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  Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 

 

VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKÜRZUNGEN 

AFC  7-Amino-4-Trifluoromethylcoumarin (Ac-LEVD-AFC ist das Caspase-4- 

Substrat, bestehend aus AFC, einem Tetrapeptid und einem Acetyl-Rest) 

Apaf-1  Apoptosis protease activating factor-1 

Bax   Bcl-2 assoziiertes X-Protein (intrazellulärer proapoptotischer Faktor) 

Bcl-2   B-cell-lymphoma-2 (intrazellulärer antiapoptotischer Faktor)  

BID   BH3 interacting-domain death agonist 

Boc  tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe 

CAD  Caspase-activated DNAse  

CARD  Caspase-recruitment domain 

CASBAH The CAspase Substrate DataBAse Homepage 

CASP-4 Caspase-4 Gen 

CCL  Chemokine (C-C motif) ligand 

CD95 Membranprotein vom Typ I, gehört zur Familie der TNF-Rezeptoren; auch als 

Todesrezeptor bezeichnet, dient der Transduktion des Apoptose-Signals, Sy-

nonyme: APO1-R, Fas-R, TNF-R  

CED  Cell death abnormality (Mutante des Fadenwurms Caenorhabditis elegans) 

Ced-3  Apoptose-Gen des Nematoden Caenorhabditis elegans, entspricht der 

humanen Caspase-1  

Ced-4  Apoptose-Gen des Caenorhabditis elegans mit Bedeutung während der  

  Embryogenese  

CFP  Cyan fluorescent protein 

CrmA  Cowpox virus serpin, Cytokine response modifier A 

CXCL7 Chemokine (C-X-C motif) ligand 7 

DED  Death effector domains 

DEVD  Tetrapeptid (Aspartat-Glutamat-Valin-Aspartat) 

DISC  Death inducing signaling complex 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid  

DNA  Desoxyribonukleinsäure  
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dUTP  2´-Deoxyuridine, 5´-Triphosphate 

EGF  Epidermal Growth Factor 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

FACS  Fluorescence-activated cell sorting 

FADD  Fas-associated via death domain 

FAM  Fluorescein (FITC steht für Fluoresceinisothiocyanat) 

Fas  Oberflächenantigen 

FKS  Fetales Kälberserum 

FLIVO  FLuorescence in vIVO 

FLICA  Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases 

FMK  Fluoromethylketon 

FRET  Fluoreszenz Resonanz Energietransfer 

GNP  Gold-Nanopartikel 

GRP78 Glucose-regulated protein 78 

hCG   Humanes Choriongonadotropin 

HGF  Hepatocyte growth factor 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography 

IAP  Inhibitors of Apoptosis  

ICE  Interleukin-1β converting enzyme 

ICErel-II ICE-related-2 (Synonym für Caspase-4) 

ICH-2  ICE and ced-3 homolog 2 (Synonym für Caspase-4)  

ICE Interleukin Converting Enzyme 

IFN-γ  Interferon-γ 

IL  Interleukin 

LEVD  Tetrapeptid (Leucin-Glutamat-Valin-Aspartat) 

LIF  Leukaemia Inhibitory Factor 

LPS  Lipopolysaccharide 

MeOH  Methanol 

MOMP  Mitochondrial outer membrane permeabilization 

NFκB  Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 
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NK-Zellen Natürliche Killerzellen 

NOD  Nucleotide binding oligomerization domain 

NP  Nanopartikel (GNP steht für Gold-NP, MNP für Magnetische NP) 

PARP  Poly (ADP-ribose) polymerase 

PBS  Phosphate buffered saline 

RNA  Ribonuleinsäure 

PICS  Proteomic identification of protease cleavage sites 

qRT-PCR Quantitative real-time PCR 

RIP1  Receptor-interacting protein 1 

RP-HPLC Reversed-Phase-High Performance Liquid Chromatography 

rpm  rounds per minute 

SCL  Positional scanning synthetic combinatorial libraries 

TG  Thapsigargin  

TLR  Toll-like receptor 

TM  Tunicamycin  

TNF-α   Tumor necrosis factor alpha 

TNFR  TNF-Rezeptor 

TRADD TNFR-1-associated death domain 

TRAF6  TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 

TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand 

TRAP1 TNF-receptor-associated protein 1 

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

TX   Transcript X (Synonym für Caspase-4) 

UPLC  Ultra Performance Liquid Chromatography 

UPLC-MS Ultra-Performance Liquid Chromatography Tandem Mass-Spectrometry 

XIAP  X-linked inhibitor of apoptosis protein 

YFP  Yellow fluorescent protein 

Z  Benzyloxycarbonylschutzgruppe 

Z-VAD-FMK Pan-Caspase-Inhibitor (Tripeptid VAD: Valin-Alanin-Aspartat) 

Z-LEVD-FMK Caspase-4-Inhibitor 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Caspase-4 ist eine ubiquitäre Cysteinprotease, die sich vor allem in der äußeren 

Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) befindet. Sie zählt zu den in-

flammatorischen Caspasen, die man auch als ICE-Subfamilie zusammenfasst. Zu 

dieser Gruppe zählt man aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit Caspase-1, -4 und -

5. Ihr Aufgabenschwerpunkt ist die Regulation entzündlicher Prozesse. Der Caspa-

se-4 schreibt man zudem eine Schlüsselrolle bei der ER-induzierten Apoptose zu. Es 

besteht eine Vielzahl von Möglichkeiten, Caspasen und deren katalytische Aktivität in 

Geweben und Zellen zu bestimmen. Hierbei unterscheidet man den Nachweis auf 

mRNA- und DNA-Ebene von dem auf Ebene des Proteins. Bei zuletzt genannter Me-

thode spielt insbesondere die Bestimmung der Aktivität funktionsfähiger Enzyme 

durch Umsetzung spezifischer Caspase-Substrate, die aus einem an ein Peptid ge-

koppelten Fluorochrom bestehen, eine wichtige Rolle. Ziel dieser Arbeit war die Etab-

lierung einer neuen Herangehensweise an die fluorimetrische Caspase-

Aktivitätsbestimmung, unter Verwendung der RP-HPLC und eines fluoreszierenden 

Caspase-Substrats. Die etablierten Caspase-Assays beruhen auf der Herstellung 

eines Proteinisolats von Zellen einer bestimmten Zellkultur. Dem Proteingemisch wird 

das entsprechende Caspase-Substrat beigefügt. Wenn Caspasen im aktivierten Zu-

stand vorliegen, wird dieses katalytisch umgesetzt unter Freisetzung der gekoppelten 

und detektierbaren Verbindungen. Es sollte am Beispiel der Caspase-4 in adhärent 

wachsenden, humanen Chorionkarzinomzellen der Zelllinie JEG-3 gezeigt werden, 

dass eine direkte Aktivitätsmessung der Caspase-4 in einer solchen Zellkultur erfol-

gen kann, unter Verwendung des Zellkulturüberstands und dem membrangängigen 

Caspase-4-Substrat (Ac-LEVD-AFC). Hierfür inkubierte die JEG-3-Zellkultur zuvor 

mit dem Caspase-4-Substrat für insgesamt vier Stunden. Das Substrat diffundierte in 

die Zellen und wurde dort von aktiver Caspase-4 umgesetzt. Das abgespaltene fluo-

reszierende AFC diffundierte in den Zellkulturüberstand. Anschließend erfolgte darin 

die Konzentrationsbestimmung des AFC nach vorheriger chromatographischer Auf-

trennung von anderen fluoreszierenden Bestandteilen des Zellkulturüberstands. Da-

bei konnte man sehen, dass der Zellkulturzusatz eines spezifischen membrangängi-

gen Caspase-4-Inhibitors einen reduzierenden Effekt auf die Caspase-4-Aktivität der 

JEG-3-Zellkultur ausübt. Wurde hingegen sogar ein Pan-Caspase-Inhibitor zuge-
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setzt, sanken die Caspase-4-Aktivität und damit die detektierbare AFC-Konzentration 

noch weiter. Dies ließ vermuten, dass an der Katalyse des Caspase-4-Substrats 

auch andere Caspasen beteiligt sind. Es zeigte sich, dass der Anteil an freigesetztem 

AFC, der in den Zellen verbleibt und nicht in den Zellkulturüberstand diffundiert, ca. 

2,5 fach geringer ist. Dessen Bestimmung ist fehlerbehafteter und möglicherweise 

verzichtbar. Die Bestimmung der AFC-Konzentration erfolgte durch einen mit der RP-

HPLC-Anlage gekoppelten Fluoreszenzdetektor. Da auch intaktes Caspase-4-

Substrat fluoresziert, konnte durch die chromatographische Trennung eine Überlage-

rung der Signale bei der Detektion vermieden werden. Der Wechsel zu einer Gra-

dientenelution erbrachte eine bessere Quantifizierung im niedrigen Konzentrations-

bereich (bis zu 0,2 pmol/ml, im Vergleich zu 40 pmol/ml durch ein isokratisches 

Trennverfahren). Das Verhältnis der beiden Eluenten Wasser und Methanol änderte 

sich im zeitlichen Verlauf. Der Nachteil dieser präziseren Bestimmung war eine Ver-

längerung der Elutionszeit von freiem AFC und der Zeit zur Reequilibrierung des 

HPLC-Systems. Die Fluoreszenzspektren der einzelnen fluoreszierenden Bestandtei-

le des Zellkulturüberstands wurden zudem ausgewertet. AFC fluoresziert maximal im 

Bereich von 490 nm, wird es bei 400 nm angeregt. Das intakte Caspase-4-Substrat 

weist in diesem Bereich jedoch ebenfalls eine nicht zu vernachlässigende Fluores-

zenz auf, obwohl das AFC noch an das Tetrapeptid gebunden ist. Die Emissions-

spektren beider Substanzen überlappen sich folglich. Die chromatographische Auf-

trennung von AFC und Caspase-4-Substrat machte eine Messung am Fluoreszenz-

maximum von AFC ohne Störeinflüsse möglich. Wird der Zellkulturüberstand von der 

Zellkultur getrennt und die enzymatische Reaktion durch Methanol beendet, zeigt 

sich ein nicht unerheblicher Anteil an nicht-enzymatischer AFC-Freisetzung, der erst 

nach sechs Stunden unter Lagerung bei Raumtemperatur signifikant ist. Eine Lage-

rung des Zellkulturüberstands bei einer Temperatur von -20°C ist der bei -80°C vor-

zuziehen, da bis zu sieben Tage ohne signifikante Zunahme des nicht-enzymatisch 

umgesetzten AFC-Anteils zu rechnen ist. Auch kann der Zellkulturüberstand prob-

lemlos einmalig auf -20°C eingefroren und wieder aufgetaut werden. 

Zusammenfassend beschreiben wir eine alternative Herangehensweise an die fluo-

reszenzbasierte Caspase-4-Aktivitätsmessung auf Grundlage des Zellkulturüber-

stands nicht lysierter, adhärent wachsender JEG-3-Zellen mit Bestimmung der AFC-

Konzentration nach vorheriger chromatographischer Auftrennung. 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Motivation der Arbeit 

Entscheidet sich eine Zelle für den programmierten Zelltod, setzt sie eine Reihe 

komplexer Mechanismen in Gang, die in der Auflösung der Zelle enden. Eine Gruppe 

von Proteasen, die sogenannten Caspasen, besitzen hierbei eine Schlüsselrolle. 

Doch nicht nur die Apoptose soll zu den Aufgaben der Caspasen gehören, auch bei 

Regulationsmechanismen der Entzündung misst man bestimmten Mitgliedern dieser 

Proteasefamilie eine wichtige Bedeutung zu, ebenso wie bei Prozessen der Zellproli-

feration und Differenzierung (Lamkanfi et al. 2007). Deren Aktivierung im Netzwerk 

dieser Aufgaben ist streng kontrolliert. So werden sie als inaktive Procaspasen pro-

duziert und erlangen erst dann katalytische Aktivität, wenn spezifische Signalmolekü-

le Kaskaden in Gang setzen, die in der Organisation der Enzyme in höhermolekula-

ren Komplexen enden. Apoptotische Caspasen wiederum aktivieren oder inaktivieren 

nachgeschaltete Substrate, was letztlich zur Zerstörung der einzelnen Zelle führt, 

ohne jedoch entzündliche Prozesse hierdurch zu initiieren. Aktivierte inflammatori-

sche Caspasen ziehen die Freisetzung einer Reihe von entzündlichen Botenstoffen 

nach sich, wodurch die Antwort der angeborenen Immunität des Organismus gene-

riert werden kann. 

Die Endoproteasen sind in ein komplexes Netzwerk von Signalwegen involviert. 

Fehlregulierte Caspasen führen daher zu einer Störung des reibungslosen Ablaufs 

wichtiger biologischer Prozesse und können aufgrund ihrer spezifischen Aufgaben zu 

einer Vielzahl von Krankheiten führen. Man geht davon aus, dass viele Karzinome 

und entzündliche Erkrankungen durch gestörte Caspase-Aktivität bedingt sein kön-

nen. Um effektive therapeutische Strategien zu entwickeln, ist es von enormer Be-

deutung, genau zu verstehen, in welchem feinen Regelwerk diese Enzyme arbeiten 

und kontrolliert werden. 

Caspasen und deren Funktionsmechanismen sind Gegenstand intensiver Forschun-

gen. Es gibt eine Reihe von Caspasen, über deren Metabolismus man bis heute viele 

Erkenntnisse gewinnen konnte. Ebenso gibt es einzelne Caspasen, über die nur we-

nig bekannt ist und deren Aufgabenbereich Gegenstand zahlreicher Studien und 
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Diskussionen ist. Hierzu gehört die Caspase-4. Immer mehr kristallisiert sich heraus, 

dass sie ein Enzym ist, deren Aufgabenschwerpunkt bei entzündlichen Prozessen 

und bei der Apoptose liegt, die durch Stress im Endoplasmatischen Retikulum indu-

ziert wird. Hierbei dient sie in vielen Untersuchungen dieses spezifischen Zelltodes 

als dessen Indikator. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit die Aktivität dieser und 

anderer Caspasen sehr genau bestimmen zu können.  

 

Erkenntnisse des Placenta-Labors der Universitätsfrauenklinik auf dem Gebiet der 

Caspase-Aktivitätsmessung sind die Motivation dieser Dissertation. 

 

So konnten Koehn et al. 2008 eine Methode zur Quantifizierung von 7-Amino-4-

Trifluoro-Methylcoumarin (AFC) in Lysaten der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3 ent-

wickeln, bei der mittels RP-HPLC die Aktivität der Caspase-4 bestimmt werden konn-

te (Koehn et al. 2008). Fitzgerald et al. konnten 2005 zeigen, dass die Genexpressi-

on von Caspase-4 in diesen maligne entarteten Trophoblastzellen gesteigert wird, 

nach vorheriger Stimulation mit dem Zytokin Leukaemia Inhibitory Factor (LIF) (Fitz-

gerald et al. 2005). 

 

Die vorliegende Dissertation greift die Erkenntnisse beider oben genannter Arbeiten 

auf und stellt eine Weiterentwicklung und Verbesserung des Enzymaktivitäts-Assays 

durch RP-HPLC dar. So soll gezeigt werden, dass man die Aktivität der Caspase-4 

bereits aus den Zellkulturüberständen der JEG-3 Zellen bestimmen kann, was zu 

einer Optimierung und Vereinfachung der Caspase-Aktivitätsbestimmung beitragen 

soll.  

 

Caspasen stehen im Mittelpunkt zahlreicher Studien, die sich mit der Apoptose und 

Inflammation befassen. Aktuell gibt es eine Reihe von etablierten Methoden zur Cas-

pase-Aktivitätsmessung. Diese Arbeit soll die fluoreszenzbasierte Bestimmung der 

Caspase-4-Aktivität mittels RP-HPLC mit diesen vergleichen, sowie Vor- und Nach-

teile verdeutlichen. 
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1.2 Caspasen – Die Funktionen im Überblick 

1.2.1 Apoptose – Caspasen als Hauptakteure des programmierten Zelltods 

Der genetisch regulierte und evolutionär konservierte programmierte Zellsuizid ist 

entscheidend für die Homöostase und Integrität des Zellorganismus. Er besitzt nicht 

zuletzt deswegen eine entscheidende Bedeutung für regulär ablaufende physiologi-

sche Prozesse der Gewebeerneuerung und ein intaktes Immunsystem. Überalterte 

Zellen sollen aus dem Gewebe eliminiert werden, ohne entzündliche Prozesse in 

Gang zu setzen. Das spielt sowohl beim Wachstum, als auch bei der Involution von 

Organen eine entscheidende Rolle. So führen ein Prolactinabfall zur Rückbildung der 

laktierenden Milchdrüse und ein Mangel an Androgenen zu Apoptose im Prostata-

gewebe. 

Für einen reibungslosen Ablauf der Apoptosemaschinerie sind eine Vielzahl von Pro-

teinen und proteolytischen Prozessen notwendig. Im Mittelpunkt dieser Signalwege 

steht eine Gruppe von Proteasen, die sogenannten Caspasen. Diese Enzyme wer-

den durch proapoptotische Stimuli getriggert und sind Teil eines intrazellulären Ge-

schehens, das in der Auflösung der Zelle kulminiert. Entscheidend hierfür sind in 

Kaskaden ablaufende Prozesse. 

Die Bezeichnung „apoptosis“ wurde 1972 von Kerr et al. zur Beschreibung des pro-

grammierten Zelltodes als regulierte Form des Zelluntergangs vorgeschlagen. Sie 

wollten damit ein spezifisches morphologisches Muster des Zelltodes beschreiben, 

welches sie bei der Zellelimination während der Embryonalentwicklung und bei der 

normalen Gewebeerneuerung in gesundem Gewebe beobachten konnten. Das Wort 

„apoptosis“ stammt aus dem Griechischen und bezeichnet den Fall der Blätter von 

Bäumen und soll einen Vergleich zum kontrollierten Vorgang der Elimination einzel-

ner Bestandteile im Organismus aufzeigen, ohne dass dieser dabei zerstört wird 

(Kerr et al. 1972).  

Folgende morphologische Prozesse laufen beim programmierten Zelltod ab (siehe 

auch Abbildung 1.1): 

 Das Chromatin verdichtet sich und wird durch CAD (caspase-activated DNa-

se) in kleine Fragmente von ca. 180 Basenpaaren zerkleinert 
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 Zelle und Zellkern schrumpfen und werden in membranumhüllte Körperchen 

abgeschnürt (apoptotic bodies) 

 Phosphatidylserin wird an die Außenseite der Zellmembran exponiert, wo-

durch umliegenden Zellen und Makrophagen diese apoptotischen Zellreste 

erkennen, phagozytieren und im Phagosom abbauen, ohne ein entzündlichen 

Prozess in Gang zu setzen 

 

 

 

 

 

 

Diese morphologisch relativ einfach zu beschreibenden Vorgänge spiegeln nicht an-

nähernd die Komplexität der involvierten Mechanismen auf molekularer Ebene wie-

der.  

Es gibt zwei fest etablierte Aktivierungswege der Apoptose: Den extrinsischen (Re-

zeptor-vermittelten) und den intrinsischen (Mitochondrien-vermittelten) Weg, die bei-

de zur Initiierung der Effektorcaspasen führen, um so den Tod der Zelle herbeizufüh-

ren. Abbildung 1.2 gibt einen schematischen Überblick beider Signalwege. 

 

Abbildung 1.1: Morphologische Prozesse wäh-
rend des programmierten Zelltods. Die Tumorzel-
le schrumpft, schnürt Membranausstülpungen ab 
(„membrane blebbing“) und löst sich vom Unter-
grund und aus dem Zellverband. 
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Beim extrinsischen Aktivierungsweg führen verschiedene Stimuli, wie TNF-α, TRAIL 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand) oder eine Aktivierung des Ligan-

den/Rezeptorkomplexes Fas/CD95 zur Auslösung der nachgeschalteten Signalwege. 

Diese Liganden binden an Rezeptoren der Plasmamembran, die zur TNF-Rezeptor-

Familie gehören (TNFR), wodurch auf der zytosolischen Seite Adaptermoleküle wie 

FADD (Fas-associated via death domain), TRADD (TNFR-1-associated death do-

main) und RIP1 (receptor-interacting protein 1) gebunden werden. Durch diese Inter-

aktion werden Caspase-8 und -10 rekrutiert und aktiviert, um den „death inducing 

signaling complex“ (DISC) zu bilden (Ashkenazi und Dixit 1999, Krammer 2000).  

IInnttrriinnssiisscchheerr  SSiiggnnaallwweegg  

Intrazellulärer Stress 

EExxttrriinnssiisscchheerr  SSiiggnnaallwweegg  

Apoptose auslösenende 
Liganden 

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der zur Apoptose führenden Aktivie-
rungswege. Beim extrinsischen Signalweg binden Liganden an ihre spezifischen Rezepto-
ren der Zellmembran, was zur Bildung des DISC-Komplexes führt. Hierdurch wird Caspa-
se-8 aktiviert. Intrazelluläre Stressoren führen bei der intrinsischen Signalkaskade zur Frei-
setzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien. Dies führt zur Bildung des Apoptosomes 
und zur Aktivierung der Caspase-9. Caspase-8 und -9 aktivieren nachgeschaltete Effektor-
caspasen, was im programmierten Zelltod endet. Das BH3 only Protein Bid verbindet beide 
Signalwege miteinander. Es kann durch Caspase-8 aktiviert werden und so den mito-
chondrialen Apoptoseweg einleiten. 
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Beim mitochondrialen Weg führen Schäden an DNA und Mitochondrien, sowie zyto-

toxischer Stress oder UV-Schäden zur Aktivierung von Proteinen, die zur Bax-

Subfamilie und zur Bcl-2-Familie gehören. Diese binden an die Mitochondrienmemb-

ran, wodurch sie im Rahmen der MOMP (mitochondrial outer membrane permeabili-

zation) durchlässig für Cytochrom c und eine Reihe weiterer Faktoren wird (Chipuk 

und Green 2008). Im Zytosol bindet Cytochrom c an Apaf-1 (apoptosis protease acti-

vating factor-1), was zur Bildung des “Apoptosomes” führt und die Initiator-Caspase-

9 aktiviert (Cain et al. 2002).  

Beide Wege führen letztendlich zur proteolytischen Aktivierung der Effektor-

Caspasen-3, -6 und -7. Durch deren Fähigkeit zur Proteinspaltung werden zellprotek-

tive Proteine inaktiviert und das wiederum zerstört Eiweiße im Zytoplasma und im 

Zellkern, was schließlich zur Auflösung der Zelle führt.  

1.2.2 Inflammation – Caspasen als Mediatoren der Entzündung 

Caspasen werden vorrangig mit den molekularen Prozessen der Apoptose in Ver-

bindung gebracht. Das Wirkungsspektrum der Caspasen umfasst aber ebenso ent-

scheidende physiologische Prozesse der Entzündung als Antwort auf Pathogene 

oder Gewebezerstörung. Apoptose und Entzündung stellen evolutionär konservierte 

Prozesse dar. Insofern überrascht es nicht, dass Caspasen Teil beider regulierter 

Abläufe sind. 

Die zuerst entdeckte Caspase-1 ist das Enzym, welches die pro-inflammatorische 

Zytokine IL-1ß, -18 und -33 prozessiert (Thornberry et al. 1992, Gracie et al. 2003, 

Schmitz et al. 2005). Diese Zytokine sind Teil der angeborenen Immunität und wer-

den vermehrt exprimiert als Reaktion auf Erreger und Endotoxine (Dinarello 2004). 

So führt deren Bildung zu Fieber sowie der Anlockung und Aktivierung von Immun-

zellen. Neben Caspase-1 gehören beim Menschen die Caspasen-4, -5 und bei Mäu-

sen die Caspasen-11 und -12 zur Gruppe der inflammatorischen Caspasen. Die Ge-

ne aller inflammatorischen Caspasen des Menschen befinden sich auf dem Chromo-

som 11q22. Als vollständig synthetisierte und aktivierte Enzyme agieren sie zusam-

men mit anderen Proteinen in großen Multiproteinkomplexen, den sogenannten „In-

flammasomes“, die für die Aktivierung der Enzyme entscheidende Bedeutung besit-

zen (Martinon et al. 2002). Diese Komplexe verfügen über eine ligandenbindende 
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Region, die das Signal zur Aktivierung gibt. Zudem gibt es eine Domäne mit Zustän-

digkeit für die Oligomerisierung der Caspasen und eine Region, die für die Bindung 

der Caspasen an ihre Prodomäne, wie beispielsweise der CARD (caspase-

recruitment domain), notwendig ist. Die Oligomerisierungsdomänen sind intrazellulä-

re Sensoren für Pathogene und andere Stressoren. Sie werden als „NOD-like recep-

tors“ (nucleotide binding oligomerization domain) bezeichnet und erkennen bakteriel-

le Peptidoglykane (Inohara et al. 2005). Dies führt zur weiteren Rekrutierung einer 

Reihe nachgeordneter Proteine, unter anderem dem nuclear-factor κB, dessen Akti-

vierung die Caspase-1 in ihren Wirkungszustand versetzt. Erkennt die Zelle intrazel-

luläre Erreger, aktiviert sie Caspase-1, wodurch eine Reihe pro-inflammatorischer 

Mediatoren freigesetzt werden und so der Zelltod herbeigeführt werden kann. In die-

sem Falle spricht man auch von „Pyroptosis“, hergeleitet von „Pyro“ im Sinne von 

Fieber und „ptosis“ mit Bezug auf den Untergang der Zelle, um so den pro-

inflammatorischen programmierten Zelltod zu beschreiben (Fink und Cookson 2005). 

In der humanen Monozytenzelllinie THP-1 konnte gezeigt werden, dass LPS die 

Formierung der „Inflammasomes“ triggern. Hierbei wird über TLR-4 Caspase-4 akti-

viert, wodurch schließlich die Pyroptosis und die IL-1ß-Freisetzung initiiert wird 

(Schmid-Burgk et al. 2015). 

1.2.3 Zelldifferenzierung und Proliferation – Die Rolle der Caspasen beim Überleben 
der Zelle 

Der programmierte Zelltod ist ein bis ins kleinste Detail organisierter physiologischer 

Prozess, bei dem viele Signalmoleküle und Enzyme koordiniert zusammenspielen 

müssen. Caspasen sind nur ein Teil dieser komplexen Maschinerie. Doch ist es für 

die Zelle ebenso von Bedeutung auch das Überleben durch Proliferation und Diffe-

renzierung detailliert zu gestalten. Hier beginnt das Aufgabenfeld der Caspasen ab-

seits von Apoptose und Entzündung. Dabei spielen sowohl die proteolytische Aktivi-

tät der katalytischen Domäne, als auch nicht-proteolytische Funktionen der Prodo-

mänen eine Rolle. Caspasen können unabhängig von der Apoptose aktiviert werden 

und eine Reihe von Zytokinen, Kinasen, Transkriptionsfaktoren und Polymerasen 

aktivieren. So soll Caspase-8 für die Proliferation von T-, B- und NK-Zellen verant-

wortlich sein (Chun et al. 2002). Caspase-2, -3 und -9 sollen während der Differen-
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zierung von Erythroblasten aktiviert werden (Zermati et al. 2001) und die Caspase-3 

bei der Differenzierung von Skelettmuskelzellen (Fernando et al. 2002). 

1.2.4 Fehlregulation von Caspasen – Pathologien als Folge dysfunktionaler Enzyme 

Die Apoptose gehört zu den spannendsten Bereichen der medizinischen Grundla-

genforschung, nicht zuletzt deswegen, weil eine Vielzahl von Pathologien damit ver-

knüpft ist. Ein fehlerhaft regulierter Zelltod kann Ursache krankhafter Zustände sein, 

wenn dadurch die Gewebehomöostase nicht aufrechterhalten werden kann. Insofern 

verwundert es nicht, dass Störungen im programmierten Zelltod mit gesteigerter oder 

verminderter Apoptose Ursache von Karzinomen, Autoimmunerkrankungen und neu-

rodegenerative Erkrankungen sein können. 

Im Grunde kann jeder kleine Baustein der Apoptosekaskade gestört sein und somit 

als Ursache für krankhafte Zustände in Frage kommen. Es ist von großer Bedeutung 

genau zu wissen, welches Enzym oder welches Signalmolekül nicht funktioniert, um 

genau an dieser Stelle einen therapeutischen Angriffspunkt finden zu können.  

Defekte der Proteine der Bcl-2-Familie werden bei einer Reihe lymphoproliferativer 

Erkrankungen (Egle et al. 2004) und bei kleinzelligen und nicht-kleinzelligen Bronchi-

alkarzinomen (Han et al. 2002) angetroffen. Durch Fehler im Signalweg des Todes-

rezeptors im Sinne einer verminderten Expression des Rezeptors können Tumorzel-

len dem Immunsystem entkommen. So konnte gezeigt werden, dass CD95 in Leber-

zellkarzinomen (Strand et al. 1996) und invasiven Ösophagustumoren (Gratas et al. 

1998) vermindert exprimiert wird.  

Mutationen im Gen der Caspase-8 beeinträchtigen die Proliferation von T-, B- und 

NK-Zellen, mit dem Ergebnis einer gestörten Immunität (Chun et al. 2002). Viele Au-

toimmunerkranken können mit einer vermehrten Sekretion proinflammatorischer Zy-

tokine einhergehen. Man setzt daher die Hoffnung in eine medikamentöse Beeinflus-

sung von Caspase-1 als ein Aktivator von IL-1ß und IL-18 bei der Rheumatoiden 

Arthritis, der Osteoarthritis und bei chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

(Howley und Fearnhead 2008). 

Bei den neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem Morbus Parkinson und dem 

Morbus Alzheimer, wurde in betroffenem Gewebe eine verstärkte Caspase-Aktivität 

registriert. Caspasen sollen sowohl das Tau-Protein, als auch das ß-Amyloid-
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Vorläufer-Protein spalten können (Gamblin et al. 2003). Neurotoxische Effekte durch 

das von Caspase-1 prozessierte IL-1ß soll beim Morbus Parkinson eine Rolle spielen 

(Ferrari et al. 2006). 

Auch wenn sowohl eine gesteigerte, als auch eine verminderte Aktivität der Caspa-

sen zu krankhaften Zuständen führen können, scheint eine vermehrte Expression 

dieser Enzyme ein besserer therapeutischer Ansatzpunkt zu sein (Howley und 

Fearnhead 2008). Aus dieser Tatsache ergibt sich die Möglichkeit einer medikamen-

tösen Therapie, um mit Caspase-Inhibitoren eine gesteigerte Apoptose bremsen zu 

können. Bei der Gefahr von akutem Zelluntergang, wie bei verschiedenen Leberer-

krankungen beschrieben, soll dieser hierdurch verhindert werden (Linton et al. 2005, 

Callus und Vaux 2007). Aber auch bei der Krebstherapie hofft man, durch die Beein-

flussung der Caspasen den durch die Krebszelle inhibierten programmierten Zelltod 

wieder anschalten zu können (Putt et al. 2006, Wolan et al. 2009).  

1.3 Caspasen – Im Detail  

1.3.1 Einteilung und Eigenschaften 

Caspasen werden beschrieben als eine Familie hoch konservierter Proteasen mit der 

Aminosäure Cystein im aktiven Zentrum, die ihre Substrate spezifisch hinter Aspar-

tatresten spalten. Aktuell sind 18 Mitglieder identifiziert, von denen 14 in humanen 

Zellen wiederzufinden sind und dort eine spezifische Funktion besitzen sollen (Agard 

et al. 2010, Crawford und Wells 2011). Caspase-13 ist ein Enzym des Rindes 

(Koenig et al. 2001). Die Caspase-14 soll im Gegensatz zu anderen ubiquitär expri-

mierten Caspasen nur in Keratinozyten vorhanden sein und dort eine wichtige Rolle 

beim Schutz vor UVB-induzierten Zellschäden haben (Denecker et al. 2007). Die 

Caspasen-15, -17, -18 sind im Gegensatz zu Caspase-16 nicht im humanen Orga-

nismus anzutreffen (Eckhart et al. 2005, Eckhart et al. 2008). 

Um eine einheitliche Namensgebung bei der wachsenden Anzahl von Cystein-

Proteasen zu gewährleisten, schlug man den Terminus „Caspasen“ vor. Dieser leitet 

sich von der Bezeichnung der Enzyme als sogenannte Cysteinyl-Aspartasen ab. Die 
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arabische Zahl der Caspase ergibt sich aus dem Datum der Publikation (Alnemri 

1997). 

