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1. Einleitung

Die folgende Arbeit beschiftigt sich mit den Regulationsmechanismen des Bcl-2-Gens. Bcl-2
gehort zu den bekanntesten antiapoptotischen Proteinen und spielt in der Biologie eine wichtige
Rolle. Ich werde zuniichst den Zusammenhang zwischen der Apoptose und der Funktion der Bcl-
9-Proteine erliutern. AnschlieBend werden ganz allgemein die Regulationsmechanismen der
Genaktivitit bei Fukaryoten und insbesondere die DNA-Methylierung wund die
Transkriptionsfaktoren dargestellt. Zum Schlufl werde ich den Aufbau des Bcl-2-Gens darstellen

und daraus die Problemstellung dieser Arbeit ableiten.

1.1.0 Apoptose

Apoptose ist die hiufigste Form des Zelluntergangs im Organismus. Sie ist evolutiondr
hochkonserviert (1) und wird durch eine komplexe intrazellulire Maschinerie initiiert.

Die Erforschung der Apoptose hat eine lange Geschichte (2). Im zweiten nachchristlichen
Jahrhundert beschrieb als erster Galenus Galen die Regression der larvalen und fetalen
Strukturen im Laufe der Ontogenese, und bereits 1842 erkannte Carl Vogt, daB Zellen durch
"programmierten Tod" sterben kénnen. 1906 beschrieb Collin zum ersten Mal einen spontanen
Neuronenuntergang wihrend der Entwicklung von Motoneuronen und Spinalganglien. Die erste
klare morphologische Beschreibung des programmierten Zelltodes gelang 1885 Flemming. Er
prigte dafiir den Begriff ,,Chromatolyse“, eine Umschreibung, die lange ihre Giiltigkeit behielt.
Kerr, Wyllie und Currie schlieBlich beobachteten an toxinbehandelten Leberzellen eine den
sterbenden Embryonalzellen vergleichbare Morphologie und prigten hierfir den umfassenden
Begriff "Apoptose" (3). Apoptose kann man damit vereinfacht als morphologisch definiertes
Synonym fiir programmierten Zelltod umfassen. Apoptose ist nicht nur in der Entwicklung von
Bedeutung, sie spielt auch bei der Erhaltung der Gewebehomdostase eine grofie Rolle und
ermoglicht dem vielzelligen Organismus eine optimale Anpassung der Zellzahl an die
Umweltbedingungen (4). So werden Zellen, die durch virale Infektion oder Mutation geschédigt
sind, via Apoptose entfernt. Die Apoptose ist durch eine Vielzahl von morphologischen
Verinderungen definiert (5). Als frithestes morphologisches Merkmal der Apoptose verdichtet
sich das Chromatin, an mehreren Stellen der Zelloberfliche stiilpen sich Zytoplasmablasen aus
(apoptotische Kdrperchen). Spiter wird das Zisternensystem des endoplasmatischen Retikulums

dilatiert und fragmentiert, die Mitochondrien weisen flockige Verdichtungen auf.




Charakteristischerweise wird die DNA durch Endonukleasen zwischen den Nukleosomen
gespalten, wobei kurze (ca. 180bp) Fragmente entstehen (6, 7). Im Gegensatz dazu ist die
Nekrose durch ein Anschwellen der Zelle charakterisiert. Dies filhit zur Zerstdrung der
Plasmamembran und zur Freisetzung des Inhalts des Zytosols (proteolytische Enzyme etc.) und
von Zellorganellen in den interzelluldren Raum. Eine inflammatorische Reaktion mit
einhergehender Gewebsschidigung, die man so nur bei der Nekrose und nicht bei der Apoptose
sieht, ist die Folge. Bei der Apoptose werden die Apoptosekdrper sowie die apoptotischen Zellen
entweder in ein Driisenlumen abgestoflen oder von den benachbarten Zellen phagozytiert.
Welchen der beiden Wege die Zelle einschlégt, hiangt von der Art (8) und Intensitét des Stimulus,
der Zellart und dem Entwicklungsstadium der Zelle ab (9).

1.1.1 Rolle der Apoptose im ZNS und insbesondere beim Schlaganfall

Im ZNS spielt die Apoptose eine entscheidende Rolle bei neurodegenerativen Erkrankungen

wie M.Alzheimer, M.Parkinson, amyotrophe Lateralsklerose (ALS), M.Pick etc. (10).

