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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

1.1 ’Cooling’ — protektive oder zellschadigende Wirkung?

Obwohl die Anwendung von Kilte ein weitverbreitetes Konzept zur Protektion von Zellen und Gewe-
ben gegen Hypoxie und Entziindung darstellt, muss beriicksichtigt werden, dass erniedrigte Tempera-
turen auch Zellschddigungen bewirken. In der klinischen Anwendung sind vor allem lokale hypother-
me Applikationen sowie die anschliefende Wiedererwiarmung von Relevanz, wobei die Mechanismen
der Schidigung durch Kiihlung und Wiedererwarmung wohl unterschiedlicher Natur sind. Da fundier-
te Grundlagen zum Mechanismus des Kélteschadens nur in unzureichendem Ausmal} vorliegen, war
es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Auswirkungen und Regulationsmechanismen von Kélte und
Wiedererwdrmung in vitro mit und ohne entziindlicher Stimulierung durch Tumor-Nekrose-Faktor-o
zu untersuchen. Die Untersuchungen konzentrierten sich hierbei auf die Manifestation des apoptoti-
schen Zelltodes, die Induktion von Zellstress und die Modulation der Zellproliferation einer TNF-a.-

sensiblen (WEHI-S) und einer TNF-a-resistenten (WEHI-R) Zelllinie.

Methoden

In einem ersten Ansatz wurde der Einfluss unterschiedlicher Kiihltemperaturen zwischen 4°C und
32°C sowie der Einfluss der Dauer der Kiihlung und der Dauer der Wiedererwérmung untersucht.
Hierbei wurden Apoptosemerkmale morphologisch sowie die Caspase-3 Aktivierung immunzytoche-
misch beurteilt.

Fiir die weiteren Untersuchungen wurden dann die Zellen 4h bei 4°C gekiihlt und 1h auf 37°C
wiedererwirmt. Permanent 37°C inkubierte Zellen dienten als Kontrolle. Die Auswirkung einer TNF-
o-Stimulierung auf morphologische Merkmale der Apoptose und Aktivierung spezifischer Apoptose-
’Pathway’-Proteine wurde mit Hilfe zytochemischer und immunzytochemischer Methoden, sowie
licht- bzw. fluoreszenzmikroskopischer und durchflusszytometrischer Techniken untersucht. Die Apo-
ptose-spezifischen morphologischen Merkmale wurden iiber die Diskriminierung apoptotischer Kern-
stadien und Zytoplasmamembran-Eigenschaften (Bisbenzimid/Propidiumjodid), der DNA-Fragmen-
tierung (7-AAD) und der Phosphatidylserin-Translokation (Annexin-FITC) begutachtet. Zur Ermitt-
lung Apoptose-spezifischer ’Pathway’-Proteine wurden die Aktivierung der Caspasen-Kaskade
(Caspase-3, 8, 9, PARP-1-Spaltung) sowie die Expression der TNF-Rezeptoren TNF-R1/R2 und der
Apoptose-regulierenden Proteine pS3 und NFxB untersucht. Die Protein- bzw. mRNA-Expression
einiger ’Pathway’-Proteine wurden zusitzlich durch Western-Blotting (Caspase-3, TNF-R1, NFkB)
bzw. semiquantitativer RT-PCR (Caspase-3, p53) analysiert. Zur Beurteilung der Stressantwort wur-
den verschiedene Stressoren (ROS, intra-/extrazelluldrer pH) bzw. Stress-induzierte Proteine (HO-1,
HSP70, HIF-1a, iNOS) nach Kélte und Wiedererwarmung durchflusszytometrisch, potentiometrisch,
bzw. Western-Blot-analytisch ermittelt. Der Einfluss des hypothermen Insults auf die Zellproliferation

wurde iiber die Interaktion mit der Stoffwechselaktivitit (WST-1), der DNA-Synthese (BrdU-Einbau),
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der proliferativen Progression (Zellzyklus-Analyse) und der Expression einiger proliferationsassoziier-
ter Proteine (PCNA, Ki67) photometrisch, fluoreszenzmikroskopisch, durchflusszytometrisch bzw.
Western-Blot-analytisch iiberpriift.

TNF-a-sensible WEHI-S Zellen

In TNF-oa-sensiblen WEHI-S Zellen induzierte alleinige Kélteapplikation mit Wiedererwérmung be-
reits apoptotischen Zelltod. Das Ausmall der Apoptose reduzierte sich jedoch mit abnehmender Tem-
peratur, und war bei 4°C am geringsten ausgeprégt. Trotz der Eigenschaft selbst Apoptose zu induzie-
ren, konnte durch Hypothermie der TNF-a-induzierte apoptotische Zelltod signifikant inhibiert wer-
den. Diese Protektion war vor allem nach hypothermer Inkubation iiber einen Zeitraum von > 4h zu
beobachten, und beschrinkte sich auf die ersten Stunden (< 4h) der Wiedererwdrmung. Die Aktivie-
rung der Caspasen-Kaskade ging dabei grundsétzlich der Manifestation der morphologischen Apopto-
semerkmale voraus.

Apoptose und Zellstress. Mit der vorliegenden Untersuchung konnte weiter erstmals nachge-
wiesen werden, dass die alleine durch 4°C Kilte induzierte Apoptose iiber den intrinsischen mitochon-
drialen nicht aber iiber den extrinsischen Signalweg vermittelt wird, da 4h Kélte und 1h Wiederer-
warmung neben einem Anstieg der Caspasen-3 und -8 sowie einer verstirkten PARP-1 Spaltung, mit
einer Erhohung der Caspase-9, einer massiv vermehrten Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), nicht aber mit einer TNF-Rezeptorstimulierung und auch nicht mit einer Aktivierung von
NF«B einherging.

Der TNF-a-stimulierte Apoptose-Signalweg verlief in 37°C Kontrollzellen iiber die extrinsische
TNF-R1-Rezeptor-Stimulierung, welche mit einer massiven Erhéhung der Sub-2n-Population, der
Translokation von Phosphatidylserin und der Aktivierung der Caspasen-Kaskade einherging. Zusétz-
lich fand sich ein NFkB-vermittelter TNF-R2-Support, sowie eine mitochondriale Verstirkung iiber
die Caspase-8-induzierte Amplifikationsschleife bei jedoch nur geringer Beteiligung von reaktiven
Sauerstoffspezies.

4h Kilte und 1h Wiedererwarmung reduzierten den TNF-o-induzierten apoptotischen Zelltod
tiber eine Inhibierung der Hochregulation der beiden TNF-Rezeptoren. Dies ging mit einer Verminde-
rung der Sub-2n-Population, einer Blockierung der Phosphatidyserin-Translokation sowie einer Hem-
mung der Caspasen- und NFkB-Aktivierung, jedoch nicht mit einer Beeintrichtigung der ROS Gene-
rierung einher. Des weiteren bewirkte Kélte einen Anstieg des intrazelluliren pH sowie einen G2/M-
Phasen-Arrest. Diese konnen iiber Alkalisierung bzw. Initiilerung von DNA-Reparaturmechanismen
der Manifestation der TNF-a-induzierten Apoptose entgegenwirken. Umgekehrt konnte die Kélteap-
plikation weder die Expression der Hitzeschock-Proteine 32 (HO-1) und 70 (HSP70) noch des zy-
toprotektiven Transkriptionsfaktors HIF-1a oder der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) signifikant

beeinflussen.
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Proliferation. Alleinige Hypothermie bewirkte eine Reduktion der Stoffwechselaktivitét, welche
als indirekter Indikator fiir Proliferation gesehen werden kann. Entsprechend fanden sich ein G2/M-
Arrest und eine verminderte PCNA und Ki67 Expression. Der BrdU-Einbau war durch alleinige Kél-
teapplikation nicht beeinflusst. Zur Interpretation des letzteren Ergebnisses muss jedoch bedacht wer-
den, dass BrdU nicht nur bei Replikation, sondern auch bei Reparaturprozessen eingebaut wird. Als
Indikator der vermehrten DNA-Reparatur war neben dem G2/M-Arrest die Anzahl von polyploiden
Zellen erhoht.

Die Stimulierung von 37°C inkubierten Zellen mit TNF-a bewirkte ebenfalls eine Reduktion der
Stoffwechselaktivitit. Neben einem verminderten BrdU-Einbau fand sich jedoch eine erhohte Ki67
Expression. Neben Proliferation kann diese allerdings auch durch die massiv vermehrte Apoptose
verursacht sein, da Ki67 nachweislich in apoptotischen Zellen exprimiert wird.

Die Applikation von Kilte verstirkte die TNF-a-induzierte Reduktion der Stoffwechselaktivitit,
kompensierte, wohl durch vermehrte Reparatur, den verminderten BrdU-Einbau, und wirkte der durch
TNF-o vermehrten Apoptose-assoziierten Ki67 Expression entgegen. Vergleichbar zu Kontrollen,

induzierte die Kéalte auch in TNF-a-stimulierten Zellen einen G2/M-Arrest.

TNF-a-resistente WEHI-R Zellen

Apoptose und Zellstress. In TNF-o-resistenten WEHI-R Zellen bewirkte alleinige Kélteapplikation
bereits eine fulminante Apoptose, welche mit einer Aktivierung der Caspasen-Kaskade, jedoch ohne
Beteiligung der TNF-Rezeptoren und NFkB einherging. Im Gegensatz zu TNF-a-sensiblen Zellen
zeigten die WEHI-R Zellen auf Kélte, neben einer miBiggradigen Generierung von ROS, eine massive
Stress-Antwort mit intrazelluldrer Ansduerung und Expression von HO-1, HSP70, HIF-1a und iNOS.

Unter 37°C Bedingungen verursachte TNF-o in WEHI-R Zellen eine signifikante NF«B-
Aktivierung, jedoch war keine Stimulierung der TNF-Rezeptoren zu beobachten. Entsprechend fand
sich eine lediglich méBiggradige Aktivierung der Caspasen-Kaskade, eine geringer ausgepriagte Gene-
rierung von ROS und eine geringere Manifestation der Apoptose. Vergleichbar zu TNF-a-sensiblen
Zellen zeigten die WEHI-R Zellen nach TNF-a Stimulierung keine Beeintrachtigung des intrazellulé-
ren pH sowie der Expression von HO-1 und HSP70.

Die Kilteapplikation TNF-a-stimulierter WEHI-R Zellen inhibierte die Zytokin-vermittelte
NF«xB-Aktivierung und zeigte, wie Kélteapplikation alleine, eine vergleichbar fulminante Aktivierung
der Caspasen-Kaskade ohne Beteiligung der TNF-Rezeptoren. Durch die zusitzliche Kélteapplikation
wurde wiederum eine massive Stress-Antwort mit intrazelluldrer Ansduerung und Expression von HO-
1, HSP70, HIF-1a und iNOS erzeugt.

Proliferation. Alleinige Hypothermie fiihrte in WEHI-R Zellen nach initialer Inhibition zu einer
Proliferationsstimulierung, welche durch einen vermehrten BrdU-Einbau und eine erhhte PCNA- und

Ki67-Expression angezeigt war. Ein signifikanter G2/M-Arrest, wie bei WEHI-S Zellen unter Hypo-
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thermie, war bei WEHI-R Zellen nicht nachzuweisen. Die Steigerung der Proliferation muss wohl der
durch Kalte induzierten intrazelluldren Azidose zugeschrieben werden.

Die Stimulierung von 37°C inkubierten WEHI-R Zellen mit TNF-a verursachte, wie bei TNF-
Resistenz bekannt, ebenfalls eine miBiggradige Steigerung der Proliferation mit vermehrtem BrdU-
Einbau und erhohter PCNA-Expression.

Die Applikation von Kaélte auf TNF-o-stimulierte WEHI-R Zellen bewirkte eine vergleichbare
Stimulierung der Proliferation wie alleinige Hypothermie auf unstimulierte Zellen. Im Vergleich zu
unstimulierten 37°C inkubierten Zellen war der BrdU-Einbau vermehrt und die PCNA- und Ki67-

Expression erhoht.

Schlussfolgerung

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen also, dass 4°C Hypothermie in TNF-a-sensiblen Zellen vermehrt
Apoptose induziert, jedoch eine iiber TNF-a induzierte Apoptose signifikant reduziert. Diese kontrére
Wirkungsweise der Hypothermie beruht darauf, dass sie selbst die Apoptose iiber den intrinsischen
Signalweg induziert, dabei aber im Sinne einer Protektion den TNF-a-vermittelten extrinsischen Sig-
nalweg durch Blockierung der TNF-Rezeptorexpression inhibiert. Resistenz gegen TNF-a vermindert,
aufgrund fehlender Rezeptorstimulierbarkeit, den durch dieses Zytokin induzierten apoptotischen Zell-
tod. Hypothermie bewirkt in TNF-a-resistenten Zellen jedoch keine zusitzliche Protektion, sondern
fiihrt iiber eine vermehrte Stimulierung des intrinsischen Signalwegs unabhéngig von der Zytokin-
Exposition zu einer fulminanten Apoptose.

Dies ldsst im Rahmen der Evolution, aufgrund der frequenten Exposition niedriger Temperatu-
ren, auf einen Selektionsvorteil TNF-a-sensibler Zellen schlieBen. Umgekehrt geben die vorliegenden
Ergebnisse Anhalt, dass bei entziindlichen Erkrankungen in Organismen mit TNF-a-sensiblen Zellen
die Hypothermie als therapeutische Konditionierungsstrategie zur Verhinderung TNF-a-induzierter
Gewebeschiadigung von groffitem Interesse sein konnte. Des Weiteren bleibt in kiinftigen Studien zu
kldaren, inwieweit 4°C Hypothermie ein neuer Therapieansatz zur adjuvanten Behandlung TNF-a-

resistenter Tumoren sein konnte.
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2 Summary

2.1 °Cooling’ — protective or injurious effect on cells?

The use of cooling is a well accepted procedure to protect cells and tissues against hypoxia and in-
flammation. However, exposure of tissues to reduced temperatures is also known to induce cell injury.
In clinical practice, both cooling and rewarming are capable of contributing to injury, although the
mechanisms of injury induced by cooling may be considered different in nature when compared with
that of rewarming. Because little details are known of cooling-induced cell injury, the present study
aimed at investigating in vitro the mechanisms and effects of cooling and rewarming with and without
tumor necrosis factor-a-associated inflammatory stimulation. The analyses focused on manifestation
of apoptotic cell death, induction of cell stress and modulation of proliferation of TNF-a-sensitive

(WEHI-S) and TNF-a-resistant (WEHI-R) cell lines.

Methods
In a first set of experiments, the effect of different cooling temperatures between 4°C and 32°C as well
as the influence of duration of cooling and duration of rewarming were studied. In these experiments
morphological signs of apoptosis and activation of Caspase-3 were assessed by immunocytochemistry
and FACS analysis.

For subsequent studies, cells were cooled for 4h at 4°C and were then rewarmed for 1h to 37°C.
Cells permanently incubated at 37°C served as controls. The effect of stimulation by TNF-a on mor-
phological signs of apoptosis and activation of specific apoptosis-pathway proteins was analyzed by
cytochemical and immunocytochemical methods using light and fluorescence microscopy as well as
flowcytometric techniques. Morphological signs of apoptosis were discriminated by assessment of
nuclear DNA and plasma membrane integrity using bisbenzimide and propidium iodide, DNA frag-
mentation (7-AAD) and translocation of phosphatidylserine (Annexin-FITC). For determination of
apoptosis-specific pathway proteins, the activation of the caspase cascade (Caspase-3, -8, -9 and
PARP-1 cleaved products) as well as the expression of the TNF-receptors TNF-R1/R2 and the apop-
tosis-controlling proteins p53 and NFkB were analyzed. Additionally, protein and mRNA expression
of some of the pathway proteins were determined by Western blotting (Caspase-3, TNF-R1, NFkB)
and semiquantitative RT-PCR (Caspase-3, p53). For assessment of stress response after cooling and
rewarming, different stressors (reactive oxygen species, intracellular pH) and stress induced proteins
(HO-1, HSP70, HIF-1a, iNOS) were studied by flow cytometry, potentiometry and Western blotting.
The effect of hypothermia on cell proliferation was analysed by the interaction with cell metabolic
activity (WST-1), DNA synthesis (incorporation of BrdU), proliferative progression (analysis of cell
cycle) and expression of proliferation-associated proteins (PCNA, Ki67) using photometry, fluores-

cence microscopy, flow cytometry and Western blotting.



SUMMARY 6

TNF-a-sensitive WEHI-S cells

In TNF-a-sensitive WEHI-S cells hypothermia and rewarming induced apoptotic cell death. The re-
duction of culture temperature from 32°C to 4°C was associated with a reduction of the number of
apoptotic cells. Accordingly, apoptosis was found lowest at 4°C. Of interest, hypothermia, although
inducing apoptosis per se, was effective in significantly reducing TNF-o-induced programmed cell
death. This protection was primarily observed in experiments with a duration of hypothermia > 4h,
and was restricted to the first few hours (< 4h) of rewarming. The activation of the caspase cascade
strictly preceded the manifestation of morphological signs of apoptosis.

Apoptosis and cell stress. The present study shows for the first time that the 4°C cooling-
induced apoptotic cell death was mediated via the intrinsic mitochondrial but not the extrinsic TNF-
receptor-mediated signaling pathway. This result is based on the fact that 4h cooling and 1h rewarm-
ing induced caspase-3, -8 and -9, PARP-1 cleavage, and massive generation of reactive oxygen spe-
cies, but did not result in stimulation of TNF-receptors and activation of NFxB.

In contrast, the TNF-a-mediated signalling pathway in 37°C warm control cells involved the ex-
trinsic stimulation of the TNF-R1-receptor, which was associated with a massive increase of the sub-
2n-population, a translocation of phosphatidylserine and an activation of the caspase cascade. In addi-
tion, a NFkB-mediated TNF-R2-support as well as a mitochondrial aggravation of the caspase-8-
induced amplification loop was observed, however, with only minor contribution of reactive oxygen
species.

Four hours cooling and lh rewarming effectively reduced the TNF-a-induced apoptotic cell
death through inhibition of the upregulation of the two TNF-receptors. This was associated with an
attenuation of the sub-2n-population, a diminution of the translocation of phosphatidyserine and a
blockade of the activation of caspases and NF«kB. Of interest, generation of reactive oxygen species
was not affected by cooling treatment. Further, cooling and rewarming provoked an increase of intra-
cellular pH and a G2/M-phase arrest. These events are capable of counteracting manifestation of TNF-
a-induced apoptotic cell death due to alkalinization or initiation of DNA repair. In contrast, cooling
was not effective to affect the expression of the heat shock proteins 32 (HO-1) and 70 (HSP70), nei-
ther did it significantly influence the expression of the cytoprotective transcription factor HIF-1a and
the inducible nitric oxide synthase (iNOS).

Proliferation. Cooling alone provoked a reduction of the metabolic activity, indicating a de-
crease of proliferation. Accordingly, a G2/M arrest and a reduced PCNA and Ki67 expression were
observed. The incorporation of BrdU was not affected by cooling, however, it has to be considered
that BrdU is incorporated not only during replication but also during repair. The fact that cooling may
have induced increased DNA repair was further supported by the G2/M arrest and the elevated number
of polyploidal cells.

The stimulation of 37°C incubated cells by TNF-o. provoked also a reduction in metabolic activ-

ity. Incorporation of BrdU was reduced, however, expression of Ki67 was found increased. Apart from
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indicating proliferation the latter may just reflect massively increased apoptotic cell death, because
others have clearly demonstrated that apoptotic cells frequently express Ki67.

The application of cooling aggravated the TNF-a-induced reduction of the metabolic activity,
however, compensated the attenuated BrdU incorporation (probably due to increased repair), and
counteracted the TNF-o-mediated apoptosis-associated increase in Ki67 expression. Comparable to

controls, cooling induced also G2/M arrest in the TNF-a-stimulated cells.

TNF-a-resistant WEHI-R cells

Apoptosis and cell stress. In TNF-a-resistant WEHI-R cells, cooling and rewarming produced fulmi-
nant apoptosis, which was associated with an activation of the caspase cascade, however, without con-
tribution of TNF-receptors and activation of NFxB. In contrast to TNF-a-sensitive cells, the WEHI-R
cells showed, beside a slight increase of generation of reactive oxygen species, a massive stress re-
sponse, including intracellular acidification and increased expression of HO-1, HSP70, HIF-1a and
iNOS.

Under 37°C warm culture conditions, TNF-a induced in WEHI-R cells a significant activation
of NFkB, however, without stimulation of the TNF-receptors. Accordingly, only a slight activation of
the caspase cascade was observed, and generation of reactive oxygen species and manifestation of
apoptosis were less pronounced. Comparable to TNF-a-sensitive cells, intracellular pH and expression
of the heat shock proteins 32 and 70 were not affected after exposure to TNF-a.

Cooling and rewarming of TNF-a-stimulated WEHI-R cells significantly inhibited the cytokin-
mediated activation of NFxB and resulted in a fulminant activation of the caspase cascade. Compara-
ble to cooling and rewarming in non-TNF-a-stimulated cells this response was not associated with a
stimulation of the TNF-receptors. The additional application of cooling again induced a massive stress
response, as indicated by the intracellular acidification and an increased expression of HO-1, HSP70,
HIF-1a and iNOS.

Proliferation. In WEHI-R cells, hypothermia and rewarming induced an initial inhibition and a
later stimulation of proliferation, as indicated by an increased incorporation of BrdU and an enhanced
expression of PCNA and Ki67. A significant G2/M arrest, as observed with hypothermia in WEHI-S
cells, could not be encountered in WEHI-R cells. The increased proliferation probably has to be attrib-
uted to the cooling-induced intracellular acidosis.

As also known from other experiments with TNF-a-resistant cells, stimulation of 37°C warm
incubated WEHI-R cells by TNF-a caused a moderate increase of proliferation. This was reflected by
an enhanced incorporation of BrdU and an elevated expression of PCNA.

The application of cooling to TNF-a-stimulated WEHI-R cells provoked a comparable stimula-

tion when compared with that observed in hypothermic, non-stimulated cells. Thus, compared to un-
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stimulated cells incubated under 37°C conditions, the incorporation of BrdU and the expression of

PCNA were found significantly enhanced.

Conclusion

The present study shows that 4°C hypothermia in TNF-a-sensitive cells increases apoptosis, however,
reduces TNF-a-induced programmed cell death. These contrary actions of hypothermia are due to the
fact that the cold temperature induces apoptosis via the intrinsic signalling pathway, by this, however,
protecting from the extrinsic pathway-mediated TNF-a injury due to inhibition of TNF-receptor ex-
pression. Resistance against TNF-a reduces cytokine-induced apoptotic cell death due to the lack of
capability of stimulation of TNF-receptors. In TNF-a-resistant cells, however, hypothermia does not
induce additional protection from apoptosis, but results in fulminant manifestation of programmed cell
death due to increased stimulation of the intrinsic signalling pathway. Of interest, this response is in-
dependent of TNF-a exposure.

Evolutionary, these results may indicate a selection advantage for TNF-a-sensitive cells due to
the frequent exposure of mammals to low temperatures in nature. Further, the present results may pro-
vide the background for the development of novel therapeutic strategies of inflammatory diseases.
Hypothermia may be used as a preconditioning procedure in organisms with TNF-a-sensitive cells to
protect from pro-inflammatory stimuli-induced apoptotic cell death. In addition, further studies may

clarify whether 4°C cooling represents an adjuvant treatment option for TNF-a-resistant tumors.
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3 EINLEITUNG

3.1 Hypothermie

Die Anwendung von Kiélte (Hypothermie) ist ein seit langer Zeit gebrauchliches, nicht-medikamen-
toses Behandlungsverfahren in der Schmerz- und Entziindungstherapie post-traumatischer und post-
operativer Zustidnde. Die glinstige Wirkung von Kélte auf Schmerz und Schwellung bei Verletzungen
gilt daher als empirische Grundlage fiir den therapeutischen Einsatz von lokaler Kilte in der Ver-
sorgung von meist akuten Verletzungen mit dem Ziel, den Schmerz zu lindern und die Dauer der Re-
habilitation zu verkiirzen.

Schon durch die Heilkundigen des alten Agyptens war die therapeutische Anwendung von Kilte
eine verbreitete Maflnahme. Auch in der Neuzeit erkannte man den Nutzen der therapeutischen Appli-
kation von Kélte. So fiihrte der Naturheilkundige Vinzenz Priessnitz (1799-1851) die Anwendung von
kaltem Wasser als Behandlungsprinzip bei Verletzungen ein und er6ffnete schon 1831 kurbetriebliche
Badeanstalten, in denen seine Kilte-Behandlungsmethoden in Form von Waschungen, Abreibungen
und Packungen angewendet wurden. Der Militdrarzt Dr. Lorenz Gleich definierte 1849 die ,,Neuen
Naturheilverfahren®: ,,Man therapiere ohne Arzneistoffe und Blutentziehung, dagegen mit Kilte und
Wiérme, Trinken von kaltem Wasser, Umschldgen, Didt und frischer Luft“. Auch der bayerische Pfar-
rer Sebastian Kneipp erkannte in der Mitte des 19. Jahrhunderts den giinstigen therapeutischen Ein-
fluss von Kiihlung und nahm die Kéltetherapie in Form von kalten Giissen und Wechselbiddern in sein
bis heute bekanntes Heilungskonzept auf (SCHOTT, 1996).

Neben des Einsatzes zur Schmerzlinderung werden Schnee und Eis seit alters her auch zur Blut-
stillung verwendet. Daneben ist die lokale Anwendung von Kélte zur symptomatischen Behandlung
von Prellungen, Verbrennungen, Gelenkentziindungen, Blinddarmentziindungen und der Einsatz von
Wadenwickel zur Absenkung der Korpertemperatur bei Fieber weit verbreitet. Weitere Anwendungs-
gebiete der Kéltetherapie erdffnen sich bei der Behandlung von Migrdne und bei der Ganzkorper-
behandlung von Rheumatikern in der Kéltekammer. Wie bei der medikamentdsen Therapie richten
sich auch bei der Kéltetherapie Intensitit, Dauer, Fldche und Frequenz nach der individuellen Aus-
gangssituation des Patienten. Die lokale Kiihlung kann dabei durch Applikation von Eiswiirfeln, Eis-
packungen, Kaltwasser, kithlenden Sprays, Wickel oder Kilteaerosole erfolgen und je nach Zielset-
zung in unterschiedlicher Dauer angewendet werden. Eine weitere wichtige Anwendung der Hypo-
thermie erschlief3t sich in der Absenkung der Korpertemperatur zur Protektion von Organen, insbeson-
dere des Gehirns, wihrend operativen Eingriffen.

Trotz der vielfach belegten protektiven Einfliisse von Kélte ist der therapeutische Einsatz nicht
unumstritten. Bei der Auswirkung von Kélte in medizinischer Hinsicht sind die perioperative Hypo-
thermie und die akzidentielle Hypothermie als prognostisch ungiinstige Einfliisse, von der Hypother-
mie wihrend extrakorporalem Bypass bei herzchirurgischen Operationen und der moderaten Hypo-
thermie als Therapiekonzept in der Behandlung der zerebralen Ischdmie und des Schidel-Hirn-Trau-

mas als giinstige Einfliisse abzugrenzen.
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Die perioperative Hypothermie, die bei langeren operativen Eingriffen hiufig auftritt, ist durch
die Storung des im Wachzustand aufrechterhaltenen Temperatur-Fliegleichgewichtes verursacht, das
wihrend der Narkose durch zwei Mechanismen beeinflusst wird: Die verminderte Warmeproduktion
und die vermehrte Warmeabgabe bedingen eine negative Warmebilanz und damit den intraoperativen
Warmeverlust. Obwohl sich durch die Applikation von Kélte bei groBBeren Blutungen eine beschleu-
nigte Blutstillung herbeifiihren ldsst, haben in vitro Studien gezeigt, dass perioperative Hypothermie
auch intra- und post-operative Blutungen verstirken kann. Beschrieben wurden eine herabgesetzte
Thrombozytenfunktion (MICHELSON et al., 1994), eine reduzierte Aktivitit der Gerinnungskaskade
(REED et al., 1992) und eine Verliangerung der Prothrombinzeit sowie der partiellen Thromboplastin-
zeit (ROHRER und NATALE, 1992). Auch konnte gezeigt werden, dass perioperative Hypothermie
mit einem erhohten Proteinverlust (CARLI et al., 1989) und einer reduzierten Kollagensynthese
(KURZ et al., 1996) in Zusammenhang gebracht werden muss. Die Phagozytosekapazitit neutrophiler
Granulozyten sinkt ebenso wie die Produktion reaktiver Sauerstoffmetaboliten als Mal fiir zelluldre
Immunabwehr (WENISCH et al., 1996). Des weiteren vermindert die durch Hypothermie verursachte
thermoregulatorische Vasokonstriktion die Sauerstoffspannung in subkutanen Geweben (SHEFFIELD
et al., 1994). Sdmtliche dieser Stérungen werden als Ursache fiir eine herabgesetzte Wundheilungsrate
und ein vermehrtes Auftreten post-operativer Wundinfektionen diskutiert.

Die akzidentielle Hypothermie, die als unbeabsichtigtes Absinken der Korpertemperatur unter
35°C bei Kilteexposition von Personen ohne intrinsische Storung der Wérmeregulation definiert ist,
gilt als prognostisch ungiinstiges Zeichen fiir das Uberleben und erfordert eine schnellst mdgliche
Wiedererwdarmung (SEGERS et al., 1998).

Die Herabsetzung der Kerntemperatur wihrend Herz-Operationen ist nétig, um die Stoffwech-
selaktivitit der Gewebe zu reduzieren, und so vor allem das zerebrale Gewebe vor Schidigungen zu
schiitzen. Hypothermer Schutz kann durch Applikation von Kélte wihrend des ischdmischen Insults
geboten werden. Im Kardioplegie-arretierten Herzen verbessert Hypothermie die Ischdmie-Resistenz
iiber den Einfluss auf spezifische Signal-’Pathways’ mitochondrialer Membran-Proteine (NING et al.,
2002). Hypotherme Adaptation ist weiterhin charakterisiert durch verstirkte post-ischimische Gen-
Expression von spezifischen Stress-involvierten Hitzeschock-Proteinen (NING et al., 1998). Daneben
ist jedoch zu bedenken, dass das kardiovaskuldre System selbst schon fiir geringe Absenkungen der
Korpertemperatur sensibel ist.

Aus neurobiologischen Untersuchungen in fokalen und globalen Ischimiemodellen ist bekannt,
dass milde und moderate Hypothermie sekundire Schidigungen verhindern, die Infarktgrof3e reduzie-
ren und zudem die neurologische Rehabilitation verbessern (BUSTO et al., 1987; KARIBE et al.,
1994; COIMBRA et al., 1996). Aufgrund der Reduzierung des erhdhten intrakraniellen Drucks, der
die Haupttodesursache nach ausgedehnter zerebraler Ischimie darstellt (BOUNDS et al., 1981; HA-
CKE et al., 1996), wirkt sich die Hypothermiebehandlung auch giinstig auf den klinischen Verlauf in
der Behandlung von Schlaganfallpatienten aus (SHIOZAKI et al., 1993; MARION et al., 1997). Neu-
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robiologische Studien zeigen weiterhin einen giinstigen Effekt von milder und moderater Hypothermie
nach Schidel-Hirn-Trauma (MARION et al., 1997). WESTERMANN et al. (1999) zeigten, dass sich
lokales ’Cooling’ auf den TNF-a-induzierten mikrovaskuldren Perfusionsschaden, die Leukozyten-
Adhérenz und die Entstehung von Apoptose inhibierend auswirkt.

Neben des Einsatzes zur symptomatischen Behandlung kann die Auswirkung von Kilte auch
kausaltherapeutisch genutzt werden. So kdnnen beispielsweise bei Tumoren, die mit den konventio-
nellen Methoden nicht resezierbar sind, kryochirurgische MaBBnahmen zur Entfernung des geschédig-
ten Gewebes eingesetzt werden. Die Kryochirurgie gehdrt zu den lokal destruierenden Therapiever-
fahren, bei denen durch Einfrieren und Wiederauftauen des Tumorgewebes mit Hilfe einer mit fliissi-
gem Stickstoff gekiihlten Sonde eine Nekrose induziert wird. HANALI et al. (2001) zeigten, dass neben
der durch die Kryobehandlung induzierten Nekrose auch apoptotische Mechanismen an der Zersto-
rung des Tumorgewebes beteiligt sein konnen.

Ein weiteres Anwendungsgebiet findet der Einsatz von Kilte in der Konservierung von Zellen,
insbesondere von Eizellen und Blutzellen, oder von Geweben und Organen, sowohl zu Forschungs-
zwecken als auch zur Transplantation. Nach der erfolgten Temperaturabsenkung wird die Kaltebe-
handlung unterteilt in milde (35-33°C), moderate (31-29°C), tiefe (24-20°C) und sehr tiefe (unterhalb
20°C bzw. 10-4°C) Hypothermie (SHIBANO et al., 2002; PARDI et al., 2004). Klinische Organkon-
servierung zur Transplantation wird in der Regel bei 2-4°C vorgenommen, um zelluldre Schidigungen
wihrend der Aufbewahrungsphase zu reduzieren.

Obwohl der Einsatz von Hypothermie ein weitverbreitetes Konzept zur Protektion von Zellen
und Geweben gegen schddigende Prozesse représentiert, konnen durch den Kélteeinfluss auch Zell-
schidigungen hervorgerufen werden (NAGLE et al., 1990; RAUEN et al., 1997a; 2000; BAUST et al.,
2000; COOPER et al., 2000; VAIRETTI et al., 2001). Wenngleich einige Studien belegen, dass der
Einfluss der Hypothermie das Risiko von oxidativem Stress, Zellschaden und programmiertem Zelltod
erniedrigt (SLIKKER III et al., 2001; RIESS et al., 2004; CHILDS et al., 2005), haben vielfache Un-
tersuchungen gezeigt, dass die Einwirkung der Hypothermie Zellschidden verursacht, die vorrangig auf
die Bildung reaktiver Sauerstoffintermediére als Vermittler fiir kélteinduzierte Apoptose zuriickge-
fiihrt werden (DE GROOT und BRECHT, 1991; RAUEN et al., 1997a;1997b; RAUEN und DE
GROOT, 1998; PETERS et al., 1998; RAUEN et al., 1999; 2000; VAIRETTI et al., 2001). In der kli-
nischen Anwendung sind vor allem hypotherme Applikationen mit anschlieBender Wiedererwir-
mungsphase (Organtransplantationen, Ischdmie/Reperfusionsmodelle u. a.) von Relevanz. Es wird
vermutet, dass der Schaden wéhrend der Kiihlungsphase auf nekrotischen Prozessen beruht, wiahrend
dem Schaden wihrend der Wiedererwarmungsphase apoptotische Mechanismen unterliegen (SALA-
HUDEEN et al. 2003). Bei BARTELS-STRINGER et al. (2003) wird sogar formuliert, dass die Hypo-

thermie selbst einen potenten Apoptose-Induktor darstellt.
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3.2 Apoptose

Das Erloschen aller Zellfunktionen und das Absterben der Zelle wird als Zelltod bezeichnet, i. d. R.
ausgelost durch Noxen und urspriinglich als passives Phdnomen dargestellt. KERR et al. (1972) revo-
lutionierten dieses Konzept, als sie den Mechanismus der Apoptose als aktive Form des Zelltodes
neben der passiven Form, der Nekrose, beschrieben. Aktuell wird der Begriff der Apoptose als Syno-
nym fiir den programmierten Zelltod verwendet (THOMPSON, 1995). Apoptose ist ein phylo-
genetisch altes Phianomen, das bei einer Vielzahl von Tieren, darunter auch niedere Tiere, wie z. B.
dem vielfach erforschten Nematoden Caenorhabditis elegans, und auch bei Pflanzen beobachtet wur-
de (WYLLIE et al., 1980; ELLIS und HORVITZ, 1986; BURSCH et al., 1992; GREENBERG et al.,
1994). Das genetische Programm der Apoptose ist in allen Zellen gespeichert und von der Embryonal-
entwicklung bis zum Tode aktiv. Wahrend der embryonalen und fetalen Morphogenese der Organe ist
Apoptose ein entscheidender Vorgang der Homoostase und erlaubt auch dem multizelluldren adulten
Organismus eine kontinuierliche Regenerierung der Gewebe unter ,steady-state’-Bedingungen auf-
rechtzuerhalten (BEN-SASSON et al., 1995; KRAMMER, 1999). Apoptose stellt das Komplement
zur Mitose dar (KERR et al., 1972; WYLLIE et al., 1973) und determiniert zusammen mit ihr Organ-
wachstum, Organinvolution und die Aufrechterhaltung der Organgréfe. Dariiber hinaus kann der Or-
ganismus iiber diesen Mechanismus geschidigte, prikanzerogene und iiberschiissige Zellen eliminie-
ren (BURSCH et al., 1992).

Im Gegensatz zur Nekrose ist der programmierte Zelltod ein Selbstmordmechanismus unter ak-
tiver zelluldrer Kontrolle, durch den die Zelle den eigenen Tod herbeifiihrt (STELLER, 1995; END-
RES et al., 1998). Nach Schiadigung der Zelle verschiebt sich das Gleichgewicht der intrazelluldren
Regulationsproteine zugunsten pro-apoptotischer Mediatorproteine (KROEMER et al., 1995). Das
genetisch determinierte Selbstmordprogramm, als aktiver, energiekonsumierender, nicht reversibler
Prozess, lauft iiber ganz bestimmte morphologisch erkennbare Stadien ab, die je nach Zelltyp variieren
kénnen. Zu den morphologischen Merkmalen zdhlen die Chromatinkondensation, die Kondensation
und Fragmentation des Nukleus mit erhaltener Zellmembranintegritit, die Zellschrumpfung und die
Ausbildung sogenannter Apoptosekdrperchen (MAJNO und JORIS, 1995). Nach JESCHKE et al.
(2001) tritt zu Beginn des Prozesses die Verringerung des Zellvolumens ein, gefolgt von Verdnderun-
gen in der Mitochondrienmembran. Gleichzeitig sind zu diesem Zeitpunkt Chromatinkondensation
und Chromatinverlagerung zur Kernmembran (Margination) zu beobachten. In vielen Féllen folgt die
Kernfragmentierung und die Ausbildung der apoptotischen Korperchen. Die Translokation von
Phospholipiden aus der inneren zur dueren Zytoplasmamembran stellt ein starkes Phagozytosesignal
fiir Makrophagen dar und fiihrt zum gezielten Abbau apoptotischer Zellen im Gewebeverband. Da die
Zytoplasmamembranintegritit erhalten bleibt, geht der Prozess der Apoptose ohne Entziindungsreak-
tion einher; im Gegensatz zur Nekrose erfolgt die Membranschadigung, wenn iiberhaupt, erst sekun-
dar. Ein zundchst apoptotischer Zelluntergang kann aber infolge ungeniigender Energieverfiigbarkeit

in Nekrose {ibergehen (ENDRES et al., 1998). Hierbei scheinen die Stirke des Reizes und das Ausmal
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der Zellschidigung eine Rolle zu spielen (LENNON et al., 1991). PADOSCH et al. (2001) beschrei-
ben die Moglichkeiten einer Reizantwort in Abhédngigkeit von der Reizdauer, Reizintensitit und dem
intrazellularen ATP-Gehalt. So fiihrt ein niedrigschwelliger Reiz bei hohem Energiepotential zum
apoptotischen Zelltod, wahrend einem hochschwelligen Reiz bei geringem ATP-Gehalt sich {iber das
Stadium der primiren Apoptose ein nekrotischer Zelltod anschlieBen kann. Ein sehr hoher Reizstimu-
lus bei niedrigem Energieangebot hat einen primir nekrotischen Zelltod zur Folge. In Tab. 1 sind die
typischen morphologischen Verdanderungen des apoptotischen bzw. nekrotischen Zelltodes in chrono-

logischer Abfolge dargestellt.

Apoptose Nekrose
Verlust der Oberflachenmikrovilli Anschwellen der Organellen, insbesondere der Mi-
Verlust der Zelladhdsion, Abrundung der Zellen tochondrien

Ausbildung von zytoplasmatischen ’Blebs’

Zellschrumpfung Anschwellen der gesamten Zelle und anschlieSende
Erhalt der Zytoplasmamembranintegritat Ruptur, Verlust der Zytoplasmamembranintegritét,

Freisetzung zytoplasmatischer Enzyme

Chromatinkondensation, Chromatinmargination Heteromorphe Chromatinkondensation
Kernkondensation, DNA-Fragmentierung, Kern-

fragmentierung

Zellfragmentierung, Ausbildung von Apoptosekor- Kernpyknose, Karyolyse

perchen mit Chromatinanteilen und Zellorganellen

Tab.1: Chronologische Abfolge der morphologischen Verdnderungen des apoptotischen und nekrotischen Zell-
todes

Nekrotischer Zelltod als Konsequenz extremer Zellschiadigung, unterliegt im Unterschied zur Apop-
tose nicht der transkriptionellen Kontrolle. Die Nekrose ist ein passiver, degenerativer Prozess, ge-
kennzeichnet durch massive und irreversible Zellveranderungen. Charakterisiert ist die Nekrose durch
den Verlust der Zytoplasmamembranintegritdt, gefolgt von Enzymfreisetzung und unspezifischer
DNA-Degradierung (WALKER et al., 1988). Durch die Schéidigung der Zellmembran und den da-
durch bedingten Verlust des osmotischen Gleichgewichts kommt es zu einem Anschwellen und zur
Destruktion der Organellen bzw. der gesamten Zelle (WYLLIE, 1981; THOMPSON, 1998). Die dar-
aus resultierenden Zellfragmente und freigesetzten zytoplasmatischen Enzyme (Proteasen, Lysozym)
16sen im benachbarten Gewebeverband eine entziindliche Reaktion aus. Das Kernchromatin zeigt eine
unregelmiBige Kondensierung, der Zellkern schrumpft (Kernpyknose) und wird aufgelost (Karyoly-
se). Ein weiterer gravierender Unterschied zwischen nekrotischem und apoptotischem Zelltod ergibt
sich aus der intrazelluldren Calcium-Konzentration, die bei der Nekrose schnell und fulminant an-
steigt, wihrend in apoptotischen Zellen nur ein moderater Ca**-Anstieg zu beobachten ist (McCON-

KEY et al., 1989). Trotz dieser definierten Unterschiede ist die Diskriminierung zwischen apoptoti-
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schen und nekrotischen Prozessen in vielen Fillen schwierig. Apoptose und Nekrose stellen sich iiber-
lappende Phénomene dar, die einige Zelltod-induzierende Mechanismen bzw. Signal-’Pathways’ ge-

meinsam zu nutzen scheinen.

3.2.1 Induktion und Exekution der Apoptose

Apoptose kann durch verschiedene Stimuli, wie z. B. Chemotherapeutika, Wachstumsfaktorentzug,
UV- und ionisierende Strahlung oder durch die Vermittlung transmembranoser Proteine, den soge-
nannten Todesrezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie (SARTORIUS et al., 2001), induziert wer-
den. Daneben konnen auch beispielsweise freie Radikale und Hitzeschock den apoptotischen Zelltod
auslosen (VAN ANTWERP et al., 1998). Weitere Apoptose-Induktoren stellen Stérungen der Zell-
Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen (Cadherine, Integrine) und des Steroidhormonspiegels dar.

Vermittelt wird die Apoptose i. d. R. {iber die Aktivierung der Caspasen-Kaskade. Die Caspasen
gehoren zur Familie der Cystein-Aspartat-Proteasen und spalten eine Anzahl von Proteinen, die in
normale Zellfunktionen involviert sind (NICHOLSON und THORNBERRY, 1997; HARPER et al.,
2001). Strukturell sind bei allen Pro-Caspasen drei Bereiche zu unterscheiden, die N-terminale Pro-
doméne mit variabler Lange sowie die gro3e und kleine Untereinheit (p20 und p10 ’subunits’). Die
Prozessierung des inaktiven Zymogens in die aktive heterotetramere Form (p20p10), erfordert die
Spaltung des Molekiils nach Aspartat-Resten und kann iiber Autoaktivierung oder iiber die Spaltung
durch andere Caspasen in einer hierarchischen Anordnung erfolgen. Die Proteolyse durch Caspasen ist
spezifisch und limitiert, das Cystein im aktiven Zentrum der Enzyme spaltet Peptidverbindungen, die
an ihrem N-Terminus ein Aspartat tragen (YANG et al., 1998).

Caspasen befinden sich konstitutiv exprimiert als inaktive *Precursor’-Molekiile (Procaspasen,
Caspasen-Zymogene) meist im Zytoplasma der Zelle (COHEN, 1997). Daneben ist auch die Lokali-
sierung im Mitochondrium (KRAJEWSKI et al., 1999; CHANDRA et al., 2004), im Nukleus (RA-
MUZ et al., 2003) sowie im endoplasmatischen Retikulum (NAKAGAWA et al., 2000), oft auch der
aktivierten Enzyme, beschrieben worden.

Bei Sdugern sind bisher 14 verschiedene Caspasen bekannt, die in Signalkaskaden angeordnet
sind. Die Caspasen werden im wesentlichen in Initiator-Caspasen (z. B. 2, 8, 9, 10) und Exekutions-
oder Effektor-Caspasen (z. B. 3, 6, 7) unterschieden. Die Effektor-Caspasen sind ’downstream’ von
den Initiator-Caspasen lokalisiert und werden durch diese aktiviert (ALNEMRI, 1997, SALVESEN
und DIXIT, 1997; NUEZ et al., 1998; THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998). Initiator-Caspasen
werden iiber Autoaktivierung in ihre aktive Form iibergefiihrt. Daneben sind auch Enzyme beschrie-
ben, die die Proteolyse und Aktivierung der Pro-Caspasen auslosen konnen. So sind beispielsweise
Granzyme B in der Lage Pro-Caspase-3 zu aktivieren (VAN DE CRAEN et al., 1997) und Cathepsin
G aktive Caspase-7 zu generieren (ZHOU und SALVESEN, 1997).

Der Prozess der Caspasen-abhingigen Apoptose ist prinzipiell in drei Phasen einzuteilen: Die
Induktionsphase, die von dem Apoptose-induzierenden Stimulus abhéngig ist, die Effektorphase und

die Exekutionsphase (KROEMER et al., 1995). Die ersten proteolytischen Ereignisse werden durch
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die Initiator-Caspasen ausgeldst und fiithren in einem sehr frithen Stadium zur enzymatischen Auflo-
sung des Zytoskeletts. Betroffen sind davon Strukturproteine wie Actin, Vimentin und Fodrin; da-
neben kommt es zur Phosphorylierung von Myosin. Die erfolgten Interaktionen bewirken schlieflich
das morphologisch erkennbare Membran-"blebbing’ (KAYALAR et al. 1996; JANICKE et al., 1998).
Weiterhin wird in diesem Stadium die ATP-abhidngige Aminophospholipid-Translocase (,,flippase®)
gespalten und im Gegenzug die Scramblase (,,floppase) aktiviert. Die nachfolgende Translokation
von Phosphatidylserin ermoglicht durch dieses ,,eat-me* Signal die Anlockung von phagozytierenden
Zellen (MARTIN und PAGANO, 1987; HIRT et al., 2000; JAATTELA und TSCHOPP, 2003).

Die Initiator-Caspasen aktivieren nachfolgend die Effektor- bzw. Exekutions-Caspasen, die fiir
den Abbau verschiedener, fiir das Uberleben der Zelle essentiellen Proteine und Enzyme verantwort-
lich sind: Zytoplasmatische Filamentproteine (Zytokeratine), nukledre Hiillproteine (Lamine), Pro-
teine, die in DNA-Reparaturmechanismen involviert sind (PARP) und Enzyme, die wéhrend der
DNA-Helix-Relaxation und der Mitose aktiv sind (Topoisomerase Ila). Unter Einfluss der Exeku-
tions-Caspasen werden weiterhin Endonukleasen (CAD, ’Caspase-activated desoxyribonuclease’ bzw.
DFF, 'DNA-fragmentation factor’) aktiviert, die die DNA-Kondensation und Fragmentierung verursa-
chen (CAULIN et al., 1997; KAWAHARA et al. 1998). Dabei entstehen durch Angriff der doppel-
strangigen DNA zwischen den Nukleosom-Linker-Regionen oligonukledre DNA-Fragmente zwischen
180 und 200bp und deren Vielfachen. SchlieBlich stirbt die Zelle durch nukledren und zelluldren Kol-
laps, in der Regel unter Ausbildung apoptotischer Korperchen, und kann durch die angelockten Pha-
gozyten ohne Entziindungsreaktion eliminiert werden.

Die Familie der Caspase-Inhibitoren, die IAPs (’inhibtors of apoptosis’), ist in der Lage die Ef-
fektor-Caspasen selektiv zu inhibieren und den apoptotischen Prozess zu blockieren. Daneben ver-
mogen die IAPs auch Caspase-unabhingige Mechanismen, wie die Modulation von Transkriptions-
faktoren und die Kontrolle der Zellzyklus-Progression zu inhibieren (LaCASSE et al., 1998). Viele
Caspasen-Inhibitoren entstammen einem viralen Proteinrepertoire und dienen der Verhinderung der
Virus-Eliminierung iiber Apoptose durch die infizierte Wirtszelle. Als Beispiele seien die Caspase-8
spezifische Inhibitoren CrmA (’cowpox virus product cytokine response modifier A’) und FLIP
(CFLICE inhibitory protein’) genannt (RAY et al., 1992; SCAFFIDI et al., 1999). Neben der viralen
Variante (v-FLIP) existiert auch ein zelluldres c-FLIP Protein, das einen homologen Aufbau zur
Caspase-8 aufweist und sich nur durch das Fehlen des katalytischen Zentrums von ihr unterscheidet.
Durch die kompetitive Rekrutierung von c-FLIP kann Caspase-8-abhingige Apoptose inhibiert wer-
den (SCAFFIDI et al., 1999).

3.2.2 Intrinsischer und extrinsischer 'Pathway’
Zwei Pathomechanismen zur Einleitung des apoptotischen Zelltodes sind beschrieben; der extrinsische

Mechanismus ist an die Vermittlung externer Signale {iber membranstindige Rezeptoren gebunden,

wihrend der intrinsische Weg ohne externe Signale auskommt (ASHKENAZI und DIXIT, 1998).
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Die Aktivierung des intrinsischen *Pathways’ erfolgt u. a. durch toxische Substanzen, UV- oder
y-Strahlung, Mangel an Uberlebensfaktoren oder DNA-Schidigung (SCHULZE-OSTHOFF et al.,
1993; LI et al., 1997). Die apoptotischen Signale konvergieren im Mitochondrium und 16sen Ereignis-
se, wie die Freisetzung der pro-apoptotischen Intermembranspalt-Proteine Cytochrom ¢, AIF (apopto-
sis-inducing factor’), Smac/ DIABLO, Caspase-2 und Caspase-9 (KROEMER et al., 1997; REED,
1997a; REED, 1998; GREEN und REED, 1998), Storungen des Elektronentransportes (SAWADA et
al., 2004), Storungen der oxidativen Phosphorylierung und der ATP-Generierung (BERNARDI et al.,
1998), Verlust des Transmembranpotentials und Verdnderungen zelluldrer Redox-Vorginge (MAR-
CHETTI et al., 1996) aus. Uber die Freisetzung pro- bzw. anti-apoptotischer bcl-2-Familienmitglieder
tragt das Mitochondrium zur Exekutionssteuerung des programmierten Zelltodes bei (SHIMIZU et al.,
1999; SONG et al., 1999).

Die Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol ist ein wichtiger Schritt fiir die Einleitung des ap-
optotischen Zelltodes; liber die genauen Mechanismen wird jedoch weiterhin diskutiert (REED und
GREEN, 2002). Cytochrom c, ein zentrales Protein der Atmungskette, das den Elektronentransfer zwi-
schen der Cytochrom ¢ Reduktase und der Cytochrom ¢ Oxidase vermittelt, spielt eine Schliisselfunk-
tion fiir die Auslosung des intrinsischen Apoptose-’Pathways’ (SEGAL und BEEM, 2001). Der Frei-
setzung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium, die auch ohne Herabsetzung des Transmembran-
potentials erfolgen kann (HAKEM et al., 1998; LUO et al., 1998), wirken die anti-apoptotischen Pro-
teine der bcl-2-Familie entgegen (KLUCK et al., 1997; KROEMER, 2001; MARTINOU und GREEN,
2001), wihrend bax und BH3-Proteine einen ausschlieBBlich pro-apoptotischen Effekt aufweisen
(TSUJIMOTO und SHIMIZU, 2000). Eine Vielzahl dieser pro-apoptotischen Homologa befindet sich
in inaktiver Form im Zytoplasma; unter Einwirkung eines Stimulus bewirken sie die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium (GOTTLIEB, 2000). Zytosolisches Cytochrom c induziert in
Gegenwart von ATP Konformationsédnderungen im Adaptermolekiil Apaf-1 (’apoptotic protease-acti-
vating factor’-1). Konvertiertes Apaf-1 bindet und dimerisiert nachfolgend Pro-Caspase-9, setzt deren
Autoaktivierung in Gang und fiihrt zur Bildung des Apoptosoms (LIU et al., 1996a; LI et al., 1997;
SRINIVASULA et al., 1998; RATHMELL und THOMPSON, 1999). Die im Apoptosom proteoly-
tisch aktivierte Caspase-9 setzt ihre aktiven Untereinheiten frei, die konsekutiv {iber die Aktivierung
der Pro-Caspasen-3, 6 und 7 letztendlich die genannten Enzyme aktivieren, deren Wirkung zwingend
zum Absterben der Zelle fithren (NICHOLSON et al., 1995; GREEN und REED, 1998; HU et al.,
1998b; PAN et al., 1998; STENNICKE et al. 1999; MARTINOU et al., 2000; JOZA et al., 2001).

Neben Cytochrom ¢ kénnen auch andere pro-apoptotische Komponenten durch das Offnen der
Poren der inneren Mitochondrienmembran (’permeability transition pores’, PTP) aus dem Mitochond-
rium freigesetzt werden (BERNARDI et al., 1992). Durch die Freisetzung von AIF kann eine Caspa-
sen-unabhingige mitochondrienvermittelte Apoptose ausgelost werden. Zytoplasmatisches AIF trans-
loziert in den Nukleus und induziert apoptotische Merkmale, wie Chromatin-Kondensation und CAD-

unabhingige Chromatin-Fragmentation in gro3e 50kB Fragmente (LORENZO et al., 1999). Daneben
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kann u. a. auch die Aktivierung von Caspase-12 {iber einen intrinsischen Mechanismus, der insbeson-
dere durch Stress des endoplasmatischen Retikulums (ER) ausgeldst wird, zum apoptotischen Zelltod
fiihren (NAKAGAWA et al., 2000). Neben der Stress-induzierten Aktivierung ist der ’intrinsic’ Apop-
tose-’Pathway’ auch notwendig und suffizient fiir eine p53-abhéingige Aktivierung der Caspasen-
Kaskade (SCHULER und GREEN, 2001).

Beim extrinsischen ’Pathway’ ist die Apoptose-Induktion an die Bindung spezifischer Apopto-
se-auslosender Liganden mit membrangebundenen Todesrezeptoren gekoppelt (ASHKENAZI und
DIXIT, 1998). Todesrezeptoren sind differentiell glykosylierte Oberflaichenmolekiile mit charakteristi-
schen Cystein-reichen Domémen und gehdren der TNF-Rezeptor-Superfamilie an. Zu den sechs be-
kannten Todesrezeptoren zdhlen die TNF-R1, CD95 (APO-1, Fas), DR3, TRAIL-R1, TRAIL-R2 und
DR6 Rezeptoren (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998); sie werden durch ihre natiirlichen Zelltod-
Liganden, sdmtlich Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie, aktiviert. Die extrazelluldren Signale leiten
die Aktivierung des membranstindigen Todesrezeptors ein, der die ersten Schritte in der Caspasen-
Kaskade auslost (THORNBERRY und LAZEBNIK, 1998). Die Signaltransduktion des zytotoxischen
Signals erfolgt iiber die intrazelluldre Todesdoméne ("death domain’, DD) (TARTAGLIA und GOED-
DEL., 1992). Von vielen Mitgliedern der TNF-Ligandenfamilie ist bekannt, dass sie als Homotrimere
vorliegen (ECK und SPRANG, 1989; BAZAN, 1993). Die homotrimeren Liganden binden an ihren
entsprechenden Rezeptor und fithren zu einer Oligomerisierung der intrazelluliren Todesdoménen
dreier Rezeptormolekiile (SMITH et al., 1994). Aber auch in Abwesenheit der Ligandenbindung ist
schon eine Rezeptortrimerisierung durch Autoaggregation beschrieben worden (SIEGEL et al., 1998;
2000). Nach der Trimerisierung des Rezeptors lagert sich in der Regel das Adaptermolekiil FADD
(’Fas associated death domain’) iiber seine intrazellulire Todesdoméne an den DD-Komplex des Re-
zeptors an (BOLDIN et al., 1995; CHINNAIYAN et al., 1996a,b). FADD besitzt neben der DD ein
zweites Interaktionsmodul, das als Todeseffektordoméne (’death effector domain’, DED) bezeichnet
wird. Uber Interaktion der Todeseffektordomine rekrutiert FADD die Initiator-Caspase-8 in den Re-
zeptorkomplex (MUZIO et al., 1998a; BOLDIN et al., 1996). Dieser Komplex aus trimerem Todesre-
zeptor, FADD und Pro-Caspase-8 wird als DISC (’death inducing signaling complex’) bezeichnet
(KISCHKEL et al., 1995). Im DISC wird die Pro-Caspase-8 proteolytisch prozessiert und ihre aktiven
Spaltprodukte zur Aktivierung der Caspasen-Kaskade freigesetzt (MUZIO et al., 1998a,b).

3.2.3 p53-Modulation der Apoptose

p53 ist ein wichtiges Apoptose-modulierendes Protein und das am hiufigsten mutierte Protein in Tu-
morzellen (HOLLSTEIN et al., 1991; VOGELSTEIN und KINZLER, 1992). Zelltod, induziert durch
den p53 ’Pathway’, wird durch die Caspase-Proteinasen exekutiert (SCHULER und GREEN, 2001).
In Abhingigkeit von dem auslosenden Stimulus konnen Zellen einer p53-abhingigen oder p53-
unabhéngigen Apoptose unterliegen (WOOD und YOULE, 1995). In Antwort auf DNA-’Damage’
und viele Stress-Stimuli wird p53 aktiviert (BURNS und EL-DEIRY, 1999). NELSON und KASTAN
(1994) zeigten, dass DNA-Strangbriiche suffizient und mdglicherweise notwendig sind fiir die Induk-
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tion von p53 in Wildtyp-Zellen, die DNA-schddigenden Agenzien ausgesetzt sind. Die Akkumulie-
rung des Tumor-Suppressor-Proteins p5S3 im Nukleus gehort zu einem der frithesten Ereignisse der
zelluldren Stressantwort. Die Stabilitdt des p53 Proteins hdngt primér von seinen Interaktionen mit
verschiedenen Proto-Oncogenen und dem p53 Target-Gen Mdm?2 ab. Durch Bindung von p53 an die
Ubiquitin-Ligase Mdm2 auf Proteinebene ist die p53 Aktivitdt inhibiert (MOMAND et al., 1992;
BARGONETTI und MANFREDI, 2002). Die Bindung von Mdm?2 an p53 vermittelt dessen nukledren
Export zur zytosolischen Degradierung iiber das Ubiquitin-Proteasom-System (HAUPT et al., 1997;
CHANG, 2002). In vielen Zelltypen fiihren eine verstirkte p53 Expression oder die Stérung der Nega-
tiv-Regulation durch Mdm2, auch ohne DNA-Schidigung, zur nukledren Akkumulierung von p53 und
l6sen eine suffiziente apoptotische Antwort aus. Mogliche Ausloser der pS3 Induktion ohne DNA-
Schéadigung sind beispielsweise Néhrstoffmangel, Hitzeschock, Hypoxie oder auch physikalische
Schidigungen (siehe Ubersicht in EVAN und LITTLEWOOD, 1998). Die p53-abhingige Apoptose
kann transkriptionell, durch die Transaktivierung pro-apoptotischer bzw. Repression anti-apopto-
tischer und ’Survival’ Targetgene (SHARPLESS und DePINHO, 2002), oder post-transkriptionell
durch Einwirkung des p53 Proteins selbst (CAELLES et al., 1994; HAUPT et al. 1996; SCHULER et
al., 2000) induziert werden. Aktivitit und Expressionsstirke des p53 Proteins sind in erster Linie auf
post-transkriptionellem Niveau reguliert (KASTAN et al., 1992). Die Regulierung der p53 DNA-Bin-
dungsaktivitit erfolgt {iber verschiedene post-translationale Modifikationen, wie z. B. Phosphorylie-
rung und Acetylierung (HUPP et al., 1993). In Antwort auf Stress phosphoryliert beispielsweise die
’c-Jun N-terminal kinase’ (JNK) p53 und stabilisiert bzw. steigert dessen transkriptionelle Aktivitit
(BUSCHMANN et al., 2001).

Das Phospho-Protein p53 ist vornehmlich zytoplasmatisch lokalisiert. Unter physiologischen
Bedingungen sind sowohl das zytosolische als auch das nukledre Expressionslevel sehr niedrig bzw.
kaum nachweisbar und p53 interferiert nicht mit Zellzyklusprogression und Zell-’Survial’ (OREN,
1999). Nach Aktivierung transloziert p53 zur Aktivierung seiner Targetgene in den Zellkern. Auch
eine mitochondriale Lokalisation von p53 nach exogenen Stress-Stimuli sowie Komplexe mit Chape-
ron-"Heatshock’-Proteinen (HSP) an der dufleren Mitochondrienmembran wurden beschrieben. Kurz
nach der mitochondrialen p53 Akkumulierung kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c, AIF und
anderer pro-apoptotischer Proteine (siehe Ubersicht in CHANG, 2002).

p53 kann iiber die Aktivierung der Caspasen-Kaskade (KOVAR et al., 2000; WU und DING,
2002) und bax bzw. anderer pro-apoptotischer Target-Gene (MIYASHITA und REED, 1995; REGU-
LA und KIRSHENBAUM, 2001; BORRIELLO et al., 2002) sowie iiber Repression von bcl-2 (MIY-
ASHITA und REED, 1995) Apoptose induzieren. Auch beeinflusst p53 iiber transkriptionelle und
transkriptionsunabhidngige Mechanismen die Expression und Aktivitit von Mitgliedern der TNF-
Rezeptor-Superfamilie (OWEN-SCHAUB et al., 1995; WU et al., 1997; BENNETT et al., 1998) und
kann iiber die Induktion von PIGs (’p53-induced genes’), sowie die Produktion reaktiver Sauerstoff-

spezies (POLYAK et al., 1997) bzw. durch die Translokation seiner aktivierten Form aus dem Kern
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zum Mitochondrium (MARCHENKO et al., 2000; CHANG, 2002) apoptotische Prozesse unterstiit-
zen. Daneben beschrieben POLYAK et al. (1997) die Caspase-3 als direktes Target-Gen des Tumor-
Suppressor-Proteins, wohingegen die Caspase-8 ein direkter transkriptionsunabhéngiger ’downstream’
Effektor von p53 zu sein scheint (DING et al., 2000b). Eine weitere direkte Caspasen-Aktivierung
durch p53 wird durch die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus dem Mitochondrium, wie z. B.
Cytochrom ¢ und Smac/DIABLO vermittelt. Die Freisetzung mitochondrialer Apoptose-Faktoren wird
durch das Zusammenspiel pro- und anti-apoptotischer bcl-2 Familien-Mitglieder reguliert, die teil-
weise unter der transkriptionellen Kontrolle von p53 stehen (SCHULER und GREEN, 2001). Auch in
TNF-a-induzierte Apoptose ist p5S3 involviert und TNF-a fiihrt in verschiedenen Zelltypen zur p53-
Akkumulierung (GOTLIEB et al., 1994; DONATO und PEREZ, 1998; ROKHLIN et al., 2000).

3.3 TNF-a-induzierte Apoptose

TNF-o gehort zur Familie der Zytokine und ist entscheidend an physiologischen und pathophysio-
logischen Prozessen beteiligt. Wie bei allen Zytokinen ist auch fiir TNF-a das Ausldsen einer zellu-
laren Antwort an das Vorhandensein eines spezifischen Zellmembranrezeptors gebunden. Die Signal-
"Pathways’ von TNF-a werden iiber zwei unterschiedliche Rezeptoren, den TNF-R1 und TNF-R2
Rezeptor, vermittelt. Nach Aktivierung des Rezeptors wird innerhalb der Zelle eine Kaskade von Re-
aktionen, darunter die Induktion von Apoptose, eingeleitet. Neben der Aktivierung der Caspasen-
Kaskade induziert TNF-a iiber die Aktivierung von Sphingomyelinasen die Produktion von Cera-
miden, die iiber einen mitochondrialen, Rezeptor-unabhingigen *Pathway’ zum apoptotischen Zelltod
fiihren konnen (VON HAEFEN et al., 2002). In vielen Zelltypen 16st TNF-a nicht nur eine apopto-
tische Antwort aus, sondern induziert auch simultan die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB,

der tiber die Expression anti-apoptotischer Gene der Prozessierung des Zelltodes entgegenwirkt

(SMIRNOV et al., 2001).

3.3.1 TNF-a

Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a), urspriinglich beschrieben als Serum-Faktor, der nach bakteriellen
Infekten gebildet wird, verdankt seinen Namen der Fahigkeit, bei Méusen bestimmte Tumoren zu
nekrotisieren (CARSWELL et al., 1975). TNF-a gehort zur Klasse der pro-inflammatorischen Zyto-
kine, die nach Stimulation durch infektiose Erreger vor allem in mononukledren Phagozyten gebildet
werden.

Unter physiologischen Bedingungen wird TNF-a von Makrophagen, T-Lymphozyten und NK-
Zellen sezerniert. Da zytotoxische CD8" T-Lymphozyten wenig bzw. kein TNF-o produzieren,
stammt der von Lymphozyten generierte TNF-a hauptsichlich von CD4" T-Helfer-Zellen. Neben
diesen immunkompetenten Zellen konnen auch Endothelzellen, Astrozyten, glatte Muskelzellen und

Fibroblasten TNF-a produzieren (URBAN et al., 1986; FELDMANN et al., 1996). Auler TNF-a,, der
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hauptsiachlich von Makrophagen sezerniert wird, existiert ein weiteres TNF-Zytokin, TNF-B, das in
erster Linie von mitogen-stimulierten Lymphozyten ausgeschieden wird und auch als Lymphotoxin
bezeichnet wird (AGGARWAL et al., 1984; 1987). TNF-a weist eine extensive genetische Homologie
zu Lymphotoxin auf und ist auch mit dem Lipoprotein-Lipase-hemmenden Cachetin identisch
(BEUTLER et al., 1985).

TNF-a existiert als membrangebundene und 16sliche Form und kann sowohl parakrin als auch
systemisch wirken (Grell et al., 1996). Der 17kD schwere monomere TNF-o wird als TyplI-trans-
membranes Protein mit intrazellulirem N- und extrazellulirem C-Terminus synthetisiert. Die Proteo-
lyse der transmembranen Form flihrt zu 16slichem TNF-a-Ligand, der andere biologische Aktivitét
aufweist, als die membrangebundene Vorlduferform (GERSPACH et al., 2000). Sowohl l6slicher und
membrangebundener TNF-a liegen als Homotrimere vor und kénnen beide den TNF-R1 und den
TNF-R2 Rezeptor binden (TANG et al., 1996).

Durch die Aktivierung unterschiedlicher immunmodulatorischer Gene ist TNF-a an der zellu-
laren Antwort auf Zellschaden, Entziindungen, nekrotischen bzw. apoptotischen Zelltod sowie Wachs-
tum und ’Survial’ beteiligt (FIERS et al., 1995; MAY und GHOSH, 1998; DARNAY und AGGAR-
WAL, 1999). Die Antwort auf TNF-a ist nicht uniform und abhingig vom Zelltyp, vom Status der
zelluldren Aktivierung und der lokalen Konzentration des Zytokins. So kann TNF-a beispielsweise
unter bestimmten Bedingungen Zell-’Survival’ und pro-inflammatorische Genexpression bewirken,
wihrend in Gegenwart von Transkriptionsfaktor-Inhibitoren im gleichen System Apoptose und Zelltod
ausgelost wird. Diese Kontext-Abhédngigkeit der TNF-a-Wirkung ist sowohl fiir in vivo als auch in
vitro Systeme beschrieben (LEWIS et al., 1987; RATH und AGGARWAL, 1999; HENRIKSEN und
NEWBY, 2003). TNF-a fiihrt zur Aktivierung einer Reihe von Transkriptionsfaktoren (BRUCCO-
LERI et al., 1997; DIEHL et al., 1994; DIEHL und RAI, 1996), wie z. B. STAT-3, c-jun, c-fos, AP-1
(Cactivating protein’-1) und NFxB (’nuclear factor’ kB). Schon allein iiber die Aktivierung von NFxB,
der fiir die Regulierung einer Reihe von Genen verantwortlich ist (MAY und GHOSH, 1998), zeigt
TNF-a ein breites Spektrum biologischer Aktivititen.

In vitro verursacht TNF-o die Zytolyse oder Zytostase vieler Tumorzelllinien. Uber direkte
chemotaktische Eigenschaften gibt es unterschiedliche Meinungen, jedoch gilt die stimulierende Wir-
kung auf die Migration neutrophiler Granulozyten als gesichert. In Makrophagen stimuliert TNF-a die
Phagozytosefdhigkeit und die Synthese von Superoxid-Dismutase, sowie die Expression der HLA-
Antigene der Klasse 1 und 2. Differenzierungsantigene auf den Zellmembranen aller Leukozyten wer-
den durch TNF-a-Einwirkung verstirkt ausgebildet. Ebenfalls stimulierend wirkt TNF-a auf die Pro-
duktion von Interleukin 1 (IL-1), koloniestimulierender—Faktoren, y-Interferon (y-IFN) sowie auf den
Arachidonsiurestoffwechsel und die Biosynthese von Kollagen in Endothel- und Synovialzellen

(NACY etal., 1991; BONAVIDA, 1991; BROUCKAERT et al., 1993).
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Obwohl TNF-a fiir die normale Immunantwort notwendig ist, fiihrt eine Uberexpression zu pa-
thogenen Effekten. So ist TNF-a Hauptmediator fiir die bei Tumor- und AIDS-Patienten beobachteten
Kachexie und mitverantwortlich fiir die Toxizitdt bei gramnegativer Sepsis.

Daneben kann TNF-a auch zur Behandlung verschiedener Krankheitsbilder eingesetzt werden.
Zahlreiche Studien weisen einen direkten zytostatischen und zytotoxischen Effekt auf Lymphknoten-
metastasen von Mausen, sowie zahlreiche immunmodulatorische Effekte auf verschiedenste Immunef-
fektorzellen, einschlieBlich neutrophile Granulozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten nach
(BEUTLER, 1999). Versuche zur klinischen Anwendung in der Behandlung von Tumoren zeigen die
bislang besten Therapieergebnisse in der kombinierten Applikation von TNF-a und zytotoxischen
oder immunmodulatorischen Faktoren, speziell y-INF und méglicherweise IL-2 (GNANT et al., 2000).
Vielversprechend erscheint die Anwendung von TNF-a-Inhibitoren bei rheumatoider Arthritis sowie
bei entziindlichen Darmerkrankungen (DINARELLO, 2000). Ein Fall von schwerem therapieresisten-
ten Morbus Chron wurde beispielsweise mit monoklonalen Antikorpern gegen TNF-a behandelt und
fiihrte zu einer Vollremission fiir einen Zeitraum von drei Monaten (DERKX et al., 1993).

Unter den 17 Mitgliedern der TNF-Ligandenfamilie ist TNF-o. wahrscheinlich der potenteste
Apoptose-Induktor. Die TNF-a-induzierte Apoptose wird vornehmlich iiber die Aktivierung des TNF-
R1-Rezeptors prozessiert. Die Aktivierung von NFikB-abhéngigen Genen reguliert das *Survival’ und
die Proliferation, wihrend die Aktivierung von Caspasen den apoptotischen Zelltod induziert (RATH
und AGGARWAL, 1999). Daneben spielen auch rezeptorunabhingige Mechanismen, wie die Ver-
mittlung iiber reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Ceramide, Phospholipasen und Serin-Proteasen eine

Rolle bei der Induktion TNF-a-abhéngiger Apoptose (RATH und AGGARWAL, 1999).

3.3.2 TNF-Rezeptoren TNF-R1/TNF-R2

Die Wirkung von TNF-a wird vorrangig durch seine zwei Transmembran-Rezeptoren TNF-R1 (p55)
und TNF-R2 (p75) vermittelt (TARTAGLIA und GOEDDEL, 1992; VANDENABEELE et al., 1995a
und 1995b; DARNAY et al., 1999; LOCKSLEY et al., 2001). Je nach Gewebetyp und zelluldrem Sig-
nalkontext leiten die beiden Rezeptoren unterschiedliche Signale weiter (LIU et al., 1996b).

