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2 Abkürzungen 

 

2.1 Einheiten 
°C Grad Celsius 

g Erdbeschleunigung 

Gy Gray 

h Stunden 

min Minuten 

MV Megavolt 

µF Mikrofarad 

V Volt 

 

2.2 Aminosäuren 
D Aspartat 

E Glutamat 

H Histidin 

L Leucin 

T Threonin 

V Valin 

W Tryptophan 

 

2.3 Weitere Abkürzungen 
A1/Bfl-1 Bcl-2-related protein A1 

Abb. Abbildung 

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 

AP Alkalische Phosphatase 

AP-1 Transkriptionsfaktor Aktivatorprotein-1 

Apaf-1 Apoptotic protease-activating factor-1 
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APS Amoniumpersulfat 

Aqua dest./bidest. Aqua destillata/bidestillata 

ATP Adenosintriphosphat 

Bad Bcl-xL/Bcl-2-associated death promoter 

Bak Bcl-2 antagonist/killer 

Bax Bcl-2-associated X protein 

Bcl-2 B cell lymphoma protein 2 

Bcl-xL Lange Splicevariante des Bcl-x-Gens 

Bcl-xS Kurze Splicevariante des Bcl-x-Gens 

BH1-4 Bcl-2-Homologie-Domäne 1-4 

Bid Bcl-2 like inducer of death 

Bik/Nbk Bcl-2 interacting killer bzw. Natural born killer 

Bim/Bod Bcl-2 interacting mediator of cell death bzw. Bcl-2-related 

ovarian death gene 

Blk Bik-like killer protein 

Bmf Bcl-2-modifying factor 

Bok/Mtd Bcl-2 related ovarian killer bzw. Matador (spanisch: Mörder) 

Boo/Diva Bcl-2 homologue of ovary bzw. Death inducer binding to vBcl-

2 and Apaf-1 

CAD Caspasen-aktivierte DNase 

CARD Caspase activation and recruitment domain 

CD Cluster of Differentiation 

CD95/Fas/Apo-1 CD95-Rezeptor bzw. Fibroblasten assoziierter Rezeptor bzw. 

Apoptoserezeptor-1 

CD95L CD95-Ligand 

CED C. elegans death gene 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

CSK Carboxyterminale Src-Kinase 

Ctk Csk-Typ-Proteinkinase 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 
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DcR1 bzw. DcR2 Decoy Rezeptor 1 bzw. 2 (TRAIL) 

DD Death Domain 

DED Death Effector Domain 

DISC Death Inducing Signaling Complex 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DR Death Receptor 

dTTP Desoxythymidintriphosphat 

dUTP Desoxyuridintriphosphat 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGL-1 Egg-laying Defective Gene 1 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

ERK Extracellular Signal Related Kinase 

Fab Fragment antigen binding 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter 

FADD Fas-associated Protein with Death Domain 

FAP Fas-associated Phosphatase 

FCS Fetales Kälberserum 

FLICE FADD like ICE 

FLIP FLICE-inhibitory Protein 

FSC Forward Scatter 

5-FU 5-Fluorouracil 

G1/S-Übergang Übergang von der ersten Zwischen- zur Synthese-Phase  

G2/M-Übergang Übergang von der zweiten Zwischenphase zur Mitose 

GPI Glykosyliertes Phosphatidyl-Inositol 

GTP Guanosintriphosphat 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure 

Hrk/DP5 A Product of Harakiri/Neuronal Death Protein 5 

IAP Inhibitor of Apoptosis Protein 

ICAD Inhibitor of CAD 
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ICE Interleukin-1β-converting enzyme 

IgM Immunglobulin M 

IgG Immunglobulin G 

IL-2R Interleukin-2-Rezeptor 

ITAMs  Immunorezeptor-Tyrosin-beinhaltende-Aktivierungsmotive 

Jak Januskinase 

JNK c-Jun N-terminale Kinase 

Jun Ju-nana (japan. 17; von ASV 17: avian sarcoma virus 17) 

kD Kilodalton 

Lck Lymphocyte protein tyrosine kinase 

MAP-Kinase Mitogen-aktivierte Protein-Kinase 

Mcl-1 Myeloid Cell Leukemia Gene 1 

MHC Major Histocompatibility Complex 

myc Avian myelocytomatosis viral oncogene 

NFAT Nuclear Factor of Activated T cells 

NF-κB Nuclear Factor of immunoglobulin κ locus in B cells,  

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

PARP Poly-(ADP-ribose)-Polymerase 

PBS Phosphate Buffered Saline 

p21/cip-1/waf Cdk-interacting protein bzw. wild-type p53-activated fragment 

p75NTFR Neurotrophinrezeptor 

PI Propidiumiodid 

pI Isoelektrischer Punkt 

PLCγ γ-Domäne der Phospholipase C  

PP2 Pyrazolopyrimidin 2 

PT-Pore Permeability Transition Pore 

Puma p53 Upregulated Modulator of Apoptosis 

PZT Programmierter Zelltod 

Raf Rapidly accelerated fibrosarcoma 

Ras Rat sarcoma 
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RNA Ribonukleinsäure 

RT Raumtemperatur 

SDS Natriumdodecylsulfat/Laurylsulfat 

SH-Domäne Src-Homologie-Domäne 

SMAC/DIABLO Second Mitochondrial Activator of Caspase bzw. Direct IAP 

Binding Protein with Low PI 

SSC Sideward Scatter 

Syk Spleen tyrosine kinase 

TBS Tris Buffered Saline 

TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 

TM Transmembran-Region 

TMRE Tetramethylrhodamin-ethylester-perchlorat 

TNF Tumornekrosefaktor 

TNF-R Tumornekrosefaktor-Rezeptor 

TRAIL/Apo-2L TNF-related Apoptosis Inducing Ligand 

TRAIL-R TRAIL-Rezeptor 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tyr Tyrosin 

TZR T-Zellrezeptor 

XIAP X- linked Inhibitor of Apoptosis Protein 

wt Wildtyp 

ZAP-70 Zeta-assoziiertes Protein von 70 kD Molekulargewicht 
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3 Einleitung 
 

Jährlich erkranken in Deutschland ca. 350.000 Menschen neu an bösartigen 

Tumoren. Tumorerkrankungen sind derzeit nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen 

die zweithäufigste Todesursache und werden, nach Einschätzung von Experten, in 

zehn Jahren an der Spitze der Todesursachenstatistik stehen. 

Strahlentherapie, Chirurgie und zytostatische Therapie sind die drei wichtigsten 

Säulen der onkologischen Therapie. Ungefähr 60 bis 70 % aller Tumorpatienten 

werden im Verlauf ihrer Erkrankung strahlentherapeutisch behandelt, davon ca. 

40-50 % im Rahmen der Primärtherapie. Die Bestrahlung kann dabei als alleinige 

Therapieform oder adjuvant in Kombination mit chirurgischen oder 

medikamentösen Maßnahmen eingesetzt werden. Ein Beispiel für eine kurative 

Therapie durch alleinige Bestrahlung stellt die Behandlung des Prostatakarzinoms 

dar. Bei anderen Erkrankungen hingegen wird eine Bestrahlung mit anderen 

Therapieformen kombiniert. Dies spielt eine besondere Rolle für den Erhalt von 

Organen, z.B. bei der brusterhaltenden Therapie des Mammakarzinoms. 

Wesentliches Ziel jeder Strahlenbehandlung ist die Abtötung von Tumorzellen 

unter größtmöglicher Schonung des Normalgewebes. Für die weitere Optimierung 

der onkologischen Therapie sind daher die Erforschung der molekularen 

Grundlagen des Zelltodes und die Untersuchung dessen Regulation von 

wesentlicher Bedeutung. 

 

3.1 Historisches 
Einen ersten Hinweis auf apoptoseregulierte Prozesse lieferte bereits Galenus 

Galen im zweiten nachchristlichen Jahrhundert durch die Beschreibung der 

Regression von larvalen und fetalen Strukturen im Laufe der Ontogenese 

(Krammer, 2000). 1842 berichtete Carl Vogt, dass Zellen während der normalen 

Entwicklung sterben (Vogt, 1842). Die apoptotische Morphologie wurde schließlich 

1885 erstmals beschrieben (Majno und Joris, 1995). Dennoch fanden zunächst 
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sehr wenige Forscher Interesse an der Untersuchung des physiologischen 

Zelltodes. Erst 1972 wurde der Begriff Apoptose für Zellen ähnlicher Morphologie 

geprägt (Kerr et al., 1972). Die aus dem Griechischen stammende Bezeichnung 

Apoptose (apo = ab, weg, los; ptosis = Senkung) beschreibt das Fallen der Blätter 

im Herbst und gibt damit einen bildlichen Vergleich für das altruistische Absterben 

einzelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus. Seit 1988 Bcl-2 als erste 

Komponente des Zelltodsystems entdeckt wurde (Vaux et al., 1988), stieg das 

Interesse an der Zelltodforschung explosionsartig an und führte 2002 zur 

Verleihung des Nobelpreises für Medizin/Physiologie an die Wissenschaftler R. 

Horwitz, S. Brenner und B. Sulston, die durch ihre Untersuchungen an C. elegans 

einen wesentlichen Beitrag zur Aufklärung programmierter Zelltodvorgänge 

geleistet haben. 

 

3.2 Physiologische Bedeutung von Apoptose 
Apoptosevorgänge spielen sich bereits während der Embryonalentwicklung in 

praktisch allen Organen ab, so z.B. bei der Involution des Müller-Ganges beim 

männlich determinierten und des Wolff-Ganges beim weiblich determinierten Keim 

(Jacobson et al., 1997), bei der Bildung des Immunsystems, wo Leukozyten mit 

nicht funktionsfähigen oder autoreaktiven Rezeptoren eliminiert werden (Jacobson 

et al., 1997), bei der Entwicklung von Hand- und Fuß (Milligan et al., 1995) sowie 

bei der Entstehung des Nervensystem (Oppenheim, 1991; Raff et al., 1993; Vaux 

und Korsmeyer, 1999). Die Hauptfunktionen apoptotischer Zelltodvorgänge 

während der Entwicklung sind die Strukturbildung, die Entfernung nicht benötigter 

Strukturen, die Kontrolle der Zellzahl, die Elimination abnormer, fehlplazierter, 

nicht-funktioneller, oder schädlicher Zellen und die Produktion differenzierter Zellen 

ohne Organellen, was eine modifizierte Form des programmierten Zelltodes zu 

sein scheint (Jacobson et al., 1997). 

Im Erwachsenenalter treten Apotosevorgänge vor allem in Geweben mit hohem 

Zellumsatz auf, z. B. Haut, Magen-Darm-Trakt, kernhaltige Zellen des Blutes. 
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Außerdem werden nur temporär benötigte Zellen durch Apoptose entfernt, z.B. in 

der weiblichen Brust nach der Laktation (Kiess und Gallaher, 1998) und im Uterus 

während der Menstruation (Otsuki et al., 1994). Ebenso werden nach erfolgter 

Immunantwort nicht mehr benötigte T-Zellen durch Apoptose eliminiert, was als 

aktivierungsinduzierter Zelltod bezeichnet wird (Combadiere et al., 1998; Dhein et 

al., 1995). Darüber hinaus werden Zellen, die durch mutagene Agenzien 

beschädigt oder mit Viren infiziert sind, wegen der Gefahr der Entartung bzw. der 

Infektion anderer Zellen durch Apoptose eliminiert (Thompson, 1995). 

Störungen des Gleichgewichts von Zellproliferation und Apoptose führen zu 

pathologischen Zuständen. Die Apoptoserate ist beispielsweise bei Tumoren 

(Igney und Krammer, 2002), Autoimmunerkrankungen (Fischer und Schulze-

Osthoff, 2005) und Diabetes mellitus (Hui et al., 2004) zu niedrig. Eine erhöhte 

Apoptoserate findet man unter anderem bei AIDS, neurodegenerativen 

Erkrankungen, Herzversagen, Schlaganfall und Leberschäden (Fischer und 

Schulze-Osthoff, 2005). 

 

3.3 Formen von Zelltod 
Die Strahlentherapie wird aufgrund ihrer Fähigkeit zur Auslösung von 

Zelltodvorgängen für die Behandlung von Neoplasien eingesetzt. Das Absterben 

der Tumorzellen erfolgt dabei über ganz unterschiedliche Formen des Zelltodes. 

In der Vergangenheit wurden strahleninduzierte Zelltodvorgänge im Wesentlichen 

nach dem Zeitpunkt des Zelltodes in Interphasetod und reproduktiven Zelltod 

eingeteilt. Beim Interphasetod stirbt die Zelle bereits vor Erreichen der nächsten 

Mitose. Dagegen durchläuft die Zelle im Falle des reproduktiven Zelltodes eine 

oder mehrere Mitosen vor ihrem Absterben, wobei die Mehrzahl der Zellen nach 

der ersten oder zweiten Mitose stirbt (Forrester et al., 1999). 

In der modernen Zelltodforschung stehen dagegen funktionelle und 

mechanistische Aspekte der Zelltodinduktion im Vordergrund. 
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Alle aktiv von der Zelle regulierten Zelltodvorgänge werden mit der Bezeichnung 

programmierter Zelltod (PZT) zusammengefasst, d.h. der Zelltod hat eine 

genetische Grundlage. Apoptose ist nicht synonym mit programmiertem Zelltod, 

sondern eine spezifische, morphologisch und biochemisch definierte Form des 

programmierten Zelltodes. Dabei ist ein wesentliches Merkmal der Apoptose u. a. 

die Aktivierung von so genannten Caspasen. Mit dem Begriff Apoptose werden die 

morphologischen Veränderungen bezeichnet, die als Folge der intrazellulären 

Caspasenaktivierung auftreten.  

Die morphologischen Charakteristika der Apoptose umfassen die Margination von 

Chromatin, die Kernkondensation und -fragmentierung, das Anschwellen der 

äußeren Mitochondrienmembran und die Zellschrumpfung unter Erhalt der 

Organellen (Kerr et al., 1972; Vander Heiden et al., 1997). Diesem Vorgang folgt 

die Fragmentierung der Zellen in so genannte apoptotische Körperchen, die später 

von benachbarten Zellen, meist von Makrophagen, phagozytiert werden, ohne 

dass eine Entzündungsreaktion abläuft (Fadok und Henson, 1998) (Abb.1). 

Molekulare Veränderungen während der Apoptose sind u. a die Freisetzung 

proapoptotischer Faktoren aus dem Mitochondrium (Kluck et al., 1997; Yang et al., 

1997), die bereits erwähnte Caspasenaktivierung, die Verlagerung von 

Phosphatidylserin an die Außenseite der Plasmamembran (Fadok und Henson, 

2003) und die internukleosomale DNA-Spaltung, deren Nachweis durch die 

Darstellung der charakteristischen DNA-Leiter erfolgt (Wyllie, 1980). 

Neben der Apoptose existieren Formen des programmierten Zelltodes, die 

unabhängig von Caspasen ablaufen. Dabei unterscheidet man Apoptose ähnlichen 

PZT, der mit Chromatinkondensation aber ohne Caspasenaktivierung abläuft, und 

Nekrose ähnlichen PZT, der ohne Chromatinkondensation und ohne 

Caspasenaktivierung erfolgt (Leist und Jaattela, 2001). 
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Abbildung 1: Schematische Gegenüberstellung der morphologischen Veränderungen der 
Zelle bei nekrotischen und apoptotischen Prozessen (nach Kerr et al., 1972). 
Oben ist eine gesunde Zelle abgebildet. Auf der rechten Seite ist die Apoptose mit Kondensation 
von Zytoplasma und Zellkern und anschließender Fragmentation in apoptotische Körper dargestellt. 
Der linke Teil der Abbildung zeigt die Nekrose mit Zellschwellung, Zerstörung der Organellen und 
Zerfall der Zellmembran mit Freisetzung des Zellinhaltes. 
 

