PAGE
und Western Blot nachgewiesen.

3.5 Proteinisolation

3.5.1 Lysieren der Zellen

Zum Lysieren wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden der Kulturplatte
gelbst, in 1,5ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe Uberfuhrt und zweimalig mit Proteinase-
Inhibitor-Cocktail (1:1000 in PBS) gewaschen. Die Zellen wurden abzentrifugiert
(2500 rpm, 8 Minuten, 5°C), der Uberstand verworfen und wiederum Proteinase-
Inhibitor-Cocktail hinzupipettiert. Dies wurde einmalig wiederholt, dann der Uberstand
erneut abpippetiert und jeweils 75 pl Zelllysepuffer hinzugegeben. AnschlieBend
wurden die Zellen durch dreimalig abwechselndes Einfrieren in flissigem Stickstoff,
auftauen und durchmischen mittels Vortexer lysiert. Der Lyse folgte ein letzter
Zentrifugationsschritt (18000 rpm, 30 Minuten, 5°C). Im Anschluss wurde der
proteinhaltige Uberstand abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 20°C
aufbewabhrt.

3.5.2 Bestimmungq der Proteinkonzentration

Hintergrund

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford-Methode. Bei
diesem Assay bindet der Farbstoff Coomassie-Brillantblau unspezifisch an
Seitenketten kationischer und hydrophober Aminosduren. Da sich durch diese
Komplexbildung das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 zu 595 nm
verschiebt, kann eine photometrische Absorptionsmessung bei 595 nm zur
Konzentrationsbestimmung von Proteinen genutzt werden (Lottspeich 1998).
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Durchfiihrung

Hierzu wurden 5 ul der Proteinlésungen mit 995 ul Bradford-Reagenz versetzt und
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur unter LichtausschluB inkubiert. Die
anschlieBende Messung der Absorption erfolgte in einem Spektrophotometer bei
einer Wellenldnge von 595 nm. Parallel zu den Zelllysaten wurden Proben mit
bekannten Konzentrationen von BSA zur Erstellung einer Standardkurve gemessen,

die zur Ermittlung der Proteinkonzentration der Lysate diente.

3.6 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Hintergrund

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode zur
Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht. Das zu trennende
Proteingemisch wird hierfir auf ein Polymergel, bestehend aus Polyacrylamid und
N,N’-Methylenbisacrylamid aufgetragen. Nach dem Anlegen einer auBeren
Spannung an das Gel wandern die Proteine je nach Molekulargewicht in
unterschiedlicher Geschwindigkeit durch die im Polymernetzwerk entstandenen
Poren. Dabei werden kleinere Proteine weniger in ihrer Bewegung gebremst als
groBe Proteine und wandern daher schneller in Richtung Anode (Voet et al. 2002,
Wink 2004). Neben dem Molekulargewicht haben auch die Konformation eines
Proteins sowie dessen Gesamtladung einen Einfluss auf die jeweilige
Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Daher wird sowohl den
Proteingemischen als auch dem Polymergel Natriumdodecylsulfat (SDS) als
anionisches Detergenz zugesetzt. Das negativ geladene SDS flUhrt zu einer
negativen Nettoladung der Proteine, neutralisiert deren Eigenladung und ermdglicht
somit die elektrische Auftrennung der Proteine. Zusatzlich werden die hydrophoben
Wechselwirkungen in den Proteinen aufgehoben und dadurch deren Sekundér- und
Tertiarstruktur zerstért. Die Denaturierung der Proteine wird durch die zuséatzliche
Behandlung mit B-Mercaptoethanol unterstitzt, welches in der Lage ist, stérkere

Disulfidbriicken innerhab der Proteine zu brechen.
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Bei der hier durchgefuhrten, diskontinuierlichen SDS-PAGE wird das Proteingemisch
zunadchst auf ein  Sammelgel aufgetragen, welches einen grdéBeren
Porendurchmesser besitzt als das eigentliche Trenngel. Diese vorangegangene
Fokussierung der Proteine im Sammelgel ermdglicht ein gleichmaBigeres Auftrennen
der Proteine, da alle Proteine zum gleichen Zeitpunkt in das eigentliche Trenngel

gelangen (Laemmli 1970).
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Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau der SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Durchfihrung

Die Auswahl und Herstellung des Gels erfolgte nach der im Anhang aufgefiihrten
Anleitung. Fir eine optimale Auftrennung des 43,3 kDa groBen Proteins Caspase-4
wurden 9%-ige Trenngele flr gréBere Proteine zwischen 35-100 kDa verwendet.

Die Proben wurden mit je 20 pl 5-fach Auftragspuffer versetzt und zusammen mit
dem Molekulargewichtsmarker fir 5 Minuten bei 95°C zur Denaturierung der
Proteine inkubiert, bevor jeweils 20 pg Protein pro Spur auf das Sammelgel
aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte bei 120V und 100mA in
1 x Running Buffer. AnschlieBend wurden die Gele fir den Western Blot weiter

verwendet.
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3.7 Western Blot

Hintergrund

Mittels Western Blot werden Proteine, die zuvor ihrer GréBe nach mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, auf eine stabile Membran Ubertragen, auf der
sie anschlieBend mit spezifischen Antikérpern detektiert werden kdnnen. Dies erlaubt
die semi-quantitative  Proteinbestimmung einzelner Proteine in  einem

Probengemisch.

Durchfuhrung

Blotten

FOr den Nachweis des Zielproteins Caspase-4 wurden die in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine aus den Zelllysaten Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen
auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Filterpapier, Nitrozellulose-Membran
und Gel wurden hierfir mit Blot Buffer gefeuchtet und entsprechend der
Gerateanleitung geschichtet. Fir den Transfer wurde eine Stromstéarke von 3mA pro
cm? Membran angelegt. Im Anschluss erfolgte zur Uberpriifung des Blot-Ergebnisses
die passagere Farbung der Membran mit Ponceau-S-Lésung sowie die
anschlieBende Entfaroung mit 0,8%-iger NaOH-Lésung. Zur Blockierung
unspezifischer Bindungen wurde die Membran nun fir 30 Minuten mit 1 x NET-G-

Puffer inkubiert.

Immundetektion

Far die Detektion von Caspase-4 wurde der Primar-Antikdrper im Verhaltnis 1:1000
mit 1 x NET-G-Puffer verdiinnt und mit der Membran tber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Danach wurden alle nicht gebundenen Primar-Antikérper in 3 Waschschritten zu je 5
Minuten mit 1 x NET-G entfernt. AnschlieBend wurde die Membran bei
Raumtemperatur fir 1 Stunde mit dem Sekundar-Antikérper (1:10000 in 1 x NET-G-
Puffer) inkubiert und erneut dreimalig fir 5 Minuten mit 1 x NET-G-Puffer
gewaschen. Fir die Detektion des Chemilumineszenz-Signals wurde die Membran
zunachst 1 Minute mit 100/1800 (V/V) verdinnter ECL-Lésung inkubiert. Das
Chemilumineszenz-Signal konnte anschlieBend unter Lichtausschluss mit Hilfe eines
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lichtempfindlichen Photofilms detektiert und dieser entwickelt werden. AnschlieBend
erfolgte die Quantifizierung der Bandenintensitaten mit dem Auswertungsprogramm

,GelCapture®.

Strippen

Um die jeweiligen Membranen flr eine spatere Immundetektion wieder verwenden
zu kdnnen, wurden sowohl Primér- als auch Sekundarantikérper von der Membran
entfernt. Dies erfolgte durch die Inkubation der Membran in Strip-Puffer bei 50°C fir
30 Minuten. Nach einer weiteren 30-minltigen Inkubation in 1 x NET-G-Puffer
wurden die Membranen in Folie eingeschweiB3t und bei -20°C eingefroren.
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3.8 Aktivititsmessung von Caspase-4 mittels High Performance Liquid

Chromatography (HPLC)

Hintergrund

Die HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ist ein Verfahren der Saulen-
Fliussigkeits-Chromatographie. Sie stellt ein Trennverfahren dar, bei dem die
Probenflissigkeit mittels einer flissigen Phase, dem sogenannten Eluenten, unter
hohem Druck durch die stationare Phase in Form einer Trennsaule transportiert wird.
Aufgrund ihrer physiko-chemischen Eigenschaften werden die Probenmolekile des
zu untersuchenden Stoffgemisches Uber hydrophobe Wechselwirkungen an die
stationdre Phase gebunden. Die Verweildauer der Substanzen an der stationéren
Phase ist aufgrund der unterschiedlich starken Wechselwirkung mit der Oberflache
der stationdren Phase unterschiedlich lang. So werden die Probesubstanzen
voneinander getrennt.

Hierbei stellt sich eine Abhangigkeit der Menge bzw. Konzentration der eluierten
Substanzen von der Zeit dar. Einzelne Stoffe der zu untersuchenden Probe haben
jeweils unterschiedliche Retentionszeiten (Schwedt 1996).

Die Darstellung des Ergebnisses dieser Stofftrennung erfolgt in Form eines
Chromatogrammes bzw. einer Elutionskurve (siehe Abbildung 3.4).

Chromatogramm AFC-Standard c=250 pmol/ml
60

50

40 -

30

Signalintensitat [mV]

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Retentionszeit [min]

Abbildung 3.4: Beispiel-Chromatogramm
Dargestellt ist die detektierte Signalintensitat in Abhangigkeit
von der Elutionszeit
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In dieser Arbeit fand die HPLC initial nur aufgrund ihrer Méglichkeit zur
photometrischen Bestimmung des freien Fluorochroms 7-Amino-4-
Trifluoromethylcoumarin  (AFC) Verwendung. Im weiteren Verlauf kam zur
Optimierung der Detektionsmethode auch die Mdglichkeit der Probenauftrennung
mittels HPLC zum Einsatz.

Grundlage fir den Aktivitatsnachweis von Caspase-4 ist die Substratspezifitat der

einzelnen Caspasen (Talanian et al. 1997). So spaltet Caspase-4 das Fluorochrom

AFC spezifisch von folgender Sequenz von vier Aminosduren mit Acetyl-Rest ab:
Acetyl - Leucin - Glutamin - Valin - Aspartat - AFC

Die Menge des mittels HPLC detektierbaren, freien AFC ist hierbei proportional zur

Caspase-4-Aktivitat in den gemessenen Zelllysaten.

Die folgende Abbildung 3.5 gibt schematisch einen Uberblick tiber die Funktion des

Assays:

(AcetyD-Cew-Gu-VaD-@sp—] AFC

(BeetyD)-CeD-Gl-VaD-@sp) AFC

Abbildung 3.5: Schema des Aktivitats-Assays fir Caspase-4:
Hierbei spaltet Caspase-4 das Fluorochrom AFC spezifisch von einer
Aminosauresequenz mit Acetylrest ab und wird
somit photometrisch detektierbar.
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Durchfuhrung

Zunachst erfolgte die Transfektion der Zellen nach dem in Kapitel 3.4 aufgefihrten
Protokoll. Am Folgetag wurde das Medium abgenommen und die Zellen mittels
Trypsin von der 6-Well-Platte gelést. Nach Zugabe von DMEM-Medium Il erfolgte die
Aufteilung der transfizierten Zellen zu gleichen Teilen auf eine 12-Well-Platte. Nach
6-stindiger Adhasionszeit im Zellkulturschrank unter Standardbedingungen und
anschlieBender Zugabe folgender Zytokine

* LIF (Konzentration 10 ng/ml)
*IL-6 (Konzentration 20 ng/ml)
* HGF (Konzentration 10 ng/ml)

in entsprechender Konzentration erfolgte die Inkubation fiir 24 Stunden im
Zellkulturschrank ebenfalls unter Standardbedingungen.