Der TNF-R1 Rezeptor gehort zur Gruppe der Todesrezeptoren, die durch die intrazellulére
’death domain’ charakterisiert sind, welche fiir die apoptotische Signal-Transduktion entscheidend ist
(YUAN, 1997; SARTORIUS et al., 2001). Die Bindung von trimerem TNF-a an den Rezeptor indu-
ziert dessen Trimerisierung und die Aktivierung einiger Signalproteine im zytoplasmatischen Ab-
schnitt des Rezeptors (WALLACH et al., 1997). Da die TNF-Rezeptoren keine intrinsischen katalyti-
schen Figenschaften besitzen, bendtigen sie zytoplasmatische Adaptermolekiile, um ihre Funktionen
zu vermitteln. Die Adaptermolekiile, die an die intrazelluldre Todesdoméne des TNF-R1 Rezeptors
binden, sind in der Lage, Apoptose zu induzieren oder aber auch ’Signal-Pathways’ zur Induktion von
Zellproliferation, anti-apoptotischer Mechanismen bzw. inflammatorischer *Response’ zu prozessie-

ren. Das erste im TNF-R1-"Pathway’ angelagerte Protein ist TRADD ("TNF-R1-associated death do-
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main protein’), das als Plattform fiir die Mediatoren TRAF2 ("TNF-receptor associated factor 2”), RIP
(’receptor-interacting protein’) und FADD (’Fas-associated death domain protein’) fungiert (TA-
KEUCHI et al., 1996). TNF-R1 aktiviert iiber TRAF2 und RIP die Transkriptionsfaktoren NFxB und
JNK (’jun N-terminus kinase’ und initiiert iiber Rekrutierung von FADD und TRADD die Aktivierung
der Caspasen-Kaskade (HSU et al., 1996; KAYE et al., 1996; WALLACH et al., 1997; BAUD und
KARIN, 2001). Die Rekrutierung von TRAF2 und RIP fiihrt iiber NFkB-Aktivierung zur Induktion
von ’Survival’ und Proliferationssignalen (KAYE et al., 1996). Neuere Untersuchungen zeigen, dass
bei TNF-R1-Rezeptor-vermittelter Apoptose weder FADD noch Caspase-8 in den Rezeptor-Komplex
rekrutiert werden und die Aktivierung der Caspase-8 nicht im DISC stattfindet. Es wird vermutet, dass
der Rezeptor nach erfolgter Ligandenbindung internalisiert, das gebundene TRADD abdissoziiert und
die Caspase-8 Aktivierung iiber die Interaktion mit TRADD/FADD rezeptorunabhingig stattfindet
(HARPER et al., 2003).

Der TNF-R1 Rezeptor ist konstitutiv, mit Ausnahme von Erythrozyten, nahezu in fast allen Zel-
len bzw. Geweben exprimiert und reprasentiert den Hauptmediator der zelluliren TNF-Antwort (GER-
SPACH et al., 2000). Die zumindest geringfiigige TNF-o-Responsibilitdt der meisten Zelltypen tragt
mit zur Erkldrung des breiten Wirkungsspektrums des Zytokins bei (SCHULZE-OSTHOFF et al.,
1998). Der TNF-R2 Rezeptor weist hingegen eine mehr restringierte Expression auf und zéhlt auf-
grund der fehlenden ’death domain’ zu den Nicht-Todesrezeptoren bzw. TRAF-bindenden Rezeptoren
(LOCKSLEY etal., 2001).

Der TNF-R2 Rezeptor wird als ’Survival’-Rezeptor angesprochen, da durch die Rekrutierung
von Mitgliedern der TRAF Familie und anderer Adaptermolekiile die Aktivierung der Trans-
kriptionsfaktoren NFxB und JNK, die ihrerseits die Transkription von AP-1 vermitteln, erfolgen kann.
Durch Aktivierung der Transkriptionsfaktoren kann die Expression von Zellwachstumsgenen (ARCH
et al.,, 1998) und die Expression anti-apoptotischer Proteine, die die Zelle resistent fiir TNF-R1-
Stimulierung macht (ASHKENAZI und DIXIT, 1998), induziert werden. Aber auch der TNF-R2-
Rezeptor, der nur durch membrangebundenes TNF-a voll aktiviert wird, kann Apoptose induzieren
(HARIDAS et al., 1998), indem er iiber NFxB-abhéngige endogene TNF-a-Produktion die TNF-a-
Antwort in Kooperation mit dem TNF-R1-Rezeptor moduliert (GRELL et al., 1995).

3.3.3 Transkriptionsfaktor NFkB

NF«B ist ein Sammelbegriff fiir dimere Transkriptionsfaktoren, die den DNA-bindenden Proteinen der
Rel-Familie angehoren und alle ein gemeinsames Sequenzmotiv erkennen (KARIN und BEN NERI-
AH, 2000). Bei Sdugen sind bislang 5 Rel Proteine identifiziert (GHOSH et al., 1998): NFxB1 (p50
und sein Vorlaufer p105), NFkB2 (p52 und sein Vorldufer p100), RelA (p65), RelB und c-Rel. Erst-
mals beschrieben wurde NFkB von SEN und BALTIMORE (1986a,b) als nukledrer Faktor in B-
Zellen, der an den ’Enhancer’ der leichten k-Kette des Immunglobulins bindet. In seiner DNA-

bindenden Form bildet NFkB Hetero-Dimere, deren Monomere der NFxB/Rel-Familie entstammen



EINLEITUNG 23

(SCHMITZ et al., 2001). Der erste beschriebene NFkB-Komplex war ein Hetero-Dimer der p50 und
p65 Proteine (GRILLI et al., 1993).

Die Familie der NFxB Transkriptionsfaktoren spielt eine entscheidende Rolle fiir das Immun-
system (WALLACH et al., 1999; 2002). Mehr als 60 separate pro-inflammatorische Gene, die an der
Kontrolle der Zelladhésion, der Apoptose, des Redox-Metabolismus und der Produktion von Media-
toren beteiligt sind, werden liber NF«B reguliert (BAEUERLE, 1998). Mit TNF-a, Interleukin 1, I-
CAM-1, induzierbare NO-Synthase (iNOS) und Interleukin 6 seien nur einige der wichtigsten NF«B-
Target-Gene genannt.

In den meisten Zellen ist NFkB, in inaktiver Form an inhibitorische Proteine der IxB Familie
gebunden, zytoplasmatisch lokalisiert (THANOS und MANIATIS, 1995; VERMA et al., 1995;
BAEUERLE und BALTIMORE, 1996). Diese inaktiven Komplexe konnen iiber TNF/Fas-Rezeptoren
aktiviert werden. Die Aktivierung von NFkB iiber den TNF-a-induzierten *Pathway’ erfolgt liber die
Rekrutierung von TRAF1, TRAF2 und RIP an TNF-R1 gebundenes TRADD (CARPENTIER et al.,
1998; WALLACH et al., 2002). Die Rezeptor-initiierten Signale fiihren zunéchst zur Aktivierung von
IxB-Kinase (IKK), die {iber Phosphorylierung des NF«kB-Inhibitors IkB dessen Ubiquitinierung und
proteolytische Degradierung bewirkt (REGNIER et al., 1997). Nach Translokation des Rel/NFkB
Heterodimers in den Kern, nimmt NFkB die transkriptionelle Aktivierung seiner anti-apoptotischen
Target-Gene TRAF1, TRAF2, cIAP-1, cIAP-2, A20 und bcl-2 auf (BALDWIN, 1996; VERMA und
STEVENSON, 1997, CARPENTIER et al., 1998; SIMEONIDIS et al., 1999; CARPENTIER und
BEYAERT 1999; BEYAERT et al., 2000; WALLACH et al., 2002).

Physiologisch ungiinstige Einfliisse setzen die Zelle unter Stress. Stress induziert zelluldre GegenmaB3-
nahmen und fiihrt bei erfolgloser Stressantwort zum Zelltod. Zellstress kann durch extrazelluldre Sti-
muli, wie zytoxische Substanzen, UV-Strahlung, gentoxische Agenzien, ungiinstige Temperatur-
einwirkung, Mangel an Wachstumsfaktoren oder Hypoxie sowie durch endogene Stressoren, wie die
Storung der mitochondrialen Elektronentransportkette, Ungleichgewichte der pH-, Elektrolyt- und
Osmolyt-Homdostase, Zytokineinwirkung oder DNA-Schaden induziert sein.

Die Stressoren bewirken Denaturierungs-, Fehlfaltungs- und Aggregationsprozesse von Pro-
teinen, Schidigungen der nukledren bzw. mitochondrialen DNA und die Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS), die die Zelle zuséitzlich oxidativem Stress aussetzen. Die priméren auf Stress rea-
gierenden Zellkompartimente sind der Zellkern, das Mitochondrium und das endoplasmatische Reti-
kulum (ER). Neben der essentiellen Funktion fiir die Lipidsynthese und der Ca®"-Speicherung, ist das
ER fiir die korrekte Faltung und Reifung neusynthetisierter membrangebundener und sekretorischer
Proteine verantwortlich (SZEGEZDI et al., 2003; SHEN et al., 2004).

Eine unter Stress gesetzte Zelle reagiert durch Induktion von Stressmediatoren bzw. physiologi-
scher Instrumente der Stressbeantwortung, mit Gegenmafinahmen, der sogenannten zelluldren Stress-

antwort. Dazu gehdren u. a. die "unfolded protein response’ (UPR) des ER, die die transkriptionelle
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Expression von ER-Chaperonen und ’folding” Enzymen koordiniert, die ’ER-associated degradation’
(ERAD) zur Eliminierung von fehlgefalteten Proteinen, die Induktion bzw. Aktivierung von Enzymen
und Schutzproteinen, die Arretierung des Zellzyklus, die Einleitung von DNA-Reparatur-Mechanis-
men und die Induktion der Genexpression. Neben Enzymen und Transkriptionsfaktoren sind auch
nukledre Phosphoproteine, *second messenger’ (Elektrolyte, ROS, NO-Metabolite) und O,-Sensoren
in die Modulation der Stressantwort involviert. (ALBERTS et al., 1990; HERRLICH und RAHMS-
DORF, 1994; SHEN et al., 2004; MA und HENDERSHOT, 2004; KADOWAKI et al., 2004).

Ein bei fast allen Zellen aufzufindender Mechanismus ist die sogenannte Hitzeschock-Reaktion.
Als Antwort auf Stress reagieren die meisten Zellen mit der Expression genetisch hochkonservierter
’Heatshock’ Proteine, wie z. B. HO-1 und HSP70. HO-1, auch als Heatshock’ Protein 32 (HSP32)
benannt, ist die induzierbare Isoform der Him-Oxygenase-1, die unter physiologischen Bedingungen
zusammen mit der konstitutiven Isoform HO-2 den ersten und reaktionsgeschwindigkeitsbestim-
menden Schritt der Him-Degradierung katalysiert. HO-1 wird unter Stressbedingungen hochreguliert,
wirkt anti-oxidativ und schiitzt die Zelle bei Bildung von ROS vor oxidativem Stress (TAKETANI et
al, 1989). Das induzierbare ’Major Heatshock’ Protein HSP70 wirkt als molekulares Chaperon, um
Proteinfehlfaltungen und DNA-Schéden zu verhindern, und ist daher bei Induktion von zelluldrem
Stress wiahrend der frithen Synthesephase des Zellzyklus hochreguliert (SCHLESINGER, 1990). Die
Stress-induzierte Synthese von HSP70 ist transkriptionell {iber die Aktivierung von ’Heatshock’
Transkriptionsfaktoren (HSF) reguliert. Als potenter Apoptose-Inhibitor bindet HSP70 verschiedene
Komponenten des mitochondrialen *Pathways’ und schiitzt die Zelle vor oxidativem Stress und apop-
totischem Zellschaden (GARRIDO et al., 2001).

Neben den ’Heatshock’-Proteinen existieren weitere durch Stress-induzierbare Proteine. HIF-1
(Hypoxia-inducible factor 1) ist ein Schliisselregulator fiir die zelluldre Antwort auf Sauerstoffmangel.
Der heterodimere Transkriptionsfaktor beinhaltet die induzierbare HIF-1a Untereinheit und die kon-
stitutiv exprimierte HIF-1 Untereinheit. Obwohl HIF-1 hauptsidchlich durch den vorherrschenden
Sauerstoffpartialdruck iiber die Sauerstoff-abhéngige Degradierung seiner o Untereinheit reguliert ist,
unterliegt HIF-1 daneben einer Modulation durch Zytokine, Hormone und genetische Verdnderungen,
so dass HIF-1a auch unter normoxischen Bedingungen induzierbar ist (STROKA et al., 2001). Unter
hypoxischen Bedingungen reguliert HIF-1a die Transkription vieler Genprodukte, die die Sauerstoft-
homdostase verbessern und in die Angiogenese, die Erythropoese, die Glykolyse und den Eisenmeta-
bolismus involviert sind. Uber Interaktion mit p53 und ROS ist HIF-1o dariiber hinaus an apopto-
tischen Prozessen beteiligt (BRUNE et al., 2001; SWINSON et al., 2004). Die induzierbare NO-Syn-
thase (iNOS) katalysiert die Generierung von NO aus L-Arginin und wird unter Einfluss von Zyto-
kinen exprimiert (FEINSTEIN et al., 1994). Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wichtiges physiologisches
Messenger- und Effektor-Molekiil in vielen biologischen Systemen. Neben iNOS sind die konsti-

tutiven Isoformen nNOS und eNOS fiir die Produktion von Stickstoffmonoxid verantwortlich. NO-
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kann durch Nitrosylierung von Thiolgruppen die Funktion von Proteinen modifizieren und ist an der
Regulierung von Apoptose mitbeteiligt (MANNICK et al., 1997).

Der Redox-Status spielt eine wichtige Rolle fiir das ’Survival’ der Zelle und oxidativer Stress
stellt eine potentielle Bedrohung fiir die meisten Pro- und Eukaryonten dar. Die Vermittlung des oxi-
dativen Stresses erfolgt iiber reaktive Sauerstoffspezies, die der chemischen Stoffgruppe der freien
Radikale angehoren. Freie Radikale sind charakterisiert durch ungepaarte Elektronen, die fiir den du-
Berst reaktiven Charakter dieser Molekiile verantwortlich sind. Zu den ROS gehdren verschiedene
oxidative Spezies, wie z. B. das Superoxid-Anion (O,7), das weitere ROS generiert, wie beispielsweise
das relativ langlebige Wasserstoffperoxid (H,0,), Singlet-Sauerstoff (Oo('AG)) sowie das sehr kurzle-
bige und hochreaktive Hydroxyl-Radikal (OH’). In Reaktion mit Stickstoffmonoxid (NO'), das selbst
aufgrund seines freien Elektrons schon als Radikal wirkt, kann das sehr reaktive Peroxynitrit (ONOO")
entstehen.

ROS werden nach Stress-Stimulierung induziert und sind an der Induktion und Verstirkung von
apoptotischen Prozessen beteiligt. Der priméire Bildungsort der ROS ist die mitochondriale Atmungs-
kette, in der bei der Reduktion des terminalen Elektronenakzeptors O, zu H,O freie Radikale generiert
werden kdnnen. ROS werden demnach sténdig iiber Elektronentransfer-Reaktionen gebildet und auch
unter physiologischen Bedingungen findet eine homdostatische Basis-ROS-Produktion statt, die sich
auf 1-2% des totalen O,-Verbrauchs belduft (BOVERIS und CHANCE, 1973).

Aufgrund ihrer Reaktivitét fiihren ROS zu einer oxidativen Modifikation zelluldrer Bestandteile
wie Proteine, Nukleinsduren, und Lipide. In der Folge kann es zu Stérungen der zelluldren Funktion
durch Proteolyse oder Akkumulierung von Proteinen, Mutationen nukledrer und mitochondrialer DNA
und Schidigungen der zelluliren Membranen kommen (FREEMAN und CRAPO, 1982; KROEMER
et al., 1995). Sauerstoffradikale reagieren beispielsweise mit Strukturen des Chromatins, zum einen
mit DNA direkt, was zur Oxidation von Nukleobasen und DNA-Strangbriichen fiihrt, zum andern mit
den die DNA zu Nukleosomen organisierenden Histonen, die die DNA vor oxidativen Schidden schiit-
zen (FREEMAN und CRAPO, 1982). Auch die mitochondriale DNA kann unter Einwirkung oxidati-
ven Stresses Mutationen unterliegen, die wiederum durch Stérung der oxidativen Phosphorylierung in
einer vermehrten ROS-Generierung resultieren. Daneben beeinflussen ROS die Ausbildung intra- und
intermolekularer Disulfidbriicken, die fiir die Konformation der sekundédren bzw. tertidren Protein-
struktur und somit fiir die Reifung und Stabilisierung der Proteine verantwortlich sind. Bei Eukaryon-
ten werden Disulfidbriicken im leicht oxidativen Milieu des ER eingefiihrt und die korrekte Paarung
der Cystein-Reste erfordert oft die Katalyse von redox-aktiven Enzymen (ELLGAARD, 2004).

Neben dieser ungerichteten Schidigung zelluldrer Funktionen fiihren ROS auch zur Aktivierung
spezifischer Signalwege und Modulation der Genexpression. Die genetische Stressantwort wird bei-
spielsweise induziert, wenn ein Zell- bzw. DNA-schédigendes Agent auf intakte proliferierende Zellen
trifft (HERRLICH und RAHMSDOREF, 1994). Auf nukleédrer Ebene fiihrt zelluldrer Stress zu Anpas-

sungsvorgangen, die neben der spezifischen Genaktivierung durch eine vermehrte Replikation charak-
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terisiert sind (HERRLICH et al., 1992, HERRLICH und RAHMSDOREF, 1994). Die Aktivierung der
spezifischen Signalkaskaden und das Ausmal der Schiadigung zelluldrer Makromolekiile regulieren im
Folgenden die Stressantwort.

Unter physiologischen Bedingungen werden ROS in der reduzierenden Umgebung der Mito-
chondrien neutralisiert. Zum Schutz vor der toxischen Wirkung der ROS hat sich im Laufe der Evolu-
tion ein komplexes enzymatisches und nicht-enzymatisches anti-oxidatives System entwickelt. Haupt-
Redox-Puffer der Zelle ist reduziertes Glutathion (GSH) und es wurde gezeigt, dass die Inhibition von
GSH zu einer dramatischen ROS-Akkumulierung fiihrt (ZIMMERMAN et al., 1989; GOOSSENS et
al., 1995). Neben den mitochondrialen Glutathion-Peroxidasen und Glutathion-Reduktasen, denen
GSH als Co-Enzym dient, wird dem mitochondrialen Matrixprotein Mn-Superoxid-Dismutase
(MnSOD) eine entscheidende Schutzwirkung zugesprochen (JONES et al., 1997). Auch im Nukleus
findet sich ein ATP-abhingiges GSH Sequestrationssystem, das den Redoxstatus von SH-Proteinen
und die strukturelle Organisation des Chromatins moduliert (VAIRETTI et al., 2001).

ROS induzieren zum einen zellulire Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress, konnen aber
auch apoptotischen Zelltod auslosen. Wenn der zelluldre Stress nicht durch die initiierten Stressant-
worten abgeschwicht werden kann, fiihrt die Induktion des intrinsischen *Pathways’ zu endogen indu-
zierter Apoptose. Dabei kdnnen ROS die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium mit
nachfolgender Aktivierung der Caspasen-Kaskade verursachen (HIGUCHI et al., 1997; 1998) und sie
gelten auch als Schliisselmediatoren der kélteinduzierten Apoptose (RAUEN et al., 1999; 2000).

3.5 Proliferation
Wie die Apoptose ist auch die Proliferation und der Zellzyklus eukaryonter Zellen ein phylogenetisch
hoch konservierter Mechanismus. Obwohl beide Prozesse sich entgegenwirken, gibt es auf morpholo-
gischer und molekularer Ebene Indizien zugrundeliegender Verbindungen und es wird vermutet, dass
eine erfolgreiche Proliferation die aktive Unterdriickung des apoptotischen Programms erfordert und
beide Prozesse iiber Wachstumsfaktoren und Zytokine reguliert sind (EVAN et al., 1995; EVAN und
LITTLEWOOD, 1998; YU et al., 2000; BAISCH, 2001). Umgekehrt gibt es Anhalt dafiir, dass apop-
totischer Zelltod aus dem Zusammenbruch der Zellzyklus-Maschinerie resultiert (MURRAY, 1993).
Die Zellproliferation ist einer der fundamentalsten biologischen Prozesse. Durch mitotische
Zellteilungen entstehen aus der befruchteten Oozyte die Gewebe eines Organismus, welche sich wie-
derum mittels Mitosen regenerieren. Zellteilung erfolgt im embryonalen, fetalen, neonatalen, juvenilen
und maturen Stadium. Im adulten Lebewesen sind die Gewebezellen in ihrem weiteren Proliferations-
verhalten unterschiedlich determiniert (IATROPOULOS und WILLIAMS, 1996). Moduliert wird die
Proliferation durch das Zusammenspiel der Zellzyklusprogression, der DNA-Reparaturmechanismen

und interferierender apoptotischer Prozesse.
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3.5.1 Zellzyklusprogression

Die mitotische Zellteilung verlduft {iber eine zyklische Abfolge verschiedener Phasen: Die G1-Phase
(’gap’), die die eigentliche Wachstumsphase der Zelle darstellt, die S-Phase, in der die DNA-Synthese
bis zur vollstindigen Replikation des doppelten Chromosomensatzes stattfindet, die G2-Phase, die
zwischen DNA-Synthese und Zellteilung liegt und zur DNA-Reparatur genutzt wird sowie die M-
Phase, in der die mitotische Kernteilung und die abschlieBende Teilung der Zelle in zwei Tochter-
zellen mittels Zytokinese erfolgt. Die Interphase, die im Normalfall mindestens 90% des Zellzyklus
ausmacht, besteht aus den aufeinanderfolgenden Phasen G1, S und G2 und steht der Mitose-Phase, in
der die eigentliche Zellteilung stattfindet und die sich iiber morphologische Merkmale in Pro-, Meta-,
Ana- und Telophase sowie Zytokinese-Phase differenzieren lésst, gegeniiber. Nach erfolgter M-Phase
beginnt fiir die Tochterzellen die Interphase des neuen Zellzyklus (ALBERTS et al., 1990).

Die Gesamtdauer des Zellzyklus ist zellspezifisch und variiert in Abhdngigkeit vom Prolifera-
tionsgrad zwischen wenigen Stunden und mehreren Tagen. Die grof3e zeitliche Variation ergibt sich in
erster Linie aus der variablen Dauer der G1-Phase (ALISON, 1995), die z. B. in exponentiell wachsen-
den Geweben sehr verkiirzt ist und die zudem durch den Ubergang in die GO-Phase, in der die Zelle
nicht proliferiert, verlangert werden kann. Die iibrigen Zellzyklusphasen sind in ihrer Dauer weniger
variabel. Die S-Phase dauert i. d. R. 6 bis 8 Stunden, die G2-Phase 1 bis 4 Stunden und die Mitose-
Phase 1 bis 2 Stunden (ALISON, 1995). In der frithen G1-Phase findet, neben RNA-Synthese, Protein-
biosynthese und Aufbau des Zytoskeletts, die Generierung von Cyclinen und DNA-Polymerasen statt,
die die Zellzyklusprogression steuern (PARDEE, 1989).

Der Zellzyklus weist komplexe regulative Mechanismen tiber Kontrollpunkte (’Checkpoints’)
auf, die durch Interaktionen zwischen Cyclinen, Cyclin-abhidngigen Kinasen (’Cyclin-dependent Kina-
ses’, CDK’s) und dem Phosphorylierungsgrad des Retinoblastoma-Proteins (Rb) koordiniert werden
(MALUMBRES et al., 2000). Die Zellzyklusprogression ist abhéngig von einem biochemischen Pro-
zess, in dem die Cycline aufeinanderfolgend verschiedene Cyclin-abhéngige Kinasen binden und akti-
vieren. Die aktivierten Cyclin-CDK-Komplexe regulieren die Aktivitdt ihrer Target-Molekiile durch
Phosphorylierungsreaktionen (BORRIELLO et al., 2002). Der Eintritt in den Zellzyklus und die Pro-
gression in der G1-Phase wird durch die Expression von D-Typ-Cyclinen gesteuert. Cyclin E wird erst
in der spiten G1-Phase akkumuliert und seine Expression gipfelt beim Ubergang in die Synthese-
Phase, um im weiteren Verlauf wieder abzusinken (REED, 1997b). Die Zellzyklusprogression ist wei-
terhin abhéngig von MPF (*mitosis-promoting factor’), einem Komplex aus Cyclin B und Cdc2 Kina-
se (p34 cdkl), dessen Aktivierung chronologisch iiber die vier Zellzyklus-Phasen verlduft. MPF
phosphoryliert verschiedene Substrate einschlieBlich Lamine, Histone und MAP’s, die die Spindel-
bildung, den Abbau der Kernmembran und die Chromosomenkondensation induzieren (ERENPREI-
SA und CRAGG, 2001).

Die geordnete Progression des Zellzyklus durch die sequentielle Aktivierung der CDK’s ge-
wihrleistet die Passage der Restriktionspunkte (PARDEE, 1989; MURRAY, 1994). Neben dem
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G2/M-’Checkpoint’ ist insbesondere der G1-’Checkpoint’ am G1/S Phasen-Ubergang das wichtigste
Target der Zellzyklusregulation. Inzwischen sind noch weitere ’Checkpoints’, wie z. B. der S/M-
"Checkpoint’ (RHIND und RUSSELL, 1998), der Telophase-’Checkpoint’ (PRICE, 1999), der
Centrosom-Duplikations-’Checkpoint’ (WINEY, 1996) sowie der Spindel- und Post-Spindel-
’Checkpoint’ (AMON, 1999; LANNI und JACKS, 1998) bekannt und die meisten von ihnen stehen

unter Kontrolle von p53.

3.5.2 DNA-Reparatur

’Checkpoint’-Mechanismen spielen eine wichtige Rolle zur Erhaltung der genetischen Integritit, denn
fehlende ’*Checkpoints’ fiihren zur Induktion genomischer Instabilitit und zur Anderung des Ploidie-
grades wihrend der Zellteilung. *Checkpoints’ erlauben DNA-"Damage’-Sensorproteinen den DNA-
Schaden zu detektieren und entsprechende Signaltransduktionskaskaden zu initiieren, die typischer-
weise zur p53-Aktivierung und Inaktivierung Cyclin-abhéngiger Kinasen fithren, um die Zellzyklus-
Progression zu inhibieren (SANCAR et al., 2004). Uber die Aktivierung solcher *Checkpoints’ werden
Mechanismen zur Reparatur falsch replizierter DNA bzw. gentoxisch-induzierter geschédigter DNA
eingeleitet, die die Integritdt des Genoms wiederherstellen. DNA-Reparaturmechanismen beinhalten
neben dem direkten *Repair’, das Basen-’Exzisionsrepair’, Doppelstrangbruch-’Repair’ sowie *Cross-
link-Repair’. Fast alle Reparaturmechanismen machen sich die Tatsache zunutze, dass die genetische
Information in zwei Kopien, ndmlich eine auf jedem Strang der Doppelhelix, vorliegt. Der veranderte
Abschnitt in dem beschédigten Strang wird nach Erkennung von DNA-Reparatur-Nukleasen entfernt.
Der resultierende einzelstrangige Abschnitt wird von DNA-Polymerasen iiber die Information im in-
takten Strang, die als Matrize dient, wieder aufgefiillt. Der Einzelstrangbruch, den die DNA-Poly-
merase nach dem Auffiillen der Liicke hinterldsst, wird von der DNA-Ligase geschlossen und die ge-
netische Integritdt wiederhergestellt (ALBERTS et al., 1990).

DNA-’Damage’ induziert, neben der Aktivierung der DNA-"Damage-Checkpoints’ und der Be-
seitigung des Schadens durch Wiederherstellung der Kontinuitdt der DNA-Duplex, die transkrip-
tionelle Antwort zur Unterstiitzung der Zelle und die Auslosung von Apoptose zur Eliminierung zu
stark geschédigter Zellen. Als ,,Wachter des Genoms* (LANE, 1992) moduliert p53, neben der Induk-
tion von Apoptose, die transkriptionelle Regulation der Zellantwort auf DNA-Schiddigungen und die
Reparatur geschadigter Gene (CHO et al., 1994).

3.5.3 p53 - Vermittler zwischen Proliferation und Apoptose

Ein eingetretener DNA-Schaden induziert iiber p53 einen Zellzyklus-Arrest, um Reparaturprozesse zu
initiieren (KASTAN et al., 1991) oder Apoptose auszulésen (LOWE et al., 1993), und fiihrt dadurch
zur Limitierung der zelluldren Proliferation. Nach CHEN et al. (1996) ist die zelluldre Antwort auf
eine p53 Akkumulierung abhédngig von der p53 Proteinexpression. Niedrige p53 Level fiihren {iber
transkriptionelle Aktivitdt zum Zellzyklus-Arrest, wohingegen eine hohe p53 Konzentration iiber post-

translationale Mechanismen Apoptose bewirkt. p53 kann direkt an DNA binden und DNA-Schéden
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(ss und ds-Strangbriiche) erkennen. Bei reparablem Schaden, gibt die p53-abhéngige Zellzyklusblok-
kierung Gelegenheit zum DNA-"Repair’ (BORRIELLO et al., 2002). Dabei ist auch p53 selbst in Re-
paraturmechanismen involviert; so ist neben der direkten Beteiligung von p53 bei der Basen-Exzi-
sionsreparatur (ZHOU et al., 2001), eine direkte Beziehung von p53 in DNA-Reparatur-Mechanismen
tiber das Ribonukleotid-Reduktase-Gen (p53R2) beschrieben (TANAKA et al., 2000).

p53 spielt eine entscheidende Rolle im G1/S- und im G2/M-Phasen-Arrest und verhindert die
chromosomale Replikation wéhrend des Zellzyklus, wenn ein DNA-Schaden gegenwiértig ist (MER-
CER, 1998). Nach MORGAN und KASTAN (1997) bzw. SCHWARTZ und ROTTER (1998) vermit-
telt p53 bei niedrigem bzw. reparablem DNA-Schaden den Zellzyklus-Arrest an *Checkpoints’, die fiir
DNA-Replikation (G1/S), pradmitotische Chromosomenkondensation (G2) und die Chromosomen-
trennung (Spindel-’Checkpoint’) vorrangig sind. In normalen gesunden ’wild-type’ p53 Zellen wird
der apoptotische Zelltod meist am G1/S-’Checkpoint’ eingeleitet, wihrend in Tumorzellen meist in
einem spéteren Stadium des Zellzyklus (G2/M-’Checkpoint’) der mitotische Zelltod, auch als mitoti-
sche Katastrophe oder verzogerte Apoptose bekannt, initiiert wird (ERENPREISA und CRAGG,
2001).

Uber Induktion der Genexpression des Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitors p21/WAF1/Cipl
fiihrt p53 zum Stillstand am G1-’Checkpoint’ (EL-DEIRY et al., 1993) oder durch Induktion von
Gadd45 (KASTAN et al., 1992; ZHAN et al., 1999), p21 (BUNZ et al., 1998) oder 14-3-3c (HERME-
KING et al., 1997) zur Arretierung am G2/M-"Checkpoint’ und hemmt dadurch den Ubergang in die
Synthese-Phase bzw. in die Mitose-Phase (BURNS und EL-DEIRY, 1999).

Wenn geschidigte Zellen in der G1- oder S-Phase nicht oder nur insuffizient repariert und auch
nicht durch Apoptose eliminiert wurden, wird in der G2-Phase die Entscheidung iiber Leben oder Tod
getroffen. Der Mechanismus, durch den p53 Zellen am G2-’Checkpoint’ blockiert, involviert die si-
multane Inhibition der Cyclin-abhidngigen Kinase Cdc2 durch die drei transkriptionellen p53-Targets
Gadd45, p21 und 14-3-3c. Daneben trigt auch die p53-induzierte Repression des Cdc2 und des Topo-
1somerase II Gens dazu bei, den Eintritt in die Mitose zu blockieren und den G2-Arrest zu verstarken
(TAYLOR und STARK, 2001). Durch Induktion von Gadd45 kann p53 zudem die Einleitung von
DNA-Reparaturmechanismen steuern (KASTAN et al., 1992). Zellen mit exzessiven Chromosomen-
lasionen kénnen den G2/M-’Checkpoint’ nicht passieren und starten aus dem G2-Arrest Endozyklen,
in denen vermehrt endopolyploide Zellen generiert werden. Die endozyklischen Zellen haben eine
weitere Moglichkeit, die geschiadigte DNA zu reparieren. Bei erfolglosem ’Repair’ werden diese Zel-
len durch Detektion {iber den Spindel-’Checkpoint’ dem mitotischen Tod, einer Apoptose aus der Me-

taphase, die zum Mitose-Abbruch fiihrt, zugeleitet (ERENPREISA und CRAGG, 2001).
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3.6 Ziel der Studie

Obwohl klinische Erfahrungen den positiven Effekt der therapeutischen Applikation von Kalte viel-
fach belegen, liegen wissenschaftlich fundierte Grundlagen zum Verstindnis der Mechanismen und
zum Nachweis der Wirksamkeit nur in unzureichendem Ausmal vor und es gibt Hinweise, dass sich
Hypothermie nicht nur protektiv, sondern auch zellschiadigend auswirkt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung von Kélte in vitro mit und ohne Apoptose-Stimu-
lierung auf verschiedene Zelllinien zu untersuchen und gegebenenfalls Regulationsmechanismen zu
erarbeiten. Im Fokus der Untersuchungen stand dabei die Wirkung der Hypothermie auf die Entwick-
lung apoptotischer Prozesse, auf die Entstehung von Zellstress und auf die Modulation der Zellproli-
feration einer TNF-a-sensiblen und einer TNF-a-resistenten Zelllinie. Dabei sollte ein besonderes
Augenmerk auf die Entwicklung morphologischer Apoptose-Merkmale sowie auf die Aktivierung
spezifischer ’Signal-Pathway’-Proteine gelegt werden. Neben der Generierung verschiedener apopto-
tischer Kernstadien, der DNA-Fragmentierung und der PS-Translokation sollte auf Proteinebene die
Aktivierung der Caspasen-Kaskade sowie die Expression der TNF-Rezeptoren evaluiert werden. Zwei
Markerproteine des extrinsischen und intrinsischen *Pathways’ sollten zudem einer Uberpriifung der
transkriptionellen Regulierung unterzogen werden. Des weiteren sollte die Induktion verschiedener
Stressoren sowie die Induktion einer protektiven Stressantwort infolge der Kélteapplikation iiberpriift
werden. Die Einwirkung hypothermer Temperaturen auf die Zellproliferation sollte {iber die Modula-
tion des Metabolismus, der DNA-Synthese, einiger proliferationsassoziierter Proteine und der Zell-

zyklusphasen erfasst werden.

Hierzu wurde auf die folgenden Fragen niher eingegangen:

1. Wirkt sich die Kéltebehandlung protektiv oder zellschddigend auf
ein Apoptose-induziertes System aus?

2. Induziert die Kélteapplikation selbst apoptotische Prozesse?

3. Istder Einfluss auf die Apoptose temperatur- bzw. zeitabhingig?

4. Welchen Einfluss hat die Kéltebehandlung auf die TNF-a-induzierte
Apoptose?
Welche Bedeutung kommt dabei den TNF-Rezeptoren zu?

5. Welche Wirkung hat die Kéltebehandlung auf die Entstehung von
Stress, insbesondere oxidativen Stress?

6. Wie wirkt sich die Kalteapplikation auf die Zellproliferation aus?
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4 MATERIAL UND METHODE

4.1 Zellkultur

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank (Mikroflow
Biological Safety Cabinet, Nunc Intermed, Wiesbaden, BRD) durchgefiihrt. Die 37°C-Temperierung
erfolgte im Cellstar 150 CO,-Inkubator (Nunc Intermed), die 10°C-, 24°C- und 32°C-Inkubationen
wurden in einem temperierbaren CO,-Inkubator der Fa. Rengli (SalvisLab Biocenter BC 150, Wohlen,
Schweiz) vorgenommen. Zur 4°C-Temperierung wurden die Zellen auf Eis bei einer 24°C-Einstellung
im SalvisLab Biocenter inkubiert. Die Abkiihlzeiten der auf Eis exponierten Medien wurden in einem
Vorversuch ermittelt (Abb. 1). Kulturmedium mit den Ausgangstemperaturen a) Kiihlschrank-
temperatur (KT), b) Raumtemperatur (RT) und c¢) Brutschranktemperatur (BT) wurde auf Eis inkubiert
und die Temperaturabnahme iiber die Zeit mit einer LICOX-Sonde (LICOX type K thermocouple
probe, Licox System, GMS, Kiel-Mielkendorf, BRD) evaluiert. Da die kiithlschrankgekiihlten Medien
bereits nach einer 10-miniitigen Eisinkubation eine Abkiihlung des Mediums auf 4°C erreichten, wur-
den Kiihlschrank-dquilibrierte Medien und Zusétze fiir die Versuchsreihen bei 4 und 10°C eingesetzt.

Fiir die Versuchsansitze bei 24, 32 und 37°C wurde mit RT-dquilibrierten Reagienzen gearbeitet.

Abkiihlzeiten der Medien

o
= ——KT
® —a—RT
g BT
£
(]
[t

Zeit [min]

Abb. 1: Abkiihlzeiten der auf Eis exponierten Medien iiber einen Zeitraum von 60min — Kiihlschranktemperatur (KT), Raum-
temperatur (RT), Brutschranktemperatur (BT)

Die Zelllinien wurden bei —180°C in fliissigem Stickstoff in 1,8ml KryogefaBen (Nunc, Roshil-
de, Danemark) kryokonserviert. Zur Kultivierung wurde der Inhalt eines GefdB3es schnell in 37°C tem-
periertem Wasser aufgetaut, die Oberflache des Gefd3es mit 70% Isopropanol desinfiziert und sofort
in ein 50ml Zentrifugenréhrchen (Roth, Karlsruhe, BRD) mit vorgelegtem, RT-dquilibrierten, FCS-
haltigem Kulturmedium (FCS, Foetal Calf Serum, Gold, PAA, Colbe, BRD) iiberfiihrt. Nach zwei
flinfminiitigen Zentrifugationsschritten (Universal 30 F, Hettich, Tuttlingen, BRD) bei 1600U/min

(400xg), wurden die Zellen in Petrischalen (Cellstar, 100/20mm, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
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BRD) ausgesdt und bei 37°C unter einer 5%igen humiden CO,-Atmosphire in den entsprechenden

Medien (Tab. 2) kultiviert.

Zelllinien und Zellen Kulturmedien
WEHI 164 S RPMI 1640 mit 300mg/l L-Glutamin (Sigma)
10% FCS (PAA)

100U/ml Penicillin/0,1mg/ml Streptomycin (PAA)

WEHI 164 R RPMI 1640 mit 300mg/1 L-Glutamin (Sigma)
10% FCS (PAA)
100U/ml Penicillin/0,1mg/ml Streptomycin (PAA)

L929 DMEM mit 300mg/l L-Glutamin (Sigma)
10% FCS (PAA)
100U/ml Penicillin/0,1mg/ml Streptomycin (PAA)

HeLa DMEM mit 300mg/l L-Glutamin (Sigma)
10% FCS (PAA)
100U/ml Penicillin/0,1mg/ml Streptomycin (PAA)

HL-60 RPMI 1640 mit 300mg/1 L-Glutamin (Sigma)
15% FCS (PAA), Na-Pyruvat 110mg/1
100U/ml Penicillin/0,1mg/ml Streptomycin (PAA)

PBL RPMI 1640 mit 300mg/1 L-Glutamin (Sigma)
10% FCS (PAA)
100U/ml Penicillin/0,1mg/ml Streptomycin (PAA)

Tab. 2: Ubersicht iiber die untersuchten Zelllinien bzw. Zellen und die verwendeten Kulturmedien

Der Medienwechsel erfolgte jeden zweiten Tag. Zur Vermehrung wurden die Zellen nach Vorliegen
einer Konfluenz von ca. 70-80% passagiert. Um die Konzentration an enzymhemmenden Ca*"-Ionen
aus dem Medium zu reduzieren, wurden die Zellen einmal mit sterilem PBS (PAA) gespiilt und an-
schlieBend mit einer Trypsin/EDTA-Losung (0,5g/1; 0,2g/1; Virolex; PAA) versetzt. Unter der
Trypsin-Einwirkung, die durch den Zusatz des Ca’'-bindenden Komplexbildners EDTA verstirkt
wird, 16sen sich die Zellen ohne groflen Verlust an Oberflaichenmolekiilen aus den Kulturschalen. Zur
Erhaltung der Integritit extrazelluldrer membrangebundener Rezeptoren fiir durchflusszytometrische
Messungen und Western-Blot-Analysen wurden die Zellen mit dem besonders schonenden Enzym
Accutase (PAA) aus den Kulturgefilen gelost. Nach einer ca. fiinfminiitigen Inkubation bei 37°C
wurde die Enzymwirkung nach mikroskopischer Kontrolle der Zellablosung mit FCS-haltigem Kul-
turmedium neutralisiert und der Zellansatz durch Zentrifugieren (5min, 1600U/min) gewaschen. An-
schlieend wurden die Zellen im Verhéltnis 1:2 ausgediinnt und bis zur nichsten 70- bis 80%igen
Konfluenz kultiviert. Die Zellen wurden i. d. R. in der folgenden zweiten Passage noch einmal 1:4 bis

1:5 ausgediinnt und am zweiten Tag nach Passagierung fiir die Experimente eingesetzt. Suspen-
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sionszellen wurden durch Abzentrifugieren des Zelliiberstandes und Zugabe von frischem Kultur-
medium zum 1:2 reduzierten Zellpellet passagiert. Nicht benotigte Zellen wurden anschliefend durch
Zusatz von 10% DMSO (Sigma, Taufkirchen, BRD) und 50% FCS zum Kulturmedium unter Ver-
wendung einer Einfrierbox (Nalgene Cryo Freezing Container, Fisher Scientific, Niderau, BRD), die
eine langsame Abkiihlung um 1°C/min gewéhrleistet, in einer —80°C-Gefriertruhe iiber Nacht herun-
tertemperiert und danach weiter in fliissigem Stickstoff kryokonserviert.

Zellen, die nach dem Experiment einer immunzytochemischen Féarbung unterzogen wurden,
wurden nicht in Petrischalen, sondern nach der ersten Passage auf autoklavierten runden Deckglidschen
(Durchmessser 12mm; Marienfeld Laboratory Glassware, VWR, Darmstadt, BRD) in 24-Well-Platten
(Nunclon Surface, Nunc) bis zur 70-80%igen Konfluenz kultiviert. Zellen, die auf Glas schlecht adha-
rierten, wurden auf Permanox Chamber Slides (Lab-Tek, Brand Products, Nunc) fiir anschlieende
zytochemische Farbungen ausgesit.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der entsprechenden Zellsuspension mit PBS
verdiinnt und mit 10 Vol% Trypanblau-Losung (Sigma) versetzt. Der Vitalfarbstoff Trypanblau, der
von vitalen Zellen nicht aufgenommen wird und nur bei gestérter Membranintegritit in die Zelle per-
meiert, kann zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen eingesetzt werden. Ausgezédhlt wurden die
Zellen iiber der Fliche der vier Eckquadrate (Imm®) einer Neubauer-Zihlkammer, die aus 16 Klein-
quadraten mit einer Seitenldnge von 0,25mm besteht. Bei einer Kammerhdhe von 0,1mm betrigt das
Volumen {iiber einem Eckquadrat 0,Imm’ bzw. 0,1ul. Die Zellzahl in einem definierten Volumen er-

rechnet sich dann wie folgt:

N/ml = Ngo x 10* x VF N : Gesamtzellzahl
Nro Mittelwert der Zellzahl/Eckquadrat
VF Verdiinnungsfaktor

Die Zellzdhlung wurde mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops (Leica DMIL, Solms, BRD) bei
einer 100x Gesamtvergroflerung (Objektiv Leica C Plan 10x/0.22, PH1, Okkular Leica 10x/18) durch-
gefiihrt. Um den statistischen Fehler moglichst gering zu halten, wurden die Zellsuspensionen so ver-
diinnt, dass die Zellzahl pro Eckquadrat zwischen 30 und 70 lag. Die Lebendzellzahl ergibt sich aus

dem prozentualen Anteil der vitalen Zellen zur Gesamtzellzahl.

4.1.1 Zelllinien und Zellen

WEHI-164 S:

Die Mausfibrosarkomzelllinie WEHI-S (ATCC-Nr. CRL-1751, Cell Lines Service, Eppelheim, BRD)
wurde durch Induktion eines Fibrosarkoms iiber subkutane Injektion von 3-Methylchloanthren in
Balb/c-Méusen generiert (ROLLINGHOFF und WARNER, 1973). Die Zellen zeichnen sich, v. a.
nach Vorbehandlung mit Actinomycin D, als hoch sensitiv fiir TNF-a-induzierte Zytotoxizitit aus
(ESPEVIK und NISSEN-MEYER, 1986). Sie wachsen als Monolayer mit einem fibroblastendhn-
lichen Habitus. Die Zellen wurden mit RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 10% FCS kultiviert.
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WEHI-164 R:

Die Mausfibrosarkomzelllinie WEHI-R (iiberlassen von Dr. Stefan Bauer, Universitit des Saarlandes,
Innere Medizin I, Homburg/Saar), die durch Selektionierung und Klonierung aus TNF-a-sensiblen
WEHI 164 S Zellen generiert wurde und weitgehend TNF-a-resistent ist (AUSTGULEN et al., 1986),

wurde unter identischen Bedingungen wie die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen kultiviert.

L929:

Die Mausbindegewebsfibroblasten 1.929 (DSMZ, Nr. ACC 2, Essen, BRD) wurden aus normalem
subkutanen Areolar- und Fettgewebe einer mannlichen C3H/An Maus gewonnen und sind fiir TNF-a.-
Zytotoxizitdt sensibel (GARABEDIAN und SCOTT, 1967). Die Fibroblasten wachsen in DMEM mit
10% FCS als Monolayer.

HeLa:

Diese Zelllinie wurde 1951 aus den Zellen eines humanen Adeno-Karzinoms der Cervix etabliert: Die
Zellen, bezogen vom DSMZ (Nr. ACC 57), sind TNF-a.- empfindlich (ROSETTE und KARIN, 1996)
und wachsen in DMEM Medium mit 10% FCS als epithelzelldhnlicher Monolayer.

HL-60:

Bei der HL-60 Zelllinie (DSMZ, Nr. ACC 3) handelt es sich um Zellen eines humanen myeloiden
Lymphoms, die 1976 aus dem peripheren Blut einer 35-jdhrigen Frau mit akuter myeloider Leukdmie
gewonnen wurden (BIRNIE, 1988). Die Zellen konnen mit Camptothecin Apoptose-stimuliert werden
und wachsen in RPMI 1640 Medium mit 15% FCS und 110mg/l Na-Pyruvat als runde solitire Einzel-

zellen in Suspension.

PBL:

Zur Isolierung humaner Lymphozyten aus peripherem Blut (’peripheral blood lymphocytes’, PBL)
wurde Citrat-Vollblut gesunder Spender verwendet. Die Isolierung erfolgte nach der Methode von
ROMANI et al. (1994), durch die sich mononukleédre Zellen aus peripherem Blut (PBMC) mit Hilfe
eines Polysucrose-Gradienten (Lympholyte-H; 1,077 g/cm’ Dichte, Cedarlane, Ontario, Kanada) ge-
winnen lassen. 5ml Citratblut wurde mit Ca**/Mg”**-freiem PBS 1:2 verdiinnt und vorsichtig tiber 3ml
Lympholyte-Losung geschichtet. Nach 20-miniitigem Zentrifugieren bei 2300U/min (800xg) konzent-
rierten sich die mononukledren Zellen in der Interphase und konnten mit einer Pasteurpipette abgeern-
tet werden. Zur Abtrennung der in dieser Fraktion noch vorhandenen Monozyten wurden die Zellen
nach zwei Waschschritten in Kulturmedium fiir zwei Stunden bei 37°C/5% CO, kultiviert. Nach U-
berpriifung der Monozytenadhirenz wurde der Uberstand (PBL) in einem neuen KulturgefiB ausgesiit.
Vor Versuchsbeginn wurden die PBL fiir 48 Stunden mit Spug/ml des Mitogens Concanavalin A (Co-
nA, Sigma) stimuliert. Die Abbildung 2 zeigt die kultivierten Zelllinien und Zellen vor Versuchsan-

satz.
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Abb. 2: Kultivierte Zelllinien bzw. Zellen am Tag 2 nach der zweiten Subkultivierung. Die PBL sind am Tag 1 nach Isolie-
rung dargestellt. — Mausfibrosarkom WEHI-S (4), Mausfibrosarkom WEHI-R (B), Mausbindegewebsfibroblasten L929 (C),
humanes Cervix-Adenokarzinom HeLa (D), humanes myeloides Lymphom HL-60 (E), humane periphere Blutlymphozyten
PBL (F), (Vergriferung 300x).

4.1.2 Apoptose-Induktoren

TNF-a:

Die Zelltod-Induktion mit TNF-a ist ein weitverbreitetes etabliertes Apoptose-Induktionsmodell
(ESPEVIK und NISSEN-MEYER, 1986). Rekombinantes murines TNF-a, produziert in E. coli (Ro-
che, Mannheim, BRD), mit der spezifischen Aktivitit von 4x108U/rng, gelost in sterilem PBS mit
0,1% BSA (Sigma) wurde in einer Arbeitskonzentration von 200U/ml (0,5ng/ml) in die Versuche

eingesetzt.

Camptothecin:

Eines der meist untersuchten Apoptose-Modellen ist die Camptothecin-Behandlung der myeloiden
Lymphom-Zelllinie HL-60 (KING et al., 2000). 10mg Camptothecin (CPT, Sigma), ein pflanzliches
Alkaloid, dessen zytotoxisches Potential sich als DNA Topoisomerase I Inhibitor wiahrend der Zell-
zyklus-S-Phase &uBlert (WALL et al., 1966), wurde nach Angaben des Herstellers in 1ml DMSO
(Sigma) geldst. Die resultierende gelbe, milchig-triibe Fliissigkeit wurde bis zur Kldrung der Losung

kurz auf 60°C erwéarmt und kam in einer Arbeitskonzentration von 4ug/ml zum Einsatz.

4.2 Versuchsprotokoll

Die Zellen wurden mit bzw. ohne TNF-a bei 4°C im CO,- Inkubator auf Eis unter 5%iger CO,-Bega-
sung fiir 4 Stunden in Kulturmedium inkubiert. Nach einer anschlieBenden einstiindigen Wiederer-
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warmung bei 37°C/5% CO, wurden die Extrakte fiir die Protein- bzw. RNA-Analysen gewonnen oder
die entsprechenden Proliferations- und Apoptosetests bzw. zytochemischen und immunzytochemi-
schen Methoden direkt im Anschluss an das Experiment durchgefiihrt. Die Kontrollansidtze wurden
entsprechend dem Versuchsprotokoll fiir 5 Stunden bei 37°C unter einer 5%igen CO,-Atmosphére
gehalten. Fur alle Versuche mit WEHI-S, WEHI-R, 1929, HeLa, PBL wurde das nachfolgende An-

satzschema (Tab. 3) eingehalten.

Ansatz Stimulierung Inkubationsbedingungen
TNF/4°C 200U TNF-a/ml 4h 4°C + 1h 37°C Inkubation
TNF/37°C 200U TNF-a/ml 5h 37°C Inkubation
4°C ohne TNF-a. 4h 4°C + 1h 37°C Inkubation
37°C ohne TNF-a 5h 37°C Inkubation

Tab. 3: Ansatzschema des allgemeinen Versuchsprotokolls: Die verschiedenen Versuchgruppen mit und ohne TNF-o-
Stimulierung und die entsprechenden Inkubationsbedingungen

HL-60-Zellen wurden nach gleichem Ansatzschema (Tab. 3) mit 4ug/ml CPT anstelle von TNF-a
Apoptose-induziert. Die Arbeitskonzentration der jeweiligen Apoptose-Induktoren wurde in Vorver-
suchen ausgetestet.

Nur fiir zeitabhdngige Versuchsanordnungen wurde das prinzipielle Versuchsprotokoll erwei-
tert, indem nach der vierstiindigen Kiihlungsphase die 37°C-Inkubation (Wiedererwdrmungsphase) auf
ein Zeitintervall bis zu 20h ausgedehnt wurde. Zur Uberpriifung des Einflusses unterschiedlicher
hypothermer Temperaturen und verldngerter hypothermer Inkubationsintervalle wurden die Zellen bei
32°C, 24°C, 10°C und 4°C iiber einen Zeitraum von 1 bis 24h und einer anschlieenden 4-stiindigen
37°C Inkubation kultiviert. Alle Experimente wurden mit prikonfluenten Kulturen (70-80% Konflu-

enz) am Tag zwei in der ersten bis dritten Passage nach Kultivierung durchgefiihrt.

4.3 Fluoreszenzmikroskopie
Fluoreszierende Molekiile absorbieren Photonen einer bestimmten Anregungswellenldnge. Die bei der
Anregung aufgenommene Energie hebt Elektronen auf ein hoheres nicht stabiles Niveau an. Bei der
Riickkehr der Elektronen in den Grundzustand wird die zuvor aufgenommene Energie in Form ener-
giedrmerer Photonen, dem sogenannten Fluoreszenzlicht, emittiert. Dieses Prinzip macht man sich bei
der Anfarbung zelluldrer Strukturen mit Fluoreszenzfarbstoffen zur fluoreszenzmikroskopischen Visu-
alisierung zunutze. Die Selektivitit kann durch die individuellen Eigenschaften des Farbstoffes selbst
(pH-Abhingigkeit, Membranpermeabilitit, Protein-, DNA-Bindung u. a.) oder durch Verwendung
fluoreszenzmarkierter Antikdrper (Immunfluoreszenz) vermittelt werden.

Vereinfacht dargestellt besteht das optische System eines Fluoreszenzmikroskops neben den

Linsensystemen aus einer Lichtquelle mit kontinuierlichem Linienspektrum (Hg-Dampflampe), einem
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Anregungsfilter, einem dichroiden Spiegel und einem Emissionsfilter. Der Anregungsfilter ldsst selek-
tiv nur Licht im Bereich der Anregungswellenlédnge des Fluoreszenzfarbstoffes passieren, der dichroi-
de Spiegel reflektiert dieses Licht auf das Praparat, welches energiedrmeres langwelligeres Licht emit-
tiert. Uber den dichroiden Spiegel wird das von der Probe emittierte Licht zum Emissionsfilter, den

nur selektive Wellenldngen passieren konnen, gelenkt.

4.3.1 Fluoreszenzfarbstoffe

Bisbenzimid:

Apoptotisch bedingte Chromatinverdichtungen und andere morphologische Kernverinderungen kon-
nen durch Anfirbung mit Fluoreszenzfarbstoffen nachgewiesen werden. Besonders geeignet ist der
gelbe, lichtsensitive Bisbenzimidazol-Farbstoff Hochst 33342, der sich selektiv an Adenin-Thymin-
reiche DNA-Regionen anlagert und ausschlie8lich dsSDNA-bindend ist, ohne dass eine Interkalation in
die Doppelhelix stattfindet. Der Farbstoff kann sowohl aktiv als auch passiv in die Zelle aufgenommen
werden und fiihrt bei UV-Anregung zu einer blauen Fluoreszenz (Anregungswellenliange 330-380nm,

Emissionswellenlédnge 461nm).

Propidiumjodid:

Der interkalierende Vitalfarbstoff Propidiumjodid (PJ) kann bei intakter Membranintegritit nicht in
die Zelle aufgenommen werden und ist daher zur Darstellung membrangeschédigter nekrotischer Zel-
len geeignet. Apoptotische Zellen in fortgeschrittenem Stadium nehmen durch Zellmembranverdnde-
rungen PJ in geringer Menge auf, wihrend sich nekrotische Zellen stark anfirben lassen und vitale
Zellen hingegen nicht. Bei gleichzeitiger Anfarbung mit Bisbenzimid kénnen daher neben primér
nekrotischen auch apoptotische Zellen und als spidte Apoptosestadien sekundir-nekrotische Zellen
diskriminiert werden. Bei einer Excitation im griinen Bereich (Anregungswellen-ldnge 535nm) emit-
tiert der Farbstoff ein rotes Fluoreszenzlicht (Emissionswellenldnge 617nm).

Sowohl Bisbenzimid als auch Propidiumjodid (Sigma) wurden als Stammldsung in einer Konzentra-
tion von 2mg/ml in PBS gelost und 15min vor der mikroskopischen Begutachtung in einer 1:1000

Verdiinnung dem Versuchsansatz zugesetzt.

Annexin-V-FITC/PJ:

In vitalen Zellen findet sich unter physiologischen Bedingungen eine asymmetrische Verteilung intra-
und extrazelluldrer Phospholipide in der Dilipidmembran: Phosphatidylcholin und Sphingomyelin sind
hauptséchlich extrazelluldr, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin intrazellular ausgerichtet
(ZACHOWSKI et al., 1989). In der Frithphase der Apoptose kommt es unter Einfluss aktivierter
Caspasen zur Translokation von Phosphatidylserin (PS) von der zytoplasmatischen inneren zur &uf3e-
ren Zellmembran. Annexin-V, ein Phospholipid-bindendes Protein mit hoher Affinitit zu Phosphati-
dylserin, bindet in Anwesenheit von Ca*"-Ionen spezifisch an die translozierten Lipide und erméglicht
unter geeigneter Fluoreszenzmarkierung den Nachweis dieses frithen Apoptosestadiums. FITC (Fluo-

reszein-Isothiocyanat)-markiertes Annexin-V kann mittels Fluoreszenzmikroskopie oder Durchfluss-
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zytometrie (Anregung 490nm, Emission 510nm) nachgewiesen werden (VERMES et al., 1995). Eine
Gegenfarbung der Zellen mit dem Vitalfarbstoff Propidiumjodid erlaubt die Differenzierung zwischen
frithen und spiten Apoptosestadien (primédre Apoptosen = Annexin-positiv bzw. sekundédre Nekrosen

= Annexin- + PJ-positiv) sowie primiren Nekrosen (PJ-positiv).

4.3.2 Bisbenzimid/Propidiumjodid (Bis/PJ)-Farbeprotokoll

Nach Durchfiihrung des prinzipiellen Versuchsprotokolls (Apoptoseinduktion, 4h 4°C-Inkubation und
anschlieender 37°C Inkubation) wurden fiir adhirente Zellen die morphologischen Verdnderungen in
Abhingigkeit von der Zeit nach Anfarbung mit je 2pg/ml Bisbenzimid und Propidiumjodid direkt in
den Kulturgefdlen evaluiert. Beurteilt wurde die Ausbildung von zytoplasmatischen Blebs, Chro-
matinkondensation, Chromatinmargination, Kernkondensation, Kernfragmentierung und apoptotischer
Korperchen vor Versuchsbeginn und nach 4, 5, 6, 7, 8, 10 und 24h. Die Befunde wurden an einem
inversen Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135 TV, Carl Zeiss Jena GmbH, Gottingen, BRD) {iber
Videotape-Erfassung (Panasonic Ag 7350, Panasonic Deutschland GmbH, Wiesbaden, BRD) ermit-
telt. Die mikroskopischen Bilder wurden mit einer STORZ tricam SL pal Kamera (Karl STORZ
GmbH, Tuttlingen, BRD) auf die Videoeinheit {ibertragen. Die Auszdhlung erfolgte mit einem 40er
Objektiv (40/Achrostigmat 40x/0.55 Ph2, Zeiss) in 20 Beobachtungsfeldern ("high power fields’,
HPF), wobei im Randbereich nur Zellen gezihlt wurden, deren groBter Zellanteil noch innerhalb der

Bildschirmfliche lag.

4.3.3 Annexin-V-FITC/Propidiumjodid-Farbeprotokoll
Die Annexin-V-FITC/PJ-Farbung wurde mit dem Annexin-V-Fluos Staining Kit der Fa. Roche nach
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach Beendigung des prinzipiellen Versuchsprotokolls
wurden die adhdrenten Zellen direkt in den Kulturgefdlen angefarbt. Nach zwei Waschschritten mit
sterilem PBS mit Ca**/Mg*" (PAA) wurden die "Monolayer’ mit Markierungslosung (20l Annexin-
V-FITC + 1000ul Hepes Puffer + 20pul PJ) fiir 30min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inku-
biert und im Anschluss, zur Darstellung der Zellkerne, eine Gegenfiarbung mit Bisbenzimid (2pg/ml)
vorgenommen. Die Auswertung erfolgte ebenfalls am inversen Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135
TV) tiber Videotape-Erfassung mit der STORZ tricam Kamera.

Bisbenzimid wurde mit dem UV-Filter-Block (Excitation 330-390nm), Propidiumjodid mit dem
Griinlicht-Filterblock N2 (Excitation 530-560nm) und FITC mit dem Blaulicht-Epi-Illuminations-
Filterblock 12/3 (Excitation 450-490nm ) der Firma Leitz GmbH (Wetzlar, BRD) angeregt.

4.4 Immunzytochemie

Zur Lokalisierung von Antigenen in zelluldren Strukturen stehen eine Vielzahl immunchemischer
Féarbemethoden zu Verfiigung. Bei den direkten Férbemethoden wird mit nur einem Antikdrper gear-
beitet, der entweder direkt fluoreszenzmarkiert, oder zum Einsatz fiir die Lichtmikroskopie enzym-

markiert ist und durch eine nachfolgende Chromogenumsetzung sichtbar gemacht werden kann. Vor-
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teil dieser Methode ist die schnelle Durchfiihrung und das geringe Auftreten unspezifischer Reaktio-
nen. Um die Signalstirke zu erhdhen, werden meist indirekte Farbemethoden angewandt, bei denen
ein unkonjugierter Priméarantikdrper an das Antigen bindet. Ein zweiter z. B. enzymmarkierter Sekun-
déarantikorper, welcher gegen das Immunglobulin (Ig) des Primarantikorpers gerichtet ist, bindet an
seinem Antigen und vermittelt die nachfolgende Enzym-Chromogenreaktion. Da mehrere Sekundéran-
tikorper an verschiedene Epitope des Primédrantikorpers binden, ist diese Methode weitaus sensitiver,
jedoch auch unspezifischer als die direkte Methode. Eine weitere Verstarkung des Signals wird durch
die Streptavidin-Biotin-Methode erreicht, die die starke Affinitdt dieser beiden Substanzen zueinander
ausniitzt. So binden am biotinylierten Sekundirantikérper mehrere Molekiile enzymkonjugiertes

Streptavidin mit nachfolgender Enzym-Chromogenreaktion.

4.4.1 Antikorper
Die fiir die Immunzytochemie eingesetzten Primérantikdrper sind im Folgenden tabellarisch aufge-

fithrt (Tab.4).

Primér- Klon/Bezeich- Bezugsquelle Verdiinnung/ Charakteristik
Antikorper nung/Ursprung Inkubation
Caspase-3 ASP175 Cell Signaling 1:50 Apoptose-Schliissel-
Kaninchen Technology, Frank- |{iber Nacht; 4°C | Exekutionsprotease
furt, BRD
BrdU Ab-2 Oncogene Research | 1:100 Thymidin-Basenanalogon,
Maus Products, Darm- iiber Nacht; 4°C | Einbau in replizierende
stadt, BRD Zellen

Tab. 4: Ubersicht iiber die fiir die Immunzytochemie verwendeten Primdrantikérper

Die Markierung erfolgte durch Einsatz der nachstehenden Sekundarantikérper:

- Ziege-anti-Maus-1gG-Cy3 (Dianova, Hamburg, BRD)

- Ziege-anti-Maus/Kaninchen-IgG-Biotin (LSAB2-System-HRP, DAKO, Hamburg, BRD)

Die Inkubation des Cy3 (Indocarbocyanin, Anregung 550nm, Emission 570nm)-markierten Sekundéa-
rantikorpers wurde in einer 1:800 Verdiinnung iiber einen Zeitraum von 45min vorgenommen. Die

biotinylierten Antikdrper des LSAB-Kits wurden als gebrauchsfertige Losung fiir 10min inkubiert.

4.4.2 Indirekte Fluoreszenzfarbung

Die auf Deckglaschen kultivierten Zellen wurden nach Durchfiihrung des Experimentes 3x mit PBS
gewaschen und 10min in 4% Formalin fixiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS erfolgte fiir
intrazelluldre Férbungen, nach einer 10-miniitigen Permeabilisierung der Zellmembran mit 0,2% Tri-
ton X 100 (Roth) in PBS (Permeabilisierungspuffer), die Blockierung unspezifischer Bindungen mit
1% Ziegen-Normalserum (DAKO) in Permeabilisierungspuffer. Alle nachfolgenden Handhabungen
wurden fiir intrazelluldre Anfarbungen in Permeabilisierungspuffer durchgefiihrt. Nach Inkubation des

unmarkierten Primérantikdrpers wurden die Zellen mit den entsprechenden Sekundérantikdrpern Flou-
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reszenz-markiert und anschlieend die Kerne mit 2pg/ml Bisbenzimid fiir 10min gegengefédrbt. Nach
mehreren Waschschritten mit PBS und A. dest wurden die Préparate mit Kaiser’s Glycerin-Gelatine
(60°C, Merck, Darmstadt, BRD) eingedeckt. Extrazelluldre Farbungen wurden in gleicher Weise ohne

Permeabilisierung (PBS anstelle des Permeabilisierungspuffers) durchgefiihrt.

4.4.2.1 Bromo-Deoxyuridin (BrdU)-Einbau:

Wihrend der Synthesephase kann das Basenanalogon BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridin), das sich von
Thymidin lediglich durch die Substitution eines Br-Atoms anstelle der Methylgruppe in Cs-Stellung
unterscheidet, in die DNA inkorporiert werden. Eingebautes antikdrpermarkiertes BrdU kann iiber
einen Fluorochrom-gekoppelten Sekundirantikdrper fluoreszenzmikroskopisch visualisiert werden
und ist ein exzellenter Marker fiir Zellzyklus und Zellproliferation.

Nach Durchfiihrung des prinzipiellen Versuchsprotokolls schloss sich zur Bestimmung der Mi-
toserate bzw. einer DNA-Synthese-Zuwachsrate eine BrdU-Inkubationszeit von 0,5 bzw. 4h an. BrdU
(Roche), gelost in PBS, wurde in einer 10uM Arbeitskonzentration dem Kulturmedium zugesetzt. Da
nur einzelstringige DNA eine Antikdrperbindung gewéhrleistet, wurde nach erfolgtem BrdU-Einbau
eine DNA-Denaturierung mit 4M HCI fiir 20min bei RT vorgenommen. AnschlieBend folgte eine
Neutralisierung durch drei Waschschritte mit PBS. Die weitere Prozedur wurde nach dem Protokoll

fiir intrazelluldre Fluoreszenzfarbung durchgefiihrt.

4.4.3 Indirekte HRP/DAB-Farbung

Das Enzym Peroxidase ("horseradish peroxidase’, HRP), das aus der Wurzel des Meerrettichs gewon-
nen wird, besitzt als aktives Zentrum eine eisenhaltige Himgruppe (Hamatin). Das Hiamatin bildet mit
Wasserstoffperoxid einen Komplex, der unter Abspaltung von Wasser und atomarem Sauerstoff zer-
fallt. Aufgrund der Tatsache, dass Peroxidase bei Substratiiberschuss (H,O,) katalytisch inaktiv und
bei Fehlen eines Elektronendonors reversibel blockiert ist, kann die zelluldre endogene Peroxidaseak-
tivitat durch Zusatz von H,0, im Uberschuss unterdriickt werden. In Anwesenheit eines Elektronen-
donors bildet HRP einen Enzym-Substratkomplex mit nachfolgender Oxidation des Elektronendonors.
Elektronendonoren, die sich durch Oxidation in unldsliche, gefarbte Verbindungen umwandeln, nennt
man Chromogene. 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) stellt ein solches Chromogen dar
und bildet nach Umsatz durch HRP ein braunes Reaktionsprodukt, das in Alkohol und anderen organi-
schen Losungsmitteln unldslich ist. Konjugiert man HRP kovalent mit Streptavidin, das hochaffin an
Biotin bindet, kann durch dieses Detektionssystem die spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion durch
Einsatz eines biotinylierten Sekundérantikdrpers um ein vielfaches verstdrkt und lichtmikroskopisch
visualisiert werden.

Bei der indirekten intrazelluliren HRP/DAB-Farbung wurde, nach Fixierung der auf runden Deckglé-
schen kultivierten Zellen mit 4% Formalin fiir 10min bei Raumtemperatur, eine Permeabilisierung mit
0,2% Triton X 100 in PBS fiir 10min vorgenommen. Nach Blockierung der endogenen Peroxidasen

mit 0,3% H,0, (Roth) in PBS fiir 30min und Blockierung unspezifischer Bindungen mit 1% Ziegen-
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Normalserum in Permeabilisierungspuffer fiir 30min, folgte die Bindung eines spezifischen unkonju-
gierten Primarantikorpers i. d. R. fiir 1h bei RT-Inkubation. Nachfolgend wurde ein Biotin-gekoppelter
Sekundédrantikorper und Streptavidin-konjugierte HRP (LSAB) fiir je 10min zugesetzt. Zuletzt wurde
das H,0,-aktivierte Chromogen DAB/ (0,7mg/ml; DAKO) fiir Smin inkubiert. Nach erfolgter Gegen-
farbung mit 1:10 verdiinntem Meyers Hdmalaun wurden die Priparate wurden ohne Entwésserung mit

wasserhaltigem Aquatex (Merck) eingedeckt.

4.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdglicht eine quantitative Darstellung zelluldrer Strukturen, wie z. B.
intra- und extrazelluldrer Proteine und nukledrer DNA, die unter Verwendung geeigneter fluoreszenz-
konjugierter Antikorper bzw. Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch markiert werden kdnnen. Durch Anre-
gung der gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe mit einem Laser konnen iiber das emittierte Fluoreszenz-
licht verschiedene Zellmerkmale quantitativ detektiert werden.

Ein fixiertes Zellgemisch wird durch eine Kapillare gedriickt, so dass feine Tropfchen erzeugt
werden, die jeweils nur eine einzige Zelle enthalten. Jedes Tropfchen passiert einen Laserstrahl, wo-
durch jede Zelle sowohl Streulicht erzeugt als auch Fluoreszenzlicht emittiert, deren Intensitdt {iber
verschiedene Detektoren erfasst wird. Die Lichtstreuung ist abhéngig von GroBe und Oberfldchen-
bzw. Zytoplasmabeschaffenheit der Zelle: Die Intensitit des in Vorwirtsrichtung gestreuten Lichts ist
ein MaB fiir die ZellgroBe, das im rechten Winkel zum einfallenden Laserstrahl gestreute Licht ladsst
Riickschliisse auf die Zelldichte und die Granularitdt der Zellen zu. Die Intensitit des Fluoreszenz-
lichts gibt Auskunft iiber die Bindung der Fluoreszenzsonde.

Messung und Auswertung erfolgten am FACScan (BD Biosciences, Heidelberg, BRD) mit Hilfe
der Cellquest Software (BD Biosciences); die Instrumentenqualitdt wurde vor jeder Messung durch
Einsatz von Calibrate-Beads (BD Biosciences) mit der FACScomp-Software (BD Biosciences) iiber-

priift. Die Messeinstellungen wurden je nach Zelllinie und Messprinzip variiert.

4.5.1 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)

Der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff 7-Aminoactinomycin D (7-AAD, Anregung 546nm, Emissi-
on 647nm, 7-AAD-DNA-Komplexe Emission 610nm) kann zur durchflusszytometrischen Zellzyklus-
Analyse vitaler Zellen als auch zur Detektion der apoptotischen Sub-2n-Population eingesetzt werden.
Der Farbstoff ist schwach permeabel und bindet selektiv an GC-reiche DNA-Regionen. In der Spét-
phase der Apoptose wird DNA in kleine Fragmente (’internucleosomal linker regions’) geschnitten.
Durch Fixierung und nachfolgende Rehydratisierung der Zellen wihrend der Farbeprozedur kann die
Zelle diesen Anteil an "lower” DNA verlieren. Durch Messung der 7-A AD-markierten chromosomalen
Gesamt-DNA kann der DNA-Verlust als hypodiploider Peak (Sub-G1-Peak, Sub-2n-Peak) bestimmt
werden. Neben der Sub-2n-Population wurden anhand der durchflusszytometrischen Analyse auch die

Zellzyklusphasen (G0/G1, S, und G2/M) quantifiziert.
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Nach Durchfiihrung des allgemeinen Versuchsprotokolls wurden die Zellen eines Versuchsan-
satzes (ca. 5x10° Zellen) quantitativ zur Analyse eingesetzt. Hierzu wurden die adhirenten Zellen
griindlich mit Trypsin/EDTA aus den Inkubationsgefalen gelost und mit den entsprechenden Kultur-
tiberstdnden vereint. Nach Neutralisierung mit Vollmedium wurden die Zellen noch zweimal mit 4°C
Ca**/Mg* -haltigem PBS-Puffer (PAA) gewaschen (400xg, 3min, 4°C). Das resultierende Pellet wurde
in 400pl PBS (Ca”>/Mg*") resuspendiert und mit 3,6ml Methanol (70% in PBS) versetzt. Nach griind-
lichem Resuspendieren wurden die Zellen mindestens 20min bei —20°C fixiert und anschlieBend
zweimal mit 5-10ml 4°C PBS (Ca’"/Mg”") gewaschen (400xg, 3min, 4°C). Um stérende RNA zu eli-
minieren, wurde das erhaltene Pellet in 250ul RNase A (25pg/ml in PBS, Roth) resuspendiert und
15min bei 37°C inkubiert. Dieser Ansatz wurde anschlieBend mit 750ul PBS (Ca>/Mg”") verdiinnt
und mit 10pl der ImM 7-AAD-Stammldsung (1mg/1,72ml DMSO, MoBiTec GmbH, Gottingen,
BRD) versetzt. Nach einer 30-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die Zel-
len am Durchflusszytometer analysiert. Unmarkierte Kontrollzellen wurden bis auf die 7-AAD-

Inkubation in gleicher Weise behandelt.

4.5.2 Annexin-V-FITC/Propidiumjodid

Die Annexin-V-FITC/PJ-Farbung wurde mit dem Annexin-V-Fluos Staining Kit der Fa. Roche durch-
gefiihrt. Nach Beendigung des prinzipiellen Versuchsprotokolls wurden die adhdrenten Zellen als auch
die Zellen im Kulturiiberstand zweimal 5min bei 1150U/min (200xg) mit PBS (Ca*'/Mg”") gewaschen
und das resultierende Pellet in 100pul Markierungslosung (2pul Annexin-V-FITC + 100ul Hepes Puffer
+ 2ul PJ) fiir 30min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Nach Zugabe von 400ul

Hepes Puffer wurde die durchflusszytometrische Messung direkt im Anschluss vorgenommen.