Von programmierten Zelltodvorgängen lässt sich die reine Nekrose abgrenzen. 

Diese ist Folge einer irreversiblen Schädigung der Zelle durch starke äußere 
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Reize, die unmittelbar zur Aufgabe der Zellintegrität führen und ist mit 

Entzündungserscheinungen verbunden. Der Nekrose liegt im Gegensatz zur 

Apoptose kein genetisches Programm zugrunde und damit keine festgelegten 

Mechanismen zum Abbau von Proteinen und Nukleinsäuren. Durch Verlust der 

Membranintegrität kommt es zum Anschwellen der Zelle und der Organellen, 

sowie zur Freisetzung lysosomaler Enzyme (Schulze-Osthoff et al., 1998) (Abb.1). 

Obwohl reine Apoptose und reine Nekrose als Extreme grundsätzlich 

unterschiedliche Vorgänge sind, existieren auch Übergangsformen. Viele Toxine 

können sowohl Apoptose, als auch Nekrose auslösen. Die Entscheidung für eine 

der beiden Zelltodformen ist abhängig von der Konzentration, bei geringer 

Konzentration des Toxins wird Apoptose ausgelöst, bei höherer Nekrose (Kroemer, 

1995). Der zelluläre ATP-Status scheint ebenfalls einen Einfluss darauf zu haben, 

ob eine Zelle einen nekrotischen oder einen apoptotischen Zelltod stirbt: Höhere 

ATP-Konzentrationen begünstigen Apoptose, niedrige ATP-Konzentrationen führen 

zu Nekrose oder nekrosähnlichem PZT (Eguchi et al., 1997; Ferrari et al., 1998; 

Leist et al., 1997). Außerdem kann selbst durch typische Apoptosestimuli wie 

Hypoxie, ionisierende Strahlen, TNF oder Zytostatika, Nekrose ausgelöst werden, 

wenn apoptotische Signalwege blockiert sind (Vercammen et al., 1998a). 

 

3.4 Schematischer Ablauf der Apoptose 
Formal lässt sich die Apoptose in drei Stadien einteilen (Rudner et al., 2001; 

Salvesen und Dixit, 1997). In der Initiierungs- oder Effektorphase führt ein von 

außen stammender Befehl oder ein intrazellulärer Entscheidungsprozeß zur 

Aktivierung des apoptotischen Programms. Todessignale sind z. B. der Entzug von 

Wachstumsfaktoren oder Hormonen, der Verlust von Zell-Zell-Kontakten, 

Aktivierung von Todesrezeptoren, DNA-Schädigung, Stoffwechsel- oder 

Zellzyklusstörungen und Signale von zytotoxischen T-Zellen. Die anschließende 

Integrationsphase dient der Zusammenfassung der pro- und antiapoptotischen 

Signale und der Entscheidung des Schicksals der Zelle. Während der 
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Exekutionsphase wird schließlich das Todessignal ausgeführt, wobei es zu 

spezifischen biochemischen und morphologischen Veränderungen der Zelle 

kommt. Die Initiierungsphase und die Integrationsphase sind in den verschiedenen 

Zelltypen und Geweben sehr unterschiedlich und abhängig vom Apoptosestimulus. 

Die Exekutionsphase läuft jedoch weitestgehend stereotyp ab. 

 

3.5 Zentrale Komponenten des apoptotischen Programms 

3.5.1 Erkenntnisse aus der Evolutionsbiologie 
Apoptose ist ein evolutionär hoch konservierter Prozess. Die Nematode C. elegans 

lieferte erste Erkenntnisse über eine genetische Grundlage der Apoptose (Ellis und 

Horvitz, 1986; Sulston, 1976). C elegans eignet sich hervorragend für die 

Zelltodanalyse, da das Gesamtgenom kloniert ist und schnelle Phänotyp/Genotyp-

Korrelationen erfolgen können. Während der Ontogenese des adulten 

Fadenwurms sterben genau 131 der 1090 somatischen Zellen durch 

programmierten Zelltod (Sulston et al., 1992). Genetische Studien in C. elegans 

führten schon früh zur Identifizierung von Genen, die für die Regulation der 

Elimination dieser 131 Zellen benötigt werden. CED-3 (C. Elegans Death gene 3) 

und CED-4 vermitteln das Absterben der Zellen, wohingegen CED-9 Zelltod 

inhibiert (Chinnaiyan et al., 1997; Conradt und Horvitz, 1998; Gartner et al., 2000). 

In vitalen Zellen liegen CED-3, CED-4 und CED-9 als ternärer Komplex vor. 

Apoptoseinduktion führt zur Dissoziation von CED-9 und ermöglicht dadurch die 

Aktivierung von CED-3 durch CED-4. (Cryns und Yuan, 1998). 

Ein weiteres proapototisches Genprodukt, EGL-1 interagiert mit CED-9 und 

inhibiert dessen antiapoptotische Aktivität, was zur Aktivierung des CED-4/CED-3-

Komplexes führt (Conradt und Horvitz, 1998) (Abb. 2). 

 



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 20

 
Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Apoptosesignalweges in C. elegans (nach Meier 
et al., 2000). 
CED-4 aktiviert CED-3 und bewirkt somit Zelltod. CED-9 verhindert durch Assoziation mit CED-4 
die Aktivierung von CED-3 und wird durch EGL-1 antagonisiert. 
 

C. elegans entwickelte sich zum genetischen Modellorganismus für die Analyse 

von Apoptoseregulationsmechanismen, da es sich zeigte, dass CED-ähnliche 

Proteine auch in Säugerzellen existieren. CED-9 weist Sequenzhomologien zu Bcl-

2 in Säugerzellen auf, das ebenfalls Apoptose inhibiert (Hengartner und Horvitz, 

1994). Nach Klonierung von Bcl-2 wurde eine Vielzahl weiterer Bcl-2-Homologe 

entdeckt und zur Bcl-2-Familie zusammengefasst. Die Beobachtung, dass CED-3 

Sequenzähnlichkeiten zum Interleukin-1β-Konversionsenzym (Interleukin-1β-

converting enzyme; ICE), einem wichtigen Zelltod- und Entzündungseffektor, 

aufweist (Yuan et al., 1993), führte zur Charakterisierung der Caspasen-Familie. 

Nach der Entdeckung der CED-3- und CED-9-Homologe in Säugerzellen konnte 

gezeigt werden, dass dem CED-4 der humane Apaf-1 (Apoptotic protease-

activating factor-1) entspricht, der Caspase 3 aktivieren kann (Zou et al., 1997).  

Die Ähnlichkeit der CED Genprodukte zu den homologen Proteinen in 

Säugerzellen reicht sogar soweit, dass sie sich gegenseitig funktionell ersetzen 

können. CED-3 und CED-4 können Apoptose in Säugerzellen induzieren 

(Chinnaiyan et al., 1997; Miura et al., 1993) und humanes Bcl-2 kann 

programmierten Zelltod in der Entwicklung von C. elegans verhindern (Vaux et al., 

1992). 

Dem relativ einfachen System der CED-Gene stehen komplexe, untereinander 

wechselwirkende Proteinfamilien in menschlichen Zellen gegenüber. Dies 

bedeutet, dass der Zelltod im Laufe der Evolution feiner regulierbar geworden ist, 

CED-4 CED-9 

Egl-1 

CED-3
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um damit der Größe, langen Lebenszeit, Plastizität und Komplexität der 

Vertebraten gerecht zu werden. Apoptoseprozesse haben beim Menschen 

gegenüber C. elegans eine Bedeutungsausweitung erfahren. Im adulten C. 

elegans spielt Apoptose durch DNA-Schäden nur in Keimzellen, nicht aber in 

somatischen Zellen eine Rolle (Gartner et al., 2000). Dagegen ist beim Menschen 

die Apoptosesensitivität von Zellen gegenüber DNA-Schäden in vielen 

nichtgonadalen Geweben sehr hoch, z.B. hämatopoetische Zellen, Gliazellen, 

Epithelzellen im Darm. Somit dient Apoptose beim Menschen nicht nur der 

Strukturbildung und der Verhinderung der Weitergabe alterierter Erbinformationen, 

sondern auch der Elimination von geschädigten somatischen Zellen. Daher ist 

Apoptose ein wichtiger Mechanismus zur Verhinderung von Tumorerkrankungen. 

3.5.2 Caspasen 
Caspasen sind die Schlüsselenzyme der apoptotischen Maschinerie. Der Name 

leitet sich von der Tatsache ab, dass alle Caspasen Cystein-Proteasen sind und 

ihre Substrate spezifisch nach einem Aspartat-Rest spalten. Ähnlich wie das 

Komplementsystem in der Immunabwehr sind sie in proteolytischen Kaskaden 

angeordnet, wodurch Todessignale intrazellulär übermittelt und verstärkt werden. 

Die erste Cystein-Protease, die im Zusammenhang mit programmiertem Zelltod 

beschrieben wurde, ist das in C. elegans entdeckte Protein CED-3 (Ellis und 

Horvitz, 1986), das Sequenzhomologien zum Interleukin-1β-Konversionsenzym 

(ICE) der Säuger aufweist (Miura et al., 1993). Mittlerweile sind 14 CED-3-

Homologe bekannt und werden als Caspase 1 bis 14 bezeichnet (Alnemri et al., 

1996; Strasser et al., 2000). Nach der Charakterisierung der Caspasen-Familie 

wurde schnell klar, dass nicht alle Caspasen in die Regulation der Apoptose 

eingebunden sind. So können Caspasen nach ihrer Funktion in Cytokin-

prozessierende Caspasen und apoptotische Caspasen eingeteilt werden (Abb. 3). 

Bei den apoptotischen Caspasen werden außerdem Initiatorcaspasen mit langer 

Prodomäne (Caspase -2, -9, -8, -10) und Effektorcaspasen mit kurzer Prodomäne 

(Caspase-3, -6, -7) unterschieden. 
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Abbildung 3: Übersicht über die Caspasen-Familie (nach Strasser et al., 2000). 
Die humanen Caspasen -1 bis -10, die murinen Caspasen -11 bis -14 und das C.elegans-Homolog 
Ced-3 sind mit Substratpräferenzen und strukturellen Unterschieden schematisch dargestellt. 
 

Die so genannten Initiatorcaspasen stehen funktionell am Beginn der 

Signalkaskaden und beteiligen sich an der Bildung apoptoseinduzierender 

Komplexe. Dagegen werden die Effektorcaspasen im Allgemeinen durch andere 

Caspasen aktiviert und agieren als Effektoren, indem sie durch die Spaltung ihrer 

Substrate die Bildung des apoptotischen Phänotyps bewirken (Zhivotovsky, 2003). 

Die langen Prodomänen der Initiatorcaspasen verbinden entweder eine Caspase 

mit dem aktivierenden Todesrezeptor an der Zellmembran oder liefern die 

molekulare Grundlage für die Bildung des Caspasen-aktivierenden Apparates im 

Zytoplasma. Dies erfolgt über zwei verschiedene Protein-Protein-

Interaktionsstellen, die Todeseffektor-Domäne (engl., death effector domain, DED) 

in Caspase-8 und -10 und die Caspasen-Rekrutierungs-Domäne (caspase 

recruitment domain, CARD) in Caspase-1, -2, -4, -9, CED-3 und CED-4 bzw. Apaf-
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1 (Strasser et al., 2000). Diese zwei Domänen weisen geringe 

Sequenzhomologien innerhalb der Caspasenfamilie auf, ihre dreidimensionalen 

Strukturen sind sich jedoch sehr ähnlich (Hofmann, 1999). Entsprechende 

Strukturen wurden auch in der Todesdomäne (engl. death domain, DD) von FADD 

und CD95 gefunden (Huang et al., 1996). Diese Adaptermodule vermitteln 

homologe Interaktionen und schaffen damit die entscheidende Verbindung 

zwischen Todessignal und Caspasenaktivierung. 

Für die Aktivierung der Caspasen sind verschiedene Mechanismen bekannt. 

Gemeinsam ist allen Caspasen, dass sie konstitutiv und ubiquitär als Zymogene 

mit keiner oder äußerst geringer proteolytischer Aktivität exprimiert werden 

(Thornberry und Lazebnik, 1998). Ihre Aktivierung erfolgt während der Apoptose 

entweder durch Assoziation mit Cofaktoren oder mittels proteolytischer Spaltung 

durch andere Caspasen. So benötigt Caspase-9 für ihre Aktivierung die Cofaktoren 

Apaf-1 und Cytochrom c (Li et al., 1997; Zou et al., 1997). Dagegen erfolgt die 

Aktivierung von Caspase-8 durch autoproteolytische Spaltung. Von Caspase-8 

existieren zwei Isoformen, die beide bei der rezeptorvermittelten Apoptose in 

großer Zahl zum Rezeptor rekrutiert werden (Scaffidi et al., 1997). Bei der 

extremen räumlichen Annäherung reicht die geringe intrinsische Proteaseaktivität 

der Procaspase-8-Moleküle aus, um sich gegenseitig zu aktivieren (Muzio et al., 

1998). Procaspase-8 besteht wie alle inaktiven Caspasen aus einer N-terminalen 

Prodomäne, einer intermediären großen und einer C-terminalen kleinen 

Untereinheit. Durch proteolytische Spaltung an spezifischen Aspartat-Resten mit 

subsequenter Heterodimerisierung der kleinen und der großen Untereinheit kommt 

es zur Aktivierung der Caspase (Nicholson et al., 1995; Wilson et al., 1994). 

Schließlich formen zwei solche Heterodimere zusammen die tetramere aktive 

Caspase mit zwei voneinander unabhängigen katalytischen Zentren (Blanchard et 

al., 1999; Mittl et al., 1997; Rotonda et al., 1996; Watt et al., 1999; Wilson et al., 

1994) (Abb. 4). Die Aktivierung der Effektorcaspasen erfolgt durch Spaltung durch 

die bereits aktivierten Initiatorcaspasen (Boatright und Salvesen, 2003). Die 
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Effektorcaspasen bewirken anschließend durch Spaltung ihrer Substrate die 

Bildung des apoptotischen Phänotyps. 

 
Abbildung 4: Caspasenaktivierung. 
Nach Spaltung der katalytisch inaktiven Procaspase, bestehend aus einer Prodomäne, sowie einer 
großen und einer kleinen Untereinheit, kommt es zur Bildung eines Heterodimers aus einer großen 
und einer kleinen Untereinheit. Zwei derartige Heterodimere bilden zusammen die tetramere aktive 
Caspase mit zwei katalytischen Zentren. 
 

3.5.3 Caspasensubstrate 
Für das Verständnis der molekularen Mechanismen des programmierten Zelltodes 

ist die Identifizierung der Caspasensubstrate von zentraler Bedeutung. Bisher 

wurden mehr als 60 Proteine gefunden, die von Caspasen gespalten werden. 

Dabei sind alle funktionellen Bereiche der Zelle betroffen, was letztendlich zum 

Zellzyklusarrest, zur Hemmung von Reparaturmechanismen, zum 

Zusammenbruch molekularer Strukturen, zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten und 

zur Markierung der Zelle für die Phagozytose führt. 

Die proteolytische Spaltung durch Caspasen kann den Verlust der biologischen 

Aktivität oder die Aktivierung des Substrates bewirken (Stroh und Schulze-Osthoff, 

1998). Mit einem Verlust der biologischen Aktivität geht beispielsweise die 

Spaltung von PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase) (Tewari et al., 1995) und die 

Spaltung des Lamin-Netzwerkes einher. PARP ist ein DNA-Reparaturenzym, das 

im Laufe der Apoptose von Caspase-3 gespalten und somit inaktiviert wird (Tewari 
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et al., 1995). Die Spaltung des Lamin-Netzwerkes führt zur Zellschrumpfung 

(Buendia et al., 1999; Rao et al., 1996). 

