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Fiir meine Eltern

,Habe nun, ach! Philosophie,

Juristerei und Medizin,

Und leider auch Theologie!

Durchaus studiert, mit heilem Bemiihn.
Da steh ich nun, ich armer Tor!

Und bin so klug als wie zuvor...*

(Johann Wolfgang Goethe: Faust
Der Tragodie erster Teil)
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Abkiirzungen

Abkiirzungen

Es sind nur Abkiirzungen aufgefiihrt, die nicht im Verzeichnis der “standard abbreviations

and symbols” erwihnt werden (siehe Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2003).

ADP Adenosindiphosphat

ANT Adenine nucleotide translocator

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

BA Bonkretic acid (Bonkrekat)

BH Bcl-2-Homologie-Doméne

C- Carboxy-

CAPS 3-[Cyclohexylamino]-1-propansulfonsiure
CCCP Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon
CsA Cyclosporin A

ECL Enhanced chemilumineszens

Hisg Histidin Hexapeptid

HRP Horseradish Peroxidase

IPTG Isopropyl-pB-D-1-thiogalactopyranosid
Mab Mouse antibody

MALDI Matrix assisted laser desorption ionization
MPT Mitochondriale Permeabilitétstransition
N- Amino-

OD Optische Dichte

PTP Permeabilitétstransitionspore

PVDF Poly(vinyl)difluorid

™ Transmembrandoméne

TNFR Tumor-Necrosis-Factor-Receptor

u units

Upm Umdrehungen pro Minute

VDAC Voltage dependent anion channel

ZMMK Zentrum fiir Molekulare Medizin der Universitit zu Kdln
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Einleitung

Zelltod

Der Tod von Zellen ist ein Phdnomen von enormer Bedeutung in einem mehrzelligen
Organismus wihrend seiner gesamten Lebensspanne. Die Fihigkeit, einzelne nicht mehr
bendtigte Zellen aus einem Gewebeverband zu entfernen, ist fiir die Funktion eines
mehrzelligen Organismus essentiell. Man unterscheidet grundsétzlich aufgrund der
Morphologie zwei Arten des Zelltods, Nekrose und Apoptose (Kerr, J.F. ef al. 1972).

Nekrose ist gekennzeichnet durch ein massives Schwellen der Zelle, die Zerstdrung von
Zellorganellen und das Zerreiflen der Zellmembran (Kerr, J.F. et al. 1972; Wyllie, A.H. et al.
1980) (Abbildung 1). Diese morphologischen Verdnderungen sind die Folge eines Verlustes
der positiven Energiebilanz der Zelle (Barros, L.F. et al. 2001). Dieser Verlust fiihrt zu einem
Stillstand aller energieabhingigen Reaktionen in der Zelle, wie zum Beispiel der ATP
getriebenen Ionenpumpen. Das regulierte lonengleichgewicht gerdt dadurch aufer Kontrolle,
was zu einer Diffusion von Wasser in die Zelle und damit zu einem massiven Schwellen
derselben fiihrt. Das Zytoskelett wird degradiert und schlieflich platzt die Zelle. Dadurch
werden die zelluldren Inhaltsstoffe in das umgebende Gewebe freigesetzt. Dieser Zelltod ist
im allgemeinen mit einer Entziindungsreaktion verbunden und wird daher als pathologische
Form des Zelltods betrachtet (Barros, L.F. et al. 2001).

Im Gegensatz dazu ist Apoptose gekennzeichnet durch ein Schrumpfen der Zelle, die
Degradation von Proteinen, die Kondensation des Chromatin und die Fragmentierung der
DNA (Kerr, J.F. et al. 1972) (Abbildung 1). Ausstiilpungen der Plasmamembran, sogenannte
»apoptotic bodies entstehen, welche zusammen mit den anderen Zellresten von umgebenden
Zellen und Makrophagen phagozytiert werden. Diese fiir Apoptose typischen
morphologischen Verdnderungen unterliegen einem verzweigten, konservierten endogenem
Zelltodprogramm (Wyllie, A.H. et al 1980). Der programmierte Zelltod ist eine
physiologische Form des Zelltods, der nicht mehr benétigte Zellen ohne Schaden fiir das
umgebende Gewebe entfernt.

Apoptose ist widhrend der embryonalen Entwicklung von Bedeutung und wird vom
Immunsystem zum Entfernen von auto-aggressiven Immunzellen bzw. von infizierten Zellen
genutzt. Die zentrale Rolle von Apoptose fiir den Organismus bzw. die Notwendigkeit einer
strikten Kontrolle der involvierten biochemischen Prozesse wird durch eine Vielzahl von

Krankheiten, die im Zusammenhang mit dem programmierten Zelltod stehen, offensichtlich.
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So kann eine verringerte Zelltod-Frequenz zum Auftreten von Krebs, Autoimmunkrankheiten
oder Entwicklungsstérungen beitragen. Umgekehrt findet man eine erhhte Apoptoserate bei

neurodegenerativen Krankheiten oder HIV.

Nekrose

Apoptose

Abb. 1: Morphologie von Nekrose und Apoptose.

Nekrose ist gekennzeichnet durch ein massives Schwellen der Zelle, Zerstrung von Zellorganellen
und Zerreilen der Zellmembran. Dadurch werden die zelluldren Inhaltsstoffe in das umgebende
Gewebe freigesetzt. Wahrend der Apoptose aktivieren Zellen ein intrazelluldres Programm, welches
dazu fiihrt, dass die Zellen in kontrollierter Weise aus dem Organismus entfernt werden. Im Gegensatz
zu nekrotischen Zellen schrumpfen apoptotische Zellen und formen sogenannte ,,apoptotic bodies*,
welche von umliegenden Zellen phagozytiert werden, bevor der Inhalt der Zelle in das umliegende
Gewebe eindringen kann (Kerr, J.F. ef al. 1972; Wyllie, A.H. et al. 1980) (entnommen aus Krammer,
P.H.; 2000).

Regulation von Apoptose

Eine Familie von Cystein-Proteasen, die Caspasen, spielt in den apoptotischen Signalwegen
eine wichtige Rolle. Bei allen Caspasen handelt es sich um Cystein-haltige Aspartat-
spezifische Endoproteasen, die in der Evolution stark konserviert sind und grofle
Sequenzhomologie zueinander aufweisen (Alnemri, E.S. ef al. 1996). Im Menschen sind iiber
ein Dutzend Caspasen identifiziert worden, die unterschiedliche Funktionen bei der Apoptose
ausiiben (Rano, T.A. et al. 1997; Thornberry, N.A. and Lazebnik, Y. 1998). Caspasen liegen
in nicht apoptotischen Zellen als inaktive Proenzyme vor, die durch Spaltung an einem
spezifischen Aspartatrest aktiviert werden (Alnemri, E.S. 1997). Die Produkte der
proteolytischen Spaltung dimerisieren und formen die aktive Caspase. Prozessierte Caspasen

konnen als Initiator-Caspasen weitere Familienmitglieder proteolytisch aktivieren oder als
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Effektor-Caspasen in der Zelle Zielstrukturen, die zu der apoptotischen Morphologie fiihren,
spalten.

Die biochemischen Prozesse, welche die gezielte Zerstorung einer Zelle regulieren und
schlieBlich zu den fiir Apoptose typischen morphologischen Verdnderungen fiihren, sind von
groffter Komplexitit. Eine Vielzahl von Stimuli, wie die Aktivierung der Rezeptoren der
,» Tumor-Necrosis-Factor-Receptor“-Familie (TNFR-Familie), UV-Strahlung, Staurosporin
oder Entzug von Wachstumsfaktoren, kann Apoptose initiieren. Grundsitzlich kann man
zwischen einem extrinsischen und einem mitochondrialen Signalweg unterscheiden (Cory, S.
and Adams, J.M. 2002) (Abbildung 2).

Extrinsisch kann Apoptose durch Aktivierung von Rezeptoren der TNFR-Familie, wie
CDO95R, durch Bindung ihrer Liganden, wie CD95L, induziert werden. Durch die Bindung
des Liganden aggregiert der Rezeptor und formt einen Signalkomplex DISC (death-inducing-
signaling-complex) (Kischkel, F.C. ef al. 1995). Dieser rekrutiert auf der zytosolischen Seite
der Membran diverse Adaptormolekiile und das Zymogen Procaspase-8. Bei der hohen
Konzentration der Procaspase-8 im DISC reicht deren autokatalytische Aktivitit aus, um sich
selbst proteolytisch zu spalten und damit zu aktivieren (Muzio, M. ef al. 1998). Prozessierte
Caspase-8 aktiviert als Initiator-Caspase im Folgenden Effektor-Caspasen, wie Caspase-3, -6
und -7.

Im Mittelpunkt des mitochondrialen Apoptosesignalwegs stehen die Mitochondrien. Diese
enthalten in ithrem Intermembranraum pro-apoptotische Faktoren wie Cytochrom c, AIF und
Smac/DIABLO. Bei Aktivierung dieses Signalwegs, wie zum Beispiel durch UV-Strahlung,
Staurosporin oder Entzug von Wachstumsfaktoren, werden die pro-apoptotischen Faktoren
aus dem Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytosol freigesetzt (Jiirgensmeier, J.M.
et al. 1998; Reed, J.C. et al. 1998; Lorenzo, HK. et al. 1999; Susin, S.A. et al. 1999; Verha-
gen, AM. et al. 2000). Im Zytosol partizipieren diese Faktoren an der Initiation und
Propagation der Caspase-Kaskade (Du, C. ef al. 2000). Am besten charakterisiert ist dabei die
Funktion des Cytochrom c. Nach seiner Freisetzung in das Zytosol assoziiert Cytochrom ¢ in
Gegenwart von ATP mit Apaf-1 (apoptosis-protease-activating-factor-1) und rekrutiert
Procaspase-9, um das Apoptosom zu formen. In diesem Multiproteinkomplex wird
Procaspase-9 prozessiert und kann anschlieBend Effektor-Caspasen wie Caspase-3, -6 and -7
aktivieren (Green, D.R. and Reed, J.C. 1998; Reed, J.C. et al. 1998; Verhagen, A.M. et al.
2000). Die Freisetzung dieser pro-apoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien wird durch
die Proteine der Bcl-2 Familie reguliert (Adams, J.M. and Cory, S. 1998). Das pro-

apoptotische Protein Bax ist maf3geblich fiir die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren
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Extrinsischer Signalweg Mitochondrialer Signalweg

CDISL Wachstumsfaktor-
Entzug

Aktive

Caspase-8 Bid Zellulirer St
Procaspase-8 p > @ —> &) < (]?) ;Aagill'l adl::ls)s
c-FLIP
anti-apoptotische
v Bcl-2 Proteine
Procaspase-3 H
/ — =-l . Procaspase-9
Aktive 11
Caspase-9 ‘H

Apoptosom

41
!

Aktive Apaf-1
l Caspase-3

Apoptotische
Substrate

Abb. 2: Apoptotische Signalwege in Sdugerzellen.

Der extrinsische Signalweg wird durch Mitglieder der TNFR-Familie, wie CD95R, initiiert. Die
Bindung des CD95-Liganden an den CD95-Rezeptor fiihrt zur Rezeptor-Trimerisierung und Bildung
des DISC. Der DISC rekrutiert Procaspase-8, was in Prozessierung und damit Aktivierung derselben
resultiert. Der mitochondriale Signalweg kann durch Wachstumsfaktor-Entzug oder UV-Strahlung
initiiert werden. Der extrinsische und der mitochondriale Signalweg werden durch Bid, welches durch
Caspase-8 proteolytisch aktiviert wird, verbunden. Aktivierung von Bid resultiert in Translokation zu
den Mitochondrien, wo es durch Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax Cytochrom c
freisetzt. Die pro- und anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie kompetitieren an der
Oberfldache der Mitochondrien miteinander und regulieren die Freisetzung von Cytochrom c. Wenn die
pro-apoptotischen Proteine iiberwiegen, werden verschiedene pro-apoptotische Faktoren aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytosol freigesetzt. Cytochrom c assoziiert mit Apaf-1
und mit Procaspase-9 und bildet das Apoptosom. Procaspase-3 wird durch aktive Caspase-8 oder
durch aktive Caspase-9 aktiviert. Prozessierte Caspase-3 spaltet verschiedene Substrate proteolytisch,
die fiir die morphologischen Verdnderungen verantwortlich sind.

Seite 8



Einleitung

verantwortlich (Kluck, R.M. et al. 1997; Eskes, R. et al. 1998; Jirgensmeier, J.M. et al.
1998).

Eine Verbindung der beiden Signalwege kann durch das pro-apoptotische Protein Bid,
welches ebenfalls zur Bel-2 Familie gehort, vermittelt werden. Aktivierte Caspase-8 spaltet
Bid, wodurch dessen pro-apoptotische Aktivitdt stark erhoht wird. Das resultierende Bid-
Fragment (tBid) transloziert an die Mitochondrien, wo es durch Aktivierung von Bax die

Freisetzung von Cytochrom c bewirkt (Eskes, R. ef al. 2000; Hengartner, M.O. 2000).

Die Proteine der Bcl-2 Familie

Wichtige Regulatoren der Apoptose sind die Proteine der Bcl-2 Familie. Bel-2 wurde als ein
bei follikuldren Lymphomen involviertes Gen identifiziert (Tsujimoto, Y. ef al. 1985). Dieses
Protein ist in der Lage, Apoptose zu inhibieren (Vaux, D.L. et al. 1988). Die bis dato
identifizierten Proteine der Bcl-2 Familie werden nach ihren strukturellen und funktionellen
Eigenschaften in drei Gruppen klassifiziert (Adams, J.M. and Cory, S. 1998; Gross, A. et al.
1999) (Abbildung 3).

Die anti-apoptotischen Proteine, wie Bcl-2 und Bcl-X;, verhindern den Tod von Zellen. Sie
alle sind durch vier konservierte Dominen, den Bcl-2-Homologie-Doménen (BH1-BH4),
charakterisiert. Die BH4-Domine ist fiir die anti-apoptotische Funktion der Proteine
notwendig (Yin, X.M. ef al. 1994; Hirotani, M. et al. 1999).

Die pro-apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie konnen in zwei Untergruppen unterteilt
werden. Zum einen besitzen Mitglieder, wie Bax, Bak und Bok, die drei konservierten
Doménen BH1-BH3 (Adams, J.M. and Cory, S. 1998; Antonsson, B. and Martinou, J.C.
2000). Die zweite Untergruppe bilden die sogenannten ,,BH3-domain-only* Proteine, welche
nur die Bcl-2-Homologie-Domédne 3 (BH3) besitzen. Zu dieser heterogeneren Gruppe
gehoren Bid, Bim, Bik und Bad (Adams, J.M. and Cory, S. 1998).

Eine weitere Eigenschaft der meisten Proteine der Bcl-2 Familie ist eine C-terminale Domine
aus 20 hydrophoben Aminosduren. Diese Transmembrandomine (TM) ist verantwortlich fiir
das ,Targeting“ der Proteine an zellulire Membranen, wie der &ulleren
Mitochondrienmembran und dem endoplasmatischen Retikulum (Krajewski, S. et al. 1993;
Foyouzi-Youssefi, R. et al 2000; Hacki, J. et al. 2000). Der grofite Teil der

membranstédndigen Proteine ist dabei zum Zytosol hin orientiert (Reed, J.C. et al. 1998).
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BH4
Anti-apoptotische T
Proteine

BHI BH2 TM

|| B [ [] Bcl-2/Bel-X

e B HE
[
[

Pro-apoptotische | [ Bax/Bak
Proteine
,»,BH3-domain-only* | | [ Bik
Proteine | | Bid/Bad

Abb. 3: Die Proteine der Bcl-2 Familie.

Die Mitglieder der Bcl-2 Familienproteine werden nach ihren strukturellen und funktionellen
Charakteristika unterschieden. Die Mitglieder der ersten Gruppe wie Bcl-2 und Bcl-X;, sind anti-
apoptotisch. Sie besitzen die konservierten Homologie-Doménen BH1-4 und eine C-terminale
hydrophobe Transmembrandoméne. Im Gegensatz dazu besitzen die pro-apoptotischen Vertreter, wie
Bax und Bak, eine dhnliche Struktur aber keine BH4 Doméne. Einige pro-apoptotische Mitglieder, die
sogenannten ,,BH3-domain-only* Proteine, wie Bik, Bid und Bad, bilden eine Untergruppe, die nur
iiber eine BH3-Doméne und mitunter auch iiber eine Transmembrandoméne verfiigt (nach Hengartner,
M.O., 2000).

Die Proteine der Bcl-2 Familie konnen miteinander interagieren und Homo- und
Heterodimere als auch Oligomere formen. Basierend auf der pro- und anti-apoptotischen
Funktion wurde ein Model kreiert, bei dem die Dimerisierung der anti- und pro-apoptotischen
Vertreter deren apoptotische Aktivitdt kontrolliert (Oltvai, Z.N. et al. 1993). Dimerisierung
wird durch die Insertion der BH3-Domine eines Proteins in eine hydrophobe Tasche, die von
den BH1-, BH2- und BH3-Dominen eines weiteren Proteins geformt wird, erreicht (Sattler,
M. et al. 1997). Die BH3-Doméne der pro-apoptotischen Proteine scheint sowohl fiir ihre
spezifische Funktion als auch die Dimerisierung notwendig zu sein (Zha, J. et al. 1997). Eine
pro-apoptotischen Aktivitit von Bax ohne Dimerisierung durch die BH3-Domine ist jedoch

ebenfalls beobachtet worden (Wang, K. et al. 1998).

Das pro-apoptotische Protein Bax

Die biologische Bedeutung von Bax fiir den mitochondrialen Apoptosesignalweg ist mittels
»knock-out“-Experimenten aufgezeigt worden (Wei, M.C. et al. 2001). Maiuse, denen
entweder Bax oder Bak fehlt, zeigen geringe oder keine Abnormalitdten, wohingegen Tiere
denen beide Proteine fehlen (bax”bak™) viele iiberzihlige Zellen in verschiedenen Geweben

akkumulieren und progressive Lymphadenopathie entwickeln (Lindsten, T. ez al. 2000).
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Die Anzahl der Bax bzw. Bak Allele ist dabei nicht fiir die Apoptose limitierend. So sind
Tiere, die nur eine Kopie des Bax- bzw. Bak-Gens (bax""bak” oder bax”bak™") aufweisen,
phénotypisch normal (Lindsten, T. et al. 2000).

In embryonischen Maus-Fibroblasten (MEFs), die entweder Bax negativ (bax”") oder Bak
negativ (bak'/ 7) sind, kann Apoptose induziert werden. Im Gegensatz dazu sind MEFs, die
sowohl Bax als auch Bak negativ (bax”bak™) sind, vollstindig resistent gegen Apoptose-
Induktion durch tBid als auch durch verschiedene andere Stimuli, wie Staurosporin oder UV-
Strahlung (Wei, M.C. et al. 2001). In Bax und Bak negativen (baxbak”) Zellen im
Vergleich zu unverdnderten MEFs ist keine Freisetzung von Cytochrom ¢ nach Induktion von
Apoptose mehr zu beobachten. Weiterhin ist mit Bid negativen (bid'/') Maiusen gezeigt
worden, dass Bid ,,upstream® von Bax und Bak fungiert (Yin, X.M. ef al. 1999). Bid ist aber
nicht der alleinige Aktivator von Bax bzw. Bak, da Apoptose in Bid negativen (bid”") MEFs
durch Stimuli wie Staurosporin und UV-Strahlung weiterhin induziert werden kann (Wei,
M.C. et al. 2001).

Bax ist als erstes pro-apoptotisches Protein durch Co-Immunpréizipitation mit Bcl-2
identifiziert worden (Oltvai, Z.N. et al. 1993). Nach einem apoptotischen Stimulus wird Bax
aktiviert und kann Cytochrom ¢ und andere pro-apoptotische Faktoren aus dem
Intermembranraum von Mitochondrien freisetzen (Kluck, R.M. et al. 1997; Jirgensmeier,
JM. et al. 1998; Reed, J.C. et al. 1998). Diese pro-apoptotische Aktivitdt von Bax kann durch
Uberexpression von Bcl-2 oder Bcl-X inhibiert werden (Oltvai, Z.N. et al. 1993). Bcl-2
inhibiert dabei die Bax-Aktivierung und Oligomerisierung (Mikhailov, V. et al. 2001). Mit
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) wurde eine direkte Interaktion von Bax mit
Bcl-2 an den Mitochondrien gezeigt (Mahajan, N.P. ef al. 1998). Im Gegensatz dazu konnte
mit Immunprézipitation und ,,Cross-linking” in Bcl-2 exprimierenden Zellen, wo die
Oligomerisierung von Bax inhibiert wurde, keine direkte Interaktion von Bax mit Bcl-2
nachgewiesen werden (Mikhailov, V. ef al. 2001). Damit ist der molekulare Mechanismus der
Inhibition von Bax durch Bcl-2 weiterhin unklar und kénnte vom Zelltyp und dem jeweiligen
Apoptose-Stimulus abhingen (Antonsson, B. 2001). Bax liegt in der Zelle hauptsichlich als
Monomer im Zytosol vor (Hsu, Y.T. et al. 1997; Wolter, K.G. et al. 1997), oder ist lose mit
der dulleren Mitochondrienmembran assoziiert (Roucou, X. and Martinou, J.C. 2001). Um
pro-apoptotisch wirken zu konnen, muss Bax oligomerisieren (Antonsson, B. ef al. 2000).
Nach Translokation an die Mitochondrien dndert Bax seine Konformation, wobei der N- und
der C-Terminus  exponiert werden, oligomerisiert und inseriert in  die

Mitochondrienmembranen (Wolter, K.G. et al. 1997; Nechushtan, A. et al. 1999; Murphy,
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K.M. et al. 2000). Es wurde gezeigt, dass aktiviertes Bid (tBid) an Bax bindet und eine
allosterische Aktivierung stimuliert, die in einer Oligomerisierung von Bax resultiert und zur
Bildung von Poren fiir die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien fiihrt (Desagher,
S. et al. 1999; Eskes, R. et al. 2000; Wei, M.C. et al. 2000).