 

 

 

 

 

 

Phylogenetisch teilt man die Caspasen in zwei große Gruppen ein (siehe auch Abbil-

dung 1.3). Auf der einen Seite gibt es die inflammatorischen Caspasen, die man 

auch als ICE-Subfamilie zusammenfasst. Zu dieser Gruppe zählt man aufgrund ihrer 

strukturellen Ähnlichkeit Caspase-1, -4, -5, -11, -12, -13 und -14. Das zuerst be-

schriebene Mitglied war die Caspase-1, der man die proteolytische Aktivierung von 

Prointerleukin-1ß, einem proinflammatorischen Botenstoff der Zelle, zuschrieb und 

die man folglich initial als ICE (interleukine-1ß-converting enzyme) bezeichnete 

(Black et al. 1989, Thornberry et al. 1992). Man konnte zeigen, dass Mäuse, die ei-

nen Defekt der Caspase-1 haben, eine Störung in der Produktion von IL-1ß haben 

und somit eine beeinträchtigte inflammatorische Reaktion, jedoch eine ungestört ab-

laufende Apoptose (Li et al. 1995). So unterscheidet man diese Proteasen von der 

Gruppe der apoptotischen Caspasen, die man auch als Ced-3-Subfamilie bezeich-

net. Grund dafür ist ihre Ähnlichkeit zu Produkten von Apoptose-Genen (Ced-3 und 

Ced-4), die man im Nematoden Caenorhabditis elegans untersuchte (Ellis und 

Horvitz 1986, Yuan et al. 1993). Diese Gruppe lässt sich unterteilen in zwei weitere 

Subgruppen: 

Kleine Untereinheit 

Große Untereinheit 

DED 

CARD 

Caspase-8 (MACH, FLICE, Mch5) 

Caspase-10 (Mch4) 

Caspase-9 (ICE-LAP6, Mch6) 

Caspase-2 (ICH-1) 

Initiatorcaspasen 

Caspase-3 (CPP32, Apopain, Yama) 

Caspase-6 (Mch2) 

Caspase-7 (Mch3, ICE-LAP-3, CMH-1) 

Effektorcaspasen 

Caspase-1 (ICE) 

Caspase-4 (ICErel-II, TX, ICH-2) 

Caspase-5 (ICErel-III, TY) 

Caspase-12-L  

Inflammation 

Apoptose 

Caspase-12-S 

Caspase-14 

 

Abbildung 1.3: Übersicht der humanen Caspasen. Dargestellt ist die Einteilung der 
Caspasen nach Struktur und Funktion. Sie besitzen zumeist eine große und eine kleine 
Untereinheit, sowie die Prodomänen CARD („caspase recruitment domain“) oder DED 
(„death effector domain“). In Klammern sind Bezeichnungen der Enzyme vor der Ver-
einheitlichung der Nomenklatur aufgeführt. 
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Initiatorcaspasen 

 Diese sind für die Initiierung der intrazellulär ablaufenden Apoptosekaskaden 

verantwortlich und für die Aktivierung der Effektorcaspasen 

 Sie enthalten in ihrer Prodomäne entweder eine CARD („caspase recruitment 

domain“) oder DED („death effector domain“), die für Protein-Protein-

Interaktionen wichtig sind 

 Sie werden in großen Multiprotein-Aktivierungs-Komplexen rekrutiert, z.B. dem 

„Apoptosome“, welches CARD oder DED bindet und so zur Oligomerisierung 

der Monomere und deren Aktivierung führt (Chowdhury et al. 2008). Eine pro-

teolytische Spaltung ist hierfür nicht zwingend notwendig (Boatright et al. 

2003) 

Effektorcaspasen: 

 Mitglieder dieser Gruppe verantworten die Auflösung der Zelle 

 Sie sind als Zymogen bereits dimerisiert und werden aktiviert durch eine pro-

teolytische Spaltung durch Initiator-Caspasen und eine Änderung der Quar-

tärstruktur (Boatright et al. 2003) 

 Ihre kürzeren Prodomänen sind maximal 20-30 Aminosäuren lang 

(Chowdhury et al. 2008) 

Grundsätzlich besteht bei allen Caspasen eine gewisse Ähnlichkeit in der Aminosäu-

resequenz, dem strukturellen Aufbau und ihrer Substratspezifität (Nicholson und 

Thornberry 1997). Weitere Differenzierungen innerhalb der Caspasen lassen sich 

anhand der Existenz einer langen oder kurzen Prodomäne oder anhand der Sub-

stratspezifität machen.  

Caspasen werden als katalytisch inaktive Proenzyme, sogenannte Zymogene, syn-

thetisiert. Diese sind aus einer amino-terminalen Prodomäne variabler Länge (30-50 

kDa, 23-216 Aminosäuren), sowie einer großen (ca. 20 kDa) und einer kleinen 

Untereinheit (ca. 10 kDa) aufgebaut. Die Prodomänen einzelner Caspasen enthalten 

„caspase-recruitment domains (CARD)“ oder “death effector domains (DED)“, die bei 

der Bildung von Proteinkomplexen für die Aktivierung der Caspasen eine Rolle spie-

len (Fuentes-Prior und Salvesen 2004). Erst die Aktivierung durch zwei proteolyti-

sche Prozessierungen lässt das funktionsfähige Enzym entstehen. Hierbei wird spe-
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zifisch hinter Aspartatresten carboxy-terminal an der P1-Position des Substrats ge-

spalten. Dieser Vorgang kann sowohl durch Autokatalyse, als auch durch andere 

Caspasen geschehen, so dass die große und die kleine Untereinheit des Enzyms 

von der Prodomäne abgespalten werden und einen funktionsfähigen heterodimeren 

Komplex formen können (Cryns und Yuan 1998, Thornberry und Lazebnik 1998, 

Nicholson 1999). Kristallographische Analysen konnten zeigen, dass ein aktives En-

zym ein Tetramer ist, das aus zwei dieser Heterodimeren aufgebaut ist (Wilson et al. 

1994). Abbildung 1.4 zeigt schematisch die Prozesse bei der Aktivierung von Caspa-

sen am Beispiel der Caspase-4. 

 

          
 

 

 

Prodomäne           Große Untereinheit (p20)                    Kleine Untereinheit (p10) 

Asp   Asp 

Spaltung durch andere 
Caspasen 

Autoproteolyse 

Inaktive Procaspase Aktives Zentrum 

(p20/p10)2 Tetramer 

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Aktivierung der Caspasen 
am Beispiel der Caspase-4. Die in der Zelle als inaktive Procaspasen (Zymo-
gene) vorliegenden Enzyme werden in zwei aufeinander folgenden Schritten 
aktiviert. Der proteolytischen Spaltung zwischen den beiden Untereinheiten folgt 
die Abspaltung der Prodomäne. Dann beginnt die Dimerisierung zum Tetramer. 
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Eine Besonderheit der Caspasen ist ihre Eigenschaft in großen Multi-

Proteinkomplexen zu funktionieren. So gibt es beispielsweise das „Apoptosome“ für 

Caspase-9, den „DISC“ (death inducing signaling complex) für Caspase-8, und -10 

(Cain et al. 2002) und das „Inflammasome“, bei dem die Caspase-1 eine wichtige 

Rolle spielt (Martinon und Tschopp 2004). Diese Multiproteinkomplexe sind ent-

scheidend bei der Aktivierung der Initiator-Caspasen. Ein pro-apoptotisches Signal 

führt zur Bindung an die Prodomänen, so dass die lokale Konzentration der Caspa-

sen erhöht wird. Diese räumliche Nähe induziert die nötige Dimerisierung der Mono-

mere zum aktionsfähigen Enzym (Riedl und Salvesen 2007). 

1.3.2 Caspase-4 

Die Identifizierung der Funktion einer Vielzahl von Caspasen ist bis zum heutigen 

Zeitpunkt schon weit voran geschritten. Über andere wiederum ist bis heute noch 

nicht viel bekannt. Hierzu gehört die Caspase-4. 

Caspase-4 zählt zu den Caspasen, die vordergründig in die Prozesse der Entzün-

dung involviert sein sollen (Chowdhury et al. 2008). Sie besitzt demnach neben zwei 

kleinen Domänen (p20 und p10) eine lange Pro-Domäne (p22) (siehe Abbildung 1.5), 

die im Prozess der Aktivierung katalytisch abgespalten wird, um aus dem inaktiven 

Zymogen ein aktives Enzym zu generieren (Munday et al. 1995). Um eine vollständi-

ge Aktivierung der Caspase-4 zu erreichen, sind zwei Schritte nötig: Zum einen die 

Abspaltung der Pro-Domäne CARD (caspase recruiting domain) infolge einer Auto-

proteolyse bzw. durch andere vorgeschaltete Enzyme und zum anderen eine Dimeri-

sierung. 

 

 

 

 

 

 

 

                       

 

Abbildung 1.5: Die inaktive Procaspase-4 in schematischer Darstel-
lung. Prodomäne CARD (Caspase-recruitment domain), große 20 kDa-
Untereinheit (L = Large), kleine 10 kDa-Untereinheit (S = Small). 
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Die Identifizierung der Caspase-4 gelang 1995 interessanterweise drei Gruppen na-

hezu zeitgleich. Kamens et al. durchsuchten mit einer bekannten genetischen Ko-

diersequenz für ICE (spätere Caspase-1) eine humane Thymus c-DNA-Bibliothek. 

Dabei identifizierten sie das Gen ICH-2 (später CASP4) auf dem langen Arm von 

Chromosom 11 (Genlokus: 11q22.2-q22.3) und nachfolgend das dazugehörige Pro-

tein als ein neues Mitglied der Interleukin-1beta-converting-Enzymfamilie. Das neue 

Protein ICH-2 besaß eine 53-prozentige strukturelle Ähnlichkeit zu ICE und ebenfalls 

ähnliche katalytische Eigenschaften, jedoch unterschiedliche Substrat- und Inhibi-

torprofile. So lag es damals nahe, auch anzunehmen, dass dieses Enzym ebenfalls 

in die Prozesse der Entzündung involviert sein könnte, wobei eine Beteiligung bei der 

Apoptose nicht ausgeschlossen wurde. Kamens et al. konnten zeigen, dass Thymo-

zyten und Makrophagen von ICE-defizienten Mäusen ein verminderten Gehalt an IL-

1ß besitzen, die Abläufe des programmierten Zelltodes aber nicht beeinträchtigt 

schienen (Kamens et al. 1995). 

Munday et al. isolierten aus Monozyten ein Protein aus 377 Aminosäuren mit einer 

Masse von 43,3 kDa und gaben ihm den Namen ICE rel II. Auch hier konnte gezeigt 

werden, dass eine Sequenzidentität von 53% zu ICE bestand. Trotz der großen Ähn-

lichkeit kristallisierte sich auch hier heraus, dass das neu entdeckte Protein mehr in 

die Abläufe der Apoptose verwickelt ist, als in die Prozessierung von IL-1ß (Munday 

et al. 1995). 

Faucheu et al. stießen in der Fibroblasten-Zelllinie COS auf eine neue Cysteinpro-

tease, die man TX nannte (Transcript X). Sie besaß eine 50-prozentige Sequenz-

homologie zu ICE und die Beteiligung bei der Aktivierung von IL-1ß war weniger 

ausgeprägt, als die Fähigkeit zur Induktion von Apoptose und zur Prozessierung des 

Präkursorproteins von ICE und dem eigenen (Faucheu et al. 1995). 

Verwirrenderweise hatte das Enzym initial auch drei verschiedene Namen. Erst Al-

nemri et al. schlugen 1996 eine einheitliche Namensgebung vor (Alnemri et al. 1996). 

Caspase-4 scheint ein ubiquitär exprimiertes Enzym zu sein. So ist es in Geweben, 

wie der Plazenta (Faucheu et al. 1995, Kamens et al. 1995, Munday et al. 1995, 

Fitzgerald et al. 2005), den Ovarien (Kamens et al. 1995), Lunge, Leber, Pankreas, 

Nieren und Muskeln (Munday et al. 1995) anzutreffen. Auch Zellen der Haarfollikel 
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(Soma et al. 1998), Melanomzellen (Mao et al. 2010), Leukozyten (Faucheu et al. 

1995) und Plasmazellen (Pelletier et al. 2006) sollen Caspase-4 besitzen.  

Auch wenn die genauen molekularen Mechanismen der Caspase-4 noch nicht detail-

liert geklärt sind, kennt man heute einige Pathologien, bei denen Caspase-4 eine 

Rolle spielen soll, so z.B. Frühaborte (Liu et al. 2011), die polyzystische Nierener-

krankung (Ali et al. 2000) oder auch die Nephropathische Cystinose (Sansanwal et 

al. 2010). Viele karzinomatöse Erkrankung werden in Zusammenhang mit Caspase-4 

gebracht, z.B. das Cholangiokarzinom (Ahn et al. 2002, Chawla-Sarkar et al. 2003), 

das Bronchialkarzinom (Yamamoto-Yamaguchi et al. 2003) und das Ovarialkarzinom 

(Gaggero et al. 2004). Auch eine Beteiligung bei gastrointestinalen Stromatumoren 

(Kim et al. 2009) und dem Magenulkus (Yaguchi et al. 2010) wird diskutiert. 

Anfänglich ging man davon aus, dass die Caspase-4 nicht im Hirngewebe zu finden 

sei (Faucheu et al. 1995, Kamens et al. 1995, Munday et al. 1995). Doch neuere 

Studien belegen genau das Gegenteil. Der Caspase-4 wird sogar eine besondere 

Rolle im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen zugeschrieben. Kim et al. 

sehen einen Zusammenhang von Apoptose und Caspase-4 bei der Infantilen neuro-

nalen Ceroid-Lipofuszinose (Kim et al. 2006). Das neurotoxische Amyloid-beta, wel-

ches bekanntlich einen Anteil an der Pathogenese des Morbus Alzheimer besitzt, 

verursacht einen Zelluntergang und in diesem Zusammenhang eine Aktivierung der 

Caspase-4, nachgewiesen in Neuroblastomzellen durch Hitomi et al. 2004 (Hitomi et 

al. 2004). Eine Reihe weiterer Untersuchungen bestätigt die Beteiligung von Caspa-

se-4 bei apoptotischen Prozessen, die Ursache für den Morbus Alzheimer sein sollen 

(Yukioka et al. 2008). Auch bei der Familiären Amyotrophen Lateralsklerose konnte 

eine vermehrte Spaltung von Caspase-4 unter ER-Stress in Neuroblastomzellen 

nachgewiesen werden (Koyama et al. 2010). ER-Stress soll ursächlich sein für eine 

Reihe weiterer neurodegenerativer Erkrankungen, so z.B. beim Morbus Huntington 

(Kouroku et al. 2002) und dem Morbus Parkinson (Ryu et al. 2002). Da Caspase-4 

eine Schlüsselrolle bei ER-induzierter Apoptose besitzen soll, kann man vermuten, 

dass es demzufolge auch bei der Pathogenese anderer neurodegenerativer Erkran-

kungen beteiligt ist (Matsuzaki et al. 2010). 

Caspase-4 ist eine Cysteinprotease, die sich vor allem in der äußeren Membran des 

Endoplasmatischen Retikulums (ER) befindet (Hitomi et al. 2004). Aufgrund dieser 
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Lokalisation geht man von einer Beteiligung bei der Apoptose aus, die durch ER-

Stress induziert wird (Hitomi et al. 2004, Liang et al. 2007). So konnte gezeigt wer-

den, dass die ER-Stressoren Tunicamycin (TM) und Thapsigargin (TG) zu einer ver-

mehrten Aktivierung von Caspase-4 führen. Andere apoptoseauslösende Reagen-

tien, wie Etoposid, Staurosporin und UV-Licht zeigen nicht den gleichen Effekt. Re-

duziert man die Caspase-4 Expression durch Small interfering RNA, führt dies zu 

einer verminderten Rate an Zellen mit ER-induzierter Apoptose (Hitomi et al. 2004). 

Die Rolle der Caspase-4 als ein ER-spezifisches Enzym ist von Bedeutung, bleibt 

aber weiterhin kontrovers diskutiert. So bezweifeln Obeng et Boise die Notwendigkeit 

von Caspase-4 für ER-Stress induzierten Zelltod (Obeng und Boise 2005). Mögli-

cherweise ist die Relevanz der Cysteinprotease auch nur zellspezifisch (Oda et al. 

2008). 

Da das Gen für die Caspase-4 auf demselben Locus liegt wie das Gen für Caspase-

1 und dieses Enzym in inflammatorische Prozesse verwickelt ist, liegt die Vermutung 

nahe, dass auch Caspase-4 an Prozessen der Entzündung beteiligt ist (Sollberger et 

al. 2012). Es konnte gezeigt werden, dass in der humanen Monozyten-Zelllinie THP1 

Caspase-4 „upstream“ in die Aktivierung von NFκB bei dem durch Lipopolysacchari-

de (LPS) induziertem TLR-4 Signalweg involviert ist. LPS triggern eine Interaktion 

von TRAF6 (TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6) und Caspase-4, was zu einem 

NFκB-abhängigen Anstieg von Transkription und Translation einer Reihe von Che-

mokinen und Zytokinen führt, z.B. IL-8, CCL4, CCL20, IL-1ß, HGF, EGF, CCL5, 

CXCL7. Im Gegensatz zu Caspase-1, die für die Aktivierung von IL-1ß aus der Pro-

Form verantwortlich ist, scheint Caspase-4 für die Synthese von Pro-IL-1ß notwendig 

zu sein, da dessen Transkription durch NFκB reguliert wird (Lakshmanan und Porter 

2007). Man geht sogar soweit, der Caspase-4 eine entscheidende Rolle bei der im 

menschlichen Organismus ausgeprägten Endotoxinsensitivität zuzuschreiben, die in 

einer ausgeprägten Aktivierung von Caspase-1 und den „Inflammasomes“ resultiert 

(Kajiwara et al. 2014). Ähnliche Erkenntnisse konnte man in Keratinozyten gewinnen. 

Eine Aktivierung des „Toll-like Rezeptors 3“ (TLR-3) führt zu einer vermehrten Akti-

vierung von Caspase-4 und dies wiederum steigert die Freisetzung von pro-IL-1ß, 

ohne die aktive Form zu generieren (Grimstad et al. 2013). IL-1ß sowie weitere pro-

inflammatorische Stoffe, wie TNF-α, IFN-γ und LPS induzieren in Pigmentepithelzel-

len der Retina, genau wie Tunicamycin und Thapsigargin, ER-Stress und hierbei die 
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mRNA Expression und Enzymaktivierung der Caspase-4. Dieser Vorgang kann wie-

derum durch Dexamethason und IL-10 unterdrückt werden. Auch Nickles et al. konn-

ten zeigen, dass Caspase-4 für die Regulation der Zielgene von TNF-α benötigt wird, 

um unter anderem NFκB zu aktivieren (Nickles et al. 2012). Eine Aufgabe bei der 

angeborenen Immunität und bei bakteriellen Infektionen soll Caspase-4 in Makro-

phagen besitzen, da sie nach Infektion mit verschiedenen Bakterien auch hier die IL-

1ß-Produktion steigern soll (Kayagaki et al. 2011). 

Folglich scheint Caspase-4 ein wichtiges Enzym sowohl bei Inflammation als auch 

bei ER-Stress induzierter Apoptose zu sein (Bian et al. 2009). 

Die genaue Rolle von Caspase-4 im Zellmetabolismus, sowie eine genaue Identifi-

zierung zelleigener Substrate und Inhibitoren, sind auch bis heute noch nicht voll-

ständig gelungen. Doch Caspase-4 ist weiterhin Gegenstand der aktuellen For-

schung und eine Vielzahl von Interaktionen ist bereits erkannt. So konnten Agard et 

al. 2010 drei potentielle Substrate durch Massenspektrometrie identifizieren: Splicing 

Factor U2AF 65 kDa subunit, Actin (cytoplasmic 1) und Ataxin. Doch welche genau-

en Interaktionen mit Caspase-4 bestehen und welche Bedeutung das für die Zelle 

hat, ist noch nicht annähernd geklärt (Agard et al. 2010).  

Bekannt ist weiterhin, dass Caspase-4 bei Fas-induzierter Apoptose beteiligt ist. So 

regulieren agonistische Antikörper des Fas-Rezeptors Caspase-4 nach oben, was 

zur vermehrten Aktivierung von Caspase-3 führt. Deshalb geht man davon aus, dass 

Caspase-4 „upstream“ von Caspase-3 und „downstream“ von Caspase-8 agiert 

(Kamada et al. 1997b) Genauso soll auch Caspase-9 durch Caspase-4 aktiviert wer-

den (Yamamuro et al. 2011). In atrialen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass 

der durch Simvastatin induzierte Zelltod durch Blockade von Caspase-4 gemindert 

werden konnte. So verhindert die Inhibition von Caspase-4 durch den Caspase-

Inhibitor Z-LEVD-FMK die Aktivierung von Caspase-3 und -7 und somit den intrinsi-

schen Apoptose-Weg (Ghavami et al. 2012). Ein weiterer Beweis dafür, dass Caspa-

se-4 die nachgeschalteten Caspasen-3 und -9 aktiviert, konnte in humanen Mela-

nomzellen erbracht werden, wenn in diesen durch Tunicamycin und Thapsigargin 

eine ER-induzierte Apoptose ausgelöst wurde (Jiang et al. 2007). GRP78 ist ein 

Chaperon aus dem ER, welches protektiv der Apoptose durch ER-Stress entgegen-

wirkt. Man konnte zeigen, dass eine räumliche Nähe zur Caspase-4 im ER besteht 
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und dass GRP78 ein Negativ-Regulator der Caspase ist. Desweiteren sollen TRAIL 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand) und ein „Knockdown“ vom mitochondrialen 

TRAP1 (TNF-receptor-associated protein 1) Apoptose induzieren, bei der Caspase-4 

beteiligt ist, allerdings „downstream“ von Caspase-8, -9 und -3 (Mao et al. 2010). 

Störungen der zellulären Ca2+-Homöostase führen zu ER-Stress. Demzufolge ist es 

nicht verwunderlich, dass auch Caspase-4 hierdurch beeinflusst sein soll. Calpain, 

welches durch eine erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration stimuliert wird, kann als 

ein möglicher Induktor von Caspase-4 betrachtet werden (Matsuzaki et al. 2010). 

Caspase-Inhibitoren, wie das virale CrmA (cowpox virus serpin, cytokine response 

modifier A) und Baculovirus p35 sind wiederum als Negativ-Regulatoren für Caspa-

se-4 bekannt (Kamada et al. 1997a). 

1.3.3 Caspase-Substrate 

Caspasen gehören zur großen Familie der Proteasen, die Proteine und Peptide 

hydrolytisch spalten. Dabei zeichnen sie sich durch ihre „Polyspezifität“ aus. Darunter 

versteht man die Fähigkeit eine Reihe verschiedener Substrate mit hoher Treffsi-

cherheit zu erkennen und zu katalysieren (Crawford und Wells 2011). Das aktive 

Zentrum enthält die Aminosäuren Histidin und Cystein, zusammen mit einer Kontakt-

stelle für die P4-P1-Stellen des Substrats (Schechter und Berger 1967). Die Stelle, 

an der die Caspase schneidet, liegt C-terminal hinter der P1-Position (siehe auch 

Abbildung 1.6) und an genau dieser Stelle muss sich ein Aspartat-Rest befinden. 

Das ist ungewöhnlich für Proteasen, aber typisch, wie der Name schon sagt, für 

Caspasen. Aminoterminal zur Schnittstelle folgen mindestens vier Aminosäuren. Die 

Reihenfolge dieser Aminosäuren variiert unter den Caspasen, was die Bandbreite 

der Substrate und Aufgaben dieser Enzyme erklären kann. Bei der Erkennung der 

Zielproteine sind sowohl die Primär- und Sekundärstruktur, genauso wie die Tertiär- 

und Quartärstruktur von entscheidender Bedeutung (Thornberry und Lazebnik 1998, 

Fuentes-Prior und Salvesen 2004, Crawford und Wells 2011).  
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Es gibt eine Reihe verschiedener Techniken der Proteomik, um zu bestimmen, wel-

che Aminosäuren an den Positionen P2-4 des Substrats lokalisiert sein müssen, da-

mit eine bestimmte Caspase es bevorzugt katalysiert. Beispielhaft sollen an dieser 

Stelle PS-SCL (positional scanning synthetic combinatorial libraries) (Thornberry et 

al. 1997) und PICS (proteomic identification of protease cleavage sites) (Schilling 

und Overall 2008) genannt werden. Das Wissen welche Aminosäuresequenz bevor-

zugt von einer spezifischen Caspase erkannt wird, dient der Herstellung von Peptid-

Substraten und -Inhibitoren zur Untersuchung der Aktivität dieser Enzyme. Anhand 

der Tetrapeptid-Präferenz kann man die Caspasen in verschiedene Gruppen einord-

nen: 

 Gruppe-I: Caspase-1, -4, und-5 bevorzugen die Tetrapeptidsequenz WEHD 

 Gruppe-II: Caspase-2, -3, und 7 bevorzugen DEXD 

 Gruppe-III: Caspase-6, -8, und -9 bevorzugen (L/V)EXD 

Neben der absoluten Notwendigkeit für Aspartat in der Position P1, scheint P4 eben-

falls eine wichtige Rolle zu spielen. So befinden sich vorwiegend aromatische und 

hydrophobe Aminosäuren auf P4 für die Gruppe-I-Caspasen. Gruppe-II zieht für P4 

Aspartat vor und Gruppe-III-Enzyme akzeptieren verschiedene Aminosäuren, vor 

allem mit aliphatischen Seitenketten. Alle Caspasen haben eine Präferenz für Gluta-

minsäure für die Position P3 und alle, bis auf einzelne Ausnahmen, tolerieren ver-

Abbildung 1.6: Nomenklatur der Substratspezifität von Proteasen nach 
Schechter und Berger. Das aktive Zentrum der Proteasen besteht aus Taschen, 
den sogenannten „Subsites“. Jede dieser Taschen bindet eine entsprechende Ami-
nosäure in der Substratsequenz. Diese werden aufsteigend durchnummeriert, be-
ginnend an der Schnittstelle mit P1-4 in Richtung des N-Terminus und P1´-4´ in 
Richtung des C-Terminus. Die „Subsites“ des aktiven Zentrums werden korrespon-
dierend mit S1-4 und S1´-4´bezeichnet. 
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schiedene Aminosäuren („X“) für P2 (Thornberry et al. 1997). Es gibt keine Peptidse-

quenz, die ausschließlich von einer Caspase präferiert wird. Vielmehr existiert unter 

den Caspasen eine Gruppenspezifität, was deren bevorzugte Substrate betrifft 

(Benkova et al. 2009). Diese synthetisch hergestellten Substrate sind jedoch nicht 

identisch mit den natürlichen intrazellulären Substraten, welche meist aus mehr als 

vier Aminosäuren bestehen. Daher überrascht es nicht, dass die Aminosäure carbo-

xy-terminal zur Schnittstelle neben P1-4 ebenfalls von Bedeutung für die Enzym-

Substrat-Interaktion ist (Timmer und Salvesen 2007), ebenso wie die bereits erwähn-

te räumliche Struktur der Caspasen. Diese carboxy-terminale Aminosäure an P1´ 

sollte ungeladen und klein sein. Hierfür eignen sich Glycin, Serin und Alanin 

(Stennicke et al. 2000). 

Typischerweise bestehen die kommerziell hergestellten Substrate aus einem acety-

lierten Tetrapeptid und einem chromophoren oder fluoreszierenden Anhang C-

terminal zu Aspartat in der P1-Position. Am häufigsten kommen hier p-Nitroanilin-, 

Coumarin-, oder Rhodamin-basierte Farbstoffe zur Anwendung (Gurtu et al. 1997). 

Die Detektion mittels Fluoreszenz-Assay beruht auf der enzymatischen Abspaltung 

des Fluorochroms hinter P1, wodurch ein fluoreszierendes Signal generiert wird 

(Benkova et al. 2009). 

Die Detektion mittels synthetischer Substrate leistet einen großen Beitrag um die Ak-

tivität der Caspasen vor allem in vitro zu untersuchen. Doch ebenso ist es interes-

sant, welche Proteine und Peptide tatsächlich intrazellulär verstoffwechselt werden. 

Die Liste der Substrate aller Caspasen wächst stetig. Oft ist jedoch unklar, welche 

Funktion diese besitzen und ob deren Proteolyse einen biologischen Effekt besitzt 

(Timmer und Salvesen 2007). Um die wachsende Anzahl von identifizierten natürli-

chen Substraten übersichtlich darstellen zu können, etablierte man Online-

Datenbanken wie CASBAH (The CAspase Substrate DataBAse Homepage) (Luthi 

und Martin 2007) und MEROPS (Rawlings et al. 2012). 

Damit Caspasen katalytisch aktiv sein können, benötigen sie ein dafür optimales Mi-

lieu. Dieses besteht für eine Reihe der Enzyme im neutralen pH-Bereich von 6,8 – 

7,2. Dieses Optimum zeigt unter allen Mitgliedern nur minimale Unterschiede. So-

wohl lebende als auch sich in Apoptose befindende Zellen weisen dieses vor und 

garantieren so das reibungslose Funktionieren der Enzyme. Im sauren pH-Bereich 
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sind die Interaktionen zwischen Enzym und Substrat gestört, da das wichtige Aspar-

tat an der P1-Position dann in protonierter Form vorliegt und folglich nicht gut an das 

Enzym binden kann (Stennicke und Salvesen 1997). 

1.3.4 Caspase-Inhibitoren 

Zur Untersuchung der Caspasen sind neben den Substraten die Inhibitoren ebenfalls 

von großer Wichtigkeit. So konnte mithilfe des Inhibitors für Caspase-1 (Ac-YVAD-

CHO) gezeigt werden, dass dieses Tetrapeptid die Freisetzung von IL-1ß signifikant 

senkt. Daraus schlussfolgerte man, dass dieses Enzym entscheidend für die Prozes-

sierung von pro-IL-1ß ist (Thornberry et al. 1992). 

Unter den Inhibitoren der Caspasen muss man virale und zelluläre von den syntheti-

schen unterscheiden. Viren, die Gene für Caspase-Inhibitoren tragen, sind in der La-

ge die Zellintegrität nach dem viralen Befall länger aufrecht zu erhalten, um möglichst 

viele Virusbestandteile replizieren zu können und um die Immunantwort auf den Vi-

rusbefall zu unterbinden. CrmA (Cytokine Response Modifier A), ein Produkt des 

Kuhpockenvirus, war einer der ersten identifizierten Inhibitoren. Es ist ein Serpin, ein 

Inhibitor für Serinproteasen. Es besitzt zusätzlich eine negative Wirkung auf Cys-

teinproteasen, unter anderem auf Caspase-1 (Ray et al. 1992) und eine Reihe weite-

rer Caspasen, in dem man die Pseudosubstrat-Region P4-P1 (LVAD) so modifizierte, 

dass sie von eben diesen anderen Caspasen gut erkannt werden konnte (Ekert et al. 

1999). Ein weiteres virales Genprodukt, das Protein p35 vom Baculovirus, kann 

ebenfalls die Apoptose negativ regulieren durch Hemmung von Caspasen 1 - 4 und 

Ced-3 (Bump et al. 1995). IAP´s (inhibitor of apoptosis) sind eine Genfamilie, deren 

Polypeptide ebenfalls Caspasen negativ in Zellen beeinflussen und sie so vor dem 

Untergang schützen. Ein Mitglied dieser Familie ist XIAP, welches Gruppe-II-

Caspasen in Säugetierzellen hemmt (Deveraux et al. 1997). 

Die synthetisch hergestellten Inhibitoren wurden entwickelt, zum einen als For-

schungswerkzeug, um mehr über das Funktionieren der Caspasen in Erfahrung zu 

bringen, und zum anderen setzte man in sie die Hoffnung, als therapeutische Mittel 

den Zelltod zu verhindern, so unter anderem bei neurodegenerativen Erkrankungen 

oder Ischämien. Die Inhibitoren agieren als Pseudosubstrate und sind folglich kom-

petitiv. Die artifiziellen Inhibitoren können, im Gegensatz zu den Substraten, aus nur 
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einer Aminosäure (Boc-Asp-FMK), einem Tripeptid (z-VAD-FMK) oder aus einem 

Tetrapeptid (YVAD-FMK) bestehen, welche beispielsweise mit einem Fluoromethyl-

keton gekoppelt sind. Je nach Anhängsel unterscheidet man dann zwischen rever-

siblen und irreversiblen Inhibitoren. Reversibel agieren Aldehyde, Nitrile und Ketone. 

Hingegen ist der Einsatz von Inhibitoren mit Diazomethylketonen und Halomethylke-

tonen irreversibel. Abhängig von der Peptidsequenz hemmen die Inhibitoren grup-

penspezifisch. Z-VAD-FMK, ein Fluoromethylketon, ist in der Lage als Pan-Caspase-

Inhibitor irreversibel auf alle Caspasen zu wirken (Garcia-Calvo et al. 1998). 

1.4 Bestimmung der Caspase-Aktivität – Eine Übersicht der Caspase-
Assays 

Die Detektion von Apoptose begann mit der konventionellen Licht- und Elektronen-

mikroskopie, mit denen man Änderungen der Morphologie wie Kondensation von 

Kern und Zellplasma, bis hin zur Zellfragmentierung beobachten konnte (Kerr et al. 

1972). Mithilfe von fluoreszierenden oder anderen Standardfärbemethoden der Histo-

logie ließ sich kondensiertes Chromatin nachweisen (McCarthy und Evan 1998). Mit 

dem Annexin-Assay kann eine Aussage darüber getroffen werden, ob sich Zellen in 

der Apoptose befinden. 

Die Möglichkeiten auf molekularer Ebene die Caspaseaktivierung bzw. deren Aktivi-

tät zu bestimmen sind von enormer Bedeutung und breit gefächert. Grundsätzlich 

unterscheidet man die Bestimmung auf Proteinebene von der auf mRNA- bzw. DNA-

Ebene. 