Die Aktivierung von Caspasensubstraten kann durch Abspaltung inhibitorischer 

Domänen oder Untereinheiten erfolgen, wie z. B. bei CAD/ICAD. CAD (Caspasen-

aktivierte DNase) liegt in intakten Zellen im Komplex mit einer inhibitorischen 

Untereinheit (ICAD) vor. Während der Apoptose wird ICAD durch Caspase-3 

abgespalten. (Sakahira et al., 1998). Die dadurch aktivierte CAD spaltet als 

Nuklease die DNA zwischen den Nukleosomen. Die entstehenden Spaltprodukte 

bestehen  somit aus einem oder mehreren Nukleosomen. Daher entsprechen die 

Längen der Fragmente ganzzahligen Vielfachen von 180 Basenpaaren, welche die 

charakteristische DNA-Leiter bei der Gel-Elektrophorese ergeben. 

3.5.4 Die Bcl-2-Familie 
Der Apoptoseinhibitor Bcl-2 wurde 1985 erstmals beschrieben und erhielt seinen 

Namen aufgrund seiner Beteiligung an der Pathogenese des B-Zell-Lymphoms (B 

cell lymphoma, bcl). Bcl-2 wurde als Onkogen identifiziert, das in Folge einer 

chromosomalen t(14;18)-Translokation im B-Zell-Lymphom stark überexprimiert 

wird (Tsujimoto et al., 1985). Das führt dazu, dass die Zellen nach dem Entzug von 

Wachstumsfaktoren keine Apoptose einleiten (McDonnell et al., 1990; Vaux et al., 

1988). Nach der Entdeckung von Bcl-2 wurden durch Sequenzvergleich und 

Mutationsanalysen weitere Proteine mit ähnlicher Struktur gefunden, von denen 

einige vor Apoptose schützen, andere hingegen proapoptotisch wirken (Adams 

und Cory, 1998; Strasser et al., 2000). Diese homologen Proteine wurden zur 

Familie der Bcl-2 Proteine zusammengefasst. Sie sind durch das Vorhandensein 

von bis zu vier Bcl-2-Homologie-Domänen (BH1-4) gekennzeichnet und werden in 

drei funktionelle Gruppen unterteilt (Abb. 5). 

Zu den antiapoptotischen Proteinen gehören neben Bcl-2 auch Bcl-xL (Boise et al., 

1993), Bcl-w (Gibson et al., 1996), A1/Bfl-1 (Choi et al., 1995; Lin et al., 1996), Mcl-

1 (Kozopas et al., 1993) und Boo/Diva (Inohara et al., 1998; Song et al., 1999), 

sowie das Nematodenprotein Ced-9 (Hengartner et al., 1992). Strukturelle 
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Gemeinsamkeit dieser antiapoptotischen Proteine ist die Existenz von mindestens 

drei der vier Bcl-2-Homologie-Domänen. 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der pro- und antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-
Familie. 
Die Proteine der Bcl-2-Familie sind durch die Existenz von Bcl-2-Homologie(BH)-Domänen 
gekennzeichnet, mittels derer sie untereinander und mit anderen Proteinen interagieren können. 
Die antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie besitzen drei oder vier BH-Domänen. Zu den 
proapoptotischen Proteinen gehören die Bax-Subfamilie mit zwei oder drei BH-Domänen und die 
BH3-Subfamilie mit BH3 als einziger BH-Domäne. Viele Proteine der Bcl-2-Familie besitzen 
außerdem eine C-terminale Transmembran-Region (TM), die für die subzelluläre Verteilung in 
Mitochondrien, endoplasmatischem Retikulum und Kernmembran verantwortlich ist. 
 

Dagegen enthalten die proapoptotischen Proteine Bax (Oltvai et al., 1993), Bak 

(Chittenden et al., 1995; Farrow et al., 1995; Kiefer et al., 1995) und Bok/Mtd (Hsu 

et al., 1997) zwei oder drei BH-Domänen, jedoch nie eine BH4-Domäne. Das 

Protein Bcl-xS, eine Splicevariante von Bcl-x wirkt ebenfalls proapoptotisch, lässt 

sich jedoch strukturell keiner der drei Gruppen zuordnen (Boise et al., 1993). Die 
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stärksten Apoptoseinduktoren besitzen nur eine BH3-Domäne und haben darüber 

hinaus keine weitere Ähnlichkeit mit Bcl-2. Zu dieser dritten Gruppe gehören Bad 

(Yang et al., 1995), Bik/Nbk (Boyd et al., 1995; Han et al., 1996), Bid (Wang et al., 

1996), Hrk/DP5 (Inohara et al., 1997), Bim/Bod (Hsu et al., 1998; O'Connor et al., 

1998), Blk (Hegde et al., 1998), Noxa (Oda et al., 2000) und Puma (Nakano und 

Vousden, 2001; Yu et al., 2001), sowie das C. elegans Protein Egl-1 (Conradt und 

Horvitz, 1998) (Abb. 5). Die Tatsache, dass diese proapoptotischen Proteine 

abgesehen von der BH3-Domäne sehr unterschiedlich strukturiert sind, könnte 

bedeuten, dass jedes dieser Proteine eine spezifische Aktivität besitzt. Demnach 

interagieren diese Proteine selektiv mit ihren zugehörigen vorgeschalteten 

Signalmolekülen und antagonisieren die antiapoptotische Wirkung ihrer Liganden 

(Strasser et al., 2000). Dagegen sind die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-

Familie austauschbar. So kann Bcl-2 durch die homologen Proteine Bcl-xL, Bcl-w, 

A1/Bfl-1 und Mcl-1 funktionell ersetzt werden. Und Apoptosestimuli, die 

unabhängig von Bcl-2 sind, werden auch nicht durch andere antiapoptotische 

Proteine der Bcl-2-Familie beeinflusst (Strasser et al., 2000). Das Vorhandensein 

von verschiedenen Genen für funktionell austauschbare Proteine erlaubt die 

gewebe- und stimulusspezifische Expression der antiapoptotischen Regulatoren. 

Viele Bcl-2 Proteine besitzen eine konservierte C-terminale Transmembranregion, 

die der Lokalisation an der Außenseite der Kernmembran, an der äußeren 

mitochondrialen Membran und am endoplasmatischen Retikulum dient (Chen-Levy 

und Cleary, 1990; Krajewski et al., 1993). Der Großteil von Bcl-2 ist an der 

cytosolischen Seite dieser Membranen lokalisiert, ebenso wie Bcl-xL, A1/Bfl-1, Mcl-

1, Bax und Bak (Krajewski et al., 1993; Zamzami et al., 1998). Diese subzelluläre 

Lokalisation wird von einigen Proteinen streng eingehalten, andere können 

hingegen ihre Lokalisation ändern; was ein möglicher Mechanismus zur Kontrolle 

der Aktivität dieser Proteine sein kann (Gross et al., 1998; Nguyen et al., 1994), 

zumal die Interaktion zwischen verschiedenen Proteinen der Bcl-2-Familie an den 

genannten Membranen stattfindet (Borner et al., 1994; Zha et al., 1996). 
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Die Aktivität der Proteine der Bcl-2-Familie wird allerdings im Wesentlichen auf 

transkriptioneller Ebene, sowie durch distinkte posttranslationale Modifikationen 

reguliert. So wird beispielsweise Bax nach DNA-Schädigung durch Bestrahlung 

vermehrt exprimiert (Kitada et al., 1996) und Bid wird posttranslational durch 

Caspasen-vermittelte Proteolyse aktiviert (Li et al., 1998; Luo et al., 1998), was 

letztendlich Zelltod bewirkt. Die Expression antiapoptotischer Bcl-2-

Familienmitglieder wie Bcl-2 und Bcl-xL wird durch Wachstumsfaktor- oder 

Mitogenstimulation gesteigert, wodurch die Apoptose während der Zellproliferation 

gehemmt wird. Allerdings kann Bcl-xL unter bestimmten Bedingungen durch 

Caspasen in proapoptotische Moleküle umgewandelt werden (Clem et al., 1998; 

Xue und Horvitz, 1997). 

 

3.6 Apoptotische Signalwege 
In Säugerzellen existieren mindestens zwei Signalwege mit globaler Relevanz zur 

Caspasenaktivierung und Apoptoseinduktion (Abb.6). 

Der rezeptorvermittelte oder extrinsische Weg wird über Todesrezeptoren wie z. B. 

TNF-R, CD95, DR4-R und DR5-R gestartet, die Caspase-8 und-10 rekrutieren. In 

der Folge kommt es zur Aktivierung dieser Initiatorcaspasen, welche wiederum 

Effektorcaspasen, wie Caspase-3, -6, -7, und -9 aktivieren. 

Der mitochondriale oder intrinsische Signalweg wird typischerweise durch DNA-

Schäden, Zellzyklusdefekte, Ablösung von der extrazellulären Matrix, Hypoxie, 

Verlust von Überlebensfaktoren oder andere Stressfaktoren induziert und über die 

Cytochrom-c-Freisetzung aus den Mitochondrien und subsequente Aktivierung von 

Caspase-9 gestartet (Green und Reed, 1998). 

Weitere Signalwege, z. B. über Ceramid-Freisetzung aus Sphingolipiden zellulärer 

Membranen durch die saure Sphingomyelinase (Santana et al., 1996) oder über 

Caspase-12 nach Veränderungen am endoplasmatischen Retikulum (ER) durch 

zellulären Stress (Nakagawa et al., 2000), sowie Bcl-2-unabhängige mitochondriale 

Signalwege (Jendrossek et al., 2003) zeichnen sich ab. 
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Abbildung 6: Darstellung des rezeptorvermittelten und des mitochondrialen 
Apoptosesignalweges (nach Hengartner, 2000). 
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3.6.1 Der mitochondriale Weg 
Apoptosesignalwege, die im Wesentlichen über eine Freisetzung proapoptotischer 

Faktoren aus dem Mitochondrium, wie Cytochrom c und SMAC/DIABLO, erfolgen, 

werden als mitochondriale Apoptosewege bezeichnet. Sie können beispielsweise 

durch Behandlung mit ionisierenden Strahlen oder Chemotherapeutika induziert 

werden. Der wichtigste hierbei involvierte Apoptosesignalweg basiert auf einer 

Aktivierung des p53-Moleküls und startet über Bax mitochondriale 

Apoptoseschritte (Abb. 6). Zellulärer Stress stabilisiert p53, bewirkt dessen 

Akkumulierung im Zellkern und Aktivierung als Transkriptionsfaktor (Ljungman, 

2000). In unstimulierten Zellen liegt das tetramere Tumorsuppressor-Protein in 

latenter Form vor und wird durch gezielte Degradierung auf einem konstanten 

niedrigen Niveau gehalten. Die Aktivierung von p53 führt entweder zu 

Zellzyklusarrest am G1/S- oder G2/M-Übergang, zur Steigerung der Expression 

von proapoptotischen Genen oder zur DNA-Reparatur. Dabei entscheidet die Höhe 

des c-myc Proteinspiegels durch Blockade des negativen Zellzyklusregulators 

p21/cip-1/waf darüber, ob die p53-Aktivierung zum Zellzyklusarrest oder zur 

Apoptoseinduktion führt (Seoane et al., 2002). Im Rahmen der Apoptoseinduktion 

bewirkt die p53-Aktivierung eine vermehrte Expression von Bax (Miyashita und 

Reed, 1995). Infolgedessen kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c und 

SMAC bzw. DIABLO aus dem mitochondrialen Intermembranraum (Du et al., 2000; 

Kluck et al., 1997; Verhagen et al., 2000) (Abb.6). Die exakten Mechanismen, die 

zur Freisetzung dieser proapoptotischer Faktoren führen, sind jedoch noch nicht 

vollständig geklärt. Eine mögliche Erklärung lieferte die Beobachtung, dass Bax die 

Öffnung der sogenannten „Mitochondrial Transition Pore“ (PT-Pore) induziert und 

dadurch den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und den 

Austritt von Cytochrom c aus dem Mitochondrium verursacht (Marzo et al., 1998). 

Andererseits existieren Untersuchungen, die belegen, dass der Zusammenbruch 

des mitochondrialen Membranpotentials keine Voraussetzung für die Freisetzung 

von Cytochrom c ist und dass die PT-Pore nicht direkt an der Freisetzung von 

Cytochrom c beteiligt ist (Bossy-Wetzel et al., 1998). 
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Obwohl die genauen Mechanismen, die zur Freisetzung von Cytochrom c führen 

noch nicht aufgeklärt sind, steht doch fest, dass Cytochrom c ein zentraler 

Vermittler apoptotischer Signale ist, denn die Freisetzung von Cytochrom c ist 

Voraussetzung für die Aktivierung der Caspasenkaskade. Während der Apoptose 

bildet Cytochrom c mit dem Adapterprotein Apaf-1 und dATP das sog. Apoptosom, 

welches die Rekrutierung und Aktivierung von Caspase-9 bewirkt (Li et al., 1997). 

Caspase-9 aktiviert daraufhin Effektorcaspasen, wie z.B. Caspase-3. Dadurch 

kommt es zur kaskadenartigen Spaltung weiterer Caspasen und  

Caspasensubstrate und somit zur Einleitung finaler Apoptoseschritte (Slee et al., 

1999) (Abb.6). 

SMAC (Second Mitochondrial Activator of Caspase) beim Menschen, bzw. 

DIABLO (Direct IAP Binding Protein with Low pI) bei Mäusen bindet an den 

Caspaseninhibitor XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein) und antagonisiert 

dessen antiapoptotische Aktivität (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000), wodurch 

das ungestörte Durchlaufen der Caspasenkaskade gewährleistet wird. XIAP gehört 

zu einer acht Mitglieder umfassenden Familie von endogenen Apoptoseinhibitoren, 

den IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) (Vaux und Silke, 2005), und kann 

Caspase-3, -7 und -9 direkt inhibieren (Deveraux et al., 1997; Deveraux et al., 

1998; Deveraux und Reed, 1999; Roy et al., 1997), sowie Zellzyklusarrest 

bewirken (Levkau et al., 2001). 

3.6.2 Todesrezeptoren 
Ein weiterer Mechanismus der Apoptoseinduktion erfolgt über sogenannte 

Todesrezeptoren. Diese werden zur Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase in 

verschiedenen Geweben exprimiert und sind in der Lage, nach Interaktion mit 

ihren Liganden ein zytotoxisches Signal ins Zytosol weiterzuleiten. 

Todesrezeptoren gehören zu einer Reihe von strukturell verwandten Proteinen der 

sog. TNF(Tumornekrosefaktor)-Rezeptor-Superfamilie. Je nach Zelltyp und 

weiteren Signalen, die die Zelle empfängt, können diese Rezeptoren Proliferation, 

Differenzierung, Regulation der Genexpression, Überleben oder Zelltod vermitteln 
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(Ashkenazi und Dixit, 1998; Wajant, 2003; Wallach et al., 1998). Die Mitglieder der 

TNF-Rezeptor-Familie sind durch cysteinreiche extrazelluläre Domänen 

charakterisiert, über die sie ihre Liganden binden (Smith et al., 1994) (Abb. 7). 

Sequenzhomologien der intrazellulären Region wurden nur bei den 

Todesrezeptoren, nicht aber bei den anderen Proteinen der TNF-R-Familie 

gefunden. Alle Todesrezeptoren besitzen eine intrazelluläre Todesdomäne (engl. 

death domain, DD), welche für die Weiterleitung der apoptotischen Signale 

essentiell ist (Itoh und Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Abbildung 7: Schematische Darstellung der Todesrezeptoren (nach Schulze-Osthoff et al., 
1998). 
Die intrazelluläre Todesdomäne ist als grauer Zylinder dargestellt, die Rauten stehen für die 
extrazellulären cysteinreichen Domänen. Die Decoy-Rezeptoren besitzen keine bzw. eine gekürzte 
Todesdomäne. 
 