4.5.3 Dichloro-Fluoreszein-Diazetat (DCFH-DA)

Die Uberpriifung von oxidativem Stress durch die intrazelluldre Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies
(ROS) wurde mithilfe des Fluoreszenzindikators Dichloro-Fluoreszein-Diazetat (DCFH-DA) durchge-
fiihrt. Nach Passage durch die Zellmembran werden die Acetylgruppen des stabilen unpolaren nicht
fluoreszierenden DCFH-DA durch intrazelluldre Esterasen abgespalten. Das reduzierte nicht fluores-
zierende Dichloro-Fluoreszin (DCFH), das aufgrund seiner Polaritdt in der Zelle akkumuliert, wird in
Anwesenheit reaktiver Sauerstoffspezies (v. a. H,O,) schnell zu griinfluoreszierendem Dichloro-
Fluoreszein (DCF) oxidiert (BASS et al., 1983). Die resultierende Fluoreszenz, die der Menge aktiver
ROS proportional ist, kann mittels Durchflusszytometrie quantitativ bestimmt werden.

Die Zellen eines Versuchsansatzes wurden zum einen direkt nach der vierstiindigen Kélteappli-
kation und des weiteren nach einer Stunde Wiedererwdrmung quantitativ gewonnen und nach Neutra-
lisierung mit Vollmedium noch zweimal mit PBS gewaschen (400xg, 3min). Zur Beladung der Zellen
mit DCFH-DA wurde das resultierende Pellet in 1ml PBS mit 1ul 5mM DCFH-DA Stammlsung

griindlich resuspendiert und fiir 30min im 37°C temperierten Schiittelwasserbad unter Lichtabschluss
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inkubiert. Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte sofort nach Beendigung der Inkubation durch

Ermittlung der mittleren Fluoreszenzintensitéit des Dichloro-Fluoreszeins (DCF).

4.5.4 Bis-Carboxyethyl-Carboxyfluoreszein-Azetoxymethylester (BCECF-AM)
Die Quantifizierung der intrazelluldren H'-Ionenkonzentration wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
BCECF (2’,7°-bis(2-carboxyethyl)-5,6-carboxyfluorescein) vorgenommen. Nach Beendigung des
prinzipiellen Versuchsprotokolls wurden die Zellen mit der zellpermeablen Vorstufe BCECF-
Azetoxymethylester (BCECF-AM) beladen. Der farblose unpolare Ester wird iiber Hydrolyse durch
endogene Esterasen in ein fluoreszierendes Produkt iiberfiihrt. Das hydrolysierte fluoreszierende Pro-
dukt akkumuliert aufgrund seines polaren Charakters in der Zelle und ist ein Ma@ fiir den intra-
zelluldren pH-Wert. Da keine pH-Kalibrierung vorgenommen wurde, konnten die pH-Unterschiede
nur als relative Einheiten der mittleren Fluoreszenzintensitit angegeben werden.

Nach Durchfiihrung des prinzipiellen Versuchsprotokolls wurden die Zellen eines Versuchsan-
satzes direkt nach der Kélteapplikation und zudem nach einstiindiger Wiedererwérmung quantitativ
gewonnen und nach Neutralisierung mit Vollmedium zweimal mit PBS gewaschen (400xg, 3min). Zur
Beladung der Zellen mit BCECF-AM wurde das resultierende Pellet in 1ml PBS mit 10% BCECF-
AM griindlich resuspendiert und 30min bei 37°C unter Lichtabschluss inkubiert. Nach einmaligem
Zentrifugieren (400xg, 3min) wurden die Zellen mit 1% Formalin in PBS fixiert. Die durchflusszyto-
metrische Analyse erfolgte sofort nach Beendigung der Farbeprozedur durch Ermittlung der mittleren

Fluoreszenzintensitét.

4.5.5 Indirekte Immunfluoreszenz
Der Nachweis der Proteinexpression mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfolgte mit unmarkierten
Primérantikorpern und Cy3-gekoppelten Sekundirantikérpern (BD Biosciences; Santa Cruz, Heidel-
berg, BRD). Die eingesetzten Primérantikorper sind nachfolgend tabellarisch aufgefiihrt (Tab. 5).
Nach Beendigung des prinzipiellen Versuchsprotokolls wurden die adhirenten sowie die Zellen
aus dem Kulturiiberstand quantitativ gewonnen, mit FCS-haltigem Medium neutralisiert und zweimal
mit PBS gewaschen. Fiir die intrazelluldren Farbungen wurde das erhaltene Zellpellet in 500ul Zyto-
Fix/ZytoPerm (BD Biosciences) fiir 20min bei 4°C fixiert und permeabilisiert. Nach zwei Wasch-
schritten in Perm/Wash-Puffer (Permeabilisierungspuffer, BD Biosciences) fiir 3min bei 1600U/min
(400xg) wurde der Uberstand dekantiert und die resultierende Zellsuspension mit den entsprechenden
Primérantikorpern in einer 1:100 Verdiinnung fiir 30min bei RT inkubiert. Nach einem Waschschritt
mit Perm/Wash-Puffer (3min, 1600U/min) erfolgte die Markierung mit den Cy3-gekoppelten Sekun-
dérantikorpern in einer 1:100 Verdiinnung fiir 30min bei RT unter Lichtausschluss. Der Ansatz wurde
anschlieend noch einmal mit PBS gewaschen und in 1ml Fixierungsldsung (1% Formalin in PBS) bis
zur Messung bei 4°C aufbewahrt. Entsprechende Kontrollansitze zur Einstellung der Messschranke
wurden in gleicher Weise, jedoch ohne Inkubation mit Primirantikdrpern hergestellt. Extrazellulédre

Féarbungen wurden nach gleichem Schema ohne Permeabilisierung mit PBS durchgefiihrt.
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Primir- Klon/Bezeich- Bezugsquelle Charakteristik

Antikorper nung/Ursprung

"cleaved’ Caspase-3 | ASP175 Cell Signaling Apoptose-Schliissel-Exekutionsprotease
Kaninchen Technology

Caspase-8 - Santa Cruz Initiator-Protease des ’Extrinsic Pathways’
Kaninchen

"cleaved’ Caspase-9 | Asp353 Cell Signaling Initiator-Protease des ’Intrinsic Pathways’
Kaninchen Technology

‘cleaved’ PARP-1 Asp214 Cell Signaling PARP-1 Spaltprodukte durch Caspase3-
Kaninchen Technology ’Cleavage’

TNF-R1 H-271 Santa Cruz Apoptose-induzierender TNF-Rezeptor
Kaninchen

TNF-R2 - R&D Systems, ’Survival’-vermittelnder TNF-Rezeptor
Ziege Wiesbaden, BRD

p33 G59-12 BD Biosciences | Tumorsuppressor-Protein, involviert in die
Maus Regulation apoptotischer Prozesse

HIF-1a H-206 Santa Cruz Induzierbare Untereinheit des HIF-
Kaninchen Transkriptionsfaktors

iNOS N-20 Santa Cruz Ca’"-abhingige, induzierbare Stickstoff-
Kaninchen monoxid-Synthase

HO-1 (HSP32) - StressGen, Glan- | induzierbare Isoform der Himoxygenase
Kaninchen ford, Kanada (’Heatchock’ Protein 32)

HSP70 - DAKO Stress-induzierbares Haupt-"Heatshock’
Kaninchen Cytomation Protein 70

BrdU Ab-2 Oncogene Thymidin-Basenanalogon, Einbau in replizie-
Maus rende Zellen

PCNA PC10 DAKO Co-Faktor der DNA-Polymerase-0 in S-Phase,
Maus Cytomation assoziiert mit DNA-"Repair’

Ki67 MIBS5 DAKO in Gy, S, G,, M-Phase exprimiertes Zellzyklus-
Maus Cytomation protein

Tab. 5: Ubersicht iiber die fiir die Durchflusszytometrie verwendeten Primdrantikorper

4.5.5.1 Bromo-Deoxyuridin (BrdU)-Einbau:

Nach Durchfiihrung des prinzipiellen Versuchsprotokolls schloss sich eine BrdU-Inkubationszeit von

0,5 bzw. 4h wie in 4.4.2.1 beschrieben an. Nach erfolgter DNA-Denaturierung und Neutralisierung

wurde die weitere Prozedur nach dem Protokoll fiir intrazelluldre Fluoreszenzférbung durchgefiihrt.
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4.6 Photometrie

Absorptionsmessungen im sichtbaren und im UV-Bereich beruhen auf Elektronen-Ubergingen im

Makromolekiil. Mathematisch wird die optische Absorption durch das Lambert-Beersche Gesetz for-

muliert:
Inly/I=A=¢excxd Iy: Intensitdt des eingestrahlten Lichts
I: Intensitéit des gemessenen Lichts
A: Absorption
€: molarer Absorptionskoeffizient (cm? x mol™)
c: Konzentration der absorbierenden Molekiile (mol x 17)
d: Absorptionsweglédnge (cm)

4.6.1 WST-1-Test

Zur Bestimmung der Zellproliferation konnen verschiedene Messprinzipien eingesetzt werden. Eine
weit verbreitete Methode ist die Bestimmung des radioaktiv-markierten [’H]-Thymidin-Einbaus wih-
rend der DNA-Synthese-Phase. Alternative Methoden sind die Messung des Einbaus von fluoreszenz-
markierten Nukleinbasenderivaten (z. B. BrdU) und der indirekte Nachweis iiber die Stoffwechsel-
aktivitdt (z. B. MTT, WST-1).

Das Zellproliferationsreagenz WST-1 gehort zur Stoffgruppe der Tetrazoliumsalze und wird
durch Katalyse von mitochondrialen Dehydrogenasen zu dem dunkelroten Farbstoff Formazan redu-
ziert, dessen Absorption photometrisch bei einer Wellenldnge von 450nm detektiert wird. Eine Refe-
renzmessung wird bei einer Wellenldnge > 600nm durchgefiihrt. Die Absorption des gebildeten For-
mazans ist der Anzahl metabolisch aktiver Zellen direkt proportional und kann als indirektes Maf fiir
die Zellproliferation herangezogen werden.

Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 3x10* in 100ul Medium/Well in einer 96-Well-Platte
(Nunc) ausgesit. Vor Versuchsbeginn wurde die gleichméfige Aussaat {iber Absorptionsmessung im
ELISA-Reader (ASYS HITECH DigiScan, Deelux Labortechnik, Godensdorf, BRD) iiberpriift. Nach
Durchfiihrung des prinzipiellen Versuchsprotokolls erfolgte die Zugabe von 10ul WST-1-Reagenz
(Roche) pro Well. Nach einer halbstiindigen Brutschrank-Inkubation bei 37°C wurde das farbige Re-
aktionsprodukt durch Absorptionsmessung bei 450nm photometrisch quantifiziert. Zur Beurteilung der
Stoffwechselaktivititsrate wurden die Messungen nach 4h wiederholt. Zu Korrekturberechnungen
wurde zudem die Absorption des Mediums bzw. Des Mediums mit TNF-a ohne Zellen in gleicher

Weise bestimmt.

4.7 Potentiometrische pH-, pCO,- und pO,-Messung
Die Konzentrationsabhéngigkeit von Redoxpotentialen kann zur Messung von lonen-Konzentrationen
verwendet werden. Mithilfe der Potentiometrie lassen sich elektrische Potentialdifferenzen bestimmen,

die in Abhéngigkeit von der Aktivitit eines bestimmten lons in der Losung an der Phasengrenze zwi-
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schen zwei Elektroden und Elektrolytldsungen auftreten. Potentiometrische Messungen basieren auf
thermodynamische Zusammenhénge, fir die die Nernstsche Gleichung, welche die Relation zwischen
Potential und Aktivitdt beschreibt, eine zentrale Bedeutung hat. Da es nicht moglich ist, das Potential
einer einzelnen Elektrode direkt zu bestimmen, erfolgt die Messung der Potentialdifferenz gegen eine
Referenz- bzw. Bezugselektrode mit einem bekannten konstanten Potential.

Der pH-Wert und die partiellen CO, und O, Driicke (pCO,, pO,) wurden potentiometrisch mit-
hilfe eines Blutgasanalysators (Chiron 348, Bayer AG, Leverkusen, BRD) direkt nach der 4-stiindigen
Kélteapplikation und zusitzlich nach einer Stunde Wiedererwdrmung im Kulturiiberstand der ver-
schiedenen Versuchsgruppen iiberpriift. Ein Aliquot des Uberstandes wurde unverziiglich nach Ver-

suchsende in eine Glaskapillare aufgenommen und sofort dem Analysengerit zugefiihrt.

4.8 Western-Blot-Analyse

Beim Western- bzw. Immunoblotting handelt es sich um eine quantitative Methode zur Ermittlung der
Proteinexpression in verschiedenen Proben. Nach der Auftrennung extrahierter Proteine in einer verti-
kalen Gelmatrix im elektrischen Feld werden die resultierenden Proteinbanden in einer zweiten hori-
zontalen Elektrophorese vom Gel auf eine proteinbindende Membran transferiert. Im Anschluss wer-
den spezifische Targetproteine durch Farbung mit Enzym-konjugierten Antikérpern markiert und die
Stiarke der Proteinexpression iiber eine lichtemittierende Enzym-Substrat-Reaktion auf einem Ront-
genfilm detektiert. Durch Einstellung der gewonnenen Proteinextrakte auf eine identische Pro-
teinkonzentration kann die Proteinexpression verschiedener Proben bei gleicher Beladung der Gel-
taschen und gleichmiBigem Gel-Membran-Transfer quantitativ verglichen werden. Zur Uberpriifung
dieser Bedingungen konnen die verbleibenden Proteinbanden im Gel nach erfolgtem Membrantransfer
durch eine Anfirbung mit Coomassie Brillantblau und die transferierten Banden auf der Membran
durch eine reversible Anfarbung mit Ponceau S visuell dargestellt werden. Zur weiteren Absicherung
der Quantifizierbarkeit ist als interner Standard ein ubiquitdr konstitutiv exprimiertes Protein (i. d. R.
B-Actin) mitzufiihren, das in allen zu vergleichenden Ansétzen die gleiche Expressionsstirke aufwei-
sen muss. Urspriinglich wurde die Methode entwickelt, um das Molekulargewicht eines Protein-
antigens zu bestimmen und die Spezifitit von Antikdrpern gegeniiber einem in einer Proteinmischung
befindlichen Antigen zu iiberpriifen (TOWBIN et al., 1979). Die Bezeichnung “Western-Blotting™ ist
auf BURNETTE (1981) zuriickzufiihren.

4.8.1 Proteinextraktion

Die Qualitét des zu trennenden Proteingemisches ist fiir das Gelingen eines Protein-Blotting-Experi-
mentes von entscheidender Bedeutung. Je nach Fragestellung miissen unterschiedliche Proteinfrak-
tionen gewonnen werden. Zu den l6slichen Proteinen, die bei niedrigen Salzkonzentrationen (’low
salt’, Tonenstirke 0,15-0,2M) extrahierbar sind, gehort die Masse der Proteine des Zytosols und des

Karyosols. Durch nicht-ionische Detergentien (Triton X 100, Nonidet P-40) werden die meisten
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Membranproteine aus der hydrophoben Wechselwirkung mit den Membranlipiden gel6st und in Form
komplexer Detergentmizellen in Losung gebracht. Bei den meisten Standardextraktionen werden diese
16slichen und membrangebundenen Proteine zusammen eluiert. Bei den salzloslichen Proteinen (high
salt’, Ionenstarke 0,5-1,5M) handelt es sich um Proteine, die liber ionische bzw. polare Wech-
selwirkung mit anderen Molekiilen in der Zelle assoziiert sind. Durch die hohen Salzkonzentrationen
werden die elektrostatischen Interaktionen gestort und die Proteine, zu denen die Kernproteine bzw.
die mit Nukleinsduren assoziierte Proteine gehoren, gehen in Losung (,,salting in“). Proteine des Zy-
toskeletts (Intermediérfilamente) und der Kernlamina verbleiben bei allen iiblichen Extraktions-
methoden aufgrund ihrer Unloslichkeit im Riickstand.

Bei der mechanischen Zerkleinerung der Zellen und unter Einwirkung der Detergentien werden
intrazelluldre Proteasen freigesetzt, welche die zu untersuchenden Proteine bereits vor der Analyse
enzymatisch abbauen konnen. Zur Minimierung dieser Gefahr werden den Extraktionspuffern unmit-
telbar vor Einsatz Protease-Inhibitoren zugesetzt. Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) als Serinpro-
teasen-Inhibitor und EDTA als Metalloproteasen-Inhibitor sind in nahezu allen Extraktionspuffern
enthalten. Je nach Empfindlichkeit der zu untersuchenden Proteine werden noch weitere Inhibitoren
mit engerem Wirkungsspektrum eingesetzt: Pepstatin A (Pepsin-/Cathepsin D-Inhibitor), Leupeptin
(Plasmin-/Trypsin-/Cathepsin-B-Inhibitor) oder Aprotinin (Kallikrein-/Trypsin-/Chymotrypsin-
/Plasmin-Inhibitor). AuBlerdem kann dem Extraktionspuffer Dithiotreitol (DTT) oder B-Mer-
captoethanol zur Verhinderung der Oxidation von Thiolgruppen durch direkten Kontakt mit Luft-
sauerstoff zugefiigt sein.

Zur Herstellung von Gesamtzell-Extrakten (I6sliche zytoplasmatische und nukledre sowie
membrangebundene Proteine) wurden nach Durchfiihrung des allgemeinen Versuchsprotokolls sowohl
die im Kulturiiberstand befindlichen als auch die adhirenten Zellen quantitativ zur Proteinanalyse
gewonnen. Nach Ablosung der Zellen mit Trypsin/EDTA bzw. Accutase und Neutralisierung mit
Vollmedium wurden die Zellen dreimal mit 4°C-kaltem sterilen PBS-Puffer gewaschen. Das Pellet
wurde in 300ul Lysispuffer (10mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS), pH 7,5; 10mM NaCl;
0,1mM EDTA; 0,5% Triton X 100; 0,02% NaNj; (Roth)) mit 3pl Proteinaseinhibitor-Cocktail (Sigma)
und 6pl 100mM PMSF (Roth) resuspendiert und 30min auf Eis inkubiert. Nach einer 30-miniitigen
Zentrifugation (Biofuge fresco, Kendro, Hanau, BRD) bei 13000U/min (16000xg), 4°C, wurden die
Uberstéinde abpipettiert und Aliquots bei —20°C kryokonserviert bzw. auf Eis gelagert sofort zur Prote-

inbestimmung eingesetzt.

4.8.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Es existieren verschiedenen Methoden, Proteine in Lésungen quantitativ zu bestimmen. Die einfachste
Bestimmung ist die direkte Messung der Extinktion bei 280nm, die auf der Absorption der aromati-
schen Aminosduren Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan beruht. Aufgrund des unterschiedlichen
Anteils dieser Aminosduren fiihrt dies jedoch zu z. T. sehr starken Unterschieden im molaren Extink-

tionskoeffizienten (¢) zwischen verschiedenen Proteinen und setzt auBerdem relativ gereinigte Protein-
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16sungen voraus. Die colorimetrischen Methoden nach Lowry oder Bradford erlauben Proteine auch in
komplexen Mischungen und Rohextrakten quantitativ zu bestimmen. Die Methode nach LOWRY et
al. (1951) beruht auf einer Farbreaktion mit Folin-Ciocalteu’s-Phenol-Reagenz und Kupfersulfat. In
alkalischer Losung bildet sich ein Kupfer-Protein-Komplex, wobei Cu*" zu Cu” reduziert wird. Cu”
reagiert mit dem Folin-Reagenz durch Reduktion von Heteropolysduren zu einem tiefblauen Farb-
komplex, dessen Konzentration photometrisch gemessen wird und der Proteinkonzentration proportio-
nal ist.

Die Messlosungen wurden unmittelbar vor der Bestimmung frisch angesetzt. Reagenz A (10g
Na,CO;/500ml 0,1M NaOH, Roth) wurde in einer 50+1 Verdiinnung mit Reagenz B (0,5g KNa-
Tartrat, 0,25g Cu-Sulfat*5H,0/50ml A. dest, Merck) gemischt. 250ul dieser Losung wurden 50pl
Proteinextrakt, der i. d. R. 1:10 mit A. dest vorverdiinnt war, zugesetzt und sofort 15s intensiv ge-
mischt (Vortex, Heidolph Reax top, Fisher Scientific). Nach einer 10-miniitigen Inkubation bei Raum-
temperatur erfolgte der Zusatz von 25ul der 1:2 mit A. dest verdiinnten Folinldsung (Sigma) und eine
sofortige intensive Durchmischung (Vortex) iiber 15s. Der Ansatz wurde 30min bei Raumtemperatur
inkubiert und die Absorption des entstandenen Farbkomplexes photometrisch (GeneQuant pro, A-
mersham pharmacia biotech, Freiburg, BRD) bei einer Wellenldnge von 595nm gegen A. dest gemes-
sen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer BSA-Standardkurve ermittelt. Zu jedem Protein-
extrakt wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. In der Regel lagen die gemessenen Konzentrati-

onen zwischen 2 und 4mg/ml.

4.8.3 Proteindenaturierung

Niedermolekulare Thiole wie B-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol (DTT) bewirken eine Reduktion
von Disulfidbriicken in den Polypeptidketten und fithren zur Entfaltung der Proteine und ggf. zur Zer-
legung in ihre Untereinheiten. Durch den Zusatz des amphiphatischen Detergentes SDS (Natrium-
dodecylsulfat), das sich mit dem hydrophoben Ende an die entfalteten Polypeptidketten anlagert, wird
die Eigenladung der Proteine so effektiv iiberdeckt, dass anionische Mizellen mit konstanter Netto-
ladung pro Masseeinheit entstehen (ca. 1,4g SDS/g Protein).

Die auf FEis gelagerten Proteinextrakte wurden nach der Konzentrationsbestimmung mit A. dest
verdiinnt, so dass die Konzentration zwischen 1 und 2ug Protein/ul betrug. Die verdiinnten Extrakte
wurden mit 2x ’Sample Buffer’ nach Laemmli (4% SDS; 20% Glycerin; 10% B-Mercaptoethanol;
0,004% Bromphenolblau; 0,125M TRIS-HCI pH 6,8; Sigma) versetzt und 5Smin im kochenden Was-
serbad denaturiert. Die denaturierten Extrakte (¢ = 0,5-1pg/ul Protein) wurden bei —20°C kryo-

konserviert oder sofort in die anschlieBende Proteinanalyse eingesetzt.

4.8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Grundlegendes Prinzip der elektrophoretischen Trennung von Proteinen ist die Wanderung geladener
Molekiile im elektrischen Feld. Man unterscheidet zwischen tragerfreien und trigergebundenen Sys-

temen, wobei zur Trennung von Proteinen nahezu ausschlielich Polyacrylamid als Trager verwendet
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wird, das durch radikalische Polymerisation des monomeren Acrylamids und des quervernetzenden N,
N’-Methylenbisacrylsdureamids (,,Bis*) eine dreidimensionale Matrix ausbildet.

Die zugrundeliegende Vinyladdition-Polymerisationsreaktion wird durch freie Radikale gestar-
tet, die bei der Wechselwirkung von Ammoniumpersulfat (APS) mit dem tertidren aliphatischen Amin
Tetramethylethylendiamin (TEMED) entstehen. TEMED katalysiert zunachst den Zerfall von APS in
Sulfatradikale, die dann wiederum TEMED aktivieren, indem sie ihm ein Elektron entreiflen. Die akti-
vierten TEMED-Molekiile fungieren dann als Startradikale, indem sie mit den Acrylamidmonomeren
reagieren und die radikalische Kettenreaktion einleiten. Dabei entstehen mehr oder weniger lange Po-
lymerketten sowie Quervernetzungen durch den gelegentlichen Einbau des bifunktionellen Bisacryla-
mid in zwei wachsenden Ketten. Die Porengrofle des Gels ergibt sich aus dem Verhiltnis der zugesetz-
ten Konzentrationen an Acrylamid und Quervernetzungsreagenz und wird je nach MolekiilgroBBe der
zu trennenden Proteine variiert.

Die elektrophoretische Beweglichkeit geladener Teilchen im Gel ist abhéngig von Ladung, Gro-
e und Form des Molekiils, der PorengroBe des Gels, dem pH-Wert, der Temperatur und Ionenstirke
des Puffers und der elektrischen Feldstérke. Proteine besitzen als amphotere Makromolekiile eine un-
terschiedliche pH-abhéngige Gesamtladung, die sich aus unterschiedlichen Anteilen an positiv (Lysin,
Arginin) und negativ geladenen (Asparaginsdure, Glutaminsdure) sowie ionisierbaren Aminosiure-
resten (z. B. Histidin, Cystein) ergibt. Da die elektrophoretische Mobilitit von Proteinen in einer pord-
sen Gelmatrix in groBem Ausmall von der Proteinnettoladung abhingig ist, wird durch Behandlung
mit dem anionischen Detergent SDS in Verbindung mit schwefelbriickenspaltenden Thiolreagenzien
(z. B. B-Mercaptoethanol, Dithiothreitol) eine Auftrennung rein nach Molekulargewicht ermdglicht, so
dass die Wanderungsgeschwindigkeit dann zudem nur noch von der Porengréfle des Gels beeinflusst
wird.

Gelelektrophoresen konnen kontinuierlich und diskontinuierlich durchgefiihrt werden. Die Dis-
kontinuitit bezieht sich auf vier Parameter: Gelstruktur, pH-Wert und lonenstirke der Puffer sowie Art
der Ionen im Gel- und Elektrodenpuffer. Liegen die elektrophoretischen Mobilitdten verschiedener
Proteine in einem engen Bereich, so kann - vor der eigentlichen Trennung der Komponenten im
Trenngel - ihre Konzentrierung in einer scharfen Bande im Sammelgel durch Verwendung unter-
schiedlicher Puffersysteme in Kathoden- und Gelpuffer erzielt werden. Die Proteine passieren zu-
néchst das Sammelgel mit groBer Polyacrylamid-Porenweite. Der Sammelgel-Puffer (TRIS-HCI, pH
6,8) enthélt Chlorid-lonen, deren elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit grofer ist als die der
Proteine in der Probe (Probenpuffer, TRIS-HCI, pH 6,8). Der Elektroden-Puffer (TRIS-Glycin, pH
8,8) hingegen enthilt Glycin-lonen, deren Wanderungsgeschwindigkeit geringer ist als die der Prote-
inproben. Als Resultat erzeugen die schneller wandernden Cl'-Ionen zwischen sich und den langsamer
wandernden Glycin-Ionen eine Zone geringerer lonendichte, d. h. geringerer Leitfahigkeit bzw. hohen
elektrischen Widerstands. Der hohere Spannungsgradient in dieser Zone ermoglicht den Proteinen

schneller zu wandern, was sich in einem Fokussieren zwischen den Chlorid- und Glycin-Ionen in einer
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scharfen Bande duBert. Beim Einwandern der Proben in das Trenngel (Trenngelpufter, TRIS-HCI, pH
8,8), das eine geringere Porenweite, eine hohere Salzkonzentration und einen hoheren pH-Wert als das
Sammelgel besitzt, wandern die Glycin-lonen aufgrund ihrer pH-abhéngigen negativen Ladung an der
Front und die Proteine werden aufgrund ihrer molekularen Grof3e getrennt.

Alle Western-Blot-Analysen wurden als eindimensionale SDS-Polyacryl-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) unter diskontinuierlichen Bedingungen nach LAEMMLI (1970) mit einer generellen
Acrylamidkonzentration von 5% im Sammelgel und einer je nach Molekulargewicht des Targetpro-
teins variierenden Acrylamidkonzentration zwischen 8 und 12% im Trenngel durchgefiihrt (30% Ac-

rylamid/Bis Solution, 29:1, BioRad, Miinchen, BRD; Tab. 6).

Zusitze [ml] Sammelgel 5% Trenngel 8% Trenngel 10% Trenngel 12%
30% Acrylamid/Bis 0,67 2,7 3,3 4,0
Trenngelpuffer 2,5 2,5 2,5
Sammelgelpuffer 0,5
A. dest 2,7 4,6 4,0 3,3
10% SDS 0,04 0,1 0,1 0,1
10% APS 0,04 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,02 0,02 0,02 0,02

Tab. 6: Zusammensetzung der fiir die Western-Blot-Analysen verwendeten Sammel- und Trenngele

Die Gele wurden in einer vertikalen Flachgelapparatur mit Giestand fiir Minigele (Mini-Protean II,
BioRad) nach Anleitung des Herstellers gegossen. Nach Einfiillen der Trenngelldsung wurden vor-
sichtig ca. 200ul Isopropanol (Roth) iiberschichtet, um eine Hemmung der Polymerisation an der Ge-
loberflache durch Luftsauerstoff zu verhindern und die Ausbildung einer glatten Trennfliche zwischen
Trenn- und Sammelgel zu gewéhrleisten. Nach einer einstiindigen Polymerisationszeit wurde nach
Entfernung des Alkohols das Sammelgel in die Apparatur gegossen. Die Geltaschen, die mit einem
sofort ins Sammelgel zentriert eingesteckten Teflon-Kamm (10 Zdhne, 4mm x lcm x 0,75mm, Bio-
Rad) ausgeformt wurden, erlauben ein maximales Beladungsvolumen von 30ul, so dass bei jeder Ana-
lyse 15 bzw. 30ug Protein/Geltasche aufgetragen wurden. Wihrend der 45-miniitigen Polymerisation
wurden 10ul eines Proteinmolekulargewichtstandards (Rainbow High Range, Amersham) mit 10ul
Laemmli 2x ’Sample Buffer’ (Sigma) verdiinnt und in gleicher Weise wie die Proteinextrakte im ko-
chenden Wasserbad denaturiert. Nach Beladung des Gels wurde die Trennung der Proteine entspre-
chend ihrer MolekiilgroBe in einer vertikalen Elektrophoresekammer (Mini-Protean II) in einem
TRIS/Glycinpuffer (0,125M TRIS Base; 0,96M Glycin; 0,5% SDS, Roth) durchgefiihrt. Die er-
forderliche Niederspannung wurde mit Hilfe eines speziellen Netzgerites fiir stabilisierten Gleich-
strom (Power Pac 200, BioRad) generiert. Zur Konzentrierung der Proteine im Sammelgel wurde eine

anfiangliche Spannung von 100V gewihlt. Nach ca. 15min wurde diese zur Passage durch das Trenn-
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gel fir ca. 1h auf 140V erhoht. Die Auftrennung der Proteine wurde beendet, wenn die blaue Lauf-
front der Bromphenolblau-Bande des ’Sample Buffers’ das untere Gelende erreichte. Nach Beendi-
gung der Elektrophorese wurden die Gele aus der Kammer entnommen und in einem Transferpuf-

ferbad (12mM TRIS Base, 96mM Glycin, Roth) fiir das anschlieBende Membranblotting dquilibriert.

4.8.5 Blotting
Ziel dieser Methodik ist es, die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine syn-

thetische Membran zu transferieren, so dass ein genaues Abbild des Elektrophoresemusters resultiert.
Die auf der Membrantextur gebundenen Targetproteine sind dann einem immunochemischen Nach-
weis mit spezifischen Antikdrpern leicht zugénglich. Diese Technik ermdglicht somit, das hohe Auf-
l6sungsvermogen der Gelelektrophorese mit der Nachweisspezifitit immunologischer Sonden zu
kombinieren.

Zur Durchfiihrung des elektrophoretischen Transfers gibt es mit dem *Wet’- oder Tank-Blot und
dem ’Semi-Dry’-Blot zwei Verfahren, die vergleichbare Transfer-Qualitét liefern (TOVEY und BAL-
DO, 1987). Ein "Wet’-Blot nimmt i. d. R. lingere Zeit in Anspruch und erfordert groBere Mengen an
Transferpuffer, dafiir ist der Transfer sehr schonend und das transferierte Protein wird aufgrund des
groBBen Puffervolumens nur geringfiigig erwarmt. Fiir die Wahl der Membran sind prinzipiell alle Ma-
terialien geeignet, die zur Proteinbindung beféhigt sind. Die Bandbreite erstreckt sich von Nitro-
cellulose, Polyvinyliden-Difluorid (PVDF) und Nylon bis hin zu Polypropylen und diazotiertem Pa-
pier. Die hydrophobe PVDF-Membran besitzt sehr hohe Proteinbindekapazitit, eine hohe ReiBfes-
tigkeit, gute Resistenz gegeniiber organischen Losungsmitteln und ein gutes Signal/Rausch-Verhiltnis
mit Chemilumineszenz-Detektionssystemen. Die Aquilibrierung der Membran mit Methanol erleich-
tert durch Reduktion der Oberflachenspannung ihre Benetzung und lockert die Bindung zwischen
Protein und SDS, wodurch die Proteinbindung an der Membran verbessert und die Transferrate gestei-
gert werden kann. Fiir die Wahl des Transferpuffers gibt es ebenfalls mehrere Alternativen, bei denen
zu beachten ist, dass kein Natriumchlorid oder andere gut leitende Salze im Puffer enthalten sind, da
die resultierenden hohen Strome einen schlechten Transfer und Uberhitzung bewirken konnten. Der
pH-Wert des Transferpuffers kann fiir das *Wet’-Blotting in Bereichen zwischen 7,3 und 11 liegen
(BOLT und MAHONEY, 1997); es ist lediglich zu beriicksichtigen, dass sich der pH-Wert des Trans-
ferpuffers vom isoelektrischen Punkt der zu transferierenden Proteine unterscheidet.

Der horizontale Proteintransfer erfolgte als Tank-Blotting in einer Mini-Trans-Blot-Kammer
(BioRad). Die PVDF-Membran (0,2um Porengrofle, BioRad) wurde zundchst zum Ausgleich von
Oberflachenladungen fiir 20s in Methanol (Roth) gebadet und sofort mit A. dest abgespiilt. Danach
erfolgte eine 10-miniitige Aquilibrierung in Transferpuffer (25mM TRIS Base, 192mM Glycin in A.
dest). Das Blot-Sandwich wurde wie folgt aufgebaut: Ein mit Transferpuffer getrankter Schwamm
wurde in die Blotkassette eingelegt, darauf ein getrdnktes Filterpapier (Whatman, Schleicher & Schiill,
Dassel, BRD). AnschlieBend wurden die &dquilibrierte PVDF-Membran und das Gel luftblasenfrei

positioniert und wiederum ein getrénktes Filterpapier und ein Schwamm eingelegt. Nach Verschlieen
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der Sandwich-Kassette wurde diese derart in der Blotkammer ausgerichtet, so dass der Stromfluss
einen Proteintransfer vom Gel zur Membran gewihrleistete. Um lokale Uberhitzungen zu vermeiden
und eine gleichmaBige niedrige Temperatur zu erhalten, wurde ein Eis-’Spacer’ in die Blotkammer
eingestellt und auf einem Magnetriihrer gearbeitet. Die Blotkammer wurde vollstindig mit Transfer-
puffer aufgefiillt und die Elektroden am Netzgerit fiir stabilisierten Gleichstrom (Power Pac 200, Bio-
Rad) angeschlossen. Der Proteintransfer wurde nach 2h bei einer angelegten konstanten Spannung von
50V (Anfangsstromstirke 800mA/2 Gele) beendet. Die proteinbeladene Membran wurde {iber Nacht
in TBS-T Puffer (1,5mM TRIS Base pH 7,5; 1% NaCl; 0,01% Tween 20 (Roth) in A. dest) bei 4°C

zur weiteren Bearbeitung auftbewahrt.

4.8.6 Detektion

Die Detektion der Targetproteine erfolgt durch eine spezifische Antikorper-Farbung der membran-
transferierten Proteine. Zur Saturierung iiberschiissiger Proteinbindestellen wird die Membran mit
einem Blockierungsreagenz behandelt, um eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu
verhindern. Als Blockierungsreagenzien konnen fiir die Detektion nicht relevante Proteinldsungen (z.
B. entfettete Trockenmilch, Rinderserumalbumin) und nichtionische Detergentien (z. B. Tween 20)
eingesetzt werden. Die eigentliche Nachweisreaktion erfolgt im Anschluss durch die Bindung eines
spezifischen unkonjugierten Primédrantikdrpers am Targetprotein und einem enzymgekoppelten Se-
kundérantikdrper zur Signalverstdrkung. Bei der Wahl von HRP-konjugierten Sekundéirantikdrpern
lasst sich zur Detektion ein Chemilumineszenz-Substrat einsetzen, das enzymatisch zu einem Licht
emittierenden Produkt umgesetzt wird. Durch Exposition eines Rontgenfilms kann die Position und
Expressionsstirke des Targetproteins sichtbar gemacht werden, indem die Schwérzung des Rontgen-
films durch die proteinkonzentrationsabhéngige emittierte Strahlung erfolgt. Eine weitere Signalver-
starkung wird dadurch erzielt, dass die energiereichen Elektronen, die den Film durchdringen, in der
Verstiarkerfolie der Rontgenkassette vollstindig absorbiert werden und dort eine feste phosphores-
zierende Verbindung anregen; das bei der anschlieBenden Relaxation emittierte Licht belichtet den
Rontgenfilm erneut.

Alle Handhabungen zur Antikorperfarbung der Membranen wurden auf einem Horizontal-
schiittler (Heidolph Polymax 1040, Fisher Scientific) durchgefiihrt. Die {iber Nacht in TBS-T aufbe-
wahrten Membranen wurden vor der Saturierung noch dreimal mit TBS-T gewaschen. Zur Blockie-
rung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran in einer 5%igen Losung aus Milchpulver
(Blotting Grade Blocker non-fat dry milk, BioRad) in TBS-T fiir 30min inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten mit TBS-T wurden die entsprechenden Primérantikorper i. d. R. fiir 120min bei Raum-
temperatur inkubiert (Tab.7). Die Sekundirantikérper-Inkubation erfolgte nach drei weiteren Wasch-
schritten mit TBS-T. Die HRP-konjugierten Schaf-anti-Maus-IgG- bzw. Esel-anti-Kaninchen-IgG-
Antikorper entstammten dem ECL-Western Blotting Analysis System-Kit (Amersham pharmacia bio-
tech) und wurden i. d. R. in einer 1:5000 Verdiinnung verwendet. Nach einer 90-miniitigen Inkubation

wurden die Membranen fiinfmal in TBS-T gewaschen und anschlieend der Chemilumineszenzreakti-
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on unterzogen. Dazu wurden die feuchten Membranen mit einem 1:2 Gemisch des ECL-Reagenzes 1
und 2 (3-Aminophthalhydrazid + unbekannter Chemilumineszenzverstirker mit H,O,) mit einer Ein-
wirkdauer von einer Minute inkubiert. Nach Entfernung des Reagenzes wurden die in Autoklavierfolie
eingepackten Membranen zur Exposition eines Rontgenfilms (Hyperfilm ECL, Amersham pharmacia
biotech) in einer Rontgenkassette positioniert. Die Expositionszeiten waren von der Signalstirke der
zu detektierenden Proteine abhéngig und wurden zwischen 1 und 20min variiert. Die Signale der be-
lichteten Filme wurden anschlieBend in Entwicklungs- bzw. Fixierungsbddern (Zahnfilm, Adefo

GmbH, Niirnberg, BRD) visualisiert und haltbar gemacht.

Primér- Klon/Bezeich- Bezugsquelle Verdiinnung/ Charakteristik
Antikérper |nung/Ursprung Inkubation
“cleaved’ ASP175 Cell Signaling 1:800 Apoptose-Schliissel-
Caspase-3 Kaninchen Technology 2h RT Executionsprotease
TNF-R1 H-271 Santa Cruz 1:200 Apoptoseinduzierender TNF-
Kaninchen 2h RT Rezeptor
PCNA PC10 DAKO 1:250 Co-Faktor der DNA-
Maus Cytomation 2h RT Polymerase-0 in S-Phase, asso-
ziiert mit DNA-"Repair’
NF«B - Chemicon, 1:300 Transkriptionsfaktor *Nuclear
Maus Hofheim 2h RT factor k B’ (p65-Untereinheit)

Tab. 7: Auflistung der fiir die Western-Blot-Analysen eingesetzten Antikorper

Zur Kontrolle der Proteinbeladung und des Proteintransfers wurde der monoklonale -Actin-
Antikdrper Klon AC-15 (Sigma) als interner Standard eingesetzt. 3-Actin ist eines der hdchst konser-
vierten eukaryotischen Proteine und kann aufgrund seiner konstanten intrazelluldren Verteilung im
Zytoskelett als Proteinkonzentrationsstandard herangezogen werden. In sdmtlichen Western-Blot-
Analysen wurde die densitometrisch ermittelte optische Dichte auf gleiche B-Actin-Konzentrationen

korrekturgerechnet. Die Antikdrperkonzentration betrug fiir alle Analysen 1:5000.

4.8.7 Quantitative Auswertung

Die Analyse der Rontgenfilme erfolgte mit dem Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc) und dem
Quantifizierungsprogramm ’Quantity One — Geldoc’ (BioRad). Die quantitative Analyse der Protein-
muster wurde als Vergleich der relativen Mengenverhéltnisse der einzelnen Fraktionen durch densito-
metrische Bestimmung der Lichtabsorption vorgenommen, indem die optische Dichte der Banden iiber
die Flache ihrer Ausdehnung gemessen wurden. Die ermittelten Daten wurden iiber den internen [3-

Actin-Standard korrigiert.
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4.9 RT-PCR

Die RT-PCR ist ein semiquantitatives Verfahren, um die Transkriptionsstiarke verschiedener Gene,
aufgrund des AusmaBes der synthetisierten mRNA, zu bestimmen. Prinzip dieses Verfahrens ist die
Extraktion der Gesamt-RNA aus den entsprechenden Versuchsansitzen, die auf gleiche RNA-Gehalte
eingestellt werden, so dass exakt die gleiche Menge an Gesamt-RNA mit Hilfe der reversen Trans-
kriptase (rT) quantitativ in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben wird (RAPPOLEE et al.,
1989; CHEN und FUGGLE, 1993; TESTONI et al., 1996). Werden bei dieser cDNA-Erststrangsynt-
hese Hexanukleotide mit einer statistischen Basenzusammensetzung, sog. ‘random hexamere’, als
Primer verwendet, konnen diese entsprechend ihrer individuellen Sequenz an den verschiedensten
Stellen eines m-RNA-Molekiils hybridisieren und eine cDNA-Synthese iiber die gesamte Lénge der
mRNA einleiten. Benutzt man einen oligo-T-Primer, der mit dem polyA-Schwanz am 3’-Ende euka-
ryontischer mRNA hybridisiert, so ldsst sich ebenfalls eine der mRNA komplementire DNA
(RNA/DNA-Hybrid-Erststrang) generieren. Wird der RNA-Strang partiell abgebaut, kann der Erst-
strang als "template’ fiir die DNA-Polymerase I dienen. Die resultierende doppelstrangige DNA stellt
ein direktes Abbild der zelluldiren mRNA-Transkripte dar.

In der anschlieBenden Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient die gebildete cDNA als Matrize
der folgenden Strangsynthesen, so dass die amplifizierten PCR-Produkte quantitativ vergleichbar sind.
Die PCR erfolgt mit Primern, die spezifisch fiir die cDNA ausgewéhlter Marker-Gene sind. Unter Ver-
wendung dieser genspezifischen Primern kann die Quantifizierung des jeweiligen Transkripts iiber die
selektive Amplifikation der zugehorigen cDNA erfolgen. Unter der Voraussetzung, dass die Zyklen-
zahl nicht im Bereich der Sittigung, sondern im linearen Bereich liegt, ist die Bandenstéirke des PCR-
Produkts auf einem Agarosegel direkt proportional zum Anteil der entsprechenden mRNA an der Ge-
samt-RNA. Zur Kontrolle, dass in allen Ansétzen gleich viel RNA eingesetzt wurde, wird ein ubiqui-
tar konstitutiv exprimiertes Haushaltsgen (z. B. B-Actin) amplifiziert, das in allen Ansétzen gleiche
Bandenstérke aufweisen muss. Im Vergleich zu anderen RNA-Nachweisverfahren, wie z. B. der Nor-

thern-Blot-Analyse, ist die Sensitivitét der RT-PCR erheblich groBer.

4.9.1 RNA-Extraktion

RNA ist im Vergleich zu DNA sehr anfillig fiir spontane und enzymatisch katalysierte Hydrolyse. Die
zusitzliche Hydroxylgruppe im Ribosering bewirkt diese Anfilligkeit fiir hydrolytischen Abbau, be-
sonders in stark alkalischer Losung oder in Anwesenheit von Lewis-Sauren (z. B. Mg**-Ionen) und ist
zusétzlich verantwortlich fiir das Vorliegen der weitgehenden Einzelstrangigkeit der RNA und der
daraus resultierenden zusédtzlichen Anfélligkeit fiir exo-und endonukleotischen Abbau. Ein kritischer
Schritt bei der Isolierung von RNA aus lebenden Zellen ist daher der rasche Zellaufschluss, bei dem
endogene Ribonukleasen (RNasen) mdglichst vollstéindig inaktiviert werden miissen, um den Abbau
der zelluldren RNA zu verhindern. Das ist von besonderer Bedeutung, da Ribonukleasen extrem stabi-
le Enzyme sind und die mRNA einer Zelle nur einen geringen Anteil der Gesamt-RNA ausmacht. Eine

tibliche Methode ist der Aufschluss mit Puffern, die chaotrope Salze wie Guanidin-Isothiocyanat ent-
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halten, das als potentes Denaturierungsmittel die zelluldiren RNasen inaktiviert (CHIRGWIN et al.,
1979). Auch die Extraktion mit Phenol/CHCI;-Mischungen, die Behandlung der Proben mit Proteinase
K oder mit Polyanionen (Heparin, Polyvinylsulfat, Tonerden) in hoher Konzentration konnen zur In-
aktivierung von RNasen eingesetzt werden (PALMITER et al., 1970; COX, 1976, BLUMBERG,
1987).

Gesamt-RNA wurde durch eine Einzelschrittmethode nach CHOMOCZYNSKI und SACCHI
(1987) bzw. der von CHOMOCZYNSKI (1993) modifizierten Schnellmethode mit Hilfe des phenol-
und guanidin-isothiocyanathaltigen Monophasenreagenz Trizol (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) isoliert.
Nach Homogenisierung und Lysierung der Zellen wird das Zelllysat nach Zusatz von Chloroform und
anschlieBender Zentrifugation in eine wissrige RNA-haltige, eine DNA-haltige Interphase und in eine
proteinhaltige organische Phase separiert. Aus der wissrigen Phase kann die RNA mit Hilfe einer I-
sopropanolfillung prazipitiert werden.

Der Zellaufschluss erfolgte direkt im Kulturgefd8. Nach Durchfithrung des Versuchsprotokolls
wurden die Zelliiberstéinde in einem 50ml Zentrifugenrdhrchen gesammelt und mit 1600U/min (Uni-
versal 30 F, Hettich, 400xg) 5min bei Raumtemperatur zentrifugiert und dekantiert. Die adhérenten
Zellen (ca. 1x10”) wurden mit 3ml Trizol-Reagenz pro Petrischale (100/20mm) versetzt, homogeni-
siert und lysiert. Das Zelllysat wurde mit dem zuvor gewonnenen Zellpellet aus dem jeweiligen Uber-
stand vereint und Smin bei Raumtemperatur zur weiteren Lyse und Dissoziation der Nukleoprotein-
komplexe inkubiert. Nach Zufiigen von 0,6ml Chloroform (Roth) erfolgte nach einer sofortigen
Durchmischung (15s Vortex, Heidolph Reax top) und einer weiteren Inkubation bei Raumtemperatur
von 3min die Phasentrennung durch eine 15-miniitige Zentrifugation bei 4°C und 11000U/min
(10500xg). Die obere wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefil iiberfithrt und die enthaltene
RNA mit 1,5ml Isopropanol in einer 10-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur ausgefillt. Die
anschlieBende Zentrifugation bei 10000U/min (9500xg), 4°C fiihrte zu einem sichtbaren RNA-Pellet,
das nach Dekantierung des Uberstands zur Entfernung von Salzen durch Zugabe von 3ml Ethanol
(75% in DNase-RNase-freiem Wasser, 18 Megohm, Sigma) nach viermaligem vorsichtigen Kippen
des Reaktionsgefdafles und 5-miniitiger Zentrifugation bei 8000U/min (6000xg), 4°C gewaschen wur-
de. Der Uberstand wurde mit einer Wasserstrahlpumpe vorsichtig entfernt und das gereinigte Pellet
nach ca. Smin Lufttrocknung in 20pl RNAse-freiem Wasser gelost. Die RNA-Extrakte wurden sofort

zur photometrischen Konzentrationsbestimmung verdiinnt oder bei -80°C kryokonserviert.

4.9.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der RNA-Extrakte wurde durch eine photometrische Messung aufgrund der UV-
Absorption aromatischer Basen der Nukleinsduren bestimmt. Durch Messung der Absorption bei
260nm lasst sich fiir einzelstrangige, kurze DNA eine relativ genaue Konzentration ermitteln, wiahrend
sich fiir RNA- und lingere DNA-Fragmente nur eine Abschitzung treffen ldsst. Eine Absorption von 1
einer Losung entspricht einer Konzentration von 33pug/ml einzelstrangiger (ss)DNA, 50pg/ml dop-

pelstriangiger (ds)DNA bzw. 40pg/ml RNA.



MATERIAL UND METHODE 56

Um Messfehler durch Verunreinigungen von Proteinen oder DNA, die ebenfalls im UV-Bereich
absorbieren, auszuschalten, wurden Referenzmessungen bei den Wellenldngen 230 und 280nm durch-
gefiihrt. Mithilfe des Absorptionsquotienten 260nm/280nm wurde der Reinheitsgrad der gewonnenen
RNA iiberpriift; nur Extrakte mit einem Quotienten von 1,5 bis 1,8 wurden fiir die anschlieBende Ana-
lyse herangezogen.

Frisch isolierte oder kryokonservierte, auf Eis aufgetaute RNA-Extrakte wurden mit DNase-RNase-
freiem-Wasser 1:80 verdiinnt und die RNA-Konzentration in einer Vierfachbestimmung photomet-
risch im RNA-Determinationsprogramm am Spektralphotometer GeneQuant pro (Amersham pharma-

cia biotech) bestimmt. Die RNA-Konzentration errechnet sich nach folgender Formel:

c=AxFxK [ :  Konzentration der Probe [pg/ml]
Ay ¢ gemessene Absorption bei 260 nm
F : Verdinnungsfaktor
K : Konzentration bei Aygp = 1 fiir RNA (40pg/ml)

Die erzielten Ausbeuten fiir eine groBe Petrischale (ca. 1x10” Zellen) lagen zwischen 60-120pg (3-

6ug/ul).

4.9.3 RT-Reaktion

Eine komplementidre DNA (cDNA) entsteht durch reverse Transkription, bei der mRNA als Matrize
zur Erstellung einer DNA-Kopie dient. Vermittelt wird dieser Prozess von einem retroviralen Enzym,
der reversen Transkriptase.

Als Initiationsprimer wurde ein oligo-T-Primer, der mit dem polyA-Schwanz am 3’-Ende euka-
ryontischer mRNA hybridisiert, eingesetzt. Alle RNA-Extrakte wurden fiir die reverse Transkriptase-
Reaktion auf einen Gehalt von 1pg/ul eingestellt und mit der M-MuLV (RNAse H)-Transkriptase
(Peqlab, Erlangen, BRD), Reaktionsoptimum bei 42°C, in komplementire DNA umgeschrieben. Die

Reagenzien zum Ansatz von 20ul RT-Reaktion wurden wie folgt gemischt.

Ansatz fiir RT-Reaktion (20pul):

RNase-freies H,O (18 Megohm) 9,2ul DTT 50mM (Peqlab) 2,0ul
10x Reaktionspuffer (Peqlab) 2,0ul Oligo-T-Primer 50uM (PE Biosystems) 1,0ul
MgCl, 25mM (Peqlab) 2,0ul RNA 1pg/ul 1,0ul
NTP-Mix 10mM (Peqlab) 2,0ul Reverse Transkriptase (100U/ul) 0.3ul
RNase-Inhibitor 30U/ul (Peqlab) 0,5ul 20ul

Die RT-Ansédtze wurden 10min bei Raumtemperatur vorinkubiert und anschliefend 15min in einem
Heizblock (Techne Dri-Block DD-2a, Cambridge, UK) bei 42°C temperiert. Zur Denaturierung der
cDNA und des Enzyms wurden die Ansdtze Smin im kochenden Wasserbad behandelt und an-
schlieBend 15min auf Eis inkubiert. Die thermostabilen cDNA-Extrakte konnen bei 4°C aufbewahrt

werden.
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4.9.4 Primer

Spezifitét, Sensitivitit und Reproduzierbarkeit der PCR hingen im hohen Maf3e vom Design der ver-
wendeten Primer ab. Ein Primer sollte weder stabile Sekundérstrukturen noch Dimere bilden konnen.
Die beiden gegenliufigen Primer sollten die gleiche Schmelztemperatur besitzen. Zur Uberpriifung
dieser Kriterien stehen verschiedene Computerprogramme zur Verfiigung.

Die Sequenzen der Zielgene wurden der Sequenzdatenbank Nukleotid-GenBank/Pubmed
(NCBI, National Center for Biotechnology Information) entnommen und mit Hilfe des Primer-
"Design’-Programms DNASTAR 4.95 Primer Select (DNASTAR Inc., Madison, USA) geeignete
Primer-Sequenzen abgeleitet (Tab. 8). Die von der Fa. Sigma-Genosys (Steinheim, BRD) syntheti-
sierten Primer wurden in TE-Puffer (10mM TRIS-HCI pH 8, ImM EDTA, Roth) geldst und als
100puM Losung bei -20°C aufbewahrt. Unmittelbar vor Einsatz wurden sie auf eine Arbeitskonzentra-

tion von 10uM mit 18 Megohm-Wasser verdiinnt.

Primer Nukleotidsequenz Produktlinge [bp]

Caspase-3 Sense 5’-TCTCGCTCTGGTACGGATGTGGA-3’ 479
Antisense 5’-TGCTGCAAAGGGACTGGATGAAC-3’

p33 Sense 5’-CCGAGGCCGGCTCTGAGTATACCACCATC-3’ 371
Antisense 5’-TCATTCAGCTCCCGGAACATCTCGAAGCG-3’

B-Actin Sense 5’-TGCTTCTAGGCGGACTGTTACTGA-3’ 420

Antisense 5’-GACGCGACCATCCTCCTCTTAG-3’

Tab. 8: Sequenzen und Produktlingen der fiir die RT-PCR verwendeten Primer

4.9.5 PCR

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht die enzymatische in vitro Herstellung
millionenfacher Kopien bestimmter DNA-Fragmente, so dass durch die Amplifikation sehr geringe
DNA-Mengen einer Analyse zuginglich gemacht werden konnen. Die Vervielfdltigung der DNA—
Fragmente dhnelt dem Reaktionsablauf der natiirlichen Replikation: Eine hitzestabile DNA-Polyme-
rase synthetisiert vom 3’-Ende einer einzelstrangigen Nukleinsdure-Matrize, ausgehend von syntheti-
schen genspezifischen DNA-Oligonukleotid-Primern, die an der Matrize hybridisieren, einen neuen
DNA-Doppelstrang. Durch die Wahl eines gegenldufig orientierten Oligonukleotid-Primerpaares kann
gezielt die DNA-Sequenz zwischen den beiden Primern vervielfiltigt werden.

Das entscheidende Prinzip der PCR ist die zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktions-
schritte, wodurch die Matrize exponentiell amplifiziert wird. Der zu amplifizierende DNA-Doppel-
strang wird zunédchst bei 95°C denaturiert. An die generierten Einzelstringe hybridisiert bei niedriger
Temperatur je ein komplementires Oligonukleotid einer Lange von 15 bis 30bp (*annealing’), die als

Primer fiir eine DNA-Polymerase fungieren. Ansetzend am 3’-Ende der Primer wird jeder Einzel-
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strang wieder zum Doppelstrang aufgefiillt (Cextension’). Der Einsatz thermostabiler DNA-Polyme-
rasen (z. B. Tag-, Pfu-, Pwo-Polymerase aus Thermus aquaticus, Pyrococcus furiosus bzw. Pyrococ-
cus woesei) ermoglicht die zyklische Wiederholung der Denaturierungs-, annealing’- und ’extension’-
Phasen, wodurch die exponentielle Amplifikation des DNA-Fragments erreicht wird (SAIKI et al.,
1988; MULLLIS, 1990).

Die Spezifitit der PCR wird allein durch die Nukleotidsequenz der Primer und die Wahl der op-
timalen ’annealing’-Temperatur erreicht. Ist die *annealing’-Temperatur zu niedrig gewéhlt, treten auf-
grund unspezifischer Primerbindung hiufig Nebenprodukte auf, wahrend bei zu hohen Temperaturen
die Gefahr besteht, dass liberhaupt keine Primerbindung an der DNA-Matrize stattfindet. Die maximal
zu wihlende ’annealing’-Temperatur kann unter Einbeziehung der Schmelztemperatur T,,, bei der ein
gegebener DNA-Doppelstrang zu 50% denaturiert ist, also einzelstréingig vorliegt, abgeleitet werden.
T, kann bis zu einer Gréfe von ca. 25bp anniherungsweise anhand der Zusammensetzung aus GC-

und AT-Paaren nach folgender Formel errechnet werden:

Tpm = [4°C x (C + G) + 2°C x (A +T)]

-
g

: Schmelztemperatur
¢ Zytosin
: Guanin

: Adenin

- > 0 0

: Thymin

Oberhalb diesem maximalen Wert fiir die ’annealing’-Temperatur denaturieren die Primer und eine
Bindung an das ’template’ ist nicht mehr gewéhrleistet. Im allgemeinen wird eine ’annealing’-
Temperatur empfohlen, die 5°C unter dem T,,-Wert liegt.

Die PCR wurde mit Ingredenzien der Firma Peqlab durchgefiihrt. Im Folgenden ist ein Reaktions-
ansatz fiir 50ul PCR-Reaktion beschrieben:

DNase-freies H,O (18 Megohm) 21,0pl RT-Mix ("template’) 20,0ul
10x Reaktionspuffer (Peqlab) 3,0ul Primer sense 10uM 1,0pl
MgCl, 50mM (Peqlab) 1,5ul Primer antisense 10pM 1,0ul
NTP-Mix 10mM (Peqlab) 2,0ul Taq Polymerase 5U/pul 0.5ul

50ul

Die PCR wurde mit einem ThermoCycler (MasterCycler personal, Eppendorf, Hamburg, BRD) als
Hot-Start-PCR (SAWADY Taq(H)-DNA-Polymerase, Peqlab) durchgefiihrt. Um zu gewahrleisten,
dass die Reaktion im linearen Bereich ablduft, wurden in Vorversuchen die optimale DNA- (und
Mg*")-Konzentration und die Anzahl der Amplifizierungszyklen ermittelt.

Das prinzipielle Cycler-Programm wurde mit einer einmaligen initialen Enzymaktivierung und
DNA-Denaturierung von 10min 95°C und anschliefenden 29 Zyklen DNA-Denaturierung (20s 94°C),
Primer-"annealing’ (45s 60-65°C) und Nukleotid-’extension’ (1min 72°C) gewaihlt. Die ’annealing’-
Temperaturen wurden je nach Primerlinge und CG-Gehalt variiert (Tab. 9). Nach Beendigung des

letzten Amplifizierungszyklus wurden die PCR-Produkte nach einer finalen 10-miniitigen ’extension’-
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Phase bei 72°C auf 4°C abgekiihlt. Zur Kontrolle einer Kontamination der Reaktionszusétze wurde bei
jeder PCR eine Wasserprobe mitgefiihrt, bei der anstelle des RT-Mixes RNase/DNase-freies H,O zu-
gesetzt war. Die amplifizierten thermostabilen PCR-Produkte wurden im Anschluss direkt in die

DNA-Gelelektrophorese eingesetzt oder bei 4°C aufbewahrt.

Phase Temperatur [°C] Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 10min 1
Denaturierung 94 20s 29
’annealing’ 50-65 45s 29
“extension’ 72 60s 29
Finale extension’ 72 10min 1
Kiihlung 4 0 1

Tab. 9: Ubersicht iiber die verwendeten PCR-Temperaturen, Zeitintervalle und Zyklenzahlen

4.9.6 DNA-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese von DNA ermdglicht die analytische Auftrennung der negativ geladenen DNA-
Molekiile im elektrischen Feld. Die Wanderung erfolgt aufgrund des Molekulargewichts in Richtung
Anode (positiver Pol), wobei ein mitgefiihrter DNA-Molekulargewichtsstandard eine Zuordnung der
GroBe einer jeden DNA-Bande zulésst. Die elektrophoretische Mobilitdt der DNA im Gel verhélt sich
proportional zum negativen natiirlichen Logarithmus der Anzahl an Basenpaaren im Molekiil.
Daneben beeinflussen die Porengrofle des Gels und die angelegte Spannung die Wande-
rungsgeschwindigkeit. Agarose, ein lineares Polysaccharid aus roten Meeresalgen, bildet bei Erwér-
mung in geeigneten Puffern und nachfolgender Abkiihlung eine gelartige Polymermatrix, deren Po-
rengrofle in Abhédngigkeit des zu detektierenden DNA-Molekulargewichts iiber die Konzentration der
eingesetzten Agarosemenge variiert werden kann. Die Visualisierung der aufgetrennten DNA-Banden
erfolgt durch Anfarbung der Gele mit dem Nukleinsdure-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Ethidi-
umbromid, der zwischen die Nukleinbasen interkaliert und bei Anregung im UV-Bereich ein rot-
orange leuchtendes Fluoreszenzlicht im sichtbaren Bereich (500-590nm) emittiert. Die Sensitivitét der
Detektion ist sehr hoch, die Nachweisgrenze liegt unter Sng DNA.

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in der Regel in einem 2% Aga-
rose-Gel. Dazu wurde 1g Agarose (Roth) in 50ml 1x TBE-Puffer (1M TRIS-Borat, pH 8,3; 20mM
EDTA; Roth) unter dreimaliger Mikrowellenbehandlung (600W, bis zum Aufschdumen) gelost. Nach
kurzer Abkiihlung und Entgasung wurde das Gel in eine horizontale Gelkammer (Sub-cell GT, Bio-
Rad) mit kleinem Kamm (max. 15pl Beladungsvolumen) gegossen und nach einer Polymerisierungs-
zeit von ca. 1h mit 15ul/Geltasche der entsprechenden cDNA-Proben beladen. Die Proben wurden

zuvor mit einer 6x Gel ’loading solution” Typ I (Sigma) 1:6 verdiinnt. Der ’loading’-Puffer enthalt
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40% Sucrose zur Beschwerung der Proben und je 0,25% der Farbstoffe Bromphenolblau und Xylen-
cyanol, die sich wahrend der elektrophoretischen Auftrennung als blaue Lauffronten darstellen. Auf-
grund der Tatsache, dass Bromphenolbau und Xylencyanol mit 300bp bzw. 4Kb ’double strand’ DNA
ko-migrieren und sich die GroBe der zu detektierenden DNA-Fragmente zwischen 371 und 479bp
bewegte, wurde die Elektrophorese beendet, nachdem die schnellere Lauffront (Bromphenolblau) das
Gelende erreichte.

Auf jedem Gel wurde zur Uberpriifung gleicher Beladung B-Actin-PCR-Produkt als interner
Standard mitgefiihrt. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurden 2ul eines DNA-Standards
(PeqGold 100bp Plus, Peqlab) mit 2,5ul 6x ’loading’-Puffer und 10,5ul DNase-freiem-Wasser ver-
diinnt und zusammen mit den Proben unter gleichen Bedingungen aufgetrennt. Die Elektrophorese
wurde mit 300ml Laufpuffer (0,5x TBE mit 12ul Ethidiumbromid, c=10mg/ml, Roth) bei einer kon-
stanten Spannung von 100V, generiert tiber ein Power Supply (Consort E 143, Peqlab), durchgefiihrt.
Nachdem die erste Lauffront das Gelende erreichte, wurde die Auftrennung beendet und die Gele so-

fort mit der Gel-Dokumentation unter UV-Anregung im Transilluminator analysiert.

4.9.7 Quantitative Auswertung

Die Analyse der DNA-Gele erfolgte mit dem Gel-Dokumentationssystem (Gel Doc) und dem Quanti-
fizierungsprogramm ’Quantity One’ der Fa. BioRad. Zur Quantifizierung wurde die optische Dichte
der Banden {iiber die Flache ihrer Ausdehnung gemessen. Die ermittelten Daten wurden iiber Quotien-

tenbildung mit dem internen (3-Actin-Standard korrigiert.

4.10 Statistische Analyse

Fiir jedes Experiment wurden 4 unabhingige Versuchsreihen (n = 4) durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die statistische Aus-
wertung erfolgte bei Normalverteilung der Werte durch eine ’one way analysis of variance’ (ANOVA)
mittels paarweisem multiplen Vergleich durch den Tukey Test oder die Student-Newman Keuls Me-
thode, die die Korrektur des a-Fehlers zur Kompensation multipler Vergleiche beinhalten. Zwei
Gruppen wurden als statistisch signifikant unterschiedlich gewertet, wenn die statistische Wahrschein-
lichkeit fiir die Null-Hypothese (p) < 0,05 war. Samtliche statistische Tests wurden unter Verwendung
des Software Pakets SigmaStat 2.3 (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) durchgefiihrt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Auswirkung von Kalte auf verschiedene Apoptose-stimulierte und
unstimulierte Zellen

Zur Uberpriifung der Auswirkung von Kilte auf die Entstehung von Apoptose wurden fiir die TNF-o-
bzw. CPT-stimulierten und unstimulierten Zelllinien WEHI-S, WEHI-R, HL-60 und HeLa sowie 1.929
Fibroblasten und periphere Blutlymphozyten (PBL) die Aktivierung des Schliisselenzyms apopto-
tischer Prozesse, Caspase-3, durchflusszytometrisch ermittelt (Abb. 3 bis 5). Da der eingesetzte Anti-
korper ausschlieBlich die aktiven Caspase-3 Spaltprodukte markiert, konnte das Ausmal der induzier-

ten Apoptose evaluiert werden.

TNF/4°C *

TNF/37°C

ve[ H s
37°C:'-|* :'-I*

0 5 10 15 20 25 30 35 O 5 10 15 20 25 30 35

cleaved Caspase-3 Expression [%] cleaved Caspase-3 Expression [%]

WEHI-S WEHI-R

Abb. 3: 'Cleaved’ Caspase-3 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinien WEHI-S und
WEHI-R nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (8) bzw. ohne TNF-o () Reprdsentative FACS-Analyse (A)
WEHI-S (TNF/4°C), (B) WEHI-S (TNF/37°C), (C) WEHI-S (4°C), (D) WEHI-S (37°C) und Mittelwerte + SEM aus vier
Versuchsansdtzen mit WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H); *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0,05 vs 37°C.

Nachdem sich bereits in Vorversuchen mit der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zelllinie zeigte, dass eine

fiinfstiindige TNF-o-Stimulierung eine ausgepragte Apoptose induzierte, wurde fiir die einleitenden

Versuche ein fiinfstiindiges Inkubationsintervall mit einer vierstiindigen Kiihlungsphase bei 4°C und
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1h Wiedererwarmung bei 37°C bzw. eine fiinfstiindige permanente 37°C Inkubation fiir die korrespon-
dierenden Kontrollen gewihlt. Fiir die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie konnte durch die vier-
stiindige Kélteeinwirkung nach einer Stunde Wiedererwdrmung ein protektiver Einfluss auf die TNF-
a-induzierte Apoptose gegeniiber der 37°C-TNF-a-behandelten Versuchsgruppe festgestellt werden.
Mit ca. 8% Caspase-3-aktivierter Zellen im kélteapplizierten Ansatz war ein hoch signifikanter Unter-
schied (p<0,001) gegeniiber dem wirmebehandelten Ansatz mit ca. 29% zu verzeichnen (Abb. 3E). Im
Gegensatz dazu zeigten die unstimulierten Zellen durch die Kéltebehandlung eine verstarkte Apoptose
gegeniiber dem warmen Kontrollansatz (ca. 7% versus ca. 3%, Abb. 3F), deren Unterschied jedoch
nicht statistisch signifikant war (p = 0,063).

Die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie reagierte auf die Kélteeinwirkung, unabhingig von der
Apoptosestimulierung, mit einer gesteigerten ’cleaved’ Caspase-3 Expression gegeniiber den korres-
pondierenden 37°C-Ansétzen (Abb. 3G,H). Beide 4°C-Inkubationen, mit und ohne TNF-a, wiesen
eine vergleichbare Caspase-3-abhingige Apoptoseinduktion von ca. 22% auf. Im TNF-a-stimulierten
warmen Ansatz wurden ca. 16%, im unstimulierten ca. 10% ’cleaved’ Caspase-3-positive Zellen de-
tektiert (Abb. 3G,H).

Eine den WEHI-S Zellen vergleichbare Wirkung zeigte der Kilteeinfluss auch auf die TNF-a-
stimulierten L929 Fibroblasten und die CPT-stimulierten HL-60 Lymphomzellen, wenn auch in
schwécherem Ausmal} (Abb. 4A,C).

TNF/4°C CPT/4°C *

TNF/37°C CPT/37°C

l *
>
(@)

4°C |4 § 4°C I #
37°C ] * 37°C ' *

0 5 10 15 20 25 30 35 0O 5 10 15 20 25 30 35
cleaved Caspase-3 Expression [%] cleaved Caspase-3 Expression [%]
L929 HL-60

Abb. 4: 'Cleaved’ Caspase-3 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Mausfibroblasten L929 (A,B) und der
humanen myeloiden Lymphomzelllinie HL-60 (C,D) nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne
TNF-a /CPT (0). Jede Gruppe beinhaltet vier Versuchsanséitze. Mittelwerte + SEM; *p< 0,05 vs TNF(CPT)/37°C, $p<0,05
vs 37°C, *p< 0,05 vs TNF(CPT)/4°C.

Durch die Kaélteapplikation konnte eine Reduktion der TNF-a- bzw. CPT-induzierten Caspase-3-ab-

hingigen Apoptose gegeniiber der korrespondierenden 37°C-Versuchsgruppe erzielt werden. Die

Verminderung der Caspase-3 Aktivierung unter Kélteeinfluss belief sich auf 30 bis 40% und fiel damit
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geringer aus als bei WEHI-S Zellen mit einer Reduktion um ca. 70%. Die um ca. 100% vermehrte
Expression aktiver Caspase-3 Spaltprodukte in der Kélte ohne TNF-a-Stimulierung gegeniiber der
37°C-Kontrolle fand sich vergleichbar mit den entsprechenden unstimulierten WEHI-S Zellen auch
fiir die unstimulierten L929 Fibroblasten (Abb. 4B). Die unstimulierten HL-60 Zellen zeigten in der
Kalte hingegen lediglich eine 14%ige nicht signifikante Steigerung aktivierter Caspase-3 im Vergleich
zu den warminkubierten Kontrollansédtzen (Abb. 4D).

Fiir die humane Zervix-Karzinom Zelllinie HeLa und die peripheren Blutlymphozyten (PBL)
konnte durch die Kéltebehandlung nach Stimulierung mit TNF-a keine protektive Wirkung auf die
Caspase-3-abhingige Apoptose gegeniiber den korrespondierenden 37°C-Ansitzen verzeichnet wer-
den (Abb. 5A,C). Vergleichbar mit der WEHI-R Zelllinie (34% Steigerung der aktivierten Caspase-3
gegeniiber dem TNF-a-stimulierten warmen Ansatz) wurde fiir HeLa und PBL Zellen eine kélteindu-

zierte Steigerung aktiver Caspase-3 Spaltprodukte von 25 bzw. 16% detektiert (Abb. 5SA,C).

TNF/4°C *

TNF/37°C

4°C j #8§ :'-I
37°C ] * ]1

cleaved Caspase-3 Expression [%] cleaved Caspase-3 Expression [%]

HelLa PBL

Abb. 5: 'Cleaved’ Caspase-3 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Zervix-Karzinom-Zelllinie HeLa (A,B)
und der peripheren Blutlymphozyten (PBL; C,D) nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit () bzw. ohne TNF-o
(0). Jede Gruppe beinhaltet vier Versuchsansitze. Mittelwerte + SEM; *p< 0,05 vs TNF/37°C, *p< 0,05 vs 37°C, "p< 0,05
vs TNF/4°C.

Die unstimulierten HeLa Zellen reagierten nicht mit einer kélteinduzierten Caspase-3 Aktivierung,
sondern zeigten eine 26%ige signifikante Reduktion an aktiven Caspase-3-Spaltprodukten gegeniiber
dem warmen Kontrollansatz (Abb. 5B). Fiir die unstimulierten PBL wurde nach Kéltebehandlung kein
Unterschied aktivierter Caspase-3 Expression beziiglich des korrespondierenden 37°C-Ansatzes detek-
tiert (Abb. 5D).

Zusammenfassend ergaben sich bei der Untersuchung verschiedener Zelllinien und Zellen zwei
prinzipiell unterschiedliche Reaktionsmuster der Auswirkung von Kélte auf die Induktion von Apop-
tose. Wiahrend sich die Hypothermie bei Apoptose-stimulierten WEHI-S, L929 und HL-60 Zellen
protektiv auswirkte, 16ste die Kélte bei den Apoptose-stimulierten WEHI-R und HeLa Zellen sowie in

eingeschrianktem AusmaB bei den PBL eine Verstirkung der Apoptose aus. Die unstimulierten Zellen
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reagierten unter Kélteeinwirkung i. d. R. mit einer Apoptose-Induktion. Stellvertretend fiir die zwei
divergent reagierenden Zellsysteme wurden die Mausfibrosarkom-Zelllinien WEHI-S und WEHI-R,
die die stirkste Caspase-3 Aktivierung aufwiesen und sich deutlich unterschieden, fiir die weiteren

Untersuchungen herangezogen.

5.2 Auswirkung von Kalte auf die Induktion von Apoptose TNF-a-stimu-
lierter und unstimulierter WEHI-S und WEHI-R Zellen

5.2.1 Zellmorphologie

Durch Anfarbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Bisbenzimid und Propidiumjodid wurden primér
apoptotische Zellen, das spéte Apoptosestadium der sekundir nekrotischen Zellen sowie primér nekro-
tische Zellen aufgrund ihrer Kernmorphologie und Zytoplasmamembraneigenschaften diskriminiert.
Nach Durchfithrung des prinzipiellen Versuchsprotokolls (+ Apoptoseinduktion, 4h 4°C Inkubation
und anschlieender 37°C Inkubation bzw. ausschlieBlicher 37°C Inkubation in den Kontrollansitzen)
wurden die morphologischen Veridnderungen in Abhdngigkeit von der Zeit evaluiert. Beurteilt wurden
Zellen mit priméren und sekundéren Apoptosen iiber die Ausbildung von Chromatin- bzw. Kernkon-
densationen und Kernfragmentationen vor Versuchsbeginn und nach 4, 5, 6, 7, 8, 10 und 24h (prozen-
tualer Anteil des jeweiligen Apoptosestadiums an der Gesamtzellzahl pro Gesichtsfeld).