Die Oligomerisierung von Bax kann artifiziell durch Detergenzien wie Triton X-100 oder
Tween 20 induziert werden (Hsu, Y.T. and Youle, R.J. 1997; Hsu, Y.T. and Youle, R.J.
1998). Rekombinant exprimiertes und zytosolisches Bax formen in der Anwesenheit von
Oktylglykosid Tetramere mit einem Molekulargewicht von 80 kDa (Antonsson, B. et al.
2000). Diese Tetramere konnen dimerisieren und Oktamere von 160 kDa bilden. Die
Konformationsdnderung und die resultierende Oligomerisierung in der Anwesenheit von
Detergens scheinen stattzufinden, wenn die Detergens-Konzentration die kritische
Mizellenkonzentration iibersteigt (Suzuki, M. et al. 2000). Nach seiner Aktivierung kann Bax
als Oligomer in der dufleren mitochondrialen Membran detektiert werden (Antonsson, B. et

al. 2001).

Struktur und Funktion von Bax

Die Sequenz von Bax besteht aus 192 Aminosduren. Es besitzt die drei Homologie-Doméanen
BH1-3 und eine hydrophobe Transmembrandomine (TM) am C-Terminus (Oltvai, Z.N. et al.
1993). Die dreidimensionale Struktur von monomerem, humanen Bax in Lésung wurde durch
2-dimensionale nukleare magnetische Resonanz Spektroskopie (2D-NMR) ermittelt (Suzuki,
M. et al. 2000). Danach besteht das Protein aus neun a-Helices (Abbildung 4). Die generelle
Organisation des Proteins ist der des Bcl-X; dhnlich (Muchmore, S.W. et al. 1996). Bax
besitzt acht amphipathische a-Helices, die um eine zentrale hydrophobe a-Helix (a-Helix 5)
angeordnet sind (Suzuki, M. et al. 2000). Die zwolf N-terminalen Aminosduren von Bax und
die Aminosédure-Schleife zwischen a-Helix 1 und 2 sind flexibel und nehmen in Losung keine
geordnete Tertidrstruktur an (Suzuki, M. et al. 2000).

Die a-Helix 1 befindet sich an der Oberfldche des Proteins. Nach der Induktion von Apoptose
und Membraninsertion wird a-Helix 1 durch eine konformationelle Anderung von Bax

exponiert und damit fiir die Bindung von spezifischen Antikorpern erreichbar (Desagher, S. et

al. 1999).
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Abb. 4: 3D-Struktur von monomerem humanen Bax Protein in Losung.

Die gezeigte 3D-Struktur von Bax wurde mittels 2D-NMR Strukturanalyse gewonnen (entnommen
aus: Suzuki, M. et al., 2000). Dargestellt sind a-Helix 2 (rot), die die BH3-Doméne enthélt, die
zentralen a-Helices 5/6 (dunkelgriin bzw. lila) und im Hintergrund die a-Helix 9 (hellgriin), die die
Transmembrandomine enthilt.

Die amphipathische a-Helix 2, welche die BH3-Doméne von Bax enthilt, ist bei der Homo-
und Heterodimerisierung involviert und ist fiir Induktion von Apoptose durch Bax essentiell
(Hunter, J.J. and Parslow, T.G. 1996; Zha, H. et al. 1996; Simonen, M. et al. 1997; Adams,
J.M. and Cory, S. 1998; Kelekar, A. and Thompson, C.B. 1998; Suzuki, M. et al. 2000). In
Hefen verhindert die Deletion des konservierten Tetrapeptids IGDE im Zentrum der BH3-
Doméne von Bax die Dimerisierung und den letalen Effekt von Bax. In Fibroblasten und
Epithelzellen induziert die Expression von Bax(AIGDE) im Gegensatz zu Bax keine
Apoptose und eine Assoziation mit endogenem Bax kann nicht detektiert werden (Zha, H. et
al. 1996).

Daraus wurde geschlossen, dass der durch die BH3-Doméne vermittelte pro-apoptotische
Effekt von Bax von dem konservierten IGDE-Motiv im Zentrum der BH3-Doméne abhéngt.
Bei einer weitreichenden Mutagenese der BH3-Doméne ist gezeigt worden, dass ein zur
Hetero- und Dimerisierung unfiahiges mutiertes Bax Protein dennoch pro-apoptotisch wirken

kann (Wang, K. ef al. 1998). Die Bindung und damit Inaktivierung der anti-apoptotischen
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Mitglieder der Bcl-2 Familie liber die BH3-Doméne ist damit neben der Bax-induzierten
Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus Mitochondrien ein moglicher Mechanismus
fiir den pro-apoptotischen Effekt von Bax.

Die BH1-Doméne von Bax umfasst die Aminosduren zwischen den a-Helices 4/5 und einen
Teil der a-Helix 5. Die a-Helices 7 und 8 bilden die konservierte BH2-Doméne (Suzuki, M.
et al. 2000). Die Dominen BH1-3 spielen bei der Oligomerisierung von Bax eine zentrale
Rolle.

Sowohl Bax als auch andere Mitglieder der Bcl-2 Familie konnten durch Aggregation bzw.
Oligomerisierung Poren formen, welche die Translokation von Cytochrom c erlauben. Dieser
Hypothese liegt die &dhnliche Struktur der Proteine der Bcl-2 Familie mit bakteriellen
porenformenden Toxinen zugrunde (Muchmore, S.W. et al. 1996; Schendel, S.L. et al. 1998).
Im Gegensatz zu Bcl-2 kann ein Protein, dem die a-Helices 5/6 von Bcl-2 deletiert wurden, in
artifiziellen Membranen keine lonenkanile bilden (Schendel, S.L. et al. 1997). Es wurde
auBBerdem gezeigt, dass die zentralen o-Helices 5/6 selbst in der Abwesenheit der
Transmembrandomine fiir die Membraninsertion wichtig sind (Aritomi, M. et al. 1997;
Matsuyama, S. et al. 1998). Die Expression von Bax mit einer Deletion der a-Helices 5/6 in
293T-Zellen reduziert den pro-apoptotischen Effekt nur marginal (Matsuyama, S. ef al. 1998).
Daraus wurde geschlossen, dass diese Helices fiir die Funktion von Bax in Séugerzellen nicht
absolut notwendig sind. Im Gegensatz dazu ist der zytotoxische Effekt in Hefen bei Deletion
dieser zwei Helices vollig unterbunden (Matsuyama, S. et al. 1998). In Hefen sind die beiden
Helices also fiir die Funktion von Bax notwendig. Bei Experimenten mit mutiertem Bax
wurde gezeigt, dass bei Substitution von geladenen Aminosédureresten in den a-Helices 5/6
durch neutrale Aminosdurereste die Insertion von Bax in die mitochondrialen Membranen
erhoht wird (Nouraini, S. et al. 2000). Dadurch ist die Toxizitdt in Hefen und Saugerzellen
stark erhoht worden. Ob jedoch die Membraninsertion via a-Helices 5/6 mit der Freisetzung
von Cytochrom c korreliert, ist bislang nicht untersucht.

Die C-terminale hydrophobe Region des Bax Proteins ist die Transmembrandomine, die
teilweise durch a-Helix 9 gebildet wird. Diese Helix ist in einer hydrophoben Tasche, die
vom Rest des Proteins gebildet wird, inseriert. Durch die Konformationsinderung des
Proteins wird a-Helix 9 aus der Tasche entlassen und konnte die Affinitdt von Bax fiir
zellulire Membranen erhohen (Nechushtan, A. ef al. 1999; Suzuki, M. et al. 2000). Die
hydrophobe Tasche wird dadurch fiir Interaktionen iiber die BH3-Domédne mit Bax oder

anderen Proteinen der Bcl-2 Familie zugénglich.
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Mitochondrien

Das zentrale Organell des intrinsischen Apoptosesignalwegs, das Mitochondrium, besitzt
zwel Membranen, eine dullere und eine innere. Die innere Membran kann in zwei funktional
verschiedene Bereiche unterteilt werden. Es gibt zum einen die periphere innere
Mitochondrienmembran, welche sich in relativer Ndhe zur duleren Membran befindet und
Kontakte, sogenannte ,,contact sites, mit dieser ausbildet (Brdiczka, D. 1991). Zum anderen
gibt es die Cristae, welche den Teil der inneren Membran darstellen, der alle fiinf
Proteinkomplexe der oxidativen Phosphorylierung enthélt. Die Cristae ragen in den
Matrixraum hinein. Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Analysen wurde gezeigt, dass
ungefahr 80 % des Volumens des Intermembranraums von der Cristac-Membran umschlossen
wird (Mannella, C.A. et al. 1994; Perkins, G. et al. 1997). Die verbleibenden 20 % des
Volumens des Intermembranraums befinden sich zwischen der dufleren und der peripheren
inneren Mitochondrienmembran (Bernardi, P. and Azzone, G.F. 1981; Bernardi, P. et al.
1999). Diese beiden Subkompartimente des Intermembranraums stehen iiber kleine Tubuli in
Kontakt miteinander. Basierend auf diesem Modell wurde vermutet, dass es verschiedene
Cytochrom c Fraktionen in den unterschiedlichen Subkompartimenten gibt.

Die Kontakte zwischen der peripheren inneren und der dufleren Mitochondrienmembran,
»contact sites®, die fiir den Transport von Metaboliten verantwortlich sind, werden durch
Interaktion von Porin und dem ANT gebildet (Brdiczka, D. 1991; Vyssokikh, M.Y. et al.
2001). In diesem Komplex besitzt Porin eine hohere Bindungsaffinitit fiir zytosolische
Hexokinase (Wicker, U. ef al. 1993). Diese katalysiert die Bildung von Glucose-6-Phosphat
aus Glucose und ATP. Durch Bindung an Porin-ANT-Komplexe hat die Hexokinase einen
direkten Zugang zu ATP, welches durch diesen Komplex transloziert.

Bei der Isolation von Porin-ANT-Komplexen aus den Mitochondrien von Rattenhirn bleibt
die Hexokinase mit diesem Komplex assoziiert (Beutner, G. ef al. 1996). Kiirzlich ist gezeigt
worden, dass Bax und Hexokinase um dieselbe Bindungsstelle an Mitochondrien von
Hepatozyten konkurrieren und dies die Freisetzung von Cytochrom ¢ durch Bax beeinflusst
(Pastorino, J.G. et al. 2002). Die Aktivitit der Hexokinase, welche die Bindung derselben an
die Porin-ANT-Komplexe beeinflusst, konnte einen Einfluss auf die Bax-induzierte
Freisetzung von Cytochrom c haben.

Die fiinf Proteinkomplexe der mitochondrialen Atmungskette sind fiir die Generierung von
ATP verantwortlich. Die Komplexe I-IV transportieren Elektronen und sind fiir die

Aufrechterhaltung des Potentials iiber die innere Membran verantwortlich. Komplex V nutzt
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den Protonengradienten iiber die Membran zur Synthese von ATP. Bei Cytochrom ¢ handelt
es sich um ein stark positiv geladenes Protein, das mit Komplex III und IV der
mitochondrialen Atmungskette und Cardiolipin durch elektrostatische Wechselwirkungen
assoziiert. Wiahrend der oxidative Phosphorylierung transportiert Cytochrom c Elektronen von

Komplex III zu Komplex IV.

Mechanismen der Bax-induzierten Cytochrom ¢ Freisetzung

Verschiedene Mechanismen fiir die Bax-induzierte Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien wurden postuliert (Green, D.R. and Reed, J.C. 1998;
Martinou, J.C. 1999; Lim, M.L. et al. 2002). Die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren
konnte durch eine intakte duBBere Mitochondrienmembran geschehen oder eine indirekte Folge
eines Zerreilen der dufleren Membran sein. Im ersten Fall wiirde Bax die Freisetzung von
Cytochrom ¢ vermitteln, ohne die duBlere Mitochondrienmembran dauerhaft zu zerstéren. Im
zweiten Fall wiére die Freisetzung aller Proteine des Intermembranraums eine Folge der
Zerstorung der duBleren Mitochondrienmembran durch den Einfluss von Bax. Ein Zerreiflen
der duBleren mitochondrialen Membran kann als Folge eines Anschwellens des Matrixraums
durch hinein diffundierendes Wasser verursacht werden. Die innere Mitochondrienmembran
wiirde sich daraufthin entfalten und wegen der grofleren Oberfliche zum Reiflen der dulleren
Membran fiihren.

Wihrend einer mitochondrialen Permeabilititstransition wird ein Kanal generiert, die
sogenannten Permeabilitdtstransitionspore (PTP), an dem beide Mitochondrienmembranen
beteiligt sind (Haworth, R.A. and Hunter, D.R. 1979; Hunter, D.R. and Haworth, R.A. 1979;
Hunter, D.R. and Haworth, R.A. 1979). Die PTP ist im gedffneten Zustand fiir Molekiile bis
zu 1,5 kDa frei permeabel (Crompton, M. et al. 1987). Somit ist eine ungehinderte Diffusion
von Wasser in den Matrixraum mit erhdhter Osmolaritdt im Vergleich zum Zytosol mdglich.
An der PTP sind primir ein mitochondriales Porin in der duBBeren Membran auch ,,voltage
dependent anion channel” (VDAC) genannt und der ,,adenine nucleotide translocator* (ANT)
in der inneren Membran beteiligt (Hunter, D.R. and Haworth, R.A. 1979; Hunter, D.R. and
Haworth, R.A. 1979). Der Benzodiazepinrezeptor und Cyclophilin D sind auch als
Bestandteile der PTP postuliert worden (Halestrap, A.P. and Davidson, A.M. 1990; McEnery,
M.W. 1992; McEnery, M.W. et al. 1992). Zytosolische Hexokinase und mitochondriale

Creatinkinase iiben eine Funktion bei der Regulation der Pore aus, indem sie durch
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Interaktion mit dem VDAC bzw. ANT Komplexe bilden konnen, die ein Offnen der Pore
verhindern. Die mitochondriale Permeabilitétstransition (MPT) kann durch spezielle Stimuli,
wie zum Beispiel eine erhhte Calciumkonzentration, ausgeldst werden. Ein Offnen der Pore
kann durch Magnesiumionen oder Cyclosporin A (CsA), das die Bindung des Cyclophilin D
verhindert, inhibiert werden (Haworth, R.A. and Hunter, D.R. 1979; Crompton, M. et al.
1988; Bernardi, P. 1992). Es wurde gezeigt, dass Bax sowohl mit dem VDAC als auch mit
dem ANT interagieren kann (Marzo, I. et al. 1998; Shimizu, S. et al. 1998). Grundsétzlich
konnte Bax somit durch Interaktion mit einem an der PTP beteiligten Proteine eine
mitochondriale Permeabilitétstransition induzieren. Dies wiirde zum Bersten der dufleren
Mitochondrienmembran durch das Schwellen der Matrix und somit zu einer unspezifischen
Freisetzung von Cytochrom c¢ und anderen Proteinen aus dem Intermembranraum fiihren
(Abbildung 5 A).

In die mitochondriale Membran inseriertes Bax Protein konnte nach einer alternativen
Hypothese durch Interaktion mit membranstindigen Proteinen eine Hyperpolarisation iiber
die innere Membran der Mitochondrien induzieren. Im Falle einer Interaktion von Bax mit
dem (VDAC) in der duBleren Membran wurde bereits der Verschluss dieses normalerweise fiir
Metabolite bis 5 kDa permeablen Kanals postuliert (Vander Heiden, M.G. et al. 1999). Im
geschlossenen Zustand kann der VDAC zwar noch von Wasser aber nicht mehr von
Metaboliten, insbesondere ATP oder ADP, passiert werden. Durch den verhinderten
Austausch mit dem Zytosol erhoht sich das Verhédltnis von ATP/ADP, zugunsten des ATP in
der mitochondrialen Matrix. Weitere direkte Folgen des Verschlusses wiren ein Anstieg des
Membranpotentials iiber die innere Mitochondrienmembran (Hyperpolarisation) und eine
Alkalisierung des Matrixraums. Die verdnderte Energielage der Mitochondrien wiirde
ebenfalls zur Diffusion von Wasser in den Matrixraum und damit zu einem Bersten der
duBeren Mitochondrienmembran fithren, wodurch pro-apoptotische Faktoren neben anderen
Proteinen unspezifisch freigesetzt werden konnten (Abbildung 5 B).

Ein moglicher Mechanismus, der die dullere Mitochondrienmembran intakt hilt, konnte eine
Interaktion von Bax mit dem VDAC sein, wodurch der Durchmesser der vorhandenen Pore
soweit vergroBert wird, dass sie fiir Cytochrom ¢ permeabel wird (Shimizu, S. ef al. 1999)

(Abbildung 5 C).

Seite 17



Einleitung

PTP A
Offnung ) i~ —’54;\‘ ‘s
( Schwellen der A
Qii)chondrien
VDAC- ~—
Verschlufl ZerreiBen der duBeren
Mitochondrienmembran
Bax-VDAC-
Pore
- Kein Schwellen
der Mitochondrien
Bax-Pore \ .
Freisetzung ohne Zerreilen der
. ) duBleren Mitochondrienmembran
Bax-induzierter
Lipidkanal

Abb. 5: Mechanismen der Bax-induzierten Cytochrom c Freisetzung.

Ubersicht {iber verschiedene postulierte Mechanismen fiir die Bax-induzierte Freisetzung von
Cytochrom c¢ aus dem Intermembranraum der Mitochondrien (in Anlehnung an: Lim M.L. et al,
2002). Die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren konnte durch eine intakte &ufere
Mitochondrienmembran geschehen (C-E) oder eine indirekte Folge eines Zerreilen der duBleren
Membran sein (A, B).

Kristallographische Analysen zeigten, dass Bcl-Xp eine sehr groBe Ahnlichkeit in seiner
dreidimensionalen Struktur zu porenformenden Doménen von bakteriellen Toxinen aufweist
(Muchmore, S.W. et al. 1996). Es ist bekannt, dass die Proteine der Bcl-2 Familie
Ionenkanéle bilden konnen (Antonsson, B. et al. 1997; Schlesinger, P.H. et al. 1997;
Schendel, S.L. et al. 1998). Die Notwendigkeit einer Oligomerisierung von Bax fiir die pro-
apoptotische Funktion wurde ebenfalls gezeigt (Gross, A. et al. 1998). Die Vermutung liegt
daher nahe, dass Bax allein durch Oligomerisierung eine Pore fiir Cytochrom c in der du3eren

Mitochondrienmembran bilden konnte (Saito, M. et al. 2000) (Abbildung 5D).
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Ein weiterer Mechanismus der Cytochrom c¢ Freisetzung ohne Zerstorung der duBeren
Membran wére ein Bax-induzierter Lipidkanal in der Membran. Dieses Model basiert auf
Experimenten, in denen gezeigt wurde, dass Bax und tBid in der Lage sind, die Stabilitdt von
Phospholipid-Doppelschichten und Liposomen zu verringern (Basanez, G. et al. 1999; Kudla,
G. et al. 2000). Dieser Destabilisierung liegt eine Verringerung der linearen Spannung (linear
tension) der Membran zugrunde. Aullerdem wurde gezeigt, dass Bax in hoher Konzentration
(> 5 uM) in der Lage ist, isolierte Erythrozyten zu lysieren und dadurch Hadmoglobin
freizusetzen (Antonsson, B. ef al. 1997; Shimizu, S. et al. 2001). Bax konnte die notwendige
Aktivierungsenergie fiir die Bildung eines neuen Kanals in einer Lipidstruktur soweit
heruntersetzen, dass sich dieser in zelluliren Membranen formen konnte (Basanez, G. et al.
1999) (Abbildung 5 E).

Eine weitere Bax-induzierte Pore der sogenannte ,,mitochondrial apoptosis-induced channel*
(MAC) wurde kiirzlich flir Sdugerzellen beschrieben (Pavlov, E.V. ef al. 2001). Dabei handelt
es sich um einen ,high conductance channel” der unabhingig von VDAC seine Funktion
ausiibt und durch Bcl-2 inhibiert wird. Inwiefern der MAC einem der obigen Mechanismen

zugeordnet werden kann, oder eine neue alternative Hypothese darstellt, ist noch unklar.

Zielsetzung der Arbeit

Die Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen pro-apoptotischen Faktoren aus dem
Intermembranraum von Mitochondrien ist von zentraler Bedeutung fiir den intrinsischen oder
mitochondrialen Apoptosesignalweg. Die Regulation der Freisetzung obliegt unter anderem
den Proteinen der Bcl-2 Familie. Dennoch ist der genaue Mechanismus der Freisetzung der
pro-apoptotischen Faktoren, der Einfluss der Verteilung von Cytochrom c¢ in den
Mitochondrien und der resultierende Effekt auf die Physiologie dieses Zellorganells in weiten
Teilen ungeklért oder iiberaus kontrovers.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Struktur-Funktions Analyse des pro-apoptotischen
Proteins Bax im Bezug auf die Bax-induzierte Freisetzung von Cytochrom c¢ aus
Mitochondrien. Fiir die Freisetzung von Cytochrom c essentielle Doménen des Proteins
sollten identifiziert werden. Mit rekombinanten Deletionsproteinen sollte der Einfluss der
Transmembrandoméne, der BH3-Doméne und der zentralen a-Helices 5/6 auf die Freisetzung
von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien in vitro charakterisiert werden. Ein

konserviertes Tetrapeptid (IGDE) im Zentrum der BH3-Domine und die zentralen a.-Helices
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5/6 sollten entweder allein oder in Kombination deletiert werden, um den individuellen
Einfluss bzw. Synergien fiir die Funktionalitdt von Bax zu identifizieren. Weiterhin sollte mit
Hilfe einer Membranpotentialmessung und der Analyse des Einflusses von Bax auf zelluldre
Membranen und die mitochondriale Transitionpore der zugrunde liegende Mechanismus der
Freisetzung nédher charakterisiert werden. Schlieflich sollte die Bax-induzierte Freisetzung
eines speziellen, in den Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen organisierten, Cytochrom ¢ Pools

untersucht werden.
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Material und Methoden

Chemikalien und Reagenzien

Wenn nicht anders ausgewiesen, wurden alle Chemikalien und Reagenzien bei Sigma-Aldrich

(Taufkirchen, Deutschland) erworben.

Klonierung verschiedener ORFs fiir Maus Bax o

Alle klonierten ORFs fiir das Bax Protein besitzen die Sequenz des Maus Bax o (NCBI
Datenbank, NID Nummer g388191). Zur Konstruktion der Deletionsproteine von Bax wurden
Sequenzbereiche gezielt deletiert. Als ,,Template* standen drei Plasmide zur Verfiigung, die
bereits verschiedene Bax-Sequenzen enthielten (vgl. Tabelle 1). Diese Plasmide wurden zur
Konstruktion von Expressionsvektoren fiir Bax bzw. verschiedene Deletionsproteine
verwendet. Die Bax-Sequenzen wurden iiber PCR mit Hilfe von Primern, die
Restriktionsschnittstellen an das 5°- und 3°-Ende anhédngen, amplifiziert. Dazu wurde eine
Pfu-DNA-Polymerase (Promega) verwendet. Die codierende DNA-Sequenz fiir die mBax
Proteine, denen die 20 C-terminalen hydrophoben Aminosduren der Transmembrandoméne
deletiert worden waren, wurde mit Hilfe der Primer 1 und 2 mittels PCR amplifiziert. Die
Primer 3 und 4 in Kombination mit den Primern 1 und 2 dienten zur Deletion der a-Helices
5/6. Die codierende DNA-Sequenz fiir mBax wurde mit Hilfe der Primer 5 und 6 amplifiziert
(vgl. Tabelle 2).