Zu den Todesrezeptoren gehören die Rezeptoren CD95/Fas/Apo-1 (Itoh et al., 

1991; Oehm et al., 1992), p55TNF-R1 (Boone et al., 2000; Brockhaus et al., 1990), 

DR3/APO-3/WSL-1/TRAMP/LARD (Bodmer et al., 1997; Chinnaiyan et al., 1996; 

Kitson et al., 1996; Marsters et al., 1996; Screaton et al., 1997), DR4/TRAIL-

R1/APO-2 und DR5/TRAIL-R2/KILLER (Chaudhary et al., 1997; Degli-Esposti et 

al., 1997; MacFarlane et al., 1997; Pan et al., 1997b; Walczak et al., 1997; Wu et 
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al., 1997), DR6 (Pan et al., 1998) sowie der Neurotrophinrezeptor p75NTFR 

(Liepinsh et al., 1997). 

Die Liganden der Zelltodrezeptoren werden aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit 

zur TNF-Superfamilie zusammengefasst (Ashkenazi, 2002). Die am besten 

untersuchten Mitglieder der TNF-Familie sind der Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), 

der CD95-Ligand (CD95-L) und der so genannte TNF-α related Apoptosis Inducing 

Ligand (TRAIL oder auch Apo-2L). TNF wurde ursprünglich identifiziert aufgrund 

seiner Eigenschaft, in transplantierten Tumoren hämorrhagische Nekrosen 

auszulösen (Carswell et al., 1975). Später zeigte sich, dass TNF-α in einigen 

Zellarten Apoptose induzieren kann (Ashkenazi und Dixit, 1998). 

Das CD95-/CD95L-System ist u. a. für die Beseitigung peripherer aktivierter T-

Zellen nach Beendigung der Immunantwort, sowie die Abtötung virusinfizierter und 

entarteter Zellen durch zytotoxische T-Lymphozyten zuständig (Nagata und 

Golstein, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neben CD95 wurde der in vielen Geweben exprimierte TRAIL als 

apoptoseinduzierender Todesrezeptor-Ligand identifiziert (Pitti et al., 1996). TRAIL 
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Abbildung 8: Darstellung der 
Apoptose-Initiierung am 
CD95-Rezeptor.
Nach Bindung von CD95-L an 
den Rezeptor kommt es zur 
Trimerisierung des Rezeptors 
und mit der Rekrutierung von 
Caspase-8 über das 
Adapterprotein FADD an den 
Rezeptor zur Bildung des DISC. 
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ist ein potentiell therapeutisch einsetzbarer Ligand, da die Anwendung von TRAIL 

bei Mäusen und Affen spezifisch und ohne größere Nebenwirkungen zur 

Rückbildung von Tumoren führt (Lawrence et al., 2001; Nagata, 2000). 

Die Aktivierung der apoptotischen Signalkaskade durch die Bindung von 

Mitgliedern der TNF-Familie an den zugehörigen Rezeptor soll hier am Beispiel 

des CD95-Systems erläutert werden. Die Stimulation des CD95-Rezeptors durch 

den CD95-Ligand bewirkt die Trimerisierung des Rezeptors, was zur Bildung des 

Todessignal-Komplexes DISC (engl. Death Inducing Signaling Complex) führt 

(Abb. 8). Im DISC wird das Adapterprotein FADD (Fas-associated Protein with DD) 

über seine DD an die DD des CD95-Rezeptors gebunden (Chinnaiyan et al., 1995; 

Kischkel et al., 1995). FADD enthält neben seiner DD eine Todeseffektor-Domäne 

(engl. death effector domain, DED), die der homophilen Interaktion mit den DEDs 

von Procaspase-8 oder -10 dient (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Die 

Rekrutierung vieler Procaspase-8-Moleküle an den CD95-Rezeptor führt durch die 

räumliche Nähe zu deren autoproteolytischen Aktivierung (Medema et al., 1997; 

Salvesen und Dixit, 1999). Aktive Caspase-8 spaltet und aktiviert anschließend 

Caspase-3. In der Folge kommt es zur kaskadenartigen Aktivierung weiterer 

Caspasen und durch Spaltung einer Vielzahl von Caspasensubstraten zur 

Exekution des programmierten Zelltodes. 

Über Caspase-8 existiert jedoch auch eine Verbindung zum mitochondrialen 

Signalweg. Caspase-8 kann Bid aktivieren, ein proapoptotisches Bcl-2-

Familienmitglied, welches die Freisetzung von Cytochrom c aus dem 

Mitochondrium vermittelt (Li et al., 1998; Luo et al., 1998) (Abb. 6). Es wurde 

jedoch gezeigt, dass CD95-vermittelte Apoptose in lymphoiden Zellen von 

Mäusen, denen Bid fehlt, ungehindert abläuft (Yin et al., 1999). Da die 

proteolytische Bid-Aktivierung in der Signalkette nach der Caspasenaktivierung 

abläuft, dem „Point of no return“ in der Apoptosekontrolle, ist anzunehmen, dass 

die Bid-Spaltung nicht essentiell für die Apoptose in allen Geweben ist, aber dass 

sie möglicherweise zur Amplifizierung der Caspasenkaskade in Zellen mit initial 

geringer Caspase-8-Aktivität benötigt wird. 
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Neuere Untersuchungen zeigen, dass in humanen Systemen eine weitere 

Caspase, Caspase-10, ebenso wie Caspase-8 an die DISC rekrutiert wird und dort 

autoproteolytisch aktiviert werden kann. Sie unterscheidet sich allerdings in ihrer 

Substratspezifität von Caspase-8 (Kischkel et al., 2001; Sprick et al., 2002; Wang 

et al., 2001). 

Der geordnete Ablauf der komplexen Apoptosesignalwege ist verschieden 

Störfaktoren ausgesetzt. So kann eine Überexpression antiapoptotischer Faktoren 

oder eine Deletion proaptotischer Proteine, wie FADD oder Caspase-8 zur 

Apoptoseresistenz führen. Auf Rezeptorebene kann beispielsweise die Expression 

von sogenannten Decoyrezeptoren die Apoptoseinduktion modulieren. Das sind 

trunkierte Todesrezeptoren, die im Verlauf der Evolution die für die intrazelluläre 

Signaltransduktion notwendigen Domänen verloren haben. Sie schwächen die 

Apoptoseinduktion ab, da sie mit den intakten Todesrezeptoren um die Liganden 

konkurrieren und selbst keine intrazelluläre Weiterleitung des Todessignals 

bewirken. Dieser Mechanismus der Apoptoseregulation ist bei der 

Apoptoseinduktion durch TRAIL/APO-2L von Bedeutung. Unter den vier 

Rezeptoren für TRAIL/APO-2L (Abb. 7), genannt DR4, DR5, DcR1 und DcR2 oder 

TRAIL-R1 bis TRAIL-R4, sind zwei Decoyrezeptoren, die die TRAIL/APO-2L 

vermittelte Zytotoxizität verhindern können (Degli-Esposti et al., 1997; Pan et al., 

1997a; Pan et al., 1997b; Sheridan et al., 1997; Walczak et al., 1997). 

Die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose kann jedoch auch intrazellulär reguliert 

werden. Ein Beispiel dafür ist die Hemmung der Rekrutierung von Procaspase-8 

(FLICE) zum Rezeptorkomplex durch das sogenannte FLIP-Molekül (FLICE-

Inhibitory Protein) (Bertin et al., 1997; Hu et al., 1997; Thome et al., 1997). FLIP 

scheint für die Regulation der Apoptosesensitivität aktivierter T-Lymphozyten von 

Bedeutung zu sein. In der frühen Phase der T-Zellaktivierung wird FLIP stark 

exprimiert und in der späten Phase herunterreguliert, was mit Beobachtungen 

übereinstimmt, dass aktivierte T-Lymphozyten in der frühen Phase der Aktivierung 

resistent, in der späten Phase dagegen sensitiv für CD95-vermittelte Apoptose 

sind (Peter et al., 1997). 
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3.7 Tyrosinkinasen der Src-Familie 
Für die CD95-vermittelte Apoptose scheint die Aktivität von Proteintyrosinkinasen 

von Bedeutung zu sein, da die CD95-induzierte Apoptose durch Inhibition von 

Proteintyrosinkinasen (Eischen et al., 1994; Schlottmann et al., 1996) oder die 

Expression der Tyrosinphosphatase FAP (Sato et al., 1995) behindert wird. Bei der 

strahleninduzierten Apoptose in B-Lymphozyten werden ebenfalls 

Proteintyrosinkinasen benötigt (Eischen et al., 1994; Schlottmann et al., 1996; 

Uckun et al., 1996). Für T-Lymphozyten konnte gezeigt werden, dass die 

Tyrosinkinase Lck, die am stärksten exprimierte Tyrosinkinase der Src-Familie in 

humanen T-Zellen, durch ionisierende Strahlen schnell aktiviert wird und daher 

möglicherweise für die Apoptose in T-Lymphozyten von Bedeutung ist (Belka et al., 

1999). 

Die Familie der Src-Kinasen ist nach der onkogenen Tyrosinkinase des Rous-

Sarkomvirus benannt, dessen zelluläres Homolog c-src das erste molekular 

beschriebene Protoonkogen war (Stehelin et al., 1976). Die Src-Familie beinhaltet 

neun Mitglieder. Davon werden p59Fyn, p62Yes, Yrk und p60Src ubiquitär 

exprimiert (Golden et al., 1986; Kawakami et al., 1989; Krueger et al., 1991; Zhao 

et al., 1991), wohingegen p56Lck, p56Lyn, p59Hck, p55Blk und p57Fgr 

vorwiegend in hämatopoetischen Zellen vorkommen (Bolen et al., 1992; Brown 

und Cooper, 1996; Cooper und Howell, 1993; Dymecki et al., 1990; Sudol et al., 

1993; Veillette et al., 1989; Yamanashi et al., 1989) (Willman et al.,  1991). Lck 

wird hauptsächlich in T-Lymphozyten exprimiert.  

3.7.1 Struktur der Tyrosinkinasen der Src-Familie 
Die Zusammenfassung dieser Tyrosinkinasen in einer Proteinfamilie erfolgte 

aufgrund von Strukturhomologien. Die Kinasen der Src-Familie bestehen aus 

jeweils vier sog. Src-Homologie-Domänen (SH) und einer für die jeweilige Kinase 

charakteristischen Domäne (engl. unique region) (Abb. 9). 
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Abbildung 9: Struktur und Interaktionspartner der Tyrosinkinase Lck. 
Der Aufbau der Tyrosinkinase Lck ist schematisch dargestellt. Die mit Lck funktionell verbundenen 
Oberflächenrezeptoren sind im oberen Bereich aufgelistet. Im unteren Bereich sind die mit den 
Untereinheiten interagierenden Moleküle sowie Transkriptionsfaktoren und Signalwege, die durch 
Lck aktiviert werden, notiert. Ebenfalls dargestellt sind die Tyrosinreste an Position 394 und 505, an 
denen die Regulation der Lck-Aktivität durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung stattfindet. 
 

Die C-terminale SH1-Domäne, die die größte Sequenzhomologie innerhalb der 

Src-Kinasenfamilie aufweist, stellt die katalytische Region dar (Bolen et al., 1992; 

Cooper und Howell, 1993). Die SH2-Domäne beeinflusst die subzelluläre 

Lokalisation der Kinase (Bar-Sagi et al., 1993) und ist an der Steuerung der 

Kinaseaktivität beteiligt (Bolen et al., 1992; Cooper und Howell, 1993; Koch et al., 

1991; Schlessinger, 1994). Die SH-3-Domäne spielt ebenfalls eine Rolle für die 

subzelluläre Lokalisation. Darüber hinaus vermittelt sie Wechselwirkungen mit 

prolinreichen Proteinen und kann eine negative regulatorische Funktion auf die 

Kinaseaktivität haben (Koch et al., 1991; Schlessinger, 1994; Superti-Furga et al., 
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1993). Die N-terminale SH4 Domäne weist einen Myristylrest auf (Johnson et al., 

1994), der für die transformierende Aktivität einzelner Kinasen notwendig ist und 

der Verankerung der Kinase in Membranen dient. Lck wird zusätzlich 

posttranslational an Cys3 und Cys5 palmitoyliert (Milligan et al., 1995). Die 

Membranlokalisation scheint eine wichtige Voraussetzung für die Funktion der 

Tyrosinkinase Lck zu sein (Anderson und Perlmutter, 1995; Weil und Veillette, 

1996), da sie hauptsächlich in Membran-Mikrodomänen lokalisiert ist, die stark mit 

Cholesterol und GPI-verankerten Proteinen angereichert sind, wo sich der 

aktivierte T-Zell-Rezeptor (TZR) und assoziierte Signalmoleküle nach TZR-

Stimulierung konzentrieren (Montixi et al., 1998; Xavier et al., 1998). Zwischen der 

SH3 und der SH4-Domäne liegt die „unique region“, die der Interaktion mit der 

zytoplasmatischen Domäne des CD4- und CD8-Antigen-Korezeptors auf T-Zellen 

dient. 

3.7.2 Funktion von Lck in T-Lymphozyten 
Die Tyrosinkinase Lck ist ein wichtiges Signalmolekül der TZR/CD3-Signalkaskade 

(Anderson und Perlmutter, 1995; Straus und Weiss, 1992; Weil und Veillette, 

1996). Erste Hinweise auf die Bedeutung von Lck bei der TZR-Signaltransduktion 

lieferte die Beobachtung an T-Zellen von Mäusen, dass die konstitutive Expression 

von Lck zu einer gesteigerten rezeptorvermittelten Tyrosinphosphorylierung und 

Lymphokinsekretion führt (Abraham et al., 1991). Untersuchungen an einer 

mutierten T-Zellline (JCaM1.6), die eine katalytisch inaktive Form von Lck 

exprimiert, bestätigten diese zentrale Bedeutung von Lck. In diesen Zellen ist die 

intrazelluläre Signaltransduktion nach TZR/CD3-Stimulierung gestört und kann 

durch Retransfektion von Wildtyp-Lck wiederhergestellt werden (Straus und Weiss, 

1992). Heute weiß man, dass Lck initiale Ereignisse der TZR/CD3-

Signaltransduktion vermittelt, wie Phosphorylierung des TZR-Komplexes und 

Aktivierung von MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) (Denny et al., 

1999). Außerdem ist Lck an der Regulation der TZR-Oberflächenexpression 

beteiligt (D'Oro et al., 1997). 
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Die MAP-Kinasen-Kaskade stellt einen zentralen Signalweg dar, der die 

Verbindung von Membranrezeptoren mit Effektoren im Zytoplasma und im Zellkern 

vermittelt. ERK (extracellular signal-related kinase), JNK (c-Jun N-terminale 

kinase) und p38 sind Seronin/Threonin-Kinasen, die die Hauptkomponenten dieses 

induzierbaren Signalweges darstellen und viele intrazelluläre Ereignisse wie 

Zellproliferation und Differenzierung regulieren (Kyriakis et al., 1994; Rincon, 

2001). Nach Aktivierung phosphorylieren die MAP-Kinasen eine Vielzahl 

zytoplasmatischer Effektorproteine, darunter Transkriptionsfaktoren, die an der 

Regulation der Genexpression mitwirken (Rincon, 2001; Wilkinson und Millar, 

2000).  