Im Anschluss wurde das Medium jeweils abgenommen und die adharenten Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zugabe von PBS erfolgte ein
vorsichtiges Lésen der Zellen vom Boden der 12-Well-Platten mittels Zellschaber.
Danach wurde die PBS/Zell-Suspension in 2ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe
dberfhrt und far 10 Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand verworfen und nach erneuter Zugabe von 1 ml PBS erfolgte der
Zellaufschluss durch 5-maliges abwechselndes Einfrieren und Auftauen der
Eppendorf-Reaktionsgefasse in  flissigem  Stickstoff. =~ Nach nochmaligem
Zentrifugieren der Proben fur 30 Minuten bei 18000 rpm und 6°C wurden die
Uberstinde wiederum verworfen.

Die Zelllysate wurden bei -20°C zwischengelagert und nach den entsprechenden

Vorversuchen fir den eigentlichen Caspase-4-Aktivitats-Assay verwendet.

Erstellen der Kalibriergeraden

Das Caspase-4-Substrat AFC (7-Amino-4-Trifluoromethylcoumarin, n=21,8188 umol)
wurde nach Angaben des Herstellers als Stammlésung (AFC in MeOH; c=10
umol/ml) gelést, welche anschlieBend zur Herstellung von Standards verwendet
wurde. FUr alle angesetzten Standards (Konzentration AFC in pmol/ml: 0 / 40 / 50 /
100 / 250 / 500 / 1000 / 1500 / 2000 / 2500 / 3000) wurde 40/60 (V/V) MeOH/H-O
verwendet.
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Probenvorbereitung und -messung

Vorbereitend wurde das benétigte Caspase-4-Substrat (5 mg; M=727,7 g/mol) in 344
ul DMSO gelést, so dass sich eine Endkonzentration von ¢=20 pmol/l =20 mM ergab.
Von den vorbereiteten Zelllysaten wurden jeweils 5 pl in ein Eppendorf-
Reaktionsgefa Uberflhrt und mit 245 ul Caspase-4-Puffer sowie 10 pl Caspase-4-
Substrat versetzt. Gleichzeitig wurde auch ein Kontroll- bzw. Blindwertansatz in
folgender Zusammensetzung vorbereitet: 5 ul deionisiertes H.O + 245 pul Puffer + 10
bl Substrat. Die Probenansatze wurden kurz mittels Vortexer vermischt und
anschlieBend bei 37°C fur 2 Stunden inkubiert. Vor Gebrauch der Proben erfolgte
nochmals ein Mischschritt mittels Vortexer, bevor nach Zugabe 10 ul 3N HCI als
Stop-Lésung und Inkubation fiir 15 Minuten weitere chemische Reaktionen innerhalb
der Probe unterbunden wurden. Nun wurden die Proben aufgrund des geringen
Messvolumens jeweils in Minivolume-Inserts in HPLC-Messglaschen pipettiert und
mit einer Einzelprobenlaufzeit von 15 Minuten mittels HPLC gemessen.

Hierbei waren folgende technische Messbedingungen gegeben:
HPLC-Anlage / Saule siehe Kapitel Anhang

Eluent: 70/30 (V/V) MeOH/H,O
FluB: 700 pl/min
Injektionsvolumen: 50 pl

Anregungswellenlange: 400 nm
Emissionswellenlange: 505 nm
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3.9 Proliferations-Assay

Durch Transfektion der verwendeten Zelllinie mittels RNAi erfolgte die Hemmung
einer weiteren Expression des Zielgens Caspase-4. Zudem waren eine
Negativkontrolle und eine Probe nicht-genomisch transfezierter Zellen Bestandteil

der Versuchsdurchfuhrung.

Die Proliferation von Zellen wurde mit dem CellTiter 96° One Solution Cell
Proliferation Assay (MTT-Test) bestimmt. HierfGir wurden am Folgetag der
Transfektion je 100 000 Zellen/Well in 100 pl Medium in eine 96-Well-Zellkulturplatte

ausgesat.

Nach Hinzugabe der Zytokine < LIF (Konzentration 10 ng/ml)
*IL-6 (Konzentration 20 ng/ml)
* HGF (Konzentration 10 ng/ml)

in entsprechender Konzentration erfolgte die Inkubation flir 24 Stunden im
Zellkulturschrank unter Standardbedingungen.
Die jeweiligen Konzentrationen der Zytokine wurden aufgrund folgender Referenzen
aus der Literatur gewahlt:

e LIF: Fitzgerald et al. 2005

e |L-6: Aokietal 1991, Poehlmann et al. 2005

e HGF: Morimoto et al. 1991, Saito et al. 1995, Fitzgerald et al. 2005.
AnschlieBend wurden 20 pl der Assay-Ldsung zugegeben. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 2 bis 4 Stunden konnte die Absorption der Proben bei 490nm
Wellenlange in einem ELISA-Reader gemessen werden. Dieser Assay, auch als
MTT-Test bezeichnet, ermdglicht die Einschatzung von Lebensféhigkeit und
Proliferation einer Zellkultur.
Mit Hilfe des Tests bestimmt man die Aktivitit von Dehydrogenasen in
Mitochondrien. Nach Zugabe des schwach gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zur Zellkultur ensteht nach Aufbrechen des
Tetrazoliumringes durch mitochondriale Dehydrogenasen das in Alkohol I8sliche,
dunkelblaue Formazan (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Schema der Umsetzung des gelben
Farbstoffes MTT zum blauen Farbstoff Formazan durch die
mitochondriale Succinat-Dehydrogenase

Die optische Dichte der alkoholischen Formazanlésung wurde mittels ELISA-Reader
photometrisch bestimmt. Die hierbei gemessene Farbstoff-Menge ist proportional der
mitochondrialen Aktivitat und somit der metabolischen Aktivitat in den Zellen.

Da proliferierende Zellen metabolisch aktiver sind als nicht-proliferierende Zellen,
wird der MTT-Test in dieser Arbeit zur Detektion von Zellaktivierung und Proliferation

verwendet.
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3.10 Apoptose-Assay mittels Annexin V

Einfihrung

Die Plasmamembran einer Zelle ist asymmetrisch aufgebaut. Der Verlust dieser
Asymmetrie wird als ein frihes Zeichen der Apoptose gewertet. Phosphatidylserin
(PS), das unter physiologischen Bedingungen nur auf der Innenseite der
Zellmembran lokalisiert ist, wird hierbei vermehrt in die nach auBen gerichtete
Zellmembranseite verlagert.

Das Protein Annexin V bindet sich Ca®*-abhangig spezifisch an PS und dient daher
dem Nachweis von Apoptose. Durch einen an Annexin V gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoff kénnen apoptotische Zellen sowohl fluoreszenzmikroskopisch
als auch durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Beide Nachweismethoden

kommen in dieser Arbeit zur Anwendung.

Annexin-V-
Konjugat
APOPTOSE
—
Externalisation
Plasma- von
Membran Phosphgtldyl-
serin
L W
Zytoplasma Zytoplasma

Abbildung 3.7: Schema der Bindung von Annexin V an Phospatidylserin
in der Plasmamembran apoptotischer Zellen

Mit diesem Assay soll zum einen Uberprift werden, ob Verdnderungen im
Proliferationsverhalten von JEG-3-Zellen nach Transfektion mit Caspase-4-siRNA
mdglicherweise nur durch eine erhdéhte oder verminderte Apoptoserate bedingt sind.
Zum anderen soll dieser Assay Anhalte dafir liefern, ob Caspase-4 in der Zelllinie
JEG-3 in die Regulation und Ausflihrung des programmierten Zelltodes involviert ist
oder nicht.
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3.10.1 Apoptose-Assay mittels Annexin V via Durchflusszytometrie

Hintergrund

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kénnen Zellen oder kleine Partikel anhand ihrer
GroBe, ihrer Oberflachenbeschaffenheit sowie ihrer duBeren und inneren Struktur
nach analysiert werden. Die Detektion erfolgt hierbei durch den Laser eines
Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS). Der Laser sendet dabei Licht einer
bestimmten Wellenlange aus, welches Uber eine Fokussierungslinse gebundelt und
anschlieBend auf den Probenstrom weitergeleitet wird. Die in der Probe enthaltenen
Zellen bzw. Partikel streuen das Licht in unterschiedliche Richtungen. Hierdurch
kdnnen Unterschiede in GréBe und Granluaritat von Zellen erfasst werden. Wenn die
zu untersuchenden Zellen, wie in dieser Arbeit, mit fluoreszierenden Antikdrpern
bzw. Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden, kdnnen theoretisch bis zu 4
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden. Dabei wird ein Teil des
geblndelten Lichts durch die Fluorochrome absorbiert und Licht mit einer gr6Beren
Wellenlange emittiert. Dieses emittierte Licht wird Uber nachgeschaltete Spiegel und
Filter in seine einzelnen Wellenlangen aufgetrennt und kann nun detektiert werden.

In dieser Arbeit dient diese Methode dem Nachweis des an der Zelloberflache von

apoptotischen JEG-3-Zellen gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes Annexin V.

Durchfiihrung

Das Medium der zur Messung in 6-Well-Platten transfizierten Zellen wurde verworfen
und die adhérenten Zellen zweimalig vorsichtigen Waschschritten mit PBS
unterzogen. Nun erfolgte die Ablésung der adharenten Zellen vom Boden der
jeweiligen Wells mit 500 ul Trypsin, anschlieBend wurden die Zellen in jeweils 1 ml
Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in ein 2ml-Eppendorf-
ReaktionsgefaB Uberflihrt und die einzelnen Wells der Platte mit 0,5 ml Medium
nachgespult, um alle Zellen aufnehmen zu kénnen. Die Zellen wurden bei 5°C und
1500 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand anschlieBend abgenommen und
verworfen. Das Zellpellet wurde in 1,5 ml Medium resuspendiert und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Nach Abnahme des Uberstandes erfolgte die
Resuspension des Zellpellets in 0,5 ml Annexin V-Binding Puffer sowie ein erneuter
Zentrifugationsschritt. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das
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Zellpellet in 70 pl Annexin V-Binding Puffer resuspendiert. Der Zugabe von 5 pl des
Fluoresenzfarbstoffes Annexin V-FITC folgt die Inkubation der Proben fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nun konnte, nach Zugabe von 0,5 ml FACS-
Messldsung und Uberfiihrung der Proben in FACS-Messrdhrchen, die Messung
erfolgen.

Die FACS-Analyse erfolgte auf Einzelzellniveau, wobei 10000 Zellen analysiert
wurden und anschlieBend eine statistische Auswertung mithilfe der Software ,Cell
Quest Pro® erfolgte.

3.10.2 Apoptose-Assay mittels Annexin V via Fluoreszenzmikroskopie

Durchfiihrung

Zuerst wurden Objekitrager vorbereitend flr wenige Minuten in 70% Ethanol
eingelegt. AnschlieBend erfolgte unter sterilen Bedingungen ein Trockenschritt und
das grundliche Abspulen der Objekttrager mit Aqua dest. sowie wiederum das
Trocknen unter Sterilbedingungen.

Das eigentliche Coaten der Objekttrager erfolgte mit einer Lésung aus GBSS und
Poly-L-Lysin im Verhaltnis 1000:1. Hiervon wurden jeweils 500 pl auf die
Objekttrager pipettiert und fir 1 Stunde im Zellkulturschrank unter physiologischen
Bedingungen inkubiert. Die restliche Lésung wurde vom Objekttrager abgekippt und
wiederum fir 10-15 Minuten unter Sterilbedingungen getrocknet. Nach Umrandung
des sichtbaren Adhasionsgebietes mit einem Fettstift war die Vorbereitung der
Objektrager abgeschlossen. Jetzt wurden die zu verwendenden Zellen einmalig mit
PBS grindlich gewaschen und mit jeweils 500 ul Trypsin vom Boden der 6-Well-
Platte geldst. Die Zellsuspension konnte mit 1 ml Medium aufgenommen und in ein
2ml-Eppendorf-Reaktionsgefa3 Gberflihrt werden. Nach Abzentrifugieren der Proben
fiir 5 Minuten bei 1500 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1,5
ml DMEM-Medium | resuspendiert.