Alle verwendeten Primer wurden bei MWG-Biotech AG synthetisiert. Alle
Ausgangsplasmide und alle resultierenden Expressionsvektoren wurden im Servicelabor des

ZMMK der Universitit zu Koln auf ihre korrekte DNA-Sequenz tiberpriift.

Tabelle 1: Vorhandene ,,Template*“-Plasmide zur Klonierung der ORFs von Bax

Plasmidname Plasmid Bax-Insert Literatur

pGEX-4T1-Bax pGEX-4T1 (Pharmacia) | mBax(ATM) | (Xie, Z. et al. 1998)
pcDNA3-HABax pcDNA3 (Invitrogen) | mBax(WT) (Zha, H. et al. 1996)
pcDNA3-HABax(AIGDE) |pcDNA3 (Invitrogen) | mBax(AIGDE) |(Zha, H. et al. 1996)

(Alle drei Plasmide wurden freundlicherweise von Dr. John Reed, The Burnham Institute in

La Jolla, U. S. A. zur Verfiigung gestellt.)
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Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide zur Klonierung der ORFs von Bax

# | Primername Sequenz (5' —3")

1 | 5'mBax(EcoR1) 5' CCC CCC CCG AAT TCA TGG ACG GGT CCG GGG AGC 3

2 |3'mBax(Xhol) -TM |5' CCC CCC CCC TCG AGT CAC TGC CAT GIG GGG GTC 3'

3 | mBax(-h5/6) frw 5' GAT GGC AAT TTC GAC CAG GGT GGC TGG GAA GGC 3

4 | mBax(-h5/6) rev 5' GCC ACC CTG GTC GAA GTT GCC ATC AGC AAA CAT 3'

5| 5'mBax(Bgl2) 5' CCC CCC CCA GAT CTA TGG ACG GGT CCG GGG AGC 3

6 | 3'mBax(Hind3) 5' CCC CCC CCA AGC TTT CAG CCC ATC TTC TTC CAG ATG 3'

(Namen: frw — vorwirts, rev — riickwérts)

Die codierende DNA-Sequenz fiir die verschiedenen Bax Proteine, denen die 20 C-terminalen
hydrophoben Aminoséuren der Transmembrandomdne (TM) deletiert worden waren, wurde
mit Hilfe einer flankierenden 5’-terminalen FEcoRI und einer 3‘-terminalen Xhol
Restriktionsschnittstelle in den prokaryotischen Expressionsvektor pGEX-4T1 (Amersham
Pharmacia Biotech) kloniert. Durch diese Klonierungsstrategie wird ein GST-Expressionstag
an den N-Terminus des Proteins gehingt, was eine Reinigung mittels
Affinititschromatographie ermoglicht.

Die codierende DNA-Sequenz fiir unmodifiziertes Bax wurde mit Hilfe einer flankierenden
5’-terminalen Bglll und einer 3°-terminalen HindIll Restriktionsschnittstelle in den
prokaryotischen Expressionsvektor pBAD/HisB (Invitrogen) kloniert. Durch diese
Klonierungsstrategie wird ein Hise-Expressionstag am N-Terminus des Proteins zur

Reinigung mittels Affinitdtschromatographie eingefiihrt.

Uberexpression und Reinigung der verschiedenen mBax(ATM) Mutanten

Uberexpression:

Alle rekombinanten Bax Proteine, denen die 20 C-terminalen Aminosduren der
Transmembranregion fehlen, mBax(ATM), wurden mit kleinen Modifikationen in Anlehnung
an Xie et al. (1998) isoliert (Xie, Z. et al. 1998):

Die Expressionsvektoren wurden in den E. coli Stamm XL-1 Blue transformiert. Eine
einzelne Kolonie der retransformierten Bakterien wurde iliber Nacht bei 37°C in 1 | TB
Medium (Terrific Broth) mit 1,5 % Glycerol in der Gegenwart von 0,5 mg/ml Carbenicillin
unter Schiitteln kultiviert. Die Expression der Proteine wurde durch Zugabe von 10 uM IPTG

(Isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranosid) fiir 24 Stunden bei 25°C induziert. Die Bakterien
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wurden durch Zentrifugation (3.000 xg, 10 min., 4°C) geerntet. Das mit PBS gewaschene

Pellet wurde bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

Reinigung:

Die Bakterien wurden im Resuspensions-Puffer durch Zugabe von 0,5 mg/ml Lysozym und
Behandlung mit Ultraschall (50 Minuten, Puls ein: 15 Sekunden, Amplitude 15 %)
aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (27.500 xg, 10 min., 4°C) wurde der Uberstand iiber
Nacht mit dquilibrierter Glutathion-Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) inkubiert. Die
rekombinanten Proteine binden dabei iliber das GST-Expressionstag an die Glutathion-
Sepharose. Die Glutathion-Sepharose mit gebundenem Protein wurde in eine Sdule gepackt
und intensiv mit GST-Waschpuffer gewaschen. Die Proteine wurden durch Behandlung mit
300 u Thrombin (Amersham Pharmacia Biotech) in GST-Elutionspuffer iiber Nacht (4°C)
proteolytisch von dem S&ulenmaterial eluiert. Die eluierten mBax(ATM) Proteine wurden
tiber Nacht bei 4°C gegen Dialysepuffer dialysiert. Die Proteine wurden anschlieend auf eine
Anionenaustauscher Saule (Resource Q, Amersham Pharmacia Biotech) aufgetragen und mit
einem linearen Gradienten von 0 bis 500 mM NaCl in Dialysepuffer eluiert.

Fraktionen, die mBax(ATM) Proteine enthielten, wurden mit Hilfe einer Amicon Zelle
(Millipore) bei 4°C unter Druck (N;) bis zu einer Endkonzentration von 0,35 mg/ml in
Lagerpuffer (P1) konzentriert. Alle gewonnenen mBax(ATM) Proteine wurden aliquotiert bei
-70°C gelagert.

Tabelle 3: Medien und Puffer fiir die Reinigung von mBax(ATM) Proteinen

TB Medium 1,2 % Bacto-Tryptone, 2,4 % Hefeextrakt, 1,5 % Glycerol

Resuspensions- 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 %

Puffer Tween 20, 0,1 % 2-Mercaptoethanol, Complete Protease Inhibitor Set
(Roche) (pH 8,0)

GST-Waschpuffer |20 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, 0,1 % 2-
Mercaptoethanol (pH 8,0)

GST-Elutionspuffer | 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 2,5 mM CaCl,, 0,1 % Tween 20, 0,1
% 2-Mercaptoethanol (pH 8,0)

Dialysepuffer 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 0,1 % 2-Mercaptoethanol (pH 8,0)
Lagerpuffer (P1) 10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl (pH 7.,5)
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Expression und Reinigung von mBax

Fermentation und Uberexpression:

Rekombinantes Bax Protein wurde mit kleinen Modifikationen in Anlehnung an Montessuit et
al. (1999) isoliert (Montessuit, S. et al. 1999):

Der Expressionsvektor wurde in den E. coli Stamm LMG 194 (Invitrogen), der speziell fiir
die Expression toxischer Proteine geeignet ist, transformiert. Eine einzelne Kolonie der
transformierten Bakterien wurde in RM Medium mit 0,4 % Glucose in der Gegenwart von
100 pg/ml Ampicillin iber Nacht kultiviert. Diese Vorkultur wurde zum Animpfen eines mit
10 1 RM Medium befiillten Fermenters verwendet. Die Kultur wurde bei 37°C und einem
Sauerstoffgehalt von 30 % unter Riihren bis zu einer ODgg von 3 fermentiert. Dann wurde die
Expression des Fusionsproteins durch Zugabe von L-Arabinose (1 g/l) induziert. Die Kultur
wurde fiir weitere 4 Stunden bei 30°C inkubiert. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation
(5.850 xg, 10 min., 4°C) geerntet. Das mit PBS gewaschene Pellet wurde bis zur weiteren

Verwendung bei —20°C gelagert. Die Ausbeute betrug 60-70 g Bakterien (Nassgewicht).

Reinigung:

35 g Bakterien wurden in 100 ml Lysepuffer resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe
von 50 pg/ml Lysozym und Behandlung mit Ultraschall (50 Minuten, Puls ein: 15 Sekunden,
Amplitude 15 %) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (35.000 xg, 30 Minuten, 4°C) wurde
der Uberstand fiir 16 Stunden auf eine mit Hisg-Waschpuffer dquilibrierte 5 ml Nickel-NTA
Sdule (Amersham Pharmacia Biotech) geladen. Danach wurde die proteinbeladene Sédule mit
15 Sdulenvolumen Hise-Waschpuffer gewaschen. Das Protein wurde in einer Ein-Schritt-
Elution mit 20 ml Hise-Elutionspuffer eluiert und in Fraktionen gesammelt.

Die mBax haltigen Fraktionen wurden vereinigt und 1:4 mit Hise-FPLC-Puffer verdiinnt.
Diese Losung wurde auf eine mit demselben Puffer dquilibrierte Anionenaustauscher Séule
(Resource Q; Amersham Pharmacia Biotech) aufgetragen. Das mBax Protein wurde mit
einem linearen Gradienten von 0 bis 500 mM NaCl in Hise-FPLC-Puffer eluiert.

Die Fraktionen mit mBax wurden in der Gegenwart von Lagerpuffer (P2) mittels
Ultrafiltration (VIVA-Spin6 Konzentrator, 5 kDa Ausschlussgrenze, VIVA Science) bis zu
einer maximalen Endkonzentration von 0,2 mg/ml aufkonzentriert. Zentrifugiert wurde fiir
mehrere Stunden bei 2.560 xg (4°C). Das gewonnene Protein wurde aliquotiert bei —70°C
gelagert.
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Tabelle 4: Medien und Puffer fiir die Reinigung von mBax

RM Medium 2 % Casamino Acids, 1 x M9 Salzlosung, 1 mM MgCl,, 0,4 %
Glucose (pH 7,4)

10 x M9 Salzlésung {422 mM Na,HPOy4, 220 mM KH;PO4, 85 mM NacCl, 187 mM NH4CI
(pH 7.4)

Lysepuffer

100 mM HEPES-NaOH, 100 mM NacCl, 1 mM MgCl,, 1 % Triton X-
100, I mM PMSF, 1 mM Benzamidin, 0,1 % 2-Mercaptoethanol,
Complete Protease Inhibitor Set (EDTA-free) (Roche), 30 pg/ml
DNAsel, 50 ug/ml RNAseA, 50 ug/ml Lysozym (pH 8,0)

Hise-Waschpuffer

50 mM HEPES-NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 20 mM
Imidazol, 2 % Oktylglykosid (Alexis), 0,1 mM PMSF, 0,1 mM
Benzamidin, 0,1 % 2-Mercaptoethanol (pH 8,0)

Hisg-Elutionspuffer

50 mM HEPES-NaOH, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 200 mM
Imidazol, 2 % Oktylglykosid, 0,1 mM PMSF, 0,1 mM Benzamidin,
0,1 % 2-Mercaptoethanol (pH 8,0)

His¢-FPLC-Puffer

50 mM HEPES-NaOH, 2 % Oktylglykosid, 0,1 mM PMSF, 0,1 mM
Benzamidin, 0,1 % 2-Mercaptoethanol (pH 8,0)

Lagerpuffer (P2)

20 mM Na,HPOy, 5 % Glycerin, 0,5 % Oktylglykosid (pH 7,5)

Proteinbestimmung

Proteingehalte wurden mit Hilfe eines modifizierten Bradford-Tests (Bio-Rad Protein Assay,

Bio-Rad) analysiert (Bradford, M.M. 1976). Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe von

BSA verwendet. Absorptionen wurden bei 570 nm mit einem ELISA-Plate-Reader (Dynex

Technologies) gemessen.

Trennung von Proteinen tiber SDS-PAGE

Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Schégger, H. and von Jagow, G. 1987). Die

Proteine wurden in 1x Ladepuffer mit 5 % 2-Mercaptoethanol fiir 5 Minuten bei 100°C

inkubiert. Die Proben wurden auf 14 % Gelen (Mini Protean 3, Bio-Rad) gepuffert mit

Tris/Glycin oder High-Tris/Glycin geladen und nach dem Einlaufen in das Trenngel (120 V)

bei konstanter Spannung von 180 V aufgetrennt.
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Tabelle 5: Reagenzien fiir die SDS-PAGE

5 x Ladepuffer 60 mM Tris-HCI, 14,4 mM SDS, 25 % Glycerol, 0,1 % Bromphe-
nol Blau (pH 6,8)

Tris/Glycin Gel 375 mM Tris-HCI, 14 % Acrylamid/Bis, 0,1 % SDS (pH §,8)

High-Tris/Glycin Gel | 750 mM Tris-HCI, 14 % Acrylamid/Bis, 0,1 % SDS (pH 8,8)

Sammelgel 125 mM Tris-HCI, 4 % Acrylamid/Bis, 0,1 % SDS (pH 6.8)

10 x Laufpuffer 3 % Tris-Base, 14,4 % Glycin, 1 % SDS

10 x High-Tris-Puffer |6 % Tris-Base, 14,4 % Glycin, 1 % SDS

Coomassie Brilliant Blue Farbung

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt. Nach
der Elektrophorese wurden die aufgetrennte Proteine mit einer Losung von 0,2 % Coomassie
Brilliant Blue R-250 (Serva) in 50 % Methanol und 10 % Essigséure fiir 60 Minuten gefarbt.
Das Entfdarben der Gelmatrix erfolgte mit einer Losung von 50 % Methanol und 10 %
Essigsdure. Gele mit gefdrbten Proteinen wurden nach Inkubation in 10 % Glycerol und 20 %

Ethanol iiber Nacht (4°C) getrocknet.

Silberfarbung

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine wurden mit Silber gefarbt (Neuhoff, V. et al. 1990).
Nach der Elektrophorese wurden die Gele 30 Minuten mit Fixierer und anschlieBend 30
Minuten mit der Oxidationslosung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 5
Minuten mit Wasser folgte eine 20 miniitige Inkubation in Silberlosung mit Formaldehyd. Die
Gele wurden anschlieBend bis zum Erscheinen der Proteinbanden in Entwicklerlésung mit
Formaldehyd inkubiert. Die Entwicklung wurde bei ausreichender Farbintensitit mit der

EDTA-L06sung beendet.

Tabelle 6: Losungen fiir die Silberfiarbung

Fixierer 50 % Ethanol, 10 % Essigséure

Oxidationslosung |30 % Ethanol, 0,83 M Natriumacetat, 0,125 % Glutaraldehyd, 8 mM
Natriumthiosulfat

Silberlosung 0,1 % Silbernitrat

Entwicklerlosung | 0,24 M Natriumcarbonat

EDTA-L6sung 39 mM EDTA
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Western Blot Analyse

Ein spezifischer Nachweis von Proteinen erfolgte immunchemisch mittels Western Blot.
Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran (Protran
0,2 wm; Schleicher und Schiill) transferiert. Die Western Blot Membran wurde fiir 20-60
Minuten mit Blockpuffer (siche Tabelle 7) bei Raumtemperatur geblockt. Es folgte eine
Inkubation mit den entsprechenden Erstantikdrpern (siche Tabelle 8) in Blockpuffer fiir 1
Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C. Die Membran wurde mit Waschpuffer
von ungebundenem Erstantikorper gewaschen. HRP-konjugierte Anti-Kanninchen bzw. Anti-
Maus IgGs (Bio-Rad) wurden als Zweitantikorper verwendet. Die Western Blot Membran
wurde 60 Minuten mit den Zweitantikdrpern in Blockpuffer bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach erneutem Waschen der Membran wurde eine Chemilumineszenz-Reaktion zur

Visualisierung der gebundenen Antikorper verwendet. Diese wurde mit einem ECL-Kit

(Amersham Pharmacia Biotech) gemil3 den Herstellerangaben detektiert.

Tabelle 7: Reagenzien fiir den Western Blot

Transferpuffer 25 mM Tris-HCL, 20 % Methanol, 0,05 % SDS (pH 8.,3)

Blockpuffer 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 % Magermilch, 2 % BSA, 0,1 %
Tween-20 (pH 7,4-7,6)

10 x Waschpuffer |1,2 M NaCl, 0,1 M NaH,POy,, 0,3 M K,HPO, (pH 7,6)

Tabelle 8: Antikorper fiir den Western Blot

Name Isotyp Immunogen Hersteller Verdiinnung | Katalog Nr.
Anti Bax (6A7) | Monoklonal/Maus (6A7) | AS 12-24 BD Pharmingen | 1:2500 66241A
Rat-Anti Bax Monoklonal/Ratte AS 1-172 BD Pharmingen | 1:2500 13401A
Rabbit-Anti Bax | Polyklonal/Kaninchen AS 31-64 BD Pharmingen | 1:2500 554106
Cytochrom ¢ Monoklonal/Maus AS 1-80, 66-104 | BD Pharmingen | 1:2000 556433

Anti Cyt ¢ Oxid. | Monoklonal/Maus Subunit IV Molecular Probes | 1:2000 A-6431

Anti His Monoklonal/Maus Hiss Motiv Qiagen 1:2000 34660
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Proteinanalyse mit MALDI

Nach SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie Blue Farbung erfolgte die MALDI-Analyse
von Proteinen wie anderswo beschrieben (Bernardo, K. et al. 2002). Die gefirbten
Proteinbanden wurden aus der Gelmatrix ausgeschnitten. Das Protein wurde mit Trypsin
(Promega) bei 37 °C fiir 16 Stunden verdaut. Alle Massenspektren wurden mit Hilfe eines

Bruker REFLEX 4 Massenspektrometers (Bruker) aufgezeichnet.

Proteinsequenzierung iiber Edman-Abbau

Zur Bestimmung der N-terminalen Aminosduresequenz wurden die Proteine nach SDS-PAGE
einem Edman-Abbau unterzogen. Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 5 Minuten in
CAPS-Transferpuffer (10 mM CAPS, 10 % Methanol (pH 11)) inkubiert, um die Menge von
Tris und Glycin zu reduzieren. Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran
(Hybond™-PVDF Membran; Amersham Life Science) transferiert. Die Membran wurde fiir 5
Minuten mit Wasser gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden mit 0,1 % Coomassie Blue
R-250 in 50 % Methanol fiir 5 Minuten auf der Membran gefirbt. Die Membran wurde
anschlieBend mit einer Losung von 50 % Methanol und 10 % Essigsdure fiir 5-10 Minuten
entfarbt. Nach abschlieBendem Waschen mit Wasser wurde die Membran an der Luft
getrocknet und bei -20°C gelagert.

Die Sequenzierung der gefirbten Proteine tiber Edman-Abbau wurde im Servicelabor des

ZMMK der Universitit zu Koln vorgenommen.

Analyse der Membranlyse durch Bax

Um zu untersuchen, ob Bax unspezifisch Membranen lysieren kann, wurde die in vitro
Freisetzung von Hdmoglobin aus isolierten humanen Erythrozyten durch Bax analysiert. Dazu
wurden 0,5 ml heparinisiertes Blut mit 40 ml eiskaltem PBS (pH 7,4) verdiinnt. Nach
Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 5.000 xg (4°C) wurden die pelletierten Erythrozyten (100
ug Gesamtprotein) in 100 pl Sucrose/PIPES Puffer (250 mM Sucrose, 20 mM PIPES-NaOH
(pH 7,2)) resuspendiert und mit den verschiedenen Bax Proteinen fiir 60 Minuten bei 30°C im

Thermoschiittler (1.300 Upm) inkubiert. Nach Zentrifugation bei 5.000 xg fiir 5 Minuten
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(4°C) wurde die freigesetzte Menge an Himoglobin im Uberstand spektroskopisch bestimmt.
Dazu wurde die Absorption bei 405 nm mit Hilfe eines ELISA-Plate-Readers (Dynex
Technologies) ermittelt. Die Gesamtmenge an Hémoglobin wurde durch vollstindiges
Lysieren von Erythrozyten mit dem Detergens Triton X-100 freigesetzt. Die durch Bax

freigesetzte Menge an Himoglobin wurde im Verhéltnis zur Gesamtmenge angegeben.

Rattenleber-Mitochondrien-Isolation

Eine weibliche Wistar Ratte (220-260 g) wurde nach kurzzeitigem Betduben mit CO, durch
Dekapitation getotet. Die Leber wurde entnommen, fein geschnitten und in eisgekiihltem
Isolationsmedium (MIB) mehrfach gewaschen. Die Gewebestiicke wurden in einem Teflon-
in-Glas Homogenisator mit 700 Upm homogenisiert (5-10 StoBe). Das resultierende
Homogenisat wurde fiir 10 Minuten bei 600 xg (4°C) zentrifugiert, um Zellreste zu
pelletieren. Mitochondrien aus dem resultierenden Uberstand wurden fiir 10 Minuten bei
12.000 xg (4°C) pelletiert, anschlieBend in Zentrifugationsmedium (MCB) resuspendiert und
auf einen diskontinuierlichen Gradienten von 1,2 M Sucrosepuffer und 1,6 M Sucrosepuffer
geladen. Der Gradient wurde 30-60 Minuten bei 47.800 xg (4°C) zentrifugiert. Die
Mitochondrien wurden aus der Interphase entnommen, in MCB resuspendiert und erneut
durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 18.000 xg (4°C) pelletiert und abschlieend dreimal
mit Mitochondrienlagerpuffer (MSB) gewaschen. Die Lebermitochondrien in MSB kdnnen
auf Eis gelagert bis zu 4 Stunden verwendet werden. Die bei einer Priparation erzielte

Gesamtproteinmenge in Mitochondrien betrdgt 50-60 mg/ml.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Puffer fiir die Mitochondrienisolation und -analyse

Isolationsmedium (MIB) 210 mM Mannitol, 70 mM Sucrose, | mM EGTA, 5 mM
HEPES-NaOH, 0,05 % BSA (pH 7,4)

Zentrifugationsmedium (MCB)| 300 mM Mannitol, 10 mM KH,PO,, 0,1 % BSA (pH 7,2)

1,2 M Sucrosepuffer 1,2 M Sucrose, 10 mM KH,POQOy,, 0,1 % BSA (pH 7,5)

1,6 M Sucrosepuffer 1,6 M Sucrose, 10 mM KH,PO,, 0,1 % BSA (pH 7,5)

Mitochondrienlagerpuffer 400 mM Mannitol, 10 mM KH,PO,4, 50 mM Tris-HCI, 0,5 %)

(MSB) BSA (pH 7,2)

Swelling-Puffer (CFS) 220 mM Mannitol, 68 mM Sucrose, 2 mM NaCl, 5 mM
KH,PO,, 10 mM HEPES-NaOH (pH 7.4)

KCI-Medium 150 mM KCI, 10 mM HEPES-NaOH, 1 mM GSH, 0,1 mM
EGTA (pH 7,4)
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Freisetzung von Cytochrom ¢ aus isolierten Mitochondrien

Die in vitro Freisetzung von Cytochrom c aus dem Intermembranraum wurde an isolierten
Rattenlebermitochondrien untersucht. Dazu wurden 5 pl Bax Protein oder entsprechende
Kontrollen vorgelegt. Mitochondrien (300 pg Gesamtprotein) resuspendiert in 45 ul MSB mit
5 mM Succinat, 5 pM Rotenon und 4 mM MgCl, wurden zu jeder Probe zugesetzt. Nach
Inkubation fiir 30 Minuten bei 30°C im Thermoschiittler (750 Upm) wurden die
Mitochondrien durch Zentrifugation bei 510 xg pelletiert. Der resultierende Uberstand wurde
erneut zentrifugiert und immunchemisch mittels Western Blot oder mit Hilfe eines Cytochrom

c ELISA (R&D Systems) auf die Anwesenheit von Cytochrom ¢ untersucht.