1.4.1 Detektionsmöglichkeiten auf Proteinebene 

Unter Verwendung von Antikörpern lassen sich mit Western-Blot und Immunhisto-

chemie Aussagen über die Aktivierung und Aktivität von Caspasen treffen. Die Vor-

teile des Westernblots liegen in der einfachen Handhabung mit großer Nachweisviel-

falt unter hoher Sensitivität und Spezifität, auch wenn die Reproduzierbarkeit mitun-

ter schwierig ist. Verwendet werden Antikörper gegen die Caspasen selbst (Huppertz 

et al. 1999) oder gegen spezifische Caspase-Substrate wie PARP oder Lamin 

(McCarthy und Evan 1998). So lassen sich Änderungen der Zymogenexpression 
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nachweisen, genauso wie Fragmente der Enzyme nach deren proteolytischer Akti-

vierung. Doch ist der Nachweis der Fragmente kein grundsätzlicher Indikator für eine 

Aktivierung der Caspasen. Die Effektorcaspasen (3, 6 und 7) werden durch Proteoly-

se aktiviert. Die dabei entstandenen Fragmente sind dabei Ausdruck ihrer Aktivie-

rung. Hingegen ist bei der Aktivierung der Initiatorcaspasen eine zusätzliche Dimeri-

sierung der Fragmente notwendig, sodass der Nachweis dieser kein klarer Anhalt für 

tatsächlich aktive Caspasen ist. Wichtig ist auch, dass man Aktivierung und Aktivität 

nicht gleichsetzen kann. Eine aktivierte fragmentierte, bzw. auch dimerisierte Caspa-

se, die durch Caspase-Inhibitoren gehemmt ist, ist nicht aktiv. Bei der Zelllyse für den 

Western-Blot werden diese Komplexe aus Caspase und Inhibitor zerstört, so dass 

der Western-Blot eine aktivierte Caspase zeigen kann, ohne dass diese in der Zelle 

Proteolyse betrieben hat. Mit dieser Methode lässt sich folglich nicht zwischen ge-

hemmter und aktivierter Caspase unterscheiden. Bei der Immunhistochemie lassen 

sich auch durch eine große Antikörpervielfalt Zymogene und Enzymfragmente nach-

weisen, ebenso mit hoher Sensitivität und Spezifität. Insbesondere lassen sich Ände-

rungen der subzellulären Lokalisation der Enzyme aufzeigen. Aber auch hier ist der 

Nachweis des prozessierten Enzyms nicht gleich zu setzen mit einem tatsächlich 

aktiven Enzym, da auch hier dieses Enzym durch einen Inhibitor gebunden sein kann 

(Kaufmann et al. 2008, Troy et al. 2011). Zusätzlich ist anzumerken, dass die Forma-

linfixierung bei Fluoreszenzmessungen ungeeignet ist, da ein starkes Hintergrund-

signal stören kann. 

Weiterhin kommt, wie auch in dieser Arbeit, die Fluoreszenz- oder kolorimetrisch-

basierte Enzymaktivitätsmessung vielfach zur Anwendung. Gemessen werden hier-

bei fluoreszenz- oder farbstoffgekoppelte Substrate nach enzymatischer Spaltung 

mittels HPLC, UPLC, oftmals auch gekoppelt mit Massenspektrometrie (UPLC-MS), 

mit konventionellen Plattenreadern (Mao et al. 2010) oder in diversen in-vivo-

Modellen (Cen et al. 2008).  

Auch dienen fluoreszierende Peptid-gekoppelte Inhibitoren zur Caspase-Detektion 

mittels FACS, Plattenreader-Analyse oder Fluoreszenzmikroskopie. Im Gegensatz zu 

FACS haben die meisten anderen Methoden den Nachteil, dass die Enzymaktivität 

nur in einer großen Zellpopulation bestimmt werden kann und nicht in individuellen 

Zellen. Bei der Durchflusszytometrie umgeht man diesen Punkt, indem einzelne Zel-

len mittels Caspase-Antikörper angefärbt werden (Vermes et al. 2000). Eine andere 
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Methode, die die Detektion auf der Ebene einer einzelnen Zelle gewährleistet, basiert 

auf dem Fluoreszenz Resonanz Energietransfer (FRET). Das Prinzip dieser Methode 

beruht darauf, dass unter Abwesenheit von Caspase-3 (wie beim normalen Zell-

wachstum) die Emissionsenergie der Fluoreszenz des angeregten fluoreszierenden 

Donorproteins CFP (cyan fluorescent protein) zum Akzeptormolekül YFP (yellow 

fluorescent protein) transferiert werden kann, wodurch gelbes fluoreszierendes Licht 

emittiert wird. Die aktivierte Caspase-3 wird das Sensorprotein (CFP-linker-YFP) am 

Linkerprotein nach der Sequenz DEVD spalten. Das ändert den FRET mit dem Er-

gebnis eines veränderten Emissionsprofils des Sensorproteins. Nun wird nicht von 

YFP sondern von CFP fluoreszierendes Licht emittiert. Diese Änderung kann detek-

tiert werden unter Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie oder der internen Total-

reflexionsfluoreszenzmikroskopie (Morgan und Thorburn 2001, Tian et al. 2007, 

Angres et al. 2009). 

1.4.2 Detektionsmöglichkeiten auf mRNA/DNA - Ebene 

Zum Nachweis von Caspase-DNA im Agarose- oder Polyarylamidgel dient die PCR 

unter einfacher Handhabung und guter Reproduzierbarkeit. Der Nachweis ist jedoch 

nur semi-quantitativ und es ist kein direkter Nachweis der Enzymaktivität möglich. 

Eine Messung semi- aber auch absolut-quantitativer Unterschiede ermöglicht die 

qRT-PCR (quantitative real-time PCR) unter Verwendung von interkalierenden Farb-

stoffen (SYBR- oder EVA-Green) oder markierenden Sonden (Taq-Man-Sonden) 

(Buh Gasparic et al. 2010). Auch hier stehen unter guter Reproduzierbarkeit gute 

Auswertungsmöglichkeiten zur Verfügung. Jedoch lässt sich keine Aussage über die 

Enzymaktivität treffen, lediglich über die Expressionsrate. Außerdem sind Anschaf-

fungskosten für Geräte und Reagenzien sehr hoch. 

TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) ist ein Assay 

um fragmentierte DNA im Rahmen von apoptotischen Prozessen zu detektieren. 

Hierbei erkennt die Transferase so genannte „nicks“ als Diskontinuität in der DNA 

und katalysiert die Bindung von dUTP an diese Stellen. dUTP sind mit einem fluores-

zierenden oder Biotin-gekoppelten Marker versehen, um die anschließende Detekti-

on durch Fluoreszenz-Mikroskopie zu ermöglichen (Wang et al. 2005). 
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1.5 HPLC – High Performance Liquid Chromatography 

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie stellt ein Trennverfahren dar, bei der 

durch Säulen-Flüssigkeits-Chromatographie und Anwendung eines hohen Druckes 

ein zu untersuchendes Stoffgemisch räumlich und zeitlich, unter Verwendung einer 

sich bewegenden mobilen und einer stationären Phasen, untersucht und getrennt 

wird. Hierbei kommt es zu Wechselwirkungen zwischen den im Eluenten (mobile 

Phase) gelösten Bestandteilen des Stoffgemisches und der Trennsäule (stationäre 

Phase). Hierbei gilt: Die Retentionszeit des zu analysierenden Stoffes ist umso län-

ger, je höher die Affinität zur stationären Phase ist. Folglich wird er später eluiert und 

detektiert als ein Stoff mit geringerer Affinität. Ein Maß für die Eigenschaft sich be-

vorzugt in der mobilen oder in der stationären Phase aufzuhalten, ist der sogenannte 

Verteilungskoeffizient K: 

KX =   

cstat: Konzentration des zu bestimmenden Stoffes X in des stationären Phase 

cmob: Konzentration des Stoffes X in der mobilen Phase 

Die Bestandteile eines Analyten gehen mit der mobilen und der stationären Phase 

unterschiedlich starke Wechselwirkungen ein. Hierzu zählen: 

 Dispersionskräfte 

 Dipol-Dipol-Wechselwirkungen 

 Wasserstoffbrückenbindungen 

 Der pH-Wert bei der Ionenaustauschchromatographie 

Im Chromatogramm (Abbildung 1.7) wird das detektierte Signal in Abhängigkeit von 

der Zeit als Glockenkurve dargestellt. Es liefert wichtige Informationen zum analysier-

ten Stoffgemisch. Aus den verschiedenen Wechselwirkungen ergibt sich eine typi-

sche Retentionszeit tR für jeden Stoff eines Gemisches. Hierunter versteht man die 

Zeitspanne vom Einspritzen des Probengemisches bis zur Detektion des Signalma-

ximums. Sie ist abhängig von der Länge der Trennsäule und der Fließgeschwindig-

keit der gewählten mobilen Phase. Je länger also die Trennsäule ist und je langsa-

mer der Eluent strömt, desto größer ist tR. Diese Zeit ist bei unveränderten Messbe-

dingungen immer gleich und proportional zur Stoffmenge, genau wie Höhe und Flä-

cstat

cmob
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che des im Chromatogramm dargestellten Peaks. Integriert man diesen, so erhält 

man eine quantitative Bestimmung des jeweiligen Stoffes. Beim Erstellen einer Kalib-

rierkurve macht man sich diese konstanten Eigenschaften zunutze. Man injiziert Pro-

belösungen genau bekannter Konzentrationen, ermittelt Fläche und Höhe der Signa-

le und erstellt hieraus die Kalibrierkurve. Hiermit lässt sich dann aus dem Peak einer 

unbekannten Probe die dazugehörige Konzentration festlegen (Meyer 2008b).  

 

 

 

 

 

Unter Totzeit t0 versteht man die Zeit, die von einer nicht retardierten Substanz und 

der mobilen Phase benötigt wird, die Trennsäule zu durchlaufen. Die bessere Aus-

sage über die Retentionsdauer liefert der Retentiosfaktor k, der unabhängig von Säu-

lenlänge und Fließgeschwindigkeit ist. 

k  =   

Optimale Werte für k liegen zwischen 1 und 10. Bei Werten < 1 strömen die Analyten 

zu schnell durch die Säule aufgrund zu geringer Wechselwirkung mit der stationären 

Phase. Bei zu hohen k-Werten sind dementsprechend die Analysezeiten zu lang. 

0,0 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 8,8 10,0
-5,0

0,0
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30,0 CASPASE 4_ASSAY 520NM #7 Std 25pmol/ml Emission
mV
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1 - AFC - 6,863

EM:520 nm
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t0

Abbildung 1.7: Chromatogramm. Dargestellt ist das Chromatogramm für ein 
AFC-Standardgemisch mit der Konzentration von 25 pmol/ml. Die Retentions-
zeit beträgt 6,863 min. 
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Der Trennfaktor α, oder auch relative Retention, ist ein Maß dafür, ob zwei Bestand-

teile eines Analyten voneinander getrennt werden. Voraussetzung hierfür sind unter-

schiedliche k-Werte. 

α  =    =    mit  >  

Für α = 1 gilt, dass die beiden Bestandteile des Stoffgemisches nicht voneinander 

getrennt werden, da die Retentionszeiten identisch sind. Der Trennfaktor liefert dem-

nach eine Aussage über die Selektivität des gewählten chromatographischen Trenn-

systems. 

Die Auflösung R gibt Informationen über die Trennung zweier benachbarter Peaks. 

Sie lässt sich mit Hilfe des Quotienten aus dem Abstand der Peakmaxima und dem 

arithmetischen Mittel aus den beiden Basisbreiten w bestimmen: 

R = 1,18  

w1/2 bezeichnet die Peakbreite auf halber Höhe. Mit einer Auflösung R von > 1,5 

kann man zwei benachbarte Signale mit ähnlicher Fläche getrennt darstellen (Meyer 

2008b). 

Eine HPLC-Anlage kann entweder als Kompaktanlage oder aus verschiedenen Mo-

dulen aufgebaut sein. Grundsätzlich besteht sie aus einem Reservoir für das Lö-

sungsmittel, einer Zuleitung mit Fritte, einer Hochdruckpumpe, einem Probenaufga-

besystem, einer Trennsäule sowie einem Detektor mit Datenauswertung (Meyer 

2008a). Abbildung 1.8 zeigt schematisch den Aufbau einer HPLC-Anlage. 
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Bei der Wahl der passenden mobilen Phase gilt es neben ausreichender Reinheit zu 

beachten, dass die Viskosität nicht zu groß ist, und dass sie bei Verwendung von 

UV- oder Fluoreszenzdetektoren ausreichend UV-durchlässig ist. Es sollte mit dem 

zu untersuchenden Stoffgemisch keine chemischen Reaktionen eingehen, einen op-

timalen Brechungsindex und Siedepunkt besitzen und weder Korrosion der Säule 

auslösen, noch toxische Stoffe freisetzen. Häufig werden Wasser, Methanol oder 

Acetonitril verwendet. Werden Lösungsmittel mit unterschiedlich starker Elutionskraft 

eingesetzt und diese zeitlich variabel auf die Säule gebracht, so entsteht ein Lö-

sungsmittelgradient. Die Elutionskraft der mobilen Phase nimmt mit der Zeit zu, so 

dass auch schwer trennbare Stoffe bei dieser sogenannten Gradientenelution chro-

matographisch getrennt werden können. Im Gegensatz hierzu verwendet man bei 

der isokratischen Trennung nur ein Lösungsmittelgemisch (Meyer 2008a). 

Die verwendeten Säulen bestehen meistens aus Stahl 316 und weisen für analyti-

sche Zwecke einen Innendurchmesser von 2-5 mm und eine Länge von 5-30 cm auf. 

Der Innendurchmesser bestimmt die für die Säule günstigste Flussrate. Um höhere 

Trennleistungen zu erzielen, ist es von Vorteil den Partikeldurchmesser der stationä-

ren Phase zu verkleinern, anstatt mit längeren Säulen zu arbeiten, da eine Längen-

zunahme mit einer Erhöhung des Retentionsvolumens und damit einer Verringerung 

der Peaks verknüpft ist. Um die Trennsäule vor Verunreinigungen zu schützen, bietet 

Eluenten

Pumpen

Autosampler 
und Injektor

HPLC- Säule

Detektor

Abfall

Computer Datenauswertung

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung einer HPLC-Anlage. 
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es sich an, eine Vorsäule mit ähnlichem Packungsmaterial zu verwenden (Meyer 

2008b). 

Die dünnen Säulen werden mit Material gepackt, welches eine Partikelgröße von 3-

10 µm besitzt. Hieraus ergibt sie die Erfordernis mit hohen Drücken von bis zu 350 

bar, teilweise sogar bis 500 bar zu arbeiten, um die Trennung der Stoffgemische in 

kurzen Analysezeiten zu gewährleisten. Die Pumpen sollten möglichst pulsationsfrei 

arbeiten, um einen kontinuierlichen Fluss zu ermöglichen. Am häufigsten kommen 

Kurzhub-Kolben- oder Diaphragmapumpen zum Einsatz. 

Der Prozess der Trennung bei der Chromatographie findet in den Säulen mit der sta-

tionären Phase statt und basiert auf Adsorption und Verteilung. Man unterscheidet 

zwischen Normalphasen (NP)- und Umkehrphasen (reversed phase, RP)-

Chromatographie. Bei der NP-Chromatographie werden beispielsweise Silicagel 

(Kieselgel) und Aluminiumoxid als polare stationäre Phase verwendet und unpolare 

Stoffe unter Verwendung eines unpolaren Lösungsmittels als mobile Phase getrennt. 

Hierbei kommt z.B. Hexan als Eluent zum Einsatz. Im Gegensatz hierzu trennt man 

bei der RP-Chromatographie polare komplexere Stoffgemische an unpolaren statio-

nären Phasen mittels polarer Lösungsmittel, wie Wasser, Methanol und Acetonitril 

(mit steigender Elutionskraft). Als stationäre Phase dient Octadecylsilan (ODS). Dies 

ist ein Silicagel, dessen Oberfläche mit hydrophoben Octadecylresten (C-18) verse-

hen ist. Je unpolarer also ein Analyt des Probengemisches ist, umso stärker tritt er 

mit der stationären Phase in Wechselwirkung und umso später wird er eluiert. 

Weitere Beispiele zur chromatographischen Trennung stellen je nach Wechselwir-

kungsprinzip die Ionenaustausch-, Ionenpaar-, Ausschluss-, und die Affinitätschro-

matographie dar. 

Detektiert wird sehr häufig mit UV- und Fluoreszenzdetektoren. Diese stellen ein 

Photometer mit Durchflusszelle dar, durch die die chromatographisch aufgetrennte 

Probeflüssigkeit strömt. Bei UV-Detektion misst man hierbei die Änderung der Licht-

intensität und wertet diese nach dem Lambert-Beer-Gesetz aus. Die Fluoreszenzde-

tektion beruht auf dem Prinzip, dass die Durchflussküvette mit Licht der für den zu 

detektierenden Stoff passenden Wellenlänge bestrahlt und das von der Probe emit-

tierte Licht längerer Wellenlänge mittels Fotodiode erfasst wird (Meyer 2008a). 
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2 ZIELE DER ARBEIT 

2.1 Ziele der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer neuen Herangehensweise an die fluori-

metrische Caspase-Aktivitätsbestimmung durch RP-HPLC. 

Die etablierten Caspase-Assays beruhen auf der Herstellung eines Zelllysats, also 

ein Proteinisolat von Zellen einer bestimmten Zellkultur. Dieses dient als Grundlage 

für die quantitative Aktivitätsbestimmung der zu interessierenden Caspasen unter 

Verwendung spezifischer Caspase-Substrate, die aus einem an ein Peptid gekoppel-

ten Farbstoff oder Fluorochrom bestehen. Dem Proteingemisch wird das entspre-

chende Substrat beigefügt. Wenn Caspasen im aktivierten Zustand vorliegen, wird 

dieses katalytisch umgesetzt. Durch die katalytische Reaktion folgt die Freisetzung 

der gekoppelten und nun detektierbaren Farbstoffe bzw. Fluorochrome. 

Wir wollen am Beispiel der Caspase-4 in humanen Chorionkarzinomzellen der Zellli-

nie JEG-3 zeigen, dass eine direkte Aktivitätsmessung der Caspase in einer solchen 

Zellkultur erfolgen kann, unter Verwendung des Zellkulturüberstands. Hierfür inku-

bierte die JEG-3-Zellkultur zuvor mit dem membrangängigen Caspase-4-Substrat 

(Ac-LEVD-AFC). Dieses besteht aus einem Tetrapetid (LEVD), das an einen Acetyl-

Rest und das Fluorochrom AFC (7-Amido-4-Trifluoromethylcoumarin) gebunden ist. 

Zum besseren Verständnis soll im Folgenden die Caspase-4-Aktivitätsmessung auf 

Grundlage des Zellkulturüberstands als direkte Aktivitätsbestimmung bezeichnet 

werden. Voraussetzung hierfür ist eine mit Caspase-4-Substrat und Caspase-

Inhibitoren behandelte JEG-3-Zellkultur. Die Caspase-4-Aktivitätsmessung auf Basis 

von JEG-3-Zellen, deren Zelllysat erst mit Caspase-4-Substrat und Caspase-

Inhibitoren behandelt wird, soll als indirekte Aktivitätsbestimmung bezeichnet wer-

den. 

Zudem soll ein weiterer Fokus der vorliegenden Arbeit die Weiterentwicklung der von 

Koehn et al. beschriebenen chromatographischen Konzentrationsbestimmung des 

Fluorochroms AFC sein (Koehn et al. 2008). Die Optimierung der PR-HPLC-

Messbedingungen soll die Quantifizierung von AFC auch in einem sehr niedrigen 

Konzentrationsbereich ermöglichen. 
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2.2 Arbeitshypothesen 

 Die Caspase-4-Aktivität kann im Zellkulturüberstand der Zelllinie JEG-3 be-

stimmt werden. Voraussetzung ist die Diffusion des Caspase-4-Substrats in 

die Zelle, die dortige katalytische Umsetzung und die Diffusion des entstande-

nen fluoreszierenden AFC in den Zellkulturüberstand. 

 Der größte Anteil des freigesetzten AFC diffundiert in den Zellkulturüberstand 

und verbleibt nicht intrazellulär. Eine Aufarbeitung der Zellen kann demnach 

entfallen und vereinfacht die Probenhandhabung. 

  Ein Wechsel des chromatographischen Trennverfahrens zur Gradienteneluti-

on mit einem höheren Anteil an organischen Lösungsmitteln soll die Erfassung 

von sehr geringen AFC-Konzentrationen ermöglichen. 

 Durch die chromatographische Auftrennung fluoreszierender Störsignale ist 

die Bestimmung des freigesetzten AFC und damit der tatsächlichen Caspase-

Aktivität noch genauer. 
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3 METHODIK 

3.1 Die Zelllinie JEG-3 

 

 

1971 isolierten Kohler und Bridson die Zelllinie JEG-3 (siehe Abbildung 3.1) aus ei-

ner Gehirnmetastase eines humanen Chorionkarzinoms. Aus diesem Ursprungsge-

webe entstanden bis heute 124 Subkulturen (Kohler und Bridson 1971). 

Die immortalisierte Zelllinie der menschlichen Plazenta besitzt eine epitheliale Mor-

phologie und wächst in vitro adhärent als Monolayer unter Bildung von Zellaggrega-

ten. Die Zellen verfügen über einen hypertriploiden Chromosomensatz mit einer mitt-

leren Chromosomenzahl von 71. Insgesamt kann man bis zu elf verschiedene Chro-

mosomenanomalien finden, darunter Translokationen, Inversionen und Deletionen. 

Auch findet man bei einem Teil der Zellen ein Y-Chromosom. 

Zu den Produkten dieser Chorionkarzinomzellen gehören neben dem humanen Cho-

riongonadotropin (hCG) auch humanes Chorion-Somatomammotropin und Progeste-

ron. Außerdem sind JEG-3 in der Lage aus steroidalen Vorstufen Östron und Östra-

diol zu produzieren (vgl. American Type Culture Collection). 

3.2 Kultur der Zelllinie JEG-3 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 50 ml-Zellkulturflaschen mit 20-25 ml von dem 

für sie geeigneten DMEM-Medium, welches 2% Penicillin/Streptomycin und 10% Fe-

tales Kälberserum enthielt, unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO2, humide At-

Abbildung 3.1: Die Zelllinie JEG-3 in Kultur. 



 
Methodik 

35 

mosphäre).  

Sobald die Zellen in den jeweiligen Kulturflaschen eine Konfluenz von ca. 75% er-

reicht hatten, erfolgte nach Entfernung des Mediums ein Waschschritt mit PBS. Um 

die Zellen vom Boden zu lösen, folgte anschließend die Zugabe von 1 ml Trypsin. 

Nach kurzer Inkubation unter Standardbedingungen konnte zum Passagieren die 

entstandene Zellsuspension nun auf weitere Kulturflaschen verteilt werden und unter 

den oben genannten Bedingungen weiter in Kultur gehalten werden. Die restliche 

Suspension wurde verworfen, zur Lagerung bei -80°C eingefroren oder für Experi-

mente verwendet. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit erfolgten die genannten 

Schritte in einem Abstand von 2-4 Tagen. 

3.3 Einfrieren und Auftauen der Zelllinie JEG-3 

Zum Einfrieren der Zellen wurden sie, wie zum Passagieren, in Einzelsuspensionen 

überführt und anschließend bei 1500 rpm und für 5 min zentrifugiert. Der entstande-

ne Überstand wurde entfernt und verworfen. Das Zellpellet wurde dann im Einfrier-

medium resuspendiert. Dieses Einfriermedium bestand aus 95% DMEM-Medium und 

5% Dimethylsulfoxid (DMSO). Nachfolgend verteilte man die Suspension in entspre-

chende Gefäße und konnte sie so bei -80°C lagern. 

Damit die Zellen wieder in eine Kultur überführt werden konnten, wurden sie im Was-

serbad zügig aufgetaut und in 5 ml DMEM-Medium aufgenommen. Dann zentrifugier-

te man diese Suspension für 5 min bei 1500 rpm, verwarf anschließend den Über-

stand und resuspendierte das Zellpellet im Nährmedium. Anschließend überführte 

man die Zellsuspension in 50 ml-Zellkulturflaschen. 

3.4 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Hintergrund 

Um die Konzentration der Proteine zu bestimmen, wurde die Methode nach Bradford 

verwendet (Bradford 1976). Hierbei handelt es sich um einen Assay, bei dem der 

saure Farbstoff Coumassie-Brilliant-Blau unspezifisch an basische und aromatische 

Aminosäuren, insbesondere Arginin, bindet. Durch diese Interaktion ändert sich das 

Absorbtionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm zu 595 nm. Diese Änderung der 
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Extinktion macht man sich bei einer photometrischen Absorbtionsmessung bei 595 

nm zunutze, um die Proteinkonzentration zu bestimmen (Lottspeich 1998). 

Durchführung 

Zur Bestimmung benötigte man 5 µl der Proteinlösung, die mit 995 µl des Bradford-

Reagenz versetzt wurde. Es folgte eine Inkubation dieses Gemisches unter Licht-

ausschluss bei Raumtemperatur. Anschließend konnte man mithilfe eines Spektro-

photometers die Absorbtion bei einer Wellenlänge von 595 nm messen. Unter den 

gleichen Bedingungen erfolgte parallel die Bestimmung der Absorbtion einer Stan-

dardreihe bekannter Konzentrationen von bovinen Serumalbumin. Aus den Absorpti-

onswerten ermittelte man in Abhängigkeit der Konzentration eine Standardkurve, die 

zur Bestimmung der Proteinkonzentration (in mg/ml) der Zelllysate diente. 

3.5 Aktivitätsbestimmung einer rekombinanten Caspase-4 

Hintergrund 

Ziel dieser Arbeit war es, den Weg von der Zellkultur und der enzymatischen Spal-

tung des Substrats bis zur Detektion des freigesetzten AFC zu verkürzen und auf 

den Schritt der Proteinisolation zu verzichten. Das Caspase-4-Substrat sollte direkt 

zur Zellkultur gegeben werden, die Zellmembran permeieren und in den vitalen Zel-

len von den vorhandenen Caspase-4-Enzymen umgesetzt werden.  

Um die optimale Zeitdauer für die Inkubation der JEG-3-Zellen mit Substrat abschät-

zen zu können, sollte vorab eine Aktivitätsbestimmung einer rekombinanten Caspa-

se-4 mit Caspase-4-Substrat in vitro erfolgen. Die zeitabhängige Umsetzung des 

Caspase-4-Substrats mit kommerziell erhältlicher Caspase-4 wurde gemessen, um 

das Zeitoptimum für den Caspase-Assay in der Zellkultur zu finden. Abbildung 3.2 

gibt einen Überblick über den Ablauf der Caspase-4-Aktivität. 

Durchführung  

Hierfür wurden in ein verschließbares Probengefäß 1,5 ml des DMEM-Mediums und 

30 µl Caspase-4-Substrat (0,39 mM) gefüllt, gemischt und zur Bestimmung des 

Blindwertes 50 µl entnommen. Anschließend wurde 1,5 µl (1U/µl) der aufgereinigten 

aktiven Caspase-4 hinzugegeben. Dann wurde das Probengemisch unter Standard-

bedingungen bei 37°C inkubiert. Von diesem Gemisch wurde zu 10 verschiedenen  
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Zeit punkten (nach 0,5 / 1 / 2 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 8 und 24 Stunden), beginnend bei 30 

min Inkubationszeit und spätestens nach 24 Stunden, eine Probe entnommen und in 

ein HPLC-Microinsert gefüllt, um dann durch RP-HPLC das freigesetzte AFC chro-

matographisch aufzutrennen und anschließend mittels Fluoreszenzdetektor die Kon-

AFC Acetyl Leu Glu Val Asp 

Caspase-4 

Acetyl Leu Glu Val Asp AFC 

Acetyl Leu Glu Val Asp AFC 

Caspase-4-Substrat 

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Substratspaltung durch Caspase-4. 
Das Caspase-4-Substrat Ac-LEVD-AFC wird durch die Caspase-4 hinter der P1-Position 
(Aspartat) zwischen dem Tetrapeptid und AFC gespalten. Dies führt zum Fluoreszieren 
von AFC, wodurch es detektierbar wird. Abk.: Leu-Leucin, Glu-Glutaminsäure, Val-Valin, 
Asp-Aspartat. 
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zentration von AFC in pmol/ml zu bestimmen. Der Versuch wurde zweimal durchge-

führt und zu jedem Zeitpunkt wurden jeweils zwei Proben entnommen. 

3.6 Direkte Aktivitätsbestimmung der Caspase-4 in der Zellkultur JEG-3 
durch RP-HPLC 

Hintergrund 

Die Messung der Caspase-4-Aktivität basiert auf der Fähigkeit des Enzyms eine be-

stimmte Tetrapeptidsequenz eines Substrats zu erkennen, spezifisch nach Aspartat 

zu spalten und hierdurch einen detektierbaren Farbstoff oder ein Fluorochrom zu ge-

nerieren (Talanian et al. 1997). Diese Substratspezifität macht man sich bei synthe-

tisch hergestellten Substraten zunutze. Wie unter Punkt 3.5 erläutert, spaltet die 

Caspase-4 das Fluorochrom AFC (7-Amino-4-Trifluoro-Methylcoumarin) nach der 

Sequenz von vier Aminosäuren, die an einen Acetyl-Rest gebunden sind: 

  Acetyl-Leucin-Glutamat-Valin-Aspartat-AFC 

Dieses intakte Caspase-4-Substrat emittiert blaues Licht bei einer Wellenlänge von 

400 nm. Nach der enzymatischen Spaltung durch die Caspase-4 emittiert das freie 

AFC ein gelb-grünes Licht bei einer Wellenlänge von 505 nm, was unter Verwendung 

eines Fluorometers oder Fluoreszenz-Plattenreaders quantifiziert werden kann. Im 

folgenden Experiment wurde Caspase-4-Substrat zu einer JEG-3-Zellkultur gegeben. 

Anschließend wurde das mittels Fluoreszenzdetektor gemessene AFC-Signal einer 

Probe des Zellkulturüberstands gemessen, die zuvor chromatographisch mittels RP-

HPLC aufgetrennt wurde. Computergestützt erfolgte die Integration und Berechnung 

der AFC-Konzentration (in pmol/m). Hierbei ist die Konzentration des detektierten 

freien AFC proportional zur Caspase-4-Aktivität in der jeweiligen Zellkultur. Voraus-

setzung war die Fähigkeit von AFC aufgrund seines hydrophoben Charakters prob-

lemlos aus der Zelle in der Überstand zu diffundieren, was bereits andere Gruppen 

zeigen konnten (Tao et al. 2007, Kaufmann et al. 2008). Abbildung 3.3 soll einen 

Überblick über den Assay geben:  
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Die Caspase-Assays, deren Detektion mittels Plattenreader oder Fluoreszenz-

Photometer erfolgt, haben einen entscheidenden Nachteil: Andere Fluoreszenzsigna-

le, die bei der Präparation der Proben entstehen, wirken als störende Signale bei 

gleicher Anregungs- und Emissionswellenlänge (Koehn et al. 2008). Folglich ist die 

Quantifizierung des AFC-Signals ungenau. Durch nicht-enzymatische Spaltung ent-

stehen Fragmente bestehend aus AFC gekoppelt an ein oder mehrere Aminosäuren. 

Adhärente Zellkultur 
JEG-3 im Kulturme-
dium 

Hinzugabe des Caspase-4-

Substrats 

Umsetzung des 
Substrats und 
Freisetzung des 
fluoreszierenden 
AFC 

Substrat Ac-LEVD-AFC 

JEG-3 Zelle 

Freies AFC 

HPLC 

Überstand Fällung mit 
MeOH und 
Zentrifugation 

Entnahme des Zellkul-
turüberstandes und 
Zentrifugation 

Ernte der Zellen 
und Zelllyse des 
Pellets nach 
Zentrifugation 

Lysat 

Überstand 

Abbildung 3.3: Schematischer Ablauf des direkten Caspase-4-Aktivitätsassays. Das 
Caspase-4-Substrat diffundiert nach Zugabe zum Medium in die Zellen hinein. Dort erfolgt 
die Umsetzung durch die aktive Caspase-4. Das frei gewordene AFC diffundiert dann ent-
sprechend dem Konzentrationsgradienten aus der Zelle in den Überstand. Dann erfolgt 
die Quantifizierung des AFC unmittelbar nach Abnahme im Überstand und im Zelllysat 
nach erfolgter Zelllyse. In beiden Proben wurde die Reaktion durch Methanol gestoppt. 
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So emittiert auch das ungespaltene Substrat ebenfalls geringfügig bei der Detekti-

onswellenlänge von 505 nm, die vom Hersteller so empfohlen wird. Trennt man hin-

gegen die Bestandteile der Probe chromatographisch auf, kann man diese fluores-

zierenden Störsignale ausschalten, da das freie AFC später eluiert als das unverdau-

te Substrat oder die Fragmente aus AFC und unterschiedlich vielen Aminosäuren 

(siehe Abbildung 3.4). 

 

 

 

 

 

 

Durch die deutliche Auftrennung kann das AFC-Signal klar definiert werden und mit-

tels Integration quantitativ bestimmt werden. 

Für die flüssigkeitschromatographische Trennmethode wurde ein RP-HPLC-System 

von Gynkotec verwendet, bestehend aus Pumpe, Autosampler und UV-Detektor. 