Außerdem bewirkt Lck die Phosphorylierung des TZR-Komplexes innerhalb von 

Aminosäuresequenzen, die als ITAMs (Immunorezeptor-Tyrosin-beinhaltende-

Aktivierungsmotive) bekannt sind, spezielle Tyrosin-beinhaltende Motive in der 

zytoplasmatischen Domäne aller Ketten des CD3/ζ-Komplexes (Chan et al., 1994; 

Isakov und Biesinger, 2000; Kane et al., 2000; Straus und Weiss, 1992). Dies 

ermöglicht zum einen die Rekrutierung der Tyrosinkinasen ZAP-70 und Syk zum 

CD3/TZR-Komplex, die für die erfolgreiche TZR-Signalgebung und T-Zell-

Aktivierung benötigt werden (Anderson et al., 1994; Chan et al., 1994; Isakov und 

Biesinger, 2000) und führt zum anderen zur Steigerung der Stabilität des 

TZR/Peptid/MHCII-Komplexes (Thome et al., 1995). Dabei wirkt Lck als 

Adaptermolekül, denn eine Deletion oder Mutation der Phosphotyrosin-Stelle der 

SH2-Domäne resultiert in einer funktionell inaktiven Lck trotz unverminderter 

katalytischer Aktivität (Fusaki et al., 1997). 

Letztendlich bewirkt Lck nach TZR-Stimulierung die Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren wie NF-AT, NF-κB und AP-1 (Di Somma et al., 1996), die 

durch Regulation der Genexpression das Schicksal der T-Zelle bestimmen. So 

kann über eine Steigerung der Expression von IL-2 und IL-2R eine T-Zell-

Proliferation bewirkt oder über eine Steigerung der Expression von Fas Apoptose 

induziert werden. Die Steigerung der Fas-Expression spielt insbesondere eine 

Rolle für die Beendigung der Immunantwort durch den sog. aktivierungsinduzierten 
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Zelltod (Anderson und Perlmutter, 1995; Brunner et al., 1995; Dhein et al., 1995; 

Ju et al., 1995). 

Neben der direkten Interaktion mit dem TZR/CD3-Komplex kann Lck indirekt TZR-

vermittelte Signale verstärken. Lck kann mit CD4 und CD8 interagieren, die dann 

ihrerseits über die Assoziation mit dem TZR die T-Zellaktivierung verstärken, was 

insbesondere bei suboptimaler Antigenstimulation von Bedeutung ist (Weil und 

Veillette, 1996) 

Außerdem sind noch weitere Rezeptoren, die an der T-Zell-Aktivierung und 

Proliferation beteiligt sind, wie CD2, CD5, CD28 und IL-2R, physikalisch oder 

funktionell mit Lck verbunden (Ruhwald et al., 1999; Weil und Veillette, 1996).  

Ein weiterer Beleg für die Relevanz von Lck für die Funktion des lymphatischen 

Systems ist die Beobachtung, dass bei Mäusen, die keine Lck oder ein dominant 

negatives Lck-Transgen im Thymus exprimieren, schwere Defekte bei der T-Zell-

Entwicklung auftreten (Levin et al., 1993; Molina et al., 1992). 

3.7.3 Regulation der Lck Aktivität 
Die Lck-Aktivität wird durch Phosphorylierung der Aminosäurereste Tyr394 und 

Tyr505 in der katalytischen Domäne reguliert (Chow et al., 1993; Hardwick und 

Sefton, 1997; Ostergaard et al., 1989). 

Phosphorylierung an Tyr505 führt zur Stabilisierung von Lck in einer biologisch 

inaktiven Konformation (Chow et al., 1993; Ostergaard et al., 1989). Dabei kommt 

es zu einer intramolekularen Wechselwirkung zwischen phosphoryliertem Tyr505 

und der SH2-Domäne von Lck, wodurch die Interaktion der katalytischen Domäne 

mit anderen Signalmolekülen blockiert wird (Abb. 10). Dagegen stimuliert die 

Phosphorylierung an Tyr394 die katalytische Aktivität von Lck und wird durch CD4-

Stimulation verstärkt (Hardwick und Sefton, 1997; Ostergaard et al., 1989). Die 

Aktivierung von Lck erfolgt somit durch Phosphorylierung von Tyr394 und 

Dephosphorylierung von Tyr505, wodurch die SH1-Domäne wieder für andere 

Partner zugänglich gemacht wird (Weil und Veillette, 1996). 
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Abbildung 10: Regulation der Kinaseaktivität von Lck. 
Oben ist die aktive, unten die inaktive Form der Tyrosinkinase Lck dargestellt. Bei der inaktiven 
Form verhindert eine intramolekulare Assoziation zwischen dem phosphorylierten Tyr505 und der 
SH2-Domäne die Interaktion der katalytischen Domäne mit intrazellulären Substraten. 
 

Die Regulation der Kinaseaktivität erfolgt über spezielle Tyrosinkinasen und 

Phosphatasen. Für die funktionelle Inaktivierung sind die sog. carboxyterminale 

Src-Kinase (CSK) und die Csk-Typ-Proteinkinase (Ctk) verantwortlich (Klages et 

al., 1994; Sabe et al., 1994; Superti-Furga et al., 1993). Die funktionelle Aktivierung 

von p56Lck erfolgt durch Dephosphorylierung an Tyr505 durch die auf 

Lymphozyten vorkommende Tyrosinphosphatase CD45 (Ostergaard et al., 1989).
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C
Tyrosinrest 505 SH1

CSH4 unique SH3 SH2 SH1/Kinase-DomäneN

SH4 unique SH3N SH2

C
Tyrosinrest 505 SH1
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3.8 Fragestellung 

In vorausgegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Tyrosinkinase Lck 

nach Bestrahlung von T-Lymphozyten aktiviert wird und dass die Apoptoserate in 

Lck-defizienten Zellen nach Bestrahlung deutlich reduziert ist (Belka et al., 1999). 

Weiterhin unklar ist jedoch, auf welcher Ebene der apoptotischen 

Signaltransduktion Lck in die Regulation eingebunden ist. 

Daher soll im Rahmen dieser Arbeit die Apoptoseinduktion und Signaltransduktion 

in Lck-defizienten Zellen und in Lck exprimierenden Zellen nach Bestrahlung 

bestimmt werden. Um Hinweise auf einen möglichen Angriffspunkt von Lck 

innerhalb mitochondrialer Apoptosesignalwege zu erhalten, wird die Lck-Defizienz 

mit einer Überexpression von Bcl-2 verglichen, eines bekannten Inhibitors 

mitochondrialer Apoptoseschritte. 

Da strahleninduzierte und rezeptorvermittelte Apoptosewege über unterschiedliche 

Signalkaskaden verlaufen, soll außerdem geprüft werden, ob rezeptorvermittelte 

Apoptose Lck-unabhängig abläuft. Dadurch wären Rückschlüsse auf das Ausmaß 

der Bedeutung von Lck für Apoptosesensitivität bzw. -resistenz über die 

strahleninduzierte Apoptose hinaus möglich. 

Um die Beteiligung von Lck an weiteren mitochondrialen Apoptosesignalwegen zu 

prüfen, soll außerdem die Wirkung von Chemotherapeutika mit unterschiedlichen 

intrazellulären Primärzielen auf Lck-defiziente und Lck-exprimierende Zellen 

verglichen werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen könnten dann in 

Verbindung mit den Beobachtungen bei Bestrahlung und Rezeptor-Stimulation 

Hinweise auf mögliche Interaktionspartner von Lck liefern. 

Zur Aufklärung des Funktionsmechanismus von Lck bei der 

Apoptosesignaltransduktion soll geprüft werden, ob die Tyrosinkinasedomäne von 

Lck die proapoptotische Wirkung vermittelt und ob Lck durch die verwandte 

Tyrosinkinase Src funktionell ersetzbar ist. 
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4 Material 

 

4.1 Chemikalien und Chemotherapeutika 
Ampicillin Sigma 

Acrylamid  Roth 

Aprotinin  Roth 

APS  Sigma 

β-Mercaptoethanol  Sigma 

Bromphenolblau  Sigma 

CSPD®-Substratlösung Tropix Applied Biosystems, MA, USA 

Desoxycholat  Sigma 

DMSO Sigma 

Doxorubicin/Adriblastin® Pharmacia&Upjohn 

EDTA Sigma 

FCS (Fetales Kälberserum) Gibco 

Ficoll (Biocoll), d=1,077 g/l Biochrom-Seromed 

Fluorouracil/Fluoroblastin® Pharmacia&Upjohn 

Gel 30 (30%-ige AA/BisAA-Lösung, 37,5:1)  Roth 

Genicitin=G418 Gibco 

Glycin Merck 

HCl Merck 

HEPES Sigma 

Hoechst 33342 Calbiochem 

KCL Sigma 

KH2PO4 Merck 

Leupeptin Sigma 

Methanol Merck 

NaCl Merck 
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NaF Merck/Sigma 

Na2HPO4 Merck 

Napp-Natriumpyrophosphat  Sigma 

Paclitaxel/Taxol® Alexis 

Para-Formaldehyd Merck 

Phytohemagglutinin-L (PHA-L) Sigma 

Ponceau-S-Lösung Sigma 

PP2 Calbiochem 

2-Propanolol Merck 

Propidiumiodid Calbiochem 

Proteinmarker für SDS-PAGE Amersham 

Protein-Farbstoffkonzentrat BioRad 

RPMI 1640 Medium Gibco 

SDS Sigma 

SDS-Laufpuffer (10 fach) Biorad 

TEMED Roth 

TMRE Molecular Probes, Mobitech 

Tris-Base Merck 

Tris-HCL Merck 

Triton Sigma 

Tween 20 Sigma 

 

Alle weiteren hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma 

(Deidenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen, falls nicht anders angegeben. 

 

4.2 Puffer und Lösungen 
AP-Puffer: 100 mM Tris-HCl 

 100 mM NaCl 

 auf pH 9,5 mit HCl eingestellt 
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Blocklösung: TBS + 0,05% (v/v) Tween 20 + 5% (v/v) FCS 

 

Lysepuffer: 25 mM HEPES 

 0,1 % (w/v) SDS 

 0,5 % (w/v) Desoxycholat 

 1,0 % (v/v) Triton X-100 

 10 mM EDTA 

 10 mM Napp-Natriumpyrophosphat 

 10 mM NaF 

 125 mM NaCl 

unmittelbar vor Gebrauch: Zugabe von 20 µl/ml DTT Aprotinin/Leupeptin (je 5 

mg/ml) 

 

PBS: 8,0 g/l NaCl 

 0,2 g/l KCl 

 1,15 g/l Na2HPO4 x H2O 

 0,2 g/l KH2PO4 

 pH 7,4 

 

Probenpuffer: 2,0 ml Glycin 

 2,0 ml SDS, 10% 

 0,025 g Bromphenolblau 

 2,5 ml Sammelpuffer 

 ad 9,5 ml Aqua dest. 

 

Sammelpuffer: 60,6 g/l Tris-Base 

 0,4 % (w/v) SDS 

 auf pH 6,8 mit HCl eingestellt 
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TBS:  1,75 g/l Tris-HCl 

 8,76 g/l NaCl 

 pH 8,0 

 

TBS-Triton: TBS + 0,02 % (v/v) Triton X-100 

 

TBS-Tween: TBS + 0,05 % (v/v) Tween 20 

 

Transferpuffer (Western-Blot): 14,4 g Glycin 

 3,03 g Tris-Base 

 200 ml Methanol 

 3 ml SDS, 20 % 

 ad 1000 ml Aqua dest. 

 pH 8,3 

 

Trennpuffer: 18,17 g/l Tris-Base 

 0,4 % (w/v) SDS 

 auf pH 8,8 mit HCl eingestellt 

 

4.3 Antikörper und Liganden 

4.3.1 Antikörper zur Western-Blot-Analyse 
Primärantikörper 

Mouse-anti-avian-Src 1:200 Upstate Biotechnology 

Mouse-anti-Bcl-2, 1:2000 Santa-Cruz-Biotech 

Mouse-anti-Caspase-3, 1:1000 BD Transduction Laboratories 

Mouse-anti-Caspase-8, 1:45 Freundlicherweise erhalten von  

 K. Schulze-Osthoff, Uni. Münster 

Rabbit-anti-active-Caspase-3, 1:1000 Cell Signaling 

Rabbit-anti-active-Caspase-9, 1:1000 Cell Signaling 



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 47

Rabbit-anti-active-MAP Kinase, 1:1000 Cell Signaling 

Rabbit-anti-Bcl-xL, 1:1000 BD Transduction Laboratories 

Rabbit-anti-Lck, 1:500 Biolabs 

Rabbit-anti-Mcl-1, 1:500 Santa-Cruz-Biotech 

Rabbit-anti-PARP, 1:1000 Cell Signaling 

Rat-anti-Bid, 1:2000 freundlicherweise erhalten von J. 

 Yuan, Boston, MA, USA 

Sekundärantikörper 

Anti-mouse, AP-konjugiert Santa-Cruz-Biotech 

Anti-rabbit, AP-konjugiert Santa-Cruz-Biotech 

Anti-rat, AP-konjugiert Santa-Cruz-Biotech 

4.3.2 Antikörper zur Immunfluoreszenzanalyse 
Primärantikörper: 

hTRAIL R1 (M272) Immunex Corp., Seattle USA 

hTRAIL R2 (M413) Immunex Corp., Seattle USA 

Mouse-anti-Cytochrom-c (65971A) PharMingen 

Sekundärantikörper: 

Anti-mouse-Alexa488 Molecular Probes, Mobitech 

Anti-mouse IgG (Fab specific), FITC Conjugate Sigma 

4.3.3 Antikörper und Liganden zur Stimulierung der Zellen 
Anti-CD95/Fas/APO-1-IgM-Antikörper, 

 Klon CH11 Upstate Biotechnology 

Rekombinantes, humanes TRAIL Alexis Biochemicals 

Enhancer Alexis Biochemicals 

 

4.4 Zelllinien 
Jurkat-E6-T-Zell-Lymphoma-Zellen wurden von der American Type Culture 

Collection (ATCC), Bethesda, MD, USA bezogen. 
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Die Lck-defizienten Jurkat-Zellen (JCaM1.6) und die Lck-cDNA-exprimierenden 

JCaM1.6/Lck-Zellen waren ein Geschenk von A. Weiss (University of California, 

San Francisco, USA). 

Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen und die entsprechenden Vektor-

Kontrollzellen wurden 2000 von J.Rudner in unserem Labor stabil transfiziert 

(Rudner et al., 2001). 

Aktive-Src-exprimierende (JCaM1.6/src.act), Wiltyp-Src-exprimierende 

(JCaM1.6/src.wt) und Bcl-2-exprimierende JCaM1.6-Zellen (JCaM1.6/Bcl-2), sowie 

die zugehörigen Vektorzellen wurden stabil transfiziert (siehe Abschnitt 5.2). Der 

Vektor pUSEamp und die aktive bzw. Wildtyp-Src kodierenden Vektoren wurden 

von Upstate Biotechnology bezogen. Wiltyp-Bcl-2 von B. Leber (McMaster 

University, Hamilton, Ont., USA) wurde in den Expressionsvektor pRC/cmv 

(Invitrogen) kloniert. 

 

4.5 Bakterien 
Es wurden kompetente Bakterien Escherichia coli DH5α der Firma Clontech 

benutzt. 

 

4.6 Kits 
Der CONCERTTM High Purification Plasmid Maxiprep Kit der Firma Gibco BRL/Life 

Technologies wurde zur Aufreinigung der DNA verwendet. 