Insertion von Bax in die Mitochondrienmembran

Die Insertion von rekombinantem Bax Protein in mitochondriale Membranen wurde in vitro
mit Hilfe von isolierten Rattenlebermitochondrien analysiert. Mitochondrien (1200 pg
Gesamtprotein) wurden mit 1,7 pM der verschiedenen rekombinanten Bax Proteine in 300 ul
MSB mit 5 mM Succinat, 5 uM Rotenon und 4 mM MgCl, resuspendiert. Nach Inkubation
fiir 60 Minuten bei 30°C im Thermoschiittler (850 Upm) wurden die Mitochondrien durch
Zentrifugation bei 510 xg pelletiert. Das Mitochondrienpellet wurde viermal mit MSB
gewaschen, um nicht gebundenes bzw. nicht inseriertes Bax Protein zu entfernen.
Gebundenes Bax Protein wurde durch 20 miniitige Behandlung der Mitochondrien auf Eis mit
0,1 M Na,CO; in MSB (pH 12) von der Membran abgelost. Nach Zentrifugation fiir 1 Stunde
bei 100.000 xg wurde der Uberstand mit abgeldstem Bax Protein entfernt. Das Membranpellet
mit dem inserierten Bax Protein wurde in 1 x Ladepuffer fiir die SDS-PAGE Analyse
aufgenommen. Uberstand- und Pelletfraktion wurden im Western Blot mit einem
polyklonalen Antikorper gegen Bax (Rabbit-Anti Bax) auf die Anwesenheit von Bax Protein

analysiert.

Analyse der mitochondrialen Permeabilititstransition

Das Schwellen von isolierten Rattenlebermitochondrien wird durch Offnen der

mitochondrialen Permeabilititstransitionspore (PTP) verursacht und kann spektroskopisch
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verfolgt werden (Bernardi, P. 1999). Ein Anschwellen der Mitochondrien fiihrt zu einer
erhohten Streuung des eingestrahlten Lichts, wodurch das detektierte Signal abnimmt. Die
isolierten Mitochondrien (1200 pg Gesamtprotein) wurden dazu in 1,2 ml CFS mit 5 mM
Succinat bzw. 5 uM Rotenon resuspendiert. Die Mitochondrien wurden mit einer
Endkonzentration von 150 uM CaCl, (Positivkontrolle) in Ab- oder Anwesenheit von 4 mM
MgCl, behandelt. Die Anwesenheit von Mg*-lonen inhibiert das Offnen der
Permeabilitétstransitionspore. Eine Endkonzentration von 500 nM mBax(ATM), 340 nM
mBax(AIGDE;ATM) bzw. 50 nM mBax wurde eingestellt oder das entsprechende Volumen
Lagerpuffer zugegeben. Die Absorption wurde in einem Doppelstrahlspektrometer (Lambda
40; Perkin Elmer) mit temperierten Kiivetten unter Riihren (30°C, 200 Upm) bei einer

Messwellenlédnge von 540 nm iiber 6 Minuten verfolgt.

Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Das Membranpotential iiber die innere Mitochondrienmembran von isolierten Mitochondrien
kann mit Hilfe von Safranin, einem kationischen membranpermeablen Farbstoff, analysiert
werden (Akerman, K.E. 1979). Safranin akkumuliert in Abhingigkeit vom Membranpotential
in der mitochondrialen Matrix bzw. aggregiert an der inneren Membranoberfldche.
Diffusionspotentiale von K'- bzw. H'-lonen iiber die innere Membran von isolierten
Mitochondrien induzieren eine Verdnderung der spektralen Eigenschaften des Safranin. Das
Ausmal} der spektralen Verdnderungen korreliert linear mit dem Membranpotential. Eine
Potentialabnahme resultiert daher in einer Absorptionsabnahme bei 555 nm. Isolierte
Rattenlebermitochondrien (600 pg Gesamtprotein) wurden in 2 ml KCI-Medium mit 10 mM
K;HPO4, 5 mM L-Glutamat, 4 mM L-Malat, 2 mM MgCl, und 10 pg/ml Safranin
resuspendiert. Die Absorption wurde in einem Doppelstrahlspektrometer (Lambda 40; Perkin
Elmer) mit temperierten Kiivetten unter Rithren (30°C, 220 Upm) bei einer Messwellenlénge
von 555 nm iiber 8 Minuten verfolgt. Bax Protein oder ein entsprechendes Volumen des
Lagerpuffers wurden nach einer Minute zu der Mitochondriensuspension zugesetzt.
Entkopplung der Mitochondrien in der Probenkiivette wurde durch Zugabe von 50 puM
Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP) nach 6 Minuten induziert. Die

Depolarisierung resultierte in einer starken Signalabnahme.
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Isolation von Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen

Hexokinase-Porin-ANT-Komplexe wurden in Anlehnung an Beutner et al. (1996) wie folgt
isoliert (Beutner, G. et al. 1996):

Drei minnliche Ratten (220 -260 g) wurden durch Genickbruch getdtet. Die GroBhirne
wurden ziigig entnommen und direkt in fliissigem Stickstoff bis zur Verwendung
schockgefroren. Nach Auftauen in GT-Medium wurde das Gehirngewebe auf Eis grob
geschnitten und in GT-Medium gewaschen. Das Gewebematerial wurde in GT-Medium (10
ml/g Gewebemasse) mit einem Teflon-in-Glas Homogenisator bei 200 Upm homogenisiert.
Nach Zentrifugation bei 12.000 xg fiir 10 Minuten (4°C) wurde das resultierende
Membranpellet erneut in GT-Medium wie zuvor homogenisiert. Nach erneuter Zentrifugation
fiir 10 Minuten bei 12.000 xg (4°C) wurde das Membranpellet in GT-Medium mit 1 % Triton
X-100 (Roche) resuspendiert, um Proteine aus der Membran zu solubilisieren. Die Suspension
wurde lichtgeschiitzt fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem Riihren inkubiert.
Der Membranextrakt wurde 45 Minuten bei 45.000 xg (4°C) zentrifugiert. Der resultierende
Uberstand wurde mit 30 g DEAE-Cellulose (DE 52, Whatman) in 1x Aquilibrierpuffer fiir 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um die solubilisierten Proteine an das Sdulenmaterial
zu binden. Eine Sdule wurde gepackt, gewaschen und die gebundenen Proteine wurden durch
einen linearen Gradienten von 50-500 mM KCI in FPLC-Puffer eluiert. Fraktionen wurden
auf den Gehalt an Cytochrom c durch Differenzspektroskopie in Anlehnung an Appaix et al.
(2000) analysiert (Appaix, F. et al. 2000). Verwendet wurde die o Absorptionsbande des
Cytochrom ¢ Spektrums bei 550 nm nach Reduktion mit Natriumdithionit. Die vorhandene
Hexokinase-Aktivitdt wurde mit einem gekoppelten optischen enzymatischen Test bei 366 nm
mit Glucose und ATP als Substrat analysiert (Hoppe-Seyler, F. et al. 1953). Glucose-6-
Phosphat Dehydrogenase (Roche) und NADP wurden fiir die Indikatorreaktion verwendet.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Puffer fiir die Komplexisolierung

GT-Medium 10 mM HEPES-NaOH, 10 mM Glucose, 20 mM Monothioglycerol
(pH 7.4)

5 x Aquilibrierpuffer |25 mM Na,HPO,, 25 mM K,HPO, (pH 8,0)

1 x Aquilibrierpuffer |10 mM Na,HPO4, 6,6 mM K,HPO,, 100 mM Glucose, 1 mM
Dithioerythrit (pH 8,0)

FPLC-Puffer A 10 mM Na,HPO,, 6,6 mM KoHPO4, 100 mM Glucose, 50 mM KCl,
1 mM Dithioerythrit (pH 8,0)

FPLC-Puffer B 10 mM Na,HPO4, 6,6 mM KoHPO4, 100 mM Glucose, 500 mM
KCl, 1 mM Dithioerythrit (pH 8,0)

Dialysepuffer 125 mM Sucrose, 10 mM HEPES-NaOH (pH 7.,4)
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Rekonstitution von Komplexen in Phospholipidvesikeln

Die isolierten Komplexe von Hexokinase-Porin-ANT mit dem gebundenen endogenen
Cytochrom c sollten in Liposomen rekonstituiert werden. Dazu wurden Liposomen mit 98 %
Phosphatidylcholin und 2 % Cholesterin verwendet. Die Lipide wurden in Dialysepuffer mit
0,3 % Oktylglykosid bei Raumtemperatur resuspendiert. Die Fraktionen der Komplexisolation
mit der groBBten Hexokinase-Aktivitdt (1.500-2.500 mU) wurden mit der Lipidresuspension
vereint. Nach Dialyse iiber Nacht (4°C) wurden Vesikel mit 10 mM KCI und 20 mM Malat
durch Beschallen mit Ultraschall (3 x 10 Sekunden mit jeweils 1 Minute Pause) beladen.
Nach einer Grofenausschlusschromatographie iiber Sephadex G 75 (Amersham Pharmacia
Biotech) in Dialysepuffer wurden die Vesikel auf die Durchldssigkeit fiir Malat untersucht.
Dazu wurde nach Zentrifugation fiir 45 Minuten bei 400.000 xg (4°C) freigesetztes Malat im
Uberstand mit einem gekoppelten enzymatischen Test analysiert (Bergmeyer, H.U. et al.
1970). Der Gesamtgehalt an Cytochrom c in den pelletierten Vesikeln wurde nach Lysieren
mit Triton X-100 wie zuvor spektroskopisch bestimmt.

Nach Behandlung der Vesikel in Dialysepuffer mit mBax(ATM) Protein fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur wurde 45 Minuten bei 400.000 xg (4°C) zentrifugiert. Der Gehalt an
freigesetztem Cytochrom c bzw. Malat im Uberstand wurde erneut spektroskopisch ermittelt.
Das Vesikelpellet wurde mit Triton X-100 vollstindig lysiert. Der Gehalt an Cytochrom c¢

wurde in dieser Pelletfraktion ebenfalls spektroskopisch ermittelt.
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Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Struktur-Funktions Analyse des pro-apoptotischen
Proteins Bax durchgefiihrt. Dabei sollten fiir die Freisetzung von Cytochrom c essentielle
Domidnen des Proteins identifiziert werden. Der Mechanismus der Bax-induzierten
Freisetzung von Cytochrom c aus dem Intermembranraum von Mitochondrien sollte ebenfalls
analysiert werden. Durch Rekonstitution von isolierten Komplexen aus den
Mitochondrienmembranen in Liposomen sollte ein speziell organisierter Pool von Cytochrom

c und die Freisetzung von diesem durch Bax charakterisiert werden.

Expression, Reinigung und Analyse von Bax Proteinen

Bei der Charakterisierung essentieller Doménen fiir die Bax-induzierte Freisetzung von
Cytochrom c¢ sollten die C-terminale hydrophobe Transmembrandoméne (TM), die BH3-
Doméne und die zentralen o-Helices 5/6 von Bax untersucht werden. Der Einfluss der
Transmembrandomine sollte dabei durch einen Vergleich der Proteine mBax und
mBax(ATM) charakterisiert werden. Es wurde bereits gezeigt, dass Cytochrom c durch
mBax(ATM) freigesetzt werden kann (Jiirgensmeier, J.M. et al. 1998; Montessuit, S. ef al.
1999). Im Vergleich zu Bax(ATM) war Bax bei der Freisetzung von Carboxyfluorescein aus
Liposomen jedoch reaktiver (Jiirgensmeier, J.M. et al. 1998; Montessuit, S. et al. 1999). Ein
detaillierter Vergleich und das Ausmal der durch die beiden Proteine induzierten Freisetzung
von Cytochrom c unter denselben Bedingungen wurde bislang nicht durchgefiihrt. Die fiir die
Interaktion der Proteine der Bcl-2 Familie untereinander wichtige BH3-Domine sollte durch
Deletion eines konservierten Tetrapeptids (IGDE) beeinflusst werden. Die Deletion der
zentralen a-Helices 5/6 sollte eine mogliche Funktion dieser Doméne untersuchen.

Die Proteine mBax, mBax(ATM), mBax(AIGDE;ATM), mBax(Ah5/6;ATM) und
mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM) wurden rekombinant hergestellt. Die genaue Lokalisation der
Deletionen in der Aminosduresequenz ist fiir alle fiinf Proteine schematisch dargestellt
(Abbildung 6). Die nach der Expression resultierende Aminosduresequenz jedes Proteins ist

im Anhang zu finden.
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BH3 a-Helices 5/6 ™
I I [ [ I |  mBax
1 192
I [ [ [ | mBax(ATM)
1 171
I - [ I | mBax(AIGDE;ATM)
1 65 70 171
[ | F———1{ 1 mBax(Ah5/6;ATM)
1 105 154 171
I [HT {1 ] mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM)
1 65 70 105 154 171

Abb. 6: Schematische Darstellung der rekombinanten Bax Proteine.
Die Deletionen in der BH3-Doméne, der a-Helices 5/6 und der Transmembrandoméne sind
schematisch fiir alle verwendeten rekombinanten Bax Proteine dargestellt.

mBax Protein

Die Expression und Reinigung von rekombinantem Maus Bax Protein (mBax) wurde in
Anlehnung an Montessuit ef al. (1999) mit kleinen Modifikationen durchgefiihrt (Montessuit,
S. et al. 1999). Die Expression von mBax in dem E. coli Stamm XL-1 Blue unter Kontrolle
eines lacZ Promotors ist wegen der Toxizitit des mBax Proteins fiir die Bakterien nicht
moglich. Es wurde deshalb der Expressionsvektor pBAD/HisB (Invitrogen) verwendet.
Dieser ermdglicht aufgrund des araBAD-Promotors eine streng regulierbare Expression des
gewlinschten Proteins in geringer Konzentration, die mit L-Arabinose induziert werden kann.
Die Expression erfolgte in dem E. coli Stamm LMG 194, der speziell fiir die Expression
toxischer Proteine geeignet ist. Die Bakterien wurden nach dem sogenannten ,,Batch-
Verfahren” in einem Fermenter kultiviert. Durch Zugabe von L-Arabinose wurde die
Expression von mBax fiir vier Stunden bei 30°C induziert. Langere Expressionszeiten fiihrten
fiir die Bakterien aufgrund des toxischen Proteins zu zunehmendem Stress und damit zu einer
vermehrten Degradation des exprimierten mBax.

Das rekombinante mBax wurde mit Hilfe einer Affinitditschromatographie aus einem Lysat
der Bakterien gereinigt. Dazu wurde ein Hisg-Expressionstag verwendet. Damit bei der
spéteren Charakterisierung des Einflusses der C-terminalen Transmembrandoméne (TM) die
Interaktion mit der Mitochondrienmembran unbeeinflusst war, wurde das mBax mit einem N-
terminalen Hisg-Expressionstag exprimiert. Um das exprimierte mBax Protein in der 16slichen
Fraktion des Bakterienlysats zu erhalten, wurde zur Solubilisierung das synthetische

nichtionische Detergens Triton X-100 verwendet. Das mBax Protein neigt wegen der
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vorhandenen hydrophoben Transmembrandomine (TM) am C-Terminus zur Prézipitation.
Um das mBax Protein wihrend des gesamten Reinigungsprozesses dennoch in Ldsung zu
halten, wurde das nichtionische Detergens Oktylglykosid bei allen Schritten verwendet. Das
gereinigte Protein wurde in einem Puffer konzentriert, der neben 5 % Glycerin auch 0,5 %
Oktylglykosid enthielt, um das mBax gelost lagern zu konnen. Maximal konnte eine
Proteinkonzentration von 0,1-0,2 mg/ml erreicht werden, ohne mBax zu prizipitieren.

Das isolierte mBax Protein wurde gelelektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
mit Hilfe von Silber gefirbt (Spur 2, Abbildung 7). Das mBax Protein zeigte wihrend der
SDS-PAGE ein minimal von der erwarteten Grofle abweichendes Laufverhalten. Detektiert
wurde ein Protein von 29 kDa statt eines 25,6 kDa Proteins. Bei dieser Proteinbande handelte
es sich um Bax, wie die spdtere Analyse mittels Western Blot zeigte (vgl. auch Abbildung 10
B).

=)
=
N
» %
-
MW (kDa) E &
80 —

52 —

35—
30 — | -] mBax

- <1 mBax(ATM)
2 —

Abb. 7: Analytische Gelelektrophorese von rekombinantem Bax Protein.
1 pg rekombinantes mBax(ATM) (1) und mBax (2) wurden nach SDS-PAGE (14 %) mit Silber
gefarbt.

Zum direkten Vergleich wurde auflerdem das Protein mBax(ATM) (siehe auch folgende
Reinigung) in gleicher Menge mittels SDS-PAGE aufgetrennt und ebenfalls mit Silber geférbt
(Spur 1, Abbildung 7). Dieses Protein lief ebenfalls bei einem héheren Molekulargewicht und
zeigte eine Bande bei 24 kDa. Auflerdem wurde ein Protein von ungefdhr 20 kDa detektiert.
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Bei beiden Proteinbanden handelte es sich um Bax, wie die spétere Analyse mittels Western

Blot zeigte (vgl. auch Abbildung 10 B).

Bax Proteine ohne Transmembrandomdne

Die Expression und Reinigung aller rekombinanten murinen Bax Proteine, denen die 20 C-
terminalen hydrophoben Aminosduren der Transmembrandoméne (TM) fehlten, wurde in
Anlehnung an Xie et al. (1998) durchgefiihrt (Xie, Z. et al. 1998). Fiir die verschiedenen
mBax(ATM) Proteine wurde der Expressionsvektor pGEX-4T1 (Amersham Pharmacia
Biotech) verwendet. Dieser ermdglicht aufgrund des lacZ-Promotors eine mit IPTG
induzierbare Expression des gewiinschten Proteins. Die Expression erfolgte in E. coli XL-1
Blue nach Transformation des Expressionsvektors. Zur Reinigung  mittels
Affinitdtschromatographie wurden diese Proteine mit einem N-terminalen GST-
Expressionstag exprimiert. Das Protein mBax(ATM) wurde mit einem zusidtzlichen Hise-
Expressionstag am C-Terminus fiir die spezifische Detektion mit einem entsprechenden
Antikorper exprimiert. Der Verlauf der Reinigung von mBax(ATM) Proteinen ist
exemplarisch am Beispiel des Proteins mBax(AIGDE;ATM) dargestellt (Abbildung 8).

Zur Solubilisierung des exprimierten membranstindigen Proteins wurde das synthetische
nichtionische Detergens Tween 20 verwendet. Die Proteinbanden der 16slichen Fraktion des
Bakterienlysats wurden durch Farbung mit ,,Coomassie-Blue* detektiert (Spur 1, Abbildung 8
A). In der entsprechenden Spur im immunchemischen Nachweis mittels Western Blot
(Abbildung 8 B) wurde mit einem monoklonalen Antikdrper (6A7) gegen Bax eine Bande
detektiert, deren Molekulargewicht dem mBax(AIGDE;ATM) Protein mit dem N-terminalen
GST-Expressionstag entsprach (Spur 1, Abbildung 8 B). Die Expression des Proteins wurde
dadurch bestitigt. Nach Inkubation der l19slichen Fraktion des Bakterienlysats mit Glutathion-
Sepharose war ein spezifischer Nachweis von Bax Protein mittels Western Blot in dieser
Fraktion nicht mehr moglich (Spur 2, Abbildung 8 B). Das deutete auf eine vollstindige
Bindung des iiberexprimierten mBax(AIGDE;ATM) Proteins an das Sdulenmaterial iiber das
GST-Expressionstag hin. Das Sdulenmaterial wurde gewaschen, um nicht spezifisch
gebundene Proteine zu entfernen. In der entsprechenden Fraktion waren Proteine weder durch
Féarbung mit ,,Coomassie-Blue* noch durch Western Blot detektierbar (Spur 3, Abbildung 8).
Das mBax(AIGDE;ATM) Protein wurde anschlieBend mit Thrombin proteolytisch vom

Expressionstag abgespalten und dadurch vom Sdulenmaterial eluiert. Es wurde ein Protein
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von 22 kDa nach Farbung mit ,,Coomassie-Blue* detektiert (Spur 4, Abbildung 8 A). Das 22
kDa Protein wurde im Western Blot durch einen spezifischen Antikorper (6A7) als Bax
nachgewiesen (Spur 4, Abbildung 8 B). Das resultierende Protein zeigte ein minimal
abweichendes Laufverhalten wihrend der SDS-PAGE im Vergleich zum erwarteten

Molekulargewicht von 19,4 kDa.
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Abb. 8: Reinigung von rekombinantem Bax(AIGDE;ATM) Protein.