Das Fluoreszenzsignal wurde durch den RF1002 Fluoreszenzdetektor von Gynkotek 

erfasst. Die Anregungs- und Emissionswellenlänge wurde auf jeweils 400 und 505 

nm eingestellt. Die zur Kontrolle des HPLC-Systems, Datenerfassung und Auswer-

tung herangezogene Software war von Chromeleon (Version 6.8, Dionex). Zur chro-
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Abbildung 3.4: Das Chromatogramm verdeutlicht, das mittels RP-HPLC 
zwei deutlich zu trennende Fluoreszenzsignale (Signalintensität in mV)  
nach unterschiedlichen Retentionszeiten (time in min) erscheinen. Das 
Fluoreszenzsignal des freien AFC erscheint nach ca. 7,3 min, wohinge-
gen das intakte Caspase-4-Substrat nach ca. 3,5 min als detektierbares 
Signal erscheint. 
 



 
Methodik 

41 

matographischen Trennung wurde folgende Säule verwendet: Aqua perfect RP co-

lumn (C18, 250 x 4 mm, 5 µm, MZ Analysentechnik). Die Vorsäule bestand aus dem 

identischen Packungsmaterial und hatte die gleiche Länge. Die Säulentemperatur 

wurde bei 30°C konstant gehalten, die Flussrate auf 0,7 ml/min und das Injektionsvo-

lumen auf 50 µl festgesetzt. Es stand kein gekühlter Autosampler zur Verfügung, so 

dass bei einer Raumtemperatur von 22 °C gemessen wurde. 

Die mobile Phase bestand aus folgendem Gemisch:  

 Eluent (A) 10% Methanol / Wasser (v/v) 

 Eluent (B) 100% Methanol 

Abbildung 3.5 soll das angewendete Gradientensystem darstellen: 

 

 

  

 

 

Durchführung 

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Medium in der Zellkulturflasche entnom-

men, die Zellen mit PBS gewaschen und mittels Trypsin vom Flaschenboden gelöst. 

Anschließend wurden sie in ein 15 ml Gefäß überführt und 5 min bei 1800 rpm zentri-

fugiert. Der hierdurch entstandene Überstand wurde entfernt und verworfen. Das 

Zellpellet wurde in 3 ml DMEM-Medium resuspendiert. Mittels der Neubauer-

Zählkammer wurden die Zellen gezählt, so dass jeweils 400.000 Zellen in ein Kultur-

bereich einer 6-Well-Zellkulturplatte gegeben werden konnten. 

90% 
100% 

65% 

A 

B 
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B Eluent (A) 10% MeOH / Wasser (v/v) 

Eluent (B) 100% MeOH 

% B 
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Abbildung 3.5: Gradientensystem im Messzeitraum von 20 min. Der Anteil 
von 65% Eluent B wurde über 10 min auf 90% gesteigert und 4 min bei 90% kon-
stant gehalten. Dann wurde der Anteil von Eluent B innerhalb von 0,1 min auf 
65% gesenkt und auf diesem Niveau wurde das System für 6 min reequilibriert. 
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Die Zellen wurden dann für 24 Stunden unter Standardbedingungen kultiviert (37°C, 

5% CO2, humide Atmosphäre). Am nächsten Tag wurde das Kulturmedium entnom-

men und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen.  

Aufbereitet wurden drei verschiedene Versuchsansätze in den Kulturbereichen der 

JEG-3-Zellen der 6-Well-Zellkulturplatte:  

 Zugabe von 970 µl DMEM-Medium, 10 µl Proteinase-Inhibitor-Mix G und 20 µl 

Caspase-4 Substrat (0,4 mM) 

 Zugabe von 960 µl DMEM-Medium, 10 µl Proteinase-Inhibitor-Mix G, 10 µl 

Caspase-4 Inhibitor (0,002 mM) und 20 µl Caspase-4 Substrat (0,4 mM) 

 Zugabe von 960 µl DMEM-Medium, 10 µl Proteinase-Inhibitor-Mix G, 10 µl 

Pancaspase-Inhibitor (0,01 mM) und 20 µl Caspase-4 Substrat (0,4 mM) 

Die Reihenfolge der Zugabe musste beachtet werden. Das Medium wurde zuerst 

zugegeben, dann folgte der nicht membrangängige Protease-Inhibitor-Mix. Dieser 

sollte eine enzymatische Spaltung des Substrats außerhalb der JEG-3-Zellen verhin-

dern. Der Caspase-4-Inhibitor und der Pan-Caspase-Inhibitor wurden eine Stunde 

vor dem Substrat zur Zellkultur gegeben, damit diese Zeit hatten in die Zelle zu dif-

fundieren und die Caspase-4 bzw. alle Caspasen zu hemmen. Nach Zugabe aller 

Bestandteile wurde die 6-Well-Platte vorsichtig geschwenkt und dann unter Stan-

dardbedingungen im Inkubator für vier Stunden gelagert. Da das Substrat eine ge-

wisse Rate an Zerfall vorwies, ohne dass eine enzymatische Umsetzung hierbei eine 

Rolle spielt, wurde für alle Ansätze ein Blindwert mitgeführt. Hierfür wurden drei Kul-

turbereiche der 6-Well-Platte im gleichen Verhältnis und mit identischen Mengen 

Medium, Substrat, Proteinase-Inhibitor und Caspase-Inhibitor versehen und ebenfalls 

unter Standardbedingungen gelagert. 

Nach vier Stunden wurde aus dem Ansatz für den Blindwert 150 µl entnommen und 

300 µl Methanol hinzugefügt. Hierdurch wurde die Reaktion gestoppt. Zum Ausfällen 

wurde die Proben für 15 min auf Eis gelagert und im Anschluss in einen Centrifugal 

Filter überführt und darin für 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wurde 

entnommen und in ein HPLC-Gläschen mit konischem Boden gegeben. 

Aus den Zellkulturbereichen der JEG-3-Zellkultur wurde der komplette Überstand 

entnommen und 10 min bei 8000 rpm und 5°C zentrifugiert. Der Überstand vom 

Zentrifugat wurde ebenfalls mit Methanol (1:3) versetzt, um ihn anschließend 15 min 

auf Eis zu lagern. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 13000 rpm in einem Centrifu-



 
Methodik 

43 

gal Filter wurde die Probe in ein konisches HPLC-Gefäß gegeben. 

Die im Kulturbereich verbliebenen Zellen wurden mit 400 µl Zelllysepuffer und mit 

Proteinase-Inhibitor versetzt, um sie anschließend ernten zu können. Es folgte ein 

dreimaliges Einfrieren in flüssigem Stickstoff und Auftauen auf Eis. Aus diesem Zell-

lysat wurde ein Teil 30 min bei 18000 rpm und 5°C zentrifugiert und zur Proteinkon-

zentrationsbestimmung nach Bradford verwendet. Der andere Teil des Lysats wurde 

mit Methanol (1:3) versetzt, auf Eis ausgefällt und anschließend zentrifugiert.  

Dann erfolgt die chromatographische Auftrennung des freigesetzten AFC von ande-

ren fluoreszierenden Bestandteilen der Probe unter den beschriebenen HPLC-

Messbedingungen. Anschließend wurde die AFC-Konzentration fluorimetrisch in den 

Blindwerten, den Proben aus den Zellkulturüberständen und den dazugehörigen Zell-

lysaten bestimmt. Die erhaltenen Messwerte wurden in pmol/ml angegeben und 

spiegeln die Konzentrationen des AFC in dem jeweiligen Kulturbereich der 6-Well-

Zellkulturplatte wieder. Die Lysate wurden in einem Volumen von 400 µl Zelllysepuf-

fer verarbeitet, so dass die gemessenen Konzentrationen mit dem Faktor 0,4 multi-

pliziert wurden. 

Der Versuch wurde an vier Tagen durchgeführt. An jedem der vier Messzeitpunkte 

wurden drei Kulturbereiche einer 6-Well-Kulturplatte mit JEG-3-Zellen vorbereitet: 

Entweder setzte man den Zellen „Caspase-4-Substrat“ oder „Caspase-4-Substrat 

und Caspase-4-Inhibitor“ oder „Caspase-4-Substrat und einen Pan-Caspase-

Inhibitor“ zu. Im Zellkulturüberstand wurde die Konzentration von freigesetztem AFC 

bestimmt (in pmol/ml). An den einzelnen Messtagen wurden entweder zwei oder drei 

identische Versuchsansätze präpariert. Die „Messtage“ 1-4 unterschieden sich da-

durch, dass für jeden Tag ein neuer Zellkulturansatz verwendet wurde. Die Zellen 

stammten aus unterschiedlichen Passagen einer Zelllinie JEG-3.  

3.7 Indirekte Aktivitätsbestimmung der Caspase-4 nach Proteinisolation 
aus der Zellkultur JEG-3 durch RP-HPLC 

Fragestellung 

Die direkten Caspase-Assays beruhen auf dem Prinzip der Zellkultivierung, der an-

schließenden Zelllyse und Proteinisolation. Die Zellen können vorab mit Agenzien 

behandelt werden, die eine vermehrte Apoptose auslösen. Erst das Proteinisolat wird 
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dann entsprechend dem Protokoll mit Caspase-Substrat, Puffern und gegebenenfalls 

mit Caspase-Inhibitoren behandelt, um dann die Aktivität der Caspase quantitativ zu 

erfassen. Nach einer definierten Inkubationszeit wird die Reaktion gestoppt und es 

erfolgt die Bestimmung des freigesetzten Fluorochroms oder Farbstoffes durch die 

entsprechenden Fluoreszenz- oder UV-Detektoren. 

Die in dieser Arbeit verwendete Herangehensweise an die Aktivitätsbestimmung der 

Caspase-4 setzte voraus, dass die vitalen Zellen mit Caspase-4-Substrat inkubiert 

wurden und das freigesetzte AFC im Überstand bestimmt werden konnte. Somit war 

ein direkter Vergleich beider Methoden nicht möglich, da die unterschiedlichen Pro-

benaufbereitungen dies nicht zuließen. 

Gegenüberstellen ließen sich jedoch folgende Aspekte: 

 Durchführung und Probenhandhabung 

 Fehlerquellen und Störfaktoren 

 Vergleich der Blindwerte und Standardabweichungen 

 Reproduzierbarkeit 

Durchführung 

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Medium der Zellkulturflasche entnom-

men, die Zellen mit PBS gewaschen und mittels Trypsin vom Flaschenboden gelöst. 

Anschließend wurden sie in ein 15 ml Gefäß überführt und 5 min bei 1800 rpm zentri-

fugiert. Der entstandene Überstand wurde entfernt und verworfen. Das Zellpellet 

wurde in 3 ml DMEM-Medium resuspendiert. Mittels der Neubauer-Zählkammer wur-

den die Zellen gezählt, so dass jeweils 400.000 Zellen auf die Kulturbereiche einer 6-

Well-Zellkulturplatte verteilt werden konnten.  

Die Zellen wurden dann für 24 Stunden unter Standardbedingungen kultiviert (37°C, 

5% CO2, humide Atmosphäre). Am nächsten Tag wurde das Medium entfernt und die 

Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. 

Wie unter Punkt 3.6 beschrieben, wurden sechs Kulturbereiche einer 6-Well-Platte 

vorbereitet. Drei dieser Wells wurden verwendet, um die Zellen lediglich mit Caspa-

se-4-Substrat zu inkubieren und wiederum drei weitere Wells standen zur Behand-

lung der Zellen mit Caspase-4-Substrat und Caspase-4-Inhibitior bereit. In diesem 

Versuch wurde auf die Behandlung der Zellen mit einem Pan-Caspase-Inhibitor ver-
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zichtet. Es erfolgte eine vierstündige Inkubation mit Substrat- bzw. Substrat/Inhibitor-

Zusatz. Anschließend wurde, wie unter Punkt 3.6 beschrieben, weiter verfahren, so 

dass in jeweils drei Proben des Überstands der lediglich mit Caspase-4-Substrat be-

handelten Zellen und den dazugehörigen Lysaten und in drei Proben mit Caspase-4-

Substrat und zusätzlichem Caspase-4-Inhibitor-Zusatz inklusive Lysaten analytisch 

mittels RP-HPLC die AFC-Konzentration gemessen wurden. 

Wir führten außerdem den bereits von Koehn et al. beschriebenen Caspase-4-Assay 

durch, der eine Proteinisolation aus einer Zellkultur vor der eigentlichen Caspase-

Aktivitätsmessung mittels RP-HPLC voraussetzte (Koehn et al. 2008). Diese Metho-

dik erforderte eine Zellaufarbeitung, wie sie bei anderen etablierten Caspase-Assays 

angewendet wird, weswegen hierfür ebenfalls sechs Wells präpariert wurden (drei 

zur späteren Inkubation des daraus entstandenen Proteinisolats mit Caspase-4-

Substrat und drei zur späteren Inkubation mit Caspase-4-Substrat und Caspase-4-

Inhibitor). Um eine gute Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurde bei der Vorberei-

tung der Zellen genauso verfahren, wie bei der Präparation der Zellen, in deren 

Überstand freies AFC bestimmt werden sollte. Wichtig hierbei war die Tatsache, dass 

die Zellen aus derselben Passage stammten, wie für den Vergleichsversuch. Im Ge-

gensatz hierzu wurde nach 24 Stunden das Medium aus den Kulturbereichen ent-

fernt. Nach einem Waschschritt mit PBS konnten die Zellen geerntet werden. Diese 

Zellsuspension wurde bei 2000 rpm und 6°C für 5 min zentrifugiert. Der entstandene 

Überstand wurde entfernt und verworfen. Zum Zellpellet wurde 200 µl des Zelllyse-

puffers ohne Proteinase-Inhibitorzusatz gegeben. Das Pellet wurde darin gut mittels 

Pipette und Vortexer resuspendiert und auf Eis gelagert. Anschließend wurden die 

Proben fünfmalig in flüssigem Stickstoff eingefroren und auf Eis langsam aufgetaut. 

Die Lysate wurden dann 30 min bei 18000 rpm und 6°C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde entnommen und für den weiteren Versuch verwendet, wobei das Pellet ver-

worfen werden konnte. Aus dem Zentrifugat wurden 20 µl zur Proteinkonzentrations-

bestimmung nach Bradford verwendet. 

Zu dem Zelllysat der JEG-3-Zellen, was lediglich mit dem Caspase-4-Substrat verse-

hen werden sollte, wurde 5 µl des Proteinisolats zu 240 µl Caspase-4-Puffer gege-

ben und dieses Gemisch 30 min im 30°C warmen Wasserbad inkubiert. Dann erfolg-

te die Zugabe von 5 µl Caspase-4-Substrat (Ac-LEVD-AFC, c = 20 mM in DMSO, 

Konzentration im Ansatz: 0,4 mM), beziehungsweise 5 µl destilliertes Wasser zur 
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Bestimmung des Blindwertes. Die Probenansätze wurden mittels Vortexer gut ge-

mischt und anschließend für vier Stunden bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Dann 

wurden 200 µl der Probe entnommen und nach einem Mischschritt mittels Vortexer 

mit 400 µl MeOH zum Beenden der Reaktion versetzt, im Gegensatz zu Koehn et al., 

die HCl verwendeten. 

 

 

 

 

 

Um die Caspase-4-Reaktion zu hemmen, wurde in einem weiteren Versuchsansatz 

zusätzlich der Caspase-4-Inhibitor (Z-LEVD-FMK) hinzugegeben. Für 30 min im 

Wasserbad inkubierte hierbei folgendes Probengemisch: 5 µl Zelllysat, 237,5 µl Cas-

pase-4-Puffer und 2,5 µl Caspase-4-Inhibitor (Z-LEVD-FMK, c = 0,002 mM). Danach 

Kulturmedium entnehmen 
und verwerfen 

Zellen waschen und 
ernten 

Zentrifugation und 
Überstand verwerfen  

Zelllyse mit 
anschließender 
Zentrifugation 
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des indirekten Caspase-Assays. Basie-
rend auf einer Zelllyse, Proteinisolation und anschließender Inkubation des Lysats mit 
dem Caspase-4-Substrat wird die Caspase-4-Aktivität der Zellen bestimmt. In diesem 
Fall nach chromatographischer Auftrennung und Fluoreszenzmessung. 
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wurden 5 µl Caspase-4-Substrat (Ac-LEVD-AFC, c = 20 mM in DMSO, Konzentration 

im Ansatz: 0,4 mM) hinzugefügt und dieses Gemisch ebenfalls 4 Stunden bei 37°C 

im Wasserbad gelagert. Auch hierbei wurden dann 200 µl der Probe mit 400 µl 

MeOH versetzt. Die mit Methanol versehenen Proben wurden dann für 25 min auf 

Eis gelagert und dann in einem Centrifugal Filter für 10 min bei 13000 rpm zentrifu-

giert und gefiltert. Das Filtrat wurde anschließend analytisch mittels RP-HPLC aufge-

trennt und die Fluoreszenz des freigesetzten AFC und damit die AFC-Konzentration 

in pmol/ml quantitativ bestimmt. Abbildung 3.6 zeigt schematisch die verschiedenen 

Schritte der Probenvorbereitung für diesen indirekten Caspase-Assay, um dadurch 

die Caspase-4-Aktivität mit RP-HPLC zu bestimmen.  

Beide Versuchsansätze wurden parallel dreifach durchgeführt und an einem anderen 

Tag erneut dreifach wiederholt, allerdings mit einer älteren Passage der JEG-3-

Zellen. 

3.8 Aufnahme von Fluoreszenzspektren von Caspase-4-Substrat, freiem 
AFC und einem Gemisch beider Substanzen 

Hintergrund 

Fluoreszenz definiert ein optisches Phänomen, bei dem ein Photon von einem Atom 

oder einem Molekül absorbiert und später ein Photon mit niedrigerer Energie und 

größerer Wellenlänge emittiert wird. Fluoreszenz ist genau wie die Phosphoreszenz 

eine besondere Art der Lumineszenz (kaltes Leuchten). Bei der Fluoreszenz erfolgt 

im Gegensatz zur Phosphoreszenz die Emission unmittelbar auf die Absorption in-

nerhalb von 10-8 sec. Die Energie kann bei den Absorptionsvorgängen in einem Mo-

lekül oder Atom auf unterschiedliche Weise aufgenommen werden. Bei der Photolu-

mineszenz erfolgt die Energiezufuhr durch Absorption von ultraviolettem Licht (UV), 

sichtbarem Licht (VIS) oder infrarotem Licht (IR). Diese Photolumineszenz, zu der 

auch die Fluoreszenz gehört, kann für quantitative und qualitative Analysen verwen-

det werden. Trägt man beispielsweise die Fluoreszenz in Abhängigkeit von der Wel-

lenlänge auf, so zeichnet man hierbei ein Fluoreszenzspektrum auf. Dabei ist zwi-

schen dem Anregungs- und Emissionsspektrum zu unterscheiden. Man bezeichnet 

die Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität bei fester Anregungswellenlänge von der 
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Emissionswellenlänge als Fluoreszenz-Emissionsspektrum, kurz Fluoreszenzspekt-

rum. Man misst die spektrale Verteilung des emittierten Lichts, indem man den 

Monochromator (Filter) für die Emissionswellenlänge verändert. Fluorophore werden 

hierbei diejenigen Moleküle genannt, deren Energieumwandlung mit Fluoreszenzer-

scheinungen verknüpft ist. Eine Probe sollte in einem Spektralbereich angeregt wer-

den, in dem sie einen relevanten Extinktionskoeffizienten hat.  

Ein Fluoreszenzspektrometer besteht im Wesentlichen aus einer Lichtquelle zur An-

regung, zwei Monochromatoren (Filtern) zur Selektion der Anregungs- und Emissi-

onswellenlänge, einer Messküvette und einem Photomultiplier zur Detektion. 

Fragestellung 

Die Angaben der Hersteller zur optimalen Emissionswellenlänge von AFC variieren 

in einem Bereich von 480-520 nm. Ziel und Bedingung zur Detektion von AFC im 

niedrigen Konzentrationsbereich, sollte das Messen am Fluoreszenzmaximum sein. 

Mit diesem Versuch sollte eine Aussage darüber getroffen werden, bei welcher Wel-

lenlänge freies AFC am besten bestimmt werden kann, unter Berücksichtigung ande-

rer fluoreszierender Stoffe der Probe als Störfaktoren, um somit den Messfehler mög-

lichst gering zu halten. Die Quantifizierung durch RP-HPLC ermöglicht es, die einzel-

nen fluoreszierenden Probenbestandteile eines Stoffgemisches chromatographisch 

aufzutrennen. Somit durchlaufen diese den Fluoreszenzdetektor nach unterschiedli-

chen Elutionszeiten. Eine Überlagerung der Fluoreszenz wird somit minimiert. 

Durchführung 

Aufgenommen wurden Fluoreszenzspektren von drei verschiedenen Probenlösun-

gen. Diese enthielten: 

 Caspase-4-Substrat 

 AFC-Standardlösung mit einer Konzentration von c = 200 pmol/ml 

 Ein Gemisch aus intaktem Caspase-4-Substrat und freiem AFC 

Das Gemisch aus Caspase-4-Substrat und freiem AFC stammte aus dem Überstand 

einer JEG-3-Zellkultur, die mit dem Caspase-4-Substrat für vier Stunden unter Stan-

dardbedingungen inkubierte. Diese Probe beinhaltete folglich noch intaktes Caspase-

4-Substrat und frei gewordenes AFC, welches zuvor in den Zellen durch Caspase-4 

vom Tetrapeptid abgespalten wurde und aus der Zelle diffundiert ist. Das reine Cas-
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pase-4-Substrat wurde analytisch mit RP-HPLC vom Caspase-4-Substrat-AFC-

Gemisch getrennt, da es vor dem freien AFC nach 4 min eluiert und somit separiert 

werden konnte. Neben diesen beiden Proben wurde ebenfalls ein Fluoreszenzspekt-

rum von einer freien AFC-Standardlösung (c = 200 pmol/ml) aufgenommen. 

Als Fluoreszenzspektrometer kam eine HITACHI Model F-4500 (Eintrittspalt: 5 nm, 

Austrittspalt: 5 nm) zum Einsatz. Dessen Anregungsmonochromator wurde auf die 

konstante Anregungswellenlänge von 400 nm eingestellt und die Emissionswellen-

längen (λ) variierten von 300 – 650 nm. Als Strahlungsquelle diente eine Xenon-

höchstdrucklampe XBO 150 und als Detektor ein Photomultiplier Tube, Typ R928 mit 

einem „scan speed“ von 240 nm/min. Die Fluoreszenzintensität wurde in Abhängig-

keit von der Emissionswellenlänge ermittelt. Die Messung erfolgte punktweise mit ∆λ 

= 1nm. Die Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute bei der Festkörpermes-

sung erfolgte gegen einen inneren Standard der Polymerprobe AT 63,1. 

3.9 Erstellen von Kalibriergeraden und Messung von AFC-
Standardlösungen bei verschiedenen Wellenlängen zur Bestimmung 
des Wellenlängenoptimums 

Hintergrund 
Die computergestützte Datenauswertung erforderte das Erstellen einer Kalibrierge-

raden. Die Messung durch RP-HPLC macht die Detektion auch nur sehr geringer 

Konzentrationen von freiem AFC möglich, so dass man einen Rückschluss auf eine 

niedrige Caspase-Aktivität und damit die Produktion nur sehr geringer Mengen von 

AFC ziehen kann. Dies setzt optimal eingestellt Messbedingungen voraus und macht 

insbesondere das Messen am Wellenlängenoptimum notwendig. Die Angaben der 

Hersteller bezüglich der Detektionswellenlänge variieren, so dass wir diese testeten 

und die für unseren Versuch optimale Wellenlänge finden wollten. 

Durchführung 
Zur Kalibration wurde nach Angaben des Herstellers eine Stammlösung des 7-

Amino-4-Trifluoromethylcoumarins (AFC, n = 21,8188 µmol) hergestellt. Hierfür wur-

de AFC in 2,182 ml MeOH (100%, HPLC-Grade, c = 10 µmol/ml) gelöst. Aus dieser 

Stammlösung wurden Verdünnungslösungen zum Anfertigen von Standardgemi-

schen hergestellt. Für alle angesetzten Verdünnungslösungen und Standards wurde 
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ein 40/60 (v/v) MeOH/Wasser-Gemisch verwendet. Folgende Standardlösungen 

wurden verwendet: Konzentration AFC in pmol/ml 1 / 2,5 / 5 / 7,5 / 10 / 25 / 50 / 75 / 

100 / 250. Mit jedem Standard wurde eine Doppeltbestimmung durchgeführt und um 

eine Verschleppung des AFC auf der Säule zu vermeiden, wurde zwischen zwei 

Proben ein Eluent (Methanol-Wasser-Gemisch) gemessen. In jeder Standardprobe 

wurde bei konstanter Anregungswellenlänge von 400 nm und drei verschiedenen 

Emissionswellenlängen (490 / 505 / 520 nm) quantitativ das Fluoreszenzsignal (in 

mV*min) erfasst. 

3.10 Untersuchung der Stabilität von Caspase-4-Substrat im Zellkultur-
überstand bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen 

Hintergrund 

Das Caspase-4-Substrat unterliegt auch ohne Einwirken einer enzymatischen Spal-

tung einem Zerfall in unterschiedlich große Bestandteile. Hierbei entsteht unter ande-

rem auch freies AFC. Dieses kann das tatsächliche Messergebnis verfälschen. Als 

Einflussfaktoren auf das Substrat wirken hierbei Temperaturänderungen, Zusätze 

zum Substrat und die Lagerungszeit an sich. Dieser Versuch sollte dazu dienen, be-

urteilen zu können, ob die Häufigkeit des Einfrierens und Auftauens einen Einfluss 

auf die Stabilität des Substrats hat. Es sollte weiterhin die Stabilität des Substrats 

während der Lagerung bei Raumtemperatur, bei -80°C und -20°C untersucht werden. 

Durchführung 

Die Überstände der JEG-3-Zellkultur aus sechs Kulturbereichen einer 6-Well-

Kulturplatte, die vier Stunden mit Caspase-4-Substrat unter Standardbedingungen 

inkubierten, wurden entnommen und in einem Reaktionsgefäß gemischt, um die für 

diesen Versuch benötigte Probenmenge herzustellen. Dieses Gemisch wurde auf 

zwölf HPLC-Gläschen mit je 500 µl verteilt. Zwei dieser Proben wurden bei Raum-

temperatur gelagert und jeweils fünf bei -20°C und -80°C. 

Unter den oben beschriebenen HPLC-Bedingungen wurden in den zwei bei Raum-

temperatur gelagerten Proben nach 0 / 2 / 4 / 6 und 20 Stunden und nach 4 Tagen 

die Konzentration an freiem AFC (in pmol/ml) mittels RP-HPLC quantifiziert. Es wur-

den folglich zwei Versuchsreihen durchgeführt und deren Mittelwerte berechnet. 
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Die bei -20°C und -80°C gelagerten Proben wurden nach 0 / 4 / 7 / 14 und 28 Tagen 

bei Raumtemperatur aufgetaut und anschließend darin die AFC-Konzentration in 

pmol/ml bestimmt. Eine der jeweils fünf Proben wurde zu allen fünf Zeitpunkten auf-

getaut und gemessen, die anderen jeweils erst ab dem 2., 3., 4., oder 5. Messtag 

und zu allen darauf folgenden Messtagen. So wurde beispielsweise eine Probe an 

Tag 7 zum ersten Mal aufgetaut und darin die Konzentration an freiem AFC chroma-

tographisch bestimmt mit Wiederholung dieser Prozedur an Tag 14 und 28. Es wur-

den zwei Versuchsreihen bei beiden Temperaturen durchgeführt und deren Mittel-

werte berechnet. 

3.11 Einfluss von magnetischen Nanopartikeln auf die Detektion der  
Fluoreszenz von AFC durch RP-HPLC 

Hintergrund 
Nanopartikel besitzen eine Größe von 1-100 nm in mindestens einer Ausrichtung. 

Magnetische Nanopartikel (MNP) sind bis zu 10 nm groß und bestehen aus Metallen, 

wie Kobalt, Nickel, Mangan und Eisen sowie deren Metalllegierungen oder Oxiden. 

Magnetische Nanopartikel zeichnen sich durch eine besondere thermische und che-

mische Stabilität aus, was sie zu sehr guten Trägerstoffen in biomedizinischen An-

wendungen macht. Am häufigsten kommen Eisenoxidpartikel zum Einsatz. Homoge-

ne Strukturen und eine große Adsorptionsfläche sind weitere Eigenschaften der 

magnetischen Nanopartikel (Gu et al. 2006). Sie sind daher vielversprechende diag-

nostische und therapeutische Werkzeuge in der Medizin. So dienen sie z.B. als Car-

rier bei den Drug-Delivery-Systemen in der zielgerichteten Tumortherapie 

(Chomoucka et al. 2010), als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie 

(Meng et al. 2011) und zur Hyperthermie-Behandlung aufgrund ihrer Fähigkeit zur 

Wärmeproduktion im magnetischen Wechselfeld (Laurent et al. 2011). 

Arbeiten des Placenta-Labors beschäftigten sich mit der Plazenta-Perfusion und der 

möglichen Penetration magnetischer Nanopartikel über die Plazentaschranke. Dieser 

Versuch sollte dazu dienen, beurteilen zu könne inwiefern MNP die fluoreszenzba-

sierte Caspase-4-Aktivitätsmessung beeinträchtigen. 

Fragestellung  

Magnetische Nanopartikel finden im diagnostischen Bereich eine breite Anwendung. 
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Sie dienen mit hoher Selektivität zur Manipulation und Separierung von Proteinen 

aus Zelllysaten unter Anlage eines externen magnetischen Feldes (Safarik und 

Safarikova 2004). Auch Zellen können mithilfe von NMP manipuliert werden. Daher 

ist es von Interesse zu wissen, ob die magnetischen Nanopartikel den Detektions-

prozess, beispielsweise eines Fluoreszenzsignals stören können. Hierfür wurde der 

Einfluss der MNP auf die Bestimmung der Fluoreszenz von freiem AFC untersucht. 

Durchführung 
Die Nanopartikelstammlösung (fluid-MAG-D mit Eisen (II,III)-Oxid im Kern) wurde mit 

zweifach destilliertem Wasser 1:100 verdünnt (c = 0,5 µg/µl). 983 µl F-12 Medium 

wurde zusammen mit 10 µl AFC-Stammlösung (100 pmol/ml oder 10 pmol/ml) und 

6,8 µl der Nanopartikel-Stammlösung (0,5 µg/µl) gemischt. Zur Messung des Blind-

wertes wurde anstelle der Nanopartikelstammlösung bidestilliertes Wasser verwen-

det. Die Proben wurden mit einem Vortexer gut gemischt. Im Folgenden wurden aus 

diesem Gemisch 0,5 ml entnommen und mit 1 ml MeOH versetzt. Es folgte eine La-

gerung auf Eis für 20 min. 500 µl jeder Probe wurden in einen Centrifugal Filter über-

führt und 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. In jedem Zentrifugat wurde anschließend 

mit der RP-HPLC freies AFC chromatographisch aufgetrennt und anschließend das 

Fluoreszenzsignal von AFC gemessen (in mV*min). Es wurden für jede Konzentrati-

on (entweder 10 oder 100 pmol/ml) drei Versuchsansätze durchgeführt.  

3.12 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde Microsoft Excel 2007 verwendet. 

Hiermit erfolgte die Berechnung der Mittelwerte und der Standardabweichung als 

Maß für die Güte der ermittelten Mittelwerte.  

Microsoft Excel 2007 wurde ebenfalls zur Berechnung der Signifikanzen verwendet 

unter Verwendung des t-Tests (gepaart, zweiseitig). Das Signifikanzniveau wurde bei 

p < 0,05 erreicht. 

Unter Verwendung von SPSS erfolgte die zweifaktorielle, univariate Varianzanalyse 

(ANOVA) nach dem allgemeinen linearen Modell.               
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Aktivitätsbestimmung einer rekombinanten Caspase-4 

Um die Aktivität einer Reihe von Caspasen zu bestimmen, stehen verschiedene De-

tektionsmöglichkeiten zur Verfügung, wie sie unter Punkt 1.4 erläutert wurden. Für 

die meisten dieser Verfahren ist es nötig, nach Kultivierung der gewünschten Zellkul-

tur deren Proteine zu isolieren. Diese entstandenen Lysate werden dann nach stan-

dardisiertem Protokoll mit dem passenden Fluoreszenz- oder Farbstoff-gekoppelten 

Caspase-Substrat inkubiert. Nach einem definierten Zeitraum wird die Reaktion be-

endet und anschließend fluorimetrisch oder kolorimetrische die umgesetzte Sub-

stratmenge bestimmt. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Caspase-4-Aktivität einer Zellkultur zu bestimmen und 

dabei auf den Schritt der Zelllyse zu verzichten. Das Caspase-4-Substrat wurde hier-

für direkt zur Zellkultur gegeben, so dass es in die Zellen diffundieren und dort von 

aktiver Caspase-4 umgesetzt werden konnte. Freies AFC trat anschließend entspre-

chend des Diffusionsgleichgewichts in den Überstand über und sollte aus diesem 

durch RP-HPLC aufgetrennt und mittels Fluoreszenzdetektion bestimmt werden. 