Nun erfolgte das Aufpipettieren von 200 pl der Zellsuspension auf die Objekttrager,
welche zur Adhasion der Zellen mit jeweils zwei gewasserten Pflaumentupfern in
einer locker verschlossenen Petrischale Gber Nacht im Brutschrank inkubiert wurden.
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Am Folgetag schlossen sich durch wiederholtes vorsichtiges Eintauchen der
Objekttrager in PBS Waschschritte an. Die weitere Probenvorbereitung durch
zupipettieren von Annexin V geschah so, dass zum Zeitpunkt des Mikroskopierens
eine Inkubationszeit im Dunkeln von 15 Minuten nicht Gberschritten wurde.
Mikroskopiert wurden alle Proben mittels Phasenkontrast- und
Fluoreszenzdarstellungen in unterschiedlichen GesamtvergrdBerungen zwischen 50x
und 400x.

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch Berechnung der Mittelwerte (M)
sowie des Standardfehlers (STF) als MaB fir die Gilite der ermittelten Mittelwerte
mittels Microsoft Exel 2003.

Signifikanzen wurden ebenfalls mit Microsoft Exel 2003 unter Verwendung des t-
Tests (gepaart, zweiseitig) berechnet. Das Signifikanzniveau wurde jeweils bei
p<0,05 erreicht.
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Ergebnisse

4.1 Etablierung der siRNA-Transfektion von Caspase-4 in__der

Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3

Die RNA-Interferenz (RNAI) ist eine effektive Methode, um die Expression von zu
untersuchenden Zielgenen herunterzuregulieren. RNAI ist in fast allen mehrzelligen
Organismen anwendbar, wobei jedes Zielgen innerhalb eines Genoms potenziell
ausgeschaltet werden kann, vorausgesetzt dessen Gensequenz ist bekannt. Diese
Jl0ss-of-function-Technik flhrte in der 90er Jahren zu einem Durchbruch bei der
Untersuchung der Genregulierung, da die Funktion eines bestimmten Gens oft durch
die Blockade seiner Expression hergeleitet werden kann. In Organismen, in denen
genetische Studien schwer durchfiihrbar sind, bietet die RNAi einen schnellen und
sicheren Weg zum Studium der Funktion bekannter Gene. Auch in menschlichen
Zellen ist die RNAi wirksam, wo sie unter anderem zur Aufklarung von
biochemischen und metabolischen Stoffwechselwegen, zur Validierung potenzieller
Angriffspunkte fir neue Arzneimittel und schon heute innerhalb experimenteller
Studien als Therapeutikum in der Krankheitsbehandlung Verwendung findet.

In dieser Arbeit sollte mittels RNAi die Herunterregulierung der Genexpression des
Zielgens Caspase-4 in JEG-3-Zellen etabliert werden, um im weiteren Verlauf
anhand verschiedener funktioneller Tests den Einfluss von Caspase-4 auf das
Proliferations- und Apoptose-Verhalten von JEG-3-Zellen untersuchen zu kdnnen.

Hierzu wurden die JEG-3-Zellen wie in Kapitel 3.4 beschrieben mit Caspase-4-siRNA
transfiziert. Es wurden zwei Kontrollen zugefligt: als Negativ-Kontrolle untransfizierte
Nativ-Zellen und eine Kontroll-Transfektion mit nicht-genomischer siRNA (sog.
~>crambled“-Kontrolle).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Transfektionsversuche sowie deren
Auswertung ausfuhrlich dargestellt.
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Abbildung 4.1 zeigt den ,Knock-down® des Zielgens Caspase-4 mittels RNAi. Als
Auftragskontrolle ist der B-Aktin-Blot mit dargestellt.

Nach Kontroll-Transfektion mit nicht-genomischer Kontroll-siRNA zeigt sich im
Vergleich zur untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle eine leicht vermehrte Caspase-4-
Expression, wie in Abbildung 4.1 ersichtlich ist. Im Vergleich zur Negativ-Kontrolle
lasst sich durch die Transfektion der Zellen mit Caspase-4-siRNA eine
Expressionsreduktion des Zielgens nach 24 Stunden um rund 50 Prozent erreichen.

Kontrolle Caspase-4
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Kontrolle Caspase-4

Abbildung 4.1: Western Blot und Quantifizierung der
Bandenintensitdten 24 Stunden nach  Transfektion mit
Caspase-4-siRNA in zwei unabhangigen Versuchen. (3-Aktin
diente als Auftragskontrolle. Dargestellt ist die relative
Caspase-4-Expression (Kontrolle = 100%).

Die Fehlerbalken zeigen den jeweiligen Standardfehler, n=2
unabhangige Versuche.
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Weitere Versuche zeigten, dass dieser ,Knock-down® flr das Zeitintervall bis 72

Stunden nach Transfektion stabil blieb bzw. sich die Transfektionsrate im Vergleich

zur Negativ-Kontrolle bis auf rund 80 Prozent erhéhte (siehe Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Quantifizierung der Bandenintensitaten des Western
Blots fiir die Kinetik der relativen Caspase-4-Expression 24, 48 und
72 Stunden nach der Transfektion mit Caspase-4-siRNA. B-Aktin

diente auch hier als Auftragskontrolle,

gegen welche die

Bandenintensitdét von Caspase-4 normalisiert wurde (beide Blots
nicht gezeigt). Dargestellt ist die relative Caspase-4-Expression in

Prozent (Kontrolle= 100%).

Tabelle 4.1: Reduktion der relativen Caspase-4-Expression
nach 24, 48 und 72 Stundfen in Prozent

Negativ-Kontrolle

nach 24 h

nach 48 h

nach 72 h

100 %

40,6 %

27,3 %

19,8 %

Somit konnte fir die im Folgenden durchgefiihrten funktionelllen Tests von einer

Transfektionseffizienz zwischen 50-80 Prozent ausgegangen werden.
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4.2 Aktivitatsmessung von Caspase-4 mittels HPLC

4.2.1 Optimierung der Methode

Die allgemein Ubliche und auch vom Hersteller des Caspase-4-Substrats empfohlene
Methode zur Aktivitatsbestimmung von Caspase-4 sah eine einfache photometrische
Bestimmung des durch Caspase-4 freigesetzten AFC vor. Hierfir wurde die
fluoreszenzphotometrische Funktion der laboreigenen HPLC-Anlage verwendet, da
mit dieser die jeweils unterschiedlichen Anregungs- und Emissionswellenlangen
einstellbar waren.
Die ersten Probe-Messungen erbrachten jedoch Ergebnisse (hier nicht gezeigt), bei
denen in den Kontroll-Proben mit reinem Zellkulturmedium DMEM | gleich hohe bzw.
deutlich héhere Konzentrationen von freiem AFC gemessen wurden als in den
eigentlichen Zelllysaten. Dies sollte eigentlich nicht der Fall sein, da das Fluorochrom
AFC nur spezifisch von Caspase-4 von der entsprechenden Aminosauren-Kette
abgespalten werden kann.
Zwei Moglichkeiten ergaben sich als Grund fir diese Ergebnisse:
1. das Medium selbst bzw. entsprechende Inhaltstoffe oder Zuséatze (FKS, AAS)
waren in der Lage, das AFC freizusetzen
oder
2. eine sich im Medium befindliche, unbekannte Substanz besaB unter den in
Kapitel 3.8 aufgefihrten Messbedingungen selbst fluoreszierende
Eigenschaften

Nach entsprechender Recherche konnte die erstere der beiden Mdglichkeiten
ausgeschlossen werden.

Um die zweite und wahrscheinlichere Mdbglichkeit auszuschlieBen, wurde das
Fluoreszenzphotometer an eine HPLC-Saule gekoppelt und weitere Probe-
Messungen angeschlossen. Hier zeigte sich, dass das detektierbare AFC-Signal
offensichtlich aus zwei sich fast vollstandig Uberlagernden Fluoreszenz-Signalen
bestand.

Durch weitere Optimierung der Methode und das Einbringen einer weiteren
Trennséule in den Versuchsaufbau konnte im Verlauf das Uberlagernde Stérsignal
(Retentionszeit: 5,2 Minuten) abgetrennt und die fehlerfreie Erfassung eines reinen
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Fluoreszenz-Signals des freien AFC (Retentionszeit: 6,9 Minuten) erreicht werden
(siehe Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Chromatogramm nach Einbringen der Trennsdule in den
Versuchsaufbau.

Das initial Uberlagernde Fluoreszenzsignal (Retentionszeit t=5,2 min) konnte nun vom
eigentlichen Fluoreszenzsignal des freigesetzten AFC (Retentionszeit t=6,9 min)
abgetrennt werden.

Hiermit konnte eine wesentliche Verbesserung der vom Hersteller des Caspase-4-
Substrats empfohlenen Methode erreicht werden und nun die fehlerfreie und exakte
Erfassung des freigesetzten AFC garantiert werden (Koehn et al. 2008, in Druck).

Folgende Auflistung soll einen vergleichenden Uberblick tber die Arbeitsbereiche

bzw. Nachweis- und Bestimmungsgrenze der urspringlichen und der optimerten

Methode geben:

Arbeitsbereich Hersteller Caspase-4-Substrat: 1,6 nmol/ml - 4,8 nmol/ml
freies AFC

Arbeitsbereich optimierte Methode: 40 pmol/ml - 3 nmol/ml freies AFC
Nachweisgrenze optimierte Methode: 46 pmol/ml freies AFC
Bestimmungsgrenze optimierte Methode: 113 pmol/ml freies AFC
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4.2.2 Ergebnisse

Vor der eigentlichen Versuchsdurchfihrung wurde aus der Stammldésung des
Caspase-4-Substrats eine  Verdiinnungsreihe angesetzt, um (Uber eine
Standardkurve die spatere Konzentrationsbestimmung von freigesetztem AFC
vornehmen zu kénnen.

Diese Standardkurve ist in Abbildung 4.4 dargestellt.
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Abbildung 4.4: Standardkurve flr die Konzentrationsbestimmung
des freien AFC

Wie aus Abbildung 4.4 ersichtlich ist, konnte hiermit die Kalibrierfunktion durch die
lineare Regression sehr genau beschrieben werden.
Somit war eine exakte Bestimmung der Konzentration des freien AFC flr den in

Kapitel 4.2.1 aufgeflihrten, optimierten Arbeitsbereich garantiert.

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung von Caspase-4

dargestellt und erlautert werden.
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Die Stimulation von JEG-3-Zellen mit den Zytokinen LIF, HGF und IL-6 fir 24
Sunden bewirkt sowohl in der Nativ-Zell-Kontrolle als auch nach Transfektion mit
Caspase-4-siRNA einen Anstieg der relativen Caspase-4-Aktivitat zwischen 10 und
40% (Nativ-Zell-Kontrolle ohne Zytokinstimulation = 100%).

Caspase-4-siRNA transfizierte Zellen weisen im Vergleich zur jeweiligen Nativ-Zell-
Kontrolle eine sichtbar verminderte relative Caspase-4-Aktivitdt auf. Einzige
Ausnahme bilden hierbei die Caspase-4-transfizierten JEG-3-Zellen nach Stimulation
mit LIF. Hier zeigt sich ein signifikanter Anstieg (t-Test, p<0,05) der relativen
Caspase-4-Aktivitat.
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Abbildung 4.5: Einfluss der Zytokine LIF, HGF und IL-6 auf die relative Caspase-4-
Aktivitdt in Prozent nach Transfektion mit Caspase-4-siRNA im Vergleich zu
untransfizierten Nativ-Zellen (unstimulierte Nativ-Zell-Kontrolle = 100%) nach einer
Stimulationszeit von 24 Stunden.

Dargestellt ist der jeweilige Standardfehler sowie relevante Signifikanzen (t-Test,
p=0,05), n=4 unabhangige Versuche.