Die Proteine in den Fraktionen der angegebenen Reinigungsschritte wurden nach SDS-PAGE (14 %)
mit ,,Coomassie-Blue" gefarbt (A) bzw. nach SDS-PAGE (14 %) mittels Western Blot (B) analysiert.
Die spezifische Detektion von Bax erfolgte durch einen monoklonalen Erstantikdrper (6A7), der die
Aminosduren 12-24 von Bax erkennt, gefolgt von einem HRP gekoppelten Zweitantikorper und ECL.
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Die Konzentration des mBax(AIGDE;ATM) Proteins war  nach der
Anionenaustauschchromatographie um ca. 50 % verringert (Spur 5, Abbildung 8). In der
letzten Spur der Farbung mit ,,Coomassie-Blue® bzw. des Western Blots wurde das im
Lagerpuffer konzentrierte mBax(AIGDE;ATM) Protein aufgetragen. Das Hauptprodukt
bestand aus einem 22 kDa Protein. Dieses im Laufverhalten wihrend der SDS-PAGE
abweichende Protein wurde im Western Blot durch einen spezifischen Antikdrper (6A7) als
Bax nachgewiesen (Spur 6, Abbildung 8 B). Aullerdem konnte im Western Blot ein Bax
Protein detektiert werden, dessen Molekulargewicht mit dem von dimerisiertem Bax
iibereinstimmte (Spur 6, Abbildung 8 B). Dieses SDS-resistente Bax-Dimer war nur in Spuren
vorhanden, da es bei der ,,Coomassie-Blue* Farbung nicht detektiert werden konnte (Spur 6,

Abbildung 8A).
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Abb. 9: Analytische Gelelektrophorese von rekombinanten Bax Proteinen ohne
Transmembrandomiine.

Alle gereinigten rekombinanten Bax-Deletionsproteine wurden mit SDS-PAGE (14 %) aufgetrennt
und anschlieBend mit ,,Coomassie-Blue" gefarbt (A) oder mittels Western Blot mit einem
polyklonalen Antikorper gegen Bax (Rabbit-Anti Bax) detektiert (B).
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Alle gereinigten Proteine, denen die 20 hydrophoben Aminosduren am C-Terminus fehlten,
mBax(ATM) Proteine, wurden in gleicher Menge mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit
,Coomassie-Blue* gefarbt (Abbildung 9 A). Alle Proteine zeigten ein minimal abweichendes
Laufverhalten wahrend der SDS-PAGE, da um 2 kDa vergroflerte Molekulargewichte im
Vergleich zu den theoretischen Molekulargewichten der entsprechenden mBax(ATM)
Proteine gefunden wurden. Bei allen Proteinbanden handelte es sich um Bax, wie eine
Analyse mittels Western Blot mit einem polyklonalen Antikorper gegen Bax (Rabbit-Anti
Bax) zeigte (Abbildung 9 B). Bei den Proteinpriaparationen wurden geringe Mengen zweier
Degradationsprodukte sichtbar, deren Molekulargewichte um ungefdhr 3 kDa kleiner waren,
als das des erwarteten rekombinanten Bax Proteins (Abbildung 9). Bei mBax(AIGDE;ATM)
wurde das in Spuren vorhandene dimerisierte Bax wiederum detektiert (Spur 2, Abbildung
9B). Grundsitzlich konnte bei allen mBax(ATM) Proteinen jeweils eine Proteinkonzentration
grofler als 0,2 mg/ml erreicht werden, ohne mBax zu prézipitieren.

Die Proteine mBax(ATM) und mBax(AIGDE;ATM) wurden massenspektroskopisch
(MALDI-MS) analysiert. Die gefundenen Peptide sind im Anhang aufgelistet. Es handelte
sich bei beiden Proteinen eindeutig um Bax. Fiir mBax(AIGDE;ATM) konnte das Tetrapeptid

IGDE wie erwartet nicht nachgewiesen werden.

Die isolierten rekombinanten Proteine wurden im Folgenden zur Charakterisierung der fiir die
Freisetzung von Cytochrom ¢ wichtigen Doménen von Bax verwendet. Da die Anwesenheit
der C-terminalen hydrophoben Transmembrandomine auf der einen Seite die Toxizitdt von
Bax fiir Bakterien stark erhoht und auf der anderen Seite die Ldslichkeit des Proteins stark
verringert, wurden alle Deletionsmutanten ohne die Transmembrandoméne exprimiert. Es war
aullerdem nétig, fiir mBax einen Lagerpuffer zu verwenden, der neben Glycerin auch geringe
Mengen des Detergens Oktylglykosid enthielt. Die Anwesenheit von geringen Mengen
Detergens konnte fiir die Experimente toleriert werden, stellte aber fiir die isolierten
Mitochondrien eine negative Bedingung dar. Dies sprach zusétzlich fiir die Deletion der
Transmembrandoméne bei der Erzeugung der rekombinanten Deletionsproteine, welche somit
in Puffer ohne Detergens geldst werden konnten.

Die wiahrend der Reinigung anwesenden Detergenzien Triton X-100, Tween 20 und
Oktylglykosid ermoglichen in der verwendeten Konzentration eine Konformationsdnderung
des Bax Proteins, welche fiir eine Oligomerisierung der Proteine notwendig ist (Hsu, Y.T. and

Youle, R.J. 1997; Hsu, Y.T. and Youle, R.J. 1998; Antonsson, B. et al. 2000).
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Analyse von mBax(ATM) und mBax mit verschiedenen Antikdrpern

Da die gereinigten Proteine in ihrem Laufverhalten geringfiigig von den erwarteten
Molekulargewichten abwichen, sollte eine Analyse deren Identitit als Bax bestétigen.
Reprisentativ wurde dies fiir mBax(ATM) und mBax mit verschiedenen Antikérpern
durchgefiihrt.

Die mit SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mBax und mBax(ATM) (vgl. auch Abbildung 7)
wurden immunchemisch im Western Blot mit verschiedenen Primérantikorpern analysiert.
Die spezifische Detektion von Bax Protein erfolgte durch zwei monoklonale Erstantikorper,
die Aminosduren 12-24 (6A7) bzw. die Aminosduren 1-172 (Rat-Anti Bax) erkennen.
Weiterhin wurde das Hisg-Expressionstag am C- bzw. N-Terminus mit einem monoklonalen

Anti-His-Antikorper spezifisch nachgewiesen (Abbildung 10 A).
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Abb. 10: Immunchemische Analyse von mBax(ATM) und mBax.

A: Schematische Darstellung der rekombinanten Proteine mBax(ATM) und mBax

B: 1 pg rekombinantes mBax(ATM) Protein und mBax Protein wurden nach SDS-PAGE (14 %)
mittels Western Blot analysiert. Die spezifische Detektion von Bax erfolgte entweder durch einen
monoklonalen Erstantikdrper gegen Aminosduren 12-24 (6A7) oder gegen Aminosduren 1-172 (Rat-
Anti Bax). Die mit einem Hiss-Expressionstag versehenen Proteine wurden mit einem Anti-His-
Antikorper, gefolgt von einem HRP gekoppelten Zweitantikorper und ECL nachgewiesen.
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Bei dem immunchemischen Nachweis von Bax Protein mit dem Antikérper 6A7 wurde eine
24 kDa Proteinbande fiir mBax(ATM) und eine 29 kDa Proteinbande fiir mBax detektiert
(Abbildung 10 B). Diese als Bax identifizierten Proteine korrelierten in ihrem
Molekulargewicht mit den mittels Silberfirbung nachgewiesenen Proteinen nach der
Reinigung (vgl. auch Abbildung 7).

Bei dem immunchemischen Nachweis von Bax Protein mit dem monoklonalen Antikdrper
Rat-Anti Bax wurden dieselben Bax Proteine wie mit dem Antikorper 6A7 detektiert.
Zusiétzlich wurde ein Degradationsprodukt von Bax mit einem Molekulargewicht von
ungefdhr 20 kDa bei mBax(ATM) nachgewiesen (Abbildung 10 B). Dieses
Degradationsprodukt von Bax entsprach dem bei der Silberfarbung detektierten Protein (vgl.
auch Abbildung 7). Ein in Spuren vorhandenes SDS-resistentes Bax-Dimer von mBax(ATM)
konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Dieser Antikorper detektierte aullerdem geringe
Mengen von Degradationsprodukten bei mBax (Abbildung 10 B).

Bei dem immunchemischen Nachweis des Hisg-Expressionstag mit einem monoklonalen
Anti-His-Antikorper wurden die zwei oben beschriebenen Bax Banden bei 24 kDa fiir
mBax(ATM) bzw. 29 kDa fiir mBax detektiert. Im Falle des mBax wurden weitere
Degradationsprodukte sichtbar. Von besonderem Interesse war, dass mit diesem Antikorper
das zuvor nachgewiesene 20 kDa Degradationsprodukt von mBax(ATM) ebenfalls detektiert
werden konnte (Abbildung 10 B). Da das Epitop fiir diesen Antikorper, das Hise-
Expressionstag, im Falle des mBax(ATM) am C-Terminus lokalisiert ist (Abbildung 10 A),
lieB sich daraus schlieBen, dass das 20 kDa Protein durch Degradation am N-Terminus
entstanden sein musste. Dieses Ergebnis korrelierte mit dem Nachweis, bei dem der
Antikorper 6A7, der ein Epitop am N-Terminus (Aminosduren 12-24) erkennt, dieses
Degradationsprodukt bei mBax(ATM) nicht detektierte.

Die Anwesenheit geringer Mengen von N-terminal degradiertem Bax aufgrund der Reinigung
sollte die Funktion beziiglich der Freisetzung von Cytochrom c nicht beeinflussen. Eine
Erhohung des pro-apoptotischen Effekts von Bax durch Proteolyse am N-Terminus wurde

bereits beschrieben (Gao, G. and Dou, Q.P. 2000; Wood, D.E. and Newcomb, E.W. 2000).

Analyse des Degradationsprodukts von mBax(ATM)

Bei dem Abspalten des N-Terminus handelte es sich wahrscheinlich um einen unspezifischen

Proteinabbau wiéhrend der Isolation. Dennoch war es von Interesse, die Spaltstelle genau zu
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lokalisieren. Der N-Terminus des ungeschnittenen mBax(ATM) Proteins von 24 kDa (**)
(Abbildung 10 B) und der des N-terminal geschnittenen Fragments von 20 kDa (*)
(Abbildung 10 B) wurden einem Edman-Abbau unterzogen. Der N-Terminus des nicht
degradierten Bax Proteins von 24 kDa (**) zeigte die erwartete GSPE-Aminosduresequenz.
Fiir das Fragment (*) wurde das N-terminale Motiv TGAFLL nachgewiesen (Abbildung 11).
Dadurch wurde die Spaltung des Proteins mBax(ATM) im Bereich der a-Helix 1 nach Lysin®'
lokalisiert. Die gereinigten Bax Proteine bestanden demnach aus einem Gemisch von

ungeschnittenem und einer geringen Menge N-terminal degradiertem Protein.

1 10 20 * 30

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAG
[ Epitop 6A7 Antikorper |
| a-Helix 1 |

GSPE (**) 24 kDa (Edman)
TGAFLL (*)20kDa (Edman)

Abb. 11: Aminosduresequenz des N-Terminus von mBax(ATM)

Dargestellt ist die Aminosduresequenz von mBax(ATM) im Bereich des N-Terminus nach Abspalten
des GST-Expressionstag. Das Epitop des monoklonalen Antikdrpers (6A7) im N-terminalen Bereich
und die Lage von a-Helix 1 sind gekennzeichnet. Dargestellt sind die durch Edman-Abbau ermittelten
Sequenzen der Bax Proteine (**) und (*).

Cytochrom ¢ Freisetzung durch Bax

Einfluss der Transmembrandomdne auf die Cytochrom c Freisetzung

In vitro sollte durch Vergleich der durch mBax und mBax(ATM) induzierten Freisetzung von
Cytochrom c der Einfluss der Transmembrandoméne (TM) untersucht werden.

Mitochondrien wurden aus der Rattenleber durch differentielle Zentrifugation isoliert und mit
den rekombinanten Proteinen oder entsprechenden Kontrollen fiir 30 Minuten bei 30°C
inkubiert. Die Mitochondrien wurden durch Zentrifugation pelletiert und die resultierenden
Uberstinde wurden mittels Western Blot oder ELISA auf ihren Gehalt an freigesetztem

Cytochrom c untersucht.
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Zur Analyse der Freisetzung von Cytochrom ¢ wurden die Proteine mBax und mBax(ATM),
beide geldst in Lagerpuffer (P2), verwendet. Dieser Puffer wurde neben dem Puffer, der zur
Resuspension der Mitochondrien (MSB) verwendet worden war, als Negativkontrolle
verwendet. Zur Ermittlung der Gesamtmenge an Cytochrom ¢ in Mitochondrien wurde eine
entsprechende Menge Mitochondrien mit dem Detergens Triton X-100 vollstindig lysiert und
der resultierende Cytochrom c¢ Gehalt im Western Blot analysiert und mittels ELISA
quantifiziert. Im Vergleich zu den Kontrollen setzten die Proteine mBax(ATM) und mBax in
einer Konzentration von 200 nM deutlich Cytochrom c aus den Mitochondrien frei
(Abbildung 12 A und B). Das geringe Hintergrundsignal bei den Negativkontrollen kann
durch einige wenige, wihrend des Experiments zerstorte, Mitochondrien erkldrt werden. Im
direkten Vergleich setzten beide Proteine eine vergleichbare Menge an Cytochrom c frei
(Abbildung 12 A und B). Im Vergleich zur Gesamtmenge an Cytochrom c in den isolierten
Mitochondrien wurden durch beide Proteine nur ungefihr 20 % des Gesamtgehalts an
Cytochrom c freigesetzt (Abbildung 12 A und B). Die Freisetzung von Cytochrom ¢ durch

Bax war somit nicht quantitativ.
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Abb. 12: Vergleich der Cytochrom c Freisetzung durch mBax und mBax(ATM)

Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden fiir 30 Minuten bei 30°C mit 200 nM mBax(ATM) und
mBax im selben Lagerpuffer inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Mitochondrien mit MSB oder
Lagerpuffern (P2) behandelt. Zur Freisetzung der gesamten Menge an Cytochrom c wurden die
Mitochondrien mit Triton X-100 lysiert. Die Mitochondrien wurden durch Zentrifugation pelletiert.

A: Die resultierenden Uberstinde wurden im Western Blot mit einem monoklonalen Antikdrper auf
ihren Gehalt an Cytochrom c analysiert.

B: Die Uberstinde wurden auBerdem mittels ELISA analysiert (n=2). Die entsprechende
Gesamtmenge an Cytochrom ¢ betrug 13.100 ng/ml.

(Allgemein ist anzumerken, dass Analyse mittels Western Blot eine punktuelle Darstellung ist,
wohingegen die mehrfache Analyse mittels ELISA eine statistisch signifikante Probenanalyse
ermoglicht.)
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Die Abhingigkeit der Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien der
Rattenleber von der Bax-Konzentration sollte untersucht werden. Dazu wurden isolierte
Mitochondrien mit steigender Konzentration an rekombinantem mBax(ATM) bzw. mBax im
selben Lagerpuffer (P2) inkubiert. Bei der Analyse der resultierenden Uberstéinde auf ihren
Gehalt an freigesetztem Cytochrom ¢ mittels Western Blot wurde bei beiden Proteinen eine
zunehmende Menge Cytochrom ¢ mit zunehmender Proteinmenge detektiert (Abbildung 13

A).
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Abb. 13: Abhingigkeit der Cytochrom ¢ Freisetzung von der Bax-Konzentration.

Isolierte Mitochondrien wurden fiir 30 Minuten bei 30°C mit steigender Konzentration von mBax und
mBax(ATM) im selben Lagerpuffer behandelt. Als Negativkontrolle (0 nM) wurden die
Mitochondrien mit Lagerpuffer (P2) behandelt. Zur Freisetzung der gesamten Menge an Cytochrom ¢
wurden die Mitochondrien mit Triton X-100 lysiert.

A: Die resultierenden Uberstinde wurden im Western Blot analysiert.

B: Die Uberstinde wurden ebenfalls mittels ELISA analysiert (n=2). Die entsprechende Gesamtmenge
an Cytochrom ¢ betrug 11.020 ng/ml.

Die freigesetzte Menge an Cytochrom c in den resultierenden Uberstinden der Mitochondrien

wurde auch mittels ELISA quantifiziert. Im Konzentrationsbereich von 0-200 nM setzten

mBax und mBax(ATM) eine zunehmende Menge an Cytochrom c frei (Abbildung 13 B). Die

Analyse der Bax-induzierten Freisetzung zeigte bei beiden verwendeten Proteinen einen

linearen Zusammenhang zwischen der eingesetzten Bax-Menge und der freigesetzten Menge

an Cytochrom ¢ (Abbildung 13 B). Bei der durch mBax und mBax(ATM) induzierten
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Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Rattenlebermitochondrien handelte es sich um
eine dosisabhingige Freisetzung. Bei Verwendung der beiden Proteine im gleichen
Lagerpuffer (P2) wurde fiir die Proteine mBax und mBax(ATM) die gleiche Reaktivitdt im
Bezug auf die Freisetzung von Cytochrom c gefunden.

Es wurde bei der Untersuchung der Dosisabhidngigkeit gezeigt, dass die
Transmembrandomine (TM) fiir die Freisetzung von Cytochrom c¢ nicht essentiell ist. Daher
wurden in dieser Arbeit weitere Domédnen von Bax deletiert und deren Einfluss auf die
Freisetzung von Cytochrom c¢ analysiert. AuBlerdem wurde zur Expression die
Transmembrandoméne aller weiteren Bax Proteine deletiert, um die Loslichkeit der
rekombinanten Proteine zu erhohen (vgl. auch Abbildung 6). Diese rekombinanten
Deletionsproteine von Bax wurden in Lagerpuffer (P1) ohne anwesendes Detergens gelost,

um fiir Mitochondrien vertriglichere Bedingungen zu ermoglichen.

Einfluss der BH3-Domdne und der a-Helices 5/6 auf die Cytochrom c

Freisetzung

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, dass die Transmembrandomidne von Bax fiir die
Freisetzung von Cytochrom c nicht notwendig ist. Als nichstes stellte sich die Frage, ob die
fiir die Interaktion der Bcl-2 Proteine notwendige BH3-Doméne oder die zwei zentralen o-
Helices 5/6 eine Rolle bei der Freisetzung von Cytochrom spielen. Die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus isolierten Mitochondrien wurde in vitro mit rekombinanten
Deletionsproteinen von Bax untersucht. Es wurde zum einen ein konserviertes Tetrapeptid
(IGDE) in der BH3-Doméne deletiert, mBax(AIGDE;ATM). Dieses Tetrapeptid ist fiir die
Dimerisierung mit anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie und den pro-apoptotischen
Effekt von Bax von zentraler Bedeutung (Zha, H. et al. 1996). Die zwei zentralen
hydrophoben Helices weisen Homologie zu den porenformenden Doménen von bakteriellen
Toxinen auf und konnten fiir eine Insertion in die Membran verantwortlich sein. Zur
Untersuchung dieser potentiell porenformenden Domédne wurden die beiden zentralen
hydrophoben o-Helices 5/6 vollstindig deletiert, mBax(Ah5/6;ATM). Ein weiteres
Deletionsprotein, dem beide zu charakterisierenden Dominen fehlten wurde ebenfalls

rekombinant erzeugt, mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM).
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Abb. 14: Abhingigkeit der Cytochrom c Freisetzung von der Bax-Konzentration.

Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden fiir 30 Minuten bei 30°C mit steigender Konzentration der
verschiedenen Bax(ATM) Proteine inkubiert. Als Negativkontrolle (0 nM) wurden die Mitochondrien
mit Lagerpuffer (P1) behandelt. Die Mitochondrien wurden durch Zentrifugation pelletiert.

A: Die resultierenden Uberstinde wurden im Western Blot mit einem monoklonalen Antikdrper gegen
Cytochrom ¢ analysiert.

B: Die resultierenden Uberstinde wurden mit einem ELISA fiir Cytochrom c analysiert (n=3). Die
entsprechende Gesamtmenge an Cytochrom c betrug 12.050 ng/ml.

Die spezifische Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien in Abhingigkeit
von der eingesetzten Bax-Konzentration wurde untersucht. Fiir die Deletionsproteine wurde
ein Konzentrationsbereich von 0—1000 nM gewéhlt. Durch Bax freigesetztes Cytochrom c
wurde mittels Western Blot und ELISA untersucht.

Bei der quantitativen Analyse der Uberstinde mittels ELISA war bei dem

mBax(AIGDE;ATM) Protein ein linearer Zusammenhang zwischen der eingesetzten Menge
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an mBax Protein und der freigesetzten Menge an Cytochrom c¢ zu beobachten (Abbildung 14).
Durch mBax(Ah5/6;ATM) Protein war nur eine wenig erhdhte Cytochrom c Freisetzung im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei sehr hohen Bax Protein Konzentrationen zu
beobachten (Abbildung 14). Im analysierten Konzentrationsbereich wurde durch
mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM) Protein kein Cytochrom c freigesetzt. Bei der nicht quantitativen
aber sensitiveren Analyse mittels Western Blot wurden diese Ergebnisse beziiglich der Bax-
Konzentration und der freigesetzten Menge an Cytochrom c bestitigt (Abbildung 14).

Es wurde gezeigt, dass Bax trotz einer Deletion des IGDE-Motivs in der BH3-Doméne
Cytochrom c¢ aus isolierten Mitochondrien in vitro freisetzt. Das bedeutet, dass die BH3-
Domine fiir die Freisetzung von Cytochrom c¢ durch Bax allein nicht ausreichend ist. Im
Gegensatz dazu zeigen Proteine mit einer Deletion der beiden zentralen a-Helices 5/6 eine
stark verringerte Freisetzung von Cytochrom c. Die Deletion des IGDE-Motivs und der a-
Helices 5/6 verhindert die Freisetzung von Cytochrom c. Die Anwesenheit der zwei zentralen
a-Helices 5/6 ist folglich fiir die Freisetzung von Cytochrom c¢ durch Bax von zentraler

Bedeutung.

Die Interaktion der Proteine der Bcl-2 Familie miteinander sowie deren Féhigkeit,
Homodimere bzw. Oligomere iiber die Dominen BHI1-3 zu bilden, ist von zentraler
Bedeutung fiir ihre Funktion bei der Regulation des mitochondrialen Apoptosesignalwegs.
Daher wurde die Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Rattenlebermitochondrien durch
dquimolare Mischungen zweier Bax-Deletionsproteine untersucht. Nach Inkubation der
isolierten Mitochondrien mit den Proteinen bzw. den Proteinmischungen wurden die
Uberstéinde mittels Western Blot und ELISA auf ihren Gehalt an freigesetztem Cytochrom c
analysiert.