 

4.7 Verbrauchsmaterial 
Einfrierröhrchen Greiner 

Filterpapier Whatman 3MM Roth 

Kopierfolien Xerox 

0,4 cm Küvetten BioRad 

Nitrozellulosemembran Hybond ECL Amersham Pharmacia Biotech 
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1,5 ml- Reaktionsgefäße Eppendorf 

Hyperfilm® ECL Amersham Pharmacia Biotech 

Röntgenfilm Kodak 

15 ml/50 ml Zentrifugenröhrchen Greiner 

 

4.8 Geräte 
Brutschrank Heraus Instruments 

Bestrahlungsgerät LINAC SL 25, Phillips 

FACS Calibur Durchflußzytometer Becton Dickinson 

Filmentwickler Sterling, Diagnostic Imaging 

Mikroskope: 

 Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135, Carl Zeiss, Jena 

 Konfokales Laser Scan Mikroskop Leica TCS NT 

 Lichtmikroskop Wilovert, Wild Leitz 

Schüttler Biometra 

SDS-Gelelektrophoresekammer Biometra 

Sterilbank Heraus Instruments 

Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell BioRad 

4054 UV-VIS-Spektrophotometer 

 Ultraspec Plus, LKB Biochrom Pharmacia Biosys. 

Zentrifugen: 

 Tischzentrifuge 5417R Eppendorf 

 Für Zellkultur: Rotanta RPC Laborzentrifuge Hettich 

 Für DNA Aufreinigung: Sorvall® SUPER 

 T21, Rotor SL-50T Sorvall 
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5 Methoden 

 

5.1 Zellkultur 

5.1.1 Kultivierung der Zellen 
Jurkat-, JurkatBcl-2-, JurkatVektor-, JCaM1.6-, JCaM1.6/Lck-, JCaM1.6/src.wt-, 

JCaM1.6/src.act-, JCaM1.6/Vektor- und JCaM1.6/Bcl-2-Zellen wurden in 75 ml 

Kulturflaschen in Konzentrationen von 50.000 bis 1.000.000 Zellen pro ml bei 37 

°C und einer Atmosphäre von 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Dazu 

wurde das Kulturmedium RMPI 1640 mit dem Zusatz von 10 % FCS, 100 U/ml 

Penicillin (Biochrom-Seromed) und 100 µg/ml Streptomycin (Biochrom-Seromed) 

verwendet (=Vollmedium). Die transfizierten Zellen wurden zusätzlich zweimal 

wöchentlich mit dem Selektionsantibiotikum G418 (800 µg/ml) supplementiert. 

5.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zur Konservierung der Zellen über einen längeren Zeitraum wurden sie in 

flüssigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.  

Zum Einfrieren wurden ca. 25x106 Zellen 5 min bei 500xg zentrifugiert und in 1,5 

ml Einfriermedium (75 % RMPI, 20 % FCS, 5 % DMSO) resuspendiert. 

Anschließend wurden die Zellen in Einfrierröhrchen schonend in 4 Stufen 

eingefroren (15 min oberste Stufe, 30 min mittlere Stufe, 1 h unterste Stufe, zuletzt 

Lagerung in flüssigem Stickstoff). 

Um die Zellen erneut zu kultivieren, wurden sie im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut 

und anschließend in 3 ml Vollmedium aufgenommen. Um das zytotoxische DMSO 

zu entfernen wurde die Zellsuspension 5 min bei 500xg zentrifugiert und das Pellet 

in Vollmedium resuspendiert, das zusätzlich mit 10 % FCS supplementiert wurde. 

Nach 48 h Kultivierung in 75 ml Zellkulturflaschen, wurde eine Aufreinigung mit 

FICOLL durchgeführt, um abgestorbene Zellen und Zelltrümmer zu entfernen. 

Dafür wurde 5 ml Biocoll-Lösung mit den Zellen in einem Volumen von 5 ml 
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überschichtet. Nach 20 min Zentrifugation bei 500xg wurden die Zellen im 

Interphasenring abgesaugt und in frisches Medium überführt. Nach einer 

Erholungsphase von einer Woche konnten die Zellen für Versuche verwendet 

werden. 

 

5.2 Transfektion von Zellen 
Vor der Transfektion wurden 25 Millionen Zellen zweimal mit 20 ml einer eiskalten 

(4 °C) TBS-Lösung gewaschen und anschließend in 700 µl TBS aufgenommen 

und in 0,4 cm Küvetten überführt. Nach Zugabe von 20 µg aufgereinigter DNA in 

einem Volumen <20 µl wurde der Ansatz 15 min. auf Eis inkubiert. Die 

Transfektion erfolgte bei 500 V und 150-200 µF im Elektroporator Gene Pulser® II 

(BioRad). Danach wurden die Zellen weitere 20 min. auf Eis inkubiert und 

anschließend in 10 ml Vollmedium aufgenommen, das zusätzlich mit 10 % FCS 

supplementiert wurde. Zur Entfernung von infolge der Strombehandlung 

abgetöteten Zellen wurde eine, wie oben beschriebene, 

Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll durchgeführt und die Zellen anschließend 

weiter kultiviert. 

Ab dem 3. Tag nach der Elektroporation wurde zur Selektion der transfizierten 

Zellen das Kulturmedium mit dem Selektionsantibiotikum G418 (800 µg/ml) 

versetzt. 

 

5.3 DNA-Vermehrung und -Aufreinigung 
Zur Gewinnung größerer Mengen Plasmid-DNA für die Transfektion in JCaM1.6 

Zellen wurden die Plasmide in Bakterien vermehrt und aufgereinigt. 

5.3.1 Transformation von Bakterien 
Für die Transformation wurden 50 µl der kompetenten Bakterien Escherichia coli 

DH5α mit 1 µg DNA vermischt und für 30 min. auf Eis inkubiert. Nach Erwärmung 

auf 42 °C für 90 sec. wurden die Bakterien für weitere fünf Minuten auf Eis 
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abgekühlt. Anschließend wurden sie in 500 µl SOC-Medium (Gibco BRL/Life 

Technologies) bei 37 °C für 1 h geschüttelt, bevor sie auf LB-Agarplatten (3,05 % 

w/v Luria Agar Base, Miller, Sigma), die 50 µg/ml des Antibiotikums Ampicillin 

enthielten, ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert wurden. Am nächsten 

Tag wurden einzelne Kolonien mit transformierten Bakterien gepickt und in LB-

Medium (1,55 % w/v Luria Broth Base, Miller, Sigma) mit 50 µg/ml Ampicillin 

überimpft und weitervermehrt. 

5.3.2 Aufreinigung der DNA  
Die in 200 ml des mit Ampicillin (50 µg/ml) versetzten LB-Mediums vermehrten 

Bakterien wurden lysiert und die Plasmid-DNA wurde über Säulen des 

CONCERTTM High Purification Plasmid Maxiprep Kits mit den Puffern E1-E6 von 

Gibco BRL/Life Technologies nach dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Die 

Aufreinigung erfolgte dabei über die von Temperatur, pH-Wert und 

Salzkonzentration abhängige Interaktion der DNA über ihre negativ geladenen 

Phosphatreste mit den positiven Ladungen des Austauscherharzes. 

Dazu wurden 200 ml der Übernachtkultur nach Zentrifugation bei 6000xg und 

Resuspendierung in 10 ml des Zellsuspensionspuffers E1 (mit 20mg/ml RNase A) 

durch Zugabe von 10 ml des Lysepuffers E2 und Inkubation für 5 min. bei RT 

lysiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer E3 wurde die Lösung neutralisiert und 

anschließend für 10 min. bei 1500xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach 

Äquilibrierung der Säule mit 30 ml des Puffers E4 wurde der Überstand auf die 

Säule gegeben. Nachdem der Ansatz die Säule passiert hatte, wurde sie mit 60 ml 

des Puffers E5 gewaschen. Dann wurde die Plasmid-DNA mit 15 ml des Puffers 

E6 eluiert. Schließlich erfolgte die Fällung der DNA durch Zugabe von 10,5 ml 2-

Propanolol zum Eluat und anschließende Zentrifugation bei 12000xg für 30 min bei 

4 °C. Abschließend wurde die DNA nach zweimaligem Waschen mit 5 ml 70%igem 

Alkohol und Zentrifugation bei 12000xg (4 °C, 5 min.) in 500 µl bidestilliertem 

Wasser gelöst. 
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5.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration und Überprüfung der DNA-
Reinheit 
Nach geeigneter Verdünnung der DNA-Lösung wurde die Konzentration und 

Reinheit der Nukleinsäuren mittels der Extinktionsmessungen in einem 4054 UV-

VIS-Spektrophotometer Ultraspec Plus bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 

nm bestimmt. Für eine reine DNA-Lösung beträgt das Verhältnis OD260/OD280 1,8. 

Eine OD260 von 1,0 entspricht einer ds-DNA-Konzentration von 50 µg/ml. 

 

5.4 Bestimmung der CD95- und TRAIL-R-Oberflächenexpression 
Die Bestimmung der CD95- und TRAIL-R-Oberflächenexpression erfolgte durch 

Bindung eines spezifischen Primärantikörpers und eines FITC-konjugierten 

Sekundärantikörper mit anschließender FACS-Messung. 

Dafür wurden 5x105 Zellen mit 500xg bei RT pelletiert und in 100 µl 5 % FCS in 

PBS resuspendiert. Nach 30-minütiger Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen für 30 

min bei 37 °C mit dem Primärantikörper in 5 % FCS in PBS inkubiert. Für den 

Nachweis der CD95-Rezeptoren wurde CH11 (Alexis) in einer Konzentration von 

100 ng/ml eingesetzt, für die Bestimmung der TRAIL-Rezeptoren wurde ein 

Antikörper gegen TRAIL-R1, hTRAIL R1 (M272), und ein Antikörper gegen TRAIL-

R2, hTRAIL R2 (M413), in 1:100-Verdünnung verwendet. Nach dreimaligem 

Waschen der Zellen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem Sekundärantikörper 

Anti-Maus IgG (Fab specific) bzw. Anti-Maus-Alexa499 in 1:500 Verdünnung in 5 

% FCS in PBS für 30 min. bei 4 °C. Abschließend wurden die Zellen mit 500xg bei 

RT pelletiert und in 500 µl FACS-Flow resuspendiert, bevor sie mit dem FACS in 

Kanal Fl-1 detektiert und in einem Histogramm durch Auftragung der bei 

bestimmter Fluoreszenzintensität detektierten Ergebnisse dargestellt wurden. 

 

5.5 Proliferationsassay 
Die Bestimmung der Zellproliferation wurde mit dem Wst-1 Zellproliferations-

Reagens (Roche Molecular Biochemicals) durchgeführt. Die Zellen wurden in 96-
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Well-Platten in einem Volumen von 100 µl/Well und einer Dichte von 2500, 5000, 

7500 und 10000 Zellen pro Well ausgesät. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde die 

Zellzahl ermittelt durch Zugabe des Wst-1-Reagens (10 µl/Well) für 2 h und 

anschließende Absorptionsmessung bei 450 nm (Referenzwellenlänge 620 nm) mit 

einem Anthos 2010 Absorptionsmesser (Anthos). 

 

5.6 Stimulierung der Zellen 

5.6.1 Bestrahlung 
Für die Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung wurden die Zellen in einer 

Konzentration von 5x105 Zellen/ml mit 6 MV Photonen mit dem 

Linearbeschleuniger LINAC SL25 mit einer Dosisrate von 4 Gy/min bei RT 

bestrahlt. Unter die Kulturplatten wurde ein 10 cm dicker und auf die Platten ein 1,5 

cm dicker Plexiglasblock gelegt. Damit wurde der Aufbaueffekt vermindert und eine 

homogene Strahlendosis im Medium erreicht. 

5.6.2 CD95-Stimulation 
Der Zelltodrezeptor CD95/Fas/APO-1 wurde mit dem agonistischen IgM-Antikörper 

αCD95, Klon CH11 in einer Konzentration von 100 ng/ml Medium stimuliert. 

5.6.3 TRAIL-R-Stimulation 
Zur Stimulierung der TRAIL-Rezeptoren wurden die Zellen in einer Dichte von 

5x105/ml Medium mit 100 ng/ml rekombinantem humanem TRAIL 15 min bei 37 °C 

inkubiert. Durch anschließende Zugabe des Enhancers in einer Konzentration von 

1 µg/ml wurde die Rezeptoraktivierung verstärkt. 

3.6.4 Behandlung mit Chemotherapeutika 
Zur Behandlung mit Zytostatika wurden 5x105 Zellen/ml Medium mit 0,5 µg/ml 

Doxorubicin/Adriblastin®, 100 nMol/l Paclitaxel/Taxol® oder 10 µMol/l 5-

Fluorouracil/Fluoroblastin® inkubiert. Zur Hemmung der Kinaseaktivität von p56/Lck 
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wurden die Zellen eine Stunde vor Zugabe der Chemotherapeutika mit 5 µM des 

Src-Kinasen-Inhibitor PP2 behandelt.  

 

5.7 Bestimmung der Apoptose, Viabilität und ∆ψm 

5.7.1 Durchflusszytometrie 
Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden morphologische Charakteristika der 

Zellen herangezogen. Im Laufe der Apoptose verändert sich die Zellmorphologie 

und damit die Streulichteigenschaften der Zellen bei durchflusszytometrischer 

Messung. Apoptotische Zellen unterscheiden sich von gesunden Zellen in ihrer 

Zellgröße und Granularität. Diese entsprechen in der Durchflusszytometrie dem 

Durchlicht (FSC für forward scatter) bzw. dem im rechten Winkel zum einfallenden 

Laserstrahl gestreuten Licht (SSC für sideward scatter). Somit können mittels 

Bestimmung dieser Parameter apoptotische Zellen von gesunden Zellen 

abgegrenzt und quantifiziert werden. Für die Auswertung wurde die spezifische 

Apoptoserate berechnet. Hierfür wurde von der absoluten Apoptoserate 

stimulierter Zellen die Spontanapoptoserate unstimulierter Zellen abgezogen, die 

von Störvariablen wie der Zelldichte abhängig ist. 

Zur Bestimmung der Viabilität wurde die Fähigkeit der Zellen, den DNA-Farbstoff 

Propidiumiodid (PI) auszuschleusen, untersucht. Dafür wurden die Zellen vor der 

Durchflusszytometer-Messung mit 0,1 µg/ml PI für 30 Minuten inkubiert. Gesunde 

Zellen nehmen Propidiumiodid kaum auf, da sie eine intakte Membran besitzen. 

Dagegen wird der Farbstoff in Zellen mit gestörter Membranintegrität vermehrt 

aufgenommen, wo er in die DNA interkaliert und zu einer erhöhten PI-Fluoreszenz 

führt. Nach Verlust der Membranintegrität der apoptotischen Zellen wird die DNA 

degradiert und in kleine Membranvesikel verpackt, die eine höhere PI-Fluoreszenz 

als gesunde Zellen aufweisen. Die Zellen mit intakter und geschädigter Membran 

wurden nach Auftragung von FL-2 gegen SSC in einem Koordinatensystem 

voneinander abgegrenzt. 
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Für die Messung des mitochondrialen Membranpotentials wurden die Zellen mit 

dem Farbstoff TMRE angefärbt. Dies ist ein membranpermeabler 

potentialabhängiger Farbstoff, der in Mitochondrien mit intaktem Membranpotential 

akkumuliert, bei Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials 

allerdings aus den Mitochondrien diffundiert. Daher weisen gesunde Zellen mit 

einem intakten mitochondrialen Stoffwechsel eine höhere Fluoreszenzintensität 

auf, als Zellen, in denen das mitochondriale Membranpotential 

zusammengebrochen ist. Für die Messung wurden die Zellen mit 25 nM TMRE für 

30 min bei 37 °C inkubiert und mit dem FACS in Kanal FL-2 detektiert. Die 

Auswertung erfolgte in einem Koordinatensystem, in dem FL-2 gegen SSC 

aufgetragen wurde. 