Eine Aktivitätsbestimmung auf Grundlage einer vitalen, adhärent wachsenden Zell-

kultur war in der Literatur nicht ausreichend beschrieben. Daher brauchten wir einen 

Anhalt, wie lange die Zellen mit dem Caspase-4-Substrat behandelt werden sollten, 

um eine ausreichende Zeit für die Diffusion und Umsetzung zu gewährleisten. Tao et 

al. bestimmten die Caspase-3-Aktivität in einer Reihe nicht-adhärent wachsender 

Zellen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Caspase-Aktivität nach Inkubation 

der Zellen mit dem Substrat und vorheriger Behandlung mit verschiedenen Apoptose 

auslösenden Chemotherapeutika nach vier Stunden nachlässt. Als mögliche Ursache 

hierfür wurde eine vermehrte Durchlässigkeit der Zellmembran für Caspasen und 

eine zunehmende Inaktivierung nach dieser Zeit vermutet (Tao et al. 2007). 

Untersucht werden sollte der zeitliche Verlauf der enzymatischen Freisetzung von 

AFC durch eine rekombinante Caspase-4 bei definierter Caspase-4-Substrat- und 

Enzymkonzentration (siehe Abbildung 4.1). Es wurde die identische Substratkonzent-

ration des Caspase-4-Substrats gewählt, die auch im Zellkulturansatz herrschte. Die 
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AFC- Konzentration (in pmol/ml) im Versuchsansatz wurde zu 10 verschiedenen 

Zeitpunkten (nach 0,5 / 1 / 2 / 3 / 4 / 5 / 6 / 7 / 8 und 24 Stunden), beginnend bei 30 

min Inkubationszeit und spätestens nach 24 Stunden bestimmt. Die AFC-

Konzentration nach 24 Stunden wurde als 100% festgelegt. Das Diagramm in Abbil-

dung 4.1. zeigt die Ergebnisse von zwei Versuchsdurchführungen. An jedem Mess-

zeitpunkt wurden je zwei Proben entnommen, darin die AFC-Konzentration bestimmt 

und deren Mittelwerte berechnet. Es zeigt sich ein konstanter Anstieg des freigesetz-

ten AFC innerhalb der ersten vier Stunden, in denen 50% des im definierten Beo-

bachtungsintervall freigesetzten AFC detektiert wurden. Innerhalb weiterer vier Stun-

den steigerte sich dieses lediglich auf 60%. 

 

 

 

 

 

 

 

Da innerhalb der ersten vier Stunden bereits die Hälfte der umgesetzten AFC-Menge 

erreicht wurde und im weiteren zeitlichen Verlauf keine deutliche Steigerung zu re-

gistrieren war, erschien ein Zeitraum von vier Stunden als optimale Inkubationszeit, 

insbesondere um Diffusion des Caspase-4-Substrats und dessen Umsetzung zu ge-

währleisten, um ein quantifizierbares Signal im Fluoreszenzdetektor zu erhalten. 
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Abbildung 4.1: Quantifizierung der Caspase-Aktivität einer rekombinanten 
Caspase-4 im in-vitro-Versuch. Dargestellt ist die AFC-Konzentration in Prozent in 
Abhängigkeit von der Zeit, wobei die AFC-Konzentration nach 24 Stunden als 100% 
festgelegt wurde. Es gab zwei Versuchsansätze (grüne Datenpunkte, blaue Daten-
punkte) und damit zwei Messreihen mit Messungen an 10 verschiedenen Zeitpunk-
ten. An jedem Messzeitpunkt wurden von jedem Versuchsansatz zwei Proben ent-
nommen und der Mittelwert bestimmt. Die Fehlerbalken zeigen die jeweiligen Stan-
dardabweichungen. 
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4.2 Direkte Aktivitätsbestimmung der Caspase-4 durch Bestimmung der 
AFC-Konzentration in Zellkulturüberständen und Zelllysaten von 
JEG-3 durch RP-HPLC  

4.2.1 Optimierung der RP-HPLC-Messbedingungen 

Der in dieser Arbeit verwendete Caspase-4-Assay ist eine Weiterentwicklung der be-

reits von Koehn et al. entwickelten fluoreszenzbasierten Aktivitätsbestimmung von 

Caspase-4 durch RP-HPLC (Koehn et al. 2008). 

Koehn et al. verwendeten ein isokratisches Trennverfahren durch ein konstantes 

Verhältnis von Methanol und Wasser (70/30) für die mobile Phase. Mit dem Ziel, eine 

bessere Quantifizierung im niedrigen Konzentrationsbereich zu erreichen, erfolgte 

ein Wechsel zu einer Gradientenelution. Es wurden zwei verschiedene Eluenten 

verwendet. Zum einen ein Gemisch aus 10% Methanol und Wasser und zum ande-

ren 100%iges Methanol. Das Verhältnis beider Eluenten änderte sich im zeitlichen 

Verlauf (siehe Abbildung 3.5) mit Zunahme des Methanol-Anteils innerhalb von 10 

min. Für 4 min wurde dieses Verhältnis konstant gehalten, um das System dann wie-

der mit dem Ausgangsverhältnis der beiden Bestandteile zu reequilibrieren. Vorteil 

dieses Gradientensystems war die Aufzeichnung spitzerer Peaks im Chromatog-

ramm, die besser integriert werden konnten und daher eine genauere Datenauswer-

tung ermöglichten. Dies ist speziell dann von Vorteil, wenn zwischen zwei zu quanti-

fizierenden Probenbestandteilen nur geringe Unterschiede in der Fluoreszenz beste-

hen und wenn die Proben nur einen geringen Anteil an freiem AFC aufweisen. Zu-

dem hat ein Gradientensystem mit zunehmendem Anteil organischer Lösungsmittel 

den Vorteil, Verunreinigungen besser von der Säule entfernen zu können. 

Wir verwendeten das identische Packungsmaterial und die identische Größe der 

Säule (C18, 250 x 4 mm, 5 µm) wie Koehn et al.. Wir tauschten jedoch die Vorsäule 

(ODS Hypersil column, C18, 10 x 4,6 mm, 5 µm) gegen eine Säule aus, die identisch 

zur Hauptsäule war. 

Versuche, deren Resultate an dieser Stelle nicht im Einzelnen aufgeführt werden sol-

len, erbrachten das Problem, dass beim isokratischen Trennverfahren und einem 

erhöhten Probendurchlauf die Bestimmungen im Verlauf ungenauer wurden. Es la-
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gerten sich Substanzen auf der Säule ab, wodurch es zu einem Anstieg des Druckes 

auf der Säule kam, sich die Zeit bis zur Elution des AFC verlängerte und ein Eluen-

tendurchlauf zwischen zwei Proben nicht mehr ausreichte, die Verunreinigungen zu 

beseitigen. Neben der Gradientenelution konnte der Grad der Verunreinigung und 

damit die Lebensdauer einer Säule verbessert werden, indem die Proben vor Injekti-

on in das HPLC-System mit Methanol ausgefällt wurden. 

Insgesamt konnte eine präzisere Quantifizierung von niedrigen Konzentrationen bis 

zu 0,2 pmol/ml erreicht werden, im Vergleich zu 40 pmol/ml durch das isokratische 

Trennverfahren. Der Nachteil dieser präziseren Bestimmung war jedoch, dass sich 

die Elutionszeit von freiem AFC verlängerte und das AFC-Signal statt nach 6,9 min 

erst nach 7,3 min detektierbar war. Abbildung 4.2 zeigt das entsprechende Chroma-

togramm. Durch das Gradientensystem verlängerte sich auch die Zeit für die Reequi-

librierung von 5 auf 10 min, sodass mit einer Standardlaufzeit von 10 min für die 

AFC-Bestimmung ein Probendurchlauf insgesamt 20 min in Anspruch nahm. 
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Abbildung 4.2: Darstellung des Chromatogramms einer RP-HPLC mit 
Gradientenelution. Dargestellt ist die Signalintensität von AFC nach tR = 
7,27 min und vom intakten Caspase-4-Substrat nach tR = 4 min. Die Anre-
gungswellenlänge betrug 400 nm, die Emissionswellenlänge (EM) 505 nm. 
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4.2.2 Ergebnisse für die Zellkulturüberstände 

Die statistische Auswertung erfolgte durch eine zweifaktorielle, univariate Varianz-

analyse (allgemeines lineares Modell). Hierbei sollte der Einfluss des Zusatzes zur 

JEG-3-Zellkultur bestehend aus 

 Caspase-4-Substrat oder  

 Caspase-4-Substrat und Caspase-4-Inhibitor oder 

 Caspase-4-Substrat und Pan-Caspase-Inhibitor 

und der Einfluss des jeweiligen Messzeitpunktes (Messung am 1. Tag vs. 2. Tag vs. 

3. Tag vs. 4. Tag) auf das Messergebnis (AFC-Konzentration in pmol/ml) im Zellkul-

turüberstand und dem dazugehörigen Zelllysat (Ergebnisse hierzu siehe 4.2.3) und 

deren Interaktionseffekt auf das Messergebnis untersucht werden. Es handelt sich 

hierbei um eine zweifaktorielle Varianzanalyse, bestehend aus zwei Faktoren (unab-

hängige Variablen). Der eine Faktor war der Zellkulturzusatz, der dreifach abgestuft 

war, da die drei oben aufgeführten Zellkulturzusätze zu der JEG-3-Zellkultur gegeben 

werden konnten. Der Messzeitpunkt „Messtag“ stellte den anderen Faktor dar, der 

vierfach abgestuft war, weil folglich an vier verschiedenen Tagen der Versuch durch-

geführt wurde und so vier Messzeitpunkte entstanden. Gemessen wurde die Kon-

zentration an freiem AFC in pmol/ml als abhängige Variable. Anhand des gesättigten 

Modells wurde neben allen Haupteffekten (Einfluss der Zellkulturzusätze und Einfluss 

des Messzeitpunktes) auch die Wechselwirkung zwischen den Faktoren berechnet 

(siehe Abbildung 4.3). 

 

Folgende Fragen sollten mit diesem Versuch geklärt werden: 

 Unterscheidet sich die Caspase-4-Aktivität (Höhe der gemessenen AFC-

Konzentrationen) der JEG-3-Zellkulturen, wenn zu den Zellen neben dem 

Caspase-4-Substrat auch ein Caspase-4-Inhibitor oder ein Pan-Caspase-

Inhibitor zugesetzt wird? 

 Wie sehr unterscheiden sich die Messergebnisse, wenn der Versuch an vier 

verschiedenen Tagen durchgeführt wird? 



 Hat der jeweilige 

schiedlich starken 

Konzentration? 

 

 

 

 

An jedem der vier Messzeitpunkte wurden drei 

Kulturplatte mit JEG-3-Zellen

4-Substrat“ oder „Caspase

Substrat und einen Pan

Konzentration von freigesetztem AFC bestimmt

tagen wurden entweder zwei oder drei 

„Messtage“ 1-4 unterschie

ansatz verwendet wurde. Die Zellen stammten aus unterschiedlichen Passagen einer 

Zelllinie JEG-3.  

Um das Modell zu überprüfen, wur

Daten an den vier verschiedenen Messtage

turzusätze erhoben (siehe Tabelle 4.1)

 

 

 
 
 

Abbildung 4.3: Modellformulierung zum Versuch. 
unabhängigen Variablen „Zellkulturzusatz“ und „Messtag“
„AFC-Konzentration“ und deren Interaktion.

jeweilige Inhibitor-Zusatz an den verschiedenen Tagen einen unte

schiedlich starken reduzierenden Einfluss auf die Höhe der AFC

An jedem der vier Messzeitpunkte wurden drei Kulturbereiche

Zellen vorbereitet: Entweder setzte man den Zellen 

Caspase-4-Substrat und Caspase-4-Inhibitor

Substrat und einen Pan-Caspase-Inhibitor“ zu. Im Zellkulturüberstand wurde die 

Konzentration von freigesetztem AFC bestimmt (in pmol/ml). An den einzelnen Mes

tagen wurden entweder zwei oder drei identische Versuchsansätze präpariert.

4 unterschieden sich dadurch, dass für jeden Tag ein neuer Zellkultu

ansatz verwendet wurde. Die Zellen stammten aus unterschiedlichen Passagen einer 

Um das Modell zu überprüfen, wurden somit für die Zellkulturüberstände 

verschiedenen Messtagen und für die drei verschiedenen Zell

(siehe Tabelle 4.1): 

Abbildung 4.3: Modellformulierung zum Versuch. Untersucht wurden der Einfluss der 
unabhängigen Variablen „Zellkulturzusatz“ und „Messtag“ auf die abhängige Variable 

Konzentration“ und deren Interaktion. 
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den verschiedenen Tagen einen unter-

Einfluss auf die Höhe der AFC-

 

Kulturbereiche einer 6-Well-

vorbereitet: Entweder setzte man den Zellen „Caspase-

Inhibitor“ oder „Caspase-4-

. Im Zellkulturüberstand wurde die 

An den einzelnen Mess-

identische Versuchsansätze präpariert. Die 

den sich dadurch, dass für jeden Tag ein neuer Zellkultur-

ansatz verwendet wurde. Die Zellen stammten aus unterschiedlichen Passagen einer 

für die Zellkulturüberstände folgende 

und für die drei verschiedenen Zellkul-

Untersucht wurden der Einfluss der 
auf die abhängige Variable 
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Zellkulturzusatz Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung n 

Caspase-4-Substrat 1. Messtag 154,53 24,60 2 

2. Messtag 278,52 107,34 3 

3. Messtag 138,78 16,21 3 

4. Messtag 289,72 98,22 3 

Caspase-4-Substrat +  
Caspase-4-Inhibitor 

1. Messtag 125,97 23,33 2 

2. Messtag 230,05 103,60 3 

3. Messtag 91,89 36,68 3 

4. Messtag 187,05 40,55 2 

Caspase-4-Substrat +  
Pan-Caspase-Inhibitor 

1. Messtag 86,23 1,08 2 

2. Messtag 195,51 91,46 3 

3. Messtag 50,14 2,39 2 

4. Messtag 159,07 29,17 3 
 
 
Betrachtet man den ersten Messzeitpunkt (1. Messtag), wird ersichtlich, dass die 

Konzentration von freiem AFC im Überstand durch die Vorbehandlung der Zellen mit 

Caspase-4-Inhibitor vor Inkubation mit Caspase-4-Substrat reduziert wurde. Wurden 

die Zellen hingegen sogar mit einem Pan-Caspase-Inhibitor versetzt, sank die regis-

trierte AFC-Konzentration noch deutlicher. Das zeigte einerseits, dass sowohl das 

Substrat, als auch die Inhibitoren die Zellmembran überwinden konnten und ließ an-

dererseits vermuten, dass an der Katalyse des Caspase-4-Substrats auch andere 

Caspasen beteiligt sind. Die Reduktion der AFC-Konzentration infolge des Inhibitor-

Zusatzes ließ sich an allen der vier Messzeitpunkte beobachten. Die Mittelwerte der 

gemessenen AFC-Konzentrationen bei identischem Zellkulturzusatz an den ver-

schiedenen Messtagen variieren jedoch im direkten Vergleich. 

Der Homogenitätstest nach Levene auf Gleichheit der Varianzen ergab mit 0,043 ein 

signifikantes Ergebnis. Folglich war keine Varianzenhomogenität gegeben, so dass 

als Post-hoc-Test für Mehrfachvergleiche der LSD-Test (Least Significant Difference 

Test) angewendet wurde. Dieser prüft auf Einzelunterschiede der Mittelwerte bei va-

rianzheterogenen Stichproben. Hierbei zeigte sich, dass die mittlere Differenz zwi-

Tabelle 4.1: AFC-Konzentration der Zellkulturüberstände für die 
drei verschiedenen Zellkulturzusätze an den vier verschiedenen 
Messzeitpunkten. Aufgeführt sind die Mittelwerte und deren Standard-
abweichungen der gemessenen AFC-Konzentrationen in pmol/ml der 
Versuchsansätze an den jeweiligen Messtagen (entweder n = 2 oder 3 
Versuchsansätze pro Tag) in Abhängigkeit vom Zellkulturzusatz. 
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schen dem Zellkulturansatz mit dem Zusatz „Caspase-4-Substrat“ und dem aus 

„Caspase-4-Substrat mit Caspase-4-Inhibitor“ nur knapp nicht signifikant war (p = 

0,052). Die mittlere Differenz der Messergebnisse für den Zellkulturansatz mit dem 

Zusatz „Caspase-4-Substrat“ und dem Zusatz „Caspase-4-Substrat und Pancaspa-

se-Inhibitor“ war mit p = 0,009 signifikant. Im Mehrfachvergleich der Messzeitpunkte 

untereinander unterschieden sich mit Ausnahme von 1. zum 3. „Messtag“ und vom 2. 

zum 4. „Messtag“ alle Messdurchläufe signifikant voneinander. 

Die Varianzanalyse ergab für die Variable „Zellkulturzusatz“ eine Signifikanz (p-Wert) 

von 0.021. Dieser Wert lag unter dem Signifikanzniveau von 0.05, so dass davon 

ausgegangen werden konnte, dass die Variable “Zellkulturzusatz“ alleine einen Ein-

fluss auf das Ergebnis der AFC-Konzentrationsbestimmung hatte. Für den Faktor 

Messzeitpunkt („Messtag“) wurde eine Signifikanz (p-Wert) von 0.001 ausgegeben. 

Auch dieser Wert lag weit unter dem Signifikanzniveau von 0.05, so dass auch hier-

bei davon ausgegangen werden konnte, dass der Faktor „Messtag“ alleine einen Ein-

fluss auf das Ergebnis der AFC-Konzentrationsbestimmung hatte. Die Signifikanz für 

die Interaktion zwischen Zellkulturzusatz und Messzeitpunkt lag mit 0.984 über dem 

Signifikanzniveau von 0.05. Dies deutete daraufhin, dass der Zellkulturzusatz und 

der jeweilige Messzeitpunkt zusammen keinen signifikanten Einfluss auf die AFC-

Konzentration hatten. Daraus ließ sich schlussfolgern, dass die Zellkulturzusätze, 

insbesondere die Inhibitorzusätze einen Einfluss auf die gemessene AFC-

Konzentration hatten, jedoch unabhängig an welchem Tag gemessen wurde. Der 

Messzeitpunkt für sich betrachtet, spielt allerdings eine entscheidende Rolle und 

kann einen deutlichen Einfluss auf das Messergebnis ausüben. An jedem der Mess-

zeitpunkte wurde eine andere Passage der gleichen JEG-3-Zellkultur verwendet. 

Folglich waren auch bei identischer Handhabung und Probenvorbereitung die Zellen 

an den vier Messtagen unterschiedlich alt und offensichtlich mit unterschiedlicher 

Caspase-4-Aktivität, erkennbar an den vier unterschiedlich großen Mittelwerten der 

AFC-Konzentration an Messtag 1, 2, 3 und 4 bei fehlendem Inhibitorzusatz. An die-

ser Stelle ist jedoch anzumerken, dass sich die Ergebnisse an Tag 1 und 3, sowie an 

Tag 2 und 4 ähnelten. 

Es interessierte an dieser Stelle noch die Frage, ob die Auswirkung auf die Caspase-

Aktivität durch den Caspase-4-Inhibitor und den Pan-Caspase-Inhibitor an den vier 

verschiedenen Messtagen in gleicher Ausprägung stattfand (siehe Abbildung 4.4). 
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Inhibitors. Nach jeder Inhibitorbehandlung der Zellen erfolgte die Hinzugabe des 

Caspase-4-Substrats. An jedem der vier Messtage wurden die höchsten geschätzten 

Randmittel der AFC-Konzentrationen in den Zellkulturansätzen mit Caspase-4-

Substrat ohne Inhibitor-Zusatz erreicht. Auch wurde an jedem der vier Messzeitpunk-

te durch den Pan-Caspase-Inhibitor eine deutlichere Reduktion der AFC-

Konzentration als durch den Caspase-4-Inhibitor bewirkt. Ersichtlich wird in Abbil-

dung 4.4 ein annähernd paralleler Verlauf der drei Linien ohne Überschneidungen, 

da keine Wechselwirkung der Faktoren („Messtag“ und „Zellkulturzusatz“) bestanden. 

Zellkulturzusatz und Messtag zusammen schienen also keinen Einfluss auf die Er-

gebnisse der Konzentrationsbestimmung zu haben. Jeder der beiden Faktoren für 

sich betrachtet, hatte allerdings allein einen Einfluss auf das Messergebnis. Weiter-

hin wird deutlich, dass trotz unterschiedlich großer geschätzter Randmittel für die 

Ergebnisse an den verschiedenen Messtagen, der Caspase-4-Inhibitor und der Pan-

Caspase-Inhibitor an jedem Messtag den nahezu gleichen Effekt auf die Zellkultur 

und damit die Caspase-4-Aktivität ausübten. 

4.2.3 Ergebnisse für die Zelllysate 

Aus den Zellkulturansätzen zur Bestimmung der Caspase-4-Aktivität durch Messung 

der AFC-Konzentration im Zellkulturüberstand (Ergebnisse siehe 4.2.2) wurde auch 

die AFC-Konzentration in den dazugehörigen Zelllysaten bestimmt, also der AFC-

Anteil, der in der Zelle nach Katalyse durch die Caspase-4 verblieb und nicht in den 

Zellüberstand diffundierte. Hierfür wurden die Zellen nach Abnahme des Zellkultur-

überstands geerntet und lysiert. In dem entstandenen Proteinisolat wurde die AFC-

Konzentration bestimmt. Der Unterschied zu konventionellen indirekten Caspase-

Assays bestand darin, dass die Zellkultur mit Caspase-4-Substrat, -Inhibitor und Pan-

Caspase-Inhibitor inkubierte und nicht erst deren Zelllysate. Ziel sollte es sein, her-

auszufinden, wie viel AFC nach katalytischer Abspaltung vom Tetrapeptid in der Zel-

le verbleibt und wie Durchführbarkeit und Handhabung dieser Zelllyse zu beurteilen 

sind. Die statistische Auswertung erfolgte auch hierbei mit der zweifaktoriellen univa-

riaten Varianzanalyse durch das allgemeine lineare Modell. Untersucht wurde der 

Einfluss der Behandlung der JEG-3-Zellkultur mit folgenden Zellkulturzusätzen: 

 Caspase-4-Substrat oder  
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 Caspase-4-Substrat und Caspase-4-Inhibitor oder 

 Caspase-4-Substrat und Pan-Caspase-Inhibitor 

und der Einfluss des jeweiligen Messzeitpunktes (Messung am 1. Tag vs. 2. Tag vs. 

3. Tag vs. 4. Tag) auf das Messergebnis (AFC-Konzentration in pmol/ml) im Zellkul-

turüberstand (siehe 4.2.2) und dem dazugehörigen Zelllysat. Es handelt sich hierbei 

um eine zweifaktorielle Varianzanalyse bestehend aus dem dreifach abgestuften 

Faktor „Zellkulturzusatz“ und dem vierfach abgestuften Faktor des Messzeitpunktes. 

Gemessen wurde auch hier die Konzentration an freiem AFC in pmol/ml als abhän-

gige Variable. Anhand des gesättigten Modells wurde neben allen Haupteffekten 

(Einfluss der Zellkulturzusätze und Einfluss des Messzeitpunktes) auch die Wech-

selwirkung zwischen den Faktoren berechnet. 

Um das Modell zu überprüfen, wurden somit für die Zelllysate folgende Daten an den 

vier verschiedenen Messtagen und für die drei verschiedenen Zellkulturzusätze er-

hoben (siehe Tabelle 4.2): 
 

 

 

 

 

Zellkulturzusatz Messzeitpunkt Mittelwert Standardabweichung n 

Caspase-4-Substrat 1. Messtag 216,51 17,94 2 

2. Messtag 307,26 18,61 3 

3. Messtag 235,13 103,17 3 

4. Messtag 241,48 52,69 3 

Caspase-4-Substrat +  
Caspase-4-Inhibitor 

1. Messtag 201,19 37,05 2 

2. Messtag 212,25 22,75 3 

3. Messtag 194,34 58,94 3 

4. Messtag 163,39 30,27 2 

Caspase-4-Substrat +  
Pan-Caspase-Inhibitor 

1. Messtag 149,41 6,76 2 

2. Messtag 135,06 34,27 3 

3. Messtag 137,44 33,58 2 

4. Messtag 91,56 13,52 3 
 

Tabelle 4.2: AFC-Konzentration der Zelllysate für die drei verschie-
denen Zellkulturzusätze an den vier verschiedenen Messzeitpunk-
ten. Aufgeführt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen 
der gemessenen AFC-Konzentrationen in pmol/ml der Versuchsansätze 
an den jeweiligen Messtagen (entweder n = 2 oder 3 Versuchsansätze 
pro Tag) in Abhängigkeit vom Zellkulturzusatz. 
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Bei Betrachtung der gemessenen AFC-Konzentrationen in den Zelllysaten wird auch 

hier ersichtlich, dass an allen vier Messtagen die höchsten Werte in den Zellkulturan-

sätzen ohne Inhibitor-Zusatz erreicht wurden. Die Wirkung des Caspase-4-Inhibitors 

und des Pan-Caspase-Inhibitors war dementsprechend auch in den Zelllysaten eine 

reduzierende auf die Höhe der AFC-Konzentration. Nach Vorbehandlung der JEG-3-

Zellen mit einem Pan-Caspase-Inhibitor wurden die AFC-Konzentrationen an allen 

vier „Messtagen“ deutlicher reduziert, als durch Vorbehandlung mit dem Caspase-4-

Inhibitor. Die Reduktion durch die beiden Inhibitoren fiel jedoch an allen vier Mess-

zeitpunkten unterschiedlich stark aus. So war der reduzierende Effekt durch den 

Caspase-4-Inhibitor an Messtag 1 am geringsten. Die Mittelwerte der gemessenen 

AFC-Konzentrationen bei identischem Zellkulturzusatz an den verschiedenen Mess-

tagen variierten jedoch im direkten Vergleich. 

Die Varianzanalyse, welche nach dem allgemeinen linearen Modell berechnet wurde, 

zeigte für die Zelllysate, dass der „Zellkulturzusatz“ einen signifikanten Einfluss auf 

das Messergebnis hatte (p = 0,00). Der Faktor „Messtag“ besaß bei den Zelllysaten 

keinen signifikanten Einfluss (p = 0,188). Die Signifikanz für die Interaktion zwischen 

Zellkulturzusatz und Messzeitpunkt lag mit 0.656 über dem Signifikanzniveau von 

0.05. Dies deutete daraufhin, dass der Zellkulturzusatz und der jeweilige Messzeit-

punkt zusammen keinen signifikanten Einfluss auf die AFC-Konzentration in den Zell-

lysaten hatten. 

Der Homogenitätstest nach Levene auf Gleichheit der Varianzen ergab mit 0,075 ein 

signifikantes Ergebnis (p = 0.1), so dass folglich keine Varianzenhomogenität gege-

ben war. Als Post-hoc-Test für Mehrfachvergleiche wurde der LSD-Test angewendet. 

Die mittlere Differenz der Messergebnisse für die Zellkulturansätze mit den verschie-

denen Zusätzen: „Caspase-4-Substrat“, „Caspase-4-Substrat und Caspase-4-

Inhibitor“, sowie „Caspase-4-Substrat und Pancaspase-Inhibitor“ war stets signifikant. 

Die mittlere Differenz der Messergebisse für den Zellkulturzusatz „Caspase-4-

Substrat“ mit dem Zellkulturzusatz „Caspase-4-Substrat und Pancaspase-Inhibitor“ 

war sogar hoch signifikant (p = 0,000). Der Mehrfachvergleich der Messtage ergab 

zum größten Teil keine signifikanten Ergebnisse. Lediglich die mittlere Differenz der 

Messergebnisse vom 2. zum 4. Tag ergaben einen signifikanten Unterschied (p = 

0,033). 
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Hinzugabe eines Pan-Caspase-Inhibitors. An jedem der vier Messtage wurden die 

höchsten geschätzten Randmittel der AFC-Konzentrationen in den Zellkulturansät-

zen mit Caspase-4-Substrat ohne Inhibitor-Zusatz erreicht. Auch wurde an jedem der 

vier Messzeitpunkte durch den Pan-Caspase-Inhibitor eine deutlichere Reduktion der 

AFC-Konzentration als durch den Caspase-4-Inhibitor bewirkt. Im Gegensatz zur Ab-

bildung 4.4 zeigen die Linien keinen parallelen Verlauf. Überschneidungen sind je-

doch auch hierbei nicht ersichtlich. Dies bedeutet zum einen, dass die Zellkulturzu-

sätze an jedem Messtag einen unterschiedlich starken Einfluss auf die AFC-

Konzentration hatten und die einzelnen Messtage untereinander nicht vergleichbar 

sind. Zum anderen hatten auch hier Zellkulturzusatz und Messtag zusammen keinen 

Einfluss auf die Ergebnisse der AFC-Konzentrationsbestimmung. Es spielte zwar 

auch hier eine Rolle, an welchem Tag wir die Messung durchführten, folglich welche 

Passage der JEG-Zellkultur verwendet wurde, aber der reduzierende Effekt durch die 

Inhibitoren war an allen vier Tagen, wenn auch in unterschiedlicher Ausprägung, er-

sichtlich. Denn auch hier deutete sich an, dass die „Grundaktivität“ der Caspase-4 an 

den vier Tagen unterschiedlich ausgeprägt war. Ob die unterschiedlich ausfallende 

Wirkung der Inhibitoren auf die AFC-Konzentration in den Lysaten ein Problem der 

Probenvorbereitung war, soll an anderer Stelle diskutiert werden.  

4.2.4 Vergleich der AFC-Konzentrationsbestimmung in Zellkulturüberständen und 
den dazugehörigen Zelllysaten 

Bei der in dieser Arbeit diskutierten neuen direkten Herangehensweise an die Aktivi-

tätsbestimmung der Caspase-4 sollte gezeigt werden, dass man einen Rückschluss 

auf die Aktivität ziehen kann, wenn man die AFC-Konzentration im Überstand einer 

Zellkultur bestimmt, wenn diese zuvor mit dem Caspase-4-Substrat bzw. Caspase-

Inhibitoren behandelt wurde. Ein Vergleich der direkten und indirekten Caspase-

Aktivitätsmessung an einer gemeinsamen Zellkultur ist nicht möglich, da Zellen, die 

bereits mit dem Caspase-4-Substrat behandelt wurden, nicht erneut nach dem 

Schritt der Zelllyse und Proteinisolation zur Behandlung mit dem Caspase-4-Substrat 

in Frage kommen. 

An dieser Stelle sollte der Anteil des freigesetzten AFC im Zellkulturüberstand und 

dem dazugehörigen Lysat der Zellen bei der direkten Caspase-Aktivitätsmessung in 
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der JEG-3-Zellkultur, wenn diese zuvor mit Caspase-4-Substrat und Caspase-4-

Inhibitor behandelt wurde, untersucht werden (auf die Behandlung der Zellen mit ei-

nem Pancaspase-Inhibitor wurde an dieser Stelle verzichtet). Die Gegenüberstellung 

sollte Auskunft über die Fehlerquellen bei der Probenvorbereitung, die Reproduzier-

barkeit der Ergebnisse und die Verteilung des AFC nach katalytischer Spaltung auf 

Zellkulturüberstand und Zelllysat geben.  

Die Versuchsdurchführung entsprach der unter 3.6 beschriebenen Methode. Hierfür 

wurden JEG-3-Zellen in je zwei Kulturbereiche einer 6-Well-Zellkulturplatte gegeben. 

Dann wurde entweder nur Caspase-4-Substrat zu den Zellen gegeben, oder zuvor 

der Caspase-4-Inhibitor, um die vorhandenen Caspasen zu hemmen. Anschließend 

bestimmten wir die AFC-Konzentration im Zellkulturüberstand und im Zelllysat, nach-

dem die JEG-Zellen geerntet und lysiert wurden. Dieser Versuchsansatz wurde drei-

mal wiederholt. Es wurden immer JEG-3-Zellen der gleichen Passage verwendet. 

Abbildung 4.6 gibt einen Überblick über die Mittelwerte der erhobenen AFC-

Konzentrationen in den Überständen (dunkelblau) und Lysaten (hellbau). 
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Abbildung 4.6: Bestimmung der AFC-Konzentrationen im Überstand und im da-
zugehörigen Lysat einer Zellkultur von JEG-3 nach Behandlung der Zellen mit 
Caspase-4-Substrat und -Inhibitor. Die Säulen stellen die Mittelwerte der AFC-
Konzentrationen in pmol/ml des Überstands (dunkelblaues Säulenpaar) und dem da-
zugehörigen Zelllysat (hellblaues Säulenpaar) dar. Die linke Säule beider Säulenpaare 
zeigt die Konzentration an freiem AFC im Überstand und Lysat von Zellen, die nur mit 
Caspase-4-Substrat behandelt wurden. Die rechte Säule beider Säulenpaare zeigt die 
Konzentration an freiem AFC im Überstand und Lysat einer Zellkultur, die zusätzlich 
mit Caspase-4-Inhibitor behandelt wurde. Die Säulen zeigen Mittelwerte von jeweils 
drei Zellkulturansätzen mit den dazugehörigen Standardabweichungen, sowie relevan-
te Signifikanzen (t-Test, p<0,05). Abk.: C4S: Caspase-4-Substrat, C4I: Caspase-4-
Inhibitor. n = 3 unabhängige Versuche. 
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Es kommt zur Darstellung, dass sich die gemessenen Konzentrationen von freiem 

AFC mit Angabe in pmol/ml zwischen dem Zelllysat und dem dazugehörigen Zellkul-

turüberstand unterschieden. Die AFC-Konzentration im Zellkulturüberstand war ca. 