Die TNF-a sensiblen WEHI-S Zellen zeigten unter TNF-a-Stimulierung liber den gesamten
Zeitraum nach Versuchsbeginn im kélteapplizierten Ansatz eine verminderte Apoptose gegeniiber dem
warmen TNF-a-Kontrollansatz (Abb. 6A). Direkt nach Kiihlung (4h) bis zum Zeitpunkt 7h unter-
schieden sich die beiden Gruppen signifikant, wobei sich die Reduktion der apoptotischen Zellen im
gekiihlten Ansatz gegeniiber der warmen Kontrollgruppe von anfinglich ca. 90% (4h) auf ca. 24%
(8h) verminderte. 10h nach Versuchsbeginn glich sich die Anzahl apoptotischer Zellen in beiden An-
sdtzen an. Der Anteil apoptotischer Zellen im gekiihlten Ansatz lag bis zum Versuchsende nach 24h
mit einer Reduktion von ca. 5% nur geringfiigig unterhalb der 37°C Kontrolle (Abb. 6A). Primére
Nekrosen konnten wéhrend des gesamten Untersuchungsintervalls nur in geringem Ausmal} detektiert
werden; nach 24h wurden im gekiihlten lediglich ca. 1% und im warmen Ansatz ca. 2% primér nekro-
tische Zellen aufgefunden (Tab. 10,11).

Die unstimulierten WEHI-S Zellen (Abb. 6B) entwickelten unter der Kéltebehandlung eine ge-
ringe Anzahl apoptotischer Zellen (ca. 10% nach 24h) und unterschieden sich iiber den restlichen Un-
tersuchungszeitraum (Oh bis 10h) nur geringfiigig von dem korrespondierenden warmen Ansatz (2,5-
3% gegeniiber 1-2% Apoptosen). Trotz der geringen Differenz des Anteils apoptotischer Zellen der
beiden Ansdtze waren die erzielten Ergebnisse zu allen Zeitpunkten nach Versuchsbeginn signifikant
unterschiedlich, so dass die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen ohne Stimulierung eine kélteabhéngige
verstiarkte Apoptose gegeniiber dem korrespondierenden warmen Kontrollansatz indizierten (Abb.

6B).
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Abb. 6: Apoptotische Zellen in % der Gesamtzellzahl der untersuchten WEHI-S Zelllinie vor Versuchsbeginn und zu verschie-
denen Zeitpunkten (A) mit und (B) ohne TNF-co~Inkubation. Die Zellen wurden wihrend der ersten 4h bei 4°C, im weiteren
Verlauf bei 37°C kultiviert (®), die Kontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum bei 37°C inkubiert (). Jede Gruppe
beinhaltet vier unabhdngige Versuchsansdtze. Mittelwerte + SEM; *p< 0,05 vs TNF/37°C, #p<0, 05 vs TNF/4°C.

Die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie generierte nach 4h TNF-o-Stimulierung unter der 37°C
Inkubation die groBite Apoptoserate (ca. 9%), verglichen mit allen anderen Versuchsgruppen (Abb.
7A,B). Wihrend zu allen weiteren Zeitpunkten die kilteapplizierten Ansdtze mit und ohne TNF-a
demgegeniiber eine stark vermehrte Apoptose aufwiesen, stagnierte die Apoptoserate im 37°C-TNF-
o-Ansatz liber die Zeit und zeigte nach 7h bis zum Versuchsende sogar eine abfallende Tendenz (Abb.
7A.,B). Nach einer Stunde Wiedererwdrmung konnte fiir beide, den stimulierten und unstimulierten
kéltebehandelten Ansatz, ein massiver Anstieg apoptotischer Zellen von ca. 0,5% (4h) auf 36 und 39%
(5h) ermittelt werden. Die TNF-a-stimulierten gekiihlten WEHI-R Zellen hielten die Apoptoserate
tiber das gesamte Zeitintervall bis zum Zeitpunkt 10h in etwa konstant (36-28%), danach war bis zum
Versuchsende nach 24h noch einmal ein Zuwachs apoptotischer Zellen bis auf 53% der Gesamt-
zellzahl zu verzeichnen (Abb. 7A). Die unstimulierten gekiihlten WEHI-R Zellen reagierten, nach dem
fulminanten Apoptoseanstieg zum Zeitpunkt Sh, weiterhin mit einem kontinuierlichen langsamen
Riickgang der Apoptoserate bis zum Zeitpunkt 24h auf 15% der Gesamtzellzahl (Abb. 7B).

Die detaillierte Untersuchung der Entwicklung der Apoptosestadien zeigte, ausgehend von der

in allen Versuchsansitzen vergleichbaren Anzahl an ausgesidten WEHI-S Zellen (27,87 £ 0,22 pro
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Gesichtsfeld), ein unterschiedliches Adhirenzverhalten der verschiedenen Versuchsgruppen (Tab.
10,11). Wahrend fiir die TNF-a-stimulierten gekiihlten und warmen Versuchsgruppen bis zum Ver-
suchsende ein Riickgang adhdrenter Zellen auf 35 bzw. 38% zu verzeichnen war, konnte fiir die un-
stimulierten Versuchsgruppen eine Reduktion adhérenter Zellen auf 73 und 77% beobachtet werden.
In allen Versuchsgruppen wurde als priméres Apoptosestadium in der Hauptsache Chromatin- bzw.
Kernkondensationen differenziert, wohingegen sich Fragmentationen lediglich bei bereits membrange-

schidigten sekundiren Nekrosen auffinden lieBen (Tab. 10,11).
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Abb. 7: Apoptotische Zellen in % der Gesamtzahl der untersuchten WEHI-R Zelllinie vor Versuchsbeginn und zu verschie-
denen Zeitpunkten (A) mit und (B) ohne TNF-a-Stimulierung. Die Zellen wurden wihrend der ersten 4h bei 4°C, im weiteren
Verlauf bei 37°C kultiviert (®), die Kontrollen wurden iiber den gesamten Zeitraum bei 37°C inkubiert (). Jede Gruppe
beinhaltet vier unabhdngige Versuchsansdtze. Mittelwerte +SEM; $p< 0,05 vs 37°C "p<0,05 vs TNF/4°C.

Der grofite Unterschied bzgl. der Entwicklung kondensierter Stadien zwischen den gekiihlt bzw. warm
stimulierten WEHI-S Zellen wurde direkt nach der Kélteapplikation beobachtet (ca. 0,7% versus
4,9%, Tab. 10). Danach war zu allen Untersuchungszeitpunkten der Anteil kondensierter primérer
Apoptosen beider Ansétze vergleichbar. Als Besonderheit zeigten die 37°C-inkubierten stimulierten
Zellen einen schnellen Ubergang in das Stadium der sekundiren Nekrose. Bereits nach 4h war in 3 bis

4% der Zellen dieses fortgeschrittene Apoptosestadium ausgeprégt, wihrend im gekiihlten Ansatz ein
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erster Anstieg sekundirer Nekrosen auf ca. 2% erst zur sechsten Stunde nach Versuchsbeginn zu de-

tektieren war.

WEHI-S — TNF/4°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primire
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) Nekrose (%)
0 27,59 + 3,00 0,06 £ 0,06 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,06 + 0,06 0,00 + 0,00
4 25,30 +2,81 0,69 £ 0,27 0,00 £ 0,00 0,06 + 0,06 0,75+ 0,28 0,00 + 0,00
5 27,08 + 3,23 4,04 £ 1,05 0,00 £ 0,00 0,09 +£ 0,09 4,12+ 1,08 0,05 +£ 0,05
6 24,82 +2,95 5,69 + 1,07 0,03 £ 0,03 2,39£0,90 8,12£0,92 0,36 £ 0,16
7 21,69 + 1,49 6,65 £ 0,85 0,05 £ 0,05 3,22+0,59 9,92 +£0,52 0,28 £0,24
8 23,34+ 4,50 8,41 £1,25 0,13+0,13 5,19+£0,92 13,73 £ 1,63 0,26 £0,15
10 22,56 £ 4,28 9,06 1,77 0,00 £ 0,00 11,02 + 3,40 20,08 £4,53 0,31+0,17
24 9,72 £ 1,47 8,13 +3,61 0,00 £ 0,00 56,48 + 7,40 64,60 = 6,16 1,04 £ 0,91

WEHI-S — TNF/37°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primire
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) Nekrose (%)
0 28,47 £ 4,90 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,09 £ 0,09
4 22,85 +4,38 491 £ 0,64 0,12£0,12 3,55+0,71 8,58 1,17 0,27 £ 0,05
5 25,23 £6,45 4,78 £0,52 0,13+0,13 7,55+ 1,16 12,46 + 1,43 0,33+0,18
6 2224 +4.42 3,71 £ 0,41 0,00 £ 0,00 10,13 £ 1,67 13,84 + 1,42 0,20+ 0,11
7 21,11 £3,32 530+2,15 0,00 £ 0,00 12,32 +£2,79 17,62 + 3,44 0,11 +0,06
8 20,71 £2,04 591+2,72 0,08 £ 0,08 11,95 +£2,20 17,94 +2,84 0,15+0,10
10 18,97 + 3,80 7,82 +£2,51 0,14 +0,14 13,31 +£2,71 21,27 +4,15 0,41 £0,29
24 10,88 +2,74 8,62 £3,74 0,00 £ 0,00 58,82+ 10,89 67,44 £9,32 2,39+1,27

Tab. 10: Gesamtzellzahl/Gesichtsfeld sowie Zellen mit nukledrer Kondensation, Fragmentation und sekunddrer bzw. primd-
rer Nekrose (in % der Gesamtzellzahl) vor Versuchsbeginn (0h) und zu verschiedenen Zeitpunkten nach TNF-a-vermittelter
Apoptose-Induktion. Die Zellen wurden wdhrend der ersten 4h bei 4°C und im weiteren Verlauf bei 37°C (WEHI-S —
TNF/4°C), die Kontrollen permanent bei 37°C (WEHI-S — TNF/37°C) kultiviert; Mittelwerte + SEM aus 4 unabhdngigen
Versuchsansdtzen. Zu jedem Messzeitpunkt wurden 20 Gesichtsfelder bei 400x Vergroferung ausgezdhlt.

Erst 10h nach Versuchsbeginn entwickelten beide Versuchsgruppen vergleichbare Anteile sekundér
nekrotischer Zellen. Unter dem Einfluss der Kélte generierte sich in den TNF-a-stimulierten WEHI-S
Ansitzen demnach das spite Apoptosestadium mit zeitlicher Retardierung. Wahrend sich das Ver-
héltnis sekundérer Nekrosen zu primér apoptotischen Kondensationen in den gekiihlten Anséitzen bis

zur achten Inkubationsstunde auf < 30% gegeniiber der 37°C Inkubation belief, glich sich diese Rela-
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tion nach 10h sehr schnell an (72%) und wies nach 24h keinen Unterschied zur korrespondierenden

warmen Kontrollgruppe mehr auf (Tab. 10).

WEHI-S - 4°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primire
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) Nekrose (%)
0 27,49 £2,99 0,23 £ 0,08 0,00 £ 0,00 0,15+0,15 0,38 £ 0,20 0,00 + 0,00
4 25,24 +2,70 0,44 +0,19 0,00 £ 0,00 0,18 +0,18 0,62 + 0,24 0,00 + 0,00
5 23,25+ 3,68 2,09 £ 0,46 0,00 £ 0,00 0,39 +£0,24 2,49 £ 0,56 0,04 + 0,04
6 24,17 £2,60 1,61 £0,29 0,00 £ 0,00 0,98+ 0,26 2,59+ 0,46 0,14 £ 0,08
7 23,07 £2,23 1,55+0,52 0,00 £ 0,00 0,90 £ 0,35 2,45+ 0,56 0,21 £0,12
8 24,97 £ 4,04 2,15+£0,81 0,00 £ 0,00 1,06 £ 0,43 3,21+£1,08 0,26+ 0,16
10 21,05+£2,28 1,24 £ 0,47 0,00 £ 0,00 1,47 £ 0,55 2,70 £ 0,77 0,26+ 0,16
24 21,27 £2,04 2,99 £ 0,68 0,00 £ 0,00 5,32+1,70 8,30 £ 1,68 1,16 £ 0,63

WEHI-S - 37°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primire
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) Nekrose (%)
0 27,93 £ 4,54 0,06 £ 0,06 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,06 + 0,06 0,17+0,11
4 24,00 + 3,90 1,08 £ 0,37 0,00 £ 0,00 0,07 £ 0,07 1,15+0,35 0,06 £ 0,06
5 23,03 £3,14 1,05 +£0,21 0,00 £ 0,00 0,66 + 0,20 1,72 +£0,21 0,34 £ 0,24
6 26,69 + 3,60 1,64 £0,17 0,00 £ 0,00 0,33£ 0,15 1,96 £ 0,14 0,24 + 0,09
7 22,10+ 1,71 1,18+ 0,18 0,00 £ 0,00 0,05 +£ 0,05 1,24 +0,16 0,09 £ 0,09
8 23,46 £1,98 0,98 £0,10 0,00 £ 0,00 0,13 +£0,08 1,11 +0,15 0,08 0,08
10 22,01 £2,36 1,20 £ 0,30 0,00 £ 0,00 0,21+0,13 1,40 £ 0,33 0,40 £ 0,18
24 20,42 £3,09 3,04 £ 1,17 0,00 £ 0,00 6,22 £2,36 9,25+2,32 0,67 £ 0,23

Tab. 11: Gesamtzellzahl/Gesichtsfeld sowie Zellen mit nukledirer Kondensation, Fragmentation und sekunddrer bzw. primd-
rer Nekrose (in % der Gesamtzellzahl) vor Versuchsbeginn (0h) und zu verschiedenen Zeitpunkten ohne TNF-a-vermittelter
Apoptose-Induktion. Die WEHI-S Zellen wurden wdhrend der ersten 4h bei 4°C, im weiteren Verlauf bei 37° (WEHI-S — 4°C)
und die Kontrollen unter permanenter 37°C Inkubation (WEHI-S — 37°C) kultiviert; Mittelwerte +SEM aus 4 unabhdngigen
Versuchsansdtzen. Zu jedem Messzeitpunkt wurden 20 Gesichtsfelder bei 400x Vergroflerung ausgezdihlt.

In den unstimulierten kélteapplizierten und warmen Versuchsgruppen der WEHI-S Zellen fand sich
eine vergleichbare Entwicklung primérer Apoptosestadien. Auch fiir die unstimulierten WEHI-S Zel-
len waren zu keinem Untersuchungszeitpunkt Kernfragmentationen nachweisbar. Sekundére Nekrosen

waren im Zeitraum zwischen 6 und 10h vermehrt im kélteapplizierten Ansatz zu detektieren (Tab. 11).
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Auch fir die WEHI-R Ansitze war die Aussaat der Zellen (33,20 £ 0,65) in allen Versuchs-

gruppen vergleichbar (Tab. 12,13).

WEHI-R - TNF/4°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primire
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) Nekrose (%)
0 32,29 +£2,96 0,09 + 0,03 0,00 £ 0,00 0,04 + 0,04 0,13 £ 0,06 0,00 + 0,00
4 28,45+ 3,36 0,00 £ 0,00 0,05 £ 0,05 0,52+0,18 0,57 £ 0,21 0,00 + 0,00
5 22,74 £3,32 29,73 £7,79 590+ 1,75 0,46 £ 0,36 36,09 + 7,46 0,15+ 0,09
6 19,51 £2,48 20,79 £ 6,77 3,36 £0,79 7,65 +4,19 31,80 £ 6,77 3,85+£2,72
7 18,58 £2,47 9,96 + 1,97 1,31 +£0,75 21,74 £ 9,51 33,01 £ 7,80 0,41+0,15
8 15,05 £ 1,44 7,55 +0,23 1,40 £ 0,52 19,02 + 7,98 27,97 £ 7,49 0,72+ 0,25
10 12,09+ 1,77 5,68 £1,78 0,63 £ 0,36 23,36 £6,57 29,66 + 5,62 1,35+£0,97
24 13,88 £2,25 1,04 £ 0,68 0,37 £0,24 51,54 +£9,17 52,95 £9,08 4,97 + 1,61

WEHI-R - TNF/37°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primire
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) Nekrose (%)
0 32,44 +4.83 0,07 £ 0,04 0,00 £ 0,00 0,08 £ 0,05 0,15 +0,05 0,00 + 0,00
4 24,55 +£2,04 2,75 £ 0,69 1,41 £ 0,53 5,06 £2,60 9,22 +£3,05 0,50 £ 0,28
5 26,18 £2,11 2,93 £0,98 1,40 £ 0,32 527+ 1,86 9,61 £2,07 0,25+0,14
6 24,99 £2,13 0,86 £ 0,35 1,10+ 0,29 7,28 £2,22 9,24 +£2,06 0,36 £0,16
7 26,72 £2,79 1,12+ 0,48 0,20 +£0,14 7,89 +£2,23 9,21 +1,72 0,47+0,15
8 25,69 £ 1,86 0,59+0,17 0,42 £ 0,28 7,21 +£1,87 8,22+ 1,54 0,51 £0,22
10 21,79 £ 0,97 0,67 £0,27 0,24 £ 0,10 6,08 +2,57 6,98 £2,38 0,29 +£0,16
24 2334+£1,22 0,12 +£0,08 0,35+0,20 5,42 +£0,97 5,90 £ 1,00 1,93 £0,75

Tab. 12: Gesamtzellzahl/Gesichtsfeld sowie Zellen mit nukledrer Kondensation, Fragmentation und sekunddrer bzw. primd-
rer Nekrose (in % der Gesamtzellzahl) vor Versuchsbeginn (Oh) und zu verschiedenen Zeitpunkten nach TNF-a-vermittelter
Apoptose-Induktion. Die Zellen wurden wihrend der ersten 4h bei 4°C, im weiteren Verlauf bei 37°C (WEHI-R — TNF/4°C)
kultiviert, Kontrollzellen bei 37°C (WEHI-R — TNF/37°C); Mittelwerte + SEM aus 4 unabhdngigen Versuchsansdtzen. Zu
jedem Messzeitpunkt wurden 20 Gesichtsfelder bei 400x Vergrofierung ausgezdhlit.

Das Adhidrenzverhalten der verschiedenen Versuchsgruppen duflerte sich in einem dem Schweregrad
der eingetretenen Apoptose dquivalenten Riickgang adhérenter Zellen iiber den Untersuchungszeit-
raum. Wihrend fiir die TNF-a-stimulierten und unstimulierten gekiihlten Ansétze bis zu Versuchs-
ende ein Riickgang adhirenter Zellen um 57 bzw. 45% zu verzeichnen war, konnte fiir den stimu-

lierten 37°C Ansatz eine Reduktion adhérenter Zellen um 28% beobachtet werden. Im unstimulierten
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37°C Ansatz konnte fiir die WEHI-R Zellen bis Versuchsende sogar ein geringer Zuwachs (ca. 5%)
adhidrenter Zellen ermittelt werden (Tab. 12,13).

WEHI-R - 4°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundire Gesamt- Primére
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) | Nekrose (%)
0 35,11 £3,48 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,14 £ 0,05 0,14 £ 0,05 0,00 £+ 0,00
4 30,44 £3,99 0,18+0,12 0,00 £ 0,00 0,27 £ 0,14 0,45+0,23 0,05 £ 0,05
5 23,43 £2,96 28,62 £ 8,00 9,04 +£ 1,63 1,55+1,19 39,22 +£7,70 0,11+0,11
6 18,88 £ 0,30 17,57 £2,29 4,78 £1,96 8,03£2,72 30,38 +£3,73 0,19+0,12
7 16,64 £ 1,93 3,70 £ 0,93 1,30+ 0,16 21,16 £6,93 26,16 + 6,46 0,39 +£0,31
8 16,66 + 1,74 0,90 £ 0,68 0,25+ 0,09 19,49 + 6,30 20,64 + 5,84 0,24 £ 0,24
10 15,45+ 1,51 1,96 £ 0,38 0,52+£0,24 14,39 £ 2,98 16,88 +2,59 0,25+0,14
24 17,69 £ 1,18 0,21+0,13 0,00 £ 0,00 14,60 + 6,55 14,81 + 6,47 5,88 £0,99

WEHI-R - 37°C

Zeit Gesamt- Kondensation Fragmentation Sekundiire Gesamt- Primiére
(h) Zellzahl (n) (%) (%) Nekrose (%) Apoptose (%) | Nekrose (%)
0 32,95+ 1,49 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,09 + 0,06 0,09 + 0,06 0,00 + 0,00
4 30,70 £ 3,00 0,13 +£0,09 0,09 £ 0,09 0,08 + 0,05 0,29+0,21 0,04 + 0,04
5 31,27 £2,01 0,04 £ 0,04 0,00 £ 0,00 0,23 +0,15 0,27+0,13 0,05+ 0,05
6 32,83 +£1,23 0,08 £ 0,05 0,00 £ 0,00 0,18 £ 0,08 0,26+0,11 0,06 + 0,06
7 32,58 £3,10 0,00 £ 0,00 0,04 £ 0,04 0,07 £ 0,04 0,11 0,07 0,12+ 0,08
8 31,20+ 1,86 0,14+0,10 0,00 £ 0,00 0,07 £ 0,07 0,22+0,12 0,10+ 0,06
10 30,68 £ 1,28 0,04 £ 0,04 0,03 £ 0,03 0,09 + 0,05 0,16 + 0,06 0,04 + 0,04
24 34,65+ 1,76 0,12+0,08 0,00 £ 0,00 0,42 + 0,08 0,54+ 0,10 0,00 + 0,00

Tab. 13: Gesamtzellzahl/Gesichtsfeld sowie Zellen mit nukledrer Kondensation, Fragmentation und sekunddrer bzw. primd-
rer Nekrose (in % der Gesamtzellzahl) vor Versuchsbeginn (0h) und zu verschiedenen Zeitpunkten ohne TNF-a-vermittelter
Apoptose-Induktion. Die Zellen wurden wihrend der ersten 4h bei 4°C, im weiteren Verlauf bei 37°C (WEHI-R — 4°C) kulti-
viert, Kontrollzellen bei 37°C (WEHI-R — 37°C), Mittelwerte +SEM aus 4 unabhdngigen Versuchsansdtzen. Zu jedem Mess-
zeitpunkt wurden 20 Gesichtsfelder bei 400x Vergrioferung ausgezdhlt.

Im Gegensatz zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen waren fiir die WEHI-R Zellen, mit Ausnahme
des unstimulierten warmen Kontrollansatzes, auch primére Fragmentationsstadien auszumachen. Vor
allem nach der Kiihlphase in den ersten beiden Stunden der Wiedererwdrmung wurden im stimulierten
und unstimulierten Versuchsansatz vermehrt Fragmentationen als primdre Apoptosestadien beobach-
tet, deren Anzahl sich bis Versuchsende verminderte (Tab. 12,13). Primire Kondensationen wurden in

den beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen ebenfalls in den ersten beiden Stunden der Wieder-
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erwdrmung verstirkt aufgefunden. In Relation zur Abnahme der priméiren Apoptosen stieg die Anzahl
sekundirer Nekrosen an. In Ubereinstimmung mit den kilteapplizierten Zellen wiesen auch die war-
minkubierten TNF-a-stimulierten WEHI-R Zellen zu Versuchsbeginn die starkste Entwicklung primé-
rer Kondensations- und Fragmentationsstadien auf, wenn auch in geringerem AusmaB. Fiir die TNF-
a-stimulierten WEHI-R Zellen unter warmer Inkubation konnte zum Zeitpunkt 4 und 5h die grofite
Anzahl primérer Apoptosen (ca. 3% Kondensationen und 1% Fragmentationen, Tab. 12) verzeichnet
werden. Sekundire Nekrosen wurden nach 4h bis zum Versuchsende mit einem Anteil zwischen 5 und
8% detektiert, wobei sich nach einem allméhlichen Anstieg nach 7h ein kontinuierlicher Riickgang bis
Versuchsende abzeichnete. Im Vergleich zu den WEHI-S Zellen stellte sich bei den warminkubierten
stimulierten WEHI-R Zellen ein noch schnellerer Ubergang von primiren Apoptosestadien mit erhal-
tener Zellmembranintegritit zu sekundédren Apoptosestadien dar. Auch nach der anfianglichen kéltein-
duzierten Retardierung wechselten die WEHI-R Zellen schon friiher, ab der 7. Inkubationsstunde in
das Stadium der sekundéiren Nekrose.

Zusammenfassend wurde fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen iiber den gesamten Unter-
suchungszeitraum von 24h eine kélteinduzierte protektive Wirkung beziiglich TNF-a-vermittelter
Apoptose beobachtet. Die unstimulierten WEHI-S Zellen hingegen zeigten durch die Kélteapplikation
eine verstirkte Apoptose gegeniiber der korrespondierenden warmen Kontrolle. Die TNF-a-
resistenten WEHI-R Zellen reagierten mit und ohne TNF-a-Stimulierung unter Kélteeinwirkung mit
einem fulminanten Anstieg apoptotischer Zellen gegeniiber den entsprechenden 37°C-Kontrollen. Da
sich sowohl fiir WEHI-S als auch fiir WEHI-R Zellen nach einer vierstiindigen Kélteeinwirkung und
einer Stunde Wiedererwdrmung sehr deutliche Unterschiede in der Expression apoptotischer Merkma-

le evaluieren lielen, wurde fiir die weiteren Untersuchungen dieses Inkubationsintervall festgelegt.

5.2.2 Auspragung spezifischer Apoptosemarker
Zur weiteren Uberpriifung der fluoreszenzmikroskopisch erhobenen morphologischen Befunde wur-

den nachfolgend Untersuchungen verschiedener apoptosespezifischer Marker durchgefiihrt.

5.2.2.1 Sub-2n-Population (7-AAD)

Mithilfe der 7-AAD-Methode konnte die anteilige apoptotische Zellfraktion durchflusszytometrisch
iiber die Detektion des hypodiploiden Sub-G,- bzw. Sub-2n-Peaks in Relation zur Gesamtzellzahl er-
mittelt werden.

Die Abbildungen 8 bis 10 zeigen beispielhaft die zeitliche Entwicklung des apoptotischen Sub-2n-
Peaks fiir 37°C-inkubierte WEHI-S Zellen mit und ohne TNF-a-Stimulierung.
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Abb. 8: Reprisentative FACS-Analyse der 7-AAD-positiven Sub-2n-Population der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinie
WEHI-S nach 5h 37°C Inkubation ohne (A,B) bzw. mit TNF-a-Stimulierung (C,D). Die Sub-2n-Population ist im Intervall
unter dem Marker M1 dargestellt.
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Abb. 9: Reprisentative FACS-Analyse der 7-AAD-positiven Sub-2n-Population der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinie
WEHI-S nach 7h 37°C Inkubation ohne (A,B) bzw. mit TNF-a-Stimulierung (C,D). Die Sub-2n-Population ist im Intervall
unter dem Marker M1 dargestellt.
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Wahrend nach 5h fiir die unstimulierten Kontrollzellen noch kein Sub-2n-Peak zu beobachten war
(Abb. 8A,B), konnte fiir den TNF-a-stimulierten Ansatz bereits eine Sub-2n-Population von ca. 25%
detektiert werden (Abb. 8C,D). Nach 7h 37°C-Inkubation waren fiir die unstimulierten WEHI-S Zel-
len weiterhin keine Anzeichen fiir die Entwicklung einer Sub-2n-Population zu verzeichnen (Abb.
9A,B), hingegen bewirkte die TNF-a-Stimulierung einen weiteren Zuwachs apoptotischer Zellen auf
ca. 40% (Abb. 9C,D). Zum Zeitpunkt 24h fanden sich auch im unstimulierten WEHI-S-Ansatz ein ca.
12%iger Anteil apoptotischer Sub-2n-Zellen (Abb. 10A,B). Bei den TNF-a-stimulierten WEHI-S
Zellen verursachte die Apoptose-Induktion nach 24-stiindiger Einwirkdauer einen weiteren Anstieg

apoptotischer Zellen auf 80% der Gesamtpopulation (Abb. 10C,D).

Abb. 10: Reprsentative FACS-Analyse der 7-AAD-positiven Sub-2n-Population der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinie
WEHI-S nach 24h 37°C Inkubation ohne (4,B) bzw. mit TNF-a- Stimulierung (C,D). Die Sub-2n-Population ist im Intervall
unter dem Marker M1 dargestellt.

Nach 4h Kilteapplikation und 1h Wiedererwdrmung zeigten TNF-oa-stimulierte WEHI-S Zellen
gegeniiber dem korrespondierenden 5h warmen Ansatz eine signifikant reduzierte Anzahl apoptoti-
scher Zellen (7,2% versus 27,9%, Abb. 11A). Kélteapplizierte unstimulierte WEHI-S Zellen hingegen
wiesen eine den stimulierten Zellen vergleichbare Induktion apoptotischer Sub-2n-Zellen auf, die sich
mit 6,4% versus 2,7% im korrespondierenden warmen Ansatz jedoch nicht signifikant von diesem
unterschied (Abb. 11B). Die kélteapplizierten stimulierten und unstimulierten WEHI-R Zellen unter-
schieden sich beziiglich der Sub-2n-Population nach 5h gegeniiber dem warminkubierten stimulierten
Ansatz nur sehr geringfiigig (Anstieg apoptotischer Zellen von 7-8% versus TNF-o-stimuliertem

warminkubierten Ansatz, Abb. 11C,D). In Bezug auf die korrespondierenden warmen Kontrollzellen
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bewirkte die Kélte im unstimulierten Ansatz eine signifikant verstirkte Entwicklung apoptotischer

Zellen (127% Anstieg apoptotischer Zellen versus unstimulierten warmen Ansatz, Abb. 11D).

TNF/4°C *

TNF/37°C

o -
BE

37°C

10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Sub-2n Population [%] Sub-2n Population [%]
WEHI-S WEHI-R

Abb. 11: 7-AAD-positive Sub-2n-Population in % der Gesamtzellzahl der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach
4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne TNF-« (0): WEHI-S (A,B), WEHI-R (C,D) und Mittelwerte +
SEM aus vier unabhiingigen Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C, $p< 0,05 vs 37°C.

Zusammenfassend zeigt die Apoptose-Detektion mittels der 7-AAD-Methode in Einklang mit
den morphologischen Befunden, dass zum Zeitpunkt 5h die Kiltebehandlung TNF-a-sensible WEHI-
S Zellen vor TNF-a-vermittelter Apoptose schiitzt, dass aber im unstimulierten Versuchsansatz durch
die Kilte gegeniiber der warmen Kontrolle eine verstirkte Apoptose hervorgerufen wird. Bei TNF-a-
resistenten WEHI-R Zellen kann die Kilte nach 5h keinen Schutz vor TNF-a-induzierter Apoptose

bewirken und induziert auch ohne Stimulierung selbst Apoptose.

5.2.2.2 Phosphatidylserin-Translokation (Annexin-V-FITC/PJ)

Das frithe Apoptosestadium der Translokation von Phosphatidylserin-Lipiden konnte mithilfe der An-
nexin-V-FITC-Methode nachgewiesen werden. FITC-markiertes Annexin-V wurde mittels Durch-
flusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie detektiert. Die Gegenféarbung mit dem Vitalfarbstoff Pro-
pidiumjodid (PJ) erlaubte die Differenzierung zwischen frithen und spiten Apoptosestadien bzw. se-
kundiren Nekrosen (Abb. 12).

Die kélteapplizierten TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen zeigten gegeniiber dem warmen kor-
respondierenden Ansatz eine signifikant reduzierte Anzahl Annexin-V-positiver Zellen (ca. 5% versus
ca. 15%, Abb. 12D,E,H und Tab. 14). Unstimulierte WEHI-S Zellen wiesen nach Kéltebehandlung
eine den stimulierten Zellen vergleichbare Apoptoseinduktion auf, die sich mit 3% versus 1,5% im

korrespondierenden warmen Ansatz signifikant von diesem unterschied (Abb. 12J und Tab. 14).
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Abb. 12: Reprdisentative fluoreszenzmikroskopische Darstellung von WEHI-S Zellen unter TNF-a-Stimulierung nach 5h 37°C
Inkubation: (4) Annexin-V-Fdrbung mit primdr apoptotischen (—) und sekunddr nekrotischen Zellen (=), (B) Bisbenzimid-
Féarbung und (C) Propidiumjodid-Fdrbung (Vergrofierung 400x). Reprisentative FACS-Analyse Annexin-V-positiver (D)
WEHI-S (TNF/4°C), (E) WEHI-S (TNF/37°C), (F) WEHI-R (4°C), (G) WEHI-R (37°C) Zellen. Apoptotische Annexin-V-
positive Zellen in % der Gesamtzellzahl der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h
37°C Inkubation mit (B) bzw. ohne TNF-a (0): WEHI-S (H,J), WEHI-R (K,L) und Mittelwerte + SEM aus vier unabhdngi-
gen Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p< 0,05 vs 37°C.

Der Anteil primérer Apoptosen an der Gesamtapoptose unter TNF-a-Stimulierung belief sich bei Kil-
teapplikation auf ca. 66% und unter warmen Bedingungen auf ca. 21%. Der Anteil primérer Apop-
tosen der kéltebehandelten unstimulierten Zellen war mit 66% versus 72% im korrespondierenden
warmen Ansatz mit dem Ergebnis der kélteapplizierten stimulierten Zellen vergleichbar, so dass davon
auszugehen ist, dass im stimulierten warmen Ansatz mit ca. 80% sekundidren Apoptosen bzgl. der
Gesamtapoptose, das Stadium der frithen Apoptose nur sehr kurzlebig ist. Somit indiziert auch die
Annexin-V-Methode, in Einklang mit der Diskriminierung der morphologischen Apoptose-Merkmale
mit der Bis/PJ-Firbung, unter warmer Inkubation einen schnellen Ubergang der TNF-a-stimulierten
WEHI-S Zellen in das Stadium der sekundéren Nekrose.

Die kalteapplizierten TNF-a-stimulierten WEHI-R Zellen entwickelten gegeniiber dem korres-
pondierenden warmen Ansatz eine signifikant reduzierte Anzahl apoptotischer Zellen (ca. 9% versus
ca. 17%, Abb. 12K und Tab. 14). Unstimulierte WEHI-R Zellen reagierten auf die Kéltebehandlung

mit der Entwicklung von ca. 6% apoptotischer Zellen; im korrespondierenden warmen Ansatz waren
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ca. 5% Annexin-V-positive Zellen zu detektieren (Abb. 12L und Tab. 14). Die Ergebnisse der An-
nexin-V-Methode standen somit fiir die WEHI-R Zellen nicht im Einklang mit den bis dato ermittelten

Ergebnissen.
WEHI-S
Ansatz Primire Apoptosen (%) Sekundiire Nekrosen (%) Gesamt-Apoptose (%)
TNF/4°C 3,11+£0,51 1,60 + 0,42 4,71 £ 0,09
TNF/37°C 3,01 £0,88 11,57 £2,72 14,56 £ 1,98
4°C 2,04 £ 0,05 1,04 £0,18 3,07+0,15
37°C 1,08 £0,12 0,42 £ 0,08 1,50 £ 0,20
WEHI-R
Ansatz Primére Apoptosen (%) Sekundiire Nekrosen (%) Gesamt-Apoptose (%)
TNF/4°C 8,50 £ 1,64 0,03 £0,01 8,53+ 1,63
TNF/37°C 17,37 £ 1,59 0,03 £0,02 17,40 £ 1,60
4°C 5,93 £0,93 0,02 £ 0,00 5,94+0,92
37°C 4,76 £ 0,37 0,01 £ 0,00 4,77 £ 0,37

Tab. 14: Differenzierung Annexin-V-positiver Zellen in primdre Apoptosen bzw. sekunddre Nekrosen und Gesamt-Apoptosen
in % der Gesamtzellzahl der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation
mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung und Mittelwerte + SEM aus vier unabhdngigen Versuchsansdtzen.

Der Anteil primérer Apoptosen an der Gesamtapoptose erstreckte sich in allen Versuchsgruppen
auf fast 100%. Somit korrespondieren die Ergebnisse der Annexin-V-Methode fiir die beiden kilteap-
plizierten WEHI-R Versuchsgruppen mit den morphologisch erhobenen Bis/PJ-Befunden, bei denen
sich zu diesem Zeitpunkt ebenfalls hauptsdchlich primére Apoptose-Stadien (96-99%) evaluieren lie-
Ben. Keine Ubereinstimmung lieB sich allerdings fiir die 37°C inkubierten TNF-o.-stimulierten Zellen
finden, da der Anteil primér apoptotischer Zellen an der Gesamt-Apoptose nach der morphologischen
Bis/PJ-Erhebung nur 45% ausmachte.

Zusammenfassend kann flir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen beziiglich der Apoptose-
Detektion mittels Annexin-V-Methode die Aussage getroffen werden, dass die Kéltebehandlung, in
Einklang mit den morphologischen Befunden und der 7-AAD-Methode zum Zeitpunkt 5h, vor TNF-
a-vermittelter Apoptose schiitzt und dass die Kélte im unstimulierten Versuchsansatz eine verstirkte
Apoptose gegeniiber der warmen Kontrolle verursacht. Bei TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen bot die
Kalteapplikation nach 5h Schutz vor TNF-a-induzierter Apoptose, ohne Stimulierung blieb die hypo-

therme Inkubation jedoch ohne Einfluss auf die Translokation der Phosphatidylserin-Lipide.
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5.2.3 Expression Apoptose-assoziierter Proteine

Um die hypotherme Auswirkung auf die Expression Apoptose-assoziierter Proteine und insbesondere
auf die Aktivierung der Caspasen-Kaskade zu verfolgen, wurden neben der Haupt-Exekutionsprotease
Caspase-3, Markercaspasen des extrinsischen und intrinsischen Apoptose-’Pathways’ und zur Uber-
priiffung der Caspasen-Aktivitdt die Generierung von PARP-1 Spaltprodukten untersucht. Als Indika-
tormolekiil des extrinsischen bzw. des intrinsischen Apoptose-’Pathways’ wurde die Expression der
Initiatorprotease Caspase-8 bzw. die Expression aktivierter Caspase-9 Spaltprodukte ermittelt. Zur
Klarung, ob die Aktivierung der Caspasen-Kaskade rezeptorvermittelt oder {iber andere Mechanismen
induziert war, wurde zudem die Expression der TNF-R1 und TNF-R2 Rezeptoren und daneben einiger

regulativer Proteine analysiert.

5.2.3.1 'cleaved’ Caspase-3 Expression

Die in Kapitel 5.1 als Vergleich verschiedener Zelllinien und Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie
evaluierte Expression aktivierter Caspase-3, wurde im Folgenden fiir die Zelllinien WEHI-S und WE-
HI-R immunzytochemisch mittels indirekter HRP/DAB-Farbung und Western-Blot-analytisch iiber-
priift.
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Abb. 13: Reprdsentative immunzytochemische Darstellung aktiver Caspase-3-Spaltprodukte TNF-co-stimulierter WEHI-S
Zellen nach 5h 37°C Inkubation mit der indirekten HRP/DAB-Technik (A,B), (Vergréferung 600x). Apoptotische 'cleaved’
Caspase-3-positive Zellen in % der Gesamtzahl der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C
bzw. 5h 37°C Inkubation mit (H) bzw. ohne TNF-« (B) WEHI-S (C,D), WEHI-R (E,F) und Mittelwerte + SEM aus vier
unabhdngigen Versuchsansitzen,; *p< 0,05 vs TNF/37°C, $p<0,05 vs 37°C.
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Die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie zeigte nach der vierstiindigen Kélteeinwirkung und einer
Stunde Wiedererwdrmung durch die immunzytochemische Detektion eine Protektion TNF-a-induzier-
ter Apoptose gegeniiber der 37°C-TNF-Kontrolle (Abb. 13C). Mit ca. 4% Caspase-3-aktivierter Zellen
im kélteapplizierten Ansatz war ein hoch signifikanter Unterschied gegeniiber dem wérmebehandelten
Ansatz mit ca. 16% (Abb. 13A,B,C) zu verzeichnen. Die unstimulierten Zellen reagierten unter der
Kaéltebehandlung mit einer signifikant verstarkten Apoptose gegeniiber dem warmen Kontrollansatz
(3,35% versus 0,92%, Abb. 13D).

Die TNF-o-resistente WEHI-R-Zelllinie entwickelte durch die Kélteeinwirkung, unabhéngig
von der Apoptose-Stimulierung, eine gesteigerte "cleaved’ Caspase-3 Expression gegeniiber der un-
stimulierten 37°C Kontrolle (Abb. 13E,F). Beide 4°C Inkubationen, mit und ohne TNF-a, und die
TNF-a-stimulierte 37°C Gruppe wiesen eine vergleichbare Caspase-3-abhidngige Apoptose-Induktion
zwischen 18-19% auf (Abb. 13E,F). Im unstimulierten warmen Versuchsansatz wurden dagegen ledig-

lich ca. 5% ’cleaved’ Caspase-3-positive Zellen detektiert (Abb. 13F).
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Abb. 14: Reprisentative Western-Blot-Analyse aktiver ’cleaved’ Caspase-3 Spaltprodukte von WEHI-S und WEHI-R Zellen
nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (4). Apoptotische 'cleaved’ Caspase-3-
positive Zellen der untersuchten WEHI-S (B,C) und WEHI-R (D,E) Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation
mit (M) bzw. ohne TNF-a (). Mittelwerte +SEM aus vier unabhingigen Versuchsansdtzen, *p<0,05 vs TNF/37°C, p<0,05
vs 37°C. Verglichen wurde die [-Actin-korrigierte Protein-Expression iiber die densitometrisch ermittelte optische Dichte*
Fliche (OD*mm’) der Banden.



ERGEBNISSE 79

Auch mittels Western-Blot-Analyse konnte das Expressionsmuster der aktiven Caspase-3-Spalt-
produkte (Abb. 14A,B,C) in Einklang mit den durchflusszytometrisch und immunzytochemisch erho-
benen Ergebnissen bestétigt werden. Die Kéltebehandlung bewirkte bei den TNF-a-sensiblen WEHI-S
Zellen eine Protektion TNF-a-induzierter Apoptose gegeniiber der 37°C-TNF-Kontrolle (Abb. 14B).
Mit einer Caspase-3 Aktivierung entsprechend einer optischen Dichte von ca. 2 OD*mm” im kilte-
applizierten Ansatz war ein hoch signifikanter Unterschied gegeniiber dem warmen Ansatz mit ca. 14
OD*mm?’ (Abb. 14A,B) zu verzeichnen. Die unstimulierten Zellen reagierten unter der Kéltebehand-
lung mit einer signifikant verstirkten Apoptose gegeniiber dem korrespondierenden warmen Kontroll-
ansatz (1,11 OD*mm? versus 0,33 OD*mm?, Abb. 14A,C).

Die Kailteapplikation verursachte bei der TNF-a-resistenten WEHI-R Zelllinie, unabhingig von
der Apoptosestimulierung, eine gesteigerte *cleaved’ Caspase-3 Expression gegeniiber den 37°C An-
sdtzen (Abb. 14A,D,E). Fiir beide 4°C Inkubationen, mit und ohne TNF-a, konnte eine vergleichbare
Caspase-3-abhédngige Apoptoseinduktion entsprechend einer Caspase-3 Aktivierung von ca. 16
OD*mm’” bzw. ca. 15 OD*mm’ (Abb. 14D,E) ermittelt werden. Die TNF-a-stimulierten WEHI-R
Zellen entwickelten nach der flinfstiindigen 37°C Inkubation einen Anteil aktivierter Caspase-3-positi-
ver Zellen entsprechend einer optischen Dichte von ca. 9 OD*mm® (Abb. 14D). Im unstimulierten
warmen Versuchsansatz wurden ’cleaved’ Caspase-3-positive Zellen dquivalent einer optischen Dich-
te von ca. 2 OD*mm? detektiert (Abb. 13E).

Zusammenfassend konnte die durchflusszytometrisch ermittelte Expression aktiver Caspase-3
Spaltprodukte beider Zelllinien immunzytochemisch und Western-Blot-analytisch bestitigt werden.
Das abweichende immunzytochemisch ermittelte Ergebnis bei WEHI-R Zellen ist auf das starke ’de-

tachment’ der beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen zuriickzufiihren.

5.2.3.2 Caspase-8 Expression

Als Indikatormolekiil des extrinsischen rezeptorvermittelten Apoptose-’Pathways’ wurde die Expres-
sion aktivierter Caspase-8 inklusive der inaktiven Vorlduferform mithilfe der Durchflusszytometrie
ermittelt.

Die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie zeigte unter warmer Inkubation eine TNF-a-induzierte
Caspase-8 Expression. Mit einem Anteil von ca. 24% Caspase-8-positiver Zellen wurde auch in der
stimulierten kélteapplizierten Versuchsgruppe eine vergleichbare Expression bzgl. TNF-a-induzierter
Apoptose erzielt (Abb. 15A). Die unstimulierten Zellen reagierten unter der Kéltebehandlung mit ei-
nem geringen jedoch signifikant unterschiedlichen Anstieg Caspase-8-positiver Zellen gegeniiber dem
warmen Kontrollansatz (ca. 19% versus 15%, Abb. 15B).

Die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie reagierte auf die Kélteeinwirkung, unabhingig von der
Apoptose-Stimulierung, mit einer gesteigerten Caspase-8 Expression gegeniiber der unstimulierten
37°C-Kontrollgruppe (Abb. 15C,D). Die kilteapplizierte TNF-a-stimulierte Versuchsgruppe antwor-

tete mit einem Anteil von ca. 33% Caspase-8-positiver Zellen am starksten auf den Apoptose-induzie-
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renden Reiz, wihrenddessen die warmen stimulierten Zellen mit einem Anteil von 24% eine ver-
gleichbare Apoptoseinduktion mit der kdlteapplizierten unstimulierten Versuchsgruppe aufwies. In der
unstimulierten warmen Kontrollgruppe wurden dhnlich wie bei WEHI-S Zellen mit ca. 15% Caspase-

8-positive Zellen eine auffallend hohe Basisexpression detektiert.
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Abb. 15: FACS-Analyse der Caspase-8 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinien
WEHI-S und WEHI-R nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit () bzw. ohne TNF-a (). (4) WEHI-S
(TNF/4/37°C), (B) WEHI-S (4/37°C), (C) WEHI-R (TNF/4/37°C), (D) WEHI-R (4/37°C) Zellen,; Mittelwerte + SEM aus vier
Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0, 05 vs 37°C.

Zusammenfassend wurde fiir die Caspase-8 bei TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen sowohl eine
TNF-a-induzierte, als auch eine kilteinduzierte gesteigerte Expression gegeniiber der warmen un-
stimulierten Kontrolle beobachtet, wobei die Kilte die TNF-a-induzierte Caspase-8 Expression ge-
ringfiigig und statistisch nicht signifikant inhibierte. Auch die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen rea-
gierten auf den TNF-a- bzw. Kélte-Reiz in dhnlicher Weise, wobei die Kilte gegeniiber den WEHI-S
Zellen eine stirkere Caspase-8 Expression bewirkte und die TNF-a-induzierte Caspase-8 Expression

verstirkte.

5.2.3.3 ‘cleaved’ Caspase-9 Expression
Als Markerprotein des intrinsischen mitochondrienvermittelten Apoptose-"Pathways’ wurde die Ex-
pression aktivierter Caspase-9 Spaltprodukte durchflusszytometrisch detektiert.

Die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie zeigte nach der fiinfstiindigen 37°C-Inkubation eine
TNF-a-induzierte Expression aktiver Caspase-9 Spaltprodukte. Die ’cleaved’ Caspase-9 Expression
der kélteapplizierten WEHI-S Zellen deutet auf eine Protektion vor TNF-a-induzierter Apoptose ge-
geniiber der 37°C-TNF-Versuchsgruppe hin (Abb. 16A): Mit ca. 24% Caspase-9-aktivierter Zellen im
kélteapplizierten Ansatz war eine 20%ige, jedoch nicht signifikant unterschiedliche Reduzierung der

Caspase-9 Aktivierung gegeniiber dem wirmebehandelten Ansatz mit einem ca. 30%igen Anteil
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Caspase-9-aktivierter Zellen unter TNF-a-Stimulierung zu verzeichnen. Die unstimulierten Zellen
reagierten unter der Kéltebehandlung wiederum mit einer verstirkten Caspase-9 Aktivierung gegen-

iiber dem warmen Kontrollansatz (ca. 21% versus ca. 14%, Abb. 16B).
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Abb. 16: FACS-Analyse der ’cleaved’ Caspase-9 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Mausfibrosarkom-
Zelllinien WEHI-S und WEHI-R nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit () bzw. ohne TNF-a (). (4) WEHI-
S (TNF/4/37°C), (B) WEHI-S (4/37°C), (C) WEHI-R (TNF/4/37°C), (D) WEHI-R (4/37°C) Zellen; Mittelwerte + SEM aus
vier Versuchsansitzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, $p<0,05 vs 37°C, *p<0,05 vs TNF/4°C.

Die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie zeigte gegeniiber den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen
eine geringere Caspase-9 Aktivierung und entwickelten unter dem Kélteeinfluss ohne TNF-a-
Stimulierung mit ca. 20% die grofte Anzahl Caspase-9 aktivierter Zellen, die sich statistisch signifi-
kant sowohl von der kilteapplizierten TNF-a-stimulierten als auch von der warmen unstimulierten
Versuchsgruppe unterschied (Abb. 16C,D). Die stimulierten kéltebehandelten und warmen WEHI-R
Zellen wiesen mit einem Anteil von ca. 15% bzw. 13% Caspase-9 aktivierter Zellen eine vergleichbare
TNF-a-induzierte mitochondriale Aktivierung auf. In der unstimulierten 37°C-Kontrollgruppe wurden
ca. 8% Caspase-9-positive Zellen detektiert.

Zusammenfassend wurde fiir Caspase-9 bei den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen sowohl eine
TNF-a induzierte, als auch eine kilteinduzierte gesteigerte Aktivierung gegeniiber der warmen un-
stimulierten Kontrolle ermittelt. Auch die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen reagierten auf den TNF-
o- bzw. Kiélte-Reiz in dhnlicher Weise, wobei der Einfluss der Kélte auf die Caspase-9 Aktivierung

iiberwog.

5.2.3.4 'cleaved’ PARP-1 Expression
Die Polyadenyl-Ribose-Polymerase-1 (PARP-1), deren Expression durch Stressinduktion und wih-
rend DNA-Reparaturvorgéingen hochreguliert wird, dient als Substrat aktivierter Caspasen, insbeson-

dere der Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7. Das kleinere Spaltprodukt der Caspasen-’cleaved’
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PARP-1 bindet wihrend apoptotischen Prozessen irreversibel an entstandene DNA-Strangbriiche und
kehrt so die eigentliche Reparaturfunktion um, indem das DNA-"Repair’ verhindert wird. Der Anteil
"cleaved’ PARP-1 positiver Zellen der Gesamtpopulation wurde als weiterer Indikator fiir Apoptose

durchflusszytometrisch ermittelt.
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Abb. 17: FACS-Analyse der ‘cleaved’ PARP-1 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Mausfibrosarkom-
Zelllinien WEHI-S und WEHI-R nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (H) bzw. ohne TNF-« (). (4) WEHI-
S (TNF/4/37°C), (B) WEHI-S (4/37°C), (C) WEHI-R (TNF/4/37°C), (D) WEHI-R (4/37°C) Zellen,; Mittelwerte + SEM aus
vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0, 05 vs 37°C, #p<0, 05 vs TNF/4°C.

Nach der fiinfstiindigen TNF-a-Inkubation wies die TNF-a-sensible Zelllinie WEHI-S in den
stimulierten kélteapplizierten und warmen Anséitzen mit einem Anteil von ca. 19% ’cleaved’-PARP-1-
positiver Zellen die grofite Spaltungsaktivitdt der involvierten Caspasen auf (Abb. 17A). In den un-
stimulierten kéltebehandelten und warmen Versuchsgruppen wurde eine vergleichbare, jedoch signifi-
kant unterschiedliche Anzahl von ca. 6% und ca. 5% PARP-1-Spaltprodukt-positiven Zellen ermittelt
(Abb. 17B). Von ihren korrespondierenden unstimulierten Versuchsgruppen unterschieden sich so-
wohl die kélteapplizierten stimulierten WEHI-S Zellen mit einer Steigerung von ca. 200%, als auch
die 37°C-inkubierten Zellen mit einem Zuwachs von ca. 300% ’cleaved” PARP-1 positiver Zellen
hoch signifikant.

Fiir die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie wurde im Vergleich zur WEHI-S Zelllinie eine ge-
ringere Anzahl ’cleaved” PARP-1 positiver Zellen detektiert. Die beiden kilteapplizierten Versuchs-
gruppen entwickelten mit ca. 4% unter TNF-a-Stimulierung und ca. 5% ohne Stimulierung den groB-
ten Anteil an ’cleaved’ PARP-1 positiven Zellen und unterschieden sich statistisch signifikant von den
korrespondierenden warmen Versuchsgruppen (Abb. 17C,D). Die Spaltungsaktivitit der involvierten
Caspasen lag in beiden kéltebehandelten Versuchsgruppen ca. 50% iiber der der korrespondierenden

warmen Ansétze.
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Zusammenfassend wurde fiir die Aktivitdt der in die PARP-1-Spaltung involvierten Caspasen,
fiir TNF-a-sensible WEHI-S Zellen, eine TNF-a induzierte gesteigerte *cleaved’ PARP-1 Expression
gegeniiber den korrespondierenden unstimulierten Versuchsgruppen detektiert. Daneben war auch
unter alleinigem hypothermen Einfluss eine geringe signifikant unterschiedliche Caspasen-abhéngige
PARP-1 Spaltung zu verzeichnen. Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen reagierten lediglich unter
dem Kiélte-Reiz mit einem geringen, jedoch signifikant unterschiedlichen Anstieg der PARP-1-Spalt-

produkte im Vergleich zu den korrespondierenden warmen Versuchsgruppen.

5.2.3.5 TNF-R1/R2-Rezeptor Expression
Zur Klirung, wie sich die Kélteapplikation auf den Apoptose-induzierenden TNF-R1 und den ’Survi-
val’-induzierenden TNF-R2 Rezeptor auswirkt, wurde die extrazelluldre Expression der beiden Rezep-

toren am Durchflusszytometer, sowie die intra- und extrazellulédre Expression Western-Blot-analytisch

ermittelt.
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Abb. 18: Reprisentative Western-Blot-Analyse der TNF-RI-Rezeptor Expression von WEHI-S und WEHI-R Zellen nach 4h
4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (A). Durchflusszytometrisch ermittelte TNF-R1-
positive Zellen in % der Gesamtzellzahl der untersuchten WEHI-S (B,C) und WEHI-R (D,E) nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h
37°C Inkubation mit (M) bzw. ohne TNF-o (0). Mittelwerte £ SEM aus vier Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C.

Wihrend die durchflusszytometrisch ermittelte extrazelluldre TNF-R1 Expression in den beiden
kéltebehandelten Versuchsgruppen der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen im Bereich der warmen un-
stimulierten Kontrollgruppe lag, erhohte sich die extrazellulire TNF-R1 Rezeptorexpression in der

TNF-a-stimulierten warmen Versuchsgruppe um ca. 245% bzgl. der korrespondierenden unstimu-



ERGEBNISSE 84

lierten Kontrollgruppe (Abb. 18B,C). Der TNF-R1 Rezeptor der TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen
war weder durch die TNF-a-Stimulierung noch durch die Kélteapplikation zu induzieren. Lediglich
fiir die beiden hypotherm inkubierten Versuchsgruppen deutete sich eine schwache Tendenz einer
Rezeptorexpression an. In der Western-Blot-Analyse ergab sich fiir den TNF-R1 Rezeptor ein analo-

ges Expressionsmuster (Abb. 18A).
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Abb. 19: TNF-R2 Expression in % der Gesamtzahl der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinien WEHI-S und WEHI-R nach
4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit () bzw. ohne TNF-« ([J): Reprdsentative FACS-Analyse (A) WEHI-S
(TNF/4°C), (B) WEHI-S (TNF/37°C), (C) WEHI-S (4°C), (D) WEHI-S (37°C) Zellen und Mittelwerte + SEM aus vier Ver-
suchsansdtzen mit WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H); *p< 0,05 vs TNF/37°C, *p< 0,05 vs 37°C, "p< 0,05 vs TNF/4°C.

Der extrazellulire membranstindige TNF-R2 Rezeptor der WEHI-S Zellen reagierte bei perma-
nenter 37°C Inkubation mit einer TNF-o-vermittelten Induktion im Vergleich zur unstimulierten kor-
respondierenden Versuchsgruppe (Abb. 19B,E). Unter Kilteapplikation war mit und ohne TNF-a-
Stimulierung sogar eine Verminderung membrangebundener TNF-R2 Rezeptoren im Vergleich zur

unstimulierten warmen Kontrolle zu verzeichnen (Abb. 19A-F).
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Die Expressionsstirke des TNF-R2 Rezeptors der WEHI-R Zellen wurde weder durch die TNF-o-
Stimulierung noch durch die hypotherme Einwirkung beeinflusst. In Analogie zur TNF-R1 Expression
deutete sich auch fiir die TNF-R2 Rezeptor Expression lediglich eine schwache Tendenz einer Kélte-
und auch TNF-a-vermittelten Induktion an.

Zusammenfassend lieB sich fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen unter TNF-o-Stimulierung
und warmen Bedingungen eine Induktion der membrangebunden TNF-R1 und TNF-R2-Rezeptoren
ermitteln. Die Kélteapplikation verhinderte die TNF-a-induzierte Expression beider Rezeptoren. Fiir
den TNF-R2 Rezeptor zeichnete sich sogar eine kilteinduzierte Expressionsinhibierung ab. TNF-a.-
resistente WEHI-R Zellen wiesen in allen Versuchsgruppen keine signifikant unterschiedliche Expres-
sion beider Rezeptoren auf. Es deutete sich lediglich eine schwache Tendenz der TNF-R1 Expression

durch die Kilte sowie der TNF-R2 Expression durch den Einfluss der Kélte und TNF-a an.

5.2.3.6 p53 Expression

Als weiterer Apoptoseindikator wurde die Expression des Tumorsuppressor-Proteins p53, das in die
Regulierung der zelluldren Antwort auf zytotoxischen Stress involviert ist, mithilfe der Durchfluss-
zytometrie ermittelt. p53 fiihrt die Zelle nach erfolgten DNA-Schéden in den G,/G,-Zyklusarrest, um
Gelegenheit zum DNA-"Repair’ zu geben. Sind die DNA-Reparaturmechanismen nicht erfolgreich,
induziert p53 Apoptose.
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Abb. 20: FACS-Analyse der p53 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Mausfibrosarkom-Zelllinien WEHI-S
(4,B) und WEHI-R (C,D) nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (M) bzw. ohne TNF-o (). Jede Gruppe
beinhaltet vier Versuchsansdtze. Mittelwerte +SEM, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p< 0,05 vs 37°C.

Die p53 Protein-Expression beider Zelllinien war nicht stark induziert. Die TNF-a-sensible
WEHI-S Zelllinie zeigte nach der fiinfstiindigen Inkubation mit einem Anteil von ca. 12% p53-
positiver Zellen im stimulierten kélteapplizierten und ca. 14% im stimulierten warmen Ansatz eine

vergleichbare Expression des Tumorsuppressors (Abb. 20A). In dhnlicher Weise reagierten auch die
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kéltebehandelten Zellen ohne TNF-a-Stimulierung mit einem Anteil von ca. 11% p53-positiver Zellen
gegeniiber dem warmen Kontrollansatz mit ca. 8% (Abb. 20B). Die TNF-a-stimulierte 37°C inkubier-
te Versuchsgruppe unterschied sich von dem unstimulierten korrespondierenden Ansatz mit statisti-
scher Signifikanz (80% Anstieg p53-positiver Zellen unter TNF-a-Stimulierung). Der Kaéltestimulus
fiihrte mit und ohne TNF-a-Einwirkung zu einer Steigerung von ca. 60 bzw. 40% p53-positiver Zellen
gegeniiber der warmen unstimulierten Kontrollzellen.

Die TNF-a-resistente WEHI-R-Zelllinie reagierte auf die Kélteeinwirkung, unabhéngig von der
Apoptosestimulierung, mit einer schwachen p53 Expressionssteigerung gegeniiber der unstimulierten
37°C Kontrollgruppe (Abb. 20C,D). Die kélteapplizierte unstimulierte Versuchsgruppe antwortete mit
einem Anteil von ca. 10% p53-positiver Zellen am stérksten.

Zusammenfassend wurde fiir die p53 Expression TNF-a-sensibler WEHI-S Zellen sowohl eine
TNF-a-induzierte, als auch eine kélteinduzierte schwache Expressionssteigerung gegeniiber der war-
men unstimulierten Kontrolle beobachtet. Bei TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen lie sich durch die
gewdhlten Versuchsbedingungen nur eine sehr méfige pS3 Expression hervorrufen. Lediglich die

kélteapplizierten Zellen reagierten mit einer 20 bis 30%igen p53 Induktion.

5.2.3.7 NFxB Expression

Die Expression des Transkriptionsfaktors NFkB, der in die TNF-a-induzierte Signaltransduktion in-
volviert ist, wurde mittels Western-Blot-Analyse iiberpriift. Der verwendete Antikorper erkennt se-
lektiv nur die aktivierte p65 Untereinheit. Da das gewonnene Proteinextrakt zytosolisches und karyo-
solisches Protein enthielt, kann lediglich eine Aussage iiber die Quantitit des 16slichen aktivierten
Transkriptionsfaktors, aber nicht {iber seine DNA-Bindung bzw. Transaktivierung, getroffen werden.

Die quantitative Auswertung der Western-Blot-Analyse ergab fiir die TNF-o-sensiblen WEHI-S
Zellen in der warminkubierten TNF-a-stimulierten Versuchsgruppe einen signifikant unterschied-
lichen Anstieg der NFxB Expression von ca. 80% gegeniiber der unstimulierten 37°C Kontrolle. Auch
die kélteapplizierte TNF-a-stimulierte Versuchsgruppe wies einen leichten Anstieg der NFxB Expres-
sion auf (Abb. 22A-C). Fiir die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen war nur in der warminkubierten
TNF-a-stimulierten Versuchsgruppe eine vermehrte Expression der p65 Untereinheit zu verzeichnen
(Abb. 22 A,D,E).

Zusammenfassend wurde fiir die NFkB Expression der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen eine
TNF-a-abhingige Aktivierung evaluiert, die sich durch die Kélteapplikation verminderte. Die TNF-a.-
resistenten WEHI-R Zellen wiesen lediglich unter warmen Inkubationsbedingungen eine schwache
TNF-a-stimulierte NFkB Aktivierung auf, die ebenfalls durch die Kailte inhibiert wurde. Der hypo-

therme Einfluss ohne TNF-a-Stimulierung hatte keinen Effekt auf die NFkB Aktivierung.
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Abb. 22: Reprisentative Western-Blot-Analyse der NFxB Expression von WEHI-S und WEHI-R Zellen nach 4h 4°C + 1h
37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (4). NF kB-positive Zellen der untersuchten WEHI-S (B,C)
und WEHI-R (D,E) nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne TNF-« (). Mittelwerte + SEM aus
vier unabhingigen Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C, $p< 0,05 vs 37°C. Verglichen wurde die B-Actin-korrigierte
Protein-Expression iiber die densitometrisch ermittelte optische Dichte* Fliche (OD*mm?) der Banden.

5.2.4 Caspase-3 und p53 mRNA Expression

Zur Klarung, ob die Apoptose-involvierten Proteine Caspase-3 und p53 transkriptionell oder transkrip-
tionsunabhéngig reguliert sind, wurde die mRNA Expression der beiden Apoptoseparameter als Indi-
katoren fiir den extrinsischen und intrinsischen Apoptose’Pathway’ mithilfe der semiquantitativen RT-
PCR iiberpriift (Abb. 24 und 25).

Fir die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie konnten mittels RT-PCR keine signifikant unter-
schiedliche Ergebnisse der Caspase-3 Expression erzielt werden (Abb. 24A-C). Im gekiihlten TNF-a.-
stimulierten Ansatz wurde nach 5h eine geringfligig gesteigerte mRNA Expression gegeniiber allen
anderen Versuchsgruppen ermittelt (0,64 versus 0,48-0,42). Der Anstieg an mRNA betrug fiir den
kalteapplizierten stimulierten Ansatz ca. 52% und fiir den warmen stimulierten und gekiihlten unsti-
mulierten Ansatz ca. 14% gegeniiber der unstimulierten warmen Kontrolle. Fiir die p53 mRNA Ex-
pression konnte in den TNF-a-stimulierten gekiihlten und warmen Ansétzen ebenfalls nur ein geringer
Anstieg (ca. 49% und ca. 28%) gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen festgestellt werden (Abb.
14A,D,E). Die p53 mRNA Expression der gekiihlten unstimulierten WEHI-S Zellen unterschied sich

nicht vom warmen unstimulierten Kontrollansatz (ca. 3% Anstieg der p53 mRNA Expression).
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Abb. 24: Reprisentative Caspase-3 und p53 RT-PCR-Analyse von WEHI-S Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C
Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (4). Caspase-3 mRNA Expression (B,C) und p53 mRNA Expression (D,E) der
untersuchten WEHI-S Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (M) bzw. ohne TNF-c.(0). Dargestellt
sind die [FActin-korrigierten Mittelwerte (Quotient aus optischer Dichte der Targetbanden und [-Actin-Banden) +SEM aus
vier unabhdngigen Versuchsanstzen.

Fiir die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie konnten nach 5h ebenfalls nur eine sehr geringfiigig
gesteigerte Caspase-3 mRNA Expression aller Versuchsgruppen gegeniiber dem unbehandelten war-
men Kontrollansatz ermittelt werden (Abb. 25A-C). In den TNF-a-stimulierten warmen und gekiihlten
Ansitzen wurde fiir die Caspase-3 mRNA Expression ein geringer Anstieg (ca. 41% und ca. 31%)
gegeniiber der unbehandelten warmen Kontrollzellen festgestellt. Fiir die gekiihlten unstimulierten
WEHI-R Zellen wurde ein noch geringerer Unterschied im Vergleich zur warmen unstimulierten Kon-
trollgruppe (ca. 11% Anstieg der Caspase-3 mRNA Expression im gekiihlten Ansatz) ermittelt (Abb.
25A-C). Die p53 mRNA Expression war in den beiden gekiihlten Versuchsansidtzen und im warmen
stimulierten Ansatz gegeniiber der unstimulierten warmen Kontrolle erhdht (Abb. 25A,D,E). Der
grofite, statistisch signifikante Unterschied mit einem mRNA Anstieg von ca. 122% beziiglich der
warmen Kontrollgruppe wurde fiir die TNF-o-stimulierten 37°C Inkubation evaluiert. Die gekiihlten
stimulierten WEHI-R Zellen reagierten mit einer mRNA Expressionssteigerung von ca. 83% (Abb.
25A,D). Fiir die gekiihlten unstimulierten Zellen konnte eine vermehrte statistisch signifikante mRNA

Expression von ca. 54% gegeniiber der warmen unstimulierten Kontrolle bestimmt werden.
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Abb. 25: Reprisentative Caspase-3 und p53 RT-PCR-Analyse von WEHI-R Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C
Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (A). Caspase-3 mRNA Expression (B,C) und p53 mRNA Expression (D,E) der
untersuchten WEHI-R Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (8) bzw. ohne TNF-a.(). Dargestellt
sind die [-Actin-korrigierten Mittelwerte (Quotient aus optischer Dichte der Targetbanden und [(-Actin-Banden) +SEM aus
vier unabhdngigen Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0, 05 vs 37°C.

Zusammenfassend miissen fiir die Regulation der Caspase-3 und p53 Aktivierung der TNF-a.-
sensiblen WEHI-S Zellen unter TNF-o-Stimulierung und Kéltebehandlung in erster Linie transkrip-
tionsunabhéngige Mechanismen vermutet werden. Auch fiir die WEHI-R Zellen kann fiir die Caspase-
3 Aktivierung unter TNF-o-Stimulierung und Kéltebehandlung vorrangig von posttranskriptionellen
Regulationsmechanismen ausgegangen werden, wihrend die pS3 Aktivierung eher einer transkriptio-

nellen Regulation zu unterliegen scheint. Das Basis-Level der p5S3 mRNA Expression war fiir beide

Zelllinien gegeniiber dem Grund-Level der Caspase-3 mRNA Expression erhoht.

5.2.5 Temperatur- und Zeitabhangigkeit der Caspase-3 Aktivierung stimulierter
und unstimulierter WEHI-S Zellen

Da sich die vierstiindige Kélteapplikation bei 4°C gefolgt von einer Stunde Wiedererwidrmung bei
37°C fiir die WEHI-S Zelllinie unter TNF-a-Stimulierung auf Entstehung von Apoptose protektiv aus-
wirkte, sollte nun der Einfluss unterschiedlicher Temperaturen und verldngerter Inkubationsintervalle
anhand der Caspase-3 Expression iiberpriift werden. Dazu wurden die WEHI-S Zellen mit und ohne
TNF-a-Stimulierung fiir 1, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 20 und 24h bei 32°C, 24°C, 10°C und 4°C mit einer an-

schliefenden Wiedererwdrmungsphase von 4h bei 37°C inkubiert und der Anteil aktiver Caspase-3
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Spaltprodukt-positiver Zellen an der Gesamtpopulation durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kon-

trollgruppe dienten permanent 37°C inkubierte TNF-a-stimulierte und unstimulierte WEHI-S Zellen.
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Abb. 26: Durchflusszytometrisch ermittelte 'cleaved’ Caspase-3 Expression in % der Gesamtzellzahl der untersuchten Maus-
fibrosarkom-Zelllinie WEHI-S nach 4h bei 37°C, 32°C, 24°C, 10°C und 4°C Inkubation (4) mit bzw. (B) ohne TNF-a-
Stimulierung als Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, 5\‘p< 0,05 vs korrespondierendes
TNF, *p<0,05 vs TNF/4°C.

Um den ausschlieBlichen Einfluss der Hypothermie ohne Wiedererwdrmungsphase zu evaluie-
ren, wurde zunéchst die ’cleaved’ Caspase-3 Expression nach vier Stunden Inkubation bei den entspre-
chenden Temperaturen untersucht. Fiir sémtliche Temperaturen konnte nach der vierstiindigen Ein-
wirkdauer eine Verminderung Caspase-3-positiver Zellen unter TNF-o-Stimulierung gegeniiber der
TNF-a-stimulierten 37°C Kontrollgruppe beobachtet werden (Abb. 26A). Der Anteil Caspase-3-akti-
vierter Zellen verminderte sich zwischen 37°C und 10°C in Abhéngigkeit von der Temperaturabnah-
me. Nur flir die 4°C inkubierten TNF-a-stimulierten Zellen war ein Zuwachs Caspase-3-aktivierter
Zellen von ca. 75% gegeniiber den 10°C inkubierten Zellen zu verzeichnen, der aber dennoch gegen-
iber der 37°C Kontrolle einer signifikant unterschiedlichen Verminderung der Caspase-3 Aktivierung
von 45% entsprach. Die unstimulierten WEHI-S Zellen zeigten zwischen 37°C und 10°C keinen Un-
terschied in der Expression aktivierter Caspase-3. Auch hier wurde lediglich fiir die 4°C inkubierten
Zellen ein Zuwachs der Caspase-3 Aktivierung beobachtet, der im Vergleich zur unstimulierten 37°C
Kontrolle einem nicht signifikanten Anstieg apoptotischer Zellen von 25% entsprach (Abb. 26B). Au-
Ber den beiden 37°C und 32°C Ansitzen unterschieden sich die {ibrigen Inkubationstemperaturen nicht
signifikant von ihren korrespondierenden TNF-o-stimulierten Ansétzen.

Im zeitlichen Verlauf reagierten die gekiihlten unstimulierten WEHI-S Zellen nach der vierstiin-
digen Wiedererwdrmung gegeniiber der 37°C Kontrolle mit einer temperaturabhdngigen verstiarkten
Expression aktivierter Caspase-3 (Abb. 27E-H), die sich mit abnehmender Temperatur verringerte.
Nach 2 bis 3h gekiihlter Inkubation und nachfolgender Wiedererwiarmung zeichnete sich fiir alle un-
tersuchten Temperaturen ein erster Gipfel aktivierter Caspase-3 Expression ab. Nach 4h gekiihlter
Inkubation war nach erfolgter Wiedererwérmung fiir alle Temperaturen ein Riickgang der Caspase-3

Aktivierung zu beobachten. Nach 8 bis 12h schloss sich ein weiterer Anstieg der Caspase-3 Expres-
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sion an. Der grofite Unterschied der Caspase-3 Aktivierung gegeniiber der unstimulierten 37°C Kon-
trollgruppen war fiir alle Versuchsgruppen nach 2 bis 3h bzw. 24h Kiihlung und erfolgter vierstiin-

diger Wiedererwiarmung vorzufinden.
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Abb. 27: Durchflusszytometrisch ermttelte 'cleaved’ Caspase-3 Expression in % der Gesamizellzahl der untersuchten Maus-
fibrosarkom-Zelllinie WEHI-S nach 1h,2h, 3h, 4h, 8h, 12h, 16h, 20h und 24h Kiihlung (@) bei 32°C (4) mit bzw. (E) ohne
TNF-a, bei 24°C (B) mit bzw. (F) ohne TNF-¢, bei 10°C (C) mit bzw. (G) ohne TNF-o und 4°C Inkubation (D) mit bzw. (H)
ohne TNF-a-Stimulierung. Als Kontrollgruppe sind jeweils die 37°C inkubierten WEHI-S Zellen mit und ohne TNF-a (O)
dargestellt. Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs 37°C/Kontrollen.