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt und von den erhaltenen 

Daten wurde Mittelwert und Standardabweichung bestimmt. 

5.7.2 Hoechst-Färbung 
Die DNA-Färbung mit dem Farbstoff Hoechst 33342 dient der raschen 

morphologischen Analyse der Kernveränderungen während der Apoptose. 

Hierfür wurden die Zellen 15 min. bei Raumtemperatur mit dem Farbstoff Hoechst 

33342 in einer Konzentration von 1 µg/ml Vollmedium inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Axiovert 135 beurteilt. 

Dabei wird der in die DNA interkalierende Farbstoff mit einer Quecksilberlampe 

angeregt und die Fluoreszenz unter Verwendung eines 380 nm Filters detektiert. 

Mit einer verstärkenden CCD-Videokamera (Axiocam MR, Zeiss) wurde ein 

repräsentativer Ausschnitt dokumentiert. Die Zellen können als apoptotisch 

bezeichnet werden, wenn sie mehr als zwei distinkte DNA-Verdichtungen 

aufweisen. 

 

5.8 Western-Blot 
Die Analyse der Caspasenaktivierung und PARP-Spaltung, sowie der 

Proteinexpression von Bcl-2, Bcl-xL, FADD und Lck erfolgte durch Western-
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Blotting. Dazu wurden die Zellen lysiert und die Lysate per SDS-PAGE 

elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Für 

die Detektion wurde diese mit dem spezifischen Erstantikörper und einem gegen 

den Erstantikörper gerichteten Zweitantikörper inkubiert, an den die alkalische 

Phosphatase (AP) gekoppelt war. Das bei der Umsetzung der anschließend 

zugegebenen Substratlösung emittierte Licht wurde auf einem Röntgenfilm als 

Banden nachgewiesen. 

5.8.1 Herstellung der Lysate 
Für die Herstellung der Lysate wurden 2x106 Zellen 5min mit 500xg bei 

Raumtemperatur zentrifugiert, dann in 200µl SDS-Lysepuffer aufgenommen und 

anschließend 30 min auf Eis inkubiert. Zur Gewinnung der zytosolischen Fraktion 

wurden die lysierten Zellen 10 min bei 10000xg bei 4 °C zentrifugiert und der 

Überstand (das Lysat) in ein neues Gefäß überführt. 

5.8.2 Proteinbestimmung 
Um eine gleichmäßige Beladung der Spuren zu gewährleisten, wurde eine 

Proteinbestimmung durchgeführt. Dazu wurde zu 3 µl des Lysats 1 ml des 1:5 

verdünnten Protein-Farbstoffkonzentrats von BioRad gegeben und dann die 

Extinktion mit dem Photometer bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen. 

5.8.3 Vorbereitung der Proben 
Nach Normierung der Proben bezüglich der Proteinmenge wurden zu 25 µl des 

Lysats 5 µl SDS-enthaltender Probenpuffer und 2 µl β-Mercaptoethanol zur 

Denaturierung gegeben. Um eine vollständige Denaturierung der Proteine und 

somit eine Auftrennung nach Proteingröße zu erzielen, wurden die Proben 5 min 

bei 100 °C im Thermoschüttler inkubiert. 

5.8.4 SDS-PAGE 
In der SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) 

werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen durch den 

Molekularsiebeffekt des Acrylamid-Gels nach ihrer Größe aufgetrennt. Es wurden 
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drei verschiedene Gele (10%, 12%, 14%) verwendet, um für jedes Protein die 

optimale Auflösung zu erhalten. Um trotz eines großen Lysatvolumens eine 

scharfe Auftrennung der Proteine zu erzielen, wurde dem Trenngel ein 4,5%-iges 

Sammelgel vorgeschaltet. Die Proteine durchwandern das Sammelgel sehr rasch 

und konzentrieren sich in der Grenzschicht zwischen Sammel- und Trenngel, 

bevor die Auftrennung im 10-14%-igen Trenngel erfolgt. 

Die Lysate wurden in Geltaschen im Sammelgel gegeben und in einer Multigel-

Long Kammer (Biometra) bei 50mA gesammelt und bei 150mA aufgetrennt. Als 

Puffer diente das SDS-Laufpufferkonzentrat von BioRad nach 1:10 Verdünnung 

mit Aqua bidest. 

 

Zusammensetzung der Gele: 

 
Trenngel 

10%               12%              14% 
Sammelgel 

Aqua bidest. 6,25 ml 5,25 ml 4,25 ml 3,00 ml 
Trennpuffer 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml − 
Sammelpuffer − − − 1,25 ml 
Gel 30 5,00 ml 6,00 ml 7,00 ml 0,75 ml 
APS, 10% w/v 75 µl 75 µl 75 µl 50 µl 
TEMED 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 5 µl 
SDS, 20% w/v 75 µl 75 µl 75 µl − 

 

5.8.5 Detektion der Proteine 
Nach Auftrennung der Proteine wurden sie vom Gel auf eine Hybond ECL 

Nitrocellulosemembran transferiert, um die nachfolgende Antikörperbindung zu 

erleichtern und eine Diffusion der Proteine zu verhindern. Dafür wurde das Gel mit 

der Nitrozellulosemembran, Filterpapier und Schwämmchen zur Polsterung in eine 

Transferkassette gepackt und bei 0,1 A in einer mit Transferpuffer gefüllten Trans-

BlotR Elektrophorese Transferkammer über Nacht geblottet. Nach dem Transfer 

wurde die gleichmäßige Proteinauftragung und -übertragung durch Anfärbung mit 
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Ponceau S Lösung (1:20 in Aqua bidest verdünnt) und anschließendem Waschen 

mit Aqua bidest. überprüft. Um freie Bindungsstellen auf der Membran, an die die 

Antikörper unspezifisch binden könnten, abzudecken, wurde die Membran 

anschließend 20 min. mit einer Blocklösung (5 % FCS in TBS-Tween) inkubiert. 

Danach erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikörper in Blocklösung für 45 

min. Nicht spezifisch gebundener Antikörper wurde durch zweimaliges Waschen 

für 15min mit TBS-Tween entfernt. Anschließend wurde die Membran für 30 min. 

mit dem AP-konjugierten Sekundärantikörper in Blocklösung inkubiert und danach 

viermal für 15 min. mit TBS-Triton, zweimal für 15 min. mit TBS und zweimal für 15 

min. mit AP-Puffer gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran 5 min. in 

CSPD®-Substratlösung Tropix inkubiert und anschließend in einer Filmkassette 

zwischen zwei Folien glatt gestrichen. Durch das Enzym AP findet eine 

katalytische Reaktion statt, bei der Energie in Form von Licht frei wird. Deshalb 

wurde auf die Membran ein Film (Hyperfilm® ECL Filmmaterial, Amersham 

Pharmacia Biotech) aufgelegt, auf dem nach dem Entwickeln die Proteinbanden 

sichtbar wurden. 

 

5.9 Cytochrom-c-Färbung 
Zum Nachweis der Cytochrom-c-Freisetzung während der Apoptose wurden die 

Zellen fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe des konfokalen Mikroskops Leica TCS 

NT untersucht. 

Dazu wurden zunächst Deckgläschen für 10 min bei Raumtemperatur mit einer 

1:100 in Aqua bidest. verdünnten Poly-L-Lysinlösung (Sigma, 0,1% w/v) 

beschichtet. Anschließend wurden die Zellen in einer Konzentration von 1 Million 

Zellen/ml auf die Deckgläschen pipettiert und 20 min bei 37 °C inkubiert. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einer Para-

Formaldehydlösung (2,5 % w/v in PBS) für 15 min bei RT fixiert. Danach wurden 

die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend für 15 min mit Triton X-

100 (0,1 % w/v in PBS) permeabilisiert. Nach zwei weiteren Waschvorgängen mit 
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PBS wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation für 10 min bei RT mit 

einer Blocklösung (10 % FCS in PBS) abgesättigt. Danach erfolgte die Inkubation 

mit dem Primärantikörper, Maus-anti-Cytochrom c (PharMingen), über Nacht bei 4 

°C. Am nächsten Tag wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit 10 % 

FCS in PBS mit dem Sekundärantikörper Anti-Maus-Alexa 488 (Molecular Probes, 

Mobitech) in 1:330 Verdünnung in Blocklösung für 45 min bei RT inkubiert. Nach 

abschließendem zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen auf einem 

Objektträger in Mowiol eingedeckelt und anschließend mikroskopiert und 

fotografiert. 
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6 Ergebnisse 

 

6.1 Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlen 
Aus Vorarbeiten war bekannt, dass Lck für die Apoptoseinduktion durch 

ionisierende Strahlen von Bedeutung ist. Es war jedoch unklar, wie Lck die 

strahleninduzierte Apoptose beeinflusst, bzw. an welcher Stelle Lck in apoptotische 

Signalwege eingreifen kann. Daher sollte nun der Einfluss von Lck auf die 

Signaltransduktion bei der Apoptose genauer untersucht werden. 

Dafür wurde zunächst die Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlen in Lck-

exprimierenden und Lck-defizienten Zellen bestimmt. In Jurkat-T-Zellen, sowie in 

Lck-defizienten JCaM1.6-Zellen und Lck-retransfizierten JCaM1.6/Lck-Zellen 

wurde Apoptose durch Bestrahlung mit 10 Gy initiiert. Die Induktion von Apoptose 

wurde durch die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der charakteristischen 

Kernmorphologie nach Kernfärbung mit Hoechst33342 nachgewiesen. Dieser 

Farbstoff lagert sich in die DNA ein und kann somit der Darstellung der Verteilung 

der DNA im Kern dienen. Intakte Lymphozyten zeigen dabei eine gleichmäßige 

Anfärbung des gesamten Kerns. Dagegen stellt sich bei apoptotischen Zellen die 

kondensierte DNA deutlich als kleine lichtintensive Punkte dar. In Jurkat- und 

JCaM1.6/Lck-Zellen waren bereits nach 24 h apoptotische Zellen sichtbar, 

wohingegen in Lck-defizienten JCaM1.6-Zellen keine Chromatinkondensation 

feststellbar war (Abb.11A). 

Parallel dazu wurde die Apoptoseinduktion durchflusszytometrisch quantifiziert 

(Abb 11B,C). Dabei wurden die Morphologie der Zellen, sowie ihre Viabilität 

beurteilt. Die Zellmorphologie wurde durch Messung der 

Lichtbrechungseigenschaften untersucht. Diese werden durch die im Laufe der 

Apoptose stattfindenden Zellveränderungen, wie Chromatinkondensation, 

Kernfragmentierung, Zellschrumpfung und Bildung apoptotischer Körperchen, 

beeinflusst.  
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Abbildung 11: Apoptoseinduktion durch Bestrahlung. 
A: Die Abbildung zeigt fluoreszenzmikroskopische Bilder der Kernmorphologie (nach Inkubation mit 
Hoechst 33342) von unstimulierten JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck- Zellen, bzw. 12, 24 oder 36 h nach 
Bestrahlung. JCaM1.6/Lck-, nicht jedoch JCaM1.6-Zellen weisen Chromatinkondensationen nach 
Bestrahlung auf. B, C: Apoptoserate von Jurkat-, JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen nach 
Bestrahlung, gemessen anhand von Scatter-Charakteristika (B) bzw. nach PI-Färbung (C). 
Darstellung der Mittelwerte (n≥4) +/- Standardabweichung. 
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Apoptose in den Lck-defizienten JCaM1.6-Zellen nachweisbar (21,2±11,1 %). 

Nach 96 h stieg die Apoptoserate in JCaM1.6-Zellen zwar schließlich auf 

41,3±22,5 % an, blieb damit jedoch deutlich unter der Apoptoserate in Lck-

exprimierenden Zellen (Abb. 11B). Entsprechende Befunde ergaben sich auch bei 

der Bestimmung der Viabilität der Zellen mittels durchfluszytometrischer Analyse 

nach Färbung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI). Dieser 

Farbstoff wird von gesunden Zellen mit intakter Membranfunktion kaum 

aufgenommen bzw. schnell nach extrazellulär transportiert. Die gestörte 

Membranintegrität apoptotischer Zellen hingegen führt zu einer intrazellulären 

Anreicherung von PI und somit zu einer erhöhten PI-Fluoreszenz im Vergleich zu 

gesunden Zellen. Die JCaM1.6/Lck-Zellen erreichten bereits nach 72 h eine 

Apoptoserate von 69,4±13,7 % und die Jurkat-T-Zellen eine Apoptoserate von 

73,7±5,1 %. Dagegen waren nur 17,7±7,0 % der Lck-defizienten Zellen 

apoptotisch. Nach 96 h lag die Apoptoserate in JCaM1.6/Lck-Zellen bei 72,5±11,7 

% und in Jurkat-Zellen bei 79,0±4,0 %, jedoch in JCaM1.6-Zellen lediglich bei 

28,3±9,3 % (Abb.11C). 
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Abbildung 12: Proliferationsverhalten von JCaM1.6-
und JCaM1.6/Lck-Zellen.
Die Lck-Defizienz bewirkt keine veränderte Zellproliferation. 
Die Zellen wurden in 96-well-Platten in einer 
Ausgangskonzentration von 2500, 5000, 7500 oder 10000 
Zellen/Well ausgesät und die Dichte mittels des 
Proliferationsreagens Wst-1 nach 24, 48 und 72 Stunden 
bestimmt . Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus 3 Ansätzen 
+/- Standardabweichung.
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Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass der Verlust der Lck-Expression die 

Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung deutlich reduziert, wobei bis zu 72 

h nach Bestrahlung kaum Apoptoseinduktion in Lck-defizienten Zellen nachweisbar 

ist. 

Um auszuschließen, dass ein unterschiedliches Proliferationsverhalten der Zellen 

die beobachtete Reduktion der Apoptoserate in Lck-defizienten Zellen vortäuscht, 

wurde ein Proliferationsassay durchgeführt. Hierbei wurden die basalen 

Proliferationsraten von unbehandelten JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen 

verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Lck-Defizienz zu keiner verminderten 

Zellproliferation führt (Abb.12). Somit ist die beobachtete Apoptoseresistenz Lck-

defizienter Zellen keiner veränderten Proliferation zuzuschreiben. 

 

6.2 Lck-Expression und -Funktion 
Die beobachteten Unterschiede der Apoptoseraten zwischen den Lck-

exprimierenden Zelllinien und der als Lck-defizient bezeichneten Zelllinie deuten 

auf eine zentrale Bedeutung der Tyrosinkinase Lck für die strahleninduzierte 

Apoptose hin. Zum Nachweis der Expression von Lck in Jurkat- und JCaM1.6/Lck-

Zellen, sowie dem Fehlen von intakter Lck in JCaM1.6-Zellen wurde ein Western-

Blot mit einem Antikörper, der gegen den C-Terminus von Lck gerichtet ist, 

durchgeführt (Abb. 13A). Dabei waren die Lck-Expressionslevel in Jurkat- und 

JCaM1.6/Lck-Zellen vergleichbar, wohingegen in JCaM1.6-Zellen mit diesem 

Antikörper keine Lck-Expression festgestellt werden konnte. 

Die funktionelle Integrität von Lck wurde mittels Stimulierung des T-Zell-Rezeptors 

(TZR) und anschließender Analyse der Erk1/2-Aktivierung überprüft. Der 

CD3/TZR-Komplex wurde durch 50 µg/ml Phytohemagglutinin-L (PHA-L) stimuliert 

und die Aktivierung der Erk1/2-Kinasen wurde im Western-Blot mit einem 

Antikörper gegen die aktive phosphorylierte Kinase nachgewiesen. Stimulierung 

der Jurkat- und JCaM1.6-Zellen führte zur schnellen Aktivierung der Erk1/2-
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Kinasen, wohingegen in JCaM1.6 Zellen keine Erk 1/2 Aktivierung nach PHA-L 

Stimulierung feststellbar war (Abb. 13B). 