2,5 fach größer im Vergleich zum jeweiligen Zelllysat der aufbereiteten Zellen (siehe 

Abbildung 4.6). Der reduzierende Effekt auf die Konzentration von freigesetztem AFC 

durch den Caspase-4-Inhibitor war in den Zellkulturüberständen und Zelllysaten ver-

gleichbar und statistisch signifikant.  

Betrachtet man die Säulenpaare in Abbildung 4.6 für den Zellkulturüberstand „dun-

kelblau“ und das dazugehörige Zelllysat „hellblau“ der JEG-3-Zellen, kann eine Re-

duktion der absoluten AFC-Menge pro Versuchsansatz durch eine zusätzliche Cas-

pase-4-Inhibitorbehandlung vor der eigentlichen vierstündigen Substratinkubation um 

den Faktor 1,6 sowohl im Überstand, als auch im dazugehörigen Lysat verzeichnet 

werden. 

Da die Handhabung der Zellkulturüberstände in der Probenvorbereitung deutlich ein-

facher war als die der Zelllysate, war die Tatsache, dass der größte Teil des freige-

setzten AFC in den Zellkulturüberstand diffundiert, sehr interessant. Das Kreisdia-

gramm in Abbildung 4.7 soll verdeutlichen, dass sich die größte Menge an AFC im 

Überstand einer Zellkultur befindet, nachdem das Caspase-4-Substrat in der Zelle 

umgesetzt und AFC freigesetzt wurde, welches in den Überstand diffundierte. Die 

Abbildung soll verdeutlichen, dass lediglich ca. ein Fünftel des freigesetzten AFC in 

den Zellen verbleibt. Der weitaus größere Anteil des freien AFC befindet sich im Zell-

kulturüberstand (43%) aus dem es auch bestimmt werden kann. Der Anteil des 

Blindwerts (38%) muss berücksichtigt und abgezogen werden. 
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4.3 Vergleich der direkten und indirekten Aktivitätsbestimmung der 
Caspase-4 einer JEG-3-Zellkultur 

Sobald Zellen einer JEG-3-Zellkultur mit einem Caspase-4-Substrat oder –Inhibitor 

vorbehandelt sind, ist eine Durchführung einer indirekten Capase-4-

Aktivitätstmessung auf Grundlage eines Zelllysats der gleichen Zellen nicht mehr 

möglich. Wie bereits erwähnt ist eine Gegenüberstellung beider Herangehensweisen 

nur möglich, wenn zwei getrennte Versuchsansätze verwendet werden. Wir führten 

mit JEG-3-Zellen der gleichen Passage zum einen eine direkte Caspase-4-

Aktivitätsmessung durch, wie unter 3.6 beschrieben. Die Zellen wurden entweder mit 

Caspase-4-Substrat oder mit Caspase-4-Substrat und Caspase-4-Inhibitor behan-

delt. Anschließend bestimmten wir im Zellkulturüberstand und im Zelllysat die AFC-

Konzentration. Zudem nutzten wir die Zellen der gleichen Passage für den bereits 

von Koehn et. al beschriebenen indirekten Caspase-4-Assay (Koehn et al. 2008) mit 

den von uns beschriebenen optimierten HPLC-Messbedingungen. Hierfür wurden 

Zellen einer JEG-3-Zellkultur lysiert. Das entstandene Proteinisolat wurde in einer 

gepufferten Lösung mit Caspase-4-Substrat oder Caspase-4-Substrat und Caspase-

4-Inhibitor behandelt. Nach Beendigung der Reaktion wurde in den Proben AFC 

38% 43%

19%

Zellkulturüberstand

Zelllysat

Blindwert

Abbildung 4.7: Verteilung des freien AFC nach erfolgter enzymati-
scher Umsetzung des Caspase-4-Substrats auf den Zellkulturüber-
stand und das Zelllysat von JEG-3 unter Berücksichtigung des 
Blindwerts. Das Kreisdiagramm zeigt die prozentualen Anteile an der 
Gesamtmenge von freigesetzten AFC in einem Versuchsansatz (ent-
sprechend einem Well einer 6-Well-Zellkulturplatte) nach dem die Zellen 
mit Caspase-4-Substrat behandelt wurden. 
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chromatographisch aufgetrennt und die Konzentration mittels Fluoreszenzdetektor 

bestimmt. Beide Versuchsansätze wurden parallel dreifach durchgeführt und an ei-

nem anderen Tag erneut dreifach wiederholt, allerdings mit einer älteren Passage 

der JEG-3-Zellen. Die Mittelwerte der erhobenen Ergebnisse zeigt Abbildung 4.8: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bezogen auf die Proteinmenge wird durch die indirekte Caspase-4-

Aktivitätsmessung in der gleichen Passage der JEG-3-Zellen eine höhere Caspase-

4-Aktivität gemessen, auch wenn ein Caspase-4-Inhibitor die Caspase-4-Aktivität 

hemmen sollte, im Vergleich zu dem Zellkulturüberstand und dem Zelllysat der JEG-

3-Zellen, die direkt mit Caspase-4-Substrat behandelt wurden.  

Beim Vergleich des Zellkulturüberstands und des Zelllysats bei der direkten Caspa-

se-4-Messung überwiegt der AFC-Anteil pro µg Protein im Überstand den im Lysat. 
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Abbildung 4.8: Vergleich der freigesetzten Menge an AFC bezogen auf den Protein-
gehalt einer Zellkultur JEG-3 in pmol/µg. Das linke Säulenpaar („blau“) zeigt die Menge 
AFC in pmol/µg des Zellkulturüberstands, das mittlere Säulenpaar („rot“) zeigt die AFC-
Menge des Lysat der Zellkultur, die mit Caspase-4-Substrat bzw. Caspase-4-Substrat und 
-Inhibitor behandelt wurden (direkte Caspase-Aktivitätsmessung). Das rechte Säulenpaar 
(„orange“) zeigt die AFC-Menge einer Zellkultur, dessen Proteinisolat erst mit Caspase-4-
Substrat bzw. Caspase-4-Substrat und -Inhibitor inkubierte (indirekte Caspase-
Aktivitätsmessung). Die Säulen zeigen Mittelwerte von jeweils sechs Zellkulturansätzen 
mit den dazugehörigen Standardabweichungen, sowie relevante Signifikanzen (t-Test, 
p<0,05).  Abk.: C4S: Caspase-4-Substrat, C4I: Caspase-4-Inhibitor, n = 6 Versuche. 
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Die Reduktion der AFC-Menge durch die vorherige Blockade der Caspase-4 durch 

den spezifischen Caspase-4-Inhibitor fällt bei der indirekten Messung deutlicher aus 

(auf 25%), bei der direkten Messung der Caspase-4-Aktivität bei Überstand und Ly-

sat um ca. 1/3, jedoch immer signifikant. 

4.4 Untersuchung von Fluoreszenzspektren 

4.4.1 Ein Vergleich der Fluoreszenzspektren von Caspase-4-Substrat, freiem AFC 
und einem Gemisch beider Substanzen 

Der in dieser Arbeit beschriebene Caspase-Assay beruht auf der Tatsache, dass das 

synthetische Caspase-4-Substrat (Ac-LEVD-AFC) nach enzymatischer Spaltung in 

der vitalen Zelle ein freies fluoreszierendes AFC generiert, das so mithilfe eines Fluo-

reszenzspektrometers nach chromatographischer Trennung von anderen fluoreszie-

renden Bestandteilen des Probengemisches in der RP-HPLC quantitativ bestimmt 

werden kann. Hierfür muss die für das AFC charakteristische Anregungs- und Emis-

sionswellenlänge bekannt sein, da eine Messung am Fluoreszenzmaximum ent-

scheidend wichtig ist, um eine genaue Detektion auch sehr geringer Mengen AFC zu 

gewährleisten. Die Herstellerangaben zu den Anregungs- und Emissionswellenlän-

gen für das freigesetzte AFC werden zumeist mit 400 nm und 505 nm angegeben, 

die Emissionswellenlängen variieren aber bei der großen Anzahl an verfügbaren 

kommerziell erhältlichen Assay Kits von 480 - 520 nm. 

Die Aufnahme der Fluoreszenzemissionsspektren der drei Substanzen sollte zur Klä-

rung folgender Fragestellungen beitragen: 

 Bei welcher Wellenlänge liegt das Fluoreszenzmaximum von AFC? 

 Fluoresziert das unverdaute Caspase-4-Substrat? 

 Wie stark fluoresziert das Caspase-4-Substrat im Bereich der vom Hersteller 

empfohlenen Emissionswellenlänge von 505 nm und stört damit die Detektion 

von AFC? 

Die Abbildung 4.9 zeigt die aufgenommenen Fluoreszenzemissionsspektren von 

freiem AFC, Caspase-4-Substrat und dem Gemisch aus intaktem Caspase-4-

Substrat und freiem AFC, werden alle drei Substanzen bei 400 nm angeregt. Das 
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Gemisch ist gleichzusetzen mit dem Zellkulturüberstand nach vierstündiger Inkubati-

on mit Caspase-4-Substrat. 

 

 

 

 

 

 

Aus den Kurven wird ersichtlich, dass freies AFC ein größeres Fluoreszenzmaximum 

besitzt als die beiden anderen Verbindungen. Es fluoresziert maximal im Bereich von 

490 nm, wird es bei 400 nm angeregt. Das intakte Caspase-4-Substrat und das Ge-

misch weisen jedoch ebenfalls eine Fluoreszenz auf, obwohl das AFC noch an das 

Tetrapeptid gebunden ist. Die Fluoreszenzmaxima der drei getesteten Ansätze un-

terscheiden sich. So fluoresziert freies AFC bei einer Wellenlänge von 490 nm maxi-

mal, das Caspase-4-Substrat bei 449 nm und das Gemisch bei 455 nm. Die Emissi-

onsspektren aller drei Proben überlappen sich, insbesondere das Emissionsspekt-

rum von AFC und unverdautem Caspase-4-Substrat. Die Fluoreszenz des Substrats 

bei der Wellenlänge von 505 nm entspricht 64% der Fluoreszenz des freien AFC bei 

dieser Wellenlänge. Bei 490 nm beträgt der Anteil 72%. 
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Abbildung 4.9: Fluoreszenzspektren von AFC, Caspase-4-Substrat und einem Ge-
misch aus Caspase-4-Substrat und AFC. Darstellung der aufgenommen Fluoreszenz-
emissionsspektren bei konstanter Anregungswellenlänge von 400 nm (Auftragung der Fluo-
reszenzintensität über der Wellenlänge). Die drei Kurven repräsentieren Emissionsspektren: 
Caspase-4-Substrat-AFC-Gemisch (blau). Caspase-4-Substrat (rosa), AFC-Standardlösung 
(orange). 
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4.4.2 Erstellen von Kalibriergeraden und Messung von AFC-Standardlösungen bei 
verschiedenen Wellenlängen zur Bestimmung des Wellenlängenoptimums 

Die Messung von Standardkonzentrationen des freien AFC dient der Computerge-

stützten Datenauswertung. Da die optimale Detektionswellenlänge für AFC nicht bei 

505 nm, wie von den Herstellern empfohlen, sondern bei 490 nm liegt, wurde das 

Fluoreszenzsignal von zehn verschiedenen Standardlösungen des AFC bei drei ver-

schiedenen Wellenlängen aufgenommen, wie in Abbildung 4.10 dargestellt:  

 

 

 

 

 

 

Die Kalibriergeraden der AFC-Standardlösungen haben ein Bestimmtheitsmaß von 

0,99 und sind demzufolge hinreichend genau. Sie unterschieden sich lediglich in den 

Anstiegen. Beim Wellenlängenoptimum von 490 nm ist der Anstieg am größten 

(0,27). Bei 505 nm beträgt er 0,22 und bei 520 nm 0,16. 
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Abbildung 4.10: Kalibriergeraden der AFC-Standardlösungen. Gemessen 
wurde das Fluoreszenzsignal von AFC (mV*min) in den Standards mit den 
Konzentrationen 1 / 2,5 / 5 / 7,5 / 10 / 25 / 50 / 75 / 100 / 250 pmol/ml bei den 
Emissionswellenlängen 490 / 505 / 520 nm und konstanter Anregungswellen-
länge von 400 nm. Mit jeder Standardlösung wurde eine Doppeltbestimmung 
durchgeführt 
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4.5 Untersuchung der Stabilität des Caspase-4-Substrats im Zellkultur-
überstand bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen 

Ziel dieses Versuchs sollte die Untersuchung der Stabilität von noch nicht enzyma-

tisch umgesetztem Caspase-4-Substrat im Zellkulturüberstand bei unterschiedlichen 

Lagerungstemperaturen sein. Hierfür wurde, wie unter Punkt 3.10 erläutert, mit einer 

gepoolten Probe der Zellkulturüberstände gearbeitet. Der Zellkulturüberstand der 

JEG-3-Zellkulturen, die in sechs Kulturbereichen einer 6-Well-Kulturplatte wuchsen 

und für vier Stunden mit Caspase-4-Substrat inkubierten, wurde entnommen und zu-

sammengeführt. Es wurden folglich die Zellkulturüberstände aus mehreren Zellkul-

turansätzen verwendet. Dieses Gemisch beinhaltete nicht umgesetztes Caspase-4-

Substrat, freigesetztes AFC und AFC-gebunden an unterschiedlich lange 

Peptidfragmente. Das Vorgehen der Probenvorbereitung entsprach dem unter Punkt 

3.6 beschriebenen Protokoll. Mit MeOH wurde die Reaktion gestoppt, die Proben 

ausgefällt und anschließend zentrifugiert.  

Es sollten folgende Fragenstellungen geklärt werden: 

 Über welchen Zeitraum ist intaktes Caspase-4-Substrat ohne Kühlung im 

Autosampler bei Raumtemperatur stabil?  

 Wie relevant ist der nicht-enzymatische Zerfall des Substrats? 

 Hat die unterschiedliche Lagerung der Zellkulturüberstände über einen länge-

ren Zeitraum bei -20°C und bei -80°C einen Einfluss auf die Probenstabilität? 

 Spielt die Häufigkeit des Einfrierens und Auftauens der Zellkulturüberstände 

beim nicht-enzymatischen Zerfall des Caspase-4-Substrats eine Rolle? 

4.5.1 Lagerung des Zellkulturüberstands bei Raumtemperatur 

Zunächst wurde die Stabilität des Caspase-4-Substrats im Zellkulturüberstand nach 

gestoppter enzymatischer Reaktion durch MeOH bei Raumtemperatur näher be-

trachtet. Da von einem nicht-enzymatischen Zerfall auszugehen war, sollte geprüft 

werden, wie lange die Proben im nicht gekühlten Autosampler stabil blieben. Es wur-

de im Zellkulturüberstand von JEG-3-Zellen, die für vier Stunden mit Caspase-4-

Substrat inkubierten, die AFC-Konzentration nach Beendigung der Reaktion durch 
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MeOH nach 0 / 2 / 4 / 6 / 20 und 96 Stunden und Lagerung bei Raumtemperatur be-

stimmt. Zwei Versuchsreihen wurden durchgeführt und deren Mittelwerte berechnet. 

 

 
 

 

 

 

 

 

Es zeigte sich eine stetige Zunahme des freien detektierbaren AFC in den Zellkultur-

überständen, werden diese bei Raumtemperatur gelagert (siehe Abbildung 4.11). 

Der zu verzeichnende Anstieg entstand durch eine nicht-enzymatische Umsetzung 

des Caspase-4-Substrats, da die Katalyse des Substrats durch intakte Caspase-4 

nach Beendigung der Reaktion durch MeOH nicht mehr möglich war und der Über-

stand von den Zellen getrennt wurde. Die Zunahme während der gesamten Lage-

rungszeit von 96 Stunden betrug 14,5%. Ersichtlich ist, dass innerhalb der ersten 

zwei Stunden die gemessene AFC-Konzentration konstant blieb und folglich kaum 

ein Substratzerfall zu registrieren war. Nach diesen zwei Stunden nahmen jedoch 

dieser nicht-enzymatische Zerfall und damit die Konzentration an freiem 

detektierbarem AFC stetig zu. Nach sechs Stunden kam es zu einer statistisch signi-

fikanten Zunahme der AFC-Konzentration (t-Test, p<0,05). 
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Abbildung 4.11: AFC-Konzentration in Zellkulturüberständen von JEG-3-Zellen 
bei Lagerung unter Raumtemperatur. Darstellung der AFC-Konzentration in 
pmol/ml in Abhängigkeit von der Lagerungszeit. Der Zellkulturüberstand stammt von 
JEG-3-Zellen, die für vier Stunden mit Caspase-4-Substrat inkubierten. Nach Abnah-
me des Zellkulturüberstands wurde die Reaktion mit MeOH gestoppt und der Über-
stand wurde bei Raumtemperatur gelagert. An sechs verschiedenen Zeitpunkten 
(nach 0 / 2 / 4 / 6 / 20 und 96 Stunden) wurde die AFC-Konzentration quantifiziert. 
Dargestellt in den Säulen ist der Mittelwert aus zwei Versuchsansätzen und die da-
zugehörige Standardabweichung, sowie relevante Signifikanzen (t-Test, p<0,05). 
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4.5.2 Vergleich der Lagerung des Zellkulturüberstands bei -20°C und -80°C 

Da eine Lagerung bei Raumtemperatur nur über einen begrenzten Zeitraum keinen 

signifikanten Zerfall des Caspase-4-Substrats garantierte, war es interessant zu wis-

sen, ob die Proben eingefroren werden können und zu einem späteren Zeitpunkt in 

diesen die AFC-Konzentration bestimmt werden kann, zum Beispiel bei einem großer 

Anzahl von zu messenden Proben, ohne dass ein signifikanter Anstieg der AFC-

Konzentration durch nicht-enzymatische Spaltung ursächlich dafür war. Der Herstel-

ler empfahl eine Lagerung von gelöstem Caspase-4-Substrat bei -20°C. Es wurden 

folglich fünf Proben des Zellkulturüberstands (entnommen von JEG-Zellen, die für 

vier Stunden mit Caspase-4 inkubierten, gestoppte Reaktion mit MeOH) bei -20°C 

und -80°C gelagert und darin nach 1 / 4 / 7 / 21 und 28 Tagen die AFC-Konzentration 

bestimmt. Jede der Proben wurde nur zu einem Zeitpunkt aufgetaut und darin die 

AFC-Konzentration quantifiziert. Zum Zeitpunkt t = 0 wurde die AFC-Konzentration 

einer Probe des Zellkulturüberstands bestimmt, die nicht eingefroren wurde. Es gab 

zwei Messreihen. Die Mittelwerte der Messungen zeigt Abbildung 4.12: 
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Abbildung 4.12: AFC-Konzentration bei Lagerung des Zellkulturüberstands 
bei -20°C und -80°C. Dargestellt ist die AFC-Konzentration in Prozent, wobei der 
Messwert zum Zeitpunkt t = 0 als 100% festgesetzt wurde. Es wurden jeweils fünf 
Proben des Zellkulturüberstands bei beiden Temperaturen gelagert und zu jedem 
Messzeitpunkt wurde eine dieser Probe aufgetaut und darin die AFC-
Konzentration gemessen. Die Säulen zeigen die Mittelwerte und die dazugehöri-
gen Standardabweichung. Zur besseren Übersicht wurden die Signifikanzen nicht 
eingezeichnet. Gemessen wurde zu sechs verschiedenen Zeitpunkten (t = 0 / 1 / 4 
/ 7 / 21 / 28 Tage), wobei die Probe, die an t = 0 bestimmt wurde, nicht eingefroren 
wurde. n = zwei unabhängige Versuchsreihen.  
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Werden die Proben bei -20°C oder -80°C über 28 Tage gelagert, ist auch hierbei eine 

Zunahme der AFC-Konzentration, die nicht durch eine Caspase-4-Katalyse bedingt 

ist, zu verzeichnen. Zwischen den Ergebnissen mit Lagerung bei -20°C und bei -

80°C besteht an den einzelnen Messzeitpunkten kein signifikanter Unterschied. Hin-

gegen ist die Zunahme der AFC-Konzentration bei -20°C-Lagerung ab einer Lage-

rung von sieben Tagen signifikant und bei -80°C-Lagerung bereits ab dem ersten 

Tag, (t-Test, p<0,05). Zur besseren Übersicht wurde auf die Darstellung der Signifi-

kanzen in der Abbildung 4.12 verzichtet.  

4.5.3 Einfluss wiederholter Temperaturänderungen auf die Stabilität des Caspase-4-
Substrats im Zellkulturüberstand 

Geprüft wurde zudem, welchen Einfluss wiederholter Temperaturänderungen, wie sie 

beim Einfrieren und Auftauen entstehen, auf die Zunahme der AFC-Konzentration 

haben. Untersucht wurde dies bei der Lagerung der oben beschriebenen Zellkultur-

überstände, die noch unverdautes Caspase-4-Substrat enthielten bei -20°C und -

80°C (siehe Abbildung 4.13 und 4.14). Hierfür wurden fünf Proben des Zellkultur-

überstands bei beiden Temperaturen gelagert. In einer der Proben („blau“) wurde 

zum Zeitpunkt t = 0 die AFC-Konzentration bestimmt. Diese wurde zu jedem der wei-

teren fünf Messzeitpunkte (nach 1 / 4 / 7 / 21 und 28 Tagen) aufgetaut und die AFC-

Konzentration quantifiziert. Die nebenstehenden Säulen zeigen die quantitativ erfass-

te AFC-Konzentration für die Proben des Zellkulturüberstands, die erst zu späteren 

Messzeitpunkten aufgetaut wurden. Die Probe „rot“ wurde erst nach vier Tagen auf-

getaut und dann wieder bei jedem weiteren Messzeitpunkt (nach 7, 21 und 28 Ta-

gen). Die Messung der Probe „grün“ erfolgte erstmalig nach sieben Tagen und dann 

zu jedem der folgenden Messdurchläufe. Folglich wurde die Probe „violett“ nur zu 

den beiden letzten Untersuchungszeitpunkten quantifiziert und die Probe „orange“ 

wurde lediglich einmal nach vier Wochen aufgetaut und deren Konzentration an frei-

em AFC bestimmt. Dieser Versuchsdurchlauf wurde bei beiden Temperaturen zwei-

mal durchgeführt. Abbildung 4.13 zeigt die Mittelwerte der Zellkulturüberstände, die 

bei -20°C gelagert wurden: 
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Bei jeder Probe des Zellkulturüberstands, unabhängig von der Häufigkeit der Einfrie-

rens und Auftauens, ist eine stetige Zunahme der AFC-Konzentration über den ge-

samten Beobachtungszeitraum zu registrieren. Nach vier Tagen ist die Zunahme der 

AFC-Konzentration zwischen der zu diesem Tag erstmalig aufgetauten Probe des 

Zellkulturüberstands (rot) und der anderen Probe (blau), die bereits einmal mehr 

nach 24 Stunden aufgetaut wurde, nur minimal (0,43%). Nach sieben Tagen erbringt 

die Messung einen Unterschied der Probe „blau“ zur erstmalig an diesem Tag ge-

messenen Probe „grün“ von 1,64 %. Dieser Unterschied wird auch nach 21 Tagen 

mit 1,91 % („blau“ vs. „violett“) und am letzten Messzeitpunkt nach vier Wochen mit 

1,27 % („blau“ vs. „orange“) nicht größer. Die mehrfach eingefrorenen und aufgetau-

ten Proben zeigen eine etwas größere AFC-Konzentration, als die genauso lang ge-

lagerten Proben, die jedoch seltener eingefroren und aufgetaut wurden. 

Die Probe des Zellkulturüberstands „blau“, die zu allen Messdurchläufen aufgetaut 

wurde, zeigt nach vier Tagen und damit nach zweimaligem Auftauen einen signifi-

80

85

90

95

100

105

110

115

120

125

0 1 4 7 21 28

A
F

C
-K

o
n

ze
n

tr
a

ti
o

n
 i

n
 P

ro
ze

n
t

Lagerungszeit in Tagen

Abbildung 4.13: AFC-Konzentration der Zellkulturüberstände nach Lagerung bei 
einer Temperatur von -20°C und mehrfachem Einfrieren und Auftauen. Darstellung 
der AFC-Konzentration in Prozent der bei -20°C gelagerten Zellkulturüberstände, in Ab-
hängigkeit von der Lagerungszeit, wobei der Messwert zum Zeitpunkt des Versuchsbe-
ginns (t = 0 Tage) als 100% festgesetzt wurde. AFC-Quantifizierung in der Probe „blau“: 
am 1.-6. Messzeitpunkt, Probe „rot“: am 3.-6. Messzeitpunkt, Probe „grün“: 4.-6. Mess-
zeitpunkt, Probe „violett“: 5.-6. Messzeitpunkt, Probe „orange“: nur am 6. Messzeitpunkt. 
Die sechs Messzeitpunkte erfolgten nach 0 / 1 / 4 / 7 / 21 und 28 Tagen. Die Zellkultur-
überstände wurden nach der Messung wieder eingefroren und am nächsten Messzeit-
punkt erneut aufgetaut. n = 2 Versuchsreihe. Dargestellt sind der Mittelwert und die da-
zugehörige Standardabweichung. 
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kanten Anstieg der AFC-Konzentration. Die Probe „rot“ des Zellkulturüberstands, in 

der nach vier Tagen die AFC-Konzentration quantifiziert wurde, zeigt nach sieben 

Tagen Lagerung und zweimaligem Auftauen eine signifikante Zunahme von freiem 

AFC. Die anderen Proben zeigen bereits nach dem ersten Auftauen einen signifikan-

ten Anstieg der AFC-Konzentration im Vergleich zur Messung zum Zeitpunkt t = 0. 

Das bedeutet, das zweimaliges Einfrieren und Auftauen zu einer signifikanten Zu-

nahme der AFC-Konzentration führen oder eine Lagerung und erstmaliges Auftauen 

nach spätestens sieben Tagen. Zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten beste-

hen keine signifikanten Unterschiede in der AFC-Konzentration zwischen den einzel-

nen an diesem Tag quantifizierten Proben (t-Test, p<0,05). Zur besseren Übersicht 

wurde auf die Darstellung der Signifikanzen in der Abbildung 4.13 verzichtet. 

Werden die Zellkulturüberstände hingegen sogar bei -80°C gelagert, zeigt sich auch 

hier eine stetige Zunahme der AFC-Konzentration durch einen nicht-enzymtisch be-

dingten Zerfall des Caspase-4-Substrats (siehe Abbildung 4.14). 
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Abbildung 4.14: AFC-Konzentration der Zellkulturüberstände nach Lagerung bei ei-
ner Temperatur von -80°C und mehrfachem Einfrieren und Auftauen. Darstellung der 
AFC-Konzentration in Prozent der bei -80°C gelagerten Zellkulturüberstände, in Abhängig-
keit von der Lagerungszeit, wobei der Messwert zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns (t = 0 
Tage) als 100% festgesetzt wurde. AFC-Quantifizierung in der Probe „blau“: am 1.-6. 
Messzeitpunkt, Probe „rot“: am 3.-6. Messzeitpunkt, Probe „grün“: 4.-6. Messzeitpunkt, 
Probe „violett“: 5.-6. Messzeitpunkt, Probe „orange“: nur am 6. Messzeitpunkt. Die sechs 
Messzeitpunkte erfolgten nach 0 / 1 / 4 / 7 / 21 und 28 Tagen. Die Zellkulturüberstände 
wurden nach der Messung wieder eingefroren und am nächsten Messzeitpunkt erneut auf-
getaut. n = 2 Versuchsreihen. Dargestellt sind der Mittelwert und die dazugehörige Stan-
dardabweichung. 
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Die Zunahme ist allerdings auch hier nur gering: 0,26% für die Messung nach vier 

Tagen („blau“ vs. „rot“), 0,57% für die Messung nach sieben Tagen („blau“ vs. „grün), 

1,96% am vorletzten Messzeitpunkt nach drei Wochen („blau“ vs. „violett“) und 2,56% 

am letzten Messdurchlauf nach vier Wochen („blau“ vs. „orange“). 

Bei der -80°C-Lagerung zeigt sich bereits nach einmaligem Einfrieren und Auftauen, 

bzw. nach einem Tag Lagerung eine signifikante Zunahme der AFC-Konzentration in 

den Proben. Auch hier besteht innerhalb der Proben an den einzelnen Messtagen 

kein signifikanter Unterschied (t-Test, p<0,05). Zur besseren Übersicht wurde auf die 

Darstellung der Signifikanzen in der Abbildung 4.14 verzichtet. 

4.6 Einfluss von magnetischen Nanopartikeln auf das Fluoreszenzsignal 
von freiem AFC 

Magnetische Nanopartikel finden in der heutigen biomedizinischen Wissenschaft ei-

ne zunehmende Anwendung, beispielsweise als Trägersubstanz in der Medikamen-

tenapplikation und als Detektionsmittel in der Bildgebung. 

Bekannt ist, das magnetische Nanopartikel die Eigenschaft besitzen, Fluoreszenz in 

ihrem unmittelbaren Umfeld zu verändern. Hierbei handelt es sich um eine Fluores-

zenzlöschung. Herrera et. al konnten zeigen, dass copolymerumhüllte Magnetit-

Nanopartikel im Wasser fluoreszieren. Mit steigender Temperatur steigt diese Fluo-

reszenz in Dispersion an (Herrera et al. 2008).  

Nanopartikel können nicht nur im gesamten Organismus verwendet werden, sondern 

auch auf Zellebene. Sie durchdringen die Zellmembran und können so für ein breites 

Anwendungsfeld der in-vitro-Forschung dienen. Wenn dann allerdings eine Messung 

der Zellmetaboliten mittels fluoreszenzbasierter Detektion erfolgt, ist es von Interesse 

zu wissen, ob dieses Signal durch sie verändert wird. Projekte, die zu diesem Zeit-

punkt im Placenta-Labor durchgeführt wurden, untersuchten die Placentagängigkeit 

dieser magnetischen Nanopartikel. Weiterhin beschäftigten sich Arbeiten mit dem 

Verhalten der Zellinvasion von Trophoblastenzellen der Plazenta und damit verbun-

dener Pathologien. Die Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 diente hierbei als Modell. 

Man konnte zeigen, dass nach Stimulation mit LIF (Leukaemia inhibitory Factor), ei-

nem Faktor, der die Trophoblastenproliferation, -migration und –invasion anregt, die 
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Expression der mRNA für Caspase-4 steigert. Eine Relevanz der Caspase-4 für die 

Fähigkeit der Chorionkarzinomzellen und Trophoblastzellen zur Invasion wurde an-

genommen (Fitzgerald et al. 2005).  

Mit dem verwendeten Fluoreszenzphotometer misst man hinreichend genau in sehr 

niedrigen Konzentrationsbereichen, so dass auch geringfügige Unterschiede gut 

quantifiziert werden können. So wurde der Einfluss der magnetischen Nanopartikel 

auf die Erfassung des fluoreszierenden AFC-Signals zweier Standardlösungen (10 

und 100 pmol/ml) getestet (siehe Abbildung 4.15). Dieses wurde durch die magneti-

schen Nanopartikel etwas verstärkt. Bei einer Konzentration von 100 pmol/ml AFC 

sogar statistisch signifikant (p= 0,002). Bei einem Zehntel dieser Konzentration zeigte 

sich keine statistisch signifikante Zunahme (t-Test, p<0,05). Es wurden für jede Kon-

zentration drei Versuchsansätze durchgeführt. 
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Abbildung 4.15: Einfluss der magnetischen Nanopartikel auf das AFC-
Signal. Die Säulenpaare „blau“ und „lila“ zeigen das Fluoreszenzsignal (Fläche 
der Emission von AFC in mV*min) von AFC-Standardlösungen mit Konzentratio-
nen von 100 pmol/ml und 10 pmol/ml. Die linke Säule des zeigt das Fluoreszenz-
signal von freiem AFC, das mit bidest. Wasser als Blindwert inkubierte. Die rech-
te Säule repräsentiert das Ergebnis der Messung der mit Nanopartikeln behan-
delten AFC-Standardlösung. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen, sowie relevante Signifikanzen. n = 3 unabhängige Versuche. Abk.: BW: 
Blindwert, MNP: magnetische Nanopartikel. 
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5 DISKUSSION 

5.1 Direkte Aktivitätsbestimmung der Caspase-4 in der Zellkultur JEG-3 
durch RP-HPLC 

Caspasen sind Enzyme, die sowohl eine Rolle bei Apoptose und Inflammation spie-

len, als auch bei physiologisch ablaufenden Prozessen, wie der Zelldifferenzierung 

und Proliferation. Sie sind zentraler Forschungsschwerpunkt im Bereich maligner 

Erkrankungen, insbesondere weil man sich durch ein besseres Verständnis des 

Caspase-Metabolismus erhofft, Angriffspunkte für neue Medikamente zu finden. So 

überrascht es nicht, dass großes Interesse besteht, insbesondere deren Aktivität in 

bestimmten Zellen und Geweben bestimmen zu können. Hierfür steht eine Reihe an 

verschiedenen etablierten Caspase-Assays zur Verfügung, die wir in dieser Arbeit 

unter den indirekten Methoden zur Caspase-Aktivitätsmessung zusammenfassen. 