Unter TNF-a-Stimulierung zeigten die 32 und 24°C inkubierten WEHI-S Zellen iibereinstim-
mend in den ersten drei Stunden der gekiihlten Inkubation nach erfolgter Wiedererwdrmung einen
geringen Anstieg der Caspase-3 Aktivierung im Vergleich zur 37°C Kontrolle. Nach 4h gekiihlter

Inkubation war fiir beide Versuchsgruppen kein Unterschied der Caspase-3 Expression gegeniiber der
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37°C Kontrolle zu ermitteln. Im weiteren Fortgang iibte die Kélteapplikation ab der achten gekiihlten
Inkubationsstunde einen protektiven Effekt aus, wobei sich im 32°C Ansatz nach 24h gekiihlter Inku-
bation, im Gegensatz zur 24°C Inkubation, die Expressionsstiarke der aktivierten Caspase-3 wiederum
an die 37°C Kontrolle anglich. Ein vergleichbarer Verlauf ergab sich auch fiir die 10 und 4°C Inkuba-
tionen; wahrend sich die Messwerte in den ersten 3 bis 4h im Bereich der 37°C Kontrolle bewegten,
war fur die 10°C Versuchsgruppe eine Protektion ab der vierten und fiir die 4°C Gruppe ab der achten
gekiihlten Inkubationsstunde zu verzeichnen.

Zusammenfassend konnte fiir die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie nach alleiniger vierstiindi-
ger hypothermer Inkubation fiir alle untersuchten Temperaturen eine Protektion vor TNF-a-induzier-
ter Apoptose im Vergleich zur 37°C inkubierten Kontrollgruppe demonstriert werden. Die unstimu-
lierten Zellen reagierten auf die unterschiedlichen Temperaturen ohne Einfluss auf die Expression
aktivierter Caspase-3. Lediglich die 4°C Inkubationen zeigten sowohl mit als auch ohne TNF-a einen
Zuwachs des Anteils apoptotischer Zellen. Im zeitlichen Verlauf lie8 sich fiir die TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen unter TNF-a-Stimulierung fiir die gewéhlten Temperaturen i. d. R. ab der dritten bis
vierten Inkubationsstunde mit nachfolgender vierstiindiger Wiedererwdrmung eine Verminderung der
aktiven Caspase-3 Spaltprodukte gegeniiber der korrespondierenden 37°C Kontrolle beobachten. Die
unstimulierten WEHI-S Zellen hingegen zeigten eine vermehrte Produktion aktiver Caspase-3 Spalt-
produkte gegeniiber der unstimulierten 37°C Kontrolle, die sich mit abnehmender Temperatur vermin-

derte.

5.3 Auswirkung von Kailte auf die Induktion von Zellstress TNF-a-stimu-

lierter und unstimulierter WEHI-S und WEHI-R Zellen
Zur Uberpriifung, ob die TNF-a-stimulierten und unstimulierten WEHI-S und WEHI-R Zellen unter

Einwirkung von Kélte mit Zellstress reagieren, wurden verschiedene Stress-spezifische Parameter in
der Regel direkt nach der Kélteeinwirkung (4h) und zusétzlich nach einer Stunde Wiedererwiarmung

(5h) untersucht.

5.3.1 ROS-Generierung (DCFH-DA)
Die Ermittlung von ROS-vermitteltem Zellstress wurde durchflusszytometrisch mithilfe des Fluores-
zenzindikators Dichlorofluoreszein-Diazetat (DCFH-DA) durchgefiihrt, der die Bildung intrazellularer
ROS, insbesondere H,0,, indiziert, indem das durch endogene Esterasen reduzierte nicht fluoreszie-
rende Dichlorofluoreszin (DCFH) in Anwesenheit von ROS schnell zu griinfluoreszierendem Dichlo-
rofluoreszein (DCF) oxidiert wird.

Die TNF-a-Stimulierung induzierte nach 4h eine ROS-Generierung der TNF-a-sensiblen WE-
HI-S Zellen sowohl in der kélteapplizierten, als auch in der warmen Versuchsgruppe (Abb. 28A-E).
Wihrend der hypotherme Einfluss auf die TNF-o-induzierte ROS-Generierung keine Auswirkung

zeigte, verursachte die vierstiindige Kalteapplikation ohne TNF-a-Stimulierung einen fulminanten



ERGEBNISSE 93

ROS-Anstieg, der sich mit statistischer Signifikanz von der korrespondierenden warmen und auch
TNF-a-stimulierten kaltebehandelten Versuchsgruppe unterschied (Abb. 28E). Nach einer Stunde
Wiedererwarmung war fiir beide kélteapplizierte Versuchsgruppen ein Riickgang der DCF-indizierten
ROS-Generierung zu verzeichnen. Die warminkubierten Versuchsgruppen hielten hingegen die zum
Zeitpunkt 4h ermittelte DCF-Fluoreszenzintensitit auf konstantem Niveau bei (Abb. 28E). Trotz des
Riickgangs der ROS-Generierung im unstimulierten kélteapplizierten Versuchsansatz war die Kilte

ohne TNF-o-Stimulierung auch nach der einstiindigen Wiedererwérmungsphase der stérkste ROS-

Induktor.
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Abb. 28: Reprisentative FACS-Analyse der durch ROS generierten mittleren DCF-Fluoreszenzintensitdit der untersuchten
WEHI-S Zelllinie nach 4h: TNF/4°C (4), TNF/37°C (B), 4°C (C), 37°C (D). ROS-Generierung der WEHI-S Zellen nach 4h
4°C bzw. 37°C und 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation (E) mit (H) bzw. ohne TNF-ca-Stimulierung (0); Mittelwerte
+SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0, 05 vs 37°C, #p< 0,05 vs TNF/4°C.
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Abb. 29: Reprisentative FACS-Analyse der durch ROS generierten mittleren DCF-Fluoreszenzintensitdt der untersuchten
WEHI-R Zelllinie nach 4h: TNF/4°C (A), TNF/37°C (B), 4°C (C), 37°C (D). DCF-Fluoreszenzintensitit der WEHI-R Zellen
nach 4h 4°C bzw. 37°C und 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation (E) mit (H) bzw. ohne TNF-o-Stimulierung (),
Mittelwerte = SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0, 05 vs 37°C, #p<0, 05 vs TNF/4°C.

Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen mit der DCFH-DA-Methode im Vergleich zu ih-
rer TNF-a-sensiblen Parental-Zelllinie WEHI-S eine geringere Basis-ROS-Generierung auf (Abb.
29A-E). Die Kilte induzierte nach der vierstiindigen Inkubation die Bildung reaktiver Sauerstoff-
spezies (Abb. 29A,C, E). Die TNF-a-Stimulierung bewirkte in der kélteapplizierten Versuchsgruppe
einen additiven drastischen Anstieg der detektierten DCF-Fluoreszenzintensitit. Unter permanent war-
mer Inkubation hingegen verursachte die TNF-oa-Stimulierung lediglich einen geringen, jedoch signi-
fikant unterschiedlichen ROS-Zuwachs von 35% gegeniiber der unstimulierten Kontrollgruppe (Abb.
29 B,E). Nach der einstiindigen Wiedererwadrmung war fiir die kélteapplizierten WEHI-R Zellen, v. a.

unter TNF-a-Stimulierung, ein deutlicher Riickgang der ROS-Generierung zu verzeichnen. Die beiden
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warminkubierten Versuchsgruppen hielten die ROS-Generierung, wie auch schon zuvor die WEHI-S
Zellen, auf konstantem Niveau (Abb. 29E).

Zusammenfassend zeigten die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen gegeniiber den WEHI-S Zel-
len eine niedrigere ROS-Basisgenerierung. Fiir beide Zelllinien war sowohl eine TNF-a-induzierte, als
auch eine kélteinduzierte ROS-Produktion zu ermitteln. Wahrend sich die ROS-Generierung bei den
WEHI-S Zellen am stirksten unter alleinigem Kalteeinfluss induzieren lieB3, bewirkte die zusétzliche
TNF-a-Stimulierung bei den WEHI-R Zellen die stirkste ROS-Induktion. Die einstiindige Wie-
dererwdrmungsphase fiihrte fiir beide Zelllinien zu einem deutlichen Riickgang der kélteinduzierten

ROS-Produktion.

5.3.2 Extrazellularer pH, pCO2 und pO;

Als weitere Parameter zur Evaluierung der Induktion von Zellstress wurden der pH-Wert und die par-
tiellen CO, und O, Driicke (pCO,, pO,) mithilfe eines Blutgasanalysators nach 4 und 5h im Kultur-
tiberstand der verschiedenen Versuchsgruppen iiberpriift.

Direkt nach der vierstiindigen Kalteapplikation war die H'-Ionenkonzentration der Kulturiiber-
stinde der TNF-a-stimulierten und unstimulierten WEHI-S Zellen mit pH-Werten von 6,93 bzw. 6,95
gegeniiber den korrespondierenden warmen Ansétzen mit einem pH-Wert von 7,40 erhdht (Tab. 15).
Nach einer Stunde Wiedererwirmung bei 37°C wiesen die kiltebehandelten und warmen Versuchs-
gruppen mit und ohne TNF-a-Stimulierung keinen pH-Unterschied auf. Der partielle CO, Druck war
nach der hypothermen Inkubation um ca. 250%, der pO, um ca. 60% gegeniiber der korrespondie-
renden 37°C Inkubation erhoht. Wéhrend der einstiindigen Wiedererwdrmung adaptierten sich auch
die partiellen Gasdriicke in Richtung des Niveaus der permanent 37°C inkubierten Versuchsgruppen
(Tab. 15).

Die Analyse der Kulturiiberstinde der WEHI-R Zellen lieferte prinzipiell analoge Ergebnisse.
Ein Unterschied zwischen den beiden Zelllinien bestand lediglich darin, dass die H'-Ionenkonzentra-
tion der WEHI-R Zellen direkt nach Kélteapplikation gegeniiber der WEHI-S Zelllinie leicht erhoht
war und CO, bzw. O, noch etwas stirker in Losung gingen (Tab. 15).

Zusammenfassend wurde fiir die WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach der Kélteapplikation ei-
ne erhohte H'-Tonenkonzentration und erhéhte CO, und O, Partialdriicke gegeniiber den warminku-
bierten Versuchsgruppen aufgefunden. Nach einer Stunde Wiedererwdrmung konvergierten alle Para-

meter in Richtung der warmen Korrespondenten.



ERGEBNISSE

WEHI-S

4h pH pCO, (mmHg) PO, (mmHg)
TNF/4°C 6,93 0,02 104,00 £ 5,09 202,65 + 14,60
TNF/37°C 7,40 £ 0,03 29,30 + 3,68 127,10 £ 0,98
4°C 6,95 +0,02 101,08 £ 3,79 197,93 + 16,83
37°C 7,40 + 0,00 29,53 £0,91 126,73 + 1,89

Sh pH pCO, (mmHg) pO, (mmHg)
TNF/4°C 7,37 40,01 34,30 +0,35 132,25 + 3,45
TNF/37°C 7,36 + 0,04 32,93 +2,.25 123,50 + 4,63
4°C 7,37 40,02 33,43 +1,36 130,50 + 3,23
37°C 7,39 + 0,04 29,58 + 1,31 124,00 + 3,24

WEHI-R

4h pH pCO, (mmHg) pO, (mmHg)
TNF/4°C 6,90 + 0,01 112,65 + 4,21 219,58 + 8,51
TNF/37°C 7,39 0,01 29,65 + 0,41 125,50 + 1,91
4°C 6,89 + 0,00 115,95 1,39 209,43 +9,89
37°C 7,35 +0,00 38,45 +2,62 123,75 + 2,66

Sh pH pCO; (mmHg) pO, (mmHg)
TNF/4°C 7,40 +0,01 31,93 0,54 13525+ 1,14
TNF/37°C 7,37 40,02 32,15+ 1,74 126,20 + 2,50
4°C 7,36 0,01 35,35+0,96 131,20+ 1,27
37°C 7,32+0,01 36,20 £ 1,16 126,18 + 1,12

Tab. 15: Potentiometrische Analyse von pH, pCO2 und pO2 in den Kulturiiberstinden der untersuchten Mausfibrosarkom-
Zelllinien WEHI-S und WEHI-R nach 4h 4°C bzw. 37°C und 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-
a. Die Daten wurden an einem BGA-Gerdt erhoben und sind als Mittelwerte = SEM aus vier unabhdngigen Versuchs-
ansdtzen angegeben.

5.3.3 Intrazellularer pH (BCECF-AM)

Die Messung des intrazelluldren pH-Wertes wurde durchflusszytometrisch mit dem Fluoreszenzfarb-
stoff BCECF vorgenommen. Zur Beladung der Zellen wurde die farblose unpolare zellpermeable Vor-
stufe BCECF-Azetoxymethylester (BCECF-AM) verwendet, die intrazelluldr durch endogene Estera-
sen hydrolysiert wird. Das hydrolysierte fluoreszierende Produkt akkumuliert aufgrund seines polaren

Charakters in der Zelle und ist ein Mal} fiir den intrazelluliren pH-Wert. Da keine pH-Kalibrierung



ERGEBNISSE 97

vorgenommen wurde, konnten die pH-Unterschiede nur als relative Einheiten der mittleren Fluores-

zenzintensitit angegeben werden.
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Abb. 30: Reprisentative FACS-Analyse des intrazelluldren pH-Wertes gemessen als relative Einheiten der mittleren BCECF-
Fluoreszenzintensitdt der untersuchten WEHI-S Zelllinie nach 5h: TNF/4°C (A), TNF/37°C (B), 4°C (C), 37°C (D). Die
BCECF-Fluoreszenzintensitit der WEHI-S Zellen nach 4h 4°C bzw. 37°C und 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation
(E) mit (M) bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (0); Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, Sp<
0,05 vs 37°C, 'p< 0,05 vs TNF/4°C.

Nach 4h Inkubation zeigten die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen im TNF-a-stimulierten war-
men Ansatz einen Riickgang der mittleren Fluoreszenzintensitdt um 20% im Vergleich zur korrespon-
dierenden unstimulierten Kontrolle. Die mittlere Fluoreszenzintensitdt der TNF-a-stimulierten kalten
Versuchsgruppe unterschied sich mit einer Reduzierung um 4% kaum von der warmen unstimulierten

Kontrollgruppe. Fiir die kélteapplizierten WEHI-S Zellen ohne TNF-a-Stimulierung war nach 4h Kal-
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teeinwirkung ein Anstieg der mittleren Fluoreszenz um ca. 20% gegeniiber der warmen unstimulierten
Kontrolle zu verzeichnen (Abb. 30A-E).

Nach einer Stunde Wiedererwarmung reagierten die beiden kilteapplizierten Versuchsgruppen mit
einer Erhohung des intrazelluldren pH-Wertes gegeniiber der unstimulierten warmen Kontrollgruppe,
wobei fiir die TNF-a-stimulierten Zellen ein Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitét von ca. 45%
und fiir die unstimulierte Versuchsgruppe von ca. 38% zu ermitteln war. Die warminkubierten TNF-o-
stimulierten Versuchsgruppen der WEHI-S Zellen zeigten nach der weiteren Inkubationsstunde einen
geringen Anstieg der mittleren Fluoreszenzintensitét von ca. 13% und unterschieden sich damit nicht

mehr von ihrer unstimulierten Kontrolle (Abb. 30E).
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Abb. 31: Reprisentative FACS-Analyse des intrazelluldren pH-Wertes gemessen als relative Einheiten der mittleren BCECF-
Fluoreszenzintensitdt der untersuchten WEHI-R Zelllinie nach 4h: TNF/4°C (4), TNF/37°C (B), 4°C (C), 37°C (D). Die
BCECF-Fluoreszenzintensitit der WEHI-R Zellen nach 4h 4°C bzw. 37°C und 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation
(E) mit (B) bzw. ohne TNF-ca-Stimulierung (). Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C, *‘\‘p<
0,05 vs 37°C, 'p< 0,05 vs TNF/4°C.
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Fiir die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie wurde in den beiden kilteapplizierten Ansédtzen mit
und ohne TNF-a-Stimulierung direkt nach der Kilteeinwirkung eine Erniedrigung der mittleren Fluo-
reszenzintensitéit gegeniiber der unbehandelten 37°C Kontrollgruppe von ca. 45% bzw. 34% detektiert
(Abb. 31A-E). Nach einer Stunde Wiedererwiarmung hatte sich der pH-Wert fiir beide Versuchsgrup-
pen schon wieder fast an das Niveau der unstimulierten warmen Kontrolle angeglichen. Die TNF-a-
stimulierte warme Versuchsgruppe hingegen zeigte weder nach 4 noch nach 5h einen Unterschied
bzgl. der korrespondierenden unstimulierten Kontrollgruppe (Abb. 31E).

Zusammenfassend ergab sich fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen durch TNF-o-Stimulie-
rung unter warmen Bedingungen eine leichte intrazelluldre Anséuerung, wéihrend die Kélteapplikation
vor allem nach einer Stunde Wiedererwdrmung mit und ohne TNF-a zu einer Alkalisierung des intra-
zelluldren Milieus fiihrte. Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen reagierten direkt nach der Kaélte
TNF-o-unabhéingig mit einer stérkeren intrazelluliren Ansduerung, die sich aber nach einer Stunde
Wiedererwdrmung in Richtung eines physiologischen pH-Wert entwickelte. Die TNF-o-Stimulierung
unter warmen Bedingungen zeigte bei WEHI-R Zellen keinen Einfluss auf den intrazelluldren pH-

Wert.

5.3.4 HO-1, HSP70, HIF-1o und iNOS Proteinexpression

Als weitere Stressindikatoren wurde die Proteinexpression von HO-1, HSP70, HIF-1a und iNOS
durchflusszytometrisch bestimmt. Als Antwort auf Stress durch toxische Chemikalien oder ungiinstige
Temperatureinwirkung reagieren die meisten Zellen mit der Expression genetisch hochkonservierter
"Heatshock’ Proteine, wie z. B. HO-1 und HSP70, die durch ihre anti-oxidative Wirkung Schutz vor
oxidativem Stress und apoptotischem Zellschaden bieten.

Fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen wurde eine geringe kélteinduzierte HO-1 Expression
festgestellt, die mit einem Anteil von ca. 78% HO-1-positiver Zellen im TNF-o-stimulierten und ca.
81% im unstimulierten Versuchsansatz einen statistisch nicht signifikanten Zuwachs von 19 bzw. 22%
gegeniiber der unstimulierten warmen Kontrollgruppe aufwies. In der warmen TNF-a-stimulierten
Versuchsgruppe war mit einem Anteil von ca. 74% HO-1-positiver Zellen ein Zuwachs von ca. 12%
gegeniiber der korrespondierenden Kontrollgruppe zu verzeichnen (Abb. 32E,F).

Auch die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen zeigten dieses kélteinduzierte HO-1 Expressions-
muster, jedoch waren hier die Unterschiede statistisch signifikant (Abb. 32A-D,G,H). Im kiltebe-
handelten TNF-a-stimulierten Versuchsansatz waren ca. 72% und im unstimulierten ca. 82% HO-1-
positive Zellen zu detektieren. Damit ergab sich ein signifikanter Anstieg HO-1-positiver Zellen von
ca. 38% in der TNF-a-stimulierten und ca. 54% in der unstimulierten kélteapplizierten Versuchs-
gruppe im Vergleich zu den korrespondierenden warmen Kontrollgruppen. Die unstimulierten 37°C-
inkubierten WEHI-R Zellen exprimierten mit ca. 53% einen vergleichbaren Anteil HO-1-positiver

Zellen wie die TNF-a-stimulierten korrespondierenden Zellen.
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Abb. 32: Reprisentative FACS-Analyse der HSP32 (HO-1) Expression (4) WEHI-R (TNF/4°C), (B) WEHI-R (TNF/37°C),
(C) WEHI-R (4°C), (D) WEHI-R (37°C) Zellen und durchflusszytometrisch ermittelte HSP32 Expression in % der Gesamt-
zahl der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne
INF-a (0); Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen mit WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H); *p< 0,05 vs TNF/37°C,
Sp<0,05 vs 37°C.

Die Anderung der HSP70 Proteinexpression war vergleichbar mit der der HO-1 Anderung; so-
wohl bei TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen als auch TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wurde in den
beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen eine erhohte HSP70 Expression gegeniiber den warmen
korrespondierenden Gruppen ermittelt. Ebenso wie fiir HO-1 war auch fiir HSP70 eine auffillig hohe
Expression bei unstimulierten kiltebehandelten WEHI-R Zellen zu beobachten (Abb. 33).
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Abb. 33: Reprisentative FACS-Analyse der HSP70 Expression (4) WEHI-R (TNF/4°C), (B) WEHI-R (TNF/37°C), (C) WE-
HI-R (4°C), (D) WEHI-R (37°C) Zellen und durchflusszytometrisch ermittelte HSP70 Expression in % der Gesamtzahl der
untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne TNF-o
(0); Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen mit WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H), *p< 0,05 vs TNF/37°C, ‘§7< 0,05
vs 37°C.

HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) ist ein Schliisselregulator fiir die zelluldre Antwort auf Sau-
erstoffmangel. Der heterodimere Transkriptionsfaktor beinhaltet die induzierbare HIF-1a Untereinheit
und die konstitutiv exprimierte HIF-1p Untereinheit. Obwohl HIF-1 hauptsidchlich durch den vorherr-
schenden Sauerstoffpartialdruck {iber die Sauerstoff-abhidngige Degradierung seiner o Untereinheit
reguliert ist, unterliegt HIF-1 zusétzlich einer Modulation durch Zytokine, Hormone und genetische
Veranderungen, so dass HIF-1a auch unter normoxischen Bedingungen induzierbar ist.

Die HIF-1a Expression der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen zeigte mit einem Anteil von ca.

37% positiver Zellen ihre grofite Auspragung in der kiltebehandelten TNF-a-stimulierten Versuchs-
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gruppe und lag damit ca. 53% iiber der HIF-1aw Expression der unstimulierten warmen Kontroll-
gruppe, wihrend in der TNF-a-stimulierten warmen und kélteapplizierten unstimulierten Versuchs-
gruppe ein vergleichbarer Anteil von 28 bzw. 29% HIF-1a-positiver Zellen ermittelt wurde, was einen
Zuwachs an HIF-1o exprimierender Zellen von ca. 20% gegeniiber der unstimulierten warmen Kon-
trollgruppe entsprach. Obwohl sich fiir die WEHI-S Zellen keine signifikant unterschiedlichen Ergeb-

nisse erzielen lieBen, deutete sich eine kélteinduzierte HIF-1ow Expression an (Abb. 34 E,F).
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Abb. 34: Reprisentative FACS-Analyse der HIF-1o Expression (4) WEHI-R (TNF/4°C), (B) WEHI-R (TNF/37°C), (C) WE-
HI-R (4°C), (D) WEHI-R (37°C) Zellen und durchflusszytometrisch ermittelte HIF-1a Expression in % der Gesamtzahl der
untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (H) bzw. ohne TNF-«

(0); Mittelwerte +SEM aus vier Versuchsansdtzen mit WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H); *p< 0,05 vs TNF/37°C, $p< 0,05
vs 37°C.
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TNF-a induzierte die HIF-1a Expression der WEHI-R Zellen, die Kélte verstirkte die TNF-o.-
induzierte HIF-1a Expression und induzierte sie auch ohne TNF-a-Stimulierung in gleichem AusmaB.
Der Anteil HIF-1a positiver WEHI-R Zellen war in den beiden kélteapplizierten Ansétzen mit ca.
34% bzw. 33% mit und ohne TNF-o-Stimulierung sehr vergleichbar und unterschied sich damit von
der unstimulierten warmen Kontrollgruppe durch einen Anstieg der HIF-1a. Expression um ca. 200%.
Die TNF-a-stimulierte 37°C-inkubierte Versuchsgruppe zeigte demgegeniiber lediglich einen Zu-
wachs von ca. 53% HIF-1a-positiver Zellen (Abb. 34 A-D, G und H).
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Abb. 35: Reprdsentative FACS-Analyse der iNOS Expression (A) WEHI-S (TNF/4°C), (B) WEHI-S (TNF/37°C), (C) WEHI-
S(4°C), (D) WEHI-S (37°C) Zellen und durchflusszytometrisch ermittelte iNOS Expression in % der Gesamtzahl der unter-
suchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne TNF-a (0);
Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansditzen mit WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H); *p< 0,05 vs TNF/37°C, Sp< 0,05 vs
37°C, , 'p< 0,05 vs TNF/4°C.



ERGEBNISSE 104

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) ist neben den konstitutiven Isoformen nNOS und eNOS
verantwortlich fiir die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO), einem wichtigen physiologischen
Messenger- und Effektor-Molekiil, das u. a. auch zur Modulation von apoptotischen Prozessen bei-
tragt.

In WEHI-S Zellen verstiarkte TNF-a die iNOS-Expression, unabhédngig von der Temperatur. In
den beiden TNF-a-stimulierten Versuchsgruppen wurde mit 36 bzw. 37% ein vergleichbarer Anteil
iNOS-positiver Zellen detektiert, wihrend in den beiden unstimulierten Ansétzen unter Kélteappli-
kation ca. 18% und unter permanenter 37°C Inkubation ca. 15% iNOS-positive Zellen ermittelt wur-
den (Abb. 35A-F).

Die iNOS Expression der TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wies dhnlich wie auch fiir HO-1,
HSP70 und HIF-1a, unabhédngig von der TNF-a-Stimulierung, ein kilteinduziertes Muster auf. Der
Anteil iNOS-exprimierender WEHI-R Zellen war allerdings fiir alle Versuchsgruppen sehr gering und
lag mit ca. 6% in den beiden kiltebehandelten Ansdtzen signifikant unterschiedlich um ca. 34% tiber
der iNOS Expression der unstimulierten warmen Kontrollgruppe. Die TNF-a-stimulierte warme Ver-
suchsgruppe unterschied sich nicht von der unstimulierten korrespondierenden Kontrolle (Abb.
35G,H).

Zusammenfassend wurde sowohl fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S als auch fiir die TNF-o.-resi-
stenten WEHI-R Zellen ein TNF-a-unabhingiges kélteinduziertes HO-1 und HSP70 Expressions-
muster ermittelt. Die TNF-a-Stimulierung unter warmen Bedingungen hatte fiir beide Zelllinien kei-
nen Einfluss auf die Expression der ’Heatshock’ Proteine. Sowohl fiir HO-1 als auch fiir HSP70 fiel
die verhiltnisméBig hohe Expression bei unstimulierten kiltebehandelten WEHI-R Zellen auf. Ein
kélteinduziertes TNF-a-unabhéingiges Expressionsmuster zeigte sich fir WEHI-R auch fiir HIF-1a
und iNOS. Die HIF-1a Expression der TNF-o-sensiblen WEHI-S Zellen wies in der kiltebehandelten
TNF-a-stimulierten Versuchsgruppe die grofite Auspragung auf und war unter TNF-a-Stimulierung
bei warmer Inkubation und unter unstimulierten kdlteapplizierten Bedingungen nur schwach induziert.
Umgekehrt konnte fiir die iNOS Expression in WEHI-S Zellen eine TNF-a-induzierte Abhéngigkeit

ohne Temperatureinfluss beobachtet werden.

5.4 Auswirkung von Kalte auf die Proliferation TNF-a-stimulierter und
unstimulierter WEHI-S und WEHI-R Zellen

Um die Auswirkung von Kélte auf die Proliferation, dem Pendant der Apoptose, TNF-a-stimulierter
und unstimulierter WEHI-S und WEHI-R Zellen zu evaluieren, wurden nach Durchfiihrung des prinzi-

piellen Versuchsprotokolls verschiedene Marker fiir Proliferation iiberpriift.
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5.4.1 Indirekter Proliferationstest (WST-1-Test)
Mithilfe des WST-1-Tests wurde die Zellproliferation iiber die Anzahl metabolisch aktiver Zellen
bestimmt. Das Tetrazoliumsalz WST-1 wird {iber Katalyse mitochondrialer Dehydrogenasen zu For-

mazan reduziert, dessen Konzentration ein Mal} fiir die Stoffwechselaktivitidt bzw. Proliferation dar-

stellt.
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Abb. 36: Proliferation bzw. Stoffwechselaktivitit der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C

bzw. 5h 37°C Inkubation mit (M) bzw. ohne TNF-a-Stimulierung () ermittelt iiber den colorimetrischen WST-1-Test. Das
WST-1-Reagenz wurde direkt nach Versuchsende zugesetzt und die Stoffwechselaktivitit nach 30min evaluier{: WEHI-S
Zellen (A,B) und WEHI-R Zellen (C,D), Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, Sp< 0,05 vs
37°C, 'p< 0,05 vs TNF/4°C.

Sowohl die Kilte, als auch die TNF-a-Stimulierung inhibierten die Stoffwechselaktivitit der
WEHI-S Zellen. In den stimulierten kélteapplizierten und warmen Versuchsgruppen war 30min nach
Versuchsende eine vergleichbare Stoffwechselaktivitdt (Extinktion 0,397 versus 0,443; Abb. 36A) zu
detektieren. Im weiteren Zeitverlauf entwickelte sich die Stoffwechselaktivitét in der warmen Gruppe
jedoch mit groBerer Steigung und unterschied sich nach 4h von der kélteapplizierten Gruppe mit einer
Extinktion von 1,641 versus 1,283 von dieser signifikant (Abb. 37A). Fiir die kélteapplizierte TNF-a.-
stimulierte Gruppe wurde iiber den Untersuchungszeitraum von 4h ein Aktivitidtszuwachs von 223%
im Vergleich zur Ausgangsaktivitit ermittelt. In der warmen TNF-o-stimulierten Gruppe stieg die
Stoftwechselaktivitidt nach 4h um 270% des Ausgangwertes an und verhielt sich damit dhnlich der
metabolischen Aktivitdt des unstimulierten gekiihlten Ansatzes, die sich von einer Ausgangsextinktion
von 0,406 um 261% auf einen Extinktionswert von 1,465 nach 4h erhdhte (Abb. 37A,B). Die grofite
metabolische Aktivitit war in der warmen unstimulierten Kontrollgruppe mit einem Aktivitatszuwachs
von 337% beziiglich der Ausgangsaktivitit zu beobachten. Mit einer Extinktion von 0,630 zeigte diese
Gruppe auch 30min nach Beendigung des prinzipiellen Versuchsprotokolls die grofite Stoffwechsel-
aktivitit (Abb. 37B).
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Abb. 37: Zeitlicher Verlauf der Proliferation bzw. Stoffwechselaktivitit der untersuchten WEHI-S Zelllinie nach 4h 4°C + 1h
37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung, ermittelt iiber den colorimetrischen WST-1-Test. Das
WST-1-Reagenz wurde direkt nach Versuchsende zugesetzt und die Stoffwechselaktivitit tiber einen Zeitraum von 4h evalu-
iert. (A) Metabolisierende WEHI-S Zellen unter TNF-a- Stimulierung nach Kdltebehandlung (@) bzw. ausschlieflicher 37°C
Inkubation (LJ). (B) Metabolisierende WEHI-S Zellen ohne TNF-a-Stimulierung nach Kdltebehandlung (@) bzw. ausschlief3-
licher 37°C Inkubation (L), Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansditzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, *‘\p< 0,05 vs 37°C.

Die Stoffwechselaktivitit TNF-a-resistenter WEHI-R Zellen war fiir alle Versuchsgruppen im
Vergleich zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen mit Ausgangsextinktionen zwischen 0,164 und
0,280 versus 0,397 bis 0,630 niedriger und entwickelte sich auch weiter im untersuchten Zeitraum mit
geringerer Steigung (Abb. 38A,B). Die grofte Stoffwechselaktivitit 30min nach Versuchsende konnte
fiir die WEHI-R Zellen unter der warmen TNF-o-Stimulierung beobachtet werden (Abb. 36C), ob-
wohl der Aktivitidtszuwachs im zeitlichen Verlauf mit 214% unterhalb der beiden gekiihlten Ansétze
mit einem Aktivitdtsanstieg von ca. 230% lag. Der geringste Aktivitatszuwachs von ca. 200% war fiir
die warmen unstimulierten Kontrollzellen zu beobachten (Abb. 38B). Eine auffallend geringe Stoff-
wechselaktivitdt zeigten die unstimulierten kilteapplizierten WEHI-R Zellen zum ersten Messzeit-
punkt 30min nach Versuchsende (0,164 versus 0,243 bis 0,280 in allen anderen Versuchsgruppen,
Abb. 36D).
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Abb. 38: Zeitlicher Verlauf der Proliferation bzw. Stoffwechselaktivitdt der untersuchten WEHI-R Zelllinie nach 4h 4°C + 1h
37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung, ermittelt iiber den colorimetrischen WST-1-Test. Das
WST-1-Reagenz wurde direkt nach Versuchsende zugesetzt und die Stoffwechselaktivitit tiber einen Zeitraum von 4h evalu-
iert. (A) Metabolisierende WEHI-R Zellen unter TNF-a- Stimulierung nach Kdiltebehandlung (@) bzw. ausschlieflicher 37°C
Inkubation (LJ). (B) Metabolisierende WEHI-R Zellen ohne TNF-a-Stimulierung nach Kdltebehandlung (@) bzw. ausschlief3-
licher 37°C Inkubation (L), Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen, §p<0, 05 vs 37°C, #p< 0,05 vs TNF/4°C.

Zusammenfassend reduzierte sowohl die Kélteapplikation als auch die TNF-o-Stimulierung die
Stoffwechselaktivitidt der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen im Vergleich zur warmen unstimulierten
Kontrollgruppe, wobei die Kélteapplikation eine zusitzliche Inhibierung im zeitlichen Verlauf auf-
wies. Bei den TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen, die sich im Vergleich zu den WEHI-S Zellen durch
einen stark retardierten Stoffwechsel auszeichneten, zeigte vor allem die kélteapplizierte Ver-
suchsgruppe ohne TNF-o-Stimulierung eine starke initiale metabolische Inhibierung; im zeitlichen
Verlauf war der Stoffwechsel der beiden gekiihlten Versuchsgruppen jedoch gegeniiber den beiden
warminkubierten Ansétzen aktiviert. TNF-a stimulierte die Stoffwechselaktivitit mit und ohne Kilte-
applikation. Die geringste Stoffwechselaktivitdtsrate wurde in der unstimulierten warmen Kontroll-

gruppe der WEHI-R Zellen ermittelt.
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5.4.2 Direkter Proliferationstest (BrdU-Einbau)

Wihrend der DNA-Synthese-Phase wurde das Nukleinbasenanalogon BrdU in Kompetition mit Thy-
midin in die neusynthetisierte DNA eingebaut. Mittels nachfolgender immunzytochemischer Fluores-
zenzfarbung konnten die proliferierenden Zellen durchflusszytometrisch (Abb. 39A-D) bzw. fluores-

zenzmikroskopisch (Abb. 40A,B) visualisiert werden.
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Abb. 39: Reprisentative FACS-Analyse der BrdU-positiven Zellen der untersuchten WEHI-S Zelllinie: (A) TNF/4°C, (B)
TNF/37°C, (C) 4°C, (D) 37°C. (E) Proliferation bzw. DNA-Synthese in % der Gesamtzahl der WEHI-S Zellen nach 4h 4°C +
1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (#) bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (J): Das Basenanalogon BrdU wurde direkt nach
Versuchsende zugesetzt und die DNA-Synthese, ermittelt iiber den BrdU-Einbau, zum Zeitpunkt 30min und 4h evaluiert;
Mittelwerte + SEM aus vier Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C.

Die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen zeigten unter warmer TNF-o-Stimulierung 30min nach

Versuchsende die geringste Proliferation (ca. 41% BrdU-positive Zellen versus 55 bis 60% in allen
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anderen Versuchsgruppen, Abb. 39E). Obwohl in dem TNF-a-stimulierten 37°C-Ansatz auch nach 4h
BrdU-Einbau die geringste Anzahl proliferierender Zellen zu detektieren war, unterschied sich die
Proliferationsrate (Zuwachs proliferierender Zellen zwischen 30min und 4h BrdU-Einbau) im Ver-

gleich zu den kélteapplizierten stimulierten und unstimulierten Ansétzen nicht signifikant (17% versus
14 und 15%).
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Abb. 40: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Darstellung BrdU-positiver Zellen der untersuchten WEHI-R Zelllinie
unter TNF-o-Stimulierung bei 37°C nach 30min (A) und 4h BrdU-Einbau (C) und Gegenfdrbung der Zellkerne mit Bis-
benzimid nach 30 min (B) und 4h (D), Vergroflerung 500x. Proliferation bzw. DNA-Synthese in % der Gesamtzahl der WE-
HI-R Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit (H) bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (J): Das Basen-
analogon BrdU wurde direkt nach Versuchsende zugesetzt und die DNA-Synthese, ermittelt iiber den BrdU-Einbau, zum
Zeitpunkt 30min und 4h evaluiert;, Mittelwerte £ SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<(), 05 vs 37°C.

Der groBite Zuwachs proliferierender DNA-synthetisierender Zellen (ca. 27%) war in der unstimulier-
ten warmen Kontrollgruppe der WEHI-S Zellen zu verzeichnen. In dieser Gruppe wurden nach 4h

BrdU-Einbau, also 8h nach Versuchsbeginn, ca. 73% proliferierende Zellen aufgefunden, wihrend in
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der TNF-a-stimulierten warmen Versuchsgruppe nur 48% der Zellen neue DNA synthetisiert hatten.
In den beiden kélteapplizierten Ansétzen konnte mit ca. 63 und 69% eine vergleichbare Anzahl proli-
ferierender Zellen ermittelt werden (Abb. 39A-E).

Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen nach 30min BrdU-Einbau einen geringeren An-
teil proliferierender Zellen im Vergleich zur WEHI-S Zelllinie auf. In der unstimulierten 37°C-
Kontrollgruppe wurden zum ersten Messzeitpunkt lediglich 43% BrdU-positive Zellen versus 57% bei
der TNF-a-sensiblen Zelllinie detektiert (Abb. 40E). Die auffallend geringe Proliferationsrate von ca.
15% nach 4h BrdU-Einbau in der unstimulierten warmen WEHI-R Kontrollgruppe weist auf eine Sti-
mulierung der Proliferation durch die TNF-a- bzw. die Kilte-Einwirkung hin, da sich in den ent-
sprechenden Gruppen ein Zuwachs von 54 bis 59% an proliferierenden Zellen ermitteln lie. Die
grofite Proliferationsrate konnte fiir die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen im unstimulierten kilte-
applizierten Ansatz mit einem Zuwachs BrdU-positiver Zellen von ca. 76% gemessen werden.

Zusammenfassend wurde fiir TNF-a-sensible WEHI-S Zellen eine verminderte Proliferation in
der TNF-a-stimulierten 37°C Gruppe evaluiert, wéhrend die Kélteapplikation mit und ohne TNF-a-
Stimulierung einen geringen Einfluss auf die DNA-Synthese hatte. Die TNF-a-resistenten WEHI-R
Zellen, die gegeniiber der WEHI-S Zelllinie eine geringe Proliferation aufwiesen, erfuhren sowohl

durch die TNF-o-Stimulierung als auch durch die Kéltebehandlung eine Aktivierung der Proliferation.

5.4.3 PCNA und Ki67 Proteinexpression

Als weitere Proliferationsparameter wurde die Expression der Zellzyklus-abhiangigen Proteine PCNA
und Ki67 durchflusszytometrisch untersucht. PCNA als Co-Faktor der DNA-Polymerase 6 wird wih-
rend der Synthese-Phase hochreguliert, ist aber aufgrund der langen Halbwertzeit bis iiber die M-
Phase hinaus stabil. Auflerdem ist PCNA mit DNA-’Repair’-Mechanismen assoziiert und kann auch in
geringen Mengen in nicht proliferierenden Zellen gefunden werden. Ki67 wird wihrend des gesamten
Zellzyklus, nicht aber in ruhenden GO-Zellen exprimiert.

Die durchflusszytometrischen Befunde ergaben fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen nach
der flnfstiindigen Inkubation eine geringfiigig gesteigerte PCNA Expression der TNF-a-stimulierten
warmen gegeniiber der korrespondierenden unstimulierten und der TNF-a-stimulierten kélteapplizier-
ten Versuchsgruppe (Anstieg PCNA-positiver Zellen von ca. 9%, Abb. 41A-C). Die unstimulierte
gekiihlte Versuchsgruppe wies mit ca. 19% PCNA-positiver Zellen die geringste Anzahl proliferie-
render Zellen auf. Gegeniiber den warmen unstimulierten Zellen befanden sich damit ca. 21% weniger
Zellen in der proliferierenden Phase (Abb. 41C).

WEHI-R Zellen hingegen exprimierten ein geringeres PCNA Basislevel als die TNF-a-
sensiblen WEHI-S Zellen; in der unstimulierten warmen Kontrollgruppe war mit ca. 13% PCNA-
positiver Zellen eine um 45% verminderte Anzahl gegeniiber dem korrespondierenden WEHI-S An-
satz zu verzeichnen (Abb. 41D,E). Die gekiihlten stimulierten und unstimulierten WEHI-R Zellen

reagierten mit einer um ca. 30% vermehrten PCNA Expression und die warmen stimulierten WEHI-R
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Zellen mit einer um ca. 20% signifikant vermehrten Expression gegeniiber der unstimulierten warmen

Kontrolle.
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Abb. 41: Reprisentative Western-Blot-Analyse der PCNA Expression von WEHI-S und WEHI-R Zellen nach 4h 4°C + 1h
37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung (4). FACS-Analyse PCNA-positiver Zellen in % der Ge-
samtzahl der untersuchten WEHI-S (B,C) und WEHI-R (D,E) Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit
() bzw. ohne TNF-a (0); Mittelwerte +SEM aus vier Versuchsansdtzen; *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0,05 vs 37°C.

Die durchflusszytometrische Detektion ergab fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen nach der
fiinfstiindigen Inkubation eine gesteigerte Ki67 Expression der TNF-a-stimulierten warmen gegeniiber
der korrespondierenden unstimulierten und der TNF-a-stimulierten kélteapplizierten Versuchsgruppe
(ca. 36% Ki67-positive Zellen versus ca. 28%, Abb. 42A-F). Die unstimulierte gekiihlte Gruppe wies
mit ca. 20% Ki67-positiver Zellen die geringste Anzahl sich im Zellzyklus befindlicher Zellen auf.
Gegeniiber den warmen unstimulierten Zellen waren damit ca. 23% weniger Zellen in der proliferie-
renden Phase (Abb. 42F).

Die Ki67-Expression der stimulierten und unstimulierten warmen WEHI-R Versuchsgruppen
unterschied sich mit ca. 20% positiver Zellen nicht. Die Kailte hingegen induzierte die Ki67 Expressi-
on in einem geringem, jedoch statistisch signifikanten Ausmaf} (Abb. 42G,H).

Zusammenfassend wies die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zelllinie eine verstirkte basale PCNA
und Ki67 Proteinexpression gegeniiber den TNF-a-resistenten Zellen auf. Die TNF-o-Stimulierung
hatte auf die PCNA Expression keinen Effekt, verursachte jedoch eine verstirkte Ki67 Induktion. Die

Kélte inhibierte die Expression beider proliferationsassoziierten Proteine. Die PCNA und Ki67 Ex-
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pression der TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen war durch die Kélte erhoht. Die TNF-a-Stimulierung

hatte auf die Ki67 Expression keinen Einfluss, fiihrte aber zu einer geringen, jedoch signifikanten

PCNA Induktion.

TNF/4°C

TNF/37°C

o — j s
T —

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Ki67 Expression [%] Ki67 Expression [%]
WEHI-S WEHI-R

Abb. 42: Reprisentative FACS-Analyse der Ki67 Expression von WEHI-S Zellen nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inku-
bation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung: TNF/4°C (4), TNF/37°C (B), 4°C (C) und 37°C (D). Ki67-positive Zellen in %
der Gesamtzahl der untersuchten WEHI-S (E,F) und WEHI-R (G,H) nach 4h 4°C + 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit
() bzw. ohne TNF-« (0),; Mittelwerte +SEM aus vier Versuchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p<0,()5 vs 37°C.

5.4.4 Zellzyklus-Analyse

Die Zellzyklusphasen (G0/G1-, S-, G2/M-Phase) wurden durch Anfirbung der genomischen DNA
nicht synchronisierter Zellen mithilfe der 7-AAD-Methode als DNA-Histogramm durchflusszytomet-
risch ermittelt.

Die Zellzyklusanalyse der TNF-o-sensiblen WEHI-S Zellen wies in der TNF-a-stimulierten
warminkubierten Versuchsgruppe eine Zellverminderung in der GO/G1- und S-Phase von jeweils ca.
30% gegeniiber der unstimulierten korrespondierenden Kontrollgruppe auf (Tab. 16 und Abb. 43A). In
der G2/M-Phase reduzierte sich die Zellzahl um ca. 22% und die Anzahl polyploider Zellen sank um
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ca. 11% gegeniiber der korrespondierenden Kontrolle. Dies indiziert, unter Einbeziehung der erzielten
Ergebnisse der Sub-2n-Population, dass die Apoptose der WEHI-S Zellen unter TNF-o-Stimulierung
und warmer Inkubation verstirkt in der GO/G1- und in der S-Phase induziert wurde. In den kélteappli-
zierten Versuchsgruppen war die stirkste Zellzahlreduktion in der S-Phase auszumachen. Die S-phasi-
sche Zellzahl nahm unter TNF-a-Stimulierung ca. 35% und ohne TNF-o-Stimulierung ca. 42% ge-
geniiber der unstimulierten warmen Kontrolle ab. Besonders eindrucksvoll war die durch die Kélte in-
duzierte Arretierung des Zellzyklus in der G2/M-Phase, die sich in einem Zuwachs von ca. 43% in der
TNF-a-stimulierten Versuchsgruppe bzw. von ca. 52% ohne TNF-a-Stimulierung manifestierte. Des
weiteren wiesen die kélteapplizierten Versuchsgruppen der WEHI-S Zelllinie einen Zuwachs polyploi-

der Zellen von ca. 22% unter TNF-o-Stimulierung bzw. von ca. 36% ohne TNF-a-Stimulierung auf.

WEHI-S
Ansatz G0/G1-Phase (%) S-Phase (%) G2/M-Phase (%) 8n-Population (%)
TNF/4°C 22,77 £ 3,61 21,45 +0,79 41,50 + 3,31 7,50£0,17
TNF/37°C 21,59 +£2,39 22,94+ 0,77 22,47+ 1,10 5,43 £0,56
4°C 22,13 £2,09 19,13 £ 1,13 44,09 + 3,15 8,33 £ 0,60
37°C 31,23 £1,80 32,89 £0,82 28,97 +2,11 6,13 £0,07
WEHI-R
Ansatz G0/G1-Phase (%) S-Phase (%) G2/M-Phase (%) 8n-Population (%)
TNF/4°C 32,78 £2,36 20,54 + 1,35 32,76 £2,96 3,38£0,50
TNF/37°C 39,91 £2,36 21,76 £ 0,96 26,10 £ 2,43 2,63£0,16
4°C 32,64 +£4,34 18,65 £2,59 34,19 £3,58 2,92+0,18
37°C 41,96 + 3,46 17,15+ 0,53 29,67 £ 2,56 2,99 £0,27

Tab. 16: Zellzyklusphasen in % der Gesamtzellzahl der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C + 1h 37°C
bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-o-Stimulierung und Mittelwerte = SEM aus vier unabhdngigen Versuchs-
ansdtzen.

Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen gegeniiber ihrer TNF-a-sensiblen Parentalzell-
linie unter unstimulierten physiologischen Inkubationsbedingungen eine geringere Anzahl sich in der
Synthese-Phase befindlicher Zellen auf (ca. 17% versus ca. 33%). Dem gegeniiber fiel die erhdhte An-
zahl an GO/G1-Phase-Zellen auf (ca. 42% versus ca. 31% bei WEHI-S Zellen, Tab. 16 und Abb. 43B).
Auch fir die WEHI-R Zellen deutete sich ein kélteinduzierter G2/M-Arrest an. Der Zuwachs an
G2/M-Phase-Zellen war jedoch gering (ca. 10 bis 15% gegeniiber den unstimulierten Kontrollzellen)
und zudem nicht statistisch signifikant. Die gegeniiber der unstimulierten warmen Kontrolle um ca.

22% verminderte Zellzahl in der GO/G1-Phase weist auf eine Apoptose-Induktion der kélteapplizierten
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WEHI-R Zellen in dieser Zellzyklusphase hin. Unter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation
gingen die TNF-oa-resistenten WEHI-R Zellen vornehmlich in der G2/M-Phase in Apoptose iiber. Eine
durch die Einwirkung der Kélte verursachte Induktion einer polyploiden Population war fiir die WE-

HI-R Zellen nicht zu detektieren.
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Abb. 43: Durchflusszytometrisch ermittelte Zellzyklusanalyse der untersuchten WEHI-S und WEHI-R Zelllinien nach 4h 4°C
+ 1h 37°C bzw. 5h 37°C Inkubation mit bzw. ohne TNF-a-Stimulierung. Anteilige Zellen der Zellzyklusphasen GO/G1(®), S
(m), GO/M (=) und polyploide (8n) Zellen () in % der Gesamtzellzahl als Mittelwerte + SEM aus vier unabhdngigen Ver-
suchsansdtzen, *p< 0,05 vs TNF/37°C, §p< 0,05 vs 37°C.

Zusammenfassend ergab die Zellzyklusanalyse fiir die TNF-o-sensiblen WEHI-S Zellen einen
kalteinduzierten G2/M-Arrest und eine kilteabhingige Induktion einer polyploiden Population. Die
Einbeziehung der erzielten Ergebnisse der Sub-2n-Population indizierte eine Apoptose-Induktion un-
ter TNF-o-Stimulierung und warmer Inkubation vornehmlich aus der G0/G1- und S-Phase. Die TNF-
a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen gegeniiber ihrer TNF-a-sensiblen Parentalzelllinie eine geringe-
re Anzahl S-Phase-Zellen und eine hohere Anzahl an GO/G1-Zellen auf. Ein G2/M-Arrest war fiir die
WEHI-R Zellen lediglich tendenziell auszumachen. Die Verminderung der Zellzahl in der G0/G1-
Phase weist auf eine Apoptose-Induktion der kilteapplizierten WEHI-R Zellen in dieser Zellzyklus-
phase hin. Eine kélteinduzierte Generierung einer polyploiden Population war fiir die WEHI-R Zellen

nicht zu detektieren.
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5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Uberpriifung der Auswirkung von Kilte auf die Entstehung von Apoptose wurde in den einleiten-
den Versuchen die Aktivierung des Schliisselenzyms apoptotischer Prozesse, Caspase-3, fiir verschie-
dene Zelllinien durchflusszytometrisch ermittelt. Da die Applikation von Kélte auf verschiedene Zell-
spezies sowohl protektive als auch induzierende Wirkung auf die Caspase-3-abhingige Apoptose auf-
wies, wurden stellvertretend fiir die zwei divergent reagierenden Zellsysteme, die TNF-a-sensiblen
WEHI-S und TNF-a-resistenten WEHI-R Mausfibrosarkom-Zelllinien, die mit der starksten Caspase-
3 Aktivierung reagierten und sich deutlich voneinander unterschieden, fiir die weiteren Untersuchun-
gen herangezogen.

Die Beurteilung apoptotischer Merkmale anhand von Verdnderungen der Kernmorphologie und
Zytoplasmamembraneigenschaften nach Anfarbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Bisbenzimid und
Propidiumjodid ergab nach einer vierstiindigen Kélteinkubation bei 4°C und anschlieBender Wiederer-
wiarmung auf 37°C fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen iiber den gesamten Untersuchungszeit-
raum von 24h eine kilteinduzierte protektive Wirkung gegen die TNF-a-vermittelte Apoptose, die
sich aber schon nach vierstiindiger Wiedererwdrmung deutlich reduzierte. Allerdings zeigte sich in un-
stimulierten WEHI-S Zellen, dass Kélteapplikation per se eine geringe, jedoch statistisch signifikante
Apoptose-Induktion bewirkt. In TNF-oa-resistenten WEHI-R Zellen verursachte die Kélte, unabhingig
von TNF-a, einen massiven Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen. Da sich fiir beide Zelllinien
nach einer vierstiindigen Kélteeinwirkung und einer Stunde Wiedererwdarmung sehr deutliche Unter-
schiede in der Expression apoptotischer Merkmale evaluieren lieBen, wurde dieses Inkubationsinter-
vall fiir die weiteren Untersuchungen festgelegt.

Die zur Ermittlung der apoptotischen Sub-2n-Population durchgefiihrte 7-AAD-Methode indi-
zierte fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen, dass die Kiélte, in Einklang mit den morphologischen
Befunden zum Zeitpunkt 5h, eine Protektion vor TNF-o-vermittelter Apoptose bietet, und dass Kilte
ohne TNF-a-Stimulierung eine verstiarkte Apoptose hervorruft. Bei TNF-a-resistenten WEHI-R Zel-
len konnte die Kélte nach 5h keinen Schutz vor TNF-a-induzierter Apoptose bewirken und induzierte
auch ohne Stimulierung, ebenso wie bei WEHI-S Zellen, selbst Apoptose. Die zum Nachweis translo-
zierter Phosphatidylserin-Lipide eingesetzte Annexin-V-Methode ergab fiir die TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen, dass die Kéltebehandlung, in Einklang mit den zuvor ermittelten Befunden, vor TNF-
o-vermittelter Apoptose schiitzt, und dass im unstimulierten Versuchsansatz die Kilte eine verstéarkte
Apoptose verursacht. Bei TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen bot die Kéltebehandlung im Wider-
spruch zu den morphologischen Erhebungen und zur 7-AAD-Methode Schutz vor TNF-a-induzierter
Apoptose, ohne Stimulierung blieb die hypotherme Inkubation jedoch ohne Einfluss auf die Translo-
kation der Phosphatidylserin-Lipide.

Um die Aktivierung der Caspasen-Kaskade zu verfolgen, wurden neben dem Haupt-Exekutions-

protein Caspase-3, Markercaspasen des extrinsischen und intrinsischen Apoptose-’Pathways’ und zur
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Uberpriifung der Caspasenaktivitiit die Generierung von PARP-1 Spaltprodukten untersucht. Die
durchflusszytometrisch ermittelte Expression aktiver Caspase-3 Spaltprodukte, die mit den Ergebnis-
sen der Apoptose-Morphologie und der 7-AAD-Methode korreliert, konnte sowohl fir WEHI-S als
auch fiir WEHI-R Zellen immunzytochemisch und Western-Blot-analytisch bestitigt werden. Als In-
dikatormolekiil des extrinsischen rezeptorvermittelten Apoptose-’Pathways’ wurde die Expression
aktivierter Caspase-8, inklusive der inaktiven Vorlduferform, mithilfe der Durchflusszytometrie iiber-
priift. Fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen wurde sowohl eine TNF-a-induzierte, als auch eine
kélteinduzierte Caspase-8 Expression ermittelt, wobei die Kélte die TNF-oa-induzierte Expression inhi-
bierte. Auch die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen reagierten auf den TNF-a- bzw. Kélte-Reiz in
dhnlicher Weise, wobei der Einfluss der Kilte gegeniiber den WEHI-S Zellen eine stirkere Caspase-8
Expression bewirkte. Als Markerprotein des intrinsischen mitochondrienvermittelten Apoptose-
"Pathways’ wurde die Expression aktivierter Caspase-9 Spaltprodukte durchflusszytometrisch detek-
tiert. Fiir TNF-oa-sensible WEHI-S Zellen wurde eine TNF-a-induzierte, als auch eine kilteinduzierte
Caspase-9 Aktivierung evaluiert, wobei die Kélte die TNF-a-induzierte Expression inhibierte. Auch
die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen zeigten auf den TNF-a- bzw. Kélte-Reiz ein dhnliches Ver-
halten, wobei der Einfluss der Kéilte auf die Caspase-9 Aktivierung liberwog und die TNF-a-indu-
zierte Expression verstirkte. Als weiterer Apoptose-Indikator wurde die Aktivitdt der in die PARP-1-
Spaltung involvierten Caspasen, insbesondere der Caspase-3, Caspase-6 und Caspase-7, anhand des
Anteils ’cleaved’ PARP-1 positiver Zellen an der Gesamtpopulation durchflusszytometrisch ermittelt.
Fiir TNF-a-sensible WEHI-S Zellen wurde eine TNF-o induzierte, temperaturunabhingige sowie
auch eine rein kélteinduzierte ’cleaved’ PARP-1 Expression detektiert. Die TNF-a-resistenten WEHI-
R Zellen reagierten lediglich auf die Kéltebehandlung mit einem sehr geringen, jedoch statistisch sig-
nifikanten Anstieg der PARP-1 Spaltprodukte.

Zur Klérung, wie sich die Kélteapplikation auf die TNF-Rezeptoren auswirkt, wurde die extra-
zelluldre Expression des TNF-R1 und TNF-R2 Rezeptors durchflusszytometrisch, sowie die intra- und
extrazelluldre Expression mithilfe der Western-Blot-Analyse untersucht. Fiir die TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen lie} sich unter TNF-a-Stimulierung und warmen Bedingungen eine Induktion der
membrangebundenen TNF-R1 und TNF-R2 Rezeptoren feststellen. Die Kélteapplikation verhinderte
die Expression beider Rezeptoren unabhéngig von der TNF-a-Stimulierung. TNF-a-resistente WEHI-
R Zellen wiesen in allen Versuchsgruppen keine signifikant unterschiedliche Expression beider Re-
zeptoren auf. Es deutete sich lediglich eine schwache Tendenz einer TNF-R1 Induktion durch die Kél-
te sowie der TNF-R2 Induktion durch den Einfluss der Kélte und TNF-a an. Die durchflusszyto-
metrische Ermittlung der Expression des Tumor-Suppressor-Proteins p53, das in die zelluldre Antwort
auf zytotoxischen Stress involviert ist und Apoptose auslosen kann, ergab fiir die TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen sowohl eine TNF-a -induzierte, als auch eine kélteinduzierte Expression, wobei die

Kalte die TNF-a-induzierte Expression verminderte. In TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen lie sich
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durch die gewédhlten Versuchsbedingungen nur eine geméaBigte p53 Expression hervorrufen. Am
starksten reagierten die beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen mit einer 20 bis 30%igen p53 In-
duktion. Die Expression des Transkriptionsfaktors NFxB, der mit der TNF-a-induzierten Signaltrans-
duktion interferiert, wurde mittels Western-Blot-Analyse iiberpriift. Fiir die NFkB Expression der
TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen wurde eine TNF-o-vermittelte Induktion evaluiert, die sich durch
die Kailteapplikation verminderte. Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen lediglich unter war-
men Inkubationsbedingungen eine schwache TNF-a-stimulierte NFkB Expression auf.

Zur Uberpriifung, ob die Apoptose-involvierten Proteine Caspase-3 und p53 transkriptionell o-
der transkriptionsunabhingig reguliert sind, wurde die mRNA Expression der beiden Apoptosepara-
meter als Indikatoren fiir den extrinsischen und intrinsischen Apoptose-’Pathway’ mithilfe der semi-
quantitativen RT-PCR iiberpriift. Da sich die mRNA Expression in allen Versuchsgruppen von WEHI-
S Zellen nur geringfiigig und nicht signifikant von den unbehandelten Kontrollzellen unterschied,
mussten fiir die Regulation der Caspase-3 und p53 Aktivierung unter TNF-o-Stimulierung und Kélte-
behandlung in erster Linie transkriptionsunabhéngige Mechanismen angenommen werden. Auch fiir
die WEHI-R Zellen kann fiir die Caspase-3 Aktivierung unter TNF-a-Stimulierung und Kéltebehand-
lung vorrangig von transkriptionsunabhéngigen Regulationsmechanismen ausgegangen werden, wih-
rend die p53 Aktivierung einer TNF-a.- als auch Kélte-abhéngigen mRNA Induktion unterlag.

Da sich die vierstiindige Kélteapplikation bei 4°C gefolgt von einer Stunde Wiedererwdrmung
bei 37°C fiir die WEHI-S Zelllinie auf Entstehung von TNF-a-induzierter Apoptose protektiv aus-
wirkte, sollte der Einfluss unterschiedlicher Temperaturen und verlédngerter Inkubationsintervalle an-
hand der Expression aktiver Caspase-3 Spaltprodukte iiberpriift werden. Die hypothermen Inkuba-
tionen (32, 24, 10, 4°C) wurden zwischen 1 und 24h variiert und eine vierstiindige Wiedererwér-
mungsphase bei 37°C angeschlossen. Als korrespondierende Kontrollen dienten permanent 37°C inku-
bierte WEHI-S Zellen mit bzw. ohne TNF-o-Stimulierung. Um den ausschlieBlichen Einfluss der
Temperatur ohne Wiedererwarmungsphase zu evaluieren, wurden die Caspase-3 Aktivierung direkt im
Anschluss an die vierstiindige Inkubation bei den entsprechenden Temperaturen untersucht. Fiir alle
hypothermen Temperaturen wurde ein protektiver Effekt bzgl. TNF-a-induzierter Apoptose festge-
stellt. Die unstimulierten Zellen reagierten auf die unterschiedlichen Temperaturen ohne Einfluss auf
die Caspase-3 Aktivierung. Lediglich die 4°C Inkubation zeigte sowohl mit als auch ohne TNF-a ei-
nen Zuwachs des Anteils apoptotischer Zellen. Im zeitlichen Verlauf lie sich nach erfolgter Wieder-
erwdrmung unter TNF-a-Stimulierung fiir die gewéhlten Temperaturen nach der vierten hypothermen
Inkubationsstunde eine Verminderung der aktiven Caspase-3 Spaltprodukte gegeniiber der korrespon-
dierenden 37°C Kontrolle beobachten. Die unstimulierten WEHI-S Zellen hingegen zeigten eine ver-
mehrte Generierung aktiver Caspase-3 Spaltprodukte, die sich mit abnehmender Temperatur vermin-
derte.

Zur Begutachtung der Auswirkung der Kélte auf die Induktion von Zellstress wurden Methoden

zur Ermittlung verschiedener Stressparameter in der Regel direkt nach der Kélteeinwirkung (4h) sowie
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nach einer Stunde Wiedererwdrmung (5h) durchgefiihrt. Der Nachweis von oxidativem Stress durch
reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) erfolgte mithilfe des Fluoreszenzindikators Dichlorofluoreszein-
Diazetat (DCFH-DA), der die Bildung intrazelluldrer ROS, insbesondere H,0,, indiziert. Die TNF-o-
resistenten WEHI-R Zellen zeigten gegeniiber den WEHI-S Zellen eine niedrigere ROS-Basisgenerie-
rung. Fiir beide Zelllinien war sowohl eine TNF-a-induzierte, als auch eine kélteinduzierte ROS-Pro-
duktion zu verzeichnen. Wihrend sich die ROS-Generierung bei den WEHI-S Zellen am stirksten
unter alleinigem Kaélteeinfluss induzieren lie3, bewirkte die zusétzliche TNF-a-Stimulierung bei den
WEHI-R Zellen die stirkste ROS-Induktion. Die einstiindige Wiedererwdrmungsphase fiihrte fiir bei-
de Zelllinien zu einem deutlichen Riickgang der kélteinduzierten ROS-Produktion.

Als weitere Parameter in Frage kommender Stressoren wurden der pH-Wert und die partiellen
CO; und O, Driicke (pCO,, pO,) im Kulturiiberstand der verschiedenen Versuchsgruppen mithilfe
eines Blutgasanalysators ermittelt. Fiir beide Zelllinien wurden nach der Kélteapplikation TNF-c.-
unabhingig eine erhohte H -Ionenkonzentration und erhdhte CO, und O, Partialdriicke nachgewiesen.
Nach einer Stunde Wiedererwdrmung konvergierten alle Parameter in Richtung der warmen Korres-
pondenten, so dass die hypotherm inkubierten Zellen von einer transienten extrazelluliren Anséduerung
beeinflusst waren. Die Messung des intrazelluliren pH-Wertes wurde durchflusszytometrisch mit dem
Fluoreszenzfarbstoff BCECF vorgenommen. Fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen ergab sich
durch TNF-a-Stimulierung unter warmen Bedingungen eine leichte intrazelluldre Ansiduerung, wih-
rend die Kélteapplikation, vor allem nach einer Stunde Wiedererwdrmung, mit und ohne TNF-a zu
einer Alkalisierung des intrazelluldren Milieus fiihrte. Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen reagier-
ten direkt nach der Kilte TNF-o-unabhéngig mit einer starken intrazelluldren Ansduerung, die sich
bereits nach einer Stunde Wiedererwdrmung in Richtung eines neutralen pH-Wertes hin entwickelte.
Die TNF-a-Stimulierung unter warmen Bedingungen zeigte bei WEHI-R Zellen keinen Einfluss auf
den intrazelluldren pH-Wert.

Des Weiteren wurden verschiedene Stress-induzierbare Proteine nach dem fiinfstiindigen Inku-
bationsintervall durchflusszytometrisch evaluiert. Sowohl fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S als auch
fiir die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wurde ein TNF-a-unabhingiges kilteinduziertes HO-1 und
HSP70 Expressionsmuster ermittelt. Die TNF-a-Stimulierung unter warmen Bedingungen hatte fiir
beide Zelllinien keinen Einfluss auf die Expression der "Heatshock’ Proteine. Wie fiir HO-1 fiel auch
fiir HSP70 die verhiltnisméBig hohe Expression der unstimulierten kéltebehandelten WEHI-R Zellen
auf. Ein kélteinduziertes TNF-o-unabhingiges Expressionsmuster zeigte sich bei den WEHI-R Zellen
auch fiir die HIF-1a und iNOS Induktion. Die HIF-1a Expression der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zel-
len wies in der kéltebehandelten TNF-a-stimulierten Versuchsgruppe die grof3te Auspriagung auf und
war unter TNF-a-Stimulierung bei warmer Inkubation und unter unstimulierten kélteapplizierten Be-
dingungen nur schwach induziert. Umgekehrt konnte fiir die iNOS Expression in WEHI-S Zellen eine

TNF-a-induzierte Abhingigkeit ohne Temperatureinfluss beobachtet werden.
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Um die Auswirkung von Kélte auf die Proliferation TNF-a-stimulierter und unstimulierter
WEHI-S und WEHI-R Zellen zu evaluieren, wurden verschiedene Proliferationsparameter tiberpriift.
Mithilfe des WST-1-Tests wurde die Zellproliferation indirekt iiber die Anzahl metabolisch aktiver
Zellen diskriminiert. Sowohl die Kélteapplikation als auch die TNF-a-Stimulierung reduzierte die
Stoffwechselaktivitidt der TNF-o-sensiblen WEHI-S Zellen. Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen,
die sich im Vergleich zu den WEHI-S Zellen durch einen stark retardierten Stoffwechsel auszeich-
neten, zeigten vor allem direkt nach der Kélteapplikation ohne TNF-a-Stimulierung eine starke meta-
bolische Inhibierung; im weiteren Verlauf war der Stoffwechsel der beiden gekiihlten Versuchsgrup-
pen jedoch gegeniiber den beiden warminkubierten Ansdtzen aktiviert. Die geringste Zuwachsrate
metabolischer Aktivitdt wurde in der unstimulierten warmen Kontrollgruppe der WEHI-R Zellen er-
mittelt. Wahrend der DNA-Synthese-Phase wurde das Nukleinbasenanalogon BrdU in Kompetition
mit Thymidin in die neusynthetisierte DNA eingebaut. Mittels nachfolgender immunzytochemischer
Fluoreszenzfarbung konnten die proliferierenden Zellen durchflusszytometrisch bzw. fluoreszenz-
mikroskopisch visualisiert werden. Fiir die TNF-o-sensiblen WEHI-S Zellen wurde eine verminderte
Proliferation in der TNF-a-stimulierten 37°C Gruppe evaluiert, wihrend die Kélteapplikation mit und
ohne TNF-a-Stimulierung nur geringen Einfluss auf die DNA-Synthese hatte. Die TNF-a-resistenten
WEHI-R Zellen, die gegeniiber der WEHI-S Zelllinie eine geringere replikative Aktivitat aufwiesen,
erfuhren sowohl durch die TNF-a-Stimulierung als auch durch die Kéltebehandlung eine Proliferati-
onsaktivierung. Als weitere Parameter fiir Proliferation wurde die Expression der Zellzyklus-
abhéngigen Proteine PCNA und Ki67 durchflusszytometrisch untersucht. Fiir die TNF-o-sensible
WEHI-S Zelllinie wurde eine verstirkte PCNA und Ki67 Protein-Basisexpression gegeniiber den
TNF-a-resistenten Zellen beobachtet. Ki67 wurde von den WEHI-S Zellen unter TNF-a-Stimulierung
und 37°C Inkubation vermehrt exprimiert, wéhrend die PCNA Expression ohne Einfluss blieb. Beide
Proteine wurden hingegen durch die Kélteeinwirkung inhibiert. Die PCNA und Ki67 Expression der
TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen war durch die Kélte induziert. Die TNF-o-Stimulierung hatte auf
die Ki67 Expression keinen Einfluss, fiihrte aber zu einer geringen, jedoch signifikanten PCNA Induk-
tion. Nach Anfarbung der genomischen DNA mithilfe der 7-AAD-Methode ergab die durchflusszyto-
metrisch ermittelte Zellzyklusanalyse der unsynchronisierten TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen einen
kilteinduzierten G2/M-Arrest und eine kilteabhingige Induktion einer polyploiden Population. Die
Einbeziehung der erzielten Ergebnisse der Sub-2n-Population indizierte eine Apoptose-Induktion un-
ter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation vorrangig aus der GO/G1- und S-Phase. Die TNF-a.-
resistenten WEHI-R Zellen wiesen gegeniiber ihrer TNF-a-sensiblen Parentalzelllinie eine geringere
Anzahl S-Phase-Zellen und eine hohere Anzahl an G0/G1-Zellen auf. Ein G2/M-Arrest war fiir die
WEHI-R Zellen lediglich tendenziell auszumachen. Die Verminderung der Zellzahl in der GO/G1-
Phase weist auf eine Apoptose-Induktion der kilteapplizierten WEHI-R Zellen in dieser Zell-
zyklusphase hin. Eine kélteinduzierte Induktion einer polyploiden Population war fiir die WEHI-R

Zellen nicht zu detektieren.
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6 DISKUSSION

6.1 Diskussion von Material und Methoden

6.1.1 WEHI-S und WEHI-R Zelllinien

Die Mausfibrosarkom-Zelllinie WEHI-164, die durch Induktion eines Fibrosarkoms in Balb/c-Mé&usen
generiert wurde (ROLLINGHOFF und WARNER, 1973), zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivitét
fiir TNF-a-induzierte Zytotoxizitit aus (HERBERMANN und HOLDEN, 1978; ESPEVIK und NIS-
SEN-MEYER, 1986; ESKANDARI et al., 1990). Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte WEHI-S
Zelllinie ist ein TNF-a-hochsensibler Subklon von WEHI-164 “clone’ 13 Zellen (JAATTELA et al.,
1991). Die Zellen wachsen als Monolayer mit einem fibroblastendhnlichen Habitus und wurden mit
RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 10% FCS bei 37°C unter 5%iger CO,-Atmosphére kultiviert.
Die Mausfibrosarkom-Zelllinie WEHI-R, die durch TNF-a-Selektionierung und Klonierung aus TNF-
a-sensiblen WEHI-S Zellen generiert wurde und weitgehend TNF-a-resistent ist (KILDAHL-
ANDERSEN et al., 1986; AUSTGULEN et al., 1986), wurde unter identischen Bedingungen kulti-
viert. Neben ihres divergenten Verhaltens gegeniiber TNF-a-Stimulierung wurden weitere funk-
tionelle Modifikationen, durch die sich die WEHI-R Zellen von ihrer Parentalzelllinie unterscheiden,
bisher nicht evaluiert.

Unter identischen Kulturbedingungen fiel fiir die WEHI-R Zellen bei den Versuchen zu dieser
Arbeit eine geringere Wachstumsrate gegeniiber der TNF-a-sensiblen Zelllinie auf (Generationszeit
ca. 22h versus ca. 15h bei WEHI-S Zellen zwischen Tag 1 und 2 nach Aussaat). Aufgrund der Zell-
morphologie und der Ausbreitungs- und Verteilungsmodi in den Kulturgefd3en unterschieden sich die
beiden Zelllinien in ihren Wachstumsmodalitdten nicht, lediglich beziiglich der Zellgréf3e waren die
TNF-a-resistenten Zellen den WEHI-S Zellen geringfiigig unterlegen. Daneben zeigten beide Zellli-
nien ein unterschiedliches Adhérenzverhalten, das sich in einer schnelleren Ablésung der WEHI-R
Zellen aus den Kulturschalen nach Trypsin-Einwirkung &ufBerte. Fiir beide Zelllinien war ferner zu
verzeichnen, dass sich das Adhidrenzvermdgen unter Kélte- und TNF-a-Einwirkung verringerte. Auch
KATSEN et al. (1998) sowie WILSON und BROWNING (2002) beschrieben ein gesteigertes ’detach-
ment’ von WEHI-S Zellen unter TNF-a-Stimulierung. Besonders fiir die TNF-o-resistenten WEHI-R
Zellen war nach der Kélteapplikation eine drastische Zellablosung zu detektieren. Die Anzahl adhé-
renter Zellen reduzierte sich nach der vierstiindigen Kalteeinwirkung um ca. 10% und nach einer
erfolgten einstiindigen Wiedererwdrmung, unabhingig von der TNF-a-Stimulierung, um ca. 30%. Da
sich die WEHI-R Zellen auch nach der Kryokonservierung nur sehr schwer kultivieren lielen, kann
fiir diese Zellen auf ein geringes Adaptationsvermogen gegeniiber niedrigen Temperaturen bzw.
schneller Temperaturdnderung geschlossen werden. Unter warmer Inkubation zeigten hingegen die
WEHI-S Zellen ein geringeres Adhdrenzvermdgen: Bereits eine 24-stiindige 37°C Inkubation bewirkte
bei unstimulierten WEHI-S Zellen eine Reduktion adhérenter Zellen von ca. 25%, wihrend fiir die

WEHI-R Zellen unter gleichen Bedingungen sogar ein Zuwachs adhdrenter Zellen von 5% zu ver-
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zeichnen war. Die Ablosung adhirenter Zellen kann von mitotischen sowie von die Zellvitalitdt beein-
trichtigenden Prozessen verursacht sein. Die Vitalfirbung mit Trypanblau bzw. die Analyse der
Kernmorphologie mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid ergaben fiir WEHI-S Zellen nach der 24-
stiindigen 37°C Inkubation ohne TNF-a-Stimulierung einen Anteil membrangeschéadigter bzw. mitoti-
scher Zellen von je ca. 5% der Gesamtpopulation. Somit ist ein GroBteil der abgeldsten Zellen als vital
anzusehen und es ist anzunehmen, dass ein Anteil vitaler WEHI-S Zellen als Suspensionszellen exis-
tieren.