Beim ischdmischen Insult existieren beide Arten des Zelluntergangs nebeneinander. Im Zentrum
des Infarkts, in dem der Blutfluss auf unter 20% des Ausgangswertes reduziert ist, werden die
Zellen nekrotisch. In dem umgebenden Gewebe (,,Penumbra®) dominiert der apoptotische
Zelluntergang (11). Eine transiente oder permanente Reduktion des Blutflusses fiihrt zur
Erschopfung der Sauerstoff- und Energiespeicher, die wiederum den Verlust des
Membranpotentials und eine anoxische Depolarisation (12) der Neurone zur Folge bat. Die
Depolarisation fiihrt zur Aktivierung der prisynaptischen, spannungsabhéngigen Calciumkanile
und zur Freisetzung von exzitatorischen Aminosduren in den synaptischen Spalt. Eine
Aktivierung der N-methyl-D-aspartat-Rezeptoren (NMDA) und anderen Glutamatrezeptoren
fithrt zu einem Uberangebot an Calcium, das als universeller Botenstoff eine Signalkaskade
hervorruft. Proteolytische Enzyme werden dabei aktiviert und zerstoren Proteine des
Zytoskeletts. Die aktivierte Phospholipase A2 und Cyclooxygenasen produzieren freie Radikale.
Freie NO-Anionen, die durch die calciumabhingige NOS (nitric oxide synthase) gebildet
werden, reagieren mit Superoxid zu dem hoch reaktiven Peroxynitrit, das die Gewebszerstdrung
beschleunigt. Im Kern der minderperfundierten Gehirnareale kommt es in wenigen Minuten zu
der o.g. anoxischen Depolarisation, Zellen sterben rapide durch Lipolyse, Proteolyse und
Disaggregation von Mikrotubuli. In der benachbarten Penumbra kommt es zu repetitiven

Depolarisationen der Neurone und zur Aktivierung der apoptotischen Kaskade. Die Vorginge in




der Penumbra vergroBern im Endeffekt das Infarktgebiet, eine gezielte Hemmung der
apoptotischen Kaskade stellt somit einen wichtigen therapeutischen Ansatz zur Minimierung des

Ischimieschadens dar (12).
1.1.2 Pathomechanismen der Apoptose

7u den Effektoren der apoptotischen Kaskade gehdren spezifische Proteasen (Caspasen), die
zellulire Substrate spalten und dadurch das morphologische und biochemische Bild der
Apoptose bestimmen. Mehr als 30 verschiedene Substrate fiir Caspasen sind derzeit bekannt.
(13). Sie zerstéren nicht nur die Proteine des Zytoskeletts (Actin, Plectin, Gelsolin) und ganze
7ellstrukturen, sondern konnen auch die DNA und ihre Reparaturmechanismen direkt angreifen
(z.B.: das DNA-Reparaturenzym ADP-ribose-Polymerase PARP). Die endonukledre Lamina,
eine Struktur der Kernmembran, die fiir die Chromatinkondensation mitverantwortlich ist, wird
von den Caspasen geschnitten, was zu einer Chromatinkondensation fihrt.
Die Beobachtung, da# Caspasen-Vorldufer in allen Zellen konstitutiv exprimiert werden, legt die
Vermutung nahe, daB sie als Effektor-Proteasen in inaktiver Form vorliegen und erst bei
entsprechendem Stimulus von Initiator-Caspasen aktiviert werden. Tatséchlich existieren drei
Wege der Aktivierung (Abb.1).
Bei dem rezeptorvermittelten Weg wird tiber die Stimulation und Trimerisierung des death
receptors CD95 und unter Mitwirkung des Adapters FADD/MORT]1 der death inducing
signaling complex (DISC) gebildet, der wiederum durch autokatalytische Spaltung das Proenzym
Caspase 8 aktiviert. Aktive Caspase 8 aktiviert weitere Effektor-Caspasen, insbesondere die
Caspase 3.
Der zweite, indirekte Weg bedient sich der Mitochondrien als Verstirker. Bei diesem Signalweg
sind die DISC-Bildung und die Aktivierung der Caspase 8 reduziert. Die Signalamplifikation
wird hier durch das Molekiil BID (Mitglied der Bcl-2-Familie) vermittelt.
BID wird bei einer geringen Aktivitdt der Caspase 8 gespalten und kann anschlieBend die
Mitochondrien zur Freisetzung von "Cytochrom ¢ anregen (14,15). Dieses bildet unter
| Anwesenheit von dATP mit Apafl das Apoptosom. Am Apoptosom wird Caspase 9 aktiviert,
die ihrerseits wiederum Effektor-Caspasen aktiviert (16,17).
Ein dritter Signalweg ist Caspasen-unabhéingig. Der Apoptose Induzierende Faktor (AIP) wird
aus den Mitochondrien freigesetzt und verfiigt selbst iiber eine Proteaseaktivitét (17).
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