Bei der eingesetzten Konzentration von 1 pM setzten die Proteine mBax(ATM) und
mBax(AIGDE;ATM) im Vergleich zur Kontrolle wie erwartet deutlich Cytochrom c frei. Im
Gegensatz dazu zeigten die Proteine mBax(Ah5/6;ATM) und mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM) eine
stark verringerte Freisetzung von Cytochrom c (Abbildung 15). Die Cytochrom ¢ Freisetzung
durch 1 puM Gesamt-Bax-Protein in einer &quimolaren Mischung der Proteine
mBax(AIGDE;ATM) und mBax(Ah5/6;ATM), was die absolute Konzentration jedes der
beiden Proteine auf 0,5 pM reduzierte, war im Vergleich zu der durch 1 pM
mBax(AIGDE;ATM) induzierten Freisetzung geringfiigig verstdrkt. Das deutete darauf hin,
dass durch die Mischung dieser beiden Proteine, das Bax Protein mit den deletierten o-

Helices 5/6 an der Cytochrom c Freisetzung partizipierte. Bei der Kombination von
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mBax(AIGDE;ATM) mit mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM) wurde eine freigesetzte Cytochrom c
Menge im Western Blot detektiert, die der Menge an Cytochrom c¢ bei halbierter
Konzentration an mBax(AIGDE;ATM) entsprechen konnte. Das deutete darauf hin, dass bei
dieser Mischung nur mBax(AIGDE;ATM) fiir die Freisetzung von Cytochrom c¢

verantwortlich war. Bei der Mischung zweier Proteine, die jeweils eine Deletion des a-Helix
5/6 Motivs aufwiesen, lie} sich keine verdnderte Freisetzung an Cytochrom ¢ nachweisen

(Abbildung 15).
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Abb. 15: Bax induzierte Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien.
Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden fiir 30 Minuten bei 30°C in der Anwesenheit von 1,0 uM

der verschiedenen Bax(ATM) Proteine inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Mitochondrien mit

Lagerpuffer (P1) behandelt. Nach Pelletierung der Mitochondrien wurden die resultierenden
Uberstéinde im Western Blot immunchemisch mit einem monoklonalen Antikorper gegen Cytochrom

c analysiert.

Bei Analyse der Uberstinde mittels ELISA konnten diese Resultate bestitigt werden. Die
dosisabhédngige Freisetzung von Cytochrom c¢ durch mBax(AIGDE;ATM) wurde erneut

gezeigt. Die beiden Proteine mit den deletierten a-Helices 5/6 zeigten wiederum keine

signifikante Freisetzung von Cytochrom c. Bei der quantitativen Analyse zeigte sich, dass die
freigesetzte Menge an Cytochrom c¢ bei der Mischung von mBax(AIGDE;ATM) mit

mBax(Ah5/6;ATM) im Vergleich zum unverdiinnten mBax(AIGDE;ATM) Protein erhoht war.
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Die Kombination von 0,5 uM mBax(AIGDE;ATM) mit 0,5 pM mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM)
setzte dieselbe Menge an Cytochrom c frei wie 0,5 uM mBax(AIGDE;ATM) allein. Eine
Mischung zweier Proteine mit deletiertem o-Helix 5/6 Motiv setzte dagegen nur eine

minimale Menge Cytochrom c frei (Abbildung 16).
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Abb. 16: Bax induzierte Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien.

Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden fiir 30 Minuten bei 30°C in der Anwesenheit von 1,0 uM
der verschiedenen Bax(ATM) Proteine inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Mitochondrien mit
Lagerpuffer (P1) behandelt. Nach Pelletierung der Mitochondrien wurden die resultierenden
Uberstinde immunchemisch mit einem ELISA fiir Cytochrom c analysiert.

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass die Anwesenheit des IGDE-Motivs in der BH3-
Domine fiir die Cytochrom ¢ Freisetzung durch Bax nicht ausreichend ist. Es wurde dadurch
gezeigt, dass die BH3-Doméne allein die Bax-induzierte Freisetzung von Cytochrom c nicht
vermitteln kann. Die Detektion von Spuren eines SDS-resistenten Bax-Dimers nach der

Reinigung deutet eine mogliche Bax Di- bzw. Oligomerisierung unabhédngig von einer
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funktionalen BH3-Doméne an. Das ginzliche Fehlen des a-Helix 5/6 Motivs bei zwei
Proteinen einer Mischung verhindert die Cytochrom c Freisetzung nahezu vollstindig. In
einer dquimolaren Mischung kann das Fehlen des a-Helix 5/6 Motivs in einem Protein zu
einem bestimmten Grad kompensiert werden, solange eine Interaktion iiber eine intakte BH3-
Doméne moglich ist. Eine verhinderte Interaktion iiber eine inaktive BH3-Domine (AIGDE)
bei gleichzeitiger Abwesenheit des a-Helix 5/6 Motivs verhindert eine Freisetzung von
Cytochrom ¢ durch Bax in einer Mischung. Die beiden zentralen hydrophoben Helices sind

demnach fiir die Freisetzung von Cytochrom c¢ notwendig.

Insertion von Bax Proteinen in die mitochondrialen Membranen

Es ist bekannt, dass die zentralen a-Helices 5/6 von Bax Sequenzhomologie zu verschiedenen
bakteriellen Toxinen aufweisen. Diese Pathogenitétsfaktoren agieren iiber eine Insertion in die
Membran der eukaryontischen Zielzelle (Schein, S.J. et al. 1978). Da im letzten Abschnitt
gezeigt wurde, dass die zwei zentralen hydrophoben a-Helices 5/6 von Bax fiir die
Cytochrom c Freisetzung aus Mitochondrien bedeutend sind, sollte der zugrunde liegende
Mechanismus untersucht werden. Daher wurde eine mogliche Insertion in die
mitochondrialen Membranen analysiert.

Dazu wurden isolierte Rattenlebermitochondrien mit rekombinanten Bax Proteinen inkubiert.
Nach Zentrifugation wurden die pelletierten Mitochondrien gewaschen, um lose anheftendes
Bax zu entfernen. AnschlieBend wurden mit der duleren Membran interagierende Proteine
durch Behandlung mit alkalischer Losung entfernt. Nach Ultrazentrifugation wurde das
resultierende Membranpellet der Mitochondrien in SDS-PAGE-Ladepuffer resuspendiert und
mittels Western Blot mit einem polyklonalen Antikérper gegen Bax (Rabbit-Anti Bax) auf die
Anwesenheit von inseriertem Bax Protein analysiert. Um sicherzustellen, dass vergleichbare
Mengen an Mitochondrien verwendet worden waren, wurde die Untereinheit IV der
Cytochrom ¢ Oxidase, ein Protein der inneren Membran, als Kontrolle ebenfalls im Western
Blot detektiert (Abbildung 17 A).

Bei der Analyse der Membranfraktion der unbehandelten Mitochondrien liel sich im Western
Blot kein Bax detektieren. Die Anwesenheit von endogenem, in die Membranen inseriertem
Bax konnte daher ausgeschlossen werden. Im Gegensatz dazu konnten mBax(ATM) und
mBax(AIGDE;ATM) bei Analyse der Membranfraktion mittels Western Blot in den
mitochondrialen Membranen inseriert gefunden werden (Abbildung 17 A). Offensichtlich
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wird die Insertion von Bax in die mitochondrialen Membranen also nicht durch die
Transmembrandomine vermittelt. Bei der Analyse der Membranfraktion der Mitochondrien
wurden die beiden Bax Proteine, denen das a-Helix 5/6 Motiv fehlte, nicht detektiert
(Abbildung 17 A). Grundsétzlich koénnen beide Bax Proteine aber mit dem verwendeten
Antikorper detektiert werden (vgl. auch Abbildung 9 B). Die Deletion der hydrophoben o-
Helices 5/6 verhinderte also eine Insertion von Bax in die mitochondrialen Membranen. Im
Falle der Mischung von mBax(AIGDE;ATM) mit mBax(Ah5/6;ATM) wurde nur das
mBax(AIGDE;ATM) Protein in die Membranen inseriert detektiert (Abbildung 17 A).
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Abb. 17: Analyse der Membraninsertion von Bax.

Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden fiir 30 Minuten bei 30°C in der Anwesenheit von 1,7 uM
der verschiedenen Bax(ATM) Proteine inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Mitochondrien mit
MSB behandelt. Die Mitochondrien wurden durch Zentrifugation pelletiert. Das Mitochondrienpellet
wurde gewaschen, und anheftende Proteine wurden durch Behandlung mit 0,1 M Na,CO; in MSB
entfernt. Nach Ultrazentrifugation bei 100.000 xg wurde das Membranpellet mit den inserierten
Proteinen in SDS-PAGE-Ladepuffer resuspendiert. Die Anwesenheit von inseriertem Bax wurde im
Western Blot mit einem polyklonalen Antikorper gegen Bax (Rabbit-Anti Bax) analysiert. Als
Kontrolle fiir integrale mitochondriale Membranproteine wurde im selben Western Blot die
Untereinheit IV der Cytochrom ¢ Oxidase immunchemisch detektiert.

Da die Insertion in die mitochondrialen Membranen notwendig ist, um Cytochrom c¢
freizusetzen, sollte analysiert werden, ob Bax Proteine in einer Konzentration, die ausreichend
fiir eine signifikante Freisetzung von Cytochrom c ist, auch durch Insertion in andere zelluldre
Membranen Poren bilden und dadurch Proteine freisetzen kénnen. Dazu wurden humane

Erythrozyten mit 1 pM der rekombinanten Bax Proteine inkubiert und die Freisetzung von
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Héamoglobin spektroskopisch analysiert. Zur Bestimmung der Gesamtmenge an Hdmoglobin
wurde eine entsprechende Menge Erythrozyten mit Triton X-100 vollstindig lysiert. Die
freigesetzte Menge an Hamoglobin jeder Probe wurde im Verhiltnis zur Gesamtmenge des
Hamoglobins angegeben. Unabhdngig von der verwendeten Probe wurden etwa 2-4 % des
Gesamtgehaltes an Hadmoglobin freigesetzt. Dabei konnte keine erhohte Freisetzung durch
Bax Proteine im Vergleich zu den entsprechenden Negativkontrollen festgestellt werden
(Abbildung 18). In der gegebenen Konzentration von 1 uM Bax Protein, welche ausreichend
fiir eine signifikante Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien ist (vgl. auch Abb. 14,

15 und 16), wurde keine Freisetzung von Hdmoglobin beobachtet.
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Abb. 18: Einfluss von Bax auf zellulire Membranen.

Erythrozyten wurden aus menschlichem Blut isoliert und 1 h bei 30°C mit 1 uM der verschiedenen
Bax Proteine inkubiert. Als Negativkontrolle wurden die Erythrozyten mit Lagerpuffer fiir
mBax(ATM) Proteine (P1) bzw. fiir mBax Protein (P2) behandelt. Als Positivkontrolle wurden sie mit
1 % Triton X-100 vollstindig lysiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und
spektroskopisch bei 405 nm auf den Gehalt an freigesetztem Hamoglobin untersucht. Die aus den
Erythrozyten freigesetzte Menge Hadmoglobin ist im Verhiltnis zu den mit Triton X-100 vollstindig
lysierten Erythrozyten (= 1,00) angegeben.
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Einfluss von Bax auf das mitochondriale Membranpotential

Das Potential iiber die innere Mitochondrienmembran spiegelt den bioenergetischen Zustand
von Mitochondrien wieder. Das Membranpotential ist fiir die Funktion der oxidativen
Phosphorylierung und den Import von Proteinen und Metaboliten in die Mitochondrien
absolut notwendig. Wie zuvor gezeigt wurde, ist die Insertion von Bax in die Membranen der
Mitochondrien essentiell fiir die Freisetzung von Cytochrom c. Die inserierten Proteine
konnten dadurch das Potential {iber die innere Membran beeinflussen. Neben anderen wurden
auch Mechanismen fiir die Freisetzung von Cytochrom c postuliert, die mit einer
Verianderung des Potentials (De- bzw. Hyperpolarisation) korrelieren (Lim, M.L. ef al. 2002).
Um den Mechanismus der Bax-induzierten Cytochrom c Freisetzung charakterisieren zu
konnen, wurde deshalb das Potential {iber die innere Mitochondrienmembran analysiert.

Dazu wurden isolierte Mitochondrien aus der Rattenleber mit dem Farbstoff Safranin, der
eine zeitabhidngige Verfolgung des Potential ermdglicht, beladen. Safranin akkumuliert in
Abhidngigkeit vom Membranpotential in den Mitochondrien, wobei seine spektralen
Eigenschaften durch Diffusionspotentiale iiber die innere Membran verandert werden kdnnen.
Das Ausmall dieser Verdnderungen korreliert linear mit dem Membranpotential. Nach
Resuspension der Mitochondrien wurde eine Absorptionskinetik spektroskopisch bei 555 nm
gemessen. Nach einer Vorlaufzeit von einer Minute wurde Bax Protein oder das
entsprechende Volumen Puffer zugegeben. Als Positivkontrolle wurde nach weiteren finf
Minuten der Entkoppler Carbonylcyanid-m-chlorophenylhydrazon (CCCP), der das Potential
iiber die innere Mitochondrienmembran aufhebt, zur Messkiivette zugegeben. Diese
Depolarisierung zeigte sich in einer abrupten Absorptionsabnahme. Bei jeder Messung wurde
ein vorhandenes Membranpotential durch Verwendung von CCCP nachgewiesen (Abbildung
19 und 20).

Weder durch den Puffer noch durch die jeweiligen Bax Proteine mBax(ATM),
mBax(AIGDE;ATM), mBax(Ah5/6;ATM) oder mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM) wurde das
Potential {iber die innere Mitochondrienmembran beeinflusst. Es wurde damit weder eine
Depolarisierung noch eine Hyperpolarisierung detektiert. Im Gegensatz dazu wurde durch
Zugabe von CCCP die innere Mitochondrienmembran wie erwartet depolarisiert (Abbildung
19).

Bei Zugabe des Lagerpuffers (P2) war das Signal ebenfalls stabil. Durch Zugabe von mBax
wurde eine geringe, aber stetige Abnahme der Absorption, und damit eine geringe anhaltende

Depolarisierung nachgewiesen. Das mBax Protein war demnach in der Lage, das
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Membranpotential minimal zu verringern. Da eine weitere Depolarisierung mit CCCP

detektiert wurde, ist das Potential durch mBax nicht quantitativ beeinflusst worden

(Abbildung 20).
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Abb. 19: Einfluss von mBax(ATM) Proteinen auf das mitochondriale Membranpotential.
Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden in KCI-Medium mit 10 pg/ml Safranin resuspendiert. Die
Absorption wurde bei 30°C im Doppelstrahlspektrometer bei 555 nm iiber die Zeit beobachtet. Zum
angegebenen Zeitpunkt wurde eine Endkonzentration von 500 nM der Bax(ATM) Proteine (schwarz)
eingestellt, oder das entsprechende Volumen Lagerpuffer (P1) (grau) zugesetzt. Als Positivkontrolle
wurde nach 6 Minuten der Entkoppler CCCP bis zu einer Endkonzentration von 50 uM zugesetzt. Die
Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials resultiert in Diffusionspotentialen, welche die
spektralen Eigenschaften des Safranin beeinflussen. Diese Verdnderung resultiert in einer Abnahme
der Absorption.

Eine Hyperpolarisation wurde nicht beobachtet. Stattdessen verursachte mBax sogar eine
minimale Depolarisierung. In dem in dieser Arbeit verwendeten Modellsystem und unter den
verwendeten experimentellen Bedingungen ist die Freisetzung von Cytochrom c nicht das
Resultat eines Schwellens der mitochondrialen Matrix aufgrund einer Bax-induzierten

Hyperpolarisation.
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Abb. 20: Einfluss von mBax auf das mitochondriale Membranpotential.

Isolierte Rattenlebermitochondrien wurden in KCI-Medium mit 10 pg/ml Safranin resuspendiert. Die
Absorption wurde bei 30°C im Doppelstrahlspektrometer bei 555 nm iiber die Zeit beobachtet. Zum
angegebenen Zeitpunkt wurde eine Endkonzentration von 115 nM mBax Protein (schwarz) eingestellt,
oder das entsprechende Volumen Lagerpuffer (P2) (grau) zugesetzt. Als Positivkontrolle wurde nach 6
Minuten der Entkoppler CCCP bis zu einer Endkonzentration von 50 uM zugesetzt. Die Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials resultiert in Diffusionspotentialen, welche die spektralen
Eigenschaften des Safranin beeinflussen. Diese Verdnderung resultiert in einer Abnahme der
Absorption.

Einfluss von Bax auf die mitochondriale Permeabilitatstransition

In die mitochondrialen Membranen inseriertes Bax Protein konnte mit den vorhandenen
Proteinen (z.B. VDAC oder ANT) interagieren und die Offnung der mitochondrialen
Permeabilitétstransitionspore  (PTP) induzieren. Als Folge dieser mitochondrialen
Permeabilitétstransition (MPT) diffundiert Wasser in den Matrixraum mit hoherer
Osmolaritit, was zum Schwellen der Mitochondrien fiihrt. Dieser Prozess wiirde die innere
Membran entfalten und wegen der groferen Oberfldche letztendlich zum Zerreilen der
duBeren Membran fiihren.

Es sollte untersucht werden, ob isolierte Mitochondrien unter dem Einfluss von
rekombinantem Bax Protein schwellen, was eine direkte Folge einer involvierten MPT wire.
Das Schwellen von isolierten Mitochondrien in Suspension wurde kinetisch im

Doppelstrahlspektrometer verfolgt. Als Positivkontrolle wurde das Offnen der PTP bzw. das
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Schwellen der Mitochondrien nach einer Minute durch Zugabe von 150 uM CacCl, induziert.
Wie erwartet war eine schnelle und rapide Signalabnahme die Folge, die das Schwellen der
isolierten Mitochondrien aufgrund der MPT anzeigte. Eine Induktion des Offnens der PTP
wurde in einer Suspension in der Anwesenheit von MgCl,, welches ein Inhibitor der PTP ist
(Bernardi, P. et al. 1999), vollstindig inhibiert (Abbildung 21 A). Die isolierten
Rattenlebermitochondrien besallen also grundsétzlich die Féhigkeit eine mitochondriale

Permeabilitétstransition zu vollziehen.
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Abb. 21: Einfluss von Bax auf die mitochondriale Permeabilititstransition.

Die Lichtstreuung als MaB fiir das Schwellen von isolierten Rattenlebermitochondrien wurde bei 30°C
im Doppelstrahlspektrometer bei 540 nm kontinuierlich gemessen. Das Schwellen von Mitochondrien
resultiert in einer Abnahme der Absorption.

A: Als Positivkontrolle wurde CaCl, (schwarz) in einer Endkonzentration von 150 uM zugesetzt. Als
Negativkontrolle wurden die Mitochondrien vor dem Experiment in Reaktionspuffer mit 4 mM MgCl,
(grau) resuspendiert, wodurch die mitochondriale Permeabilititstransition blockiert wird.

B: Eine Endkonzentration von 50 nM mBax (schwarz) wurde eingestellt oder das entsprechende
Volumen Lagerpuffer (P2) (grau) zugesetzt.

C: Eine Endkonzentration von 500 nM Bax(ATM) (schwarz) wurde eingestellt oder das entsprechende
Volumen an Lagerpuffer (P1) (grau) zugesetzt.

D: Eine Endkonzentration von 340 nM Bax(AIGDE;ATM) (schwarz) wurde eingestellt oder das
entsprechende Volumen Lagerpuffer (P1) (grau) zugesetzt.
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Nach einer Vorlaufzeit von einer Minute wurde mBax zu der Suspension der Mitochondrien
gegeben, worauf eine geringe Signalabnahme zu verzeichnen war. Durch Zugabe des
entsprechenden Volumens Lagerpuffer wurde im Kontrollexperiment dieselbe Abnahme
registriert (Abbildung 21 B). Das deutete darauf hin, dass sich der verwendete Puffer und
nicht das Protein selbst negativ auf die Mitochondrien bzw. die MPT ausgewirkt hatte. Es
konnte sich dabei um ein minimales Schwellen aller Mitochondrien oder ein transientes
intensives Schwellen einer Subpopulation der Mitochondrien gehandelt haben.

Bei Zugabe der Proteine mBax(ATM) bzw. mBax(AIGDE;ATM), die beide in der Lage waren
Cytochrom c freizusetzen, war im Vergleich zur Kontrolle kein Schwellen der Mitochondrien
tiber die Zeit zu beobachten (Abbildung 21 C und D).

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass alle verwendeten Bax Proteine in einer Konzentration,
bei denen sie signifikante Mengen von Cytochrom c freisetzen, die mitochondriale
Permeabilitétstransition nicht induzieren. Dieses Ergebnis korreliert mit der vorherigen
Messung eines stabilen mitochondrialen Membranpotentials, da eine Offnung der PTP
unweigerlich zu einer abrupten Depolarisierung aufgrund der resultierenden Permeabilitit
tiber die innere Membran fiihren wiirde. Auflerdem bestétigt das Ausbleiben des
mitochondrialen Schwellens, dass keine Diffusion von Wasser in den Matrixraum aufgrund
einer Hyperpolarisation stattgefunden hat. Die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren
aus dem Intermembranraum ist in diesem Modellsystem nicht das Ergebnis einer
unspezifischen  Zerstorung der dufleren Mitochondrienmembran aufgrund einer

Hyperpolarisation oder einer Offnung der PTP.

Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Porin-ANT-Komplexen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Bax Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien freisetzen
kann. Einige funktional notwendige Doménen des pro-apoptotischen Bcl-2 Proteins Bax
wurden charakterisiert und mogliche Mechanismen untersucht. Ein genereller Einfluss der
Verteilung des Cytochrom c in den Mitochondrien wurde nicht berticksichtigt. Daher sollte
ein spezifischer endogener Pool von Cytochrom c, der in Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen
organisiert ist, und bei deren Reinigung mit isoliert werden kann, untersucht werden.

Dazu wurden isolierte Hexokinase-Porin-ANT-Komplexe mitsamt des endogenen Cytochrom
¢ in Liposomen rekonstituiert und die Freisetzung dieses speziellen Cytochrom ¢ Pools durch

Inkubation mit rekombinantem mBax(ATM) Protein in vitro analysiert. Eine potentielle
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Regulation der Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Komplexen wurde durch Zugabe der
Substrate bzw. des Produkts der von der Hexokinase katalysierten Reaktion untersucht.