Da die in der Literatur beschriebenen TNF-a-Konzentrationen zur Apoptoseinduktion bei WE-
HI-S Zellen in weiten Bereichen variierten (0,005-0,1ng/ml, FOGHSGAARD et al., 2001; 0,1ng/ml,
LEE et al., 1999; 1ng/ml = 80U/ml, BREKKE et al., 1999; 100ng/ml = 23000U/ml, FARACO et al.,
1999; 860ng/ml = 50nM, JARVIS et al., 1994), wurde die TNF-a-Arbeitskonzentration, mit der sich
eine suffiziente Apoptose induzieren lieB3, in Vorversuchen ausgetestet und in Anlehnung an eine Ar-

beit unserer Arbeitsgruppe (KATSEN et al., 1998) auf 200U/ml entsprechend 0,5ng/ml festgelegt.

6.1.2 Methoden

Durch ein standardisiertes Vorgehen in der Durchfithrung der Experimente wurde versucht Varianzen
der Ergebnisse weitestgehend gering zuhalten. So wurden die Zellen fiir alle Untersuchungen aus-
schlieBlich am zweiten Tag nach Subkultivierung in der ersten bis dritten Passage bei einer 70 bis
80%igen Konfluenz eingesetzt. Nach Ansicht einiger Autoren hat schon allein die Auspragung der
Zelldichte einen erheblichen Einfluss auf das Ausmal einer eintretenden Apoptose (SAKAMURO et
al., 1995; MERLO et al., 1995; PANDEY und WANG, 1995). Auch wurde darauf geachtet, dass die
Zellen eines Versuchsansatzes zur Durchfiihrung der entsprechenden Methoden immer quantitativ aus
den KulturgefdBen gelost und so die Zellen der gesamten Population zur Analyse eingesetzt wurden.
Da die Zellen unsynchronisiert wuchsen, konnten die Ergebnisse, neben durchfiihrungsbedingten Vari-
anzen, auch von einer zellzyklusabhéngigen Regulierung von Mechanismen und der daraus resultie-
renden Expression verschiedener Apoptose-involvierter Proteine beeinflusst sein. Eine zellzyklusab-
hingige Beeinflussung der Expression apoptotischer Charakteristika wurde von FARACO et al.
(1999) bei TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen in derart beschrieben, dass proliferierende Zellen, die
den Zellzyklus durchlaufen, primér apoptotische Merkmale entwickelten, wihrend sich stationdre Zel-
len, die in der GO/G1-Phase arretiert waren, unter gleichen Bedingungen einem sekundér nekrotischen
Zellschaden unterlagen. Einen weiteren Einfluss auf die Varianz der Ergebnisse konnte eine ungleich-
méfige Temperaturverteilung in den Gefdafen der kélteexponierten Proben, aufgrund der Grobkérnung
des Eises bewirkt haben, da die direkt eisexponierten Bereiche eine andere Temperatureinwirkung er-
fahren als die lufterfiillten Zwischenrdume. Auch ein ungleiches Abschmelzen des Eises, vor allem in
den Randbereichen der Eisunterlage, konnte bei den Langzeitversuchen durch einseitiges Absinken
der Kulturgefde zu Fehlern gefiihrt haben. Zur Konstanterhaltung der Temperatur iiber den aus-

gedehnten Inkubationszeitraum der Langzeitversuche mussten die Eisunterlagen daher vierstiindlich
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erneuert bzw. die Temperierung des Inkubatorinnenraums mit Kiihlpackungen gewahrleistet werden.
Weiterhin muss bei der Interpretation der Ergebnisse mit beriicksichtigt werden, dass sich die Ab-
kiihlung der Medien wéhrend der Kélteinkubation, aufgrund der Exposition der Kulturgefa3e direkt
auf der Eisunterlage (Wérmeleitung), um einen Faktor 3 bis 4 schneller vollzog als der Temperatur-
anstieg wihrend der Wiedererwarmungsphase im Inkubator (Warmestromung).

Die Beurteilung apoptotischer Prozesse unter Kélteeinfluss und TNF-a-Stimulierung iiber die
Detektion mit verschiedenen Methoden lieferte weitgehend tibereinstimmende Ergebnisse. Aufgetrete-
ne Abweichungen konnen in Unterschieden der Messverfahren und der Durchfiihrungsmodalitéten be-
griindet sein. So wurden bei der morphologischen Beurteilung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Bis-
benzimid und Propidiumjodid nur adhérente Zellen und Zellen in direkter Nachbarschaft zur Kulturge-
fdBoberfldche bewertet. Da sich die apoptotische Zellpopulation in der Regel im fortgeschrittenen Sta-
dium von der GefdBoberflidche abloste, ging ein Anteil apoptotischer Zellen nicht in die Beurteilung
ein und verfalschte das Ergebnis zugunsten vitaler Zellen; dieses Phinomen war fiir alle immunzyto-
chemischen Féarbungen von Relevanz. Demgegeniiber kann ein heftiges Zell-’detachment’ die Ruptur
der Zytoplasmamembran bewirken, so dass urspriinglich vitale Zellen als nekrotisch, bzw. primére
Apoptosen als sekundidre Nekrosen fehlbewertet werden konnen. Bei der morphologischen Beur-
teilung bereitete daneben die Diskriminierung zwischen apoptotischen Kernstadien und Kernteilungs-
stadien dem ungeiibten Auge Schwierigkeiten. So kann v. a. die Beurteilung mitotischer Telophase-
Zellen und apoptotischer Chromatin-Kondensations- und -Marginationsstadien zu Fehlinterpretationen
fiihren (STAUNTON und GAFFNEY, 1995; WIJISMAN et al., 1993). Zur Absicherung der erfassten
Daten wurde daher eine zweite unabhéngige Auswertung der Videobédnder vorgenommen. Ein weite-
rer Aspekt dieser Methode, der ebenfalls zu Fehldeutungen fiihren kdnnte, ist der nicht einzukalkulie-
rende zelltoxische Effekt der Farbstoffe selbst, der sich vor allem bei langeren Inkubationszeiten addi-
tiv zur versuchsinduzierten Zellschiddigung auswirken kann. Um diesen Fehler zu minimieren, wurden
die Experimente mit einer geringen Farbstoffkonzentration von 2pg/ml durchgefiihrt.

Die durchflusszytometrische Detektion apoptotischer Zellen mithilfe der 7-AAD- und der An-
nexin-V-Methode umfasste hingegen die gesamte Zellpopulation. Eine Fehlerquelle der 7-AAD-
Methode ist in der zusdtzlichen Anfirbung von RNA durch den nukleinsdurebindenden Farbstoff ge-
geben, weshalb wihrend der Farbeprozedur versucht wurde, vorhandene RNA unter Einwirkung einer
RNase zu eliminieren. Ferner konnte es bei der durchflusszytometrischen Auswertung Schwie-
rigkeiten bereiten, die dem GO/G1-Peak vorgelagerte Sub-2n-Population von kleineren Partikel bzw.
Zelldebris zu differenzieren. Die Annexin-V-Methode stellt, obwohl die Translokation der Phosphati-
dylserin-Lipide ein Apoptose-spezifisches Merkmal ist (MARTIN und PAGANO, 1987), keinen sehr
sicheren Apoptosemarker dar, da bei der Beurteilung sekundérer Nekrosen zu beriicksichtigen ist, dass
auch primér nekrotische Zellen Annexin-positiv sein kdnnen: Das Protein kann bei geschédigter Zell-

membran ins Zellinnere permeieren und nicht transloziertes intrazelluldres Phosphatidylserin markie-
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ren. Durch ’detachment’-bedingte Ruptur der Zytoplasmamembran kdnnen zudem urspriinglich vitale
Zellen falschlicherweise als sekundére Nekrosen beurteilt werden.

Die Fehlerminimierung der durchflusszytometrischen Ermittlung der Expression verschiedener
Proteine setzte ebenfalls eine quantitative Gewinnung der gesamten Zellpopulation voraus und war in
erster Linie an eine standardisierte Durchfiihrung der Farbeprozedur gebunden. Des weiteren kdnnten
sich Ergebnisschwankungen durch die unvermeidbare Verwendung von Antikorpern unterschiedlicher
Chargen ergeben haben. Die gleiche Problematik stellte sich auch fiir die Western-Blot-Analysen, fiir
die die quantitative Zellgewinnung und ein standardisiertes quantitatives Arbeiten unerlédsslich war.
Der kritischste Punkt der Western-Blot-Analyse ist die exakte Proteinextraktion, bei der sichergestellt
sein muss, dass zum einen die Gesamtheit aller Zielproteine extrahiert wird und dass die gewihlte
Extraktionsmethode fiir die Gewinnung des Targetproteins geeignet ist. Zur Absicherung der Richtig-
keit der Protein-Konzentrationsbestimmung wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt und
jede Proteinprobe mindestens zweimal photometrisch gemessen, um zudem Spannungsschwankungen
des Gerites auszuschlieBen. Auch fiir die mRNA-Analyse mittels RT-PCR wurde, um die gesamte
Zellpopulation eines Versuchsansatzes zu erfassen, die Gesamt-RNA sowohl aus adhérenten als auch
aus Zellen des Kulturiiberstandes extrahiert. Da die instabile RNA schnell proteolytisch degradiert
werden kann, mussten die Schritte sehr ziigig durchgefiihrt werden.

Durch die DCFH-DA-Methode zur Detektion von oxidativem Stress wurde die gesamte Zellpo-
pulation erfasst. Um die Aktivitiat der endogenen Esterasen zur Reduktion des Farbstoffes aufrecht-
zuerhalten, konnten die Zellen nicht sofort nach Versuchsende fixiert werden, so dass die ermittelten
Ergebnisse der DCFH-DA-Analyse keine direkte Momentaufnahme der zelluldren Situation auf die
Behandlung wiedergibt, sondern eine zeitliche Verzégerung aufweisen. Bei der Ermittlung des pH-
Wertes bzw. der pCO, und pO, Partialdriicke im Kulturiiberstand wurden, im Gegensatz zu allen an-
deren Methoden, Messungen von Parametern im extrazelluldren Milieu durchgefiihrt. Dabei konnten
in den verschiedenen Versuchsgruppen nur geringe Unterschiede erwartet werden, da die Mengen an
Tonen aus zellulirem Geschehen, im Vergleich zum groBen Volumen des Uberstandes, verschwindend
gering sind und daher in entsprechend hoher Verdiinnung vorliegen. Zur Beurteilung der Parameter
musste peinlichst darauf geachtet werden, dass moglichst keine Kontamination der Proben mit Luft-
sauerstoff stattfinden konnte. Um hieraus resultierende Schwankungen zu minimieren, wurden die
Proben sofort nach Versuchsende in Glaskapillaren tiberfiihrt und unter sofortigem Luftabschluss dem
Analysegerit zugefiihrt. Mit der BCECF-AM-Methode konnte der intrazellulire pH-Wert der Ge-
samtpopulation bestimmt werden. Auch fiir diesen Nachweis musste sehr gleichmiBig und ziigig ge-
arbeitet werden, da der Farbstoff auch durch andere Vorgénge, wie z. B. durch Einwirkung von Licht
schnell weiter oxidiert werden kann.

Die Proliferationstests, der WST-1-Test und der Einbau des Thymidin-Basenanalogons BrdU,
wurden nach gleicher Versuchsanordnung, ndmlich in einem Zeitraum zwischen 0,5 und 4h im An-

schluss an das eigentliche Experiment durchgefiihrt, so dass die ermittelten Ergebnisse die Situation
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nach 5,5 und 9h nach Versuchsbeginn widerspiegeln. In beiden Tests wurde die Proliferation der ge-
samten Zellpopulation ermittelt; ein methodischer Unterschied bestand lediglich zwischen der durch-
flusszytometrischen und fluoreszenzmikroskopischen BrdU-Detektion, da bei der erstgenannten Me-
thode die Gesamtpopulation und bei der zweiten nur adhirente Zellen in die Beurteilung eingingen.
Die Bedeutung des WST-1 Tests, dessen Aussagekraft, aufgrund der gleichen metabolischen Umset-
zung des weniger toxischen WST-Tetrazoliumsalzes, mit dem MTT-Test gleichgesetzt werden kann,
wird kontrovers diskutiert. Aufgrund der Reduktion des Tetrazoliumsalzes durch endogene mitochon-
driale Dehydrogenasen zu dem farbigen Formazan, kann der Test als Synonym fiir die Stoffwechsel-
aktivitdt verstanden werden. Daneben ist der Test von der Herstellerfirma selbst als indirekter Indika-
tor fuir Zellproliferation ausgewiesen. LEE et al. (1999) interpretierten den Test als Methode zur Quan-
tifizierung TNF-a-vermittelter Zytotoxizitit, FOGHSGAARD et al. (2001) nutzten ihn zur Messung
der Zelllebensfahigkeit (’Survival/Vitalitits-Test’). XIANG et al. (1998) setzten den Test zur Ermitt-
lung allgemeiner Zellschddigung ein und ABRAHAMSE et al. (2003) ordneten ihm die Funktion als
charakteristischen Nekrose-Indikator zu. Die Zyklusphasen der iiber DNA-Histogramme durchfluss-
zytometrisch ermittelten Zellzyklusanalyse konnten nicht iiber ein entsprechendes Integrationspro-

gramm erfasst werden, sondern wurden durch manuelle Marker-Positionierung festgelegt.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Auswirkung von Kalte auf die Induktion von Apoptose

Einfluss der Kalte auf die Apoptose-Induktion verschiedener Zellen und Zelllinien

Die Untersuchung des Einflusses von Kalte auf induzierte Apoptose in verschiedenen Zelllinien iiber
die Bestimmung der Caspase-3 Aktivierung fiihrte zu einer Aufspaltung in zwei prinzipiell unter-
schiedlich reagierende Gruppen. Fiir die erste Gruppe mit der TNF-a-sensiblen Mausfibrosarkom-
Zelllinie WEHI-S, der humanen myeloiden Lymphom-Zelllinie HL-60 und den Mausfibroblasten
L929 wurde ein protektiver Effekt der Kélteeinwirkung unter Apoptose-induzierender Stimulierung
evaluiert. In der zweiten Gruppe, zu der die TNF-a-resistenten WEHI-R Zelllinie, die humane Zervix-
Karzinom-Zelllinie HeLa und die humanen peripheren Blutlymphozyten (PBL) zihlten, bewirkte der
Kélteeinfluss einen verstirkten Caspase-3-abhéngigen Zelltod unter Apoptose-induzierenden Bedin-
gungen. Der Befund, dass Zellen unterschiedlicher Genese unter derselben Apoptoseinduktion unter-
schiedliche Ausprigung bzw. Formen des Zelltodes aufweisen, ist keineswegs iiberraschend, da die
Heterogenitédt der Todesmechanismen schon von einigen Arbeitsgruppen gezeigt wurde. So fanden
WILSON und BROWNING (2002) bei der Untersuchung fiinf verschiedener Zelllinien unter iden-
tischen Apoptose-induzierenden Bedingungen Caspase-3-abhéngige Apoptose, Caspase-3-unabhén-
gige Apoptose, Caspase-3-involvierte Nekrose und intermittierende Mischformen mit nekrotischen
und apoptotischen Merkmalen. Auch LEIST und JAATTELA (2001) beschrieben bei der Untersu-
chung verschiedener Zelllinien neben Apoptose und Nekrose zwei weitere Zelltod-Kategorien, einen

Apoptose-dhnlichen programmierten Zelltod und Nekrose-&hnlichen programmierten Zelltod. Die
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Induktion des eingeschlagenen Zelltod-’Pathways’ unter gegebenen Bedingungen scheint daher zell-
typspezifisch zu sein.

Um den apoptotischen Prozess unter Kélteeinwirkung niher zu analysieren und die Auswirkung
der Kalteapplikation auch auf die Entstehung von Zellstress und die Proliferation zu ermitteln, wurden
in dieser Arbeit stellvertretend fiir die beiden heterogen reagierenden Zellgruppen, die TNF-a-sensible
WEHI-S und die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie, aufgrund ihrer deutlichen Apoptose-Induktion,

fiir die weiteren Untersuchungen herangezogen.

6.2.1.1 TNF-a-sensible WEHI-S Zellen

Zeit- und Temperaturabhangigkeit der TNF-a-induzierten Apoptose unter Kalteeinfluss

Eine vierstlindige Kélteapplikation bei 4°C, gefolgt von einer ein- bis zwanzigstiindigen Wiedererwir-
mungsphase bei 37°C, bewirkte bei TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen unter TNF-a-Stimulierung tiber
einen Inkubationszeitraum von acht bis zehn Stunden eine geringere Ausprigung morphologischer
Apoptosemerkmale gegeniiber der permanent bei 37°C-inkubierten Kontrollgruppe. Die vierstiindige
Kalteapplikation ohne TNF-a-Stimulierung mit anschlieBender Wiedererwadrmung hingegen fiihrte zu
einer signifikant verstiarkten Apoptose, deren Ausmall jedoch gegeniiber der 37°C Kontrolle gering
war. Somit lésst sich fiir die TNF-a-induzierte Apoptose TNF-a-sensibler WEHI-S Zellen eine pro-
tektive Wirkung der Kilteapplikation ableiten, wihrend ohne TNF-o-Stimulierung die Kélte selbst
Apoptose induziert. Da sich die Anzahl apoptotischer Zellen nach der Kélteapplikation TNF-o.-unab-
hingig zwischen der vierten und fiinften Inkubationsstunde um ca. 20% erhohte, kann weiterhin for-
muliert werden, dass sich sowohl im TNF-o-stimulierten als auch im unstimulierten System die mor-
phologischen Apoptosemerkmale zeitverzogert erst unter Warmeeinfluss sichtbar manifestieren.

Die Beobachtungen unter unstimulierten Bedingungen kénnen durch die Ergebnisse von RAU-
EN et al. (1999) bestitigt werden, die nach einer hypothermen Inkubation bis zu 30h bei 4°C und an-
schlieBender einstiindiger Wiedererwarmung bei 37°C eine Induktion von Apoptose in Hepatozyten
und Leberendothelzellen der Ratte beschrieben, deren morphologische Verdnderungen sich vorrangig
wihrend des "rewarmings’ entwickelten. Charakteristisch verdnderte Apoptosemorphologie kélteappli-
zierter Rattenhepatozyten (20h 4°C) wurden auch von VAIRETTI et al. (2001) evaluiert, deren Aus-
maR sich ebenfalls nach einer Stunde Wiedererwérmung bei 37°C drastisch verstirkte. In Uberein-
stimmung mit RAUEN et al. (1999, 2000), die als Ursache der kélteinduzierten Apoptose oxidativen
Stress durch Eisen-vermittelte Bildung von ROS vorschlagen, ermittelten auch VAIRETTI et al.
(2001) als Ausloser apoptotischer Prozesse unter Kélte eine zeitabhdngige ROS-Produktion mit gestei-
gerter Lipidperoxidation sowie Verdnderungen im GSH-Status, die sich in einem Verlust an intrazellu-
larem reduzierten Glutathion &duflerten. Schon KATSEN und RICKBERG (1991) interpretierten friihe,
durch niedrige Temperaturen induzierte apoptotische Verdnderungen der Zellmorphologie als Stress-
reaktion, so dass auch fiir die Apoptose-Induktion der unstimulierten WEHI-S Zellen in den eigenen

Versuchen auf eine Mitbeteiligung von Zellstress geschlossen werden kann.
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Die zeitverzogerte Entwicklung apoptotischer Merkmale erst wihrend der Wiedererwdrmung kann in
einem reduzierten zelluldren Metabolismus durch die kélteinduzierte Abnahme der temperaturabhén-
gigen Reaktionsgeschwindigkeit chemischer Prozesse eine Erklarung finden. Durch die Kilteapplika-
tion ausgeloste Schdden konnen sich dann erst nach Energiezufuhr wahrend der Wiedererwarmungs-
phase visualisieren. Neben der Inhibierung der Reaktionsgeschwindigkeit kann die Kélte zudem de-
gradierende bzw. denaturierende Prozesse initiiert haben, die zur Modifikation der Proteinfunktion
und zur Inaktivierung von Enzymen fiihren kénnen. Durch eine resultierende verminderte Zellatmung
steht zudem eine geringere Menge an energiereichem ATP zur Verfligung, die eine Retardierung oder
sogar eine Stagnierung energieabhéngiger Prozesse in der Kélte zur Folge haben kann. Wéhrend der
Wiedererwdrmung kann, infolge energieverbrauchender Prozesse durch die Wiederaufnahme der nor-
malen Zellfunktion, ein relativer ATP-Mangel ausgelost werden, der zur Unterstiitzung apoptotischer
Prozesse beitragen kann (COLOFIORE et al., 1995; FELDENBERG et al., 1999). Des weiteren kann
auch ein verringertes Néhrstoffangebot infolge einer kélteinduzierten Hemmung des zelluldren Stoff-
transports zur Apoptose-Induktion beigetragen haben, da nach PANDEY und WANG (1995) der Ent-
zug von Serum und Wachstumsfaktoren sehr schnell apoptotischen Zelltod induzieren kann. Obwohl
wihrend der Kélteapplikation durch den reduzierten Stoffwechsel weniger Néhrstoffe bendtigt wer-
den, kann wahrend der Wiedererwdrmungsphase bei Wiederherstellung der normalen Zellphysiologie
ein erhohter Nahrstoffbedarf einen relativen Mangel an Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren verur-
sacht haben. Bei der Auflistung dieser Apoptose-induzierenden Prinzipien ist jedoch zu beriick-
sichtigen, dass die kélteinduzierte Apoptose-Auspriagung der unstimulierten WEHI-S Zellen iiber den
gesamten Untersuchungszeitraum von 24h sehr gering war.
Auch die anfingliche kilteinduzierte Protektion im TNF-o-stimulierten System kann auf die Tempera-
turabhéngigkeit chemischer Reaktionen zuriickgefiihrt werden, die eine Abnahme der Reaktionsge-
schwindigkeit um einen Faktor 2-4 bei einer Temperaturabnahme um 10°C bewirkt. Nach erfolgter
Wiedererwdrmung miissten sich die genannten kélteabhéngigen Apoptose-induzierenden Prinzipien
auch auf die TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen ausgewirkt und so den ausgelosten Schaden durch
das Zytokin verstirkt haben. Es zeigte sich jedoch, dass durch die Kilteapplikation ein transienter
Schutz vor TNF-o-induzierter Apoptose initiiert wurde. Fiir die Aufrechterhaltung des protektiven
Einflusses der Kilte iiber einen Zeitraum von vier bis sechs Stunden nach Wiedererwarmung miissen
daher ursichliche Prozesse, die direkt in den Apoptose-Signalweg involviert sind, eine Rolle spielen.
Da sich die vierstiindige Kalteapplikation bei 4°C fiir TNF-a-stimulierte WEHI-S Zellen auf die
Entstehung von Apoptose bis zu 8h protektiv auswirkte, sollte zunéchst der hypotherme Einfluss ver-
schiedener Temperaturen und variabler Inkubationsintervalle anhand der Expression aktiver Caspase-3
Spaltprodukte im Vergleich zu einer permanent bei 37°C inkubierten TNF-o-stimulierten und unsti-
mulierten Kontrollgruppe tberpriift werden. Nachdem sich bei der Evaluierung der Apoptose-
morphologie abzeichnete, dass sich der protektive Effekt der hypothermen Temperatureinwirkung

nach erfolgter Wiedererwérmung lediglich bis zu drei Stunden aufrechterhielt und sich nach vierstiin-
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diger 37°C Inkubation schon merklich abschwichte, wurde fiir die Wiedererwédrmungsphase ein kon-
stantes vierstiindiges Zeitintervall gewahlt, um diesen kritischen Zeitpunkt néher zu untersuchen. Um
zudem den ausschlieBlichen Einfluss der Temperatur ohne Wiedererwdrmungsphase zu evaluieren,
wurde die Caspase-3 Aktivierung zundchst nach vier Stunden Inkubation bei den entsprechenden
Temperaturen (32°C, 24°C, 10°C und 4°C) ermittelt.

Fiir alle Temperaturen unterhalb 37°C wurde nach vierstiindiger Kiihlung ohne Wiedererwir-
mung eine Protektion vor TNF-a-induzierter Apoptose im Vergleich zur 37°C Kontrolle festgestellt.
Die unstimulierten Zellen reagierten auf die unterschiedlichen Temperaturen ohne Einfluss auf die
Expression aktivierter Caspase-3. Lediglich die 4°C Inkubation zeigte einen geringen Zuwachs des
Anteils apoptotischer Zellen, so dass sich eine rein kélteinduzierte Caspase-3 Aktivierung nur durch
den Einfluss der extrem niedrigen Temperatur von 4°C andeutete. Unter TNF-a-Stimulierung wurde
eine Caspase-3 Aktivierung durch die Inkubation bei 4°C und auch bei 32°C induziert, die jedoch
gegeniiber der 37°C Kontrolle noch immer eine Protektion bewirkte. Der protektive Einfluss der hypo-
thermen Temperaturen unter TNF-o-Stimulierung zwischen 32°C und 10°C, der mit abnehmender
Temperatur zunahm, kann als Uberlagerungseffekt der durch die Zytokin-induzierten Apoptose und
der Hypothermie-induzierten Herabsetzung des Zellmetabolismus verstanden werden. Die 4°C Inku-
bation hingegen fiihrte mit und ohne TNF-o-Stimulierung zu einer Caspase-3 Aktivierung, so dass bei
dieser sehr tiefen Temperatur der Apoptose-induzierende Stimulus iiberwog.

Im zeitlichen Verlauf lie sich unter TNF-a-Stimulierung fiir die gewéhlten Temperaturen ab
der achten (bei 10°C ab der vierten) hypothermen Inkubationsstunde nach erfolgter vierstiindiger Wie-
dererwdarmung eine Verminderung der aktiven Caspase-3 Spaltprodukte gegeniiber der korrespon-
dierenden 37°C Kontrolle beobachten. Eine hypotherme Inkubation zwischen einer und vier Stunden
brachte fiir die evaluierten Temperaturen nach der vierstiindigen Wiedererwdrmung hingegen keinen
Schutz vor TNF-a-induzierter Apoptose. Dies fithrte zu der Feststellung, dass ldngere hypotherme
Inkubationsintervalle in einem giinstigen Einfluss auf die Protektion vor TNF-a-stimulierter Apoptose
resultieren. Da sich jedoch in den vorangegangenen Versuchen die vierstiindige Hypothermie bei 4°C
gefolgt von einer Stunde Wiedererwdrmung protektiv gegeniiber des TNF-oa-induzierten Zelltodes
auswirkte, indiziert auch der Dauer der Wiedererwarmungsphase einen ausschlaggebenden Einfluss
auf die Auspragung apoptotischer Merkmale.

Die TNF-a-stimulierten Kontrollzellen entwickelten unter der permanenten 37°C-Inkubation einen
ersten Gipfel der Caspase-3 Aktivierung nach ca. 12 Stunden und einen zweiten Gipfel nach ca. 24
Stunden. Auch CHO et al. (2003) fanden bei einer tempordren Untersuchung der Caspase-3 Aktivie-
rung in einem Ischdmie-Modell der Ratte zwei unterschiedliche Caspase-3 Aktivierungs-’peaks’ nach
6 bis 12 und nach 24 Stunden. Die biphasische Expression der Caspase-3 Spaltprodukte konnte die
Beteiligung zweier unterschiedlicher Aktivierungsmechanismen, beispielsweise iiber den intrinsischen
Mitochondrien-vermittelten und den extrinsischen Rezeptor-vermittelten ’Pathway’ indizieren. Ein

biphasischer Verlauf der Caspase-3 Aktivierung war auch in den gekiihlten TNF-oa-stimulierten Ver-
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suchsgruppen zu beobachten; hier zeichnete sich ein erster Gipfel nach ca. 3h und ein zweiter nach
24h Kiihlung und nachfolgender vierstiindiger Wiedererwarmungsphase ab. Eine Ausnahme bildete
nur die 24°C Inkubation, fiir die nach der 24-stiindigen Kiihlungsphase kein erneuter Anstieg der
Caspase-3 Spaltprodukte zu verzeichnen war, was durch mehrfache Wiederholungsversuche bestitigt
wurde. Dies konnte bedeuten, dass die 24°C Kiihlung eine ideale Temperatur fiir die Langzeitvermei-
dung von Apoptose ist, wie bei der Kultivierung von isolierten Langerhans Inseln bereits gezeigt wer-
den konnte (CUI et al., 2005). Fiir die 4°C Inkubation war nicht nach 3h, sondern erst nach 8h ein
erster Aktivierungs-’Peak’ zu ermitteln. Auch DITSWORTH et al. (2003) fanden in ihren Untersu-
chungen an gekiihltem Gehirngewebe eine friihe Cytochrom c¢ vermittelte Aktivierung der Caspase-3
nach 4h, neben einer spiteren Aktivierung nach 24h, die mit dem extrinsischen Rezeptor-vermittelten
’Pathway’ in Verbindung gebracht wurde.

Die unstimulierten WEHI-S Zellen zeigten fiir alle evaluierten hypothermen Temperaturen nach
der Wiedererwdrmungsphase eine vermehrte Produktion aktiver Caspase-3 Spaltprodukte gegeniiber
der unstimulierten 37°C Kontrolle, die sich jedoch mit abnehmender Temperatur verminderte. Der
Befund, dass Hypothermie unter Apoptose-induzierenden Bedingungen vor programmiertem Zelltod
schiitzt, dass aber Hypothermie selbst eine kilteinduzierte Apoptose verursacht, wurde auch von SHI-
BANO et al. (2002) beschrieben. In ihren Versuchen fiihrte eine milde bzw. moderate Hypothermie
(29-35°C) zu einer Inhibition induzierter Apoptose in neuronalen PC12 Zellen, bewirkte aber in ge-
kiihlten intakten Kontrollzellen, bei Temperaturen unter 30°C, Apoptose. Auch MI et al. (2003) be-
schrieben einen protektiven Effekt hypotherm-inkubierter (25°C) Keratinozyten nach Apoptose-Induk-
tion, der sich in einer Reduktion der DNA-Fragmentierung, der apoptotischen Morphologie und der
p53 Expression manifestierte. EBERSPACHER et al. (2003) konnten eine protektive Auswirkung der
Hypothermie in einem cerebralen Ischdmie-Reperfusionsmodell der Ratte im Form einer verminderten
bax-Expression bei 34°C zeigen. ZHANG et al. (2001) wiesen einen Schutz vor Ischdmie-induzierter
Apoptose durch Induktion von bcl-2 infolge hypothermer Beeinflussung nach. Nach NING et al.
(1998) ist die Modulation des Energiehaushaltes an der hypothermen Protektion beteiligt und Tempe-
raturen liber 30°C minimieren schnell den Vorteil des reduzierten Metabolismus. Die Arbeitsgruppen
von YENARI et al. (2002) und XU et al. (2002) konnten zeigten, dass eine milde Hypothermie nach
Ischdmie die Menge der mitochondrialen Cytochrom c Freisetzung verminderte und schlieen daraus,
dass der protektive Einfluss der milden Hypothermie auf die Erhaltung der mitochondrialen Integritét
zurlickzufiihren ist, wihrend der protektive Effekt tiefer Hypothermie unter Apoptose-induzierenden
Bedingungen in erster Linie aus der Reduzierung metabolischer Prozesse resultiert.

Die Tatsache, dass sich die kélteinduzierte Apoptose in den eigenen Versuchen im unstimu-
lierten System mit abnehmender Temperatur abschwiichte, kann als Uberlagerungseffekt der durch die
Hypothermie-induzierten Apoptose und der hypotherm-induzierten Hemmung der Reaktionsge-
schwindigkeit chemischer Prozesse und des Energie-Status verstanden werden. Da sich selbst die

32°C Inkubation nach Wiedererwarmung auf die unstimulierten Zellen Apoptose-induzierend aus-
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wirkte, weist darauf hin, dass offenbar jede Abweichung von der optimalen ,,physiologischen* Tempe-
ratur, apoptotische Prozesse auszulosen vermag und der Stimulus zur Apoptose-Induktion gegeniiber
der metabolischen Retardierung iiberwiegt.

Zusammen mit den erzielten Ergebnissen der Beurteilung der morphologischen Apoptosemerk-
male kann fiir die Untersuchung der Caspase-3 Aktivierung der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen

konstatiert werden, dass

1. die Aktivierung der Caspase-3 vor der Manifestierung der morphologischen Apoptosemerk-
male initiiert wird

2. eine vierstiindige hypotherme Inkubation zwischen 32 und 10°C ohne Wiedererwdrmung im
unstimulierten System keine Caspase-3 Aktivierung induziert

3. die hypotherm vermittelte Caspase-3 Aktivierung im unstimulierten System nach erfolgter
Wiedererwdrmung mit ansteigender Temperatur zunimmt, da die metabolische Inhibierung
abnimmt

4. die vierstiindige Kélteapplikation bei 4°C eine Caspase-3 Aktivierung induziert, aber dennoch
Schutz vor TNF-a-vermittelter Apoptose bietet

5. die vierstiindige Kaélteapplikation bei 4°C wihrend einer ein- bis dreistiindigen Wieder-
erwarmung bei 37°C Schutz vor TNF-a-vermittelter Apoptose bietet

6. sich der protektive Einfluss der vierstiindigen Kélteapplikation bei 4°C nach vierstiindiger
Wiedererwdrmung bei 37°C authebt

7. die vierstiindige Kélteapplikation bei 4°C nach verldngerten Wiedererwarmungsphasen bei
37°C (6-20h) keinen Schutz vor TNF-a-vermittelter Apoptose bietet

8. eine ein- bis vierstiindige Kilteapplikation bei 4°C nach vierstiindiger Wiedererwarmung bei
37°C keinen Schutz vor TNF-a-vermittelter Apoptose bietet

9. eine acht- bis zwanzigstiindige Kélteapplikation bei 4°C nach vierstiindiger Wiedererwarmung

bei 37°C Schutz vor TNF-a-vermittelter Apoptose bietet.

In Analogie zu der 4°C Kilteapplikation brachten auch die ein- bis vierstiindigen 10, 24 und 32°C In-
kubationen nach der vierstiindigen Wiedererwarmungsphase bei 37°C keinen Schutz vor TNF-a-ver-
mittelter Apoptose, wihrend sich verldngerte Kiihlungsintervalle (8-20h) nach vierstiindiger Wiederer-
warmung bei 37°C protektiv auf die TNF-a-vermittelter Apoptose auswirkten.

Somit wurde gezeigt, dass der kélteinduzierte Schutz vor TNF-a-vermittelter Apoptose von der
Dauer der Inkubationsintervalle, sowohl der Kiihlungs- als auch der Wiedererwdrmungsphase, ab-
hiangt. Wihrend verlidngerte Kiihlungsintervalle die TNF-a-vermittelte Apoptose inhibieren, induzie-
ren verldngerte Wiedererwarmungsphasen eine Aktivierung der TNF-a-vermittelten Apoptose. Fiir die
Kélteapplikation der WEHI-S Zellen bei 4°C konnte gezeigt werden, dass sich Kiihlungszeiten ab vier
Stunden und eine weniger als vierstiindige Wiedererwarmung bei 37°C die TNF-a-vermittelte Apop-

tose protegieren.
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Induzierte 'Pathways’ der Apoptose unter Kalteeinfluss

Die weiteren Untersuchungen zur Kliarung des apoptotischen Prozesses unter Kélteeinwirkung und in
Frage kommender verantwortlicher Pathways’, wurden daher mit verschiedenen Apoptose-detektie-
renden Methoden prinzipiell nach vierstiindiger Kélteeinwirkung bei 4°C und einer Stunde Wiederer-
warmung bei 37°C durchgefiihrt, da in diesem Untersuchungsintervall sehr deutliche Unterschiede in

der Expression der apoptotischen Merkmale eruiert wurden.

Internukleosomale DNA-Fragmentierung und Phosphatidylserin-Translokation:

Die Ermittlung der apoptotischen Sub-2n-Population indizierte fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zel-
len, dass die Kélteapplikation zwar eine Inhibition der TNF-a-vermittelten internukleosomalen DNA -
Fragmentierung bewirkt, dass aber die Kélte selbst in unstimulierten Zellen einen DNA-Schaden her-
vorruft. Auch die zum Nachweis der Translokation von Phosphatidylserin (PS) eingesetzte Annexin-
V-Methode und die Expression aktiver Caspase-3 Spaltprodukte bestitigten den Befund, dass der Kél-
teeinfluss TNF-a-induzierte Apoptose inhibiert, hingegen die Kélte selbst Apoptose induziert. Da
schon gezeigt wurde, dass die PS-Translokation Caspasen-abhéngig und auch die DNA-Degradierung
eine spite Konsequenz einer Caspasen-abhingigen Endonukleasen-Aktivierung (’Caspase-3-activated
DNasel’, CAD) ist (DEGEN et al., 2000; LANSIAUX et al., 2001), kann die Aktivierung der Caspa-
sen-Kaskade in den eigenen Versuchen, die durch die Induktion der aktiven Caspase-3 Spaltprodukte
indiziert ist und mit der PS-Translokation und der generierten Sub-2n-Population korreliert, fiir die

Phosphatidylserin-Externalisierung und auch fiir die DNA-Fragmentierung verantwortlich sein.

Die Caspasen-Kaskade und TNF-Rezeptoren:

Um die Aktivierung der Caspasen-Kaskade zu verfolgen, wurden neben der Haupt-Exekutionsprotease
Caspase-3, Markercaspasen des extrinsischen und intrinsischen Apoptose-’Pathways’ und zur Uber-
priifung der Caspasenaktivitdt die Generierung von PARP-1(Polyadenyl-Ribose-Polymerase-1)-Spalt-
produkten untersucht. Als Indikatormolekiil des extrinsischen rezeptorvermittelten Apoptose-’Path-
ways’ wurde die Expression der Initiatorprotease Caspase-8 ermittelt. Da der eingesetzte Antikdrper
sowohl die aktiven Spaltprodukte, als auch den inaktiven ’Precursor’ erkennt, konnte mithilfe der
durchflusszytometrischen Untersuchung keine konkrete Aussage iiber die Caspase-8 Aktivierung ge-
troffen werden. Die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen reagierten mit einer TNF-a-induzierten, als
auch einer Kailte-induzierten Caspase-8 Expression, wobei die Kilte die TNF-a-induzierte Expression
abschwichte. Als Markerprotein des intrinsischen mitochondrienvermittelten Apoptose-’Pathways’
wurde die Expression aktivierter Caspase-9 Spaltprodukte detektiert. Auch fiir die Caspase-9 wurde
nach gleichem Muster eine TNF-a induzierte, als auch eine kélteinduzierte Caspase-9 Aktivierung
ermittelt. Als Indikator fiir die Aktivitéit der an der PARP-1 Spaltung involvierten Caspasen, wurde der
Anteil ’cleaved’ PARP-1 positiver Zellen an der Gesamtpopulation bestimmt. Die Polyadenyl-Ribose-
Polymerase-1, deren Expression nach Stressinduktion und wihrend DNA-Reparaturvorgingen hoch-

reguliert wird, dient als Substrat aktivierter Caspasen. Das kleinere Spaltprodukt der Caspasen-
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"cleaved’ PARP-1 bindet wéahrend apoptotischen Prozessen irreversibel an entstandene DNA-Strang-
briiche und kehrt so die eigentliche Reparaturfunktion um, indem das DNA-"Repair’ verhindert wird.
Die PARP-1 Spaltung und Inaktivierung kann durch die Caspase-3, -6, -7 oder aber auch Caspasen-
unabhéngig durch Calpaine erfolgen (D’AMOURS et al., 1999; GERMAIN et al., 1999; WANG,
2000). Fiir die TNF-oa-sensiblen WEHI-S Zellen wurde eine starke TNF-a induzierte, temperaturunab-
hingige Generierung von PARP-1 Spaltprodukten detektiert. Aufgrund der sehr schwach induzierten
PARP-1-Spaltung, kann fiir die kélteapplizierten unstimulierten WEHI-S Zellen von einem protekti-
ven Effekt iiber PARP-1 vermittelte Reparaturmechanismen auf die induzierte Apoptose ausgegangen
werden.

Der klassische extrinsische TNF-a-induzierte Apoptose-’Pathway’ verlduft iiber Vermittlung
des Todesdomine-(DD)-tragenden TNF-R1 Rezeptors, der im inaktiven Zustand durch Bindung von
SODD vor Selbstaggregation geschiitzt ist (JIANG et al., 1999; TSCHOPP et al., 1999). Nach Trime-
risierung des Rezeptors, induziert durch die Bindung von TNF-o (SMITH et al., 1994), erfolgt die
Rekrutierung der Adaptermolekiile TRADD und FADD iiber die Todesdoménen dieser Molekiile, die
die Ubermittlung Apoptose-induzierender Signale in Gang setzen (BOLDIN et al., 1996; CHIN-
NAIYAN et al., 1996a,b; HSU et al., 1996). Uber die Interaktion der Todeseffektordomine (DED)
von FADD mit der Initiator-Caspase-8 wird diese in den DISC rekrutiert (MEDEMA et al., 1997). Die
resultierende Oligomerisierung des Caspase-8-’Precursors’ induziert dessen autoproteolytische Spal-
tung und Aktivierung (MUZIO et al., 1998b). Neuere Untersuchungen zeigen, dass bei TNF-R1-
Rezeptor-vermittelter Apoptose weder FADD noch Caspase-8 in den Rezeptor-Komplex rekrutiert
sind und die Aktivierung der Caspase-8 nicht im DISC stattfindet. Es wird vermutet, dass der Rezeptor
nach erfolgter Ligandenbindung internalisiert, das gebundene TRADD abdissoziiert und die Caspase-8
Aktivierung iiber die Interaktion mit TRADD/FADD rezeptorunabhéngig stattfindet (HARPER et al.,
2003). Die Autoaktivierung der Caspase-8 erfolgt iiber die Dimerisierung zweier Pro-Caspase-8 Mo-
lekiile zu einem stabilen Intermedidrprodukt, das schon ein voll aktiviertes Enzym darstellt (DONE-
PUDI et al., 2003). Aktivierte Caspase-8 aktiviert ihrerseits direkt, ohne mitochondriale Beteiligung,
die Effektor-Caspase-3 (SCAFFIDI et al., 1998; CHEN und MAKINO, 2002), deren aktive Spaltpro-
dukte dann {iiber proteolytischen Abbau essentieller Zellkomponenten, wie z. B. der Reparatur-
Polymerase PARP-1, spezifischer Zytoskelett-Proteine und nukledrer Lamine, sowie iiber Aktivierung
von CAD (’Caspase-3-activated DNasel’), zum Finalstadium des apoptotischen Zelltodes fiihren
(NUNEZ et al., 1998). Auch eine Caspase-8-abhingige Aktivierung der Effektor-Caspasen 6 und 7
wurde schon beschrieben (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998; WALCZAK und KRAMMER, 2000).
Je nach Zelltyp kann eine Amplifikation des apoptotischen Caspase-8 Signals iiber einen Mitochon-
drien-abhédngigen Mechanismus erfolgen. Dabei konnen bereits wenige Caspase-8 Molekiile die Spal-
tung von Bid, einem pro-apoptotischen Mitglied der bcl-2-Proteinfamilie, bewirken, dessen Spaltpro-
dukt tBid (’truncated’ Bid) die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium initiiert (LI et

al., 1998b; LUO et al., 1998). ATP-abhingig wird nachfolgend die Bildung des Apoptosoms, beste-
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hend aus Cytochrom c, Apaf-1 ("apoptotic protease activating factor 1’) und Caspase-9, induziert (LI
et al., 1997; WANG, 2001). Die Caspase-9 Rekrutierung in diesen multimeren Komplex vermittelt die
Aktivierung des Zymogens (STENNICKE et al., 1999; ZOU et al., 1999). Aktivierte Caspase-9 ver-
mag wiederum die Effektor-Caspase-3 zu aktivieren. Die aktiven Caspase-3 Spaltprodukte kénnen im
Anschluss Caspase-8 aktivieren und schliefen so die apoptotische Amplifikationsschleife (ENGELS et
al., 2000; TANG et al., 2000; WIEDER et al., 2001). Uber diesen ’Link’ des extrinsischen mit dem
intrinsischen ’Pathway’ erfahrt der Rezeptor-vermittelte Signalweg eine Verstirkung. Da die Menge
an prozessierter Caspase-8 verantwortlich zu sein scheint, welcher Apoptosemechanismus abliuft,
wird vermutet, dass ein und dieselbe Zelle das Potential zur Aktivierung beider Apoptosewege hat.
Welcher Mechanismus letztendlich abléuft scheint zelltypspezifisch von dem jeweils stimulierten To-
desrezeptor abzuhidngen (WAJANT et al., 2003).

Abgesehen von der initialen rezeptorvermittelten Aktivierung iiber Caspase-8 entspricht der in-
trinsische "Pathway’ der beschriebenen mitochondrialen Amplifikationsschleife. Die Aktivierung des
mitochondrienvermittelten Todesmechanismus erfolgt iiber toxische Substanzen, UV- oder y-Strah-
lung oder Mangel an Uberlebensfaktoren (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1993) bzw. DNA-Schidigung
(LI et al., 1998a). Die induzierten apoptotischen Signale konvergieren im Mitochondrium und 16sen
Ereignisse, wie z. B. die Freisetzung von Intermembranspalt-Proteinen, u. a. Cytochrom ¢, AIF (’a-
poptosis-inducing factor’), Smac/DIABLO, aber auch Caspase-2 und Caspase-9 (KROEMER et al.,
1997; REED, 1997a; REED, 1998; GREEN und REED, 1998), Stérungen im Elektronentransport z.
B. durch Ceramide (SAWADA et al., 2004), Stérungen der oxidativen Phosphorylierung und der
ATP-Generierung (BERNARDI et al., 1998), Verlust des Transmembranpotentials, Verdnderungen
zelluldrer Redox-Vorgidnge (MARCHETTI et al., 1996) und die Beteiligung pro- bzw. anti-apopto-
tischer bcl-2-Familienmitglieder aus, die die Exekution des programmierten Zelltodes steuern (SHI-
MIZU et al., 1999).

Cytochrom c, ein zentrales Protein der Atmungskette, das gleichzeitig eine Schliisselfunktion fiir
die Auslésung von Apoptose ausiibt, befindet sich im Kompartiment zwischen &uBerer und innerer
Mitochondrienmembran. Der Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium, die auch ohne
Herabsetzung des Transmembranpotentials erfolgen kann (HAKEM et al., 1998; LUO et al., 1998),
wirken die anti-apoptotischen Proteine der bcl-2-Familie entgegen (KLUCK et al., 1997). Zytosoli-
sches Cytochrom c induziert in Gegenwart von ATP, iiber Konformationsédnderungen im Adapter-
molekiil Apaf-1, das nachfolgend Pro-Caspase-9 bindet und dimerisiert und so die Autoaktivierung
der Caspase-9 in Gang setzt, die Bildung des Apoptosoms (HU et al., 1998b; PAN et al., 1998; STEN-
NICKE et al., 1999). Das Apoptosom aktiviert dann, wie bereits beschrieben die Caspasen-Kaskade.

Neben der Freisetzung von Cytochrom ¢ kénnen auch andere pro-apoptotische Komponenten
durch das Offnen der Poren der inneren Mitochondrienmembran (’permeability transition pores’, PTP)
aus dem Mitochondrium freigesetzt werden. Das Offnen dieser Poren erméoglicht die Aquilibrierung

von lonen und Substraten der Amtungskette zwischen Zytosol und mitochondrialer Matrix und fiihrt



DISKUSSION 133

zur Herabsetzung des mitochondrialen Membranpotentials und zum Stillstand der ATP-Synthese
(BERNARDI et al., 1992). So erfahrt der mitochondriale Mechanismus eine weitere Verstarkung
durch die zusétzliche Freisetzung von Smac/DIABLO aus der Mitochondrienmembran, das anti-apop-
totische Molekiile wie die inhibierenden Apoptose-Proteine (c-IAP1, c-IAP2, XIAP) blockiert und so
die Apoptose unterstiitzt (CHAI et al., 2000; VERHAGEN et al., 2000). Auch Caspasen-unabhéngige
Apoptose kann durch AIF-’Release’ aus dem mitochondrialen Intermembranspalt vermittelt sein. AIF
transloziert in den Nukleus und induziert apoptotische Merkmale, wie Chromatin-Kondensation und
CAD-unabhingige Chromatin-Fragmentation in grofle 50kb Fragmente (LORENZO et al., 1999).

Die TNF-a-Stimulierung der WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen fiihrte unter der 37°C

Inkubation iiber eine gesteigerte Expression der Initiator-Caspase-8 zu einer starken Caspase-3 Akti-
vierung. Das Auftreten der aktiven Caspase-9 Spaltprodukte ldsst auf die Beteiligung des mitochon-
drialen Amplifikationsmechanismus schlieBen, durch den zusitzlich iiber Caspase-9 selbst, als auch
iiber erneute Caspase-3-vermittelte Caspase-8 Aktivierung eine weitere Induktion aktiver Caspase-3
Spaltprodukte erfolgt sein kann, durch die das AusmalBl der verstirkten Caspase-3 Aktivierung und
dquivalenten Caspase-3-abhingigen PARP-1-Spaltung zu erkliren ist.
Zur Klédrung, ob die Aktivierung der Caspasen-Kaskade rezeptorvermittelt oder {iber andere Mechanis-
men induziert war, wurde die Expression des “Apoptose”-TNF-R1 und “Survival“~-TNF-R2 Rezeptors
sowohl durchflusszytometrisch als auch liber Western-Blot-Analyse evaluiert. Der TNF-R2 Rezeptor,
der aufgrund fehlender Todesdomdne zu den Nicht-Todesrezeptoren gehdrt, wird durch 16sliches
TNF-o nur schwach stimuliert, membranstidndiges TNF-o hingegen ist in der Lage den TNF-R2 Re-
zeptor zu aktivieren (GRELL et al., 1995; 1999). Uber TRAF2 und NFxB-Aktivierung kann auch der
TNF-R2 Rezeptor die TNF-R1-induzierte Apoptose unterstiitzen (WEISS et al., 1997; GRELL et al.,,
1999). Die Initiierung der Apoptose geschieht dann indirekt tiber Bindung von endogenem membran-
staindigen TNF-q, das liber NFxB-induzierte Expression des TNF-a-Gens generiert wird. Das endogen
gebildete TNF-a kann so den TNF-R1 Rezeptor aktivieren und die TNF-a-abhidngige Apoptose ver-
stirken (GRELL et al., 1999). Die WEHI-S Zellen zeigten unter TNF-a-Stimulierung und warmen
Bedingungen eine fulminante Induktion der membrangebundenen TNF-R1 und TNF-R2 Rezeptoren.
Eine Aktivierung der Caspase-8 kann daher auf die Beteiligung des TNF-R1 Rezeptors zuriickgefiihrt
werden. Weiterhin lésst die verstirkte Expression des TNF-R2 Rezeptors auf eine unterstiitzende Wir-
kung tiber endogen produziertes TNF-a schlielen.

Unter der Kéltebehandlung schienen die TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen zunichst den glei-
chen Caspase-’Pathway’, namlich die direkte rezeptorvermittelte Caspase-3 Aktivierung durch Caspa-
se-8 und die Caspase-8-induzierte mitochondriale Amplifikationsschleife zu beschreiten, wobei jedoch
die Expression der Caspase-8 bzw. die Aktivierung von Caspase-9 und insbesondere der Caspase-3
geringer ausfielen. Die mit der 37°C-Inkubation vergleichbare Ausprigung der PARP-1 Spaltung
muss daher, neben dem ’Cleavage’ durch aktivierte Caspase-3, auf eine Mitbeteiligung anderer Effek-

tor-Caspasen, beispielsweise der Caspase-6 und Caspase-7, deren Aktivierung iiber Caspase-9 Ver-
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mittlung schon gezeigt wurde (SLEE et al., 1999), zuriickzufiihren sein. Da bereits auch ein Caspase-
8-vermitteltes PARP-1-"Cleavage’ von LE et al. (2002) beschrieben wurde, konnte die ausgeprigte
Expression der PARP-1-Spaltprodukte in den eigenen Versuchen neben der Caspase-9 Vermittlung
auch auf eine Mitbeteiligung der Caspase-8 hinweisen.

Einen Widerspruch zur rezeptorvermittelten Theorie ergab sich bei den kiltebehandelten WEHI-S
Zellen jedoch nach der Untersuchung der TNF-R1 und TNF-R2 Rezeptor-Expression. Die Kélteappli-
kation inhibierte die Expression beider Membran-Rezeptoren. Da die Aktivierung der Caspase-8 in
diesem Falle nicht vorrangig auf eine TNF-R1-Vermittlung zuriickgefiihrt werden kann, konnte die
Aktivierung, auch ohne Vermittlung der Adaptermolekiile TRADD und FADD, auf der Basis ihres
hohen Expressionslevels erfolgt sein. DED-Proteine konnen auch unabhéngig von Todesrezeptoren
Apoptose auslosen. So wurde gezeigt, dass DED-Proteine in Uberexpressionsexperimenten zytoplas-
matische Caspase-8 aktivieren und dadurch Apoptose induzieren konnen (SIEGEL et al., 1998).
MONROE et al. (2002) schlagen als Ausloser fiir die Aktivierung von Initiator-Caspasen, die auf-
grund ihrer langen Pra-Doménen zur Autokatalyse bzw. Selbstaktivierung beféhigt sind, die Expressi-
on gesteigerter Proteinlevels vor. Die Hypothese steht in Einklang mit dem Modell von SALVESEN
und DIXIT (1999), nachdem die rdumliche Néhe der Pro-Doménen deren Oligomerisierung induziert
und zur Autoaktivierung der Initiator-Caspasen fiihrt. Die indizierte Caspase-9 Aktivierung der kilte-
applizierten TNF-o-stimulierten WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen kann somit u. a. auf eine
Caspase-8-Vermittlung iiber die Amplifikationsschleife zuriickgefiihrt werden. Die relativ schwache
Auspriagung der Caspase-3 Aktivierung unterstiitzt weiterhin die Hypothese, dass unter Kélteeinfluss
nicht primir der TNF-R1 Rezeptor vermittelte Pathway’ eingeschlagen wurde, da eine direkte Akti-
vierung der Caspase-3 iiber die Capase-8 nur in geringem Ausmal} stattgefunden haben kann. Die ver-
gleichsweise hohe Expression der Caspase-8, die im Widerspruch zu der ermittelten TNF-R1 Expres-
sion und dem Ausmal} der induzierten Apoptose steht, wurde um eventuelle Messfehler auszuschlie-
en, durch mehrfache Wiederholungen abgesichert und bestétigt.

Es stellte sich die Frage, was die Expression dieser Caspase ausldste und inwiefern das Enzym akti-
viert ist. Es wire denkbar, dass der Einfluss der Kailte selbst die Caspase-8 Expression und auch ihre
Aktivierung bewirkt haben konnte. So fanden auch DITSWORTH et al. (2003) eine Aktivierung von
Caspase-8 nach Kiihlung von Gehirngewebe auf 19°C und anschlieBendem ’Rewarming’. Aufgrund
der geringen Auspriagung der TNF-a-induzierten Apoptose in den eigenen Versuchen ist vorstellbar,
dass trotz des hohen Expressionslevels, die induzierte Caspase-8 nicht vollstindig aktiviert war. So
konnte eine Beeintrachtigung ihrer Aktivierung z. B. durch die Schutzproteine ¢-IAP-1 und cIAP-2,
die iiber NFxB induzierte Genaktivierung kodiert werden (WANG et al., 1998; CHU et al., 1997),
erfolgt sein. Gemeinsam mit TRAF2 und TRAF1 konnen diese Apoptose-inhibierenden Proteine die
Caspase-8 Aktivierung hemmen (WANG et al., 1998).

Die relativ starke Aktivierung der Caspase-9 unter Kélteeinfluss bei TNF-a-Stimulierung kdnnte ne-

ben der tBid/Cytochrom ¢ Vermittlung iiber Caspase-8 auch auf intrinsische Faktoren, wie die Gene-
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rierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), zuriickzufiihren sein. Nach FIERS et al. (1999) kann TNF-
o-Stimulierung zu oxidativem Stress fithren, in den gewohnlich eine Generierung von ROS durch
aktivierte Mitochondrien involviert ist. Die ROS konnen die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem
Intermembranspalt bewirken und nachfolgend iiber die Bildung des Apoptosoms die Aktivierung der
Caspase-9, Caspase-3 und Caspase-8 induzieren, so dass fiir die kdlteapplizierten, so wie auch fiir die
permanent warminkubierten TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen eine durch
mitochondriale ROS-Bildung induzierte Caspase-9 Aktivierung denkbar wire. Auch ein direkter Ein-
fluss von Caspase-9 auf die Caspase-8 Aktivierung ist schon beschrieben worden (KRUIDERING und
EVAN, 2000). Die vergleichsweise geringe Aktivierung der Caspase-3 unter hypothermer Inkubation
konnte, unter der Annahme der Induktion von oxidativem Stress, auch durch NO inhibiert sein. Nach
MANNICK et al. (1999) kdnnen ROS mit NO reagieren und zur Bildung von Nitrit-Superoxid Radi-
kalen fiihren, die Sulthydryl-Gruppen nitrosylieren kénnen. Das im katalytischen Zentrum des inakti-
ven Caspase-3 Zymogens lokalisierte Cystein kann durch Nitrosylierung inaktiviert werden.
Kalteapplizierte unstimulierte WEHI-S Zellen zeigten gegeniiber den TNF-a-stimulierten Zellen
eine geringere Caspase-8 Expression, sowie Caspase-3 Aktivierung und PARP-1-Spaltung. Auch ohne
TNF-a-Stimulierung wurden die TNF-Rezeptoren in der Kilte nicht hochreguliert, so dass eine Re-
zeptor-’Pathway’-Vermittlung ausgeschlossen werden kann. Da die Caspase-9 Aktivierung in dhn-
licher Ausprdagung wie bei kéltebehandelten TNF-a-stimulierten Zellen detektiert wurde, wird die zu-
vor getroffene Hypothese eines kélteinduzierten intrinsischen mitochondrienvermittelten ’Pathways’
tiber ROS unterstiitzt. Diese Hypothese steht in Einklang mit den Ergebnissen von SALAHUDEEN et
al. (2003), die einen Einfluss der Kilte auf die Mitochondrienpermeabilitidt demonstrierten, der auf ein
kilteinduziertes Offnen der PTP (*permeability transition pores’) zuriickgefiihrt werden konnte. Des
weiteren konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, dass auch die wiahrend der Wiedererwarmungsphase in-
duzierte Apoptose zumindest teilweise iiber den mitochondrialen *Pathway’ vermittelt war; eine Betei-

ligung des rezeptorvermittelten Pathways’ konnte jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden.

Das Tumor-Suppressor-Protein p53.

Die Ermittlung der Expression des Tumor-Suppressor-Proteins p53, das in die zellulire Antwort auf
zytotoxischen Stress involviert ist und Apoptose auszuldsen vermag, ergab fiir die TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen sowohl eine TNF-a- als auch eine Kalte-vermittelte, wenn auch nicht stark ausgeprag-
te Induktion. p53 ist in TNF-a-induzierte Apoptose involviert und TNF-a fiihrt in verschiedenen Zell-
typen zur p53-Akkumulierung (GOTLIEB et al., 1994; DONATO und PEREZ, 1998; ROKHLIN et
al., 2000). Dies steht im Einklang mit der p53-Induktion der WEHI-S Zellen nach TNF-a-Stimulie-
rung und warmer Inkubation in den eigenen Versuchen. Nach CHEN et al. (1996) hingt die zellulédre
Antwort vom p53 Protein-"Level” ab und hohere p53 Konzentrationen konnen iiber posttranslationelle
Mechanismen Apoptose bewirken. Zusatzlich zum TNF-R1 Rezeptor-vermittelten Pathway’ ist daher

in den eigenen Versuchen auch eine Beteiligung p53-abhingiger Apoptose denkbar. p53 kann dabei
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mit dem rezeptorvermittelten Pathway’ direkt interagieren (OWEN-SCHAUB et al., 1995; WU et al.,
1997; BENNETT et al., 1998). Ein direkter Ausloser der p53-Induktion kénnte die erfolgte DNA-
Schiadigung sein, die iiber die, durch internukleosomale DNA-Fragmentierung, generierte Sub-2n-
Population indiziert ist. Da die Akkumulierung von p53 zu einem der frithesten Ereignisse der zelluld-
ren Stressantwort gehdrt (BURNS und EI-DEIRY, 1999), konnte die pS3 Expression in den eigenen
Versuchen zusitzlich als Antwort auf mitochondrialen Stress induziert sein. Selbst eine mito-
chondriale Lokalisation von p53 nach exogener Stresseinwirkung mit Freisetzung von Cytochrom c,
AIF und anderer pro-apoptotischer Proteine, die die Apoptose zuséitzlich iiber Aktivierung der Caspa-
sen-Kaskade oder iiber eine AlF-vermittelte DNA-Fragmentierung verstirken konnen, wurde schon
demonstriert (s. Ubersicht in CHANG, 2002; MARCHENKO et al., 2000). Dariiber hinaus vermittelt
pS3 iber einen linearen ’Pathway’, unter Beteiligung von bax-Transaktivierung und bax-Translo-
kalisation vom Zytosol zur Mitochondrienmembran, eine Verstirkung der Caspasen-abhingigen A-
poptose liber Freisetzung von Cytochrom c und zusitzliche Caspase-9 Aktivierung mit nachfolgender
Aktivierung der Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 (SHEN und WHITE, 2001). Auch ein direkter Einfluss
von p53 auf die Aktivierung der Caspasen-Kaskade wurde schon gezeigt, so ist u. a. die Caspase-3 ein
direktes Target-Gen des Tumorsuppressor-Proteins (POLYAK et al., 1997).

Auch die kéltebehandelten TNF-a-stimulierten und unstimulierten WEHI-S Zellen reagierten
mit einer Induktion von p53, die geringfiigig niedriger ausfiel als die TNF-a-induzierte Expression
unter warmer Inkubation. Die p53 Expression kann mit einer Induktion durch den eingetretenen DNA-
Schaden und dariiber hinaus mit der mutmaBlichen ROS-Produktion argumentiert werden. Die Tat-
sache, dass MI et al. (2003) einen protektiven Effekt hypotherm-inkubierter (25°C) Keratinozyten
nach Apoptose-Induktion beschrieben, der sich in einer Reduktion der DNA-Fragmentierung, der a-
poptotischen Morphologie und der p53 Expression manifestierte, ldsst die Vermutung zu, dass auch
die 4°C Inkubation in den eigenen Versuchen zu einer Verminderung der p53 Expression gegeniiber
der 37°C Inkubation gefiihrt haben kann. Auch NING et al. (2002) beschrieben eine hypotherm-indu-
zierte Verminderung der postischdmischen p53 Expression als auch einiger p53-Target-Gene.

p53 wird nach erfolgtem Insult sehr schnell akkumuliert und es ist wahrscheinlich, dass die Un-
tersuchung nach fiinfstiindiger Inkubation nicht die initiale Protein-Expression widerspiegelt. Der Be-
fund, dass die p53 Expression unter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation nur unwesentlich
hoher war als nach hypothermer Inkubation, kdnnte bedeuten, dass ein urspriinglich stérker induziertes
Protein-Level des Tumorsuppressor-Proteins, das iiber posttranskriptionelle Mechanismen zusétzlich
Apoptose ausloste, bereits durch die induzierte Caspasen-Aktivitdt minimiert wurde. Nach WANG
und FRIEDMAN (2000) stellt p53 ein Apoptose-Target flir aktivierte Caspasen dar und dient u. a. als
Caspase-3-Substrat. So ist fiir die eigenen Versuche vorstellbar, dass der urspriingliche p53-Level {iber
die induzierte Caspasen-Aktivierung bereits degradiert wurde. KOVAR et al. (2000) zeigten beispiels-
weise, dass die p53-Akkumulierung schon vier Stunden vor einer Caspasen-Aktivierung initiiert wird.

In den beiden kélteapplizierten WEHI-S Versuchsgruppen konnte hingegen der beobachtete G2-Arrest



DISKUSSION 137

nach Kalteapplikation darauf hindeuten, dass aufgrund der schon urspriinglich niedrigeren p53 Expres-
sion iiber transkriptionelle Aktivitdt ein Zellzyklusarrest am G2-’Checkpoint’ ausgeldst wurde, um
nach erfolgtem DNA-Schaden Gelegenheit zur Reparatur zugeben.

Die unverhdltnisméBig hohe Caspase-8 Expression der kéltebehandelten TNF-a-stimulierten
WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen konnte nicht auf den Einfluss des TNF-R1 Rezeptors zu-
riickgefiihrt werden. Eine Mitbeteiligung von p53 an der Caspase-8 Expression wire moglich, da
Caspase-8 neben PIG3, eine Schliisselfunktion zur Regulierung der p53-abhéngigen Apoptose zu-
kommt (KOVAR et al., 2000). Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Aktivierung der Caspa-
sen-Kaskade und der mitochondriale Kollaps, koordiniert durch p53, in einer zeitlich geordneten Se-
quenz auftraten und suggerierten die Beteilung von Caspase-8 an der Regulierung dieses Prozesses.
Auch DING et al. (2000b) berichteten iiber eine p53-induzierte rezeptorunabhingige zytosolische
Aktivierung von Caspase-8 und konstatierten, dass Caspase-8 ein direkter transkriptionsunabhingiger

’downstream’ Effektor von p53 zu sein scheint.

Der Transkriptionsfaktor NFxB.:

Die Expression des Transkriptionsfaktors NFkB, der in die TNF-a-induzierte Signaltransduktion in-
volviert ist, wurde mittels Western-Blot-Analyse tiberpriift. Der verwendete Antikorper erkennt selek-
tiv nur die aktivierte p65 Untereinheit. Da das gewonnene Proteinextrakt zytosolisches und karyosoli-
sches Protein enthielt, kann lediglich eine Aussage iiber die Quantitit des l0slichen aktivierten
Transkriptionsfaktors, nicht aber iiber seine Lokalisierung oder seine DNA-Bindung bzw. Transakti-
vierung, getroffen werden.

Fir die warminkubierten TNF-o-stimulierten WEHI-S Zellen wurde ein signifikanter Anstieg
der NFxB Expression ermittelt. Die Kélte inhibierte die TNF-a-induzierte NFkB Expression signifi-
kant. Damit war die NFkB Expression unter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation in Uberein-
stimmung mit der Induktion der beiden TNF-Rezeptoren und kann auf eine rezeptorvermittelte Induk-
tion zugefiihrt werden. TNF-a 16st in vielen Zelltypen nicht nur eine apoptotische Antwort aus, son-
dern induziert simultan die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB, der {iber die Expression anti-
apoptotischer Gene der Prozessierung des Zelltodes entgegenwirkt (SMIRNOYV et al., 2001). In inak-
tiver Form ist NFkB zytoplasmatisch lokalisiert und an inhibitorische Proteine der IkB Familie ge-
bunden (THANOS und MANIATIS, 1995; VERMA et al., 1995; BAEUERLE und BALTIMORE,
1996). Diese inaktiven Komplexe konnen iiber die Vermittlung der TNF-Rezeptoren aktiviert werden.
Die Aktivierung von NFkB iiber den TNF-a-induzierten Pathway’ erfolgt {iber die Rekrutierung von
TRAF1, TRAF2 und RIP an TNF-R1 gebundenes TRADD (CARPENTIER et al., 1998; WALLACH
et al., 2002). Die Rezeptor-initiierten Signale fithren zunichst zur Aktivierung von IkB-Kinase (IKK),
die iiber Phosphorylierung des NF«kB-Inhibitors IkB, dessen Ubiquitinierung und proteolytische De-
gradierung bewirkt (REGNIER et al., 1997). Nach Translokation des Rel/NFxB Heterodimers in den

Kern, nimmt NFxB die transkriptionelle Aktivierung seiner anti-apoptotischen Target-Gene TRAF1,
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TRAF2, clAP-1, cIAP-2, A20 und bcl-2 auf (BALDWIN, 1996; VERMA und STEVENSON, 1997,
SIMEONIDIS et al., 1999; CARPENTIER et al., 1998; CARPENTIER und BEYAERT, 1999; BEY-
AERT et al., 2000; WALLACH et al., 2002) oder initiiert die Induktion von ’Survival’- und Prolifera-
tionssignalen (KAYE et al., 1996). Insbesondere der TNF-R2 Rezeptor wird als ’Survival’-Rezeptor
angesprochen, da durch die Rekrutierung von Mitgliedern der TRAF Familie und anderer Adaptor-
molekiile die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB und JNK erfolgen kann, die ihrerseits die
Transkription von AP-1 vermitteln. Durch Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren kann die Expres-
sion von Zellwachstumsgenen und Stimulierung der Proliferation (KAYE et al., 1996; ARCH et al.,
1998) sowie die Expression anti-apoptotischer Proteine erfolgen, die die Zelle resistent fiir TNF-R1
Stimulierung macht (ASHKENAZI und DIXIT, 1998). Aber auch der TNF-R2 Rezeptor, der nur
durch membrangebundenes TNF-a voll aktiviert wird, kann Apoptose induzieren (HARIDAS et al.,
1998), indem er, iiber NFxB-abhingige endogene TNF-a-Produktion, die TNF-a-Antwort in Koope-
ration mit dem TNF-R1 Rezeptor moduliert (GRELL et al., 1995; 1996).

Fiir die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen wurde in den eigenen Versuchen sowohl unter warmer
Inkubation als auch in abgeschwéchter Form nach Kaélteapplikation eine TNF-a-induzierte NFxB
Expression evaluiert. Die NFkB Expression unter warmer Inkubation kann iiber die Signaltrans-
duktion der TNF-a-induzierten TNF-R1 und TNF-R2 Rezeptoren erfolgt sein. Da nach Kélteapplika-
tion keine Rezeptor-Induktion zu ermitteln war, muss die Aktivierung der inaktiven NFkB—Komplexe
durch TNF-a iiber einen rezeptorunabhidngigen Mechanismus, beispielsweise iiber ROS-Generierung,

stattgefunden haben (SCHRECK und BAEUERLE, 1991; SCHRECK et al., 1991).

Genetische Kontrolle von Caspase-3 und p53

Zur Klédrung, ob die wichtigen Apoptose-involvierten Proteine Caspase-3 und p53 unter den gewéhlten
Versuchsbedingungen transkriptionell oder transkriptionsunabhéngig reguliert sind und ob die Kélte-
applikation einen Einfluss auf die Gen-Regulation hat, wurde die mRNA Expression der beiden Apop-
toseparameter als Indikatoren mithilfe der semiquantitativen RT-PCR iiberpriift. Da sich die mRNA
Expression in allen Versuchsgruppen der WEHI-S Zellen nach der fiinfstiindigen Inkubation nur ge-
ringfiigig und nicht signifikant von den unbehandelten Kontrollzellen unterschied, miissen zu diesem
Zeitpunkt fiir die Protein-Regulation der Caspase-3- und p53-Aktivierung unter TNF-o-Stimulierung
und Kéltebehandlung in erster Linie posttranskriptionelle Mechanismen vermutet werden. Obwohl in
den kalteapplizierten Versuchsgruppen im Vergleich zu ihren korrespondierenden warmen Gruppen
eine geringfligig hohere mRNA Expression beider Parameter zu verzeichnen war, kann der nicht signi-
fikante Expressionsunterschied nicht als eine kélteinduzierte Neusynthese der Proteine bewertet wer-
den. Fiir die p53 mRNA Expression konnte u. U. von einer tendenziellen Induktion unter TNF-c.-
Stimulierung ausgegangen werden. Auffallend war das im Vergleich zur Caspase-3 wesentlich hohere
Grundlevel der p5S3 mRNA in den unstimulierten Kontrollansétzen, iiber das sich eine konstitutive

Genexpression von p53 abzeichnet.
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VON MERING et al. (2001) evaluierten in ihren Versuchen mit Pneumokokken-Meningitis-induzier-
ten Méusen, dass das Caspase-Netzwerk auf transkriptioneller Ebene engmaschig reguliert ist. Aller-
dings wurde die mRNA Expression von beispielsweise Caspase-6 und Caspase-7 nach 6 Stunden, von
Caspase-8 nach 12 Stunden und insbesondere von Caspase-3 erst 24 Stunden nach Infektion induziert.
CONTRERAS et al. (2004) zeigten hingegen in einem Ischdmie/Reperfusions-Modell der Leber, bei
der die induzierte Apoptose vor allem unter TNF-a-Vermittlung ablduft, nach Gabe von Caspase-3 si-
(small interfering)-RNA, die spezifisch an komplementire 'messenger’ RNA bindet, eine Inhibition
der Caspase-3 Genexpression eine Stunde nach erfolgter Reperfusion. Unter Einbeziehung dieser Er-
kenntnisse scheint es plausibel, dass die Synthese der Caspase-3 mRNA zu einem sehr spiten oder
aber auch zu einem sehr frithen Zeitpunkt erfolgen kann.

Die Caspase-3 Aktivierung in den eigenen Versuchen war zum gewdhlten Zeitpunkt nach Sh
vorrangig posttranslational auf Proteinebene reguliert. Auch ohne Apoptose-Induktion enthélt jede
Zelle konstitutiv das inaktive Caspase-3 Zymogen im Kern. Nach erfolgter Aktivierung translozieren
die aktiven Spaltprodukte ins Zytoplasma und kdénnen in fortgeschrittenen spiten Apoptosestadien
wieder im Nukleus aufgefunden werden (RAMUZ et al., 2003). Auch die Tatsache, dass bei der zeit-
lichen Evaluierung der Caspase-3 Aktivierung auf Proteinebene nach Induktion von Apoptose, das
Erscheinen der aktiven Spaltprodukte immer mit einer Abnahme des Caspase-Zymogens iiber einen
langeren Zeitraum verbunden ist, spricht dafiir, dass das ’processing’ der Caspase-3 auf Proteinebene
reguliert ist und die genetische Expression von neuem Caspase-3 Zymogen erst zu einem spiteren
Zeitpunkt erfolgt. Im gewihlten Zeitrahmen der eigenen Versuche war keine Induktion der Caspase-3
mRNA Synthese zu verzeichnen. Weder die TNF-a-Stimulierung noch die Wirkung der Hypothermie
iibten einen Einfluss auf die Genexpression von Caspase-3 aus.