Tabelle 4.2: Relative Caspase-4-Aktivitat nach Stimulation mit IL-6, LIF und HGF in
Caspase-4-siRNA transfizierten JEG-3-Zellen im Vergleich zur Nativ-Zell-Kontrolle in Prozent

ohne Zytokin IL-6 LIF HGF
JEG-3-Zellen nativ 100% 110,5% 123,8% 136,4%
Caspase-4-“Knock-down* 74,2% 94,3% 151,4% 91,8%
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4.3 Proliferations-Assay

Um den Einfluss von Caspase-4 auf das Proliferationsverhalten von JEG-3-Zellen zu
untersuchen, wurde in vier unabhangigen 24 h-Assays das proliferative Verhalten
von je 3 x 10* Caspase-4-siRNA transfizierten JEG-3-Zellen untersucht. Als Kontrolle
dienten jeweils untransfizierte und nicht-genomisch siRNA-transfizierte JEG-3-Zellen.

4.3.1 Einfluss der RNAi von Caspase-4 auf das Proliferationsverhalten der
Zelllinie JEG-3

48 Stunden nach ,Knock-down“ von Caspase-4 kommt es im Vergleich zur nicht-
genomischen Kontroll-Transfektion ohne Stimulation mit Zytokinen zu einer
signifikanten Steigerung (p=0,044) der Proliferation in JEG-3-Zellen von im Mittel
rund 35 Prozent.
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Abbildung 4.6: Proliferation von JEG-3-Zellen nach RNAi von Caspase-4 im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle (=100%) und einer nicht-genomischen
Kontroll-Transfektion (SCR=,Scramled“-Kontrolle).

Die Abbildung zeigt den jeweiligen Standardfehler sowie relevante
Signifikanzen (t-Test, p<0,05), n=4 unabhangige Versuche.

Tabelle 4.3: Steigerung der Proliferation in Prozent ohne Zytokinstimulation

Negativ-Kontrolle | ,Scrambled“-Kontrolle | Caspase-4
100% 114,9% 150,3%
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4.3.2 Einfluss von LIF auf das Proliferationsverhalten der Zelllinie JEG-3 nach

RNAi von Caspase-4

48 Stunden nach ,Knock-down“ von Caspase-4 und Stimulation mit LIF in einer
Konzentration von 10 ng/ml (Stimulationszeit: 24 Stunden) kommt es im Vergleich
zur nicht-genomischen Kontroll-Transfektion zu einer signifikanten Steigerung
(p=0,044) der Proliferation in JEG-3-Zellen von im Mittel rund 70 Prozent (siehe
Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Proliferation von JEG-3-Zellen nach RNAi von Caspase-4 und
Stimulation mit LIF im Vergleich zur unstimulierten Negativ-Kontrolle (=100%)
sowie der Negativ-Kontrolle und der nicht-genomischen Kontroll-Transfektion
(SCR=,Scramled“-Kontrolle) nach LIF-Stimulation.

Die Abbildung zeigt den jeweiligen Standardfehler sowie relevante
Signifikanzen (t-Test, p<0,05), n =4 unabhangige Versuche.

Tabelle 4.4: Steigerung der Proliferation in Prozent nach Stimulation mit LIF

Negativ-Kontrolle | Negativ-Kontrolle | ,Scrambled“-Kontrolle | Caspase-4
ohne Zytokin + LIF + LIF + LIF
100% 156,6% 134,1% 201,6%
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4.3.3 Einfluss von HGF auf das Proliferationsverhalten der Zelllinie JEG-3 nach

RNAi von Caspase-4

48 Stunden nach ,Knock-down“ von Caspase-4 und Stimulation mit HGF in einer
Konzentration von 10 ng/ml (Stimulationszeit: 24 Stunden) kommt es im Vergleich
zur nicht-genomischen Kontroll-Transfektion zu einer signifikanten Steigerung
(p=0,006) der Proliferation in JEG-3-Zellen von im Mittel rund 60 Prozent (siehe
Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Proliferation von JEG-3-Zellen nach RNAi von Caspase-4 und
Stimulation mit HGF im Vergleich zur unstimulierten Negativ-Kontrolle
(=100%) sowie der Negativ-Kontrolle und der nicht-genomischen Kontroll-
Transfektion (SCR=,Scramled“-Kontrolle) nach HGF-Stimulation.

Die Abbildung zeigt den jeweiligen Standardfehler sowie relevante
Signifikanzen (t-Test, p<0,05), n=4 unabh&ngige Versuche.

Tabelle 4.5: Steigerung der Proliferation in Prozent nach Stimulation mit HGF

Negativ-Kontrolle | Negativ-Kontrolle | ,Scrambled“-Kontrolle | Caspase-4
ohne Zytokin + HGF + HGF + HGF
100% 151,6% 129,1% 189,7%
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4.3.4 Einfluss von Interleukin 6 auf das Proliferationsverhalten der Zelllinie
JEG-3 nach RNAi von Caspase-4

48 Stunden nach ,Knock-down“ von Caspase-4 und Stimulation mit IL-6 in einer
Konzentration von 20 ng/ml (Stimulationszeit: 24 Stunden) kommt es im Vergleich
zur nicht-genomischen Kontroll-Transfektion zu einer signifikanten Steigerung
(p=0,009) der Proliferation in JEG-3-Zellen von im Mittel rund 80 Prozent (siehe
Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Proliferation von JEG-3-Zellen nach RNAi von Caspase-4 und
Stimulation mit Interleukin 6 im Vergleich zur unstimulierten Negativ-Kontrolle
(=100%) sowie der Negativ-Kontrolle und der nicht-genomischen Kontroll-
Transfektion (SCR=,Scramled“-Kontrolle) nach IL-6-Stimulation.

Die Abbildung =zeigt den jeweiligen Standardfehler sowie relevante
Signifikanzen (t-Test, p<0,05), n=4 unabhangige Versuche.

Tabelle 4.6: Steigerung der Proliferation in Prozent nach Stimulation mit Interleukin 6

Negativ-Kontrolle | Negativ-Kontrolle | ,Scrambled“-Kontrolle | Caspase-4
ohne Zytokin + HGF + HGF + HGF
100% 159,3% 140,1% 223,1%
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4.3.5 Gesamtuibersicht Proliferation
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Abbildung 4.10: Gesamtibersicht des Proliferationsverhaltens von JEG-3-Zellen mit und
ohne Zytokinstimulation nach RNAi von Caspase-4 im Vergleich zur untransfizierten
Negativ-Kontrolle (=100%) sowie einer nicht-genomischen  Kontroll-Transfektion
(SCR=,Scramled“-Kontrolle).

Die Abbildung zeigt den jeweiligen Standardfehler sowie relevante Signifikanzen (t-Test,
p<0,05), n=4 unabhangige Versuche.

Der ,Knock-down“ von Caspase-4 in der Zelllinie JEG-3 bewirkt sowohl im Vergleich
zur Nativ-Zell-Kontrolle als auch zur nicht-genomischen Kontroll-Transfektion einen
Anstieg der Proliferation. Dies gilt flr die Proliferationsrate ohne Zytokinstimulation
ebenso wie fur die Stimulation der Zellen fir 24 Stunden mit den Zytokinen LIF, HGF
und Interleukin 6 in bereits aufgefiihrter Konzentration. Statistisch signifikant (p<0,05)
ist dieser Anstieg der Proliferationsrate wie in Abbildung 4.10 dargestellt im Vergleich

zur nicht-genomisch transfizierten Kontrolle.
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4.4 Apoptose-Assay mittels Annexin V

Mittels dieses funktionellen Tests sollte der Einfluss von Caspase-4 bzw. die
Unterdrickung der Genexpression dieses Enzyms auf das Apoptose-Verhalten von
JEG-3-Zellen untersucht werden.

Wie in Kapitel 3.10 beschrieben, wurden die Zellen nach Transfektion jeweils
aufgeteilt, da die Bestimmung der Annexin V-Positivitdt durch zweierlei
unterschiedliche Detektionsmethoden vorgenommen wurde.

Zum einen erfolgte die Bestimmung der Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie,
zum anderen kam die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Annexin V-
Positivitat zum Einsatz.

Die Ergebnisse der verschiedenen Detektionsmethoden sollen im Folgenden

dargestellt werden.

4.4.1 Durchflusszytometrische Bestimmung des Einflusses der RNAi von

Caspase-4 auf die Apoptoserate von JEG-3-Zellen

Der Prozentsatz der Annexin V-positiven Zellen als Marker fur das
Apoptoseverhalten von JEG-3-Zellen zeigt Uber das beobachtete Zeitintervall von 72
Stunden eine deutliche Kinetik. Wahrend jeweils nach 24 Stunden die hdchsten
Apoptoseraten gemessen werden konnten, sank die Anzahl der Annexin V-positiven
Zellen im weiteren zeitlichen Verlauf stetig, um nach 72 Stunden die niedrigsten
gemessenen Werte zu erreichen. Diese Verminderung der Apoptoseraten um 60-140
Prozent im Vergleich zum jeweiligen Zeitpunkt 24 Stunden nach Transfektion zeigte
nach der statistischen Auswertung deine deutliche Signifikanz (p<0,05).

Im Bezug auf die Kinetik zeigte sich hierbei kaum ein Unterschied zwischen der
untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle sowie den nicht-genomisch bzw. Caspase-4-
siRNA tranfizierten Zellen.

Jedoch zeigte sich zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der Transfektion sowohl bei den
nicht-genomisch als auch bei den Caspase-4-siRNA transfizierten Zellen eine um 40-
60 Prozent deutlich héhere Apoptoserate im Vergleich zur untransfizierten Nativ-Zell-
Kontrolle.
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Wie aus Abbildung 4.11 ersichtlich, gleicht sich dieser statistisch signifikante
Unterschied der Apoptoserate (p<0,05) im weiteren zeitlichen Verlauf jedoch wieder
aus, um zum Zeitpunkt 72 Stunden nach der jeweiligen Transfektion im Vergleich zur
untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle weitestgehend gleiche Werte zu erreichen.
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Abbildung 4.11: Apoptoseverhalten von JEG-3-Zellen Gber einen Zeitraum von 72
Stunden nach RNAi von Caspase-4 im Vergleich zu einer untransfizierten Nativ-
Zell-Kontrolle (=100%) sowie einer nicht-genomischen Kontroll-Transfektion
(SCR=,Scramled“-Kontrolle).

Die Abbildung zeigt den jeweiligen Standardfehler sowie relevante Signifikanzen (t-
Test, p<0,05), n=3 unabhangige Versuche.

Tabelle 4.7: Annexin V-positive Zellen 24, 48 und 72 Stunden nach RNAI in Prozent

. nicht- Caspase-4-
unlflr:trilvs_flzzelﬁrte genomische siRNA

Kontrolle Kontroll- transfizierte
Transfektion Zellen
nach 24 h 100% 157,5% 144,4%
nach 48 h 36,9% 80,3% 63,9%
nach 72 h 32,8% 14,1% 23,6%
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Parallel zur durchflusszytometrischen Detektion der Apoptoserate von Caspase-4-
siRNA transfizierten Zellen mittels Annexin V wurden jeweils zu Beginn eines jeden
Versuchsansatzes Zellen entnommen und wie in Kapitel 3.10.2 beschrieben fur die
fluoreszenzmikroskopische Bestimmung vorbereitet.

Die Ergebnisse dieser fluoreszenzmikroskopischen Darstellung der Zeitpunkte 24

und 72 Stunden nach Transfektion werden im Folgenden in Kapitel 4.4.2 dargestellt.

4.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Detektion des Einflusses der BNAi von

Caspase-4 auf die Apoptoserate von JEG-3-Zellen

Analog zu den Ergebnissen der durchflusszytometrischen Bestimmung der
Apoptoserate mittels Annexin V zeigt die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der
Annexin V-Positivitat der Zielzellen ebenfalls eine deutlich erhdhte Apoptoserate 24
Stunden nach Transfektion im Vergleich zum Zeitpunkt 72 Stunden nach
Transfektion bzw. Aussaat der Zellen auf die vorbereiteten Objekttrager (Abbildungen
4.12a-c).

Hierbei ist auch der nochmalige Anstieg der Apoptoserate bei den Zellen der nicht-
genomisch transfizierten Kontrolle sowie den Caspase-4-siRNA transfizierten Zellen
im Vergleich zur untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle visuell nachvollziehbar.