Hexokinase-Porin-ANT-Komplexe wurden aus einem Triton X-100 Extrakt von Rattenhirn
durch Anionenaustauschchromatographie isoliert. Die gebundene Hexokinase vermittelt dabei
eine Affinitit zur verwendeten Cellulose, einem Glucosepolymer (Beutner, G. et al. 1996).
Die an die DEAE-Cellulose gebundenen Proteine wurden mit einem KCl-Gradienten eluiert
und auf ihren Gehalt an Hexokinase und Cytochrom c analysiert. Endogenes Cytochrom c
konnte spektroskopisch in den Fraktionen mit Hexokinase-Aktivitit, welche die gereinigten
Komplexe widerspiegelt, nachgewiesen werden (Abbildung 22). Die isolierten Hexokinase-
Porin-ANT-Komplexe wurden in Phospholipidvesikeln rekonstituiert und diese mit Malat
beladen. Nach einer GroBenausschlusschromatographie liber Sephadex G 75 konnten, nach
Lyse der Vesikel, Cytochrom ¢ und Hexokinase weiterhin zusammen nachgewiesen werden.
Die zuvor in den Vesikeln eingeschlossene Menge Malat war nach der
GroBenausschlusschromatographie iiber Sephadex G 75 quantitativ nachweisbar. Dies bewies
das Vorhandensein von abgeschlossenen Vesikeln mit endogenen Cytochrom c haltigen

Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen in der Phospholipid-Doppelschicht.
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Abb. 22: Co-Elution von Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen und Cytochrom c bei Reinigung
iiber DEAE Cellulose.

Die Membranfraktion von Rattengehirngewebe wurde isoliert. Nach Extraktion integraler Proteine mit
Triton X-100 wurde der resultierende Membranextrakt mit dquilibrierter DEAE-Cellulose inkubiert.
Gebundene Proteine wurden mit einem linearen KCl-Gradienten von 50-500 mM eluiert. Die
Elutionsfraktionen der Chromatographie iiber DEAE-Cellulose wurden durch Differenzspektroskopie
auf den Gehalt an Cytochrom c (Raute) bzw. mit einem gekoppelten optischen enzymatischen Test auf
die Aktivitdt an Hexokinase (Dreieck) analysiert.
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Abb. 23: Freisetzung von endogenem Cytochrom c aus Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen
durch Bax.

A: Isolierte Hexokinase-Porin-ANT-Komplexe wurden in Phospholipidvesikeln rekonstituiert. Die
Vesikel wurden mit Malat und KCI beladen und bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten mit steigender
mBax(ATM)-Konzentration behandelt. Die Freisetzung von endogenem Cytochrom c¢ wurde nach
Zentrifugation fiir 45 Minuten bei 400.000 xg spektroskopisch bestimmt. Die Permeabilitit fiir Malat
wurde mit einem gekoppelten optischen enzymatischen Test analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte
von drei unabhéngigen Experimenten.

B: Rekonstituierte Hexokinase-Porin-ANT-Komplexe wurden vor der Behandlung mit mBax(ATM)
mit 250 uM Bonkrekat vorinkubiert. Das Experiment wurde wie unter A beschrieben durchgefiihrt.
Gezeigt sind die Mittelwerte von zwei unabhingigen Experimenten.

Es sollte nun analysiert werden, ob mBax(ATM) diese spezielle endogene in Hexokinase-
Porin-ANT-Komplexen organisierte Fraktion von Cytochrom c¢ freisetzen kann. Die
Proteoliposomen mit den rekonstituierten Komplexen wurden deshalb mit mBax(ATM) in
einem Konzentrationsbereich von 0-1200 nM behandelt. Nach Zentrifugation wurden die

resultierenden Uberstinde abgenommen und spektroskopisch auf ihren Gehalt an

Seite 60



Ergebnisse

freigesetztem Cytochrom c analysiert. Bis zu 80 % des vorhandenen endogenen Cytochrom c
wurde dosisabhingig durch Bax freigesetzt. Die Freisetzung oblag dabei einem sigmoiden
Verlauf (Abbildung 23 A). Im Gegensatz zu Cytochrom ¢ wurde das in den Vesikeln
eingeschlossene Malat nicht durch Bax freigesetzt (Abbildung 23 A). Die Vesikel waren also
abgeschlossen und fiir Malat impermeabel. Durch Bonkrekat wird der ANT in einer
Konfiguration fixiert, die keine Interaktion mit Porin erlaubt. Dadurch werden die Komplexe
zerstort. Nach Dissoziation der Komplexe mit Bonkrekat (BA) konnte mBax(ATM) kein
endogenes Cytochrom ¢ mehr freisetzen (Abbildung 23 B). Das Cytochrom ¢ wurde somit aus

einer speziellen Organisation in den Porin-ANT-Komplexen freigesetzt.
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Abb. 24: Einfluss der Hexokinase-Aktivitit auf die Bax-induzierte Freisetzung von endogenem
Cytochrom c.

A: Das Experiment wurde wie zuvor (Abb. 23) aber in Anwesenheit von 2 mM ATP und 4 mM
Glucose durchgefiihrt.

B: Das Experiment wurde wie zuvor (Abb. 23) aber in Anwesenheit von 5 mM Glucose-6-Phosphat
durchgefiihrt.

Gezeigt sind in beiden Féllen die Mittelwerte dreier unabhéngiger Experimente.
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Durch eine aktive Hexokinase produziertes ADP stabilisiert Porin-ANT-Komplexe und
erhoht die Bindung des Enzyms an die mitochondriale Oberfliache (Bucheler, K. et al. 1991).
Es wurde gezeigt, dass Bax und Hexokinase die gleiche Bindungsstelle an Mitochondrien
aufweisen (Pastorino, J.G. et al. 2002). Daher sollte analysiert werden, ob die Substrate bzw.
das Produkt der von der Hexokinase katalysierten Reaktion einen Einfluss auf die
mBax(ATM)-induzierte Freisetzung des endogenen Cytochrom c¢ haben. Das Experiment
wurde wie oben beschrieben, jedoch in der Anwesenheit von Hexokinase-Substraten (ATP
und Glucose) oder dem Produkt der enzymkatalysierten Reaktion (Glucose-6-Phosphat),
durchgefiihrt. In der Anwesenheit von ATP und Glucose wurde das endogene Cytochrom c
durch mBax(ATM) nicht aus den Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen freigesetzt (Abbildung
24 A). Im Gegensatz dazu wurde in der Anwesenheit von Glucose-6-Phosphat das endogene
Cytochrom ¢ bereits bei geringeren Konzentrationen von mBax(ATM) aus den Komplexen
freigesetzt. Dieser Zusammenhang spiegelte sich in einem Wechsel von einem sigmoiden in
einen hyperbolischen Kurvenverlauf wieder (Abbildung 24 B).

In diesem Abschnitt wurde gezeigt, dass Hexokinase-Porin-ANT-Komplexe isoliert werden
konnen, die eine signifikante endogene Menge an Cytochrom c enthalten. Dieser spezielle
Pool wird in vitro aus in Liposomen rekonstituierten Komplexen durch mBax(ATM)
dosisabhingig freigesetzt, wenn die Komplexe assoziiert sind. Die Aktivitit und damit die
Bindung der Hexokinase an die rekonstituierten Porin-ANT-Komplexe beeinflusst direkt die

Bax-induzierte Freisetzung des endogenen Cytochrom c Pools.
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In dieser Arbeit wurde die Bax induzierte Freisetzung von Cytochrom c¢ aus dem
Intermembranraum von isolierten Mitochondrien analysiert. Dabei wurden drei Doménen des
Proteins im Hinblick auf ihre Notwendigkeit fiir die Funktionalitdt von Bax charakterisiert.
Weiterhin wurde durch Untersuchung der Physiologie von Mitochondrien der Mechanismus
der Bax-induzierten Freisetzung von Cytochrom c untersucht. Auflerdem wurde mit Hilfe
eines rekonstituierten Proteinkomplexes die Bax-induzierte Freisetzung eines in Hexokinase-

Porin-ANT-Komplexen organisierten Pools von Cytochrom c analysiert.

Struktur—Funktions-Analyse von Bax

Die meisten Mitglieder der Bcl-2 Familie besitzen eine hydrophobe C-terminale Region, die
bei der Interaktion der Proteine mit zelluliren Membranen von Bedeutung ist (Kroemer, G.
1997). Die Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien kann jedoch auch
durch Bax ohne Transmembrandomine (TM) induziert werden (Eskes, R. ef al. 1998; Jiir-
gensmeier, J.M. et al. 1998). Bei einem Vergleich der durch die Proteine mBax und
mBax(ATM) induzierten Freisetzung von Cytochrom c¢ aus Mitochondrien im Rahmen dieser
Arbeit konnte kein Unterschied im Bezug auf die Aktivitit festgestellt werden. Die
Transmembrandoméne (TM) ist somit fiir die Freisetzung von Cytochrom c in vitro nicht
essentiell. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten experimentellen System wird die Interaktion
von Bax mit der mitochondrialen Membran durch die hohe Konzentration von aktiviertem
Bax verstarkt. Es wurde nur die Cytochrom c Freisetzung untersucht, und nicht das
»largeting”“ des Bax Proteins an die Oberfliche der Mitochondrien, bei dem die
Transmembrandoméne von Bedeutung sein konnte (Goping, I.S. ef al. 1998; Montessuit, S. et
al. 1999). Expression von Bax(ATM) in Fibroblasten und Epithelzellen fiihrt zur Induktion
von Apoptose, wobei postuliert worden ist, dass dieser pro-apoptotische Effekt durch die
Anwesenheit von endogenem Bax vermittelt worden sei (Zha, H. et al 1996). Bei
Transfektion von HL-60 Zellen mit Bax bzw. Bax(ATM) wurde kein Unterschied beziiglich
der Sensitivitit nach Induktion von Apoptose festgestellt (Tremblais, K. et al. 1999).
AuBerdem ist bei Verwendung von isolierten Mitochondrien die Bindung von Bax(ATM) im
Vergleich zu Bax nur marginal verringert gewesen (Tremblais, K. ef al. 1999). In Einklang

mit den beschriebenen Ergebnissen wurde im Rahmen dieser Arbeit eine vergleichbare
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Cytochrom c Freisetzung durch mBax bzw. mBax(ATM) induziert. AuBBerdem kann aufgrund
der Abwesenheit von endogenem Bax in isolierten Mitochondrien diese Freisetzung von
Cytochrom ¢ durch mBax(ATM) nicht durch Interaktion mit endogenem Bax vermittelt
worden sein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aullerdem gezeigt, dass das mBax(ATM)
Protein in mitochondriale Membranen inserieren kann. Die Transmembrandoméne ist damit
nicht die Domine des Bax Proteins, welche die Insertion in die mitochondrialen Membranen
vermittelt.

Die Transmembrandoméne kann fiir eine Regulation von Bax bzw. dessen pro-apoptotischer
Wirkung von Bedeutung sein. Die 20 hydrophoben C-terminalen Aminoséuren von Bax, die
die Transmembrandoméne bilden sind zu einem groflen Teil in a-Helix 9 organisiert. Diese
Helix ist bei monomerem Bax in einer hydrophoben Tasche eingebettet, aus der sie nach der
konformationellen Anderung von Bax freigesetzt wird (Suzuki, M. et al. 2000). Die a-Helix 9
konnte die hydrophobe Tasche von Bax, die flir die Interaktion der Proteine der Bcl-2 Familie
untereinander wichtig ist, blockieren. Die Freisetzung aus dieser Tasche wihrend der
konformationellen Anderung kénnte durch andere Proteine oder Faktoren induziert und

dadurch die Wirkung von Bax reguliert werden.

Die amphipathische a-Helix 2, welche die BH3-Domine von Bax enthilt, ist in die Homo-
und Heterodimerisierung involviert und ist fiir die Apoptose-induzierende Wirkung von Bax
essentiell (Hunter, J.J. and Parslow, T.G. 1996; Zha, H. et al. 1996; Simonen, M. et al. 1997,
Adams, J.M. and Cory, S. 1998; Kelekar, A. and Thompson, C.B. 1998; Suzuki, M. et al.
2000). In Hefen verhindert die Deletion des konservierten Tetrapeptids IGDE im Zentrum der
BH3-Doméne von Bax die Fahigkeit zu dimerisieren und verhindert den letalen Effekt von
Bax. In Fibroblasten und Epithelzellen induziert die Expression von Bax(AIGDE) im
Gegensatz zu Bax keine Apoptose und eine Assoziation mit endogenem Bax kann nicht
detektiert werden (Zha, H. et al. 1996). Daraus wurde geschlossen, dass das IGDE-Motiv fiir
die Funktion der fiir die pro-apoptotische Wirkung von Bax essentiellen BH3-Doméne
notwendig ist. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein rekombinantes
Deletionsprotein von Bax mit einem fehlenden IGDE-Motiv in der BH3-Doméne immer noch
in der Lage ist, in die mitochondrialen Membranen zu inserieren und Cytochrom c¢
freizusetzen. Das bedeutet, dass eine funktionale BH3-Doméne fiir die eigentliche Freisetzung
von Cytochrom c nicht ausreichend ist. Die Anwesenheit reinigungsbedingter Spuren von
dimerisiertem mBax(AIGDE;ATM) kann allein die deutliche Aktivitit dieses

Deletionsproteins nicht erkldren. Umgekehrt sind die Bax-Dimere ein Hinweis auf eine
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mogliche Oligomerisierung unabhdngig von einer funktionalen BH3-Doméne. Bax, welches
aufgrund der Deletion der a-Helices 5/6 nicht in die Membranen inserieren kann, partizipiert
jedoch an der Freisetzung von Cytochrom ¢, wenn eine Interaktion iiber eine intakte BH3-
Domine mit einem weiteren funktionalen Bax Protein moglich ist. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die fehlende pro-apoptotische Wirkung von Bax(AIGDE) in Hefen bzw.
Sdugerzellen nicht in einer verhinderten Cytochrom c¢ Freisetzung, sondern in einer
verminderten Interaktion iiber die BH3-Doméne begriindet liegen miisste. Es konnte sich
dabei um eine verhinderte Dimerisierung mit anti-apoptotischen Proteinen handeln, da das
IGDE-Motiv fiir die Dimerisierung von Bax wichtig ist (Zha, H. et al. 1996). Bei einer
weitreichenden Mutagenese der BH3-Domine ist ebenfalls gezeigt worden, dass ein zur
Hetero- und Dimerisierung unfahiges mutiertes Bax Protein dennoch pro-apoptotisch wirken
kann (Wang, K. et al. 1998). Das bedeutet, dass die sogenannte ,,Killing-Funktion* von Bax
zum einen indirekt durch Heterodimerisierung {iiber die BH3-Doméne mit den anti-
apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie, und damit Inaktivierung derselben, vermittelt
wird. Zum anderen kann Bax unabhéngig von einer Hetero- und Dimerisierung Cytochrom c
freisetzen und dadurch pro-apoptotisch wirken. Die BH3-Domine von Bax konnte somit
,upstream® der Freisetzung von Cytochrom ¢ bei der Regulation der Interaktion von Bax mit

anderen Proteinen der Bcl-2 Familie von Bedeutung sein.

Die Mitglieder der Bcl-2 Familie kdnnten durch Aggregation bzw. Oligomerisierung Poren
bilden, die die Translokation von Cytochrom c erlauben. Dieser Hypothese liegt die &hnliche
Struktur der Proteine der Bcl-2 Familie mit bakteriellen porenformenden Toxinen, wie den
Colicinen, zugrunde (Muchmore, S.W. et al. 1996; Schendel, S.L. et al. 1998). Bcl-2, dem die
a-Helices 5/6 deletiert worden sind, kann in artifizicllen Membranen keine Ionenkanile
bilden (Schendel, S.L. ef al. 1997). Daher ist postuliert worden, dass die zentralen a-Helices
5/6 fiir die Membraninsertion wichtig sind (Aritomi, M. ef al. 1997; Matsuyama, S. et al.
1998). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Bax ohne die zentralen o-
Helices 5/6 nicht in der Lage ist, in mitochondriale Membranen zu inserieren. Die verhinderte
Insertion korreliert mit einer stark verringerten Freisetzung von Cytochrom ¢ durch Bax. In
Einklang mit diesen Ergebnissen zeigt eine Mutagenese-Analyse, die zur Neutralisation von
geladenen Aminosdureresten in den a-Helices 5/6 flihrt, was die Insertion von Bax in
mitochondriale Membranen erleichtert, eine erhoéhte Toxizitdt in Hefen und Saugerzellen

(Nouraini, S. et al. 2000).
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Expression von Bax mit einer Deletion der a-Helices 5/6 in 293T-Zellen reduziert den pro-
apoptotischen Effekt nur marginal (Matsuyama, S. et al. 1998). Es ist daraus geschlossen
worden, dass diese Helices fiir die pro-apoptotische Funktion von Bax in Sdugerzellen nicht
essentiell sind. Im Hinblick auf die aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse beziiglich der
Interaktion der Bax Proteine miteinander, liegt es nahe, eine Interaktion iiber die BH3-
Domine mit endogenem Bax der Sdugerzellen fiir die nur marginal reduzierte Funktionalitét
des Bax Proteins mit den deletierten a-Helices 5/6 verantwortlich zu machen. Wie man
aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse vermuten wiirde, wurde der
zytotoxische Effekt in Hefen, die keine Proteine der Bcl-2 Familie besitzen, bei Deletion der

a-Helices 5/6 unterbunden (Matsuyama, S. ef al. 1998).

Bedeutung der Cytochrom ¢ Mobilitit fiir die Freisetzung

In vitro korreliert das Ausmal der Freisetzung von Cytochrom c aus isolierten Mitochondrien
durch Stimulation der PTP mit Ca**-Ionen mit einer erhdhten Ionenstirke (Gogvadze, V. et
al. 2001). Dies ist mit einer verstirkten Mobilitét des positiv geladenen Cytochrom c, welches
elektrostatisch mit Cardiolipin in den Mitochondrienmembranen interagiert, begriindet
worden (Cortese, J.D. et al. 1998). Schliisselenzyme der apoptotischen Signalkaskade und
Nukleasen konnten unter physiologischer, hoher Ionenstdrke nicht aktiviert werden (Bortner,
C.D. et al. 1997; Hughes, F.M., Jr. et al. 1997, Dallaporta, B. et al. 1998). Eine intrazelluldre
hohe Ionenstirke kann somit Apoptose inhibieren. Daher werden Kalium-Transporter in der
Zellmembran aktiviert, um die Kaliumkonzentration in der Zelle zu verringern. Die im
Rahmen dieser Arbeit gezeigte Freisetzung von Cytochrom c¢ gelang in Puffern, die eine dem
Zytosol vergleichbare Osmolaritét, aber eine deutlich reduzierte Ionenstirke aufwiesen. Die
entsprechende Osmolaritit wurde durch Verwendung von Mannitol und Sucrose anstelle von
KCI in den Puffern erreicht. Diese Bedingungen spiegeln damit unter Umstinden die
physiologischen Bedingungen wihrend der Apoptose genauer wieder. In dieser Arbeit war die
Freisetzung von Cytochrom ¢ durch mBax bzw. mBax(ATM) auf ungefdhr 20 % des
Gesamtgehalts limitiert. Diese Tatsache konnte mit einer eingeschrinkten Mobilitdt des
Cytochrom c in den auf Sucrose und Mannitol basierenden Puffern mit geringer lonenstéirke

erklart werden.
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Mechanismen der Cytochrom ¢ Freisetzung

Fiir die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien durch Bax sind verschiedene
Mechanismen postuliert worden (vgl. auch Abbildung 5). Die Freisetzung konnte indirekt
durch das Reiflen der duBBeren Membran oder durch eine Pore in einer sonst intakten dufleren
Membran geschehen.

Eine mogliche Hypothese fiir die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus dem
Intermembranraum von Mitochondrien ist die Modulation der PTP durch Bax (Kroemer, G. et
al. 1998; Crompton, M. 1999). Gegen diesen Mechanismus sprechen jedoch zahlreiche
publizierte Experimente. /n vivo konnte aus den Mitochondrien von Neuronen nach Entzug
von Wachstumsfaktoren Cytochrom c freigesetzt werden. Die Mitochondrien in diesen Zellen
wirken im Gegensatz zu nicht apoptotischen Zellen eher kleiner und sind nicht
angeschwollen. In der Anwesenheit von Caspase-Inhibitoren konnten die Mitochondrien der
Neurone ihre urspriingliche Grofle und ihren normalen Gehalt an Cytochrom c¢ wieder
erlangen (Martinou, 1. et al. 1999). Bei der Inkubation von isolierten Mitochondrien mit
rekombinantem Bax konnte eine Freisetzung von Cytochrom c¢ ohne ein Schwellen der
Mitochondrien beobachtet werden (Jirgensmeier, J.M. et al. 1998; Finucane, D.M. et al.
1999). Bei der Analyse von Mitochondrien im Rahmen dieser Arbeit bei Behandlung mit
rekombinantem Bax Protein in einer Konzentration, die ausreichend fiir eine Freisetzung von
Cytochrom ¢ war, konnte ebenfalls kein Schwellen beobachtet werden. Es ist postuliert
worden, dass rekombinantes Bax in geringer Konzentration (125 nM) Cytochrom ¢ ohne ein
Schwellen der Mitochondrien freisetzt, aber bei hoherer Konzentration (250-1000 nM) eine
Offnung der PTP induziert (Pastorino, J.G. et al. 1999). Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendete Konzentration von Bax befand sich im Konzentrationsbereich, der PTP-abhéngig
hitte sein sollen, induzierte jedoch keine PTP. Weiterhin waren bei den fiir die Cytochrom ¢
Freisetzung verwendeten Puffern Mg”"-Ionen, einem PTP-Inhibitor, anwesend. Die
Freisetzung von Cytochrom ¢ durch Bax wurde dadurch jedoch nicht beeinflusst, was eine
Modulation der PTP durch Bax ausschlieft. Dieses Ergebnis ist in Einklang mit
Experimenten, bei denen die Aktivitit von Bax, Cytochrom ¢ freizusetzen, durch Mg” -Ionen
sogar erhoht worden ist (Eskes, R. et al. 1998).