Für sie dient ein Proteinisolat der Zellen als Grundlage, die gegebenenfalls zuvor mit 

Apoptose auslösenden Stimulanzien behandelt werden. Erst dieses Zelllysat wird mit 

dem jeweiligen spezifischen Caspase-Substrat und Caspase-Inhibitor versetzt. Die 

Abläufe sind standardisiert und beinhalten eine definierte Zusammensetzung der be-

nötigen Puffer. Die verfügbaren Kits enthalten das Substrat und oftmals auch die 

notwendigen Puffer, Inhibitoren und Zusätze, um die enzymatische Reaktion zu be-

enden. Gemessen wird dann die in einer bestimmten Zeit umgesetzte Menge des 

Substrats, beispielsweise durch Messung der Konzentration eines freigesetzten Fluo-

rochroms, das an ein spezifisches Substrat gekoppelt ist und nach Einwirken der ak-

tiven Caspase hydrolytisch abgespalten wird (Zapata et al. 1998). Die Bestimmung 

der Fluoreszenz erfolgt in den meisten Fällen durch einen Plattenreader, dessen De-

tektionswellenlänge so eingestellt sein muss, damit die Emissionswellenlänge des zu 

detektierenden Fluorochroms optimal erfasst wird (Talanian et al. 1997, Kaufmann et 

al. 2008). 

Ziel dieser Arbeit war die direkte Bestimmung der Caspase-4-Aktivität auf Grundlage 

des Zellkulturüberstands am Beispiel der Chorionkarzinom-Zelllinie JEG-3. Es sollte 

gezeigt werden, dass die Probenaufarbeitung, die sich zeitlich zwischen der Kultur 

der Zellen und der Detektion der durch die Caspasen im Proteinisolat umgesetzten 

Substrate befindet, deutlich verkürzt und vereinfacht werden kann. Hierfür wurde ei-
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ne andere Herangehensweise an den Assay gewählt. Das von uns verwendete syn-

thetische Caspase-4-Substrat besteht lediglich aus vier Aminosäuren und einem ge-

koppelten Fluorochrom, dem AFC. Unter der Voraussetzung, dass dieses Caspase-

Substrat, problemlos die Zellmembran überwinden kann, gingen wir davon aus, dass 

eine Aktivitätsbestimmung daher auch direkt in der adhärent wachsenden Zellkultur 

JEG-3 möglich ist. Für nicht adhärent wachsende Zellen konnte dies bereits gezeigt 

werden (Mack et al. 2000, Tao et al. 2007). Hierfür wurde das Caspase-4-Substrat 

(Ac-LEVD-AFC) nicht erst zu den Zelllysaten gegeben, sondern direkt zur Zellkultur. 

Möglich machte dies die Membranpermeabilität des Substrats, welches in die Zellen 

diffundierte und dort von der aktiven Caspase-4 spezifisch hinter Aspartat an der P4-

Position gespalten und umgesetzt wurde. Dadurch wurde AFC freigesetzt. Es ist ein 

Fluorochrom, das aufgrund seiner kleinen Größe und seines hydrophoben Charak-

ters ebenfalls problemlos aus der Zelle in den Überstand diffundiert (Komoriya et al. 

2000). Nach entsprechender Aufarbeitung konnte in diesem Zellüberstand mittels 

RP-HPLC das AFC zunächst von anderen fluoreszierenden und damit störenden Be-

standteilen chromatographisch getrennt und anschließend quantitativ bestimmt wer-

den. Ein nicht-membrangängiger Proteinase-Inhibitor schützte im Überstand vor ei-

ner ungewollten extrazellulären enzymatischen Umsetzung des Caspase-4-

Substrats. Die chromatographische Auftrennung war von enormer Wichtigkeit, da die 

intakten Caspase-Substrate eine Autofluoreszenz besitzen und damit die Fluores-

zenzbestimmung des abgespaltenen Fluorochroms, beispielsweise bei der Fluores-

zenzmikroskopie, stören, trennt man die einzelnen Bestandteile nicht chromatogra-

phisch voneinander auf (Liu et al. 1999). Es konnte gezeigt werden, dass das Cas-

pase-4-Substrat bei einer Wellenlänge von 449 nm maximal fluoresziert, wenn es bei 

400 nm angeregt wurde. 

Betrachtet man die Literatur und die Herstellerhinweise zur genauen Verwendung 

des Capase-4-Substrats, können keine genauen Angaben gefunden werden über die 

Zeit, die die adhärent wachsenden JEG-3-Zellen mit dem Substrat in Verbindung ge-

bracht werden können, um eine ausreichend quantifizierbare Menge an AFC zu er-

halten. Für nicht adhärent wachsende Zellen sollen schon 60 min zu messbaren Er-

gebnissen einer Caspase-3-Aktivität führen (Mack et al. 2000). Unter Verwendung 

einer rekombinanten Caspase-4 in Verbindung mit synthetisch hergestelltem Caspa-

se-4-Substrat, sollte diese Zeitdauer genau festgelegt werden, um auf der einen Sei-
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te eine ausreichende Zeit für eine Diffusion des Substrats in die Zelle, eine katalyti-

sche Umsetzung und die Diffusion des frei gewordenen AFC in den Überstand zu 

gewährleisten und auf der anderen Seite die Zellen dem in DMSO gelösten Substrat 

nicht zu lange auszusetzen. Bereits nach einem Sechstel des Beobachtungszeitrau-

mes von 24 Stunden (nach 4-5 Stunden) wurde 50% des insgesamt umgesetzten 

AFC freigesetzt (siehe Abbildung 4.1). Innerhalb dieses Zeitraumes zeigte sich ein 

linearer Anstieg der Konzentration des freigesetzten AFC. So erschien eine Inkubati-

onszeit von vier Stunden als angemessen, um gleichzeitig den eben angeführten An-

sprüchen an den Versuch gerecht zu werden und eine gute Versuchsdurchführung 

zu gewährleisten. Durch diesen Versuch sollte keine Enzymkinetik mit Bestimmung 

der Km-Werte erstellt werden, da diese in der Literatur bereits ausreichend beschrie-

ben ist (Talanian et al. 1997). 

Neben der Zeitdauer der Inkubation der Zellen mit dem Caspase-4-Substrat, stellte 

sich die Frage, wie hoch die Konzentration des Caspase-4-Substrats gewählt werden 

sollte, die zur JEG-3-Zellkultur gegeben werden kann. In der Literatur fanden sich 

auch hierzu keine genaueren Angaben. In einer Reihe von vorab durchgeführten 

Versuchen, deren Ergebnisse in dieser Arbeit nicht detailliert aufgeführt werden soll-

ten, konnte gezeigt werden, dass die optimale Konzentration des Substrats in der 

Zellkultur bei 0,4 mM lag, so dass damit ein in der RP-HPLC gut quantifizierbares 

Signal erfasst werden konnte. In dem von Koehn et al. beschriebenen Versuchsan-

satz, in dem erst das Lysat der Zellen mit Caspase-4-Substrat inkubierte, wählte man 

die identische Konzentration an Caspase-4-Substrat, die zu den Lysaten gegeben 

wurde (Koehn et al. 2008). Nach der vierstündigen Inkubation der Zellen mit dem 

Caspase-4-Substrat und den Inhibitoren (Caspase-4-Inhibitor oder Pan-Caspase-

Inhibitor) wurde der Überstand entnommen, zunächst zentrifugiert, um Zellen und 

Zellreste zu entfernen und anschließend wurde mit Methanol die enzymatische Re-

aktion beendet, um jegliche weitere Caspase-Aktivität zu unterbinden. Nach einer 

weiteren Zentrifugation wurde in den Proben des Zellkulturüberstands AFC von den 

restlichen Probenbestandteilen chromatographisch durch die RP-HPLC getrennt und 

die Konzentrationen fluorimetrisch bestimmt. Die adhärent wachsenden JEG-3-

Zellen verblieben zunächst im Kulturbereich der Zellkulturplatten und wurden dann 

geerntet. Anschließend wurden daraus Proteinisolate gewonnen, in denen ebenfalls 

nach Ausfällung mit Methanol die AFC-Konzentration quantifiziert wurde. Die Ergeb-
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nisse weisen darauf hin, dass die AFC-Konzentration im Überstand gesenkt werden 

konnte, wenn die Zellen zuvor mit einem spezifischen Caspase-4-Inhibitor behandelt 

wurden. Wurde den Zellen sogar ein Pan-Caspase-Inhibitor zugesetzt, sank die 

AFC-Konzentration noch deutlicher. Dies zeigte zum einen, dass beide Inhibitoren 

auch die Zellmembran überwinden können und zum anderen, dass an der Katalyse 

des Caspase-4-Substrats auch andere Caspasen beteiligt sein müssen. 

Die Ergebnisse zeigen also, dass eine Bestimmung der Caspase-Aktivität aus dem 

Überstand möglich ist. Ziel war es, ausschließlich mit ihm als Probengrundlage zu 

arbeiten und auf eine Aufarbeitung der Zellen hin zu einem Lysat zu verzichten. Vo-

raussetzung hierfür war jedoch, dass sich der Anteil des umgesetzten AFC, was in 

der Zelle verweilt und nicht nach extrazellulär diffundiert, möglichst gering war. Die 

Resultate der Messungen konnten zeigen, dass der Anteil an AFC, der in den Zell-

kulturüberstand diffundiert 2,5 fach und damit deutlich größer ist, als der Anteil, der 

intrazellulär verbleibt (siehe Abbildung 4.6). Auch bezogen auf die Proteinkonzentra-

tion der JEG-3-Zellen im Versuchsansatz zeigen die Zellkulturüberstände einen grö-

ßeren AFC-Anteil, als die dazugehörigen Zelllysate (siehe Abbildung 4.8). Somit 

könnte auf die Probenaufarbeitung der Zellen, um den intrazellulären Anteil des frei-

en AFC zu bestimmen, verzichtet werden. Jedoch ist eine Zelllyse zur Bestimmung 

des Proteingehalts notwendig, um, wie in der Abbildung 4.8 dargestellt, die Konzent-

ration des freigewordenen AFC in der JEG-3-Zellkultur darauf zu beziehen. Bezieht 

man die AFC-Konzentration nicht auf den Proteingehalt der lysierten Zellen, sondern 

auf die Zellzahl im Versuchsansatz, könnte möglicherweise komplett auf die Zelllyse 

verzichtet werden, und somit die Probenvorbereitung noch mehr vereinfacht werden. 

In den Caspase-Assays mit indirekter Herangehensweise wird zumeist der gemes-

sene Anteil der freigesetzten Fluorochroms auf den Proteingehalt der lysierten Zellen 

bezogen (Kaufmann et al. 2008) oder ausschließlich die Fluoreszenzintensität ange-

geben (Mack et al. 2000). Der Verzicht auf die Zelllyse zur AFC-

Konzentrationsbestimmung hätte nicht nur den zeitlichen Vorteil. In den Zelllysaten 

zeigten die Inhibitoren offensichtlich eine unterschiedlich starke Auswirkung auf die 

AFC-Konzentration und damit die Caspase-4-Aktivität. Sie erbrachten keine ähnlich 

gut reproduzierbaren Ergebnisse, wie die AFC-Konzentrationen in den Zellkultur-

überständen, wenn die Zellen mit Caspase-4-Substrat, dem Caspase-4-Inhibitor oder 

dem Pan-Caspase-Inhibitors behandelt wurden (Vergleich Abbildung 4.4 und 4.5). In 
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den Zellkulturüberständen variierte zwar die Grundaktivität der Caspase-4 in den 

JEG-3-Zellen (erkennbar an der unterschiedlich ausfallenden AFC-Konzentration der 

nur mit Caspase-4-Substrat behandelten Zellen, siehe Abbildung 4.4), der hemmen-

de Einfluss durch die Inhibitoren an den vier Tagen war aber immer identisch und an 

jedem Tag in gleicher Ausprägung vorhanden, bezogen auf die AFC-Konzentration 

einer nur mit Caspase-4-Substrat behandelten JEG-3-Zellkultur. Diese Varianz bei 

den Ergebnissen der Zelllysate ist möglicherweise auf ein Problem bei der Proben-

aufarbeitung zurückzuführen, z.B. auf einen nicht zu kalkulierenden Verlust des AFC 

bei den Zentrifugationen zur Zelllyse. 

 

Unter Verwendung einer Gradientenelution mit einem höheren Anteil an organischen 

Lösungsmitteln wurden die einzelnen fluoreszierenden Bestandteile der Probe (intak-

tes Caspase-4-Substrat und freies AFC) aufgetrennt. Daher konnten spitzere und 

besser zu integrierende Peaks generiert werden, die eine präzisere Bestimmung im 

niedrigen Konzentrationsbereich ermöglichten. Das Signal von freiem AFC und das 

Signal des Caspase-4-Substrats konnten somit noch besser getrennt werden, was 

bei einer fluorimetrischen Quantifizierung im Plattenreader nicht möglich ist. Denn 

hierbei findet keine chromatographische Auftrennung der beiden fluoreszierenden 

Bestandteile der Probe vor der eigentlichen Detektion statt, was somit zu einer Über-

lagerung beider Signale führt und damit die Bestimmung verfälschen kann. Denn wie 

in der Abbildung 4.9 dargestellt, überlagern sich die Emissionsspektren von AFC und 

dem Caspase-4-Substrat bei einer zumeist in den Plattenreadern eingestellten und 

vom Hersteller des Caspase-4-Substrats empfohlenen Detektionswellenlänge von 

505 nm. Der höhere Anteil an organischen Lösungsmitteln hatte den weiteren Vorteil, 

dass Verunreinigungen leichter von der Säule gewaschen werden konnten, die oh-

nehin geringer waren im Vergleich zu der von Koehn et al. beschriebenen Proben-

vorbereitung, da wir alle Proben mit Methanol ausfällten und somit Proteine, die 

schwer von der Säule gewaschen werden konnten, gar nicht erst in das HPLC-

System gelangten (Koehn et al. 2008). Somit erhöhte sich die Lebensdauer der Säu-

len enorm. Die präzisere Bestimmung auch sehr geringer AFC-Konzentrationen 

durch dieses Gradientensystem brachte jedoch eine Verlängerung der Elutionszeit 

von freiem AFC von 6,9 min auf 7,3 min mit sich. Auch die Zeit um das HPLC-

System zu reequilibrieren, also Verunreinigungen nach einem Probendurchlauf von 
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der Säule zu entfernen, um weitere Messdurchläufe nicht zu stören, verdoppelte sich 

von 5 auf 10 min. Insgesamt war dies nachteilig zu bewerten, da für die Messung 

einer Probe 10 min für die eigentliche AFC-Bestimmung und weitere 10 min für die 

Reinigung der Säule gebraucht wurden. Im Vergleich zur Bestimmung der Fluores-

zenz mit einem Plattenreader bei dem innerhalb kürzester Zeit und im Prinzip zeit-

gleich in 96 Proben problemlos die AFC-Signale bestimmt werden können, ist dies 

deutlich nachteilig für die von uns verwendete Installation des HPLC-Systems. Je-

doch sind auch für ein HPLC-System Probenbereiche mit 96-Well-Platten-Einsätzen 

im Sinne eines Hochdurchsatz-Verfahrens verfügbar. Doch auch eine zeitgleiche Be-

stimmung aller Proben ist infolge der nötigen chromatographischen Auftrennung je-

der einzelnen Probe nicht möglich. 

Da es sich bei AFC um ein nach Abspaltung fluoreszierendes Coumarin handelte, 

erfolgte dessen Quantifizierung durch ein Fluoreszenzspektrometer. Die Art der 

Spektroskopie basiert auf dem Phänomen der Fluoreszenz. Hierbei wird nach Anre-

gung eines Fluorophors spontan Licht emittiert, was zur Quantifizierung des jeweili-

gen Stoffes ausgenutzt wird. Die Fluorophore besitzen ein für sie charakteristisches 

Emissionsspektrum, wenn sie konstant bei einer Wellenlänge angeregt werden. Für 

die exakte Quantifizierung dieser Fluorophore ist es wichtig, das Fluoreszenzmaxi-

mum zu kennen, da dieses bei der fluoreszenzphotometrischen Bestimmung am 

Monochromator genau eingestellt werden kann. Die Aufnahme der Spektren in Ab-

bildung 4.9 zeigt, dass das Fluoreszenzmaximum von freiem AFC bei 490 nm liegt, 

wenn es bei 400 nm angeregt wird. Vergleicht man die Empfehlungen der Hersteller 

zur einzustellenden Emissionswellenlänge, wird ersichtlich, dass für den Caspase-4-

Assay mit Ac-LEVD-AFC als spezifisches Caspase-4-Substrat zumeist eine Emissi-

onswellenlänge von 505 nm empfohlen wird (siehe Datenblatt (1) MP Biomedicals, 

Katalognummer AFC155). Für andere Caspase-Assays geben die Hersteller für die 

Emissionswellenlänge keine konkrete Emissionswellenlänge und oftmals eine 

Spannbreite von bis zu 40 nm an (siehe Datenblatt (2) BD Pharmingen, Material-

nummer 556574). Für den Caspase-4-Assay bedeutet dies, dass hierbei nicht am 

Wellenlängenoptimum gemessen wird. Das Messen am Fluoreszenzmaximum ge-

stattet es jedoch auch, Konzentrationen des AFC im sehr niedrigen Bereich quantita-

tiv zu erfassen. Deshalb empfiehlt es sich, die Einstellung der Emissionswellenlänge 

des Fluoreszenzphotometers möglichst nahe an diesem Optimum vorzunehmen, weil 
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hierdurch die Varianz unter den Messergebnissen möglichst gering gehalten werden 

kann. Um dieses Optimum der Emissionswellenlänge zu finden, wurde bei einer kon-

stanten Anregungswellenlänge von 400 nm die Fluoreszenzemissionsspektren von 

AFC, Caspase-4-Substrat und einem Gemisch beider Bestandteile aufgenommen. 

Aus den aufgenommen Spektren (siehe Abbildung 4.9) wird ersichtlich, dass sich die 

Fluoreszenzspektren von AFC, Caspase-4-Substrat und dem Gemisch beider Sub-

stanzen, insbesondere beim Vergleich von AFC und intaktem ungespaltenen Caspa-

se-4-Substrat, überschneiden. Diese Überlappung erlangt eine Bedeutung, wenn in 

der zu untersuchenden Probe (ob Zellkulturüberstand oder Zelllysat) beide Bestand-

teile vorhanden sind und diese vor der fluorimetrischen Messung nicht chromatogra-

phisch aufgetrennt werden. Die Hersteller des Caspase-4-Substrats empfehlen zu-

meist die Fluoreszenz des AFC im Plattenreader zu bestimmen. Hierfür wird eine 

Probe des Zelllysats im Ganzen in die jeweilige Messapparatur gestellt. Die Herstel-

ler des Caspase-4-Substrats empfehlen zudem eine Emissionswellenlänge von 505 

nm einzustellen. Misst man nun bei 505 nm, um das AFC-Signal zu bestimmen, er-

fasst man neben dem fluoreszierenden AFC auch das fluoreszierende Signal des 

Caspase-4-Substrats, da sich beide Signale bei dieser Wellenlänge überlagern. Die 

Quantifizierung ist hierbei demzufolge ungenau. Trennt man hingegen das Proben-

gemisch nun chromatographisch mittels RP-HPLC auf und misst anschließend im 

Fluoreszenzphotometer die Emission, kann zwischen beiden Probenbestandteilen 

unterschieden werden und das Signal des AFC separat bestimmt werden. Das intak-

te Caspase-4-Substrat durchläuft die HPLC-Säule schneller (siehe Chromatogramm 

in Abbildung 4.2). Der störende Einfluss des Signals des fluoreszierenden Caspase-

4-Substrats entfällt hierbei. Es zeigte sich, dass das Fluoreszenzsignal von AFC bei 

490 nm am größten ist. Warum empfiehlt nun der Hersteller eine Emissionswellen-

länge bei 505 nm am Messgerät einzustellen, obwohl das Fluoreszenzmaximum von 

AFC doch bei 490 nm liegt? Da die Messung zum größten Teil nicht nach chroma-

tographischer Auftrennung der fluoreszierenden Bestandteile erfolgt, hat die Bestim-

mung bei 505 nm im Vergleich zu 490 nm den Vorteil, dass der Anteil der Fluores-

zenz des Caspase-4-Substrates am gemessenen Signal geringer, jedoch nicht kom-

plett zu vernachlässigen ist. Auch für das Medium ist eine gewisse Hintergrundfluo-

reszenz beschrieben, so dass oft in Zell-basierten Assays statt mit Medium mit PBS 

gearbeitet wurde (Mack et al. 2000). Unter Verwendung des DMEM-Mediums als 
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Trägerlösung für das Caspase-Substrat und die Inhibitoren konnte bei den erhobe-

nen Resultaten kein störender Einfluss aufgezeigt werden und somit ein deutlich 

besseres Milieu für die JEG-3-Zellen garantiert werden. 

Um ein Fluorophor an seinem Wellenlängenoptimum zu quantifizieren, ist eine mög-

lichst präzise Einstellung der Emissionswellenlänge erforderlich. Bei einem Großteil 

der verfügbaren Plattenreader handelt es sich oft um eine Filter-basierte Optik. Die 

Geräte verfügen über eine begrenzte Auswahl solcher Filter, die meist bei einer An-

zahl von 4-8 liegen. Somit kann bei diesen Geräten nicht an jeder Wellenlänge ge-

messen werden. Bei dem von uns verwendeten Fluoreszenzphotometer, das mit der 

HPLC-Anlage verknüpft war, ist eine Wellenlängenselektion durch einen Monochro-

mator möglich und das in Schritten von 1 nm. Hierbei kann jede Wellenlänge einge-

stellt werden und man ist nicht an eine vorgegebene Wellenlänge der Filter gebun-

den. Diese Systeme sind auch für Plattenreader verfügbar, dann aber im Vergleich 

zu der Filter-basierten Optik sehr preisintensiv. 

Die Aufnahme der AFC-Standardgeraden bei drei unterschiedlichen Wellenlängen 

diente nicht nur zur computergestützten Datenauswertung, sondern dem Vergleich 

der Messbedingungen und deren Optimierung (siehe Abbildung 4.10). Das hohe Be-

stimmtheitsmaß aller drei Kalibriergeraden ist Ausdruck der guten Messgenauigkeit 

der HPLC-Apparatur. Es können sehr niedrige Konzentrationen des AFC im Bereich 

von 0,2 pmol/ml detektiert werden. Die drei Geraden unterscheiden sich im Anstieg. 

Der steilste Anstieg wurde bei der Messung am Wellenlängenoptimum von 490 nm 

registriert. Entfernt man sich bei der Einstellung der Emissionswellenlänge von die-

sem Optimum, nimmt der Anstieg ab und somit auch die Messgenauigkeit im niedri-

gen Konzentrationsbereich. Folglich bestätigte diese Messung, dass eine möglichst 

nahe am Wellenlängenoptimum eingestellte Emissionswellenlänge die Detektion im 

niedrigen Konzentrationsbereich verbessert und den Messfehler in diesem Bereich 

reduziert. Die Genauigkeit der Messung erlaubte sogar die Darstellung der durch 

magnetische Nanopartikel minimal veränderten Fluoreszenz von AFC. In dem von 

uns durchgeführten Versuch zeigte sich ein signifikanter Einfluss der MNP auf die 

Fluoreszenz hoher Konzentrationen von AFC. 
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5.2 Vergleich der direkten und indirekten Aktivitätsbestimmung der 
Caspase-4 in Zellkulturüberständen und Zelllysaten der Zellkultur 
JEG-3 

Es sollte die indirekte Herangehensweise zur Caspase-Aktivitätsbestimmung mit der 

in dieser Arbeit beschriebenen Methodik der direkten Caspase-4-

Aktivitätsbestimmung gegenüberstellt werden. Die Detektion des Fluoreszenzsignals 

von AFC und die chromatographische Auftrennung von anderen fluoreszierenden 

Bestandteilen der Probe waren bei beiden Methoden identisch und besaßen einen 

hohen Grad an Messgenauigkeit. Verglichen werden sollte also die Probenvorberei-

tung der direkten und indirekten Methode vor der chromatographischen Auftrennung 

und fluorimetrischen Messung des AFC. Auch wenn keine absolute Vergleichbarkeit 

der beiden Bestimmungsmethoden herzustellen war, wurde jedoch Wert darauf ge-

legt, die Durchführung und Probenhandhabung, sowie Fehlerquellen und Störfakto-

ren zu beurteilen. Auch das Verhalten der Blindwerte, ebenso die Reproduzierbarkeit 

der Ergebnisse sollten beleuchtet werden. 

Aufgrund der unterschiedlichen Probenhandhabung, insbesondere der Probengrund-

lage (Zelllysat vs. Zellkulturüberstand und Zelllysat) bestehen grundsätzlich in der 

allgemeinen Verarbeitung und Vorbereitung der Zellen vor der tatsächlichen chroma-

tographischen Messung Unterschiede, auch wenn bei beiden Methoden eine 4-

stündige Inkubation mit Caspase-Substrat einkalkuliert werden muss. Entweder wur-

den die Zellen direkt mit Caspase-4-Substrat und –Inhibitor behandelt oder erst de-

ren Zelllysat. Eine gleichzeitige Durchführung der direkten und indirekten Caspase-4-

Aktivitätsmessung auf Grundlage derselben JEG-3-Zellen war daher nicht möglich. 

Lediglich ein Vergleich anhand von JEG-3-Zellen der gleichen Passage konnte 

durchgeführt werden. Um am Ende die gemessenen AFC-Konzentrationen dann mit-

einander vergleichen zu können, bezogen wir sie auf den Proteingehalt der Zellen im 

jeweiligen Zellkulturansatz (siehe Abbildung 4.8). Die Caspase-4-Aktivität wurde in 

den Zelllysaten mit der indirekten Methode deutlich höher gemessen, als mit der di-

rekten Methode. Ursächlich hierfür kann der Prozess, der Zelllyse sein, der für die 

Zellen Stress bedeutet und möglicherweise zu einer Aktivierung von Caspase-4 führt. 

Die Probenvorbereitung, um ein Lysat von Zellen, ob adhärent oder nicht-adhärent 

wachsend, zu erhalten, beinhaltet deren Kultivierung und eine mögliche Applikation 
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von stimulierenden Zellzusätzen. Dann folgen die Ernte der Zellen, verschiedene 

Waschvorgänge und Zentrifugationen. Im nächsten Schritt werden die Zellen mit ei-

nem Zelllysepuffer versehen. Nach mehrfachem Einfrieren in flüssigem Stickstoff und 

Auftauen auf Eis ist das Ergebnis ein Proteinisolat der Zellen, welches sowohl für 

den entsprechenden Caspase-Assay, als auch für die Proteinkonzentrationsbestim-

mung verwendet werden kann. Diese Abläufe sind standardisiert und werden für eine 

Vielzahl auch anderer Assays verwendet (Kaufmann et al. 2008). Ziel dieser Arbeit 

war es, zu zeigen, dass auf viele Schritte dieser Probenaufarbeitung verzichtet wer-

den kann und damit eine klare Ersparnis des zeitlichen Aufwands und eine Redukti-

on möglicher damit verbundener Fehlerquellen erreicht werden kann, wenn die ei-

gentliche enzymatische Reaktion und Umsetzung des Caspase-Substrats durch akti-

ve Enzyme der vitalen Zellkultur stattfindet und nicht erst im Zelllysat. So sollte der 

Prozess der Zelllyse umgangen werden. Denn unklar ist, was die Zerstörung der Zel-

le durch Lysepuffer, Zentrifugation und der Temperaturwechsel beim Einfrieren und 

Auftauen tatsächlich bewirken. Caspasen liegen intrazellulär in der inaktiven Form 

als Zymogene vor. Setzt die Zelle den geregelten Prozess der Apoptose oder In-

flammation in Gang, werden diese durch Proteinspaltung und Änderung der räumli-

chen Strukturen in den Zustand einer aktiven Caspase versetzt. Der Lysevorgang ist 

ein enormer Stress für die Zelle, der möglicherweise Caspasen aktiviert, die im Ru-

hezustand nicht katalytisch aktiv waren. Und eben diesen physiologischen Zustand 

ohne Störeinflüsse gilt es doch eigentlich abzubilden. Möglicherweise führt der Pro-

zess der Zelllyse auch dazu, dass zuvor in verschiedenen Organellen der Zelle sepa-

rierte Caspasen nun Zugang zu anderen Pro-Caspasen haben und sie fälschlicher-

weise aktivieren (Zapata et al. 1998). Dieser Vorgang und der Stress durch die Zell-

lyse kann eine Ursache dafür sein, dass durch die indirekte Bestimmung des AFC 

eine höhere Aktivität der JEG-3-Zellen der gleichen Passage gemessen wurde (siehe 

Abb. 4.8). Möglicherweise führen die Schritte der Zelllyse mit Zentrifugation, der Zell-

lysepuffer und der wiederholte Temperaturwechsel beim Einfrieren und Auftauen 

auch zu einer Zerstörung der räumlichen Struktur der Caspasen, was deren Inaktivi-

tät zur Folge hätte. So würde man in diesem Fall eine scheinbar verminderte Caspa-

se-4-Aktivität messen und somit nicht den eigentlichen Grundzustand der vitalen Zel-

le abbilden. Andererseits können auch während der Inkubationszeit der Zellen mit 

den Substraten und Inhibitoren Caspasen durch die Zusätze aktiviert werden und 
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damit würde man durch die direkte Bestimmungsmethode eine vermeintlich höhere 

Aktivität messen (Mack et al. 2000). 

Die Bestimmung der Caspase-4-Aktivität von lebenden JEG-3-Zellen auf Grundlage 

des sich im Überstand befindlichen AFC bedeutete nicht nur die Zelllyse und den 

damit verbunden störenden Einfluss auf die Proteine zu umgehen. Es war auch zu-

dem eine enorme Zeitersparnis und eine vereinfachte Versuchsdurchführung damit 

verbunden. Die Überstände mussten lediglich entnommen, ausgefällt und zentrifu-

giert werden und standen sofort zur quantitativen Bestimmung zur Verfügung. Bei 

Betrachtung der Ergebnisse für die AFC-Konzentrationen im Zellkulturüberstand und 

im Zelllysat nach Behandlung der Zellen mit Caspase-4-Substrat und den Inhibitoren 

fällt die Varianz der Messergebnisse auf (siehe Tabelle 4.1 und 4.2). Bezieht man 

hingegen die AFC-Konzentration auf die Proteinkonzentration der Zellen im Ver-

suchsansatz, dann ist die Schwankungsbreite der Ergebnisse mit den Messwerten 

bei der indirekten Methode vergleichbar (siehe Abbildung 4.8). Hier bestehen nach 

Aufarbeitung des Lysats sehr gute und stabile Messbedingungen. Auch die Proben-

handhabung nach der Zelllyse ist einfach, schafft eine gute Reproduzierbarkeit der 

Ergebnisse und ermöglicht einen hohen Probendurchlauf, vernachlässig man die 

Tatsache, dass durch den Prozess der Zelllyse die eigentlich zu messenden Zustän-

de verfälscht sein können (Mack et al. 2000). Der Faktor der lebenden Zelle als Pro-

bengrundlage spielt für die unterschiedlich hoch ausfallende AFC-Konzentration und 

damit Caspase-4-Aktivitat in den Zellkulturüberständen und Zelllysaten bei der direk-

ten Aktivitätsbestimmung eine nicht zu vernachlässigende Rolle. Möglicherweise 

führt die Behandlung der Zellen mit Caspase-4-Substrat und den beiden Inhibitoren 

auch zu einem Caspase-aktivierenden Zellstress mit vermehrter Expression und Ak-

tivierung der Enzyme. Möglicherweise ändert sich durch die Zellzusätze die Memb-

ranpermeabilität für die Caspasen, so dass diese die intrazelluläre Lokalisation 

wechseln, durch andere Enzyme aktiviert werden oder gar aus der Zelle diffundieren 

(Tao et al. 2007). Für Experimente, die am selben Tag durchgeführt wurden, wurden 

immer Zellen aus der gleichen Passage einer Kultur verwendet. An anderen Messta-

gen kamen folglich andere Passagen der JEG-3-Zellen zum Einsatz. Die AFC-

Konzentrationen innerhalb eines Messtages zeigten geringere Unterschiede vergli-

chen mit denen anderer Messtage (Vergleich Tabelle 4.1 und 4.2). Als Grund hierfür 

ist das unterschiedliche Alter der Zellen sicher nicht zu vernachlässigen.  
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Der Anteil an freiem AFC, der durch eine nicht-enzymatische Einwirkung im Medium 

entsteht, ist nicht unerheblich, was das Mitführen einer Blindwertprobe unerlässlich 

macht. Gründe für die hohe Konzentration an AFC im Blindwert sind möglicherweise 

Zusätze im Medium, die eine Abspaltung von AFC vom Tetrapeptid bewirken, die 

Hitze im Inkubator oder möglicherweise war auch das Substrat schon zu lang in 

DMSO gelöst, wobei sehr darauf geachtet wurde, dass hierbei keine zu langen La-

gerzeiten entstanden. So steigert sich die AFC-Konzentration vermeintlich während 

der eigentlichen Untersuchung und kann durch diese störenden Einflüsse fälschli-

cherweise zu hoch gemessen werden (Mack et al. 2000). Befindet sich die Probe 

mehr als sechs Stunden in der Warteschleife für die HPLC-Messung ohne Kühlung 

der Proben, muss spätestens dann eine erneute Bestimmung des Blindwertes mit 

korrigierter Berechnung erfolgen, da ab diesem Zeitpunkt mit einer signifikanten Zu-

nahme des AFC in der Probe durch Zerfall zu rechnen ist. 