Zum  Zeitpunkt 72  Stunden nach  Transfektion ist wie bei der
durchflusszytometrischen Bestimmung der Annexin V-Positivitat eine deutliche
Verminderung der Apoptoserate im Vergleich zum jeweiligen Zeitpunkt nach 24
Stunden zu erkennen (Abbildungen 4.13a-c). Ein Unterschied zwischen den
untransfizierten Nativ-Zellen, der nicht-genomisch transfizierten Kontrolle und den
spezifisch Caspase-4-siRNA transfizierten JEG-3-Zellen zeigt sich hier ebenfalls
kaum.
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Annexin V-positive Zellen 24 Stunden nach Transfektion

Abbildung 4.12a:
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung
der Annexin V-positiven JEG-3-Zellen
der untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle
nach 24 Stunden

GesamtvergréBerung: 100x

Abbildung 4.12b:
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung
der Annexin V-positiven JEG-3-Zellen
24 Stunden nach Transfektion mit nicht-
genomischer siRNA
GesamtvergréBerung: 100x

Abbildung 4.12c:
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung
der Annexin V-positiven JEG-3-Zellen
24 Stunden nach der Transfektion mit
Caspase-4-siRNA
GesamtvergréBerung: 100x

dass die Gesamtzellzahl in allen fluoreszenz-

Es wurde darauf geachtet,

mirkroskopisch fotographierten Bildausschnitten annahernd identisch war.
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Annexin V-positive Zellen 72 Stunden nach Transfektion

Abbildung 4.13a:
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung
der Annexin V-positiven JEG-3-Zellen
der untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle
nach 72 Stunden

GesamtvergréBerung: 100x

Abbildung 4.13b:
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung
der Annexin V-positiven JEG-3-Zellen
72 Stunden nach Transfektion mit nicht-
genomischer siRNA
GesamtvergréBerung: 100x

Abbildung 4.13c:
Fluoreszenzmikroskopische Darstellung
der Annexin V-positiven JEG-3-Zellen
72 Stunden nach der Transfektion mit
Caspase-4-siRNA
GesamtvergréBerung: 100x

dass die Gesamtzellzahl in allen fluoreszenz-

Es wurde darauf geachtet,

mirkroskopisch fotographierten Bildausschnitten annahernd identisch war.
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Diskussion

5.1 Funktion von Caspase-4 in trophoblastaren Zellen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion von Caspase-4 in
trophoblastaren Zellen naher beleuchtet werden. Hierzu wurde die Chorionkarzinom-
Zelllinie JEG-3 als Modell-Zelllinie verwendet. Der Grund hierfir ist die mangelnde
Verfagbarkeit von humanem plazentaren Material zur Isolierung von
Trophoblastzellen, besonders der ersten beiden Schwangerschafts-Trimester.
Zudem lassen sich isolierte Trophoblastzellen wegen ihrer kurzen Lebensdauer nicht
Uber einen langeren Zeitraum in Kultur halten. Auch wirden Untersuchungen an
plazentarem Material aufgrund der Verschiedenheit seiner biologischen Urspriinge
(z.B. jeweils unterschiedliche Mautter, mdgliche Erkrankungen der Miutter,
Komplikationen wahrend der Schwangerschaft, unerkannte Ver&nderungen der
Plazenta ect.) eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse deutlich erschweren.

Aus diesem Grunde wurde flir die durchgefiihrten Versuche die humane
Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 als Modell fur Trophoblastzellen verwendet, auch
wenn dabei zu berlcksichtigen ist, dass diese Zelllinie aus transformierten Zellen
besteht und deshalb nur als Modell fir das Verhalten von Trophoblasten dienen
kann. Da transformierte Zellen haufig abweichende Genexpressionsmuster
aufweisen (Bischof und Irminger-Finger 2005), bleibt zu klaren, ob sich die
Ergebnisse dieser Arbeit auf physiologische Trophoblasten Gbertragen lassen.
Dennoch ist die Verwendung von JEG-3-Zellen im Bereich der Erforschung der
molekularen Regulation der Frihschwangerschaft Gblich und bietet entscheidende
Vorteile:

Die aufwendige Isolierung von Trophoblasten aus Primarmaterial, die haufig
ungenigende Mengen an Zellen liefert, entfallt. AuBerdem kdénnen Trophoblasten
wahrend der Isolierung in Mitleidenschaft gezogen werden, so dass sie sich in vitro
anders verhalten als in vivo (Vogiagis und Salamonsen 1999). Dies hétte vor allem
im Bereich der durchgeflhrten Apoptose-Assays zu Problemen hinsichtlich der
Interpretation der Ergebnisse flihren kénnen.

Darlber hinaus sind die Ergebnisse verschiedener Untersuchungen unter
Verwendung von JEG-3-Zellen einfacher zu vergleichen, da individuelle
Unterschiede, wie sie bei der Isolierung von Trophoblasten aus verschiedenen
Plazenten beriicksichtigt werden missten, vermieden werden kénnen.
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5.2 Protein-,,Knock-down‘ von Caspase-4 mittels RNAi

Um die Expression von Caspase-4 in JEG-3-Zellen zu reduzieren, wurde die Technik
der RNA-Interferenz (RNAI) angewendet. RNAI ermoglicht einen
posttranskriptionellen, sequenz-spezifischen ,Knock-down* von Proteinen (McManus
und Sharp 2002).

Diese siRNA-vermittelten, intrazellularen Effekte sind prinzipell von transienter Natur
und in ihrer Dauer und ,Knock-down“-Effizienz von Zelllinie zu Zelllinie und von
Transfektionsart zu Transfektionsart unterschiedlich (Tran et al. 2003). Fur die
Zellinie JEG-3 konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mit dem
Transfektionsreagenz Oligofectamine™ eine mit 50-80 Prozent ausreichend hohe
und flr den Zeitraum der durchgefihrten funktionellen Tests stabile ,Knock-down*-
Rate zu erzielen ist.

Dennoch zeigten sich immer wieder auch deutliche Schwankungen in der Rate der
erfolgreich transfizierten Zellen. Hierfir kommen prinzipiell mehrere Ursachen in
Frage:

Eine Ursache kénnte méglicherweise eine zu geringe Stabilitdt der verwendeten
siRNA sein (Li et al. 2006). AuBerdem spielt auch die Proliferationsgeschwindigkeit
der betreffenden Zellen eine nicht zu vernachldssigende Rolle, da bei jeder
Zellteilung die Konzentration der intrazelluldren siRNA jeweils reduziert wird (Omi et
al. 2004). Dies wiirde sich durch die hohe Mitoserate der Chorionkarzinom-Zelllinie
JEG-3 besonders drastisch auf den Protein-“Knock-down* auswirken.

Spagnou et al. 2004 zeigten zudem, dass sich sowohl zu niedrige
Salzkonzentrationen im Medium, in welchem die Liposomenbildung stattfindet als
auch zu hohe Konzentrationen von Nukleinsduren und kationischen Lipiden negativ
auf die Bildung der Liposomen auswirken. In diesem Fall kénnte die
Transfektionseffizienz noch durch Modifikation der Salzkonzentration des Mediums
und eine starkere Verdinnung der Nukleinsauren und kationischen Lipide gesteigert
werden.

Auch kénnte auf chemisch modifizierte und somit stabilere siRNAs zurlickgegriffen
werden. Beispielsweise kann siRNA durch AnknlUpfung von Cholesterol an deren 3'-
Ende vor einer intrazelluldren Degradierung geschitzt werden (Kumar und Clarke
2007).
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Von einer alleinigen Erhéhung der Konzentration der eingesetzten siRNA wurde
abgesehen, da zu hohe Konzentrationen zu unspezifischen Bindungen der siRNA an
MRNAs sowie andere Zellbestandteile und damit zu einer Stressreaktion der Zellen
fihren kann.

Jedoch kénnte der Einsatz langer-basiger siRNAs von Vorteil sein. Die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit verwendete siRNA umfasst 19 Nukleotide, wie es momentan
weitestgehend Standard ist. Kim et al. 2005 konnten zeigen, dass siRNAs, welche
aus 25 bis 27 Nukleotiden bestehen prinzipiell ein gréBeres Potential beziglich der
Effizienz eines Protein-“Knock-downs* besitzen.

Zudem besteht die Mdéglichkeit der Etablierung einer stabil transfizierten Zelllinie mit
Hilfe von shRNAs (Yu et al. 2002). ShRNAs sind auf Plasmiden oder viralen
Vektoren kodierte Sequenzen, die stabil in das Genom einer Zelle integriert werden
und so die Expression des entsprechenden Zielproteins Uber viele Generationen
stabil unterdriicken kénnen (Dorsett und Tuschl 2004). Dabei muss jedoch beachtet
werden, dass ein permanenter ,Knock-down* nicht fir zellular essentielle Proteine

moglich ist, da deren Verlust auf Dauer zum Zelltod flihren wirde.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Unterdriickung der Expression eines
Proteins mittels siRNA von mehreren Faktoren abh&ngt, die im Vorfeld flr den
jeweiligen Zelltyp bekannt sein und gegebenenfalls optimiert werden mussen. Dazu
gehéren die Transfektionsmethode, Sequenz und Stabilitdit der siRNA, die
Proliferationsrate der Zellen sowie die Halbwertszeit des Proteins.

Um die beobachteten Auswirkungen des ,Knock-downs® eines bestimmten Proteins
zudem richtig bewerten zu kénnen, bendtigt man verlassliche Kontrollen. Bei jedem
der Versuche wurden deshalb parallel mehrere Kontrollen mitgefhrt.

Zum einen jeweils eine Nativ-Zell-Kontrolle, wodurch ein Vergleich mit génzlich
unbehandelten Zellen moéglich war. Zusatzlich wurden Zellen mit einer sogenannten
~Scrambled“-Kontrolle transfiziert. Dabei handelt es sich um eine nicht-genomische
siRNA, die dazu dient, die Spezifitit von RNAIi-Effekten einzuschatzen. Diese
Kontrolle kommt den eigentlichen Bedingungen der spezifischen Transfektion fir
Caspase-4 am néachsten, jedoch darf der Einsatz von ,Scrambled“-siRNAs als
Kontrolle auch nicht unkritisch betrachtet werden. So konnte auch nachgewiesen

werden, dass diese Reagenzien unter Umstanden eine signifikante, unspezifische
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Reduktion des Gesamtproteinlevels behandelter Zellen bewirken (Spagnou et al.
2004).

Zwar wird in den Ergebnissen dieser Arbeit deutlich, dass die ,Scrambled“-siRNA
meist keine oder nur geringflgige Veranderungen des Expressions- und
Aktivitatsmuster der Zellen verursacht, inwieweit die ,Scrambled”-siRNA jedoch
tatsachlich frei von unspezifischen Effekten ist, kdnnte nur durch genomweite

Expressions-Analysen zuverldssig untersucht werden.

AbschlieBend soll erwahnt werden, dass alle Ergebnisse beziiglich der Auswirkungen
des ,Knock-downs® der Proteinexpression via siRNA nicht ganzlich unkritisch
ausgewertet werden durfen. In der Vergangenheit wurden die Silencing-Effekte von
siRNAs zumeist als ausgesprochen spezifisch beschrieben (Elbashir et al. 2001).
Zunehmend wird jedoch deutlich, dass siRNAs neben der selektiven Hemmung von
Zielgenen auch weitreichende und komplizierte Nebeneffekte, sogenannte ,Off-
Target-Effekte” verursachen. Jackson et al. fanden im Jahre 2003 in einer
genomweiten Analyse der Effizienz und Spezifitdt von siRNAs sichere Anhaltspunkte
fir Kreuzreaktionen mit Nicht-Ziel-Sequenzen. Zusétzlich zu der eigentlichen
Zielsequenz wurden auch Sequenzen mit einer geringeren Sequenzahnlichkeit
inhibiert. Die beobachteten Effekte waren hier eher siRNA-spezifisch als Ziel-

spezifisch.
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5.3 Aktivitatsmessung von Caspase-4 mittels High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)

5.3.1 Optimierung der Methode

Der Prozess der Optimierung der Methode zur Aktivitatsbestimmumg von Caspase-4
wurde bereits im Kapitel 4.2.1 dargestellt und diskutiert. Deshalb soll im Folgenden
die inhaltliche Diskussion der Ergebnisse im Vordergrund stehen.