Die Notwendigkeit einer MPT fiir die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus
Mitochondrien erscheint besonders in vivo immer unwahrscheinlicher (Lim, M.L. et al. 2002).
Die Rolle der PTP bei der in vitro Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren ist weniger

klar, aber in dieser Arbeit und anderen Publikationen konnte eine PTP-unabhingige
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Freisetzung beobachtet werden (Eskes, R. et al. 1998; Jirgensmeier, J.M. et al. 1998; Doran,
E. and Halestrap, A.P. 2000; Robertson, J.D. ef al. 2000).

Eine weitere Hypothese fiir die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren durch ein Reiflen
der dulleren Membran basiert auf einer Hyperpolarisation als Folge des Verschlusses des
VDAC (Vander Heiden, M.G. ef al. 1999). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde durch
Analyse des mitochondrialen Membranpotentials eine Hyperpolarisation als eine mogliche
Ursache fiir ein Schwellen der Mitochondrien ausgeschlossen. In dem in dieser Arbeit
verwendeten Modellsystem konnen somit alle Mechanismen, die zu einem Reiflen der
duBeren Membran fiihren, ausgeschlossen werden.

Eine Hypothese fiir die Freisetzung von Cytochrom ¢ durch eine ansonsten intakte duflere
Membran ist eine Bax-induzierte Lipidpore. Diesem Mechanismus liegt der destabilisierende
Einfluss von Bax bzw. Bid auf Membranen zugrunde (Basanez, G. et al. 1999; Kudla, G. et
al. 2000). Da Bax in jeder Membran eine Lipidpore induzieren sollte, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Freisetzung von Hamoglobin durch Bax untersucht. In einer Konzentration,
die ausreichend fiir die Freisetzung von Cytochrom c ist, konnte keine Freisetzung von
Héamoglobin durch Bax beobachtet werden. Das bedeutet, dass Bax mit den Membranen von
Mitochondrien bzw. Erythrozyten unterschiedlich interagiert. Eine Bax-induzierte Lipidpore
ist daher unwahrscheinlich.

Eine Freisetzung von Hidmoglobin aus Erythrozyten durch Bax ist bereits gezeigt worden
(Antonsson, B. et al. 1997; Shimizu, S. et al. 2001). Die in diesen Publikationen verwendete
Konzentration von Bax ist im Vergleich zu der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Konzentration (1000 nM) zehnfach hoher gewesen, und ist somit nicht direkt vergleichbar.
Die Bax induzierte Himolyse ist als Hinweis gesehen worden, dass Bax Poren in Membranen
vergleichbar dem Hémolysin formen kann. Im Gegensatz zu Hamolysin, welches allein Poren
formen kann, ist fiir die Bax-induzierte Permeabilitét jedoch eine Interaktion mit VDAC auf
der Oberfliche der Erythrozyten notwendig (Shimizu, S. et al. 2001). Der VDAC scheint
beziiglich der Bindung von Bax an Mitochondrien eine Rolle zu spielen (Pastorino, J.G. et al.
2002; Tsujimoto, Y. and Shimizu, S. 2002; Vyssokikh, M.Y. et al. 2002). Die zu Bax
homologen bakteriellen Toxine scheinen ebenfalls {iber Porine mit ihren Zielzellen zu
interagieren (Dover, L.G. et al. 2000). Ob jedoch Bax den VDAC direkt moduliert und eine
VDAC-Bax-Pore, durch die Cytochrom c freigesetzt wird, entsteht, bleibt fraglich. Der
VDAC konnte fiir Bax nach der Aktivierung im Zytosol eine Bindestelle darstellen, welche
unter Umstdnden in Zusammenhang mit dem mitochondrialen ,, Targeting® von Bax steht. Bei

der moglichen Interaktion von Bax mit dem VDAC konnte die Transmembrandoméne einen
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regulatorischen Effekt ausiiben. Eine Regulation und Interaktion des VDAC durch die anti-
apoptotischen Vertretern der Bcl-2 Familie wurde bereits postuliert (Tsujimoto, Y. and
Shimizu, S. 2000). Die pro- und anti-apoptotischen Vertreter der Bcl-2 Familie konnten am
VDAC aufeinander treffen und durch Hetero- und Homo-Dimerisierung iiber die BH3-
Doméne das Schicksal der Zelle regulieren. Ist aktiviertes Bax einmal an die &ulere
mitochondriale Membran gebunden, konnte das Protein dann nach Oligomerisierung und
Insertion iiber die a-Helices 5/6 eine eigenstindige Bax-Pore ausbilden, durch die Cytochrom

c freigesetzt wird.

Bedeutung der Bindung der Hexokinase an Porin-ANT-Komplexe

Bekannt ist eine Verteilung von Cytochrom c in den verschiedenen Subkompartimenten des
Intermembranraums (Bernardi, P. et al. 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
bei Isolation von Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen eine signifikante Menge an endogenem
Cytochrom ¢ mit gereinigt werden konnte. Dieser spezielle Pool von Cytochrom ¢ war fest an
die Komplexe gebunden oder in diesen eingeschlossen, da er wihrend der Reinigung selbst in
der Anwesenheit von 200 mM KClI nicht abgeldst wurde. Diese Organisation von Cytochrom
¢ in Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen konnte auch in intakten Mitochondrien vorhanden
sein. Die Existenz dieses in Porin-ANT-Komplexen organisierten Cytochrom ¢ Pools, konnte
in Zusammenhang mit der in dieser Arbeit gefundenen limitierten Freisetzung durch Bax
stehen. Die Verteilung von Cytochrom c in Mitochondrien konnte von genereller Bedeutung
im Zusammenhang mit der durch die Proteine der Bcl-2 Familie regulierten Cytochrom c
Freisetzung sein.

Die gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dass Bax und Hexokinase mit hoher Affinitédt an
die gleiche spezifische Porinstruktur in den Porin-ANT-Komplexen binden. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit Experimenten an isolierten Mitochondrien bei denen Bax Cytochrom ¢
nur in Abwesenheit von Hexokinase freisetzen kann (Pastorino, J.G. et al. 2002). Die
Abhingigkeit der Bindung von Bax von der Aktivitit der Hexokinase deutet auf eine
Kopplung von Metabolismus und Bax induzierter Cytochrom c Freisetzung. Dies ist ein
Hinweis auf eine Regulation der apoptotischen Signalwege durch den metabolen Zustand in
Zellen. Ein schiitzender Effekt durch Glucose, der in Zusammenhang mit der Glykolyse steht,
ist bei Hypoxie-induzierter Apoptose bereits beobachtet worden (Moley, K.H. and Mueckler,
M.M. 2000). AuBBerdem verringert eine erhohte Hexokinase-Aktivitdt bei durch oxidativen
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Stress induzierter Apoptose die Zelltodrate, wobei dieser Effekt von der Phosphorylierung
von Glucose abhéngig ist (Bryson, J.M. et al. 2002). Diese Tatsache korreliert mit dem in
dieser Arbeit gefundenen Ergebnis, wonach eine substratgesittigte Hexokinase die Bax-

induzierte Freisetzung von endogenem Cytochrom c aus Porin-ANT-Komplexen verhindert.

Bax und seine Rolle bei der Apoptose

Wenn auch die fundamentale Bedeutung von Bax charakterisiert worden ist, so sind beziiglich
seiner Wirkungsweise bzw. des Mechanismus der Bax-induzierten Freisetzung von pro-
apoptotischen Faktoren viele Dinge weiterhin ungekldrt. Zum Beispiel wird die Bedeutung
des ,, Targeting™ des Bax Proteins an mitochondriale Membranen nicht genau verstanden. Die
selektive oder verstirkte Interaktion von Bax mit mitochondrialen Membranen im Vergleich
zu anderen zelluliren Membranen muss einen oder mehrere Griinde haben. Die biochemische
Beschaffenheit der Membran, wie die Lipidzusammensetzung oder die Anwesenheit
bestimmter Proteine bzw. Zielstrukturen, konnte fiir das spezifische ,,Targeting®
verantwortlich sein. Die Wichtigkeit von Cardiolipin fiir den Effekt von Bax oder die
Interaktion von Bax mit dem VDAC sind bereits postuliert worden (Kuwana, T. ef al. 2002;
Tsujimoto, Y. and Shimizu, S. 2002). Eine gemeinsame Bindungsstelle von Bax bzw.
Hexokinase an VDAC und eine damit verbundene mdgliche metabole Regulation von
Apoptose konnte ebenfalls eine Rolle spielen (Pastorino, J.G. et al. 2002; Vyssokikh, M.Y. et
al. 2002). Interessanterweise konnen Staurosporin-resistente Jurkat-T-Zellen selektiert
werden, aus deren Mitochondrien nach Isolation bei Zugabe von rekombinantem Bax oder
Bid kein Cytochrom c¢ freigesetzt werden kann (Wang, G.Q. et al. 2001). In den
Mitochondrien dieser Staurosporin-resistenten Zellen konnten andere mitochondriale
Verdnderungen wie eine PTP, Verlust von Cardiolipin oder Generierung von reaktiven
Sauerstoffmolekiilen nicht nachgewiesen werden (Wang, G.Q. et al. 2001). Diese Ergebnisse
deuten darauthin, dass die Mitochondrien in diesen Zellen eine biochemische Modifikation,
die sie fiir Bax unangreifbar macht, vollzogen haben. Diese Verdnderung ihrer
Mitochondrienstruktur konnte die Zellen resistent gegen Chemotherapeutika machen, die zur
Aktivierung von Bax und in nicht resistenten Zellen somit zu Apoptose fithren. Das genaue
Verstindnis der Interaktion von Bax mit der Oberfliche von Mitochondrien ist damit iiberaus

bedeutsam.
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Die dreidimensionale Struktur von Bax weist eine groe Ahnlichkeit zu den porenformenden
Colicinen A und E1 und zu der Doméne von Diphtherie-Toxin, welche fiir die Translokation
durch Membranen verantwortlich ist, auf (Choe, S. et al. 1992; Parker, M.W. et al. 1992; El-
kins, P. et al. 1997). Bei der Struktur-Funktions Analyse von Bax sind beziiglich der
Wirkungsweise Ahnlichkeiten zu den homologen bakteriellen Toxinen gefunden worden. So
wird die Insertion von Bax in mitochondriale Membranen tiber die a-Helices 5/6 vermittelt
und ist fiir die Funktion von zentraler Bedeutung. Nach dem Durchtritt durch die duflere
Membran greifen die porenformenden Colicine sensitive E. coli Zellen durch Bildung von
Ionenkanélen in deren innerer Membran an (Schein, S.J. ef al. 1978). In Analogie kann ein
Deletionsprotein von Bcl-2, dem die a-Helices 5/6 deletiert wurden, in Lipid-
Doppelschichten keine Ionenkandle bilden (Schendel, S.L. ef al 1997). Bei
elektrophysiologischen Messungen an in Liposomen oder planaren Lipid-Doppelschichten
rekonstituierten Bax-ANT Kanilen konnte Bax Protein mit einer Deletion der a-Helices 5/6
die Funktion des Kanals nicht modulieren (Marzo, 1. et al. 1998; Brenner, C. et al. 2000).
Wenn auch die Bedeutung der Bildung von Ionenkanélen fiir die Freisetzung von Cytochrom
¢ bzw. die apoptotischen Effekte der Proteine der Bel-2 Familie grundsétzlich noch ungeklért
sind, so ist die Analogie zu den bakteriellen Toxinen doch markant. Ahnlich dem Bax Protein
werden Colicine durch Detergenzien in eine Konformation, welche fiir die Insertion in
Membranen notwendig ist, tiberfiihrt (Merrill, A.R. and Cramer, W.A. 1990; Dover, L.G. et
al. 2000). Weiterhin wurde gezeigt, dass Colicin N an trimerisierte bakterielle Porine, die zu
mitochondrialem VDAC homolog sind, binden muss, um die dulere Membran der Bakterien
zu passieren (Dover, L.G. et al. 2000). Wie bereits oben diskutiert scheint der VDAC fiir die
Bindung von Bax an Mitochondrien ebenfalls wichtig zu sein. Analog zu bakteriellen
Toxinen, die nach Interaktion mit Porin und Passieren der dufleren Membran Ionenkanile
bilden, konnte Bax nach Interaktion mit VDAC und Oligomerisierung Poren fiir die
Translokation von Cytochrom c bilden.

Colicine werden von E. coli produziert, um konkurrierende Bakterien zu zerstéren. Im
evolutiondren Rahmen betrachtet konnten sich die Proteine der Bcl-2 Familie nach der
Endosymbiose von Bakterien hin zu Mitochondrien vielleicht aus bereits vorhandenen
Abwehrmechanismen entwickelt haben (Ameisen, J.C. 2002). Es wird postuliert, dass o-
proteobakterielle Endosymbionten sezernierte und membranstidndige Proteasen benutzt haben
konnten, um ihren Wirt zu téten, wenn dieser z. B. Nahrungsmangel ausgesetzt ist. Dadurch
wiren die Endosymbionten in der Lage gewesen den Wirt zu verlassen und einen neuen Wirt

aufzusuchen. Diese ,,Waffe® hitte im Laufe der Evolution durch den Wirt selber unter
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Einbezug strikter Kontrollmechanismen zur Entwicklung des programmierten Zelltods
verwendet werden konnen (Frade, J.M. and Michaelidis, T.M. 1997; Ameisen, J.C. 2002;
Koonin, E.V. and Aravind, L. 2002).
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Anhang

Anhan

Sequenzen aller Bax Proteine nach Expression und Reinigung:

a) mBax 25,56 kDa

MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDPSSRSMDGSGEQLGSGGPTSSE
QIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQDASTKKLSECLRRIGDELDSNME
LQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGRVVALFYFASKLVLKALCTKV
PELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLSYFGTPTWQTVTIFVAGVLTASL
TIWKKMG

b) mBax(ATM) 20,63 kDa

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRIGDELDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGR
VVALFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLS
YFGTPTWQHHHHHH

¢) mBax(AIGDE;ATM) 19,39 kDa

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRLDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGRVVA
LFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLSYFG
TPTWQ

d) mBax(Ah5/6;ATM) 14,11 kDa
GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRIGDELDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFDQGG
WEGLLSYFGTPTWQ

e) mBax(AIGDE;Ah5/6;ATM) 13,70 kDa
GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD

ASTKKLSECLRRLDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFDQGGWEGL
LSYFGTPTWQ

GSPEF : N-terminaler Rest des GST-Expressionstag

HHHHHH : Hisg-Expressionstag

IGDE : konserviertes Tetrapeptid im Zentrum der BH3-Doméne
fett : a-Helices 5/6

unterstrichen: Transmembrandomaéne (TM)
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Anhang

N-terminaler Edman-Abbau:

Analyse von (*):

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRIGDELDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGR
VVALFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLS
YFGTPTWQHHHHHH

a) GSPE(-)(A?)

b) GSPE(-)AV(-)DG

Analyse von (**):

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRIGDELDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGR
VVALFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLS
YFGTPTWQHHHHHH

a) Hauptsequenz: TGAFLLQGF

b) Nebensequenz:  MA(GRQ)E(TA)PELT
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Anhang

MALDI-TOF/MS Analyse von mBax(ATM):

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRIGDELDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGR
VVALFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLS
YFGTPTWQHHHHHH

a) Tryptische-Peptide nach MALDI-TOF/MS:
1465,69 m/z (Da)  TGAFLLQGFIQDR
1352,58 m/z (Da) TIMGWTLDFLR
1518,70 m/z (Da)  IGDELDSNMELQR

b) V8(Glu-C)-Peptide nach LC-MS:

1598,82 m/z (Da)  QIMKTGAFLLQ
1808,97 m/z(Da) RLLVWIQDQGGWE

MALDI-TOF/MS Analyse von mBax(AIGDE:ATM):

GSPEFMDGSGEQLGSGGPTSSEQIMKTGAFLLQGFIQDRAGRMAGETPELTLEQPPQD
ASTKKLSECLRRLDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGRVVA
LFYFASKLVLKALCTKVPELIRTIMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLSYFG
TPTWQ

a) Tryptische-Peptide nach MALDI-TOF/MS:

904,49 m/z (Da)  KLSECLR
1143,61 m/z (Da) VVALFYFASK
1218,56 m/z (Da) MIADVDTDSPR
1298,75 m/z (Da)  ALCTKVPELIR
1352,58 m/z (Da)  TIMGWTLDFLR
1464,69 m/z (Da)  TGAFLLQGFIQDR
1669,72 m/z (Da) VAADMFADGNFNWGR
1896,86 m/z (Da) MIADVDTDSPREVFFR
2141,92 m/z (Da) MAGETPELTLEQPPQDASTK

b) V8(Glu-C)-Peptide nach LC-MS:

1598,82 m/z (Da)  QIMKTGAFLLQGFIQD
1808,97 m/z (Da) RLLVWIQDQGGWE
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das pro-apoptotische Protein Bax spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation des
mitochondrialen Apoptosesignalwegs. Es ist unter anderem maBgeblich an der Freisetzung
von pro-apoptotischen Faktoren wie Cytochrom c, AIF und Smac/DIABLO aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien in das Zytosol beteiligt. Es wurde fiir die Bax-
induzierte Freisetzung von Cytochrom c gezeigt, dass die konformationelle Anderung und
Oligomerisierung von Bax, notwendig sind. Der zugrunde liegende Mechanismus der
Freisetzung ist jedoch unbekannt. Insbesondere konnten die Domédnen von Bax, welche fiir
die Freisetzung von Cytochrom ¢ verantwortlich sind, bislang noch nicht identifiziert werden.
Das Ziel dieser Arbeit war es, durch in vitro Studien an isolierten Mitochondrien und
rekombinanten Bax Proteinen die fiir die Freisetzung von Cytochrom c essentiellen Doménen
des Proteins zu identifizieren und deren Funktion zu charakterisieren. Der Einfluss der
hydrophoben C-terminalen Transmembrandomine (TM), der BH3-Doméne und der zentralen
hydrophoben Helices 5/6 von Bax auf die Freisetzung von Cytochrom ¢ standen dabei im
Vordergrund der Untersuchungen. Die Experimentalbefunde zeigen, dass die
Transmembrandoméne fiir die Freisetzung von Cytochrom ¢ durch Bax nicht notwendig ist.
Durch eine Kombination verschiedener interner Deletionsmutanten von Bax konnte auflerdem
gezeigt werden, dass die BH3-Doméne allein fiir die Freisetzung von Cytochrom c nicht
ausreichend ist. Vielmehr ist die Insertion des Bax Proteins in die Mitochondrienmembranen
tiber die Helices 5/6 fiir die Freisetzung von Cytochrom c essentiell. Durch Analyse des
mitochondrialen Membranpotentials und der mitochondrialen Permeabilititstransition konnte
gezeigt werden, dass Bax ohne eine Zerstorung der duBeren Mitochondrienmembran
Cytochrom c spezifisch freisetzt. Dafiir spricht auch, dass Bax nur ungefihr 20 % des
gesamten Cytochrom ¢ Gehalts aus den isolierten Mitochondrien freizusetzen vermag.

SchlieBlich wurde die Fragestellung untersucht, ob die Kompartimentierung von Cytochrom c
in den Mitochondrien von Bedeutung ist. Durch Isolation und Rekonstitution von
Hexokinase-Porin-ANT-Komplexen konnte gezeigt werden, dass Bax das endogene
Cytochrom c¢ aus assoziierten Komplexen in Abhéngigkeit von der Substrat- bzw.
Produktsittigung der Hexokinase spezifisch freisetzen kann. Diese Beobachtung konnte
erkldren, warum eine erhohte Hexokinase-Aktivitit die Apoptoserate von Zellen verringern
kann. So konnte bei Tumorzellen, bei denen eine verstirkte Glykolyse vorliegt, der

mitochondriale Apoptosesignalweg blockiert sein.

Seite 89



Abstract

Abstract

The removal of unwanted cells by apoptosis is of great importance for tissue homeostasis of
many organisms. Major key players of the intrinsic apoptotic pathway are the mitochondria.
These organells contain a variety of pro-apoptotic factors like cytochrome ¢, Smac/DIABLO
or AIF in their intermembrane space. Once released into the cytosol, these factors participate
in the activation of various targets and processes, eventually leading to typical morphological
changes, which are characteristic for apoptosis. The release of the pro-apoptotic factors is
tightly regulated by the Bcl-2 family proteins. One member of the Bcl-2 family, the pro-
apoptotic protein Bax, induces the release of cytochrome c and other pro-apoptotic factors.
Although a conformational change, oligomerization and insertion into the mitochondrial
membranes of Bax have been found to be prerequisites for the induction of cytochrome c re-
lease, the essential domains for this process are still elusive. Furthermore, the necessity of a
rupture of the outer mitochondrial membrane with regard to the cytochrome c release remains
controversial.

In the present thesis, a structure function analysis of the pro-apoptotic Bax protein was per-
formed to characterize important protein domains involved in the in vitro translocation of cy-
tochrome c.

The data obtained show that the transmembrane domain (TM) is not required for the Bax-
induced release of cytochrome c. Furthermore, Bax(-TM) was found associated with the mi-
tochondrial membranes indicating that the insertion process is mediated by a distinct Bax do-
main. The integrity of the BH3 domain of Bax was destroyed by deleting a conserved four
amino acid motif, IGDE. The corresponding Bax(-IGDE) mutant induced the release of cyto-
chrome ¢ and it was found associated with mitochondrial membranes. Therefore, it was con-
cluded that a functional BH3 domain of Bax is not absolutely required for the induction of
cytochrome c release from mitochondria. The deletion of helices -5 and -6 of Bax resulted in a
significantly decreased cytochrome c releasing activity indicating that the insertion of Bax
into mitochondrial membranes by this domain is essential for the Bax-mediated translocation
of cytochrome c.

The rupture of the outer mitochondrial membrane is the result of massive mitochondrial ma-
trix swelling caused by either hyperpolarization, or by opening of the permeability transition
pore (PTP). Important experiments were therefore the measurement of the mitochondrial
membrane potential and the swelling of mitochondria. They were performed to monitor pos-

sible effects of Bax and its mutants, which might have led to nonspecific cytochrome c re-
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lease. None of the Bax mutants produced any of the above effects, indicating that the cyto-
chrome c release observed is a specific function of Bax action.

Finally, the importance of the fine distribution of the cytochrome c inside distinct mitochon-
drial compartments was investigated. By isolating and reconstituting hexokinase-porin-ANT-
complexes it was shown that Bax can induce the release of endogenous cytochrome ¢ specifi-
cally organized in this complex. This release occurred only from associated complexes and
was dependent on the saturation of hexokinase with its substrates or products. This observa-
tion suggests that the mitochondrial apoptotic pathway is blocked in those tumor cells that

show an enhanced rate of glycolysis.
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