Die Genexpression von p53 indizierte im Vergleich zur Caspase-3 hohere mRNA Level in allen
Versuchsgruppen der WEHI-S Zellen, was darauf hindeutet, dass p53 konstitutiv auf hohem Niveau
exprimiert wird. Die TNF-a-Stimulierung konnte die p5S3 mRNA Synthese nur geringfiligig und ohne
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe induzieren. Die hypotherme Einwirkung ohne Stimulie-
rung hatte keinen Einfluss auf die p53 Neusynthese. Da jedoch durch die Ermittlung der p53 Protein-
expression von einer Mitbeteiligung einer p53-abhingigen Apoptose ausgegangen werden konnte,
stellt sich die Frage, wie die Akkumulierung von p53 Protein zustande gekommen sein kann. p53 Pro-
tein wird infolge der konstitutiven Genexpression fortwahrend synthetisiert und durch die Bindung an
Mdm?2 schnell iiber das Ubiquitin-System degradiert, so dass unter physiologischen Bedingungen,
keine hohen p53 Proteinlevel zu detektieren sind. Induziert {iber verschiedene Stressstimuli kann p53
schnell akkumulieren, nicht indem die Neusynthese hochreguliert wird, sondern iiber die Unterbre-
chung des Degradierungsmechanismus. Daher ist eine p53-abhidngige Apoptose nicht an die Expres-
sion von p53 mRNA gebunden und das p53 Proteinlevel muss nicht mit der p53 Genexpression korre-
lieren. Wahrend die schnelle p53 Akkumulierung auf Proteinebene reguliert ist, scheint auch fiir p53

eine Proteinneusynthese erst zu einem spiten Zeitpunkt nach erfolgter Apoptose-Induktion stattzu-
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finden. So zeigte CUMMINGS (1996), dass bei milder hepatischer Ischimie-assoziierter Apoptose mit
geringem zelluldren Schaden die Induktion von p53 mRNA erst nach Abklingen des mRNA Peaks

apoptotischer Parameter auftrat.

6.2.1.2 TNF-a-resistente WEHI-R Zellen
Zeitabhangigkeit der Apoptose unter Kalteeinfluss
Im Vergleich zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen entwickelte die TNF-a-resistente WEHI-R

Zelllinie einen sehr unterschiedlichen Verlauf und eine gédnzlich andere Auspragung der apoptotischen
Morphologie (s. Abb. 6,7 und Tab. 9-12). Die kontinuierliche 37°C Inkubation unter TNF-a-Stimu-
lierung bewirkte bei TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen {iber den gesamten Inkubationszeitraum von
24h eine gemdligte Apoptose-Induktion mit einem Anteil apoptotisch verénderter Zellen unter 10%.
Uberraschend war zunichst der Befund, dass sich die Ausprigung morphologischer Apoptose-Merk-
male der TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen zum ersten Messzeitpunkt nach vierstiindiger TNF-a.-
Einwirkdauer, trotz ihrer ausgewiesenen TNF-o-Resistenz (KILDAHL-ANDERSEN et al., 1986;
AUSTGULEN et al., 1986), nicht wesentlich von der Apoptose-Induktion der TNF-a-sensiblen WE-
HI-S Zellen unterschied. Im weiteren Verlauf zeigte sich jedoch, dass sich der Anteil apoptotischer
WEHI-R Zellen auf dem Anfangslevel hielt und sich ab der siebten Inkubationsstunde bis zum Ver-
suchsende sogar reduzierte, wihrend bei den TNF-o-sensiblen Zellen das Ausmal3 der Apoptose bis
zum Versuchsende kontinuierlich zunahm. Im zeitlichen Verlauf bestitigte sich also die ausgewiesene
TNF-a-Resistenz der WEHI-R Zellen und ldsst auf die Mitwirkung unterschiedlicher Apoptose-
Mechanismen der beiden Zelllinien schlieen.

Die vierstiindige 4°C Kélteapplikation induzierte bei den TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen mit
und ohne TNF-a-Stimulierung noch keine apoptotischen Merkmale, wihrend schon nach einer Stunde
Wiedererwédrmung, unabhingig von der TNF-a-Stimulierung, eine drastisch verstirkte Apoptose ge-
geniiber den korrespondierenden 37°C Kontrollen zu beobachten war. Somit kann, wie schon zuvor
fiir die WEHI-S Zelllinie, auch fiir die WEHI-R Zellen formuliert werden, dass sich die morphologi-
schen Apoptose-Merkmale zeitverzogert erst unter Warmeeinfluss visuell manifestieren, was u. a. mit
einem reduzierten zelluliren Metabolismus unter Kilte und der nachfolgenden wiarmeinduzierten Zu-
nahme der temperaturabhingigen Reaktionsgeschwindigkeit chemischer Prozesse argumentiert wer-
den kann. Die Wiederherstellung der normalen Zellfunktionen wéahrend der Wiedererwarmungsphase
kann, wie schon fiir die WEHI-S Zellen ausgefiihrt, zu einem Mangel an Néhrstoffen und Energiedqui-
valenten fiihren, der zu einer Apoptose-Induktion beitragen kann. Die stark induzierte Apoptose der
kélteapplizierten WEHI-R Zellen nach einer Stunde Wiedererwdrmung kann jedoch nicht alleine auf
diesen Mechanismen beruhen. Die fulminante Entwicklung apoptotischer Morphologiemerkmale ist
auch nicht mit einer TNF-a-vermittelten Apoptose-Induktion in Zusammenhang zu bringen, da die
starke Auspriagung der Apoptose in der unstimulierten Versuchsgruppe im gleichen Ausmaf zu finden

war. Vielmehr muss der Kilteeinfluss selbst bzw. die erfolgte starke Temperaturdnderung wéhrend der
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Wiedererwdrmungsphase zur Apoptose-Induktion beigetragen oder sie ausgelost haben. Dazu seien
auch noch einmal die Adaptationsschwierigkeiten der WEHI-R Zellen bei der Kultivierung nach Kry-
okonservierung erwéhnt.

Im weiteren Zeitverlauf zeigte sich in der unstimulierten kélteapplizierten Versuchsgruppe ein

kontinuierlicher Riickgang des Anteils apoptotischer WEHI-R Zellen um einen Faktor 2-3 bis Ver-
suchsende nach 24h. Der Anteil apoptotischer Zellen unter TNF-a-Stimulierung unterlag dem gegen-
iiber bis zur zehnten Inkubationsstunde lediglich einem sehr retardierten Riickgang, mit einer maxima-
len Abweichung von 29% von der anfénglichen Apoptose-Induktion, und wies zu Versuchsende einen
erneuten Anstieg auf. Fiir die TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie kann daher sowohl unter Apoptose-
induzierenden als auch unter unstimulierten Bedingungen von einer massiven Zelltod-Induktion, ver-
ursacht durch den hypothermen Einfluss, ausgegangen werden, so dass die Kélteapplikation bei TNF-
a-Resistenz keinen Schutz vor TNF-a-induzierter Apoptose bietet. Dabei kann die Induktion der a-
poptotischen Merkmale ohne TNF-a-Stimulierung, die im zeitlichen Verlauf durch die Inkubation bei
»physiologischer* Temperatur relativiert wurde, ausschlieBlich auf den Einfluss der Temperatur bzw.
Temperaturdnderung zuriickgefiihrt werden. Die Induktion von apoptotischem Zelltod durch hypo-
therme Temperatureinwirkung wurde schon mehrmals beschrieben. Als Apoptose-induzierende Prin-
zipien der Hypothermie werden Zellstress (KATSEN und RICKBERG, 1991), insbesondere oxidativer
Stress und ROS-Generierung (RAUEN et al., 1999, 2000; VAIRETTI et al., 2001), Beteiligung des
mitochondrialen "Pathways’ (DISWORTH et al., 2003; EBERSPACHER et al., 2003), Modulation des
Energichaushaltes (NING et al., 1998), DNA-’"Damage’ (MI et al., 2003) und eine Vermittlung durch
Caspase-8 Aktivierung (DISWORTH et al., 2003) diskutiert.
Die TNF-a-Stimulierung konnte bei den resistenten WEHI-R in einem Zeitraum von 1 bis 2 Stunden
nach hypothermer Inkubation zu keiner morphologisch sichtbaren additiven Apoptose-Induktion bei-
tragen. Die induzierten Apoptosemerkmale scheinen in dieser Phase vorrangig iiber den Kélteeinfluss
vermittelt zu sein. Erst ab der dritten Stunde der Wiedererwdrmung kann auf eine zusétzliche Apop-
tose-Vermittlung durch TNF-a geschlossen werden, durch die sich die beiden Versuchsgruppen bei
Versuchsende nach 24h auch mit statistischer Signifikanz unterschieden.

Neben des kontraren zeitlichen Verlaufs und der unterschiedlichen Ausprigung der apoptoti-
schen Merkmale in den verschiedenen Versuchsgruppen, konnten auch Unterschiede in der detaillier-
ten Analyse der apoptotischen Kernmorphologie der beiden WEHI Zelllinien beobachtet werden. So
wurden fiir die 37°C inkubierte TNF-a-resistente WEHI-R Zelllinie ohne TNF-a-Stimulierung bis zu
Versuchsende weder Anzeichen von Apoptose-Stadien bzw. nekrotischem Zelltod, noch ein ‘detach-
ment’ der Zellen evaluiert. Die korrespondierenden WEHI-S Zellen hingegen wiesen schon ab der
vierten Inkubationsstunde einen geringen Prozentsatz an kondensierten Kernstadien auf, die durch die
Spaltung von Kernlaminen verursacht sind (LEIST und JAATTELA, 2001). Der ermittelte Anteil des
fortgeschrittenen Apoptosestadiums der sekundédren Nekrosen von ca. 6% zum Versuchsende steht in

Konsens mit der Ermittlung membrangeschéddigter WEHI-S Zellen iiber die Trypanblau-Féarbung. Zu-
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sammen mit dem beobachteten ‘detachment’ weisen diese Indizien auf ein reduziertes Vermogen der
WEHI-S Zellen zur Langzeitkultivierung hin. Das Abldsen der Zellen von der Kulturgefd3oberflache
kann aufgrund proliferativer (Mitosen) oder zellschddigender Ereignisse (Apoptosen, Nekrosen) statt-
finden. Das ermittelte *detachment’ der WEHI-S Zellen nach 24-stiindiger Inkubation unter ,,physio-
logischen® Bedingungen von ca. 25% ist aufgrund der Analysen durch einen Anteil von ca. 5% mitoti-
schen Zellen und ca. 9% apoptotischen Zellen verursacht; fiir den restlichen Anteil der abgelosten
Zellen ist davon auszugehen, dass es sich um vitale Suspensionszellen handelt. Die Apoptose-
Induktion der WEHI-S Zellen unter ,,physiologischen® Bedingungen kann dabei u. a. auf die Zellablo-
sung selbst zuriickgefiihrt werden, da schon gezeigt wurde, dass ein Zell-’Detachment’ zu einer Apop-
tose-Induktion fithrt (GROSSMANN, 2002; MICHEL, 2003; ZHAN et al., 2004). Ein weiterer Aus-
l6ser fiir apoptotischen Zelltod unter physiologischen Zellkulturbedingungen stellt die Depletion von
Néhrstoffen dar. Die ermittelten Generationszeiten der beiden Zelllinien indizieren ein schnelleres
Wachstum der WEHI-S Zellen, das aufgrund eines gesteigerten Metabolismus nach der 24-stiindigen
Inkubation ein Nahrstoffdefizit ausgeldst haben kann.

Die TNF-o-Stimulierung fiihrte bei den WEHI-R unter permanenter 37°C Inkubation schon nach vier-
stiindiger TNF-a-Einwirkung zur Ausbildung primérer kondensierter Apoptose-Stadien und zu einer
sehr schnellen Generierung sekunddrer Nekrosen, was auf eine Beeintrichtigung der Mem-
branintegritidt unter TNF-a-Stimulierung dieser Zellen hinweist. Im Gegensatz zur WEHI-S Zelllinie
bildeten die WEHI-R Zellen auch das Primar-Apoptosestadium der Kernfragmentierung aus. Der An-
teil aller apoptotischen Kernstadien war jedoch nach siebenstiindiger TNF-a-Stimulierung bereits
wieder riicklaufig. Die WEHI-S Zellen der gleichen Versuchsgruppe bildeten die sekundare Nekrose-
Stadien im Vergleich zu den WEHI-R Zellen mit zeitlicher Retardierung aus, zeigten aber nie das
primér apoptotische Kernfragmentierungsstadium. Primér nekrotischer Zelltod war fiir beide Zelllinien
nicht zu verzeichnen (ca. 2% nach 24 Stunden). Auch unter TNF-a-Stimulierung unterschieden sich
die beiden warminkubierten Zelllinien in ihrem Adhéirenzverhalten, so unterlagen ca. 28% der WEHI-
R Zellen und ca. 62% der WEHI-S Zellen bei Versuchsende einem ‘detachment’, das auf die zuvor ge-
nannten Ursachen zuriickgefiihrt werden kann und zusétzlich auf eine hohe Sensitivitdt der WEHIS-
Zellen gegeniiber TNF-a-induziertem ’detachment’ hindeutet.

Die kélteapplizierten WEHI-R Zellen entwickelten mit und ohne TNF-a-Stimulierung nach einer
Stunde Wiedererwdrmung einen fulminanten Anteil primérer kondensierter als auch fragmentierter
Kernapoptosen, deren Anzahl sich bis Versuchsende stark verminderte und gegen Null konvergierte.
Sekunddre Nekrose-Stadien entwickelten sich in den kélteapplizierten Versuchsgruppen in der An-
fangsphase langsamer als wéhrend der permanenten 37°C Inkubation. Ab der siebten Inkubationsstun-
de, also nach dreistiindiger Wiedererwdrmung, war fiir beide Versuchsgruppen ein Wechsel zu einem
schnellen Ubergang in das fortgeschrittene Apoptosestadium zu beobachten. Im Vergleich zur warmen
Inkubation wirkte sich demnach die Kélte unter TNF-a-Stimulierung, wie auch bei den WEHI-S Zel-

len, hemmend auf den Ubergang vom priméren zum sekundiren Apoptose-Stadium aus, was zur An-
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nahme fiihrt, dass die Kélte an einem Mechanismus zur Aufrechterhaltung der Membranintegritit die-
ser Zellen mitbeteiligt ist oder sogar selbst membranstabilisierende Wirkung aufweist. Das anfianglich
stark induzierte Stadium der Kernfragmentierung reduzierte sich im Zeitverlauf und war zum Ver-
suchsende nicht mehr aufzufinden. Diese Beobachtung deutet auf eine rein kélteinduzierte nukledre
Schidigung durch beispielsweise Endonukleasen hin, die sich durch die Aquilibrierung der Tempera-
tur auf das ,,physiologische* Niveau verminderte. Der Anteil primér nekrotischer Zellen war in beiden
Versuchsgruppen gering (< 1%), betrug aber zu Versuchsende ca. 5-6%. Somit unterlagen die kélteap-
plizierten WEHI-R Zellen zu einem geringfiigig hoheren Anteil als die TNF-a-sensiblen WEHI-S
Zellen einem nektrotischen Zelltod.

Die erzielten Befunde indizieren, dass sich die Entwicklung verschiedener Apoptosestadien und
die Ausprigung der apoptotischen Merkmale sowohl zwischen der beiden Zelllinien als auch inner-
halb der verschiedenen Versuchsgruppen prinzipiell unterscheiden und auf unterschiedliche apopto-

tische ’Pathways’ hindeuten.

Induzierte 'Pathways’ der Apoptose unter Kalteeinfluss

Internukleosomale DNA-Fragmentierung und Phosphatidylserin-Translokation:

Bei den weiteren Untersuchungen zur Kldarung des apoptotischen Prozesses der WEHI-R Zellen, die
prinzipiell nach vierstiindiger Kélteeinwirkung bei 4°C und einer Stunde Wiedererwdrmung bei 37°C
durchgefiihrt wurden, ergab die Ermittlung der apoptotischen Sub-2n-Population fiir die TNF-a-stimu-
lierten 37°C-inkubierten und die beiden kilteapplizierten Versuchsgruppen eine fast iibereinstim-
mende Generierung internukleosomaler DNA-Fragmente. Wéhrend die Caspase-3 Aktivierung und die
Generierung der Sub-2n-Population bei den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen streng korrelierten und
auf einen Caspase-3-abhingigen CAD-induzierten DNA-Fragmentierungsmechanismus zurilickgefiihrt
wurden, standen die ermittelte Caspase-3 Aktivierung und die internukleosomale DNA-Fragmentie-
rung der WEHI-R Zellen nicht in Relation. Die Ergebnisse indizieren, dass die WEHI-R Zellen unter
hypothermem Einfluss anderen Mechanismen der DNA-Fragmentierung unterliegen und die aktivierte
Caspase-3 in geringerem Ausmal {iber die CAD-abhéngige DNA-Fragmentierung an der Generierung
der Sub-2n-Population beteiligt ist. Da die kilteapplizierten WEHI-R Zellen, TNF-a-unabhingig,
gegeniiber den warminkubierten TNF-a-stimulierten Zellen eine stirkere Caspase-3 Aktivierung bei
gleicher Ausprigung der Sub-2n-Generierung aufwiesen, kann auf eine Inhibierung der Caspase-3-ab-
hiangigen CAD-induzierten DNA-Fragmentierung infolge der hypothermen Einwirkung geschlossen
werden, die zum einen die Caspase-3-vermittelte Aktivierung der CAD-Nuklease oder aber auch die
Enzymaktivitit der DNase selbst betreffen kann. Des Weiteren wire auch fiir die TNF-o-Stimulierung
unter warmer Inkubation ein zuséitzlicher Caspase-3-unabhidngiger Mechanismus der DNA-Fragmen-
tierung, beispielweise iiber AIF, denkbar. Auch DAUGAS et al. (2000) sowie LEIST und JAATTELA
(2001) fiihrten die Generierung der Sub-2n-Population u. a. auf die mitochondriale Freisetzung Nuk-

lease-aktivierender Proteine, wie z. B. AIF zuriick. Da in der TNF-a-stimulierten 37°C inkubierten
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Versuchsgruppe der WEHI-R Zellen die morphologischen Apoptosemerkmale im Gegensatz zu den
hypotherm inkubierten Zellen schon nach 4 Stunden detektiert wurden, ist zudem denkbar, dass das
gleichwertige Generierungsausmal} der Sub-2n-Population bei geringerer Caspase-3 Aktivitét auf ei-
nen additiven Effekt {iber die Zeit zuriickzufiihren ist.

Wihrend fiir die verschiedenen Versuchsgruppen der WEHI-S Zellen die ermittelten morpholo-
gischen Apoptosemerkmale, Caspase-3 Aktivierung, Generierung der Sub-2n-Population und der PS-
Translokation in Korrelation standen, ergab sich fiir die WEHI-R Zellen eine weitere Diskrepanz bei
der Ermittlung der PS-Translokation. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Parametern war der
grofite Anteil Annexin-V-positiver Zellen in der 37°C inkubierten TNF-a-stimulierten Versuchsgrup-
pe aufzufinden und stand nicht in Relation zur ermittelten Caspase-3 Aktivitit. Als dominanter ’eat-
me’ Indikator ist die Translokation von Phosphatidylserin in vielen Modellen auch unabhéngig von
Caspase-Aktivierung (VANAGS et al., 1996; HIRT et al., 2000; JAATTELA und TSCHOPP, 2003)
und muss daher nicht zwingend mit der Caspase-3 Aktivierung einhergehen. WILSON und BROW-
NING (2002) zeigten, dass neben der Phosphatidylserin-Translokation auch verschiedene andere A-
poptose-induzierte Merkmale, wie z. B. die Chromatin-Kondensation bzw. -Margination sowie das
Chromatin-’Cleavage’ in grof3e 50kb-Fragmente unabhéngig von der Caspase-3 Aktivierung sein kon-
nen. Die Expression aktivierter Caspase-3 der WEHI-R Zellen in den eigenen Versuchen muss daher
weder mit der iiber die 7-AAD-Methode ermittelten Sub-2n-Population, noch mit der Phosphatidylse-
rin-Translokation korreliert sein. Eine plausible Erklarung wire, dass die ATP-abhingige PS-
Translokation aufgrund eines ATP-Defizits in den kalteapplizierten Versuchsgruppen nicht so schnell
in Gang gesetzt werden konnte. So kann die ermittelte geringe PARP-1-Spaltung der WEHI-R Zellen
zusammen mit der Kélteapplikation in einem suffizienten ATP-Mangel resultiert haben, der die PS-
Translokation inhibierte. Auch die simultane starke Caspase-3 Aktivierung der WEHI-R Zellen wih-
rend der Wiedererwdrmungsphase, die wahrscheinlich durch einen intrinsischen *Pathway’ vermittelt
wurde, kann einen zusitzlichen ATP-Verlust bewirkt haben, der zur Hemmung der PS-Translokation
beigetragen haben kann. Ein Mangel an Energiedquivalenten konnte auch mit der Inhibierung der
Caspase-3-abhéingigen CAD-induzierten DNA-Fragmentierung in Zusammenhang stehen.

Des weiteren ist zu bedenken, dass das Versuchsende nach der flinfstiindigen Inkubation fiir die
WEHI-R Zellen einen sehr kritischen Zeitpunkt einer hochst vulnerablen Phase darstellte, da sich fiir
die 37°C inkubierten TNF-a-stimulierten Zellen schon zwischen 4 und 5h der absolute Apoptose-
Gipfel abzeichnete, wihrend fiir die kilteapplizierten Zellen, unabhédngig von der TNF-o-Stimulie-
rung, nach 4h noch keine apoptotischen Merkmale detektiert werden konnten, jedoch wéhrend der
einstiindigen Wiedererwdrmungsphase ein fulminanter Anstieg apoptoseinduzierter Zellen aufzufin-
den war (siehe vor allem die morphologische Kernbeurteilung, Abb. 7). Als frilhes Apoptose-Merkmal
steigt das Level der PS-Translokation zwar schon nach ca. 60min nach erfolgter Apoptose-Induktion

an, erreicht aber das Maximum erst nach 120 bis 180 min (VANAGS et al., 1996). So ist denkbar,
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dass bei den kélteapplizierten WEHI-R Zellen nach einer Stunde Wiedererwarmung die PS-Transloka-

tion noch nicht vollstdndig ausgepragt war.

Die Caspasen-Kaskade und TNF-Rezeptoren:

Um die Aktivierung der Caspasen-Kaskade zu verfolgen, wurden wie zuvor fiir die WEHI-S Zellen,
neben der Haupt-Exekutionsprotease Caspase-3, Markercaspasen des extrinsischen und intrinsischen
Apoptose-"Pathways’ und zur Uberpriifung der Caspasenaktivitiit die Generierung von PARP-1-
Spaltprodukten untersucht. Wahrend die Ermittlung der Caspase-3 Aktivierung der TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen mittels Western-Blot-Analyse und immunzytochemischer Farbung analoge Ergebnisse
zu der durchflusszytometrischen Analyse lieferte, wurde fiir die WEHI-R Zellen iiber die immunzyto-
chemische Erhebung ein divergentes Expressionsmuster der Caspase-3 Aktivierung evaluiert, das fiir
die beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen und die warminkubierten TNF-a-stimulierten WEHI-R
Zellen eine gleichstarke Auspriagung der Generierung Caspase-3 aktivierter Zellen suggerierte. Da die
TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen infolge der Kélteapplikation nach einer Stunde Wiedererwiarmung
einem drastischen Zell-’detachment’ (ca. 30%) unterlagen und sich in der Regel die apoptotische Zell-
population von der GefdBoberfliche abloste, ging ein Anteil Caspase-3 aktivierter Zellen nicht in die
immunzytochemische Beurteilung der ausschlieBlich adhérenten Zellen ein und verfilschte das Ergeb-
nis zugunsten vitaler nicht Caspase-3-aktivierter Zellen. Nachdem das Ausmal der morphologischen
Apoptose-Merkmale unter Kélteapplikation die Caspase-3 Aktivierung bei weitem iibertraf, kann der
kalteinduzierte Zelltod der WEHI-R Zellen nicht alleine auf eine Caspase-3-abhéingige Exekution zu-
riickgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu war die Caspase-3 Aktivierung der TNF-a-sensiblen WEHI-S
Zellen gegeniiber der Induktion der morphologischen Apoptosemerkmale wesentlich starker ausge-
pragt und steht mit der Beobachtung in Einklang, dass die Aktivierung der Caspase-3 der Manifestati-
on der morphologischen Degradierungsprozesse vorausgeht.

Die Expression der Initiator-Caspase-8 ergab fiir die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen sowohl
eine TNF-o-induzierte als auch eine kélteinduzierte Steigerung, wobei sich beide Effekte additiv {iber-
lagerten. Die Expression aktivierter Caspase-9 Spaltprodukte zeigte ebenfalls sowohl eine TNF-a-
induzierte, als auch eine kélteinduzierte gesteigerte Caspase-9 Aktivierung, die unter dem alleinigen
Einfluss der Kélte sogar am stdrksten ausgepriagt war. Eine Induktion der PARP-1-Spaltung war bei
den TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen nur in den beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen zu ver-
zeichnen. Die PARP-1-Spaltung der WEHI-R Zellen war jedoch im Vergleich zur induzierten PARP-
1-Spaltung der WEHI-S Zellen sehr gering ausgeprigt und stand in keiner Relation zu der stark indu-
zierten Aktivierung der Caspase-3.

Das Reparaturenzym Poly(ADP-ribose) Polymerase-1 ist neben p53 an der Induktion der Zell-
zyklusarretierung und erforderlicher Reparaturmechanismen beteiligt. Unter Zellstress bzw. bei DNA-
Schaden wird PARP-1 schnell hochreguliert und katalysiert die ATP-abhéngige Bildung von Poly-
(ADP-ribose) Polymeren, um DNA-Reparaturmechanismen oder Apoptose einzuleiten (D’AMOURS
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et al., 1999). Die Poly(ADP-ribose) Polymere binden an verschiedene Kernproteine, wie beispielswei-
se Histone und Reparaturenzyme und schaffen dadurch elektrostatische Bedingungen, die den Zugang
der Reparaturenzyme zu DNA-Strangbriichen erleichtern (WIELER et al., 2003). Obwohl PARP-1
urspriinglich in DNA-Reparaturmechanismen involviert ist, kann eine extensive PARP-1 Aktivierung,
infolge des resultierenden groflen Energieverlustes und der Freisetzung von ’apoptosis-inducing fac-
tor’, auch zum nekrotischen oder apoptotischen Zelltod fithren (HA und SNYDER, 1999; YU et al.,
2002). DNA-Schaden, PARP-1 Aktivierung und erniedrigte ATP-Konzentration bzw. Energie-Deple-
tion bilden zusammen einen gemeinsamen Weg der Zellschidigung (HA und SNYDER, 2000).

Die geringfiigige PARP-1-Spaltung der WEHI-R Zellen steht in keiner Relation zum Ausmal der eva-
luierten Caspase-3 Aktivierung. PARP-1 ’Cleavage’ durch Caspase-3 und andere Enzyme wihrend
der Apoptose verhindert, neben der Einleitung von DNA-Reparaturmechanismen, die PARP-1 Akti-
vierung und den resultierenden ATP-Verlust (OLIVER et al., 1998). Nach HERCEG und WANG
(1999) fiihrt eine Verhinderung der PARP-1-Spaltung wihrend der Apoptose, sofort nach Beginn der
DNA-Fragmentierung zur drastischen Aktivierung des Enzyms und damit zum zelluldren Energie-
Defizit, was die Ausfiihrung der Apoptose unmdglich machen und die Zelle in den nekrotischen Tod
treiben sollte. In den eigenen Untersuchungen der WEHI-R Zellen konnten jedoch keine Anzeichen
fiir nekrotischen Zelltod evaluiert werden, lediglich nach 24h wurden in den beiden kilteapplizierten
Versuchsgruppen 5 bis 6% primére Nekrosen detektiert. Dagegen ist durch die geringe bzw. ausblei-
bende PARP-1 Spaltung der WEHI-R Zellen ein resultierendes Energiedefizit dieser Zellen indiziert.
Unter Einbeziehung der Beobachtungen von ROKHLIN et al. (2000), die zeigten, dass eine gesteigerte
Resistenz gegeniiber TNF-a-induzierter Apoptose neben einer Inaktivierung von p53 mit einer verzo-
gerten PARP-1 Spaltung assoziiert war, wére denkbar, dass die PARP-1 Spaltung bei den TNF-a-
resistenten WEHI-R Zellen zeitverzogert erst zu einem spéteren Zeitpunkt stattfindet.

Aufgrund der Indizien kann bei den kélteapplizierten WEHI-R Zellen zu dem kélteinduzierten ATP-
Mangel infolge des reduzierten Metabolismus und dem Verlust von Energiedquivalenten durch die
drastische, wahrscheinlich intrinsisch ATP-abhidngig-vermittelte Caspase-3 Aktivierung, auf eine wei-
tere Reduzierung zur Verfiigung stehender Energiedquivalente durch die inhibierte PARP-1 Spaltung
geschlossen werden. Auch die Beeintrichtigung des im Nukleus befindlichen ATP-abhéngigen GSH
Sequestrationssystems, das den Redoxstatus von SH-Proteinen und die strukturelle Organisation des
Chromatins moduliert (VAIRETTI et al., 2001), konnte infolge des ATP-Mangels die kélteinduzierte
Degradierung von Enzymen und Proteinen sowie eine Amplifizierung des DNA-Schadens unterstiitzt
haben. Aufgrund der ausbleibenden PARP-1 Spaltung miisste auch fiir die warminkubierten TNF-c.-
stimulierten WEHI-R Zellen iiber die PARP-1 Aktivierung ein ATP-Defizit resultiert haben. Da je-
doch das Ausmal} des DNA-Schadens nach der morphologischen Erhebung wesentlich geringer war,
ist denkbar, dass infolge dessen auch weniger PARP-1-Enzym aktiviert wurde. Aufgrund der ausblei-

benden Spaltung kann PARP-1 die Reparatur der geschédigten DNA aufgenommen und einen protek-
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tiven Effekt ausgeiibt haben. Diese Hypothese steht im Einklang mit dem zeitlichen Verlauf der Ent-
wicklung der morphologischen Apoptose-Merkmale.

Der Befund, dass die membranstindigen TNF-Rezeptoren unter warmer Inkubation und TNF-a.-
Stimulierung bei den TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen nicht bzw. kaum stimulierbar waren, indi-
ziert erneut divergente Regulierungsmechanismen im Vergleich zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S
Zellen. Weder die Expression des TNF-R1 Rezeptors, noch die Expressionsstirke des TNF-R2 Rezep-
tors sprechen bei den WEHI-R Zellen fiir eine TNF-R1-Vermittlung bzw. fiir eine Verstirkung einer
TNF-R1-vermittelten Apoptose durch die TNF-R2-abhéngige Induktion von endogenem TNF-a. Fiir
die beiden kilteapplizierten Versuchsgruppen konnte der apoptotische ’Pathway’ primir iiber einen
kalteinduzierten ROS-abhidngigen Mechanismus unter Mitochondrien-Beteiligung prozessiert sein.
Die Aktivierung des intrinsischen ’Pathways’ kann durch die Generierung von oxidativem Stress
(RAUEN et al., 1999; 2000; VAIRETTI et al., 2001), der primar iiber die Kélte selbst oder TNF-a.-
vermittelt sein kann, erfolgen. Aufgrund der geringen Expression und Stimulierbarkeit der TNF-
Rezeptoren der WEHI-R Zellen kann das Ausmall der Expression bzw. Aktivierung der Caspasen
nicht primér mit dem extrinsischen rezeptorvermittelten 'Pathway’ in Verbindung gebracht werden.
Insbesondere die Expressionsstirke der Caspase-8 steht in keinem Verhéltnis zur evaluierten Rezep-
torexpression. Bemerkenswert erscheint vor allem die starke Caspase-8 Expression unter TNF-o-
Stimulierung und Kéilteapplikation. Der Caspase-8 Promotor ist noch nicht identifiziert, gezeigt wurde
aber schon, dass die Transkriptionsregulierung der Caspase-8 Expression unter IFNy-Stimulierung in
den Statl1(’Signal transducers and activators of transcription’)-’Pathway’ involviert ist (GRENET et
al., 1999; FULDA und DEBATIN, 2002). Eine Aktivierung der Caspase-8 in den eigenen Versuchen
kann infolge ihres hohen Expressionslevels iiber Autoaktivierung erfolgt sein (MONROE et al., 2002).
Des Weiteren ist auch eine Aktivierung iiber die stark induzierten Caspase-3 Spaltprodukte plausibel
(ENGELS et al., 2000; TANG et al., 2000; WIEDER et al., 2001).

Ein Indiz fiir eine Beteiligung des intrinsischen mitochondrienvermittelten ’Pathways’ ist die
Aktivierung der Caspase-9, deren Ausmal jedoch, im Gegensatz zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S
Zellen, nicht in Relation zur ermittelten Caspase-8 Aktivierung stand. Besonders auffillig war die
starke Expression aktiver Caspase-9 Spaltprodukte in der unstimulierten kélteapplizierten Versuchs-
gruppe. Caspase-9 aktiviert iiber die Ausbildung des Apoptosoms die Caspase-3, Caspase-6 und Cas-
pase-7 (SLEE et al., 1999) und kann des Weiteren durch die Inaktivierung von Reparatursystemen
(STROH und SCHULZE-OSTHOFF, 1998) zur Exekution des apoptotischen Zelltodes fithren. Die
Kombination von hohen Konzentrationen an Ca®’, oxidativem Stress, NO und anderer Faktoren wie z.
B. ATP-Depletion fiihren iiber die Aktivierung der PTP und Cytochrom ¢ ’Release’ zum apoptoti-
schen Zelltod (LEMASTERS et al., 1998; HALESTRAP, 1999; KROEMER, 1999). Da die Caspase-9
Aktivierung iiber Caspase-8 Vermittlung einen ATP-abhéngigen Vorgang darstellt, bei dem Cyto-
chrom ¢ in Gegenwart von ATP Konformationsédnderungen im Adaptermolekiil Apaf-1 induziert, die

die Aktivierung der Caspase-9 auslosen, kann die Hypothese eines Defizits an Energiedquivalenten,
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der sich schon allein durch die Inhibierung der PARP-1 Spaltung manifestierte, fiir die TNF-a-
resistente WEHI-R Zelllinie weiter aufrechterhalten werden. Nachdem die Caspase-3 Aktivierung der
WEHI-R Zellen iiber den rezeptorvermittelten *Pathway’ weitgehend ausgeschlossen werden konnte,
ist eine vorrangige Beteiligung des mitochondrialen *Pathways’ indiziert.

Die Aktivierung der Caspase-3 unter hypothermem Einfluss kann jedoch nicht ausschlieBlich iiber die
mitochondriale Vermittlung erfolgt sein und es stellte sich die Frage, welche zusétzlichen Effektoren
die Aktivierung bewirkten. Da schon die morphologische Beurteilung der beiden kilteapplizierten
WEHI-R Versuchsgruppen auf eine rein kélteinduzierte Ausprigung der apoptotischen Merkmale
hinwies, muss von einer zusétzlichen Aktivierung der Caspase-3 {iber kiltevermittelte Mechanismen
ausgegangen werden. Es wurde schon gezeigt, dass Hypothermie die Generierung von oxidativem
Stress auslost (RAUEN et al., 1999; 2000; VAIRETTI et al., 2001) und dass die Aktivierung der
Caspase-3 selbst durch niedrige Level von ROS induziert sein kann (BONFOCO et al., 1995). Des
weiteren konnte auch die indizierte ATP-Depletion eine Rolle spielen, die in Kombination mit anderen
Stress-Stimuli iiber die Aktivierung der PTP eine Freisetzung von Cytochrom c und Aktivierung der
Caspase-3 bewirken kann (LEMASTERS et al., 1998; HALESTRAP, 1999; KROEMER, 1999).
Daneben konnte auch der intrazelluldren Protonenkonzentration bei der Aktivierung der Caspase-3
eine Bedeutung zukommen, da eine zytosolische Ansduerung die Cytochrom c Freisetzung initiieren
kann und der zytosolische pH-Wert an der Regulierung der Caspasen-Aktivierung beteiligt ist (MAT-
SUYAMA et al., 2000).

Alle bei der Untersuchung der WEHI-R Zellen erzielten Befunde sprechen dafiir, dass sowohl
der TNF-a-vermittelten als auch der kilteinduzierten Apoptose, im Vergleich zu den TNF-a-sensiblen
WEHI-S Zellen, eine Prozessierung iiber unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegt, die auf eine
nicht rezeptorvermittelte Wirkungsweise von TNF-a hindeuten.

Der TNF-a-induzierte *Pathway’ {iber den TNF-R1 Rezeptor ist hinreichend bekannt, die *down-
stream events’ hingegen zwischen initialer Rezeptor-Bindung und finalen apoptotischen Prozessen
sind nicht genau geklirt. Neben dem ROS-vermittelten mitochondrialen *Pathway’ kann auch der ly-
sosomale ’Pathway’ an der TNF-a-induzierten Apoptose beteiligt sein. So sprechen viele Indizien
dafiir, dass der Sphingomyelin ’Pathway’ und die Produktion von Ceramiden bei den Ereignissen
’downstream’ des TNF-Rezeptors involviert sind (GULBINS und GRASSME, 2002). Ceramide, die
eine wichtige Rolle innerhalb der Signaltransduktionswege spielen, werden hauptséchlich iiber Hydro-
lyse von Sphingomyelin (SM) durch Sphingomyelinasen generiert. Es existieren zwei Klassen von
Sphingomyelinasen, die sauren (A-SMase) und die neutralen Sphingomyelinasen (N-SMase), die {iber
die Spaltung von Sphingolipiden zur Bildung von Ceramiden fiihren. Die Ceramide werden im An-
schluss durch Ceramidasen zu Sphingosinen metabolisiert, die die Permeabilisierung von Lysosomen
bewirken kdnnen (OHANIAN und OHANIAN, 2001). Verschiedene Rezeptormolekiile, darunter auch
der TNF-R1 Rezeptor, sind in der Lage, A-SMase zu aktivieren. A-SMase und Ceramide vermitteln

ihre biologischen Effekte durch die Aktivierung von verschiedenen Signalmolekiilen, wie z. B. Ca-
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thepsin D, Phospholipase A2 oder dem Kinase-Suppressor von Ras (GULBINS und GRASSME,
2002). Einige Autoren beschreiben eine schnelle und voriibergehende Ceramid-"Response’ innerhalb
weniger Minuten nach Apoptose-Induktion, in die die A-SMase involviert ist (GULBINS et al., 1995),
wihrend andere Autoren von einer spiten ldngeranhaltenden Antwort berichten, die auf eine neutrale,
Magnesium-abhéngige SMase zuriickzufiihren ist (TEPPER et al., 1997). Fiir die Regulation der Ce-
ramid-Bildung wurde die Vermittlung von ROS und p53 vorgeschlagen. So zeigten DBAIBO et al.
(1998), dass p53 in der Lage ist, die Ceramid-Akkumulation in apoptotischen *Pathways’, die durch
gentoxischen Stress induziert wurde, zu regulieren. SAWADA et al. (2004) hingegen fanden, dass
TNF-a (in p53 Wild-Typ Gliomazellen) die Bildung von Ceramiden, unabhéngig vom p53-Status,
tiber die Aktivierung von neutralen und sauren Sphingomyelinasen, induziert. Die Ceramidbildung
war begleitet von einer Produktion des Superoxid-Anions, induzierter mitochondrialer Depolarisierung
und Cytochrom c¢ Freisetzung. p53-defiziente Zellen waren teilweise TNF-a-resistent und wiesen kei-
ne Generierung des Superoxid-Anions und keine Aktivierung der neutralen SMase auf. Caspase-8
wurde in beiden Systemen unabhéngig vom p53-Status prozessiert. Die Autoren zeigten somit zwei
unterschiedliche Signal-Kaskaden auf, eine p53-vermittelte ROS-abhidngige und eine ROS-
unabhéngige, die beide durch die Aktivierung von Caspase-8 initiiert wurden und eine Beteiligung der
Ceramid-Bildung in TNF-a-induzierter Apoptose aufwiesen. Auch SAWADA et al. (2002) beschrie-
ben eine Apoptose-induzierte Ceramidproduktion als Funktion einer Caspase-8-abhéngigen Aktivie-
rung der A-SMase. Uberdies wird der Caspase-8 auch eine Rolle in der Destabilisierung des lysoso-
malen Kompartiments zugewiesen (GUICCIARDI et al., 2000).

Neben den Caspasen und Ceramiden sind auch saure Nicht-Caspase-Proteasen, die Cathepsine, als
Mediatoren von apoptotischen Prozessen identifiziert und TNF-a-induzierte Apoptose wird mit diesen
Mediatoren aus sauren Vesikeln in Verbindung gebracht (DEISS et al., 1996; GUICCIARDI et al.,
2000; FOGHSGAARD et al., 2001; 2002; WERNEBURG et al., 2002; JOHANSSON et al., 2003;
HEINRICH et al., 2004, WERNEBURG et al., 2004). Cathepsine werden als Proenzyme synthetisiert
und in die Lysosomen transportiert, wo sie nach Induktion durch lysosomale Proteasen oder durch
Autoaktivierung prozessiert und aktiviert werden. Wahrscheinlich existieren fiir die Lysosomen &hn-
liche Poren-Offnungsmechanismen wie fiir die Mitochondrien, die eine selektive oder semiselektive
Freisetzung wihrend der Apoptose gewihrleisten (VANCOMPERNOLLE et al., 1998; GUICCIARDI
et al., 2000). Aber auch eine Sphingosin-vermittelte lysosomale Permeabilisierung wihrend TNF-a-
induzierter Apoptose ist beschrieben worden (WERNEBURG et al., 2002).

Abgesehen vom rezeptorvermittelten TNF-a-’Pathway’ existieren also alternative ’Pathways’ der
TNF-a-induzierten Apoptose, die an das Vorhandensein saurer zytoplasmatischer Vesikel gebunden
sind. Das Apoptose-induzierende TNF-o-’Signaling” steht dabei mit der Aktivierung der sauren
Sphingomyolinase in Verbindung. TNF-a kann iiber Aktivierung saurer Sphingomyolinase die Frei-
setzung von ’lipid second messengers’, den Ceramiden, bewirken, die direkt oder iiber die Vermittlung

von Cathepsin D apoptotische Prozesse auszulosen vermogen. Cathepsin D kann dabei iiber Bid die
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Beteiligung des intrinsischen mitochondrienvermittelten *Pathways’ initiieren (GUICCIARDI et al.,
2000; JOHANSSON et al., 2003). HEINRICH et al. (2004) zeigten, dass TNF-a-induzierte Cathepsin
D Aktivierung von einer funktionalen sauren Sphingomyolinase (A-SMase) Expression abhingig ist
und dass die endolysosomale Aspartat-Protease Cathepsin D ein Target fiir pro-apoptotische Lipid-
Ceramide darstellt. Daneben identifizierte diese Arbeitsgruppe Bid als ’downstream’ Target von Ca-
thepsin D und zeigte, dass Caspase-9 und Caspase-3 Aktivierung von der A-SMase und Cathepsin D
Expression abhingig ist.

Nachdem fiir die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen in den eigenen Versuchen nicht von einer
rezeptorvermittelten Apoptose ausgegangen werden konnte, kann unter Einbeziehung der genannten
Erkenntnisse und der selbst ermittelten Expression und Aktivierung der Caspasen, neben einer Ver-
mittlung von ROS, auf eine Mitbeteiligung des A-SMase/Ceramid- und/oder Cathepsin-’Pathways’
am apoptotischen Prozess geschlossen werden. Nach WERNEBURG et al. (2004) ist die Permeabi-
lisierung von Lysosomen und die Freisetzung der lysosomalen Protease Cathepsin B in den TNF-a-
Signal-’Pathway’ involviert und Caspase-8/Bid-abhidngig, und eine Sphingosin/Cathepsin B Inter-
aktion ist verantwortlich fiir die Induktion der lysosomalen Destabilisierung (WERNEBURG et al.,
2002). Die starke Expression der Caspase-8 in den eigenen Versuchen kann iiber die direkte Freiset-
zung von sauren Cathepsinen ins Zytosol zu einer Bid-vermittelten mitochondrialen Cytochrom c
Freisetzung gefiihrt haben, die {iber die Generierung des Apoptosoms eine Aktivierung der Caspase-9
und nachfolgend der Caspase-3 bewirkt hat. Selbst in WEHI-S Zellen wurde schon eine TNF-o-
vermitteltete Cathepsin B Beteiligung am apoptotischen Zelltod gezeigt (FOGHSGAARD et al.,
2001), so dass sogar fiir die Apoptose der WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen auf eine Mitbetei-
ligung dieses Mechanismus geschlossen werden kann. Fiir den Fas-induzierten Apoptose-’Pathway’,
der abgesehen von der initialen Aktivierung dem TNF-a-induzierten *Pathway’ entspricht, ist bekannt,
dass tliber Caspase-8 Expression und Aktivierung eine direkte oder indirekte Stimulierung der A-
SMase erfolgen kann, die iiber Freisetzung von Ceramiden eine Aktivierung der Caspase-3 bewirkt
und keine Beteiligung von p53 oder ROS bendtigt. p53-abhingige Apoptose induzierte eine Ceramid-
Generierung liber die Aktivierung von neutraler SMase (SAWADA et al., 2002).

Die TNF-a-Resistenz der WEHI-R Zellen, die durch TNF-a-Selektionsdruck generiert wurde,
ist wahrscheinlich durch Mutation entstanden, die in den Ablauf und die Auspridgung apoptotischer
"Pathways’ oder Uberlebensmechanismen involviert ist und den Zellen unter TNF-o-Stimulierung
einen Uberlebensvorteil verleiht. Die bei den WEHI-R Zellen stattgefundene Mutation muss die Regu-
lierung der TNF-Rezeptoren betreffen, da weder TNF-R1 noch TNF-R2 unter TNF-a-Stimulierung
exprimiert wurden. Daher kommt fiir die Induktion von Apoptose unter warmen Bedingungen vor
allem ein ROS-vermittelter mitochondrialer Mechanismus und die Aktivierung des lysosomalen ’Path-
ways’ in Betracht. Die hohe Caspase-8 Expression kann zum einen direkt auf das lysosomale Kompar-
timent eingewirkt haben und eine Destabilisierung bzw. Permeabilisierung der Membran mit nachfol-

gender Cathepsin-Freisetzung ausgeldst haben. Daneben kann die Caspase-8 liber die Aktivierung von
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Sphingomyelinasen die Generierung von Ceramiden bewirkt haben, die zum einen selbst oder iiber die
Einwirkung auf Cathepsine apoptotische Prozesse auslosen konnen. Dabei konnen die Cathepsine iiber
die Vermittlung von Bid den mitochondrialen *Pathway’ aktivieren und tliber die Freisetzung von Cy-
tochrom c die Aktivierung von Caspase-9 induziert haben. Die ermittelte Caspase-3 Aktivierung kann
dann nachfolgend, also ’downstream’ der Mitochondrien und auch durch direkten Cathepsin-Einfluss
iiber die Aktivierung von Caspase-8 stattgefunden haben.

Unter Kalteeinwirkung mit TNF-a-Stimulierung zeigten die WEHI-R Zellen prinzipiell das
gleiche Caspasen-Expressions- und Aktivierungsmuster wie die warminkubierte stimulierte Versuchs-
gruppe, allerdings in verstirkter Ausprigung. Unter der Annahme, dass bei den WEHI-R Zellen vor-
rangig der lysosomale Apoptose-’Pathway’ eingeschlagen wurde, konnte das stidrkere Ausmal} der
Caspasen-Aktivierung in den kéltebehandelten Gruppen zudem auf einer physikalischen Kélteeinwir-
kung beruhen. Da eine Zelle zu einem Grofteil aus Wasser besteht und Wasser bei 4°C seine geringste
Ausdehnung besitzt, ist es denkbar, dass die Volumenkompression zu einer Destabilisierung der Lyso-
somenmembran gefiihrt und eine verstérkte Freisetzung lysosomaler Inhaltsstoffe bewirkt haben kann.
Das Caspasenaktivierungsmuster der unstimulierten kéltebehandelten WEHI-R Zellen unterschied sich
vom TNF-a-stimulierten Parallelansatz durch eine geringere Auspriagung der Caspase-8 Expression,
die somit auf den Einfluss von TNF-a zuriickgefiihrt werden kann. Daneben war in der unstimulierten
kalteapplizierten Versuchsgruppe eine hohere Caspase-9 Aktivierung zu verzeichnen, was auf eine

vermehrte Mitwirkung von ROS hindeutet.

Das Tumor-Suppressor-Protein p53.

Die Ermittlung der Expression des Tumor-Suppressor-Proteins p53 ergab fiir die TNF-a-resistenten
WEHI-R Zellen lediglich eine geringe TNF-a-unabhéngige Induktion unter Kélteeinwirkung. Die Ex-
pression des Tumor-Suppressor-Proteins war unter TNF-o-Stimulierung und warmer Inkubation ge-
geniiber den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen um ca. einen Faktor 2 reduziert und unterschied sich
nicht von der Expression des unstimulierten Korrespondenten. Dieser Befund kdnnte, in Kombination
mit der nicht induzierten PARP-1 Spaltung, mit der TNF-o-Resistenz der WEHI-R Zellen in Zusam-
menhang stehen. ROKHLIN et al. (2000) fanden, dass eine gesteigerte Resistenz fiir TNF-a-induzierte
Apoptose mit einer Inaktivierung von p53 und einer verzogerten PARP-1 Spaltung assoziiert sind. Da
nach CHEN et al. (1996) die zelluldre Antwort vom p53 Protein-’Level’ abhingt und nur héhere p53
Konzentrationen iiber posttranslationelle Mechanismen Apoptose bewirken konnen, kann fiir die
WEHI-R Zellen nur eingeschrinkt auf eine Mitbeteiligung eines p53-abhidngigen Apoptose-’Path-
ways’ geschlossen werden. Eine Diskrepanz ergibt sich aber durch die Tatsache, dass die iiber Eva-
luierung der Sub-2n-Population und morphologische Begutachtung ermittelte nukledre Schadigung in
keiner Relation zu der geringen p53-Induktion steht. Neben einer geringen Induktion kann das ermit-
telte p53 Protein-’Level’ auch auf einer verstirkten Degradierung iiber proteolytischen Abbau durch

die aktivierte Caspase-3 beruhen. Nach WANG und FRIEDMAN (2000) kann eine Aktivierung der
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Stress-aktivierten Protein-Kinase ’c-jun N-terminal Kinase 1° (JNK1) zur ’downregulation’ des Tu-
mor-Suppressor-Proteins p53 fiihren. JNK1 bindet an p53 und die Menge an JNK1-gebundenem p53
reflektiert genau die Menge des gesamten zelluldren p53-Proteins. Nach Aktivierung phosphoryliert
JNK1 sein gebundenes p53 und konvertiert p53 in ein apoptotisches Target filir aktivierte Caspase-3.
Die erhohte Caspase-3 Aktivierung der WEHI-R Zellen in den eigenen Versuchen, konnte daher, wie
auch schon fiir die TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen ohne Kélteapplikation angenommen, auf einen
proteolytischen Abbau von p53 hinweisen. Einen inhibierenden Effekt der Hypothermie auf die p53-
Induktion unter TNF-a-Stimulierung konnte fiir die WEHI-R, im Gegensatz zu den WEHI-S Zellen,
nicht festgestellt werden. Unabhéngig von der TNF-a-Stimulierung wurde p53 infolge der Kélteappli-

kation geringfligig induziert.

Der Transkriptionsfaktor NFxB:

Die liber Western-Blot-Analyse ermittelte NFxB Expression, durch die lediglich eine Aussage tiber
die Quantitét der zyto- bzw. karyoplasmatisch aktivierten p65 Untereinheit getroffen werden kann, die
aber dennoch auf eine potentielle Transaktivierung der NFxB-Target-Gene schlieBen ldsst, ergab fiir
die WEHI-R Zellen eine ausschlieB3liche, wenn auch geringe Induktion unter TNF-o-Stimulierung und
warmer Inkubation. Im Hinblick auf die Expression der TNF-Rezeptoren, kann die NFkB-Aktivierung
nicht auf eine Rezeptor-Vermittlung zuriickgefiihrt werden. Die Aktivierung kdnnte hingegen auf ei-
ner ROS-Vermittlung beruhen, da schon neben der Aktivierung iiber TNF-a-induziertes ’Signaling’
eine ROS-induzierte NFxB-Aktivierung nachgewiesen wurde (SCHRECK und BAEUERLE, 1991;
SCHRECK et al., 1991).

Da die TNF-a-stimulierten warminkubierten WEHI-R Zellen gegeniiber den kilteapplizierten
Zellen durch eine geringere Induktion der morphologischen Apoptose-Merkmale sowie auch eine ge-
ringere Expression bzw. Aktivierung aller untersuchten Caspasen charakterisiert waren, kann auf eine
transkriptionelle Aktivierung anti-apoptotischer NFxB-Target-Gene unter TNF-o-Stimulierung und
warmer Inkubation geschlossen werden, die sich vor allem im zeitlichen Verlauf protektiv auf die Ent-
wicklung der morphologischen Apoptose-Merkmale ausgewirkt hat. Auch der lysosomale ’Pathway’,
der fiir den apoptotischen Zelltod der WEHI-R Zellen mit in Betracht gezogen wurde, kann durch die
Aktivierung von NFxB inhibiert werden. Uber die Expression des Cathespin B-Inhibitors Spi2A (’se-
rine protease inhibitor 2A”) blockiert NFkB den TNF-a-induzierten lysosomalen ’Pathway’ (LIU et
al., 2003).

Genetische Kontrolle von Caspase-3 und p53:

Zur Klarung, ob die Apoptose-involvierten Proteine Caspase-3 und p53 unter den gewéhlten Ver-
suchsbedingungen, transkriptionell oder transkriptionsunabhéngig reguliert sind und welchen Einfluss
die Kélteapplikation auf die Gen-Regulation hat, wurde die mRNA Expression der beiden Apoptose-

parameter mithilfe der semiquantitativen RT-PCR iiberpriift.



DISKUSSION 153

Die Caspase-3 mRNA Expression unterschied sich in allen Versuchsgruppen der WEHI-R Zel-
len im gewéhlten Zeitfenster nur geringfiigig und nicht statistisch signifikant. Es deutete sich lediglich
die Tendenz einer geringen mRNA Induktion, sowohl unter TNF-a-Stimulierung als auch infolge der
Kélteapplikation, an. Wie fiir die WEHI-S Zellen kann auch fiir die TNF-o-resistenten WEHI-R Zel-
len unter TNF-a-Stimulierung und Kélteeinfluss primér auf eine posttranskriptionelle Regulierung der
Caspase-3 Aktivitiat auf Proteinebene geschlossen werden. Im Vergleich zu den TNF-o-sensiblen
WEHI-S Zellen wiesen die WEHI-R Zellen eine hohere mRNA Basisexpression auf, die sich auch auf
Proteinebene iiber Western-Blotting, Durchflusszytometrie und immunzytochemischer Farbung durch
eine stirker induzierte Caspase-3 Aktivierung der unstimulierten Kontrolle evaluieren lie3. Wie bei
den WEHI-S Zellen {ibertraf auch bei den WEHI-R Zellen das Ausmal} der exprimierten p53 mRNA
Level die Caspase-3 mRNA Expression. Sowohl die TNF-a-Stimulierung als auch der Kilteeinfluss
induzierten die Expression der p53 mRNA, die unter der TNF-o.-Stimulierung und warmer Inkubation
am starksten ausgeprigt war. Die Induktion der p53-Genexpression steht nicht mit der ermittelten
geringen p53-Proteinexpression in Relation. Eine Erkldrung kann die schon beschriebene JNKI1-
vermittelten Phosphorylierung und Konvertierung von p53 in ein direktes Target-Protein fiir aktivierte
Caspase-3 (WANG und FRIEDMAN, 2000) liefern. Die Autoren zeigten, dass das proteolytische p53-
’Breakdown’ mit der Caspase-3 Aktivitit korrelierte und durch einen Caspase-3-Inhibitor dosisab-
héngig zu hemmen war. So ist fiir die eigenen Versuche denkbar, dass die ermittelte starke Aktivie-
rung der Caspase-3 einer frithen p53-Protein-Akkumulierung durch proteolytischen Abbau entgegen-
wirkte. Fiir die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen kann, aufgrund der ermittelten mRNA Level, so-
wohl auf eine TNF-a-induzierte als auch eine Kélte-induzierte p5S3-Gen-Expression geschlossen wer-
den. Fiir die WEHI-S Zellen hingegen konnte nur eine nicht signifikante tendenzielle p53-Gen-
Expression unter TNF-o-Stimulierung evaluiert werden. Eine Erklarung konnte das hohere konstitu-

tive p5S3 mRNA Basisexpressionslevel der WEHI-S Zellen bieten.

6.2.2 Auswirkung von Kalte auf die Induktion von Zellstress
6.2.2.1 TNF-a-sensible WEHI-S Zellen
Oxidativer Stress (ROS-Produktion)

Um die direkte Einwirkung der Hypothermie und die Auswirkung der nachfolgenden Wiedererwér-

mung zu evaluieren, wurden die Untersuchungen zur Ermittlung verschiedener Stressparameter in der
Regel nach vier- und fiinfstiindiger Inkubation durchgefiihrt. Die Uberpriifung von ROS-vermitteltem
Stress wurde durchflusszytometrisch mithilfe des Fluoreszenzindikators DCFH-DA (Dichlorofluores-
zein-Diazetat) realisiert, der die Bildung intrazelluldrer ROS indiziert, indem das durch endogene Es-
terasen reduzierte nicht fluoreszierende Dichlorofluoreszin (DCFH) in Anwesenheit von ROS schnell

zu griinfluoreszierendem Dichlorofluoreszein (DCF) oxidiert wird.
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Die TNF-a-Stimulierung induzierte bei den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen nach vier Stunden
eine maBige ROS-Generierung; die Kélteapplikation verstirkte die ROS-Bildung unter TNF-a-Stimu-
lierung sehr geringfligig und bewirkte in der unstimulierten Versuchsgruppe sogar die stirkste Induk-
tion reaktiver Sauerstoffspezies. Die Relativierung der induzierten ROS-Bildung in den kilteapplizier-
ten Versuchsgruppen nach einer Stunde Wiedererwérmung indiziert eine Hypothermie-abhédngige In-
duktion von oxidativem Stress, die sich unter physiologischer Temperierung in Richtung des Kontroll-
niveaus adaptiert. Die ROS-Generierung unter TNF-o-Stimulierung und warmen Bedingungen hielt
sich auch nach der fiinften Inkubationsstunde auf gleichem Level und ist auf die Einwirkung des Zyto-
kins zuriickzufiihren.

Eine vermehrte ROS-Produktion nach Stress-Stimulierung ist an der Induktion und Verstarkung
von apoptotischen Prozessen beteiligt. TNF-a kann die Generierung von intrazelluldren freien Radika-
len auslosen, die eine wichtige Rolle in der TNF-a-induzierten Signal-Transduktion und NF«xB-Akti-
vierung spielen (YAMAUCHI et al., 1989; SCHRECK et al., 1991). Das Mitochondrium scheint die
Hauptquelle von TNF-a-induzierten ROS zu sein und unterliegt kritischen Verédnderungen, die eine
degradative Phase auslosen. Diese Verdnderungen beinhalten den Kollaps des inneren Transmembran-
potentials, die Storung bzw. Unterbrechung des Elektronentransports und der ATP-Produktion, zusétz-
liche ROS-Generierung, Offnung der Permeabilitits-Transition-Poren (PTP) sowie mitochondriales
Anschwellen mit Ruptur der duleren Membran und induzieren die Freisetzung von Caspasen-Aktiva-
toren ins Zytosol (GREEN und REED, 1998; REED, 1997a). Das Offnen der mitochondrialen PTP
kann beispielsweise iiber die porenformende Eigenschaften von bax erfolgen, kann aber auch durch
hypotherme Einwirkung ausgeldst werden und fiihrt zur nicht-spezifischen Passage von Ionen und
kleineren Molekiilen sowie zur Aquilibrierung der Ionen zwischen der Mitochondrien-Matrix und
Intermembran. Dies resultiert in der Zerstorung des elektrochemischen Gradienten und in der Abkopp-
lung der respiratorischen Atmungskette und bewirkt die reduzierte ATP-Generierung und den Produk-
tionsanstieg an freien Radikalen (SALAHUDEEN et al., 2003). Die Tatsache, dass die Blockierung
der TNF-a-induzierten ROS-Produktion die TNF-a-vermittelte Zytotoxizitét inhibiert und die TNF-a.-
vermittelte NFiB-Aktivierung reduziert, ldsst die Hypothese zu, dass freie Radikale als Mediatoren
des apoptotischen Prozesses agieren und nicht nur Nebenprodukt sind (ZIMMERMAN et al., 1989;
GOOSSENS et al., 1995; SCHULZE-OSTHOFF et al., 1992).

ROS sind hoch toxisch und attackieren zellulire Membrane sowie chromosomale DNA. Die
Sauerstoffradikale reagieren dabei mit Strukturen des Chromatins, zum einen mit DNA direkt, was zur
Oxidation der Nukleinbasen und zu DNA-Strangbriichen fiihrt, zum andern mit den, die DNA zu Nuk-
leosomen organisierenden Histonen, die die DNA vor oxidativen Schidden schiitzen (FREEMAN und
CRAPO, 1982; KROEMER et al., 1995). Uber die Neutralisierung von ROS in der reduzierenden
Umgebung der Mitochondrien fungiert Glutathion (GSH) als Haupt-ROS-Puffersystem der Zelle
(ZIMMERMAN et al., 1989; GOOSSENS et al., 1995). Die Mangan-Superoxid-Oxidase (MnSOD),

ein mitochondriales Matrixprotein, ist unter TNF-o-Stimulierung in vielen Zelltypen hochreguliert
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und weist den Superoxid-Anionen, die lokal im Mitochondium gebildet werden, im TNF-o-induzier-
ten Apoptose-"Pathway’ eine Rolle zu (JONES et al., 1997). Neben ROS koénnen auch andere Effekto-
ren, wie z. B. Ca®’, bax oder Ceramide, Veranderungen der mitochondrialen Integritit initiieren, die zu
Cytochrom c Freisetzung und Caspase-9 Aktivierung fiihren (HIGUCHI et al., 1997; HIGUCHI et al.,
1998; STRIDH et al., 1998).

Die starke Apoptose-Induktion der WEHI-S Zellen nach TNF-a-Stimulierung und warmer Inku-
bation in den eigenen Versuchen konnte in erster Linie auf die Beteiligung des TNF-R1-rezeptorver-
mittelten "Pathways’ und der Amplifikationschleife tiber Ausbildung des Apoptosoms zuriickgefiihrt
werden. Daneben ist eine Verstarkung durch endogenes TNF-a iiber die Vermittlung des TNF-R2
Rezeptors indiziert. Die Ergebnisse zur Untersuchung der Mitbeteiligung von oxidativem Stress wei-
sen zudem auf eine TNF-a-induzierte mitochondriale ROS-Generierung, die iiber die Freisetzung von
Cytochorm ¢ zu einer zusitzlichen Aktivierung der Caspase-9 und nachfolgend der Caspase-3 beige-
tragen haben kann. Dabei kann p53 an der Produktion der ROS beteiligt sein, da schon gezeigt wurde,
dass ein direkter Import von p53 in die Mitochondrien-Matrix die Generierung von ROS ausldsen
kann (MARSCHENKO et al., 2000). Der unmittelbare Einfluss der Kailte verstirkte die TNF-a-
induzierte ROS-Produktion geringfiigig und kann mit einer kilteinduzierten Offnung der mito-
chondrialen Permeabilitéts-Transition-Poren in Zusammenhang gesehen werden. Die Induktion der
ROS-Generierung der kélteapplizierten TNF-a-stimulierten WEHI-S Zellen schwéchte sich wahrend
der Wiedererwdrmungsphase ab und indiziert neben der TNF-a-Abhingigkeit eine Kélteabhéngigkeit
der ROS-Induktion, wahrenddessen die warminkubierten Korrespondenten das Niveau der ROS-
Produktion weiter aufrecht erhielten und auf eine rein Zytokin-abhingige ROS-Generierung schlielen
lassen. Auch die unstimulierten WEHI-S Zellen reagierten unter der hypothermen Einwirkung mit der
Induktion reaktiver Sauerstoffspezies, wobei das Ausmall der ROS-Induktion die ROS-Generierung
unter TNF-a-Stimulierung iibertraf und auf die kilteinduzierte Offnung der mitochondrialen Permea-
bilitéts-Transition-Poren zuriickgefiihrt wird. Da sich aufgrund der reduzierten PARP-1 Spaltung der
unstimulierten kélteapplizierten WEHI-S Zellen ein resultierender ATP-Mangel indizierte, kann eine
zusétzliche Beeinflussung ATP-abhéngiger Mechanismen in Betracht gezogen werden. So kann neben
der kilteinduzierten Offnung der mitochondrialen PTP auch die Beeinflussung des ATP-abhiingigen
nukledren und mitochondrialen Glutathion-(GSH)-Sequestrationssystems, das den Redoxzustand von
SH-Proteinen und die strukturelle Chromatinorganisation moduliert (VAIRETTI et al., 2001), zu der
Induktion von ROS ohne TNF-a-Stimulierung unter Kélte beigetragen haben. RAUEN et al. (1999,
2000) bzw. BARTELS-STRINGER et al. (2003) konnten nachweisen, dass Antioxidantien und Eisen-
chelatoren die kélteinduzierte Apoptose inhibieren und dass reaktive Sauerstoffspezies Schliissel-
mediatoren kélteinduzierter Apoptose darstellen. Eine weitere Ursache einer kélteinduzierten ROS-
Generierung konnte auch ein Mangel an Wachstumsfaktoren darstellen, der sich aufgrund metabo-
lischer Retardierung wihrend der Kélteapplikation eingestellt haben kann, und der nach RAFF (1992
und 1998) zur Induktion einer ROS-Synthese und Apoptose fiihren kann.
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Fiir die TNF-a-sensible WEHI-S Zelllinie wurde in den eigenen Versuchen eine TNF-a-induzierte so-
wie kilteinduzierte ROS-Generierung nachgewiesen, die mit zur Induktion und Verstiarkung der Apo-
ptose beigetragen hat. Die ausgepriagte ROS-Induktion unter Kélteapplikation ohne TNF-a-Stimulie-
rung kann vor allem fiir die Initiierung der TNF-a-unabhédngigen Apoptose mitverantwortlich sein. Da
das Ausmaf} der rein kélteinduzierten Apoptose der WEHI-S Zellen nicht sehr stark war, konnte sogar
die starke ROS-Generierung an einer Inhibierung der Caspasen-Aktivitdt partizipiert haben, da schon
gezeigt wurde, dass eine hohe ROS-Konzentration das Cystein im aktiven Zentrum der Caspasen zu

oxidieren bzw. zu blockieren vermag (HAMPTON und ORRENIUS, 1998; UDEA et al., 1998).

Extra- und Intrazellularer pH

Als weitere Stressparameter wurden die extra- und intrazellulire H -Ionenkonzentrationen (pHe, pHi)
der verschiedenen Versuchsgruppen nach 4 und 5h potentiometrisch mithilfe eines Blutgasanalysators
im Kulturiiberstand bzw. durchflusszytometrisch mit dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF iiberpriift.

Bei der Ermittlung des pHe wurden, im Gegensatz zu allen anderen Methoden, Messungen im
extrazelluldren Milieu durchgefiihrt. Dabei konnten nur geringe Unterschiede zwischen den verschie-
denen Versuchsgruppen erwartet werden, da die Mengen an lonen aus zellulirem Geschehen, im Ver-
gleich zum groBen Volumen des Uberstandes, verschwindend gering sind und demnach in entspre-
chend hoher Verdiinnung vorliegen. Uberraschend war daher die relativ groBe Anderung der H'-
Ionenkonzentration in den Kulturiiberstinden der beiden kilteapplizierten Versuchsgruppen mit einer
Verschiebung um ca. 0,5 pH-Einheiten ins saure Milieu, die jedoch schon nach einer Stunde Wieder-
erwdrmung bei 37°C keinen pH-Unterschied gegeniiber der warminkubierten Kontrolle aufwiesen.
Der pH-Abfall unter Kélteapplikation kann nicht durch die Ausschleusung saurer Metabolite verur-
sacht sein. Durch die Temperaturerniedrigung werden infolge der Herabsetzung der Enzymaktivitéten
die zelluldren Stoffwechselprozesse herunterreguliert und es fallen weniger saure Stoff-
wechselprodukte an. Zudem konnen unter der Kélte weniger Energiedquivalente generiert werden und
es steht weniger ATP zum Metabolit-Export zur Verfiigung. Die Ansduerung des Mediums muss da-
her in erster Linie in rein physikalischen Ursachen begriindet sein. Die Messung der Protonen-
konzentration {iber potentiometrische Verfahren ist abhéngig von der Temperatur. Ein neutraler pH ist
in der Kélte grofer als 7 (McCONNELL et al., 1975) und es miisste demzufolge in der Kilte ein ge-
ringfligiger temperaturabhédngiger *Shift’ ins alkalische Milieu resultieren. Zur Kontrolle des ermit-
telten sauren pH-Wertes, wurde die Protonenkonzentration daher mit Indikatorpapier {iberpriift und
bestitigt. Die ausgeprigte pH-Erniedrigung muss primér auf das Losungsvolumen von CO, im ge-
kiihlten Kulturmedium zuriickgefiihrt werden, da die Loslichkeit von Gasen in Fliissigkeit mit sinken-
der Temperatur zunimmt. Das geloste CO, reagiert als Saureanhydrid mit H,O zu Kohlensédure
(H,CO3), die im wissrigen Milieu zu Bicarbonat (HCO;") und H' dissoziiert. Die zusitzlichen Pro-
tonen erhohen die H'-Ionenkonzentration und verursachen eine Ansiuerung des Mediums. Auch die
ermittelten CO,-Partialdriicke der Kulturiiberstdnde, die nach der Kélteinkubation um einen Faktor 3,

gegeniiber den warminkubierten Ansdtzen erhoht waren, bestitigen diese These. Die Tatsache, dass
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sich die Protonenkonzentration nach der Wiedererwdrmungsphase bei Erreichung der Inkubations-
temperatur von 37°C wieder auf den Kontroll-Level dquilibrierte, unterstiitzt diese Feststellung weiter-
hin. Somit gilt fiir die kilteapplizierten Ansdtze das Faktum, dass die zelluldren Prozesse transient
durch ein extrazelluldres, physikalisch bedingtes saures Milieu beeinflusst wurden.

Die TNF-a-Stimulierung unter warmer Inkubation blieb ohne Auswirkung auf die extrazelluldre
H'-Ionenkonzentration, beeinflusste jedoch die intrazellulire H'-Ionenkonzentration in Form einer
Absenkung des pHi-Wertes. Unter physiologischen Bedingungen liegt der intrazelluldre pH nahe dem
Neutralpunkt von Wasser und ist niedriger als der leicht alkalische extrazelluldre pH. Bei idealem neu-
tralen pH werden die Metabolite, aufgrund ihrer pH-abhingigen lonisierung, in der Zelle zuriickge-
halten und kénnen nur in geringem Ausmal iiber die Zellmembran entkommen; zur Eliminierung sau-
rer Metabolite und CO,, muss daher ein beachtlicher H -Gradient, der iiber Protonenpumpen generiert
wird, vorherrschen (HAUGE und KOFSTAD, 1995). Protonenpumpen und pH-Regulierung spielen
eine wichtige Rolle in Apoptose-’Pathways’ (GOTTLIEB et al., 1996; LONG et al., 1998; KARWA-
TOWSKA-PROKOPCZUK et al., 1998). Die Ausschleusung von Protonen aus der Zelle wird im we-
sentlichen durch die kombinierte Aktion dreier Ionen-spezifischer Membrantransporter, dem Na'/H'-
Exchanger, dem Na'/HCO; -Co-Transporter und der vakuoliren Protonen-ATPase, bewerkstelligt
(LAZDUNSKI et al.,, 1985; LAGADIC-GOSSMANN et al., 1992; KARWATOWSKA-PRO-
KOPCZUK et al., 1998). Die Aktivierung bzw. Inhibierung dieser lonen-Pumpen regulieren die intra-
zelluldre H'-Ionenkonzentration. Azidose ist ein Hauptausloser von Apoptose (GOTTLIEB et al.,
1996; CZENE et al., 1997, LEMASTERS et al., 1998; THATTE et al. 2004). Die intrazelluldre An-
sduerung der TNF-o-stimulierten warminkubierten WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen kann
auf die TNF-Rezeptor-vermittelte Apoptose zuriickgefiihrt werden, die iiber H,O,-Produktion eine
intrazelluldre Ansduerung, Cytochrom c Freisetzung und Caspase-Aktivierung induzieren kann
(GOTTLIEB et al., 1996; HIRPARA et al., 2001). Die H,O,-vermittelte intrazellulire Anséuerung ist
dabei zum Teil durch die Inhibierung des Na'/H -Exchanger verursacht (HU et al., 1998a). Saure pH-
Werte fiihren zu einer Inhibierung der Leitfédhigkeit der PTP, die eine Depolarisation der Mitochon-
drienmembran bewirkt (HALESTRAP, 1999; LEMASTERS et al., 1998). Erhohte intrazellulire H'-
Konzentrationen fiihren als Ergebnis der Aktivierung des Na'/H'-Antiporters zur Akkumulierung von
Na” und in der Folge durch den Austausch von Na™ gegen Ca®" iiber den Na"/ Ca*" Exchanger zur
Ca*"-Akkumulierung (HALESTRAP, 1999). Die nachfolgende Sequestration des Uberschusses an
Ca”" durch das Mitochondrium fiihrt zur Stimulierung der PTP der mitochondrialen Membranen, die
eine Herabsetzung des mitochondrialen Transmembranpotentials und die Freisetzung von Cytochrom
¢ ins Zytoplasma bewirkt (HALESTRAP, 1999; LEMASTERS et al., 1998). Daneben kdnnen auch
pH-abhéngige Endonukleasen und durch saure Membran-Degradierung freigesetzte Sphingomyeli-
nasen zum Azidose-induzierten Zelltod beitragen (CZENE et al., 1997). Desoxyribonuklease II (DNa-
se II) ist eine Endonuklease, die schon bei leicht saurem pH aktiviert wird und bei Azidose-induzierter

Apoptose zur DNA-Fragmentierung fiihrt (BARRY und EASTMAN, 1993). Verstéirkte Azidose kann
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dariiber hinaus zur Beschleunigung der Produktion von freien Radikalen iiber H'-abhiingige Reak-
tionen fiithren (SIESJO et al., 1996).