5.3.2 Diskussion der Ergebnisse

Mit dieser Methode sollte geklart werden, ob LIF neben der Steigerung der
Genexpression von Caspase-4 (Fitzgerald et al. 2005b) auch einen direkten Einfluss
auf deren Enzymaktivitat besitzt.

Wie in Kapitel 4.2.1 gezeigt, wurde durch die Optimierung der Methode fir den
relevanten Messbereich eine exakte Bestimmung der Caspase-4-Aktivitat gesichert.
Die vorliegenden Ergebnisse (siehe Kapitel 4.2.2) zeigen deutlich, dass die
Stimulation von JEG-3-Zellen mit den Zytokinen LIF, IL-6 und HGF zu einer
Steigerung der enzymatischen Aktivitdt von Caspase-4 fluhrt. Diese Ergebnisse
bestatigen zum einen die Arbeitshypothese, dass LIF auch einen direkten Einfluss
auf die Enzymaktivitat von Caspase-4 besitzt. Zum anderen konnte gezeigt werden,
dass auch die Zytokine IL-6 und HGF einen stimulierenden Effekt auf die Aktivitat
von Caspase-4 auslben. Dies ist eine bisher ebenso unbekannte wie interessante
Erkenntnis.

Zudem erbrachte die Aktivitdtsmessung nach Transfektion der JEG-3-Zellen mit
Caspase-4-siRNA eine Verminderung der jeweiligen Caspase-4-Aktivitat. Dies zeigt,
dass der ,Knock-down®, obwohl nicht vollstandig, neben einer verminderten
Genexpression auch zu einer verminderten Caspase-4-Aktivitat flhrt. Dies gilt auch
fir die Caspase-4-siRNA transfizierten Zellen nach Stimulation mit IL-6 und HGF.
Eine Ausnahme bilden die Caspase-4-transfizierten Zellen nach Stimulation mit LIF:
hier kommt es nach ,Knock-down® von Caspase-4 und Zytokin-Stimulation zu einer
signifikanten Erhéhung der Caspase-4-Aktivitat.

Hierfir kommen zwei mdgliche Erklarungen in Betracht:

Da die Transfektionseffizienz nur zwischen 50 und 80 Prozent betragt, bleibt eine

gewisse Restexpression von Caspase-4 auch nach Transfektion erhalten. Wie
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Fitzgerald et al. 2005b zeigen konnten, fihrt die Stimulation mit LIF zu einer
vermehrten  Caspase-4-Expression in JEG-3-Zellen, woraus auch nach
unvollstdndigem ,Knock-down“ eine im Vergleich zur untransfizierten, LIF-
stimulierten Kontrolle erhéhte Enzymaktivitat von Caspase-4 moglich ware.

Eine weitere Erklarung liegt in der Erkenntnis, dass LIF neben einer vermehrten
Genexpression von Caspase-4 auch direkt die Aktivierung der bereits synthetisierten,
in der Zelle vorliegenden Procaspase-4 induziert. Dies zeigen die in Kapitel 4.2.2.
dargestellten Ergebnisse der Caspase-4-Aktivitatsmessung. Diese Beobachtung ist
jedoch keine hinreichende Erklarung fiir die Steigerung der Caspase-4-Aktivitat nach
Transfektion und LIF-Stimulation, da dieser Effekt auch durch die Zytokine IL-6 und
HGF ausgeldst wurde.

Somit legen die Ergebnisse nahe, dass sowohl LIF als auch IL-6 und HGF zu einer
direkten Steigerung der Caspase-4-Aktivitat Uber die Aktivierung von bereits vor
RNAI in der Zelle vorsynthetisierter Procaspase-4 flhren, jedoch nur LIF auch eine
Steigerung der Genexpression von Caspase-4 in JEG-3-Zellen bewirkt.

Jedoch ware dann eine noch deutlicher erhéhte Caspase-4-Aktivitat in den
untransfizierten Zellen nach LIF-Stimulation zu erwarten gewesen. Dass hier die
Messungen eine niedrigere Aktivitdt von Caspase-4 als in den ,Knock-down®-Zellen
nach LIF-Stimulation ergaben, lieBe sich nur spekulativ erklaren:

Waéhrend LIF in nativen JEG-3-Zellen zwar zu einer vermehrten Genepresssion von
Caspase-4 fiihrt, resultiert aus dieser Steigerung der Genexpression aufgrund der
intrazellular in ausreichender Menge vorliegenden Procaspase-4 letztendlich keine
effektive Erhéhung der Proteinsynthese des Enzyms Caspase-4. In Caspase-4-
siRNA transfizierten Zellen, in denen die Menge der synthetisierten Procaspase-4
durch den ,Knock-down“ sowie den nattrlichen Turn-over stetig abnimmt, fihrt die
Stimulation mit LIF wie in den Nativ-Zellen zu einer vermehrten Genexpression von
Caspase-4. Im Gegensatz zur Nativ-Zell-Situation kommt es nach erfolgreichem
-Knock-down® jedoch aufrund des intrazellularen Mangels an (Pro-)Caspase-4 tber
eventuelle Feedback-Mechanismen jedoch zu einer wirklichen Steigerung der
Enzymsynthese. Belege fir diese Art der Expressions- und Syntheseregulation
lassen sich in der Literatur leider nicht finden, so dass dieser Interpretationsansatz
der vorliegenden Ergebnisse nur spekulativer Natur sein kann.Beziglich der Funktion
von Caspase-4 in JEG-3-Zellen ergeben sich nach Interpretation der Ergebnisse
sowie dem Studium der bereits verdffentlichen Literatur folgende Uberlegungen:
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Bekannt ist, dass

Caspase-4 als Aktivator von Caspase-1 fungiert (Faucheu et al. 1995, Wang
et al. 1998)

Caspase-1 das Zytokin Prointerleukin-1p in die aktive Form Interleukin-13
prozessiert (Fassy et al. 1997)

Interleukin-13, das von der invadieren Blastozyste synthetisiert wird, zu einer
vermehrten Bildung von MMP-9 sowie einer Hemmung von TIMP 143 flhrt,
was das lokalinvasive Potential von JEG-3-Zellen bzw. Trophoblasten erhéht
(Lala und Graham 1990, Huang et al. 1998, Li et al. 2006)

Hieraus kdnnte sich folgende Funktionskette ergeben (siehe auch Abbildung 5.1):

Vor allem LIF fUhrt zu einer vermehrten Genexpression (Fitzgerald et al. 2005b)

sowie direkten Aktivitatssteigerung (eigene Ergebnisse) von Caspase-4 - Caspase-

4 aktiviert vermehrt Caspase-1 - Caspase 1 und in geringem MaBe auch Caspase-

4 Uberfihren Prointerleukin-1f in die aktive Form Interleukin-13 - daraus resultiert

eine Zunahme bzw. Regulation der Invasion Uber eine Steigerung der MMP-9 und

gleichzeitigen Hemmung der TIMPs 1 und 3.

LIF ———— Caspase-47 ——— Caspase-11

a
Prointerleukin-13 —— Interleukin-13

'

MMP-9 1
TIMP 143 |

'

INVASION 1

Abbildung 5.1: Schema zur Erklarung der méglichen Funktion von Caspase-4 in der
Regulation des Invasionspotentials von JEG-3-Zellen bzw. Trophoblastzellen

Somit kdnnte Caspase-4 ein bisher unbekannter Regulator der Trophoblastinvasion

sein.
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5.4 Proliferations-Assay

Mit diesem Assay sollte untersucht werden, ob Caspase-4 bzw. deren ,Knock-down*
einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von JEG-3-Zellen hat. Zum wurde
Oberprift, inwieweit die flr die erfolgreiche Etablierung einer Schwangerschaft
relevanten Zytokine LIF, HGF und Interleukin 6 nach RNAi von Caspase-4 die

Proliferationsrate dieser Zellen beeinflussen.

Hierzu werden die Ergebnisse der Proliferationsversuche noch einmal in einer kurzen
Ubersicht dargestellt:

e Der ,Knock-down“ von Caspase-4 fihrt zu einer signifikanten Steigerung der
Proliferation in der Zelllinie JEG-3 im Vergleich zur nicht-genomischen
Kontroll-Transfektion

e Diese Steigerung der Proliferation lasst sich durch die zusétzliche Stimulation
mit den Zytokinen LIF, IL-6 und HGF nochmals steigern

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Verminderung der Genexpression von
Caspase-4  mittels RNAi  zu einer  signifikanten Steigerung  des
Proliferationsvermdgens von JEG-3-Zellen fUhrt. Die Signifikanz dieser Unterschiede
im Proliferationsverhalten nach Transfektion mit Caspase-4-siRNA machen eine
Interpretation der Ergebnisse im Sinne einer Steigerung der Proliferation durch Seit-
bzw. ,Off-Target“-Effekte (siehe Kapitel 5.2) unwahrscheinlich. Vielmehr scheint
Caspase-4 tatsachlich einen hemmenden Einfluss auf das Proliferationsverhalten
von JEG-3-Zellen bzw. Trophoblastzellen zu besitzen. Diese Vermutung Iasst sich
durch folgende, bereits bekannte Fakten um die Regulationsmechanismen invasiver
Trophoblasten untermauern: invadierende Trophoblastzellen vor allem des
Synzytiotrophoblasten und letztendlich auch die aus Trophoblasten mutierten
Chorionkarzinomzellen der Zelllinie JEG-3 sind hochdifferenzierte Zellen, die sich
funktionell hauptsachlich auf die Invasion ins endometriale Stroma spezialisiert
haben (Xu et al. 2002). Hierfur ist ein gesteigertes zellulares Proliferationsvermdgen
nicht erforderlich bzw. wéare sogar hinderlich und wird deshalb durch intra- und
extrazellulare Negativ-Regulatoren wie den Placenta Growth Factor (PIGF) gehemmt
(Graham et al. 1994, Athanassiades und Lala 1998).
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Somit kénnte das Enzym Caspase-4 neben der in dieser Arbeit aufgezeigten
mdglichen Funktion als Positiv-Regulator des Invasionsvermégens in JEG-3- bzw.
Trophoblastzellen gleichzeitig als Negativ-Regulator des Proliferationsverhaltens in

diesen Zellen fungieren.

Die Ergebnisse der Zytokinstimulation decken sich nur teilweise mit den Ergebnissen
von Fitzgerald et al. 2005b, wo nur far LIF ein deutlich positiver Effekt auf die
Proliferationsrate von JEG-3-Zellen gezeigt werden konnte, wahrend IL-6 nur zu
einer geringen Proliferationssteigerung fiihrte und durch die Stimulation mit HGF gar
kein Effekt auf die Proliferation sichtbar war.

Jedoch ist in der Literatur ein proliferationssteigernder Effekt aller drei Zytokine auf
Zellen trophoblastaren und anderen Ursprungs vielfach belegt (Wolf et al. 1991,
Lowe et al. 1991, Kloss et al. 1997, Spangenburg und Booth 2002, Das et al. 2002,
Wang et al. 2008), so dass die Ergebnisse dieser Arbeit sich mit einer Vielzahl in der

Literatur aufgefhrter Ergebnisse decken.