5.3 Untersuchung der Stabilität des Caspase-4-Substrats bei unter-
schiedlichen Lagerungsbedingungen 

Die Stabilität des Caspase-4-Substrates stellt für die flüssigkeitschromatographische 

Detektion einen wichtigen Faktor dar, da die Bestimmung einer einzelnen Probe eini-

ge Zeit in Anspruch nimmt. Anhand der beschriebenen chromatographischen Auf-

trennung der verschiedenen fluoreszierenden Signale kann eine Aussage darüber 

getroffen werden, ob es sich hierbei um AFC gekoppelt an das Tetrapeptid handelt, 

oder um freies AFC (siehe Abbildung 4.2). Das Caspase-4-Substrat unterliegt einem 

gewissen Zerfall, ohne dass eine enzymatische Spaltung eingewirkt hat. Die vom 

Hersteller optimalen Lagerungsbedingungen sind in solider Form Raumtemperatur 

und in DMSO-gelöster Form -20°C. Sobald das Substrat in DMSO gelöst wird, ent-

steht freies AFC und AFC mit unterschiedlich langen Peptidfragmenten. Hierbei spie-

len möglicherweise äußere Einflussfaktoren, wie das Alter des Substrats, die Zeit, die 

vergeht, nachdem es in DMSO gelöst wurde, die Lagerungstemperatur, die Anzahl 

der Einfrier- und Auftauvorgänge und möglicherweise auch Inhaltsstoffe des Medi-

ums, wie FKS und antibiotische Zusätze, eine nicht zu vernachlässigende Rolle. 

Ein Messdurchlauf innerhalb einer HPLC-Apparatur nimmt einige Minuten in An-

spruch. Aus der sich im Autosampler befindlichen Probe wird eine geringe Menge 
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entnommen. Sie passiert nach der Vorsäule die eigentliche Säule, in welcher die ein-

zelnen Probenbestandteile abhängig von ihren Wechselwirkungen mit dem Pa-

ckungsmaterial aufgetrennt werden und nach unterschiedlich langen Elutionszeiten 

dann im Fluoreszenzdetektor erscheinen und dort bestimmt werden können. Einzel-

ne Messungen benötigen je nach Einstellung bis zu 10 min. Nach jedem Messdurch-

lauf wird die Säule von Verunreinigungen befreit, um eine Verschleppung des AFC 

zu verhindern, was nachfolgende Messungen beeinträchtigen könnte. Hierfür diente 

ein Gemisch aus Wasser und Methanol. Bei den gewählten Einstellungen des HPLC-

Systems mussten hierfür ebenfalls 10 min einkalkuliert werden. Hieraus ergibt sich 

die Notwendigkeit, dass der Enzym-unabhängige Zerfall nach der durch Methanol 

gestoppten enzymatischen Reaktion so gering wie möglich ist, während sich die Pro-

ben in der Warteschleife für die Messung befinden. Der Zerfall, der vor Zugabe auf 

die Zellen entsteht, lässt sich durch Mitführen des Blindwertes beurteilen. Auch kann 

durch wiederholtes Messen des Blindwertes ein weiterer Enzym-unabhängiger Zer-

fall des Substrats nach gestoppter Reaktion durch Caspase-4 einkalkuliert werden. 

Es gilt zu bewerten, ob ein gekühlter Autosampler nötig ist, der die Proben vor der 

eigentlichen Messung auf einer bestimmten Temperatur stabil kühlt. Weiterhin ist es 

interessant zu wissen, ob die Zellüberstände mehrfach eingefroren und aufgetaut 

werden können, um sie gegebenenfalls zu einem späteren Zeitpunkt mit anderen 

Proben wiederholt messen zu können und welchen Einfluss die Lagerung bei -20°C 

und -80°C auf die Zunahme des freien AFC nimmt. 

Die Messergebisse der bei Raumtemperatur gelagerten Proben des Zellkulturüber-

stands zeigen, dass der in den ersten zwei Stunden zu verzeichnende nicht-

enzymatische Zerfall des Substrats zu vernachlässigen ist. Auch in den folgenden 

Stunden ist die Zunahme an detektierbarem freien AFC nur gering. Folglich ist bei 

Messdurchläufen mit geringer Probenanzahl nicht zwingend eine Kühlung im Auto-

sampler nötig. Ist es notwendig, eine größere Probenanzahl an einem Tag zu be-

stimmen, empfiehlt es sich, eine Kühlung der Zellkulturüberstände vorzunehmen, 

oder gegebenenfalls den Blindwert erneut zu bestimmen und korrigiert in die Be-

rechnung einzubeziehen. Eine Kühlung der Proben verlängert die Zeit bis die nicht-

enzymatische AFC-Freisetzung zunimmt und das Messergebnis beeinflusst. Auch 

hier ist jedoch die Mitführung eines Blindwertes nötig. Gekühlte Autosampler können 

bei Messdurchgängen mit einer großen Probenanzahl die Messbedingungen für alle 
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Proben weitestgehend konstant halten. Da von einem nicht-enzymatischen Zerfall 

bei Raumtemperatur auszugehen ist und die Bestimmung des freien AFC durch RP-

HPLC auch kleine Unterschiede misst, sind konstante äußere Messbedingungen 

sehr wichtig. 
Aufgrund eines hohen Probenaufkommens an Zellkulturüberständen und des von 

uns beschriebenen zeitlichen Aufwands für die AFC-Konzentrationsbestimmung 

durch die RP-HPLC sollte es möglich sein, in den Proben des Zellkulturüberstands 

zu einem späteren Zeitpunkt die AFC-Konzentration messen zu können. Dies erfor-

dert eine adäquate Lagerung der Proben. Betrachtet man die Messergebnisse der 

Zellkulturüberstände, die bei -80 °C und -20 °C gelagert wurden, zeigt sich eine steti-

ge Zunahme der AFC-Konzentration innerhalb von vier Wochen bei  

-80°C-Lagerung von ca. 17% der eingangs bei Raumtemperatur gemessenen Probe 

und ca. 16% bei Lagerung im -20 °C kalten Gefrierschrank.  

Der Vorgang des Einfrierens und Auftauens und insbesondere die Häufigkeit dieser 

Vorgänge hat ebenfalls Einfluss auf den Zerfall des intakten Caspase-4-Substrats. 

Die Hersteller weisen in ihren Empfehlungen zur Probenhandhabung darauf hin, 

dass das Substrat, sobald es in DMSO gelöst ist, so selten wie möglich eingefroren 

und aufgetaut werden sollte. Das gilt grundsätzlich auch für das im Zellkulturüber-

stand und in DMEM-Medium gelöste Caspase-4-Substrat, das nicht in die Zelle dif-

fundierte und daher dort auch nicht enzymatisch umgesetzt wurde. Es konnte gezeigt 

werden, dass auch bei dem verwendeten Caspase-4-Substrat eine Abhängigkeit von 

der Anzahl der Einfrier- und Auftauvorgänge zu beobachten war. Je seltener die Pro-

be einem Temperaturwechsel ausgesetzt war, umso geringer war die Zunahme der 

Konzentration des freien AFC. Festzuhalten ist, dass der Temperaturwechsel und die 

Lagerung bei Minusgraden, bzw. die generelle Lagerung und Aufbewahrung der 

Proben den Zerfall des Substrats mit der Zeit begünstigen. Mehrmaliges Einfrieren 

und Auftauen führt zu einer früheren signifikanten Zunahme der AFC-Konzentration 

im Zellkulturüberstand, ohne dass hierbei eine enzymatische und damit gewollte 

Spaltung eine Rolle spielt. Bei -20°C-Lagerung geschah dies spätestens nach dem 7. 

Tag der Lagerung, bzw. nach zweimaligem Temperaturwechsel. Bei -80°C-Lagerung 

war bereits nach einem Tag und einmaligen Einfrieren und Auftauen eine signifikante 

Zunahme der AFC-Konzentration in der Probe zu verzeichnen. Auch hier ist anzu-

merken, dass unter Mitführung eines Blindwertes dieser, wenn auch nicht groß aus-
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fallender Zerfall des Substrats bei der Quantifizierung korrigiert werden kann. Hie-

raus lässt sich schlussfolgern, dass -20 °C eine ausreichend niedrige Temperatur zur 

Probenlagerung für eine Woche ist, und dass zweimaliges Einfrieren und Auftauen 

der Proben akzeptabel sind. 

5.4 Einordnung der fluoreszenzbasierten direkten Aktivitätsmessung 
der Caspase-4 mittels RP-HPLC und ein Vergleich mit anderen Me-
thoden zur Caspase-Aktivitätsbestimmung 

Die Rolle der Caspasen beim programmierten Zelltod ist einschlägig bekannt. Fehl-

regulierte Caspasen als Dreh- und Angelpunkt bei der Pathogenese von tumorösen 

und neurodegenerativen Erkrankungen zu bezeichnen, ist sicher nicht übertrieben. 

Sie sind daher attraktiver Angriffspunkt für Medikamente und wichtiges Messinstru-

ment, um Apoptose in vitro und in vivo zu bestimmen. Dies führte dazu, dass viele 

Techniken entwickelt wurden, um die Aktivität der Caspasen messbar machen zu 

können und um damit die Rolle jeder einzelnen Caspase zu definieren. Eine Hürde 

aller dieser Bestimmungstechniken ist die überlappende Substratspezifität der ein-

zelnen Caspasen in den verschiedenen Gruppen der Initiator,- Effektor- und inflam-

matorischen Caspasen, die es schwierig macht, die Aktivität einer einzelnen Caspa-

se singulär zu quantifizieren. (Benkova 2009, Nicholls und Hyman 2014). Auch bei 

unseren Ergebnissen muss man diese Tatsache berücksichtigen. Durch die Verwen-

dung eines Pan-Caspase-Inhibitors wurde im Vergleich zum selektiven Caspase-4-

Inhibitor die AFC-Konzentration und damit die eigentliche Caspase-4-Aktivität noch 

weiter reduziert, so dass davon ausgegangen werden muss, dass auch andere Cas-

pasen das Caspase-4-Substrat umsetzen. Möglicherweise spielen auch andere En-

zyme als Caspasen eine nicht zu vernachlässigende Rolle. Eine Kreuzreaktivität für 

Caspase-3-Substrate und Cathepsin B wurde bereits beschrieben (Mackay 2016). 

Umso mehr ist die Entwicklung von noch spezifischeren Substraten für Caspasen mit 

überlappender Substratspezifität notwendig, unter Berücksichtigung allosterischer 

Effekte und anderer sekundärer Bindungsstellen (Nicholls und Hyman 2014). 

Bei der traditionellen kolorimetrischen Aktivitätsbestimmung der Caspasen durch ein 

an ein Peptid gebundenes Chromophor, z.B. para-Nitroanilin (pNA), wird nach Ab-

spaltung des Farbstoffes gelbes Licht emittiert und im Spektrophotometer oder Plat-
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tenreader quantifiziert. Nachteilig sind die geringe Sensitivität und die fehlende Mög-

lichkeit der Anwendung im in-vivo-Modell. Aufgrund der einfachen Handhabung und 

der niedrigen Kosten finden sie trotzdem heute noch breite Anwendung, vor allem bei 

Hochdurchsatzverfahren. Daher besteht auch Interesse bessere Substrate zu entwi-

ckeln, die die Sensitivität verbessern (Maysinger und Hutter 2015).  

Bei der fluoreszenzbasierten Aktivitätsbestimmung, wie sie in dieser Arbeit beschrie-

ben ist, macht man sich ein an ein Tetrapeptid gekoppeltes Fluorochrom zu nutze. 

Insbesondere bei der Aktivitätsbestimmung in vitro finden diese synthetisch herge-

stellten Substrate breite Anwendung. Die Applikation bei der Aktivitätsmessung bei 

Modellen in vivo wird durch eine erschwerte Membrangängigkeit bestimmter Substra-

te im Einsatz eingeschränkt (Nicholls und Hyman 2014). Wir konnten jedoch für das 

Caspase-4-Substrat (Ac-LEVD-AFC) zeigen, dass eine gute Membranpermeabilität 

in adhärent wachsenden JEG-3-Zellen besteht. Auch für die Caspase-Substrate Ac-

DEVD-AFC und Ac-DEVD-AMC konnte gezeigt werden, dass die Membran von Jur-

kat-, HL-60- und HL-60/MX2-Zellen rasch überwunden werden konnte (Mack et al. 

2000, Tao et al. 2007). Die synthetischen peptidbasierten Substrate und Inhibitoren, 

die in der in-vitro-Forschung häufig eingesetzt werden, wurden zur besseren Anwen-

dung in vivo so modifiziert, dass sie die Zellmembran besser überwinden können. So 

wurde beispielsweise FLICA (fluorochrome-labeled inhibitor of caspases) entwickelt. 

Man konnte zeigen, dass die Caspase-Inhibitoren FAM-VAD-FMK und FAM-VEID-

FMK die Zellmembran von HL-60-Zellen, Jurkat-Zellen und HeLa-Zellen problemlos 

passieren können und durch das gebundene Fluoromethylketon (FMK) ans aktive 

Zentrum der aktivierten Caspasen binden und dann fluoreszieren. FAM-VAD-FMK ist 

ein Fluorescein-Derivat (FAM) des von uns verwendeten Pan-Caspase-Inhibitors 

zVAD-FMK. Die Peptidsequenz VAD wurde von allen Caspasen erkannt, VEID war 

spezifisch für Caspase-6. Die Apoptose wurde in den Zellen durch Behandlung mit 

Chemotherapeutika ausgelöst. Die Intensität der Fluoreszenz wurde dann mittels 

Durchflusszytometrie bestimmt, um damit auf die Aktivität der Caspasen zu schlie-

ßen. Spezifische Substrate waren hierfür nicht zwingend notwendig. Auch eine Mes-

sung der Fluoreszenz im Plattenreader oder eine Fluoreszenz-Mikroskopie war mög-

lich (Bedner et al. 2000, Amstad et al. 2001). Auch eine Messung der Fluoreszenz 

nach chromatographischer Auftrennung sollte realisierbar sein. Wir konnten mit un-

seren Experimenten zeigen, dass auch der nicht modifizierte Pan-Caspase-Inhibitor 
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(zVAD-FMK) und ebenso der Caspase-4-Inhibitor (Z-LEVD-FMK) problemlos die 

Zellmembran der JEG-3-Zellen überwinden können und beide Inhibitoren somit in 

zellbasierten Versuchsmodelle eingesetzt werden könnten. Nachteil der Aktivitätsbe-

stimmung der Caspasen mit FLICA ist die Tatsache, dass diese Inhibitoren irreversi-

bel an die Caspasen binden und daher den weiteren Erhalt der Zelle unterbinden. Im 

Gegensatz ist zu prüfen, ob die ausschließliche Verwendung von Caspase-

Substraten ohne Inhibitoren, wie in unserem Versuchsaufbau, die weitere Entwick-

lung der Zelle beeinflusst. Die Attraktivität von fluoreszierenden peptidbasierten Sub-

straten führte zur Entwicklung einer Reihe von sehr gut membrangängigen syntheti-

schen Substraten, z.B. PhiPhiLuxG1D2 (Packard et al 1996), die ihre Anwendung in 

FACS und anderen Hochdurchsatzverfahren finden. Voraussetzung zur Verwendung 

für die Durchflusszytometrie oder die Fluoreszenzmikroskopie ist die fehlende Memb-

rangängigkeit des abgespaltenen Fluorochroms (Maysinger und Hutter 2015). Die 

Substrate besitzen meist zwei Fluorophore. Nach Abspaltung kommt es zu einer Än-

derung der räumlichen Struktur, wodurch der hydrophobe Charakter und damit die 

Membrangängigkeit verloren gehen. Mit unseren Ergebnissen konnten wir zeigen, 

dass AFC sehr gut membrangängig ist und sich daher für eine Bestimmung im Zell-

kulturüberstand eignet, und möglicherweise ein Einsatz bei durchflusszytometrischen 

Verfahren eher ungünstig scheint (Komoriya et al. 2000). DEVD-NucView488 ist ein 

an ein Tetrapeptid gekoppeltes Fluorophor, das erst zu fluoreszieren beginnt, wenn 

es an DNA bindet, nachdem es durch aktive Caspasen vom Tetrapeptid gespalten 

wurde. Im Zytoplasma fluoresziert es demnach nicht (Cen et al. 2008). All diese Sub-

strate, wie auch das von uns verwendete Caspase-4-Substrat eignen sich für die Ak-

tivitätsbestimmung im lebenden Zellmodell. Eine der größeren Herausforderungen 

der in-vivo-Forschung besteht darin, diese Reagenzien so zu modifizieren, dass sie 

auch in Tiermodellen eingesetzt werden können, um so zum Beispiel Apoptose von 

Tumoren nach einer Chemotherapie anzuzeigen. Schwierigkeit bei der Entwicklung 

von Substraten, die hierbei zur Anwendung kommen, ist nicht nur die Membrangän-

gigkeit, sondern auch die Gewebegängigkeit und die Möglichkeit dann im Gewebe 

den fluoreszierenden Stoff zu detektieren (Nicholls und Hyman 2014). Hierfür eignet 

sich zum Beispiel ein Caspase-3-Substrat-basierter (DEVD) Radiotracer [(18)F]-

CP18, um durch eine PET Bildgebung die Apoptose in Tumore anzuzeigen. [(18)F]-

CP18 ist ein Substrat, das an die von Caspase-3 präferierte Peptidsequenz DEVD 
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gebunden ist. Nach Katalyse akkumuliert das 18F-markierte Tetrapeptid (DEVD) im 

Zytoplasma und kann so dargestellt werden (Xia et al. 2013). FLIVO (FLuorescence 

in vIVO) ist die in-vivo-Version von FLICA. Hierbei wird ein zellpermeabler fluoreszie-

render Pan-Caspase-Inhibitor in Tiere injiziert, zirkuliert durch den Körper und geht in 

Zellen über, in denen er an die Caspasen bindet und sie somit markiert. Die zu inte-

ressierenden Gewebe können dann anschließend ex vivo durch Mikroskopie und 

Durchflusszytometrie analysiert werden (Cursio et al. 2008). 

Eine weitere Möglichkeit der Caspaseaktivitätsmessung basiert auf der Biolumines-

zenz (z.B. Caspase-Glo® 3/7 Assay von Promega). Hierbei wird das Caspase-

Substrat durch die Caspasen so gespalten, dass Aminoluciferin freigesetzt wird. Die-

ses wiederum dient als Substrat für die Luciferase. Es wird dadurch ein leuchtendes 

Signal generiert. Im Gegensatz zur Fluoreszenz ist keine Anregung hierfür notwen-

dig, wodurch keine Überlagerung mit anderen fluoreszierenden Komponenten stö-

rend wirken kann, wie es in unserem fluoreszenzbasierten Assay der Fall ist, trennt 

man die einzelnen Bestandteile nicht chromatographisch voneinander auf. Signale 

bei der Biolumineszenz-Methode sollen deutlich früher generiert werden und damit 

eine Zeitersparnis bedeuten (O´Brien et al. 2005). Auch für Caspase-4 wurde eine 

solche Anwendung bereits beschrieben (Yang et al. 2015) Allerdings eignen sie sich 

nicht für die Anwendung in lebenden Zellen und im Tiermodell, da das Enzym Lucife-

rase dort nicht natürlicherweise vorkommt (Maysinger und Hutter 2015). 

Um alternativ zu diesen Aktivitätsassays nicht die Rate der proteolytischen Aktivität 

zu messen, sondern durch die Proteinmenge der Caspase-4 auf deren Aktivität zu 

schließen, steht beispielsweise das Immunoblotting zur Verfügung, basierend auf 

Antikörpern (Western Blot, ELISA) (Hitomi et al. 2004, Kim et al. 2006). Wie bereits 

unter 1.4.1 erläutert, ist hierbei nachteilig zu bewerten, dass durch diese Methode 

nicht zwischen exprimierten Enzym und tatsächlich aktivierten Enzym unterschieden 

werden kann, da für die Aktivierung eine Änderung der räumlichen Struktur notwen-

dig ist, die so nicht erfasst werden kann (Boatright et al. 2003, Vaculova und 

Zhivotovsky 2008). Bei dem Nachweis von Produkten der Caspase-Aktivität, wird ein 

Rückschluss auf die aktivierten Enzyme gezogen. Beim bloßen Nachweis der Protei-

ne ist dies nicht sicher möglich, da diese auch an Inhibitoren gebunden sein können, 

durch den Prozess der Zelllyse davon gelöst werden und somit eigentlich nicht aktiv 

sind (Kaufmann et al. 2008). 
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Eine weitere Möglichkeit zur Caspase-Aktivitätsbestimmung besteht in der Applikati-

on von Nanopartikeln. Hierbei kommen zumeist Gold-Nanopartikel zur Anwendung 

(GNP). Die Methode basiert auf dem Prinzip der Oberflächenplasmonenresonanz-

Spektroskopie (Maysinger und Hutter 2015). Konjugiert man FITC (Fluorescein Iso-

thiocyanat) an GNP durch eine Peptidsequenz, die bevorzugt von Caspasen erkannt 

wird, dann wird die Fluoreszenz von FITC unterbunden. Nach der Abspaltung durch 

Caspase-Katalyse wird FITC freigesetzt und die Fluoreszenz wird messbar gestei-

gert. Gleichzeitig führt die Abspaltung des negativ geladene Peptids und FITC von 

den GNP zu einer Veränderung der elektrostatischen Struktur und zu einer Aggrega-

tion der GNP, wodurch es zu einem Farbwechsel von rot zu blau kommt. Folglich 

kann eine fluorimetrische und eine kolorimetrische Messung erfolgen (Tang et al. 

2013). Im Gegensatz zu den bisher beschrieben Methoden erlaubt die auf Nanopar-

tikel basierende Methodik eine Beobachtung der Caspase-Aktivität in vitalen Zellen. 

Fünf GNPs, die durch ein Peptid satellitenartig an ein Kern-GNP gebunden sind, 

werden sukzessive durch eine aktive Caspase-3 abgespalten. Hierdurch ändert sich 

die Signalintensität, die kontinuierlich in der Frühphase der Caspase-3-Aktivierung 

durch Dunkelfeldmikroskopie spektrometrisch bestimmt werden kann. Dies erlaubt 

somit eine Echtzeit-Aufnahme der zunehmenden Aktivität (Jun et al. 2009). Magneti-

sche NP (MNP) fungieren als Kontrastmittel, die die T1- oder T2-Relaxationszeit ver-

ändern. In-vivo-MR-Techniken erlauben dadurch eine nicht-invasive Untersuchung 

von Organen. Koppelt man die MNP nun an Biosensoren, die in Geweben oder Zel-

len akkumulieren, von Proteasen umgesetzt werden und dadurch eine lokale Kon-

zentrationserhöhung bedingen, kann dies durch eine Änderung des T2-Signals in der 

MR-Technik dargestellt werden (Eckert et al. 2013).  
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6 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK 

Schlussfolgerungen 

In der vorliegenden Arbeit sollte eine neue Herangehensweise an die fluoreszenzba-

sierte Caspase-4-Aktivitätsbestimmung in der Chorionkarzinomzelllinie JEG-3 unter-

sucht werden. Die Interpretation der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse lässt fol-

gende Aussagen zu: 

 Die Caspase-4-Aktivität lässt sich quantitativ auch auf Grundlage des Zellkul-

turüberstands bestimmen. Caspase-4-Substrat diffundiert problemlos nach in-

trazellulär, AFC wird dort katalytisch vom Tetrapeptid abgespalten und gelangt 

entsprechend des Diffusionsgleichgewichts in den Zellkulturüberstand. Insge-

samt ist die AFC-Konzentration im Überstand deutlich größer als der intrazel-

lulär verbleibende Anteil. 

 Die Umstellung der RP-HPLC von einer isokratischen Trennmethode zu einer 

Gradientenelution ermöglicht eine optimierte Bestimmung im sehr niedrigen 

Konzentrationsbereich bis zu 0,2 pmol/ml und eine bessere Signaltrennung 

zweier Substanzen mit nur geringen Unterschieden in der AFC-Konzentration. 

Durch den erhöhten Anteil von organischen Lösungsmitteln kann der Grad an 

Verunreinigung der Säule minimiert und damit deren Lebensdauer erhöht 

werden. 

 Die chromatographische Trennung der in der Probe enthaltenen fluoreszie-

renden Bestandteile, bestehend aus freiem AFC und Caspase-4-Substrat, 

lässt eine Messung am Wellenlängenoptimum von AFC mit 490 nm zu, da 

sich die beiden Signale hierdurch nicht überlagern. Eine Hintergrundfluores-

zenz wird somit minimiert. 

 Eine Lagerung des Zellkulturüberstands mit noch nicht enzymatisch umge-

setztem Caspase-4-Substrat bei -20°C ist der bei -80°C vorzuziehen, da der 

nicht enzymatische Zerfall bei dieser Temperatur geringer ist. Zudem sollte 

der Zellkulturüberstand nach Behandlung der Zellen mit Caspase-4-Substrat 

vor einer Quantifizierung des AFC so selten wie möglich eingefroren und auf-

getaut werden. Bei Raumtemperatur kann eine Lagerung für ca. sechs Stun-

den ohne Kühlung erfolgen. 
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Insgesamt ist hervorzuheben, dass die direkte Herangehensweise an die Caspase-

Aktivitätsmessung eine gute Alternative zu den etablierten Assays, auch für andere 

Caspasen, sein kann. Es wird die Aktivität der im aktivierten Zustand vorliegenden 

Caspase-4 gemessen. Der störende Einfluss der Zelllyse auf die Caspase-4-Proteine 

wird somit umgangen. Inwiefern die Caspase-Substrate und -Inhibitoren einen Ein-

fluss auf die intrazelluläre Caspase-4-Aktivität besitzen, ist nicht sicher auszuschlie-

ßen. Nachteilig zu bewerten, ist der geringe Probendurchsatz, dessen Zeitaufwand 

durch die chromatographische Auftrennung jeder einzelnen Probe von Zellkultur-

überstand und -lysat, die eingesparte Zeit bei der Probenvorbereitung übersteigt. 

Ausblick 

Der in dieser Arbeit diskutierte Assay stellt eine Änderung der Probenvorbereitung 

zur Aktivitätsbestimmungen von Caspase-4 dar. Aufgrund mangelnder vorbeschrie-

bener Erkenntnisse hierzu in der Literatur sollte diese Art der Probenhandhabung 

jedoch noch weiter kritisch untersucht werden. So sollte der Einfluss der Substrats 

und der Inhibitoren auf die Zelle genauer beleuchtet werden. Um die Caspase-4-

Aktivität der JEG-3-Zellen noch differenzierter zu betrachten, ist eine Stimulation der 

Caspase-4 durch ER-Apoptose-Induktoren oder durch LIF, wie bei Fitzgerald et. al. 

beschrieben, eine weitere Möglichkeit (Fitzgerald et al 2005). Auch durch die An-

wendung des Verfahrens auf nicht adhärent wachsende Zellen oder Primärkulturen 

der Plazenta können Pathologien genauer untersuchen werden. 

Da gezeigt werden konnte, dass der in den Zellen verbleibende Anteil an AFC gerin-

ger ist, als der in den Überstand diffundierte AFC-Anteil, kann in Zukunft eine Lysie-

rung der Zellen möglicherweise komplett entfallen. Weitere Untersuchungen sollten 

zeigen, ob diese Herangehensweise an die Aktivitätsbestimmung damit auch für ei-

nen Hochdurchsatz mit der RP-HPLC geeignet ist. Entsprechende Zellkulturplatten-

Einsätze für die HPLC sind dafür verfügbar. Denkbar wäre damit eine Probenvorbe-

reitung der in den Zellkulturplatten befindlichen Zellen durch entsprechende Substra-

te und Inhibitoren und eine direkt daran anschließende fluorimetrische Bestimmung 

nach chromatographischer Auftrennung in der HPLC-Apparatur. Eine Herausforde-

rung an diesen Caspase-4-Aktivitätsassay ist zum einen die Verbesserung der Sub-

stratspezifität für Caspase-4 beispielsweise durch allosterische bzw. alternative Bin-

dungsstellen oder Kopplung an andere Träger, wie zum Beispiel NP, um somit die 

Funktion der Caspase-4 noch genauer betrachten zu können. 
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Verwendete Geräte, Materialien und Zusammensetzung von Puffern 

 
Geräte 
 
Autoklav  
KSG-112 

KSG-Olching 

  
Brutschränke 
HERAcell CO2 Inkubator 
FUNCTIONline CO2 Inkubator 

Heraeus Instruments 

  
HPLC-Anlage  
Gynkotek HPLC GINA  
Pumpe: Ultimate 3000 Pump 
Autosampler GINA 50 
Ultimate 3000 Variable Wavelength Detector 
RF1002 Fluorescence HPLC Monitor 
Chromeleon Software Version 6.8 
Vorsäule: 
Aqua perfekt C18, 250 x 0,4 mm, 5 µm 
Säule: 
Aqua perfect C18 250 x 0,4 mm, 5 µm 

 
Gynkotec  
Dionex 
Gynkotec  
Dionex 
Gynkotec 
Dionex 
 
MZ Analysentechnik 
 
MZ Analysentechnik 

  
Mikroskop (Auflicht)  
Axiovert 25 

Zeiss 

  
Neubauerzählkammer Optik Labor 
  
Pipetten Eppendorf, Gilson 

Hirschmann, Brand 
  
Spektrophotometer 
Cary UV 50 

Bio Varian 

  
Vortexer 
Vortex Genie 2 

Scientific Industries 

  
Waage Satorius Basic 
  
Wasserbad Huber Medingen 
  
Zentrifugen 
Biofuge 13 
Mikro 22R 
Universal 30F 

 
Heraeus 
Hettich  
Hettich 

 
Fluoreszenzspektrometer    Hitachi 
HITACHI Model F-4500  
(Eintrittspalt: 5 nm, Austrittspalt: 5 nm) 
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Verbrauchsmittel 

Centrifugal Filter  
Nanosep 0,45 µm, 500 µl 

VWR 

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

Sarstedt 

  
HPLC-Flasche  
V-Form 1,1 ml, 32 x 11,6 mm farblos 

Chromatographie Handel Müller 

  
HPLC-Flasche 
1,5 ml, 32.0 x 11.6, braun 

Chromatographie Handel Müller 

  
HPLC-Mikroeinsatz  
Öffnung 5 mm, 0,1 ml 31 x 5 mm farblos 

Chromatographie Handel Müller 

  
HPLC-Septen  
Silicon-weiß, PTFE-rot 

Chromatographie Handel Müller 

  
HPLC-Schraubkappe  
mit Septum, Loch 5,5 mm 

Chromatographie Handel Müller 

  
Küvetten Sarstedt 
  
Menzel-Gläser Thermo Scientific 
  
Pipettenspitzen Greiner 
  
Röhrchen (15 / 50 ml) Greiner 
  
Zellkulturflaschen Greiner 
  
Zellkulturplatten (F-Boden) (6- / 96-well)  Greiner 
 
        
Zellkulturmedien 
 
DMEM Medium 
(DMEM + 10% FKS + 2% Antibiotic 
Antimykotic Solution), Low glucose 1 g/l 

PAA 

  
Zellkulturmedium F12 PAA Laboratories 
   
Reagenzien 

AFC - Stammlösung  
A8401-5MG  
c1 = 100 pmol/ml, c2 = 10 pmol/ml 

Sigma 

 
Antibiotic Antimycotic Solution (AAS) 

 
Sigma 
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Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories 
  
Caspase-4, rekombinant  
1U/µl in PBS 

PromoKine 

  
Caspase-4-Inhibitor (Z-LEVD-FMK) 
2 mM Stammlösung in DMSO  

ENZO 

  
Caspase-4-Substrat (Ac-LEVD-AFC)  
20 mM Stammlösung in DMSO 
25 mg gelöst in 1,72 ml DMSO 

MP Biomedicals 

  
DMSO MP Biomedicals 
  
Fetales Kälberserum (FKS) Bio Whittaker 
  
Methanol HPLC Gradient Grade Roth 
  
Nanopartikel  
Stammlösung NM A002 (fluidMAG-D)  
cSL = 50 µg/µl 

Chemicell 

  
Pan-Caspase-Inhibitor (Z-VAD-FMK) 
10 mM Stammlösung in DMSO 
1,1 mg gelöst in 230 µl DMSO 

Peptide Institute 

  
PBS PAA 
  
Penicillin/Streptomycin PAA 
  
Protease-Inhibitor-Mix G 
31,2 mg in 1 ml Aqua dest.  
100 fache Stammlösung 

Serva 

  
Trypanblau Sigma 
  
Trypsin EDTA Lonza 
  
Wasser HPLC Gradient Grade Roth 
  
Zell-Lysepuffer Cell Signaling Technology 
 
 
Puffer 
 
Caspase-4 Puffer   Ansatz nach MP Biomedicals 

100 mM HEPES (pH = 7,5) 
20% (V/V) Glycerol 
5 mM DTT (Dithiothreitol) 
0,5 mM EDTA 

 