Auch die kilteapplizierte TNF-a.-stimulierte Versuchsgruppe zeigte direkt nach der Kélteeinwir-
kung einen geringfiigigen Anstieg der intrazelluldren Protonenkonzentration, nach einer Stunde Wie-
dererwdrmung war jedoch eine deutliche Alkalisierung zu beobachten. Die kélteapplizierten unstimu-
lierten Zellen reagierten schon direkt nach der Kilteinkubation mit einem alkalischen intrazelluldren
pH-Wert, der sich nach der Wiedererwdrmungsphase weiter in Richtung Alkalisierung entwickelte.
Diese Beobachtungen fiihren zu der Annahme, dass die Kélteeinwirkung bei den WEHI-S Zellen eine
Alkalisierung des inneren Milieus ausldst, wahrend die TNF-a-Stimulierung zu einer leichten Anséue-
rung fiithrt, die der kélteinduzierten Alkalisierung entgegenwirkt. DING et al. (2000a) bzw. LAP-
TOOK et al. (1995) zeigten, dass Hypothermie vor Azidose-induziertem Zelltod schiitzt, bzw. dass
Hypothermie ischdmischen Schaden durch Verhinderung von Azidose abzuschwichen vermag. PE-
REZ-SALA et al. (1995) beschrieben sogar eine Inhibierung des Apoptose-induzierten Zelltodes durch
intrazelluldre Alkalisierung infolge der Inaktivierung pH-abhingiger Endonukleasen. Der protektive
Einfluss der Kélte auf die WEHI-S Zellen unter TNF-o-Stimulierung kdnnte daher auch auf eine Mit-
wirkung der pH-Regulierung in Richtung einer Alkalisierung des intrazelluldren Milieus zuriickge-
fiihrt werden, wihrend - nach der Theorie von DING et al. (2000a) - bei den warminkubierten WEHI-
S Zellen der Azidose-induzierte Schaden durch die zusdtzliche Generierung reaktiver Sauer-
stoffspezies verstirkt sein kann. Eine spekulative Erkldrung fiir die eingetretene Alkalisierung des
intrazelluldren Milieus der WEHI-S Zellen konnte die Aktivierung des Na'/H ' -Antiporters unter hypo-

thermer Temperatureinwirkung darstellen.

Die Stress-induzierbaren Proteine HIF-1a und iNOS

Als Indikatoren der zelluldren Stressantwort wurde die Expression der induzierbaren Proteine HIF-1a,
iNOS, HO-1 und HSP70 durchflusszytometrisch bestimmt. Die HIF-1o Expression der TNF-a-sensib-
len WEHI-S Zellen wies unter Kilteapplikation bei TNF-o-Stimulierung die grote Auspriagung auf.
Die Induktion unter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation sowie in der Kélte ohne TNF-a-
Stimulierung war geringer. Die ermittelten Unterschiede, die eine Tendenz zur kilteabhiangige HIF-
la-Induktion andeuteten, waren jedoch geringfiigig und im Gegensatz zu den Ergebnissen der WEHI-
R Zellen statistisch nicht signifikant. Der Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor HIF-1, ein
Schliisselregulator fiir die zelluldre Antwort auf Sauerstoffmangel, kann auch durch den Einfluss von
Zytokinen, Hormonen und genetischen Verdnderungen moduliert werden. Obwohl das HIF-1 Protein
unter hypoxischen Bedingungen durch Sauerstoff-abhéngige Proteolyse seiner HIF-1a-Untereinheit
reguliert ist, die unter normoxischen Bedingungen iiber den Ubiquitin-Protease-’Pathway’ degradiert
wird, haben verschiedene Autoren (HADDAD und LAND, 2001; STROKA et al., 2001; MATEO et
al., 2003) gezeigt, dass HIF-1a auch unter normoxischen Bedingungen exprimiert sein kann. ALBINA

et al. (2001) demonstrierten, dass TNF-a die HIF-1a Protein-Expression in frischen nicht hypoxischen
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Wunden zu induzieren vermag, und dass HIF-1a an der Regulierung von iNOS beteiligt ist. Daneben
beschrieben auch HADDAD und LAND (2001) eine TNF-a-abhingige HIF-1a-Regulierung unter
Einfluss eines normoxischen, ROS-sensitiven *Pathways’. Auch in verschiedenen kultivierten Zellen
wurde schon eine HIF-1a Aktivierung durch verschiedene pro-inflammatorische Zytokine, darunter
TNF-o, demonstriert (HELLWIG-BURGEL et al., 1999; THORNTON et al., 2000). Die HIF-1c. Ex-
pression der WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen war jedoch durch die Kélteeinwirkung starker
induziert als durch die TNF-a-Stimulierung und ldsst auf eine kélteabhéngige Induktion, wahrschein-
lich ausgeldst durch die Generierung von ROS, schlieBen. CHANDEL et al. (2000) sowie SANDAU
et al. (2001) wiesen die Suffizienz mitochondrialer ROS-Produktion zur Initiierung einer HIF-1ow Sta-
bilisierung, Translokation und Aktivierung nach. Wéhrend in den eigenen Versuchen die HIF-1a Ex-
pression unter Kélteeinfluss ohne TNF-a-Stimulierung auf die ermittelte starke kélteinduzierte ROS-
Generierung zuriickgefiihrt werden kann, war die ROS-Produktion der beiden TNF-a-stimulierten
Versuchsgruppen geringer ausgeprigt, so dass die HIF-1a Expression dieser beiden Versuchsgruppen
auf dem zusétzlichen Support der TNF-a-Stimulierung beruhen muss.

Neben ROS konnen auch reaktive Stickstoffspezies (RNS) als ’Signaling messengers’ in der
Regulation der HIF-Gen-Transkription involviert sein (HADDAD, 2003). Schon mehrfach wurde ge-
zeigt, dass unter normoxischen Bedingungen RNS, insbesondere Stickstoffmonoxid (NO), die Stabi-
litdt und Aktivierung von HIF-1a, wahrscheinlich iiber Nitrosylierung von Thiolgruppen, regulieren
konnen und dass die Expression der induzierbaren NO-Synthase eine HIF-1ow Akkumulierung indu-
ziert, was die Rolle von NO als intrazelluldrer Aktivator des Transkriptionsfaktors HIF-1 unterstreicht
(SANDAU et al., 2000 und 2001; PALMER et al., 2000; SEMENZA, 2001; MATEO et al., 2003).

Die TNF-a-induzierte iNOS Expression in den eigenen Versuchen kann daher den zusétzlichen
Support bei der HIF-1a. Expression der beiden TNF-a-stimulierten Versuchsgruppen geleistet haben.
Die TNF-a-induzierte iNOS Expression erfolgt iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB
(HEBA et al., 2001), die fiir die beiden TNF-a-stimulierten Versuchsgruppen der WEHI-S Zellen in-
diziert war. Die induzierbare NO-Synthase katalysiert die Generierung von NO aus L-Arginin (FEIN-
STEIN et al., 1994). NO ist ein wichtiges physiologisches Messenger- und Effektor-Molekiil in vielen
biologischen Systemen und hat zellspezifisch sowohl pro- als auch anti-apoptotische Wirkung. In Ab-
hingigkeit von der lokalen Konzentration und des umgebenden Redox-Milieus kann NO Apoptose
induzieren oder inhibieren (KOGLIN et al., 1999). So vermag NO beispielsweise direkten DNA-
Schaden zu induzieren. Der NO-vermittelte DNA-Schaden kann die Induktion des Tumor-Suppressor-
Gens p53 initileren (MESSMER et al., 1994; FORRESTER et al., 1996). p53 Akkumulierung in Ant-
wort auf NO kann zu einer Stérung der Zellzyklus-Progression fiihren und Apoptose auslésen (BRU-
NE et al., 2001). Dariiber hinaus kann NO mit ROS reagieren und zur Bildung von hochreaktiven
Nitrit-Superoxid-Radikalen fithren, die in der Lage sind, durch Nitrosylierung von Sulthydryl-
Gruppen die Proteinfunktion zu modulieren (MANNICK und SCHONHOFF, 2002). Die Kombination
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von hohen Konzentrationen an NO, Ca®’, oxidativem Stress und anderer Faktoren wie z. B. ATP-
Depletion fiihren tiber die Aktivierung der PTP und Cytochrom ¢ ’Release’ zum apoptotischen Zelltod
(HALESTRAP, 1999; LEMASTERS et al., 1998; KROEMER, 1999). Durch die Blockierung TNF-a.-
induzierter Apoptose liber die Nitrosylierung des katalytischen Zentrums der Caspase-3 (MANNICK
et al., 1999) hat NO auch einen protektiven Effekt. Zudem kann die NO-Generierung die Expression
von protektiven Proteinen wie HSP70 und HO-1 induzieren (BRUNE et al., 1998). So wiesen bei-
spielsweise AMON et al. (2003) Metaboliten des NOS- und HO-’Pathways’ die Vermittlung des ’coo-
ling’-assoziierten Schutzes gegen TNF-a-induzierten Zelltod in entziindeten Geweben zu.

NO-induzierter Stress kann die p53 Expression induzieren und indirekt die Aktivitit bzw. Stabi-
litdt von HIF-1 und p53 oder seines Inhibitors NFkB modulieren (KRONCKE, 2003). Unter physiolo-
gischen Bedingungen inhibiert NO die Cytochrom ¢ Oxidase und kann so iiber die Hemmung der mi-
tochondrialen Respiration die HIF-1 Aktivitdt beeinflussen (MURPHY, 2003). Der Einfluss von HIF-
la ist zelltypspezifisch und u. a. abhingig von der Konzentration an Wachstumsfaktoren, H'-Ionen,
Glukose und der Zelldichte. Uber Interaktion mit p53 und ROS ist HIF-1a in apoptotische Prozesse
involviert (BRUNE et al., 2001; SWINSON et al., 2004). Daneben kann aktiviertes HIF-1o beispiels-
weise liber die Inhibition von bcl-2 Apoptose induzieren (CARMELIET et al., 1998). Dariiber hinaus
initiiert HIF-la. Expression auch anti-apoptotische Prozesse, da eine HIF-la Inhibition p53-
unabhéngige Apoptose auszuldsen vermag (DAI et al., 2003).

Die iNOS Expression der WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen erfolgte in einer TNF-o-in-
duzierten Abhéngigkeit ohne Temperatureinfluss und indiziert zusétzlich zur ROS-abhédngigen Induk-
tion, eine iNOS-abhingige HIF-1a-Induktion der beiden TNF-oa-stimulierten Versuchsgruppen. Die
TNF-a-abhingige Induktion von iNOS kann iiber Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB erfolgt
sein. Unter dem Kalteeinfluss wurde iNOS nicht induziert und auch unter TNF-a-Stimulierung hatte
die Kaélteapplikation keinen Einfluss auf die iNOS Expression. Viele Autoren wiesen hingegen auf,
dass milde intraischdmische Hypothermie vor NFkB Aktivierung bzw. iNOS Expression schiitzt
(HAN et al., 2002; HASSOUN et al., 2002; SCUMPIA et al., 2002; KARABIYIKOGLU et al., 2003;
GIBBONS et al., 2003). Dies steht im Widerspruch zu den eigenen Ergebnissen, nach denen die 4°C
Kalte keinen Einfluss auf die TNF-a-induzierte iNOS Expression hatte. Dies konnte auf andere Regu-
lierungsmechanismen der 4°C Inkubation gegeniiber der milden Hypothermie hinweisen, da auch
NF«B in den eigenen Versuchen geringfiigig aktiviert war. Nachdem schon gezeigt wurde, dass eine
HIF-1a Aktivierung die Expression von iNOS induzieren kann (SEMENZA, 2002), wire denkbar,
dass die unter hypothermem Einfluss stirker induzierte HIF-1o. Expression der kélteinduzierten iNOS-

Inhibierung entgegengewirkt haben kann.

Die 'Heatshock’ Proteine HO-1 (HSP32) und HSP70

Die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen zeigten ein kélteinduziertes TNF-a-unabhingiges Expressions-

muster der beiden ‘Heatshock’ Proteine, wobei die Unterschiede im Gegensatz zu den WEHI-R Zel-
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len, sehr gering und statistisch nicht signifikant waren. Die TNF-a-Stimulierung unter warmen Bedin-
gungen hatte keinen Einfluss auf die Expression der ‘Heatshock’ Proteine.

Als Antwort auf Stress durch toxische Chemikalien, suboptimale Temperaturen und verschie-
dene andere Umgebungsstressfaktoren reagieren die meisten Zellen mit einer schnellen Expression in-
duzierbarer, evolutiondr hochkonservierter ‘Heatshock’ Proteine, die der Zelle eine Stressresistenz
verleihen (LINDQUIST und CRAIG, 1988; SCHLESINGER, 1990; JAATTELA und WISSING,
1992a). Himoxygenase (HO-1), auch bekannt als ‘Heatshock’ Protein 32 (HSP32), wird unter Stress-
bedingungen hochreguliert und schiitzt die Zelle bei Bildung von ROS vor oxidativem Stress und a-
poptotischem Zellschaden (HASSOUN et al., 2002; DORMAN et al., 2004). Die HO-1 Expression
kann durch ROS, insbesondere durch Peroxid-Verbindungen, induziert werden (CHANG et al., 2003)
und schiitzt iiber die Inhibierung der Caspase-3 Aktivierung vor TNF-a-vermitteltem apoptotischen
Zelltod (DORMAN et al., 2004). Nach JAATTELA et al. (1998) besitzt auch HSP70 eine Kontroll-
funktion und programmierter Zelltod (PCD) kann durch HSP70 inhibiert werden (NYLANDSTED et
al., 2000a,b). HSP70 fungiert als molekulares Chaperon, das mit einer Vielzahl von Proteinen inter-
agiert und durch die Erleichterung von Konformationsédnderungen, deren Funktion zu modifizieren
vermag (SCHLESINGER, 1990; HIGHTOWER, 1991). So bindet HSP70 beispielsweise verschiedene
Komponenten des mitochondrialen Apoptose-’Pathways’ (GARRIDO et al., 2001) und ist ein effekti-
ver Apoptose-Inhibitor, dessen Expressionslevel mit dem Zell-’Survival’ nach TNF-a-Behandlung
korreliert und WEHI-S Zellen vor TNF-a-vermittelter Zytotoxizitit zu schiitzen vermag (JAATTELA
et al., 1992b; JAATTELA und WISSING, 1993; JAATTELA et al., 1998). Auch VAN MOLLE et al.
(2002) beschrieben eine HSP70-abhéangige Protektion gegen TNF-a-induzierte Letalitit. HSP70 inhi-
biert spite Caspasen-abhingige Ereignisse, wie beispielsweise die Aktivierung von zytosolischer
Phospholipase A2 und Verdnderungen der nukledren Morphologie und liefert einen signifikanten
Schutz gegen Caspase-3-induzierten Zelltod (JAATTELA et al., 1998). Daneben inhibiert HSP70 die
Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol (KLEIN und BRUNE, 2002) sowie anderer destruktiver
Apoptose-involvierter Enzyme (SCHETT et al.,, 1999) und interagiert mit mitochondrialem p53
(MARCHENKO et al., 2000). Auch gegen ROS-induzierten Schaden wirkt HSP70 protektiv, denn
HSP70-Uberexpression fiihrt zur teilweisen Resistenz gegen H,O,-vermittelten oxidativen Stress
(JAATTELA und WISSING, 1993). Durch die Regulierung von GSH und ROS inhibiert HSP70 den
mitochondrialen Schaden (SREEDHAR et al., 2002). Neuere Untersuchungen zeigen hingegen, dass
TNF-a die HSP70 Stressantwort transient herunterreguliert, was zu einer erhohten Sensitivitit gegen-
iiber apoptotischem Zelltod zur Folge hat (SCHETT et al., 2003).

Die Apoptose-Protektion der WEHI-S Zellen unter TNF-a-Stimulierung und Kélteeinfluss in
den eigenen Versuchen kann auf die Mitwirkung einer kélteinduzierten ‘Heatshock’ Protein-Expres-
sion zuriickgefiihrt werden. Neben einer hyperthermen ‘Heatshock’-induzierten Apoptose-Inhibierung
(NYLANDSTED et al. 2000a,b) wurde auch schon ein Zusammenhang zwischen Hypothermie und
der ‘Heatshock’ Protein-Expression beschrieben. So berichteten NING et al. (2002) {iber eine Kélte-
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stress-induzierte HSP70-Gen-Expression. MOTOYOSHI et al. (2001) beobachteten eine verstirkte
Produktion von ‘Heatshock’ Proteinen in motorischen Neuronen nach Ischdmie/Reperfusion (I/R) in-
folge einer lokalen Hypothermie-Einwirkung. Auch QING et al. (2002) fanden eine Hypothermie-ab-
hingig erhohte Synthese des HSP70-Proteins. Wahrend AMON et al. (2003) zeigten, dass neben NOS
auch HO-1 an der Vermittlung des Hypothermie-assoziierten Schutzes vor TNF-a-induziertem Scha-
den beteiligt ist, wiesen ATTUWAYBI et al. (2003, 2004) nach, dass intraischdmische Hypothermie
die I/R-induzierte HO-1-Expression verstérkte.

Die erhohte ‘Heatshock’ Protein-Expression der kilteapplizierten TNF-o-stimulierten und unstimu-
lierten WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen kann somit auf eine Kéltestress-Induktion zuriickge-
fiihrt werden. Wéhrend die kilteinduzierte ‘Heatshock’ Protein-Expression unter TNF-a-Stimulierung
die Inhibition der TNF-a-induzierten Apoptose unterstiitzt, trigt sie bei den unstimulierten Zellen,
deren ROS-Generierung am stirksten ausgeprigt war, zur Protektion vor oxidativem Stress bei. Dabei
konnen sogar die reaktiven Sauerstoffspezies selbst die Induktion der ‘Heatshock’-Proteine ausgelost
haben (SCHOENINGER et al., 1994; GORMAN et al., 1999). Die protektive Wirkung der Kélte auf
das TNF-o-stimulierte System kann durch die HSP-Induktion als eine Pri-Konditionierung zum tran-
sienten Schutz vor der nachfolgenden TNF-a-Zytotoxizitdt unter warmen Bedingungen verstanden
werden. Bei den warminkubierten TNF-o-stimulierten WEHI-S Zellen hingegen, deren Apoptose-
’Pathway’ auf die Mitwirkung von TNF-R1/R2 rezeptorvermittelter Induktion zuriickzufiihren war,
konnte infolge der ausbleibenden Proteinexpression keine ‘Heatshock’ Protein-induzierte Apoptose-
Inhibierung stattfinden. Fiir die Aktivierung des Fas-Rezeptor-vermittelten Apoptose-’"Pathways’ wur-
de sogar schon eine Inhibierung der induzierbaren HSP70 Expression mit verstiarkter Apoptose be-
schrieben, wihrend eine induzierte HSP70 Expression eine Apoptose-Protektion bewirkte (SCHETT
et al., 1999). Auch die Protein-Akkumulation von p53 kann bei den TNF-a-stimulierten warminku-
bierten WEHI-S Zellen zu einer Hemmung der HSP70 Expression beigetragen haben, da schon ge-
zeigt wurde, dass p53 die Aktivitdt des HSP70 Promotors inhibiert.

6.2.2.2 TNF-a-resistente WEHI-R Zellen
Oxidativer Stress (ROS-Produktion)
Das Grundlevel der ROS-Generierung der unstimulierten WEHI-R Zellen bei physiologischer Tempe-

rierung war gegeniiber den korrespondierenden WEHI-S Zellen fast um die Hilfte erniedrigt. Dieser
Befund deutet auf eine verminderte mitochondriale ROS-Generierung der WEHI-R Zellen hin und
konnte in Zusammenhang mit ihrer TNF-o-Resistenz stehen, da schon gezeigt wurde, dass respira-
tionsdefiziente mitochondriale DNA-minus L929 Zellen sehr resistent sind gegen TNF-a-induzierte
Zytotoxizitit (SCHULZE-OSTHOFF et al., 1993). Die TNF-a-Stimulierung induzierte bei den TNF-
o-resistenten WEHI-R Zellen, wie auch bei den WEHI-S Zellen, nach vier Stunden eine maBige ROS-
Generierung; die Kélteapplikation verstirkte jedoch bei den WEHI-R Zellen die ROS-Bildung unter

TNF-a-Stimulierung drastisch, wohingegen sie in der unstimulierten Versuchsgruppe, im Gegensatz
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zu den WEHI-S Zellen, nur eine miBige ROS-Induktion bewirkte. Nach einer Stunde Wiedererwér-
mung schwichte sich die Hypothermie-abhingige ROS-Induktion in Richtung des Kontrollniveaus ab,
wihrenddessen sich die ROS-Generierung unter TNF-a-Stimulierung und warmen Bedingungen auch
nach der fiinften Inkubationsstunde auf gleichem Level hielt und, wie schon bei den TNF-a.-sensiblen
WEHI-S Zellen, auf die Einwirkung des Zytokins zuriickzufiihren ist.

Die Beteiligung von ROS bei der Induktion und Verstirkung von apoptotischen Prozessen lie-
fert fiir die kélteapplizierten TNF-a-stimulierten WEHI-R Zellen eine hinreichende Erklirung fiir die
schnelle starke Apoptose-Induktion. Neben einer TNF-a-induzierten mitochondrialen ROS-Generie-
rung kann durch die Kilteeinwirkung selbst das Offnen der mitochondrialen PTP ausgeldst werden,
was in einer Zerstorung des elektrochemischen Gradienten und einem Produktionsanstieg an freien
Radikalen resultiert (SALAHUDEEN et al., 2003). Die méfige ROS-Generierung in der TNF-a-
stimulierten warmen Versuchsgruppe der WEHI-R Zellen steht im Einklang mit ihrer maBigen Apop-
tose-Induktion. Die starke Ausprdgung der evaluierten morphologischen Apoptose-Merkmale und
Caspase-3 Aktivierung der unstimulierten WEHI-R Zellen kann jedoch nicht auf das Ausmaf der kél-
teinduzierten ROS-Generierung zuriickgefiihrt werden und indiziert die Einwirkung zuséitzlicher Ef-
fektoren. So konnen beispielsweise Ceramide, deren Mitbeteiligung an der Apoptose-Induktion der
WEHI-R Zellen in Betracht gezogen werden mussten, Verdnderungen der mitochondrialen Integritat
initiieren, die zur Cytochrom c Freisetzung und nachfolgenden Aktivierung der Caspasen-Kaskade
fiihren (HIGUCHI et al., 1997; 1998). Daneben kann auch eine Modulation der intrazelluliren H'-

Ionenkonzentration zur Induktion von Apoptose beitragen.

Extra- und Intrazellularer pH

Wie bei den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen, wurde auch im Kulturiiberstand der beiden kilteappli-
zierten Versuchsgruppen der WEHI-R Zellen ein Anstieg der extrazelluldren H -Ionenkonzentration
mit einem ’Shift’ um ca. 0,5 pH-Einheiten ins saure Milieu gegeniiber der unstimulierten warmen
Kontrolle evaluiert, der sich nach einer Stunde Wiedererwirmung bei 37°C an die H'-Ionenkonzentra-
tion der Kontrolle anglich und die zuvor getroffene These der rein physikalischen, temperaturabhén-
gigen Loslichkeit von CO, als Ursache der Anséuerung des extrazelluldren Milieus unterstiitzt. Wah-
rend bei den WEHI-R Zellen die TNF-a-Stimulierung unter warmer Inkubation ohne Auswirkung auf
die extra- und intrazellulire H -Ionenkonzentration blieb, bewirkte der Kilteeinfluss, auch ohne TNF-
o-Stimulierung, ganz im Gegensatz zu den WEHI-S Zellen eine Ansduerung des intrazelluldren Mi-
lieus. Azidose ist ein Hauptausloser von Apoptose und eine direkte Korrelation zwischen einem nied-
rigen pH-Wert und der Induktion von Apoptose wurde schon mehrfach gezeigt (GOTTLIEB et al.,
1996; CZENE et al., 1997, LEMASTERS et al., 1998; THATTE et al., 2004). Die schnelle und starke
Induktion der morphologischen Apoptose-Merkmale der kilteapplizierten WEHI-R Zellen, die direkt
nach der einstiindigen Wiedererwarmungsphase am stirksten ausgeprédgt und vor allem durch die ver-

stirkte Induktion des Kernfragmentierungsstadiums charakterisiert waren, kann in Zusammenhang mit
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der kélteinduzierten intrazelluldren Protonenkonzentration gesehen werden und indiziert eine Aktivie-
rung von pH-abhéngigen Endonukleasen. Daneben kann auch eine saure Membran-Degradierung iiber
Freisetzung von Sphingomyelinasen den apoptotischen Ceramid/Cathepsin-"Pathway’ induziert haben
oder aber der Ceramid/Cathepsin-’Pathway’ kann iiber die Degradierung saurer Vesikel an der Initiie-
rung der intrazelluldren Azidose partizipiert haben. Der saure intrazelluldre pH-Wert kann auch {iber
die Beeinflussung des Elektrolythaushaltes zur Apoptose-Induktion beigetragen haben. Erhohte intra-
zelluldre H'-Konzentrationen fiihren als Ergebnis der Aktivierung des Na'/H -Antiporters zur Akku-
mulierung von intrazellulirem Na' und durch den Austausch von Na* gegen Ca’" iiber den Na'/Ca’-
Exchanger zur anschlieBenden Ca*’-Akkumulierung (HALESTRAP, 1999). Die nachfolgende Se-
questration des Uberschusses an Ca*" durch das Mitochondrium fiihrt zur Stimulierung der PTP der
mitochondrialen Membranen, die eine Herabsetzung des Transmembranpotentials und die Freisetzung
von Cytochrom c ins Zytoplasma mit nachfolgender Aktivierung der Caspasen-Kaskade bewirkt
(LEMASTERS et al., 1998; HALESTRAP, 1999). Eine Mitochondrien-induzierte Ansduerung des
Zytosols kann ein wichtiger und frither Ausloser zur Regulierung der Caspasen-Aktivierung sein
(MATSUYAMA et al., 2000). Mitochondrien-abhéngige Apoptosestimuli kdnnen eine schnelle mito-
chondriale Alkalisierung und zytosolische Anséuerung mit nachfolgender Cytochrom c Freisetzung
auslosen. Die zytosolische Anséduerung kann dabei zur Modulierung der Caspasen-Aktivitét fithren. So
wurde gezeigt, dass die Aktivierung zytosolischer Caspasen durch Cytochrom ¢ bei neutralem pH
minimal ist, wihrend sie sich bei saurem pH maximal auswirkt (MATSUYAMA et al., 2000).

Die erzielten Ergebnisse der eigenen Versuche indizieren fiir die WEHI-R Zellen eine kélteindu-
zierte Apoptose, die ganz im Gegensatz zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S, zu einem groflen Anteil auf
eine intrazellulire Ansduerung zuriickzufiihren und vor allem durch die induzierte Kernfragmen-
tierung und Caspase-3 Aktivierung zu belegen ist. Daneben ist eine zusétzliche Verstirkung des Azi-
dose-induzierten Schadens durch die Generierung reaktiver Sauerstoffspezies indiziert.

Trotz vergleichbarer prozentualer Induktion der ROS-Generierung der warminkubierten TNF-a-
stimulierten WEHI-R und WEHI-S Zellen gegeniiber den korrespondierenden unstimulierten Kontrol-
len, 16sten die ROS bei den WEHI-R Zellen, im Gegensatz zu den WEHI-S Zellen, keine intrazellulire
Ansduerung aus. Die intrazelluldre Ansduerung der TNF-a-stimulierten warminkubierten WEHI-S
Zellen wurde auf eine TNF-Rezeptor-vermittelte, TNF-a-abhingige Generierung von ROS zuriick-
gefiihrt. Da in der korrespondierenden Versuchsgruppe der WEHI-R Zellen nicht auf eine TNF-
Rezeptor-vermittelte Apoptose geschlossen werden kann, ist die ROS-Generierung wahrscheinlich

TNF-o-unabhéingig und muss nicht zwingend mit einer Ansiduerung einhergehen.

Die Stress-induzierbaren Proteine HIF-1a und iNOS

Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen in Analogie zur ‘Heatshock® Protein-Induktion ein
kalteinduziertes HIF-1a und iNOS-Expressionsmuster auf, wobei selbst die sehr geringe iNOS-Induk-

tion durch statistisch signifikante Unterschiede zu den warminkubierten Korrespondenten gekenn-
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zeichnet war. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der ‘Heatshock’ Protein-Expression war auch fiir
diese beiden induzierbaren Proteine ein geringeres Grundlevel, im Vergleich zu den WEHI-S Zellen,
zu verzeichnen. TNF-a ist in der Lage, die HIF-1a Protein-Expression unter normoxischen Bedingun-
gen zu induzieren (HELLWIG-BURGEL et al., 1999; THORNTON et al., 2000; ALBINA et al.,
2001; HADDAD und LAND, 2001). Wie schon fiir die WEHI-S Zellen, wurde auch fiir die WEHI-R
Zellen eine wesentlich geringere Expression des Transkriptionsfaktors unter TNF-o-Stimulierung und
warmer Inkubation evaluiert, wihrend die Kélteinkubation TNF-a-unabhingig eine starke HIF-1a-
Induktion bewirkte. Die kalteabhéngige Induktion kann unter TNF-o-Stimulierung vorrangig auf die
starke ROS-Generierung zuriickgefiihrt werden. Die stirker induzierte HIF-1a Expression der kélteap-
plizierten unstimulierten WEHI-R Zellen gegeniiber der TNF-a-Stimulierung und warmen Bedingun-
gen, bei vergleichbarer ROS-Produktion, indiziert die Mitwirkung zusitzlicher Effektoren an der HIF-
la Induktion unter Kélte. Aufgrund der geringen, aber dennoch statistisch signifikanten Expression
der induzierbaren NO-Synthase unter hypothermen Bedingungen, kann auf eine begrenzte Mitwirkung
von iNOS bzw. NO bei der Induktion, Stabilitdt und Aktivierung von HIF-1ow geschlossen werden.

Auch die erhdhte intrazelluldre H'-lonenkonzentration kénnte dabei eine Rolle spielen.

Die ‘Heatshock’ Proteine HO-1 (HSP32) und HSP70
Wie die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen, zeigten auch die WEHI-R Zellen ein kélteinduziertes TNF-

a-unabhéngiges Expressionsmuster beider ‘Heatshock’ Proteine, wobei jedoch die Induktion in den
WEHI-R Zellen gegeniiber den warminkubierten Korrespondenten von stirkerem Ausmal} und signifi-
kant unterschiedlich war. Sowohl fiir HO-1 als auch fiir HSP70 fiel die verhéltnismaBig hohe Expres-
sion der unstimulierten kéltebehandelten WEHI-R Zellen auf. Die TNF-a.-Stimulierung unter warmen
Bedingungen hatte bei den WEHI-R Zellen keinen Einfluss auf die Expression der ‘Heatshock’ Prote-
ine. Wie bei den WEHI-S Zellen kann die erhdhte ‘Heatshock’ Protein-Expression der kélte-
applizierten TNF-a-stimulierten und unstimulierten WEHI-R vorrangig auf eine Kéltestress-Induktion
zuriickgefiihrt werden. Daneben kann auch die kélteinduzierte iNOS Expression iiber die Generierung
von NO zur Induktion von HSP70 beigetragen haben (KIM et al., 1997).

Auch bei den kilteapplizierten WEHI-R Zellen kann von einer protektiven Wirkung der expri-
mierten ‘Heatshock’ Proteine auf die induzierte Apoptose ausgegangen werden, die nach der ersten
Stunde der Wiedererwdrmung ihre grofite Ausprigung aufwies. Obwohl der zeitliche Verlauf der
‘Heatshock’ Proteine nicht untersucht wurde, indiziert die erhohte Expression zu diesem Zeitpunkt
eine Einflussnahme auf den weiteren Verlauf des apoptotischen Prozesses. Wéhrend sich die Reduk-
tion der morphologischen Apoptose-Merkmale unter Hypothermie ohne TNF-o-Stimulierung nach 6
Stunden der Wiedererwarmungsphase auf 66% belief und mit einer starkeren Induktion beider ‘Heats-
hock’ Proteine einhergeht, war unter TNF-a-Stimulierung lediglich eine Verminderung der morpholo-
gischen Apoptose-Merkmale um 17% zu verzeichnen, die auf die niedrigere ‘Heatshock’ Protein-

Expression und die Einwirkung des Zytokins zuriickgefiihrt werden muss. Da die p53 mRNA Expres-
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sion unter TNF-a-Stimulierung und Kélteapplikation am stirksten induziert war, ist auch eine p53-
abhingige HSP70-Inhibierung denkbar.

Neben der verminderten endogenen ROS-Produktion gegeniiber den WEHI-S Zellen, wiesen die
TNF-oa-resistenten WEHI-R Zellen auch ein 20 bis 30% geringeres Grundlevel der beiden ‘Heat-
shock’ Proteine auf, das sich jedoch gegeniiber den WEHI-S Zellen um einen Faktor 2-3 stirker indu-
zieren lieB. Nach JAATTELA et al. (1998) korreliert die HSP70 Expression mit dem tumor-
induzierenden Potential, indem sie durch die Inhibition von Apoptose die Tumorgenese zu verstirken
vermag. Daraus wire zu folgern, dass die nativen WEHI-R Zellen gegeniiber den WEHI-S Zellen ein
niedrigeres Tumorpotential besitzen. Das geringere endogene Grundlevel an ‘Heatshock’ Proteinen
kann daneben auch eine Rolle fiir die eingeschrénkte Temperaturtoleranz der WEHI-R Zellen spielen.
WISSING und JAATTELA (1996) demonstrierten, dass eine verminderte HSP70 Expression eine
erhohte Temperatursensibilitét zur Folge hat und dass die HSP70 Expression mit der Entwicklung von
Thermotoleranz korreliert. So kann die starke Apoptose-Induktion der WEHI-R Zellen nach der Kélte-
applikation mit der niedrigen Grundexpression der ‘Heatshock’ Proteine in Zusammenhang stehen, die

jedoch nach ihrer Induktion inhibierend auf den Apoptose-Verlauf eingewirkt haben.

6.2.3 Auswirkung von Kalte auf die Proliferation

6.2.3.1 TNF-a-sensible WEHI-S Zellen

Der Proliferationsstatus kann durch die Analyse der DNA-Synthese, der Verteilung der Zellzyklus-
phasen und durch die Expression von Proliferationsmarkern wie z. B. Cycline, PCNA und Ki67 be-
schrieben werden. Daneben sind auch indirekte Methoden, wie z. B. die Erfassung der metabolischen

Aktivitat anerkannt.

Die metabolische Aktivitat (WST-1)
Mithilfe des WST-1-Tests wurde die Zellproliferation indirekt iiber die Anzahl metabolisch aktiver

Zellen bestimmt. Sowohl die TNF-o-Stimulierung als auch die Kélteapplikation reduzierten die meta-
bolische Aktivitdt der WEHI-S Zellen bis zu 4 Stunden nach Versuchsende. Die Kélte erniedrigte die
Stoffwechselaktivitit erwartungsgemall aufgrund herabgesetzter temperaturabhingiger Reaktionsge-
schwindigkeiten und Enzymaktivititen, und retardierte die metabolische Aktivitdtsrate jedoch auch
weiterhin wihrend der fiinfstiindigen Wiedererwdrmungsphase. Die TNF-a-Einwirkung verstérkte die
hypotherme Stoffwechsel-Inhibition und verursachte im zeitlichen Verlauf die geringste Zuwachsrate
an metabolischer Aktivitit. Auch unter warmer Inkubation 16ste die TNF-a-Stimulierung der WEHI-S
Zellen eine metabolische Retardierung aus.

TNF-a kann sowohl eine proliferative als auch eine anti-proliferative Anwort induzieren, die
von der Zytokinkonzentration und von der Sensitividt der Zellen abhéngig ist. So zeigten LEWIS et al.
(1987), dass TNF-a dosisabhingig auf die Modulation des Zellwachstums TNF-o-sensibler Zellen

wirkt und dass hohere Konzentrationen (>50U/ml) die Proliferation inhibieren, wéhrend niedrige Kon-
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zentrationen (<10U/ml) das Zellwachstum zu stimulieren vermdgen. Die in den eigenen Versuchen
eingesetzte TNF-a-Konzentration von 200U/ml wirkte sich auf die Proliferation der TNF-a.-sensiblen

WEHI-S Zellen inhibierend aus.

Die DNA-Synthese (BrdU)

Zur direkten Ermittlung proliferierender S-Phase-Zellen, wurde das Basenanalogon BrdU in Kompeti-

tion mit Thymidin wéhrend der DNA-Synthese-Phase in die neusynthetisierte DNA eingebaut. Wih-
rend die Mitoserate (= BrdU-Einbau nach 30min) unter Kélteapplikation unabhingig von der TNF-a.-
Stimulierung unbeeinflusst blieb, wirkte sich die TNF-a-Stimulierung unter warmer Inkubation inhi-
bierend auf die Mitoserate der WEHI-S Zellen aus. Nach der vierstiindigen BrdU-Inkorporationsphase
war die proliferative Zuwachsrate unter TNF-a-Stimulierung vergleichbar mit der der beiden hypo-
therm inkubierten Versuchsgruppen auf ca. die Hilfte der Kontrollzuwachsrate reduziert. Die indi-
zierte Proliferationshemmung steht in Einklang mit den erzielten Ergebnissen der metabolischen Akti-
vitit und ist auf die anti-proliferative Wirkung der gewéhlten TNF-a-Konzentration bzw. den inhibie-
renden Einfluss der Kélteapplikation zuriickzufiihren. Zusétzlich zu der divergenten dosisabhidngigen
Modulation des Zellwachstums zeigten LEWIS et al. (1987), dass der TNF-a-vermittelte Wachstums-
einfluss unabhingig von der zytotoxischen Antwort sein kann und nicht mit der Anzahl der TNF-a-
Bindungsstellen in Relation stehen muss. Auch SUGARMAN et al. (1985 und 1987) bestdtigten, dass
die proliferative Antwort auf TNF-a zelltypspezifisch ist und fanden beispielsweise, dass TNF-a bei
WEHI-164 Zellen eine anti-proliferative Antwort induzierte. Die TNF-a-induzierte Proliferations-
antwort erfolgte auch hier nicht in Abhéngigkeit der Anzahl der TNF-a-Rezeptoren oder deren TNF-
o-Affinitit. Auch in den eigenen Versuchen stand die Expression der induzierten TNF-Rezeptoren der
WEHI-S Zellen nicht mit der ausgeldsten Proliferationsantwort in Relation.

Wihrend der Kilteapplikation sollte die DNA-Synthese bzw. der BrdU-Einbau erniedrigt sein
und wihrend der Wiedererwidrmungsphase eine ansteigende Tendenz aufweisen (LEE et al., 2002).
Diese Beobachtungen konnten bei den WEHI-S Zellen nicht nachvollzogen werden, da der BrdU-
Einbau nicht direkt wéhrend oder unmittelbar nach der Kaélteapplikation erfolgte, sondern sich erst
nach einer Stunde Wiedererwdrmung anschloss. Nach einer 30-miniitigen BrdU-Inkorporation zeigten
die beiden kéltebehandelten Versuchsgruppen keinen Unterschied zur unstimulierten Kontrollgruppe,
wohingegen im zeitlichen Verlauf ein retardierter BrdU-Einbau infolge der Kélteapplikation zu ver-
zeichnen war. Eine Erkldrung konnte sein, dass BrdU nicht nur wéhrend der DNA-Replikation inkor-
poriert, sondern auch wihrend des DNA-’Repairs’ eingebaut wird und somit eine erhdhte Reparatur-
aktivitit geschidigter Zellen reflektieren kann (DOLBEARE, 1996). Der BrdU-Einbau der kéltea-
pplizierten WEHI-S Zellen nach 30-miniitiger Inkorporation kann daher aus einer Uberlagerung von
replikativen und reparativen Prozessen resultieren, auf die schon aufgrund der p53 Expression ge-
schlossen wurde. Zudem ist auch ein zusitzlicher BrdU-Einbau in apoptotisch geschédigte DNA

denkbar, da PANDEY und WANG (1995) zeigten, dass sich auch geschéddigte Zellen mit DNA-Frag-
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mentierung BrdU-positiv darstellen konnen. Die Retardierung des BrdU-Einbaus im zeitlichen Verlauf
der beiden kélteapplizierten Versuchsgruppen, als auch der TNF-a-stimulierten warminkubierten Zel-
len indiziert daher, neben einer echten Proliferationsinhibition durch die Einwirkung des TNF-a-
vermittelten sowie Kilte-induzierten apoptotischen Prozesses, einen Uberlagerungseffekt mit den ge-

nannten Mechanismen.

Die proliferationsassoziierten Molekile PCNA und Ki67

Als weitere Parameter der Proliferation wurde die Expression der Zellzyklus-abhingigen Proteine
PCNA und Ki67 durchflusszytometrisch untersucht. PCNA (’proliferating cell nuclear antigen’) ist ein
36 kD schweres nukleéres Protein und wird als Co-Faktor der DNA-Polymerase-d wihrend der DNA-
Synthese und DNA-Reparatur exprimiert (ALISON, 1995). Obwohl PCNA wéhrend der Synthese-
Phase hochreguliert wird, ist das Protein aufgrund der langen Halbwertzeit bis iiber die M-Phase hin-
aus stabil und tritt wéhrend des gesamten Zellzyklus in Erscheinung. Die hochste Konzentration findet
sich jedoch in der S-Phase. Die genaue Funktion von PCNA wihrend der Zellzyklusprogression ist
unklar (YU et al., 1992). Das nukleére Protein Ki67 wird wahrend des gesamten Zellzyklus, nicht aber
in ruhenden G0-Zellen exprimiert (GERDES et al., 1984; MacCALLUM und HALL, 2000b).

Die PCNA Expression der WEHI-S Zellen unterschied sich in den vier Versuchsgruppen nur
unmalgeblich; lediglich unter Kélteapplikation war eine tendenziell erniedrigte Expression gegeniiber
den warminkubierten Korrespondenten auszumachen, die auf eine verminderte kilteinduzierte Transi-
tion in die Synthese-Phase hindeutet. Die Ki67 Expression der beiden kilteapplizierten Versuchsgrup-
pen hingegen wies eine signifikant erniedrigte Auspragung gegeniiber den warminkubierten Korres-
pondenten auf. Zudem induzierte TNF-a die Ki67 Expression unter physiologischer Temperierung.
Die Ki67 Expression unter TNF-a-Stimulierung und Kélteapplikation kann somit als Ergebnis der
Induktion durch TNF-o und der Inhibition durch die Kélte verstanden werden. Da Ki67 nicht in ru-
henden G0-Zellen exprimiert wird, konnte die verminderte Expression unter hypothermer Applikation
auf einen vermehrten Anteil von GO Zellen unter Kélteeinfluss hinweisen. Daneben kann auch ein
kélteinduzierter Nahrstoffmangel die verminderte Ki67 Expression bewirkt haben, da VERHEIJEN et
al. (1989) einen Verlust von Ki67 nach Entzug von Nahrstoffen in Zellkultur demonstrierten, obwohl
sich die untersuchten Zellen nachweislich in der S-, G2- bzw. M-Phase befanden.

Vieles deutet auf eine Verbindung zwischen proliferativen und apoptotischen Signaltransduk-
tions-’Pathways’ und weiterhin auf eine Beteiligung von Ki67 an diesen Geschehen hin (COATES et
al., 1996; MacCALLUM und HALL, 2000b; BAISCH, 2001; 2002). Das nukledre Phosphoprotein
Ki67 wird weitverbreitet in der Tumordiagnostik als Marker fiir Zellproliferation eingesetzt, aber iiber
seine Funktion und biochemischen Eigenschaften ist noch immer wenig bekannt (SCHOLZEN und
GERDES, 2000). MacCALLUM und HALL (2000b) zeigten, dass Ki67 hohergeordnete Komplexe
bildet, DNA-Bindungsaktivitit aufweist, vornehmlich an AT-reiche DNA-Regionen bindet und so die

Chromatin-Struktur beeinflussen kann. Aufgrund seiner molekularen GroBle (395kD) werden Ki67
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auch architektonische oder strukturelle Funktionen zugeordnet (MacCALLUM und HALL, 2000a).
Daneben sind Interaktionen mit RNA und zelluldren Proteinen, wie z. B. Elementen des proteo-
lytischen Ubiquitin-’Pathways’ bekannt und es wird vermutet, dass Ki67 an der Ribosomen-Biogenese
wihrend der Zellteilung beteiligt ist (MacCALLUM und HALL, 2000a). BAISCH (2002) demon-
strierte, dass TNF-a-induzierte Apoptose das Level des Proliferationsmarkers Ki67 in abgelosten a-
poptotischen Zellen gegeniiber vitalen adhédrenten Kontrollzellen erhoht und dass eine strenge Korre-
lation zwischen der Ki67 Expression und dem Ausmal der induzierten Apoptose besteht. TNF-a. in-
duziert Zell‘detachment’ und die abgelosten Zellen in Monolayer-Kulturen sind im Allgemeinen ster-
bende bzw. tote oder aber auch mitotische Zellen. Ein groBer Anteil der abgeldsten Zellen weisen nach
BAISCH (2002) eine Depolarisierung der Mitochondrienmembran und ein PARP-’cleavage’ durch
Caspase-3 und/oder Caspase-7 auf. Auch HOSHI et al. (1998) zeigten in einer immunhistochemischen
Studie, dass Caspase-3 positive Zellen in der Regel auch Ki67 positiv waren. Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen von BAISCH (2002) und HOSHI et al. (1998) wurde auch in den eigenen Versuchen
in der TNF-a-stimulierten warminkubierten Versuchsgruppe der WEHI-S Zellen die hochste Anzahl
apoptotischer Zellen und die hochste Ki67 Expression aufgefunden. Dabei konnte die erhohte Ki67
Expression selbst zur Apoptose-Induktion mitbeigetragen haben, da schon gezeigt wurde, dass Ki67-
Uberexpression zu Chromatinschidigung und Apoptose fithren kann (MacCALLUM und HALL,
2000b). Eine weitere Ubereinstimmung zu den Ergebnissen von BAISCH (2002) ergibt sich aus der
Tatsache, dass trotz der erhohten TNF-a-induzierten Ki67 Expression die Proliferation inhibierend
beeinflusst wurde (s. WST-1-Proliferationstest und BrdU-Einbau). Die Ergebnisse von BAISCH
(2001), nach denen TNF-o iiber den verringerten BrdU-Einbau den Transit durch alle Zell-
zyklusphasen verlangsamt und gleichzeitig einen Anstieg der Ki67 Expression und der Anzahl apopto-
tischer Zellen induziert, konnte in den eigenen Versuchen mit der TNF-a-sensiblen WEHI-S Zelllinie

bestitigt werden.

Der Zellzyklus

Der Kilteeinfluss induzierte bei den WEHI-S Zellen TNF-o-unabhéngig einen Zellzyklus-Arrest in
der G2/M-Phase und einen erhohten Anteil an polyploiden Zellen (8n). Der beobachtete G2/M-Arrest
kann tiber den erfolgten DNA-Schaden durch p53 initiiert, oder durch die Kélte selbst ausgeldst sein.
DNA-"Damage’ induziert verschiedene zelluldre Antworten zur Beseitigung des Schadens und Wie-
derherstellung der Kontinuitdt der DNA-Duplex. Dazu gehoren die Aktivierung von DNA-"Damage
Checkpoints’ zur Arretierung der Zellzyklusprogression und Initiierung von Reparaturmechanismen,
die transkriptionelle Antwort zur Unterstiitzung des Zell-’Survivals’ oder die Induktion von Apoptose
zur Eliminierung zu stark geschidigter Zellen. Bei niedrigem bzw. reparablem DNA-Schaden vermit-
telt p53 eine Verzdgerung oder eine Arretierung des Zellzyklus an verschiedenen *Checkpoints’, die
fiir die DNA-Replikation (G1/S), pramitotische Chromosomenkondensation (G2) und Chromosomen-
trennung (Spindel-’Checkpoint’) vorrangig sind (MORGAN und KASTAN, 1997; SCHWARTZ und
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ROTTER, 1998). Die ’Checkpoints’ erlauben DNA-’Damage’-Sensorproteinen den Schaden zu detek-
tieren und entsprechende Signaltransduktionskaskaden zu initiieren. Die Signal-"transducer’ aktivieren
p53 und inaktivieren im Gegenzug Cyclin-abhéngige Kinasen, um die Zellzyklus-Progression zu inhi-
bieren (SANCAR et al., 2004). Wenn geschidigte Zellen in der G1 oder S-Phase nicht oder nur insuf-
fizient repariert und auch nicht durch Apoptose eliminiert wurden, wird in der G2-Phase die Entschei-
dung iiber Leben oder Tod getroffen. Zellen mit exzessiven Chromosomenladsionen konnen den G2/M-
’Checkpoint’ nicht passieren und starten aus dem G2-Arrest Endozyklen oder werden durch Detektion
iiber den Spindel-’Checkpoint’ dem mitotischen Tod zugefiihrt. Der mitotische Zelltod, auch als mito-
tische Katastrophe bezeichnet, manifestiert sich in einem Mitose-Abbruch durch Apoptose aus der
Metaphase und ist mit der Aktivierung von Caspase-3 assoziiert (ERENPREISA und CRAGG, 2001;
CASTEDO et al., 2004a,b). Auch ein Mangel an Wachstumsfaktoren, der sich in den eigenen Versu-
chen u. U. wihrend der Wiedererwérmungsphase einstellte, kann in verschiedenen Zelltypen in vitro
und in vivo eine abortive Zellzyklusprogression und Apoptose verursachen (COLOMBEL et al., 1992;
BATISTATOU und GREENE, 1993). Die endozyklischen Zellen hingegen haben eine weitere Mog-
lichkeit, die geschiddigte DNA zu reparieren (ERENPREISA und CRAGG, 2001). Durch die induzier-
ten Endozyklen kdnnen vermehrt polyploide Zellen entstehen, die auch in den eigenen Versuchen der
kélteapplizierten WEHI-S Zellen beobachtet wurden und ein wieteres Indiz der Initiierung von Repa-
raturmechanismen unter Kélteeinfluss liefern. Die kilteinduzierte Polyploidie (8n-Population) der
WEHI-S Zellen spricht fiir den Verlust eines oder mehrer Zellzyklus-’Checkpoints’. Vor allem ver-
antwortlich fiir das Auftreten solcher hyperploiden Formationen sind Stérungen am Spindel-
"Checkpoint’. Zellen, die einem transienten G2/M-Arrest unterliegen, konnen nach Austreten aus dem
mitotischen Arrest nach erfolgter Mitose und ausbleibender Zytokinese die Ausbildung hyperploider
Stadien aufweisen.

Der beobachtete G2/M-Arrest der WEHI-S Zellen nach Kailteapplikation konnte, wie schon er-
wéhnt, aufgrund der schon urspriinglich niedrigeren p53 Expression in den beiden kélteapplizierten
WEHI-S Versuchsgruppen, liber transkriptionelle Aktivitidt zum Zellzyklusarrest iiber den G2-’Check-
point’ gefiihrt haben, um nach erfolgtem DNA-Schaden, der durch die ermittelte DNA-Fragmentie-
rung indiziert ist, Gelegenheit zur Reparatur zu geben. Der beobachtete Arrest in der G2/M-Phase
kann aber auch, unabhingig von p53, allein auf die Temperatureinwirkung zuriickzufiihren sein. So
wurde schon gezeigt, dass sowohl *Heatshock’ (GERULLIS et al., 2003; KOMATA et al., 2004) als
auch Kilte-Expositionen einen G2/M-Zellzyklusarrest induzieren kann. Nach RIEDER und COLE
(2002) ist die Zellzyklusprogression temperatursensibel und schon eine kurze Exposition von einer
Stunde bei 4-10°C kann eine Synchronisierung in die G2/M-Phase auslosen. So kann der protektive
Effekt der Kélte gegen TNF-a-induzierte Apoptose bei den WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen
auf die Mitwirkung des kilteinduzierten G2/M-Arrest zuriickgefiihrt werden. Auch MATIJASEVIC
(2002) beschrieb einen protektiven Effekt gegeniiber zytotoxischen Substanzen durch einen kélteindu-

zierten Zellzyklusarrest. Umgekehrt kann aber auch die kilteinduzierte Apoptose der unstimulierten
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WEHI-S Zellen mit dem ausgeldsten G2/M-Arrest in Zusammenhang stehen, da REN et al. (2003)
eine geringe Cytochrom ¢ Freisetzung in wachstumsarretierten Zellen, nicht aber in proliferierenden
Zellen evaluierten. Somit wire denkbar, dass der kilteinduzierte G2/M-Arrest der unstimulierten
WEHI-S Zellen in den eigenen Versuchen iiber eine zellzyklusabhéngige mitochondriale Cytochrom c
Freisetzung die kilteinduzierten Apoptose unterstiitzte. Auch die eruierte Hemmung der Proliferation
iiber die metabolische Aktivitdt und den BrdU-Einbau der kélteapplizierten WEHI-S Zellen iiber einen
Zeitraum von fiinf Stunden nach erfolgter Kiihlung findet in dem induzierten G2/M-Arrest eine Erkla-
rung. Dariiber hinaus kann auch die iiber die PCNA Expression verminderte kilteinduzierte Transition
in die Synthese-Phase in Zusammenhang mit der induzierten G2/M-Arretierung stehen.

Abweichend zu den Ergebnissen des BrdU-Einbaus lieferte die Zellzyklus-Analyse geringere
Anteile an proliferierenden S-Phase-Zellen, was sich am anschaulichsten durch eine Verfalschung der
Ergebnisse des BrdU-Einbaus durch Inkorporation des Basenanalogons nicht nur wihrend der DNA-
Replikation, sondern zusétzlich auch wéihrend der DNA-Reparatur sowie apoptotischen Prozessen
erkliren lisst. Ubereinstimmend wurde jedoch fiir die unstimulierten warminkubierten WEHI-S Kon-
trollzellen iiber den BrdU-Einbau als auch tiber die Zellzyklus-Analyse der grofite Anteil an S-Phase
Zellen im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen evaluiert. Nach SHIH und STUTMAN (1996)
kann TNF-a die DNA-Synthese in WEHI 164/2F Zellen schon nach einer Stunde Einwirkdauer, pro-
portional zum Ausmal der induzierten Apoptose, inhibieren. Die Ergebnisse der eigenen Versuche
bestitigen diesen Befund und indizieren zudem, dass auch die Kélteapplikation eine Inhibition der
DNA-Synthese bewirkt hat, die sich tiber die PCNA Expression als verminderte kdlteinduzierte Tran-
sition in die Synthese-Phase andeutete.

Unter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation unterlagen G0/G1- und S-phasische WEHI-
S Zellen der grofiten Reduktion der Zellzahl und indizierten dadurch die Exekution des TNF-a-indu-
zierten Zelltodes aus der GO/G1- bzw. S-Phase. Diese Beobachtung ist kompatibel mit den Ergebnis-
sen von SHIH und STUTMAN (1996), die eine Verbindung TNF-a-induzierter Apoptose von WEHI
164/2F Zellen und Zellzyklus in derart aufwiesen, dass diese Zellen hauptsichlich im Ubergang von
G1/S- bzw. S-Phase bis zur spiten S-Phase dem TNF-a-prozessierten Zelltod unterliegen. Auch IAT-
ROPOULOS und WILLIAMS (1996) berichteten, dass die proliferierende Zelle am Ende der G1-
Phase die grofite Sensitivitidt gegeniiber zytotoxischen Substanzen hat. Daneben wurde aber auch
schon ein Absterben eines Anteils an Zellen in jeder Zellzyklusphase durch TNF-o nachgewiesen
(LATTIME und STUTMAN, 1992; LATTIME et al., 1986). Nach SHIH und STUTMAN (1996)
konnte die fehlende Komplementierung der DNA-Replikation der Hauptaktivator des TNF-a-indu-
zierten apoptotischen Signals bei TNF-a-sensiblen WEHI Zellen sein. Die biologische Aktivitdt von
TNF-o wird initiiert iiber die beiden TNF-Rezeptoren, die sowohl proliferative als auch zytotoxische
Signale vermitteln. Viele Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Expressionsstirke der TNF-

Rezeptoren nicht mit der TNF-a-Zytotoxizitdt korrelieren muss (BEUTLER und CERAMI, 1989;



DISKUSSION 172

FIERS, 1991; SHIH und STUTMAN, 1996) und es ist mdglich, dass die Bindung von TNF-a an die
Rezeptoren, in Abhéngigkeit vom Zellzyklusstadium, unterschiedliche Auswirkung haben kann.

Die Reduktion der S-Phase-Zellen unter TNF-a-Stimulierung und warmer Inkubation in den ei-
genen Versuchen lisst sich als Uberlagerung der inhibitorischen TNF-o-Einwirkung auf die DNA-
Synthese und dem Zellverlust apoptotischer Zellen verstehen, wihrend die Reduktion an GO/G1 Zel-
len auf einen echten Zellverlust apoptotischer Zellen hinweist. Aufgrund des induzierten G2/M-Arres-
tes unter Kélteapplikation, kann iiber die Apoptose-auslosende Zellzyklusphase der kélteapplizierten
WEHI-S Zellen nur schwer eine Aussage getroffen werden. Auch unter der hypothermen Einwirkung
war Ubereinstimmend TNF-o-unabhéngig in der GO/G1-Phase und noch eindeutiger in der S-Phase die
starkste Zellzahlreduktion zu verzeichnen, so dass die Vermutung nahe liegt, dass bei den WEHI-S
Zellen auch unter dem Einfluss der Kélte vorrangig GO/G1- und S-phasische Zellen dem apoptoti-
schen Zelltod unterlagen. Die Verminderung dieser Zellen muss jedoch zudem in Zusammenhang mit

der Arretierung in der G2/M-Phase gesehen werden.

6.2.3.2 TNF-a-resistente WEHI-R Zellen
Die metabolische Aktivitat (WST-1)
Die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wiesen im Vergleich zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen

eine niedrigere Stoffwechselaktivitidt und eine reduzierte Aktivititsrate auf. Die TNF-a-Stimulierung
wirkte sich positiv auf die Stoffwechselaktivitit aus, die Kélteapplikation hingegen verursachte eine
initiale Inhibierung der Stoffwechselaktivitit. Die Stoffwechselaktivitdtsrate (Zuwachs der Stoffwech-
selaktivitit zwischen 0,5 und 4h) erfuhr durch die TNF-a-Stimulierung eine geringe und durch den
hypothermen Einfluss eine stirkere Beschleunigung. Die unstimulierten 37°C Kontrollzellen zeigten
die geringste Stoffwechselaktivititsrate.

Wie bei den WEHI-S Zellen reduzierte der Kélteeinfluss auch bei den WEHI-R Zellen die
Stoffwechselaktivitit  initial  aufgrund  herabgesetzter = temperaturabhéngiger = Reaktions-
geschwindigkeiten und Enzymaktivitdten. Im Gegensatz zu den WEHI-S Zellen war jedoch die Akti-
vitatsrate der kélteapplizierten WEHI-R Zellen gegeniiber den warminkubierten Korrespondenten
nicht erniedrigt. Ein Erklarungsansatz fiir diesen Befund konnte der kilteinduzierte G2/M-Arrest der
WEHI-S Zellen bieten, der fiir die WEHI-R Zellen hochstens tendenziell auszumachen war. Dariiber
hinaus wiesen die kilteapplizierten WEHI-R Zellen sogar eine Steigerung der Stoffwechse-
laktivitétsrate gegeniiber den warminkubierten Korrespondenten auf, die darauf hinweist, dass sich
nach der kélteinduzierten metabolischen Retardierung nach lingerer Wiedererwarmung ein kilteindu-
zierter Support auf die Stoffwechselaktivitit auswirkt. MORGAN et al. (2004) zeigten, dass schon
kurze saure Exposition in vivo und in vitro die Zellproliferation erhdht und fiihren als beteiligte Me-
chanismen Verinderungen der Na'/H -Exchanger Aktivitit und die Beteiligung des MAPK-Signal-
’Pathways’ an. So wére auch fiir die kélteapplizierten WEHI-R Zellen in den eigenen Versuchen eine

Mitbeteiligung der intrazelludren kilteinduzierten Ansduerung an der Steigerung der Proliferationsrate
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denkbar. Auch die TNF-a-Stimulierung fiihrte bei den TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen mit und
ohne Kilteapplikation zu einer geringen Aktivierung des Metabolismus und indiziert die Induktion
von Zellwachstum und ’Survival’, wahrscheinlich iiber TRAF-induzierte NFxB-Aktivierung. Eine
zelltypspezifische proliferationsstimulierende Wirkung von TNF-a wurde schon vielfach belegt (LE-
WIS et al., 1987; SENO et al., 2002; PETERSEN et al., 2004). So kann TNF-o neben einer anti-proli-
ferativen auch eine proliferative Antwort induzieren, die von der Zytokinkonzentration und von der
Sensitividt der Zellen abhingig ist. LEWIS et al. (1987) zeigten, dass TNF-a-Stimulierung bei TNF-
a-resistenten Zellen eine konzentrationsunabhéngige Proliferationsstimulierung auslost, wéhrend die
Zellproliferation TNF-a-sensibler Zellen in Abhéngigkeit von der TNF-a-Konzentration einer Stimu-

lierung oder Inhibierung unterliegen kann.

Die DNA-Synthese (BrdU)

In Analogie zu den Ergebnissen der Stoffwechselaktivitdt wiesen die TNF-a-resistenten WEHI-R Zel-
len einen geringeren Anteil replikativer Zellen bzgl. der WEHI-S Zelllinie auf. Obwohl die initiale
Mitoseraten aller Versuchsgruppen vergleichbare Daten lieferten (37 bis 43%), war eine signifikante
Hemmung der DNA-Synthese, sowohl nach Kélteapplikation als auch TNF-a-Stimulierung, zu ver-
zeichnen. Nach vierstiindigem BrdU-Einbau hingegen aktivierten beide Behandlungen die DNA-Syn-
these, so dass unter TNF-a-Stimulierung eine Proliferationszuwachsrate von 54 bis 59% und unter
Kalteapplikation ohne TNF-o-Stimulierung sogar ein Zuwachs von 76% zu ermitteln war. Die un-
stimulierten Kontrollzellen wiesen nach der vierstiindigen BrdU-Inkorporation eine auffallend geringe
Proliferationsrate von ca. 15% auf.

Die eingesetzte TNF-a-Konzentration von 200U/ml wirkte sich auch auf die Proliferation der
TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen, wie schon {iber die metabolische Aktivitit gezeigt, nach initialer
Inhibierung, stimulierend aus. Schon vielfach wurde belegt, dass die TNF-a-Zytotoxitét nicht an die
TNF-a-vermittelte Wachstumsstimulierung und die Anzahl der TNF-Rezeptoren oder ihre Ligande-
naffinitiat gebunden sein muss (LEWIS et al., 1987; SUGARMAN et al., 1985 und 1987; KULL et al.,
1985; BAGLIONI et al., 1985). Das Faktum, dass in den eigenen Versuchen die Expression der beiden
TNF-Rezeptoren der WEHI-R Zellen nur unmaf3geblich unter Kélteeinwirkung induziert wurde, sich
hingegen ein massiver zytotoxischer, apoptoseinduzierender Effekt neben einer Stimulierung der
Zellproliferation manifestierte, steht in Einklang mit den Beobachtungen dieser Autoren. Nach KULL
et al. (1985) und BAGLIONI et al. (1985) erscheint die TNF-a-Resistenz bei einigen Zelllinien zwar
auf einer Verminderung an membranstindiger TNF-a-Bindungsstellen zu beruhen, dennoch miissen
noch zusétzliche Mechanismen existieren, die eine TNF-o-Resistenz bewirken. URBAN et al. (1986)
prognostizierten molekulare und genetische Grundlagen als Ursache der TNF-a-Resistenz.

Wihrend der Kilteapplikation sollte die DNA-Synthese bzw. der BrdU-Einbau erniedrigt sein
und wihrend der Wiedererwdrmungsphase eine ansteigende Tendenz aufweisen (LEE et al., 2002). Im

Gegensatz zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen konnte bei den WEHI-R Zellen nach der ein-
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stiindigen Wiedererwédrmungsphase noch eine geringe, jedoch signifikant unterschiedliche Inhibierung
der DNA-Synthese nach Kélteeinwirkung beobachtet werden. Nach vierstiindiger BrdU-Inkorporation
in der Warmephase war hingegen mit und ohne TNF-o-Stimulierung eine massive Aktivierung der
DNA-Synthese zu evaluieren. Jedoch muss auch bei den Ergebnissen der WEHI-R Zellen der Tat-
sache Rechnung getragen werden, dass BrdU nicht nur wéhrend der DNA-Replikation inkorporiert,
sondern auch wihrend des DNA-"Repairs’ und apoptotischer DNA-Fragmentierungsprozessen einge-
baut wird. Da die Induktion der morphologischen Apoptosemerkmale der kilteapplizierten WEHI-R
Zellen sehr massiv einsetzte (Faktor 3 vermehrt gegeniiber WEHI-S) und insbesondere auch durch das
Fragmentierungsstadium charakterisiert war, ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse des BrdU-Ein-
baus in stirkerem AusmaB aus einer Uberlagerung der replikativen mit apoptotischen Prozessen resul-
tieren als bei den WEHI-S Zellen. Auf reparative Prozesse deutet bei den WEHI-R Zellen lediglich die
ausbleibende PARP-1-Spaltung hin. Dennoch weisen die Ergebnisse, unter Einbeziehung der metabo-
lischen Zuwachsraten, auf eine Stimulierung der Proliferationsrate der WEHI-R Zellen unter Kélte-

einfluss und TNF-o-Stimulierung hin.

Die proliferationsassoziierten Molekile PCNA und Ki67

Die WEHI-R Zellen exprimierten im Vergleich zu den TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen ein gerin-
geres PCNA und Ki67 Basislevel. Unter TNF-a-Stimulierung bzw. Kélteapplikation war die PCNA
Expression der WEHI-R Zellen geringfiigig, jedoch statistisch signifikant induziert und weist auf eine
leicht beschleunigte sowohl TNF-a- als auch kélteinduzierte Transition der Zellen in die Synthese-
Phase. Die Ki67 Expression war nur infolge der Kélteapplikation TNF-a-unabhingig induziert und
signalisiert einen verminderten Anteil der WEHI-R Zellen in der G0-Phase, so dass sich gegeniiber
den warminkubierten Korrespondenten ein groBBerer Anteil der kélteapplizierten Zellen in der prolife-
rativen Phase befinden miissten. Diese Annahme steht in Einklang mit den erzielten Ergebnissen der
Zuwachsraten der metabolischen Aktivitit und der BrdU-Inkorporation. Aufgrund der Beteiligung von
Ki67 sowohl in proliferative als auch in apoptotische Signaltransduktion (COATES et al., 1996; Mac
CALLUM und HALL, 2000b; BAISCH, 2002) kann die vermehrte Ki67 Expression jedoch auch in
Zusammenhang mit der stark induzierten kilteabhingigen Apoptose stehen. So zeigte BAISCH
(2002), dass das Ausmall TNF-a-induzierter Apoptose und der Ki67 Expression streng korreliert. Die-
se Korrelation kann u. U. auch auf die kidlteinduzierte Apoptose iibertragen werden. Die Tatsache, dass
sich die Ki67 Expression unter TNF-o-Stimulierung nicht induzieren liel, muss im Zusammenhang
mit der TNF-a-Resistenz der WEHI-R Zellen gesehen werden. Die TNF-a-sensiblen WEHI-S Zellen
reagierten hingegen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von BAISCH (2002) mit einer TNF-o.-

induzierten Ki67 Expression, die mit dem AusmaB der induzierten Apoptose korrespondierte.
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Der Zellzyklus

Wie schon iiber die BrdU-Inkorporation ermittelt, wiesen die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen auch
in der Zellzyklusanalyse gegeniiber ihrer TNF-a-sensiblen Parentalzelllinie eine geringere Anzahl sich
in der Synthese-Phase befindlicher Zellen auf. In Analogie zu den Ergebnissen der WEHI-S Zellen
war auch fiir die WEHI-R Zellen der Anteil der zellzyklusanalytisch ermittelten S-Phase-Zellen gerin-
ger als der tiber BrdU-Einbau evaluierte Anteil. Die Divergenz der Ergebnisse kann auch hier auf den
zusitzlichen Einbau des Nukleinbasenanalogs wihrend der DNA-Reparatur bzw. wéhrend apopto-
tischen DNA-Fragmentierungsprozessen zuriickgefiihrt werden.

Auffallend war die hohe Anzahl an G0/G1-Phase-Zellen der WEHI-R Zelllinie, vor allem unter
warmer Inkubation, die nicht mit der Ki67 Expression korreliert und daher, in Einklang mit den Er-
gebnissen der Stoffwechselaktivitidt und der DNA-Synthese, nicht auf ruhende GO0-Zellen zuriickge-
fiilhrt werden kann. Der hohe Anteil der GO/G1-Population konnte im Zusammenhang mit der TNF-a.-
Resistenz der WEHI-R Zellen stehen, da schon gezeigt wurde, dass eine Inhibition der G1-Progression
die TNF-a-Resistenz steigert (BELIZARIO und DINARELLO, 1991). Die verminderte Zellzahl in der
GO0/G1-Phase nach Kilteapplikation weist auf einen TNF-o-unabhéngigen kilteinduzierten Verlust
apoptotischer Zellen in dieser Zellzyklusphase hin, wihrend unter TNF-a-Stimulierung und warmer
Inkubation die TNF-a-resistenten WEHI-R Zellen wohl vornehmlich in der G2/M-Phase in Apoptose
tibergingen. Eine kilteinduzierte Induktion einer polyploiden Population war fiir die WEHI-R Zellen
nicht zu detektieren. Auch fiir die WEHI-R Zellen deutete sich ein kélteinduzierter G2/M-Arrest an.
Der Zuwachs an G2/M-Phase-Zellen war jedoch gering und zudem nicht statistisch signifikant. Auf-
grund des nur tendenziell beobachteten G2/M-Arrests unter Kélteapplikation, kann fiir die WEHI-R
Zellen geschlossen werden, das der fulminante kilteinduzierte DNA-Schaden zu stark war, um Re-
paraturmechanismen auszuldsen und stattdessen die Eliminierung der geschiddigten Zellen durch A-
poptose schon friih in der GO/G1-Phase initiiert wurde. Auch die nicht existente Induktion einer poly-
ploiden Subpopulation indiziert die ausbleibende Aktivierung des G2/M-’Checkpoints’ und deutet auf
eine Apoptose-Exekution in der frithen Zellzyklusprogression hin.

Die ermittelten Unterschiede der Zellzyklusprogression zwischen den TNF-a-resistenten WEHI-R
Zellen und ihrer TNF-a-sensiblen Parentalzelllinie konnten auf einen divergenten p53-Status hinwei-
sen. Die Tatsache, dass nach MATIJASEVIC (2002) p53-Wild-Typ Zellen unter Hypothermie hdhere
Dosen zytotoxischer Substanzen iiberleben und sie, im Gegensatz zu p53-defizienten Zellen, die Zell-
zyklusprogression arretieren und Reparaturmechansimen initiieren, konnte den WEHI-S Zellen einen

pS53-Wildtyp-Status und den WEHI-R Zellen eine p53-Defizienz zuweisen.
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6.2.4 Schlussfolgerung

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen also, dass 4°C Hypothermie in TNF-a-sensiblen Zellen vermehrt
Apoptose induziert, jedoch eine iiber TNF-a induzierte Apoptose signifikant reduziert. Diese kontrére
Wirkungsweise der Hypothermie beruht darauf, dass sie selbst die Apoptose iiber den intrinsischen
Signalweg induziert, dabei aber im Sinne einer Protektion den TNF-a-vermittelten extrinsischen Sig-
nalweg durch Blockierung der TNF-Rezeptorexpression inhibiert. Resistenz gegen TNF-a vermindert,
aufgrund fehlender Rezeptorstimulierbarkeit, den durch dieses Zytokin induzierten apoptotischen Zell-
tod. Hypothermie bewirkt in TNF-a-resistenten Zellen jedoch keine zusitzliche Protektion, sondern
fiihrt iiber eine vermehrte Stimulierung des intrinsischen Signalwegs unabhéingig von der Zytokin-
Exposition zu einer fulminanten Apoptose.

Dies ldsst im Rahmen der Evolution aufgrund der frequenten Exposition niedriger Temperaturen
auf einen Selektionsvorteil TNF-a sensibler Zellen schlieen. Umgekehrt geben die vorliegenden Er-
gebnisse Anhalt, dass bei entziindlichen Erkrankungen in Organismen mit TNF-a-sensiblen Zellen die
Hypothermie als therapeutische Konditionierungsstrategie zur Verhinderung TNF-a-induzierter Ge-
webeschadigung von grofitem Interesse sein konnte. Des Weiteren bleibt in kiinftigen Studien zu kla-
ren, inwieweit 4°C Hypothermie ein neuer Therapieansatz zur adjuvanten Behandlung TNF-a-

resistenter Tumoren sein konnte.
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