75



Diskussion

5.5 Apoptose-Assay mittels Annexin V

5.5.1 Diskussion der Methoden

Apoptose-Assay mit Annexin V via FACS

Mit dieser Methode ist eine exakte und objektive Bestimmung der Annexin V-
positiven Zellen innerhalb einer Zellpopulation mdoglich. Hierdurch lassen sich
quantifizierbare Aussagen Uber den Anteil der sich in Apoptose befindlichen Zellen
treffen. Neben diesen Vorteilen liegt der Nachteil diese Methode jedoch darin, dass
die adharenten JEG-3-Zellen fur die Messung durch Abtrypsinieren vom Untergrund
gelést und in mehreren Wasch- und Zentrifugationsschritten aufbereitet werden
mussen. Diese Vorbereitungschritte kénnen fir die Zellen einen nicht unerheblichen
Zellstress bedeuten, so dass davon ausgegangen werden muss, dass ein in seiner
Hbhe unbekannter Anteil der Annexin V-positiven Zellen durch die Methode selbst
verursacht wird. Da diese Vorbereitungschritte jedoch fir alle gemessenen Proben
gleich sind, ist dieser madgliche verfalschende Effekt im Vergleich der Proben
untereineinader nur von untergeordneter Bedeutung.

Die gemessenen Ergebnisse sind Uber den bereits diskutierten methodischen
Nachteil hinaus aus inhaltlicher Sicht schlissig: zum Zeitpunkt 24 Stunden nach
Transfektion zeigte sich insgesamt in den transfizierten Zellen eine erhdhte
Apoptoserate, welche sich im Verlauf zu den Zeitpunkten 48 und 72 Stunden nach
Transfektion deutlich ricklaufig zeigte. Dass der Anteil der apoptotischen Zellen in
den transfizierten Zellen im Vergleich zur untransfizierten Nativ-Zell-Kontrolle erhéht
war, lasst sich méglicherweise durch sogenannte Seit- bzw. ,Off-Target“-Effekte der
RNA-Interferenz  erklaren (Tschaharganeh et al. 2007): siRNA kann eine
unspezifische Stressreaktion in transfizierten Zellen auslésen, welche zum Zelltod
oder zu einer veranderten basalen Expression vieler Gene flhrt.

Bis jetzt wurde oft angenommen, dass siRNA mit weniger als ~30 Basenpaaren
unabhangig von der Sequenz keine unspezifische zelluldre Stressreaktion ausldst.
Verschiedene Veréffentlichungen zeigen jedoch, dass das Einbringen von siRNA-
Sequenzen in die Zelle Uber die Induktion der Interferon-Synthese (Kumar et al.
1994) und verschiedener anderer Stoffwechselwege (Jackson et al. 2003, Semizarov
et al. 2003, Persengiev et al. 2004, Fedorov et al. 2006) zu einer unspezifischen
Reaktion mit Zellstress und Apoptose flihren kann.
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Apoptose-Assay mit Annexin V via Fluoreszenzmikroskopie

Obwonhl die fluoreszenzmikroskopiche Detektion der Annexin V-positiven Zellen eine
eher subjektive Methode darstellt, mit der eine standardisierte Quantifizierung der
Apoptoserate nicht oder nur schwerlich mdglich ist, fand diese Methode dennoch in
Erganzung der Bestimmung der Apoptoserate mittels Durchflusszytomerie
Verwendung. Der entscheidende Vorteil dieser Methode liegt darin, dass eine
aufwendige Aufbereitung der Zellen vor der Messung entfallt. Somit kommt die
Darstellung der Zellen in adhé&siver Kultur der Nativ-Situation deutlich ndher und der
Anteil der durch die Aufbereitung in Zellstress und Apoptose versetzten Zellen wird
somit vernachlassigbar.

Ein weiteres Problem der fluoreszenzmikroskopischen Detektion der Annexin V-
positiven Zellen ist die Schwierigkeit, dass die Gesamtanzahl der sich im
mikroskopischen Blickfeld befindlichen Zellen von einem aufgenommenen Foto zum
nachsten variiert. Deshalb wurde darauf geachtet, méglichst einen fir die Gesamtheit
aller auf einem Objektrager kultivierten Zellen reprasentativen Ausschnitt bezlglich
Gesamtzellzahl und Zellbeschaffenheit auszuwéhlen und fluoreszenzmiroskopisch
darzustellen.

Trotz aller Einschrankungen bezilglich Objektivitdt und sicherer Quantifizierbarkeit
der Annexin V-Positivitdt mittels dieser Methode, zeigen sich visuell ahnliche bis
gleiche Ergebnisse wie in der objektiven Messung mittels Durchflusszytometrie.

Somit scheinen die vermeintlichen Nachteile der jeweiligen Methoden ohne gréBere
Bedeutung zu sein und sich die durchflusszytometrische und fluoreszenz-

mikroskopische Detektion der Apoptoserate gegenseitig zu ergéanzen.
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5.5.2 Diskussion der Ergebnisse

Zwei grundlegende Fragen sollten mit diesem Assay geklart werden:

e Sind die in den Proliferations-Assays gesehenen Effekte mdglicherweise auf
eine vermehrte bzw. verminderte Apoptoserate zurtickzufiihren?

e Gibt es Anhaltspunkte daflir, dass Caspase-4, wie flr andere Zellarten in der
Literatur kontrovers diskutiert (siehe Kapitel 1.5.1), auch in Chorionkarzinom-
Zellen in die Mechanismen des zelluldaren Apoptose-Programms involviert ist
bzw.

e Hat der ,Knock-down“ von Caspase-4 einen Einfluss auf das Apoptose-
Verhalten von JEG-3-Zellen?

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Steigerung der Proliferationsrate von
JEG-3-Zellen nach Caspase-4-siRNA-Transfektion nicht nur eine vermeintliche
Erhdéhung aufgrund einer verminderten Apoptoserate darstellt, sondern auf eine reale
Steigerung der Proliferation zurlckzuflhren ist. Zum Zeitpunkt 48 Stunden nach
Transfektion, zu dem auch die Detektion der Proliferationsrate stattfand, zeigten
sowohl die nicht-genomisch kontrolltransfizierten als auch die Caspase-4-siRNA-
transfizierten Zellen sogar eine erhdhte Apoptoserate im Vergleich zur Nativ-Zell-
Kontrolle.  Somit kann  angenommen  werden, dass der gezeigte
proliferationssteigernde Effekt des ,Knock-downs® von Casapse-4 in Wirklichkeit
noch groBer sein kdnnte, als die Ergebnisse der Proliferations-Assays fur sich alleine

gesehen implizieren.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen vermuten, dass Caspase-4 in der
Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 nicht in die Regulation des Apoptosegeschehens
involviert ist. Die Transfektion, welche wie gezeigt, initial einen potentiell pro-
apoptotischen Stimulus fir die Zellen darstellt und auch die Herunterregulierung
dieses Enzyms scheinen keinerlei Einfluss auf das Apoptoseverhalten von JEG-3-
Zellen zu haben. Eine solche Aussage muss jedoch aus folgenden Grinden mit
Vorsicht getroffen werden:

Beachtet werden muss, dass der ,Knock-down“ mittels RNAi zum einen nicht
vollstdndig ist und die verbleibende Genexpression mdglicherweise fir eine
uneingeschrankte Funktion von Caspase-4 ausreichend sein kdnnte. Zusétzlich
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enthalt jede Zelle schon vor Transfektion eine unbekannte Menge an inaktiver
Procaspase-4, so dass dieser Vorrat an bereits synthetisiertem Zymogen zuséatzlich
zur verbliebenen restlichen Genaktivitdt zu einer durch die Transfektion
unbeeintrichtigten Funktion von Caspase-4 beitragen kdnnte. Diese Uberlegungen
gelten far alle in dieser Arbeit durchgefiihrten funktionellen Tests und stellen eine

generelle Einschréankung der Interpretierbarkeit der Ergebnisse dar.

Zudem kdénnen die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgeflihrten Apoptose-Assays
nur Anhaltspunkte dafir darstellen, dass Caspase-4 in der Zelllinie JEG-3 nicht in die
Regulation oder Ausflihrung der Apoptose involviert ist.

Diese Hypothese sollte im Verlauf noch durch weitere Apoptose-spezifische Assays
wie z.B. cleaved PARP und/oder den TUNEL-Assay Uberprift und gesichert werden.
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5.6 Schlussfolgerungen & Ausblick

Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit sollten mdégliche Funktionen von Caspase-4 in der
Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 untersucht werden. Hierflir wurde die Technik der
RNA-Interferenz angewandt und verschiedene funktionelle Tests durchgefihrt, um
den Einfluss von Caspase-4 bzw. deren ,Knock-down“ auf das Proliferations- und
Apoptoseverhalten von JEG-3-Zellen zu ermitteln.

Zudem konnte im Rahmen dieser Dissertation die bisher allgemein tbliche Methode
zur Bestimmung der Caspase-4-Aktivitat optimiert und dadurch deutlich verbessert
werden (Koehn et al. 2008, in Druck).

Die Interpretation der Egebnisse dieser Arbeit lassen folgende Schlisse bezlglich
der Funktion von Caspase-4 in der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 zu:

e Sowohl LIF als auch IL-6 und HGF flhren zu einer direkten Steigerung der
Caspase-4-Aktivitdt Ober die Aktivierung von bereits in der Zelle
vorsynthetisierter Procaspase-4, jedoch nur LIF bewirkt auch eine Steigerung
der Proteinexpression von Caspase-4 in JEG-3-Zellen.

LIF kénnte somit Uber die in Kapitel 5.3.2 und Abbildung 5.1 dargestellten,
bisher unbekannten Funktionsbeziehungen ein Positiv-Regulator des
Invasionsvermégens von JEG-3-Chorionkarzinom- bzw. Trophoblastzellen

sein.

e Die Proliferationsversuche nach RNAi von Caspase-4 lassen vermuten, dass
Caspase-4 zudem ein intrazellularer Negativ-Regulator des
Proliferationsverhaltens von JEG-3-Chorionkarzinom- bzw. Trophoblastzellen

sein konnte.

e Durch die Apoptoseversuche ergaben sich keine Anhalte daflr, dass
Caspase-4 in die Ausfihrung oder Regulation des programmierten Zelltodes
von JEG-3-Chorionkarzinom- bzw. Trophoblastzellen involviert ist.
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Ausblick

Die vorliegende Arbeit stellt den Anfang in der Charakterisierung der Funktion des
Enzyms Caspase-4 in der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 bzw. in Trophoblastzellen
dar. Deshalb bedlrfen die vorliegenden Ergebnisse, deren Interpretation aufgrund
mangelnder Erkenntnisse zu diesem Thema in der Literaur in einigen Bereichen nur
von spekulativer Natur sein kann, weiterer Arbeit, um diese zu bestatigen und noch
Zu erweitern.

Die Etablierung einer mittels shRNA stabil Caspase-4-transfizierten JEG-3-Zelllinie,
wie bereits in Kapitel 5.2 diskutiert, ware hierflr ein erster Schritt.

Zudem sollte mit weiteren funktionellen Tests der Einfluss des ,Knock-downs® von
Caspase-4 auf fur Trophoblasten essentielle zellulare Funktionen wie Invasion und
Migration untersucht werden, um deren Funktion weiter charakterisieren zu kdnnen.
Daruber hinaus steht im Verlauf die Evaluation aller im JEG-3-Modell erbrachten
Ergebnisse durch die Wiederholung der funktionellen Tests mit trophoblastaren
Primarzellen im Vordergrund. Die sich hierfiir ergebenden Schwierigkeiten in der
technischen Durchflihrung und fir eine spatere Interpretation dieser Versuche wurde
ausfihrlich in Kapitel 5.1 diskutiert.
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Einleitung

Das Wunder der Geburt gilt fir viele als einer der faszinierendsten biologischen
Vorgange des menschlichen Koérpers. Unser Verstandnis um die molekularen
Mechanismen der Entstehung neuen Lebens und die erfolgreiche Etablierung einer
Schwangerschaft ist jedoch bis in unsere heutige Zeit unvollstandig.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss des in seiner Funktion
bis heute noch wenig verstandenen Enzyms Caspase-4 auf grundlegende zellulare
Funktionen der humanen Chorionkarzinom-Modell-Zelllinie JEG-3, welche als
Modell-Zelllinie fur invadierende Trophoblasten dient, untersucht.

AnstoB fur diese Arbeit gaben die Ergebnisse von Fitzgerald et al. 2005b, welche
erstmals eine vermehrte Expression dieses Enzyms in JEG-3-Zellen nach

Stimulation mit dem Zytokin Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) aufzeigten.

Methodik

Die Erkenntnisse von Fitzgerald et al. 2005b aufgreifend, sollte untersucht werden,
ob die Stimulation von JEG-3-Zellen mit LIF neben einer vermehrten Genexpression
auch zu einer direkten Steigerung der Enzymaktivitat von Caspase-4 flhrt.

Um zudem Aussagen Uber die Funktion von Caspase-4 in der Zelllinie JEG-3 treffen
zu kénnen, wurde initial die Unterdrickung der weiteren Genexpression und
Proteinsynthese von Caspase-4 mittels RNA-Interferenz (RNAI), einer Technik zur
sequenz-spezifischen posttranskriptionalen Genregulation, etabliert.

Mit verschiedenen funktionellen Tests wurde anschlieBend der Einfluss dieses
.Knock-downs* auf das Proliferations- und Apoptoseverhalten von JEG-3-Zellen
untersucht.

Ebenfalls sollte Gberprift werden, ob die flr Etablierung und Regulation der
Frihschwangerschaft relevanten Zytokine Leukaemia Inhibitory Factor (LIF),
Interleukin 6 (IL-6) und Hepatocyte Growth Factor (HGF) einen Einfluss auf die oben
genannten Zellfunktionen nach RNAi von Caspase-4 besitzen.

Ergebnisse

Nach erfolgreicher Etablierung der Transfektion von JEG-3-Zellen mittels Caspase-4-
siRNA konnte gezeigt werden, dass LIF neben einer vermehrten Genexpression
auch direkt zu einer signifikanten Steigerung der Enzymaktivitat von Caspase-4 fuhrt.
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Hierfur fand eine Methode zur Messung der Caspase-4-Aktivitdt Anwendung, die im
Rahmen dieser Dissertation im Vergleich zur bisher Ublichen Methode optimiert und
in ihrer Messgenauigkeit deutlich verbessert wurde. Dadurch steht nun eine Methode
zur exakten Bestimmung der Aktivitadt von Caspase-4 bis in niedrigste
Konzentrationsbereiche zur Verfigung, die in Zukunft auch fir die Bestimmung der
Enzymaktivitdt anderer Caspasen Verwendung finden kénnte (Koehn et al. 2008, in
Druck).

Die funktionellen Tests konnten zudem zeigen, dass der ,Knock-down® von Caspase-
4 sowie die anschlieBende Stimulation der Zellen mit den Zytokinen LIF, IL-6 und
HGF zu einer signifikanten Steigerung der Proliferation fuhrt.

Im Bezug auf die intrazelluldare Regulation des Apoptose-Verhaltens von JEG-3-
Zellen bis 72 Stunden nach Transfektion zeigen die Ergebnisse keinen sicheren pro-
oder anti-apoptotischen Einfluss von Caspase-4, wie er flr andere Zellarten in der

Literatur mehrfach beschrieben wurde.

Schlussfolgerungen

Die Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse lasst eine regulatorische Funktion
von Caspase-4 vor allem im Bereich der Steigerung des lokalen Invasionspotentials
der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 vermuten. Die Ubertragung dieser Ergebnisse
vom JEG-3-Modell auf die trophoblastare Primarzelle und die Einordnung der
Ergebnisse in die bis heute gesicherten Erkenntnisse um die Vorgange der
Trophoblastinvasion und Plazentation lassen den Schluss zu, dass Caspase-4 als
Regulator des invasiven Potentials von Trophoblastzellen einen weiteren und bis
dato unbekannten Baustein der molekularen Mechanismen zur erfolgreichen

Etablierung einer Schwangerschaft darstellen kénnte.
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Verwendete Gerate und Materialien

Gerate

Autoklav
KSG-112
Brutschranke
HERAcell CO; Inkubator
FUNCTIONIine CO; Inkubator
DurchfluBzytometer
Flowmax Galaxy
FACSCalibur
Auswertungs-Software ,Cell Quest Pro*
Elektrophoresekammer
Blot-Kammer
Micro Plate Reader MPR A4
Thermomixer comfort
Orbitalschiittler
Polymax 1040
Spektrophotometer
Cary UV 50
Waage
Zentrifugen
Biofuge 13
Labofuge T
Mikro 22R
Neubauerkammer
Pipetten
Mikrozentrifuge
Mikroskop (Auflicht)
Axiovert 25
Mikroskop (Fluoreszenz)
Axioplan 2

+ Axiocam Hrc

VI

KSG-Olching

Heraeus Instruments
Heraeus Instruments

DAKO

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Peglab Biotechnologie
Biometra

Dementitec Diagnostics
Eppendorf

Heidolph

Bio Varian

Satorius Basic

Heraeus

Heraeus

Hettich

Optik Labor

Eppendorf, Gilson, Hirschmann
Roth

Zeiss

Zeiss
Zeiss
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+ HBO 100W
HPLC-Anlage

Gynkotek HPLC

Gynkotek Flourescence

HPLC Monitor RF 1002
Vorsaule

ODS Hypersil C18, 5um, 10mm x 4,6 mm

Saule
HD-SIL-18-5s-80; RP C18,
5um, 80A; 250 x 4 mm
Gel-Dokumentationsgerat
MF-ChemiBIS 3.2

Auswertungsprogramm ,GelCapture®

Western Blot-Quantifizierung
TotalLab TL100

Verbrauchsmittel

Eppendorf ReaktionsgefaBe (0,5/1,5/2ml)

Amersham Hyperfilm ECL
Zellkulturflaschen
Membran Hybond-C
Zellkulturplatten:  6-Well
12-Well + 24-Well
48-Well + 96-Well

Reagenzien

Acrylamid 40%

Antibiotic Antimycotic Solution (AAS)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Caspase-4-Substrat
(Ac-Leu-Glu-Val-Asp-AFC)

Vi

Zeiss
Shimadzu

MZ Analysentechnik

ORPEGEN Pharma

Biostep
DNR Bio-Imaging Systems

Nonlinear Dynamics

Sarstedt

GE Healthcare Limited
Greiner

Amersham Pharmacia Biotech
Becton-Dickinson Labware
Nunc

Cellstar

Roth
SIGMA
Roth
Axxora
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Chemiluminescent Detection Reagent
“LumiGLO*

deionisiertes H>O Millipore Synergy UV

DMSO

Entwicklungs- und Fixierlésung

Ethanol

FACS Clean

FACS Flow

FACS Lysing

FACS Rinse

Fetales Kalberserum

GBSS

Glycerin

HBSS

Human LIF

Human IL-6

Human HGF

MeOH HPLC Gradient Grade

Molekulargewichtsmarker (Roti-Standard)

Molekulargewichtsmarker (Dual Color)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodesylsulfat (SDS)

Nuklease-freies Wasser

Oligofectamin™ Reagent

Optimem

Penicillin/Streptomycin (Pen./Strep.)

PBS

Poly-L-Lysin

Ponceau S

Protease Inhibitor Cocktail

5x siRNA Annealing Buffer

TEMED

Trypsin EDTA

Zell-Lysepuffer (CLB)

VI

Cell Signalling Technology

Bedford

MP Biomedicals
Kodak

Roth

BD

BD

BD

BD

Bio Whittaker
SIGMA

Roth

Bio Whittaker
Chemicon

Hiss Diagnostics
Hiss Diagnostics
Roth

Cell Signalling Technology
BIO-RAD

Roth

Roth

Ambion
Invitrogen

Gibco

PAA

PAA Laboratories
SIGMA

Roth

SIGMA

Ambion
Pharmacia Biotech
Bio Whittaker
Cell Signalling Technology
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Zellkulturmedien

DMEM

Bio Whittaker

- DMEM Medium | (DMEM + 10% FKS + 2% AAS)
- DMEM Medium Il (DMEM + 30% FKS)
F-12 (Ham) (+10% FKS + 2% AAS) Gibco
Quantum 263 (+2% AAS) PAA Laboratories

verwendete Antikorper

Mouse anti human Caspase-4 1gG Calbiochem

Rabbit anti human B-Aktin
anti Rabbit 1g-G
Annexin V-FITC

Cell Signalling Technology
Cell Signalling Technology

Immunotools

Sequenzen der Oligonukleotide

siRNA Anti-Caspase-4
Sense
Antisense

Srambled siRNA
Sense
Antisense

Ambion
5-GGAGAAUCUACAGAUGCCCtt-3’
5-GGGCAUCUGUAGAUUCACCtg-3’

Ambion
5-GCCACUUAUAAAUUCGUUCHt-3
5-GAACGAAUUUAUAAGUGGCHtt-3
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Zusammensetzungen von Puffern, Losungen und Gelen

10x Running Buffer (Lauf-Puffer)

1 | Stammldsung: nach Verdinnung auf 1x-Puffer:
-29,04 g Tris Base - 24 mM Tris Base
-142,5 g Glycine - 190 mM Gilycine
-10 g SDS - 0,1 % SDS

- Einstellen mit 1 M HCI auf pH 8,5
—> nachtraglich verdinnen auf 1x Puffer

1x Blot Buffer (Transfer-Puffer)

-1 | Stammiésung
-100 ml 10x Tris/Glycine-Puffer
-200 ml Methanol

-auf 1 Liter aufftllen

10 x Net-G (Waschpuffer)

-1 | StammIdsung: nach Verdinnung auf 1x-Puffer:
- 87,66 g NaCl - 1,5 M NaCl
-14,61 g EDTA - 0,05 M EDTA
- 60,58 g Tris Base - 0,5 M Tris Base pH=7,5
- 2 g Gelatine -2 0,2 % Gelatine
- in Wasser |I6sen und erwarmen
- 5 g Triton X - 0,5 % Triton X

- zum Schluss zugeben

Ponceau S:

(Proteinfarbung auf Western Blot-Membran)
0,1 % (w/v) in 5 % Essigsaure
(1g Ponceau S, 50 ml Essigsaure in 1 | A. dest.
- 0,05 g Ponceau S, 2,5 ml Essigsaure in 50 ml A. dest.)
bei 4 °C lagern
- Hintergrund entfarben mit A. dest.
- Entfarben mit NaOH ( 4 g NaOH auf 500 ml a. dest.)

X
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fur SDS-PAGE:

86% Glycerin, Lower Tris, A. dest., UpperTris, 40% APS, TEMED

Lower Tris:

Upper Tris:

5 x Auftragspuffer:

Strip-Puffer:

Caspase-4 Puffer:

- 36,3 g Tris

-8 ml 10% SDS

- mit Aqua dest. auf 180ml auffillen

- mit konzentrierter HCL auf pH 8,8 einstellen
- mit Aqua dest. auf 200ml aufflllen

- 6,06 g Tris

-4 ml 10% SDS

- mit Aqua dest. auf 90 ml auffillen

- mit konzentrierter HCL auf pH 6,8 einstellen
- mit Aqua dest. auf 100ml auffillen

50 mM Tris-HCI

2% SDS

0,002 % Bromphenolblau
10 % (w/v)  Glycerin

30 min bei 50 °C

0,7 % B-Mercaptoethanol
2% SDS

0,6 % Tris-HCI

pH 6,7

Ansatz nach MP Biomedicals

100 mM HEPES (pH = 7,5)
20 % (V/V) Glycerol

5 mM DTT (Dithiothreitol)
0,5 mM EDTA

Xl
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Annexin V-Bindepuffer:

Ansatz nach Immunotools (10x)

0,1 M HEPES (pH = 7,4)

1,4 M NacCl
25 mM CacCl;
gelbst in Aqua dest.

PAGE-Gel
Lésung Sammelgel Trenngel (9%)
AA/BAA 40% 0,5ml 1,13ml
4x Lower Tris 1,25ml
4x Upper Tris 1,25 ml

Glycerin 87% 1iml
Aqua dest. 3,2 ml 1,62ml

APS 40% 18ul 10pl

TEMED 18ul eul

Xl