Somit wurde die Lck-Defizienz in JCaM1.6-Zellen und die Expression und 

Funktionalität von Lck in Jurkat- und JCaM1.6/Lck-Zellen eindeutig nachgewiesen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 
Abbildung 13: Lck-Expression und –Funktion. 
A: Die Lck-Expression wurde mittels eines Antikörpers verifiziert, der gegen den C-Terminus von 
Lck gerichtet ist. B: Erk1/2-Aktivierung nach TZR-Stimulierung durch 50 µg/ml PHA-L. 
Die Abbildung zeigt eines von je drei unabhängigen Experimenten. 
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nach ihrer eigenen Aktivierung die Aktivierung weiterer Caspasen, wie Caspase-3 

und -8. 

Um den Einfluss von Lck auf die kaskadenartige Aktivierung der Caspasen nach 

Bestrahlung zu untersuchen, wurde der Zeitverlauf der Caspasenaktivierung 

mittels Western-Blot bestimmt. Abbildung 14 zeigt die Aktivierung von Caspase-9 

in Lck exprimierenden Zellen bereits 6 Stunden nach Bestrahlung. Dagegen war in 

Lck defizienten Zellen bis zu 72 h nach Bestrahlung keine Caspase-9-Aktivierung 

feststellbar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 14: Caspasenaktivierung nach Bestrahlung. 
In JCaM1.6-Zellen erfolgt im Gegensatz zu JCaM1.6/Lck-Zellen nach Bestrahlung keine 
Caspasenaktivierung und keine Spaltung des Caspasensubstrats PARP. Die Caspasenaktivierung 
und PARP-Spaltung wurde in zytosolischen Extrakten von JCaM1.6 und JCaM1.6/Lck-Zellen 
mittels Western-Blot bestimmt. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse aus einem von drei 
unabhängigen Experimenten. 
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nachweisbar, wohingegen in Lck-defizienten Zellen keine PARP-Spaltung 

detektierbar war (Abb.14). 

Caspase-8 fungiert bei der Todesrezeptor-induzierten Apoptose als 

Initiatorcaspase, während der strahleninduzierten Apoptose jedoch auch als 

Effektorcaspase (Belka et al., 2000; Engels et al., 2000; Wieder et al., 2001). 

Daher wurde hier auch die Aktivierung von Caspase 8 untersucht. Entsprechend 

den bisherigen Ergebnissen konnte die Aktivierung von Caspase-8 in 

JCaM1.6/Lck-Zellen, jedoch nicht in JCaM1.6-Zellen, nachgewiesen werden. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass keine der zentralen Initiator- oder 

Effektorcaspasen in Lck-defizienten Zellen nach Bestrahlung aktiviert wird. In Lck-

exprimierenden Zellen erfolgt die Aktivierung von Caspase-8 und -3 zeitlich nach 

Caspase-9, was der Einordnung von Caspase-9 als Initiatorcaspase und Caspase-

3 und -8 als Effektorcaspasen entspricht. 

 

6.4 Mitochondriale Apoptoseschritte nach Bestrahlung 
Die Freisetzung von Cytochrom c und der Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials (∆Ψm) sind die entscheidenden Schritte für die Aktivierung des 

mitochondrialen Apoptosesignalweges und der Caspasenkaskade. Um 

herauszufinden, ob Lck die strahleninduzierte Apoptose bereits auf mitochondrialer 

Ebene beeinflusst, wurden hier die Veränderungen am Mitochondrium während 

der Apoptose in Abhängigkeit von der An- oder Abwesenheit funktionell intakter 

Lck untersucht. 

Der ∆Ψm-Zusammenbruch wurde durchflusszytometrisch nach Färben der Zellen 

mit TMRE analysiert. TMRE wird nur in Mitochondrien mit intaktem 

Membranpotential eingelagert und ermöglicht somit eine Unterscheidung zwischen 

Zellen mit intaktem und zusammengebrochenem Membranpotential. Bestrahlung 

induzierte in Lck-exprimierenden Zellen einen raschen ∆Ψm-Zusammenbruch, 

wohingegen in JCaM1.6-Zellen beinahe kein ∆Ψm-Zusammenbruch nachweisbar 

war (Abb.15A, B). Bereits 48 h nach Bestrahlung war in 57,3±17 % der Lck-



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 68

exprimierenden, aber nur in 7,5±2,4 % der Lck-defizienten Zellen ∆Ψm 

zusammengebrochen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 15: Mitochondriale Apoptoseschritte nach Bestrahlung. 
A, B: In JCaM1.6/Lck-Zellen, jedoch nicht in JCaM1.6-Zellen kommt es zum Zusammenbruch des 
mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung. Darstellung der Mittelwerte (n≥4) mit 
Standardabweichung 12, 24, 36, 48, 72 und 96 h nach Bestrahlung (A) bzw. einer repräsentativen 
Messung 72 h nach Bestrahlung (B). Unbehandelte Zellen sind schwarz, bestrahlte Zellen grau 
dargestellt. C: DieCytochrom-c-Freisetzung nach Bestrahlung wurde mittels Immunfärbung und 
anschließender konfokaler Mikroskopie analysiert. Die Abbildung zeigt ein repräsentatives Ergebnis 
von drei unabhängigen Versuchen. 
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Die Cytochrom-c-Freisetzung wurde durch Anfärben der Zellen mit einem gegen 

Cytochrom c gerichteten Primärantikörper und einem fluoreszenzmarkierten 

Sekundärantikörper bestimmt. Dabei zeigte sich in den bestrahlten JCAM1.6/Lck-

Zellen eine diffuse Anfärbung der gesamten Zelle, was der Ausbreitung von 

Cytochrom c im Zytosol entspricht. Dagegen war die Verteilung von Cytochrom c in 

Lck-defizienten Zellen fokal, d.h. es war keine Cytochrom-c-Freisetzung vom 

mitochondrialen Intermembranraum ins Zytosol erfolgt (Abb. 15C). 

Diese Befunde belegen, dass die Lck-Defizienz zu schwerwiegenden Störungen 

der mitochondrialen Apoptoseschritte führt. Das heißt, Lck ist ein wichtiges 

Signalmolekül des mitochondrialen Apoptosesignalweges nach Bestrahlung. 

 

6.5 Vergleich mit Bcl-2 überexprimierenden Zellen 
Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass Lck von wesentlicher Bedeutung für 

die mitochondrialen Veränderungen bei der strahleninduzierten Apoptose ist. Um 

den Einfluss von Lck auf mitochondriale Apoptoseschritte genauer zu untersuchen, 

wurde die Lck-Defizienz mit der Überexpression eines mitochondrialen 

Apoptoseinhibitors verglichen, dessen Wirkung auf die mitochondrialen 

Signaltransduktion bereits aufgeklärt ist. Da Bcl-2 ein bekannter Inhibitor der 

mitochondrialen Veränderungen während der Apoptose ist, wurden den Lck-

defizienten Zellen JCaM1.6 die Bcl-2-überexprimierenden Zellen JurkatBcl-2-Zellen 

gegenübergestellt. 

Die Apoptoseinduktion durch Bestrahlung wurde nach Färbung der DNA mit 

Hoechst33342 fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei zeigten die Bcl-2-

überexprimierenden Zellen keine Chromatinkondensation, wohingegen die 

Chromatinkondensation in den zugehörigen Vektorzellen deutlich sichtbar war 

(Abb. 16A). Die Vektorzellen enthalten das Genom der Jurkat-Zellen und 

zusätzlich denselben Vektor wie die JurkatBcl-2-Zellen, allerdings ohne Bcl-2-Gen. 

Sie sollten sich somit wie die Jurkat-Zellen verhalten und dienen als Kontrolle 
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dafür, dass der Vektor selbst oder der Vorgang der Transfektion nicht für das 

abweichende Verhalten der JurkatBcl-2-Zellen verantwortlich ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 16: Apoptoseinduktion nach Bestrahlung Bcl-2-überexprimierender Zellen. 
A: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Kernmorphologie nach Inkubation mit 
Hoechst33342 (repräsentatives Ergebnis aus einem von drei Experimenten). B, C: Apoptoserate in 
JurkatBcl-2- und JurkatVektor-Zellen 12, 24, 48, 72 und 96 h nach Bestrahlung. Bestimmung der 
Apoptoserate (Mittelwerte (n≥4) mit Standardabweichung) anhand Scatter-Charakteristika (B) bzw. 
nach PI-Färbung (C). 
 

Anschließend wurde die Apoptoseinduktion durchflusszytometrisch anhand 

Scatter-Charakteristika und PI-Fluoreszenz analysiert. Dabei zeigten die Bcl-2-
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überexprimierenden Zellen 96 h nach Bestrahlung eine deutliche Reduktion der 

Apoptoserate (45,5±6,0 % bzw. 40,8±7,1 %) im Vergleich zur Vektorkontrolle 

(77,1±3,4 % bzw. 77,4±5,3 %) (Abb.16B). 

Entsprechend den Lck defizienten Zellen erfolgte in den Bcl-2-überexprimierenden 

Zellen auch keine Caspasenaktivierung nach Bestrahlung mit 10 Gy im Gegensatz 

zu den Vektorzellen, in denen bereits 6 h nach Bestrahlung Spaltprodukte von 

Caspasen nachgewiesen werden konnten (Abb. 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 17: Caspasenaktivierung nach Bestrahlung Bcl-2-überexprimierender Zellen. 
Vergleich der Caspasenaktivierung bzw. PARP-Spaltung in JurkatBcl-2- und JurkatVektor-Zellen 
mittels Western-Blot-Analyse. 
 

Bezüglich der mitochondrialen Apoptoseschritte wurden der Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials und die Cytochrom-c-Freisetzung untersucht. 

Hierbei zeigte sich, dass die Anzahl der Zellen mit ∆Ψm-Zusammenbruch und 

Cytochrom-c-Freisetzung bei den JurkatBcl-2 Zellen deutlich geringer war, als bei 

den JurkatVektor-Zellen (Abb.18). Dieser Befund entspricht den Ergebnissen in 

JCaM1.6-Zellen. 

Somit wirkt sich die Bcl-2-Überexpression auf Apoptoseinduktion, 

Caspasenaktivierung und mitochondriale Apoptoseschritte ähnlich wie die Lck-

JurkatBcl-2

Caspase 9

Caspase 8

Caspase 3

PARP

p54/52
p43/41

p116
p85

p19

p17

p17

JurkatVektor
4836 72h241260 4836 72h241260



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 72

Defizienz aus. D. h. Bcl-2 und Lck greifen wahrscheinlich auf der gleichen Ebene in 

die Signaltransduktion der strahleninduzierten Apoptose ein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 18: Mitochondriale Apoptoseschritte nach Bestrahlung Bcl-2-überexprimierender 
Zellen. 
A: Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung fällt in 
JurkatBcl-2-Zellen geringer aus als in JurkatVektor-Zellen. Darstellung der Mittelwerte (n≥4) mit 
Strandardabweichungen. B: Konfokale Mikroskopie nach Cytochrom-c-Färbung bestrahlter Zellen 
(eines von drei unabhängigen Experimenten). 
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6.6 Untersuchung der basalen Expression von Proteinen der Bcl-2 
Familie 
Mitochondriale Apoptoseschritte werden vor allem durch die pro- und 

antiapoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie reguliert. Um auszuschließen, dass 

Bcl-2 oder verwandte Proteine in JCaM1.6-Zellen vermehrt exprimiert werden und 

somit als Störvariablen fungieren, wurde die basale Expression von Bcl-2, Bcl-xL, 

Bax und MCL-1 mittels Western-Blot analysiert. Dabei konnte keine Steigerung der 

basalen Expression dieser Proteine festgestellt werden. 

 

6.7 Einfluss von Lck auf die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Lck an der Regulation der 

strahleninduzierten Apoptose beteiligt ist. Um herauszufinden, welche Rolle Lck bei 

anderen Apoptosesignalwegen spielt, wurde hier der Einfluss der Lck-Defizienz auf 

die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose untersucht. 

In einer ersten Reihe von Untersuchungen wurde die Apoptoseinduktion durch 

Stimulation des CD95-Rezeptors (CD95) analysiert (Abb. 19). Dafür wurde der 

CD95-Rezeptor mit dem agonistischen IgM-Antikörper CH11 in einer 

Konzentration von 100 ng/ml Medium stimuliert. Hier wurden für die Messung 

frühere Zeitpunkte gewählt als für die Untersuchung der Apoptoseinduktion durch 

ionisierende Strahlung, da bekannt ist, dass die rezeptorvermittelte Apoptose 

wesentlich schneller abläuft als die strahleninduzierte Apoptose. Die Untersuchung 

der apoptotischen Kernmorphologie nach Färbung der Zellen mit dem DNA-

Farbstoff Hoechst33342 zeigte bereits 2 h nach Stimulierung 

Chromatinkondensationen in JCaM1.6/Lck-Zellen, jedoch erst nach 4 h in 

JCaM1.6-Zellen (Abb. 19A). 
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Abbildung 19: Einfluss von Lck auf die Apoptoseinduktion durch CD95-Stimulation. 
A: Fluoreszenzmikroskopische Bilder der Kernmorphologie nach Inkubation mit Hoechst33342 
(repräsentatives Ergebnis aus einem von drei unabhängigen Experimenten). B, C: Darstellung der 
Apoptoserate nach Stimulierung des CD95-Rezeptors mit dem agonistischen Antikörper CH11 
(Mittelwerte (n≥4) mit Standardabweichung) anhand Scatter-Charakteristika (B) bzw. nach PI-
Färbung (C). 
 

Entsprechende Befunde ergaben sich bei der durchflusszytometrischen 

Bestimmung der Apoptoseraten anhand von Scatter-Charakteristika und der 

Fähigkeit zur PI-Ausscheidung. Die Apoptoseinduktion in JCaM1.6/Lck- und 
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(anhand Scatter Charakteristika) bzw. 92,6±2,4 % (anhand der Fähigkeit zur PI-

Ausscheidung) in JCaM1.6/Lck-Zellen und 86,7±8,2 % bzw. 86,1±6,6 % in Jurkat-

Zellen. 48 h nach Stimulierung des CD95-Rezeptors lag die Apoptoserate bei 

92,5±3,2 % bzw. 91,9±2,1 % in JCaM1.6/Lck-Zellen und bei 91,9±2,5 % bzw. 

90,0±3,0 % in Jurkat-Zellen. In Lck-defizienten JCaM1.6-Zellen lief die 

Apoptoseinduktion im Vergleich zu Lck-exprimierenden Zellen mit deutlicher 

Verzögerung ab, 45,7±9,1 % bzw. 45,6±19,3 % nach 24 h, erreichte schließlich 

jedoch Werte von 70,7±9,1% bzw. 69,3±13,3% nach 48 Stunden (Abb. 19B+C). 

Zum Vergleich der Auswirkung der Lck-Defizienz mit einer Bcl-2-Überexpression 

auf die Fähigkeit zur Apoptoseinduktion ist in Abb. 20 die Apoptoseinduktion in Bcl-

2-überexprimierenden Zellen nach CD95-Stimulation dargestellt. In Bcl-2-

überexprimierenden Zellen war bereits 2 h nach Stimulation des CD95 die 

Chromatinkondensation sichtbar, ebenso wie in den Vektorzellen (Abb. 20A). 

Durchflußzytometrisch ergab sich bezüglich der Scatter-Charakteristika keine 

ausgeprägte Verminderung der Apoptoseinduktion in Bcl-2-überexprimierenden 

Zellen mit 48,8±4,6 % apoptotischer Zellen 12 h nach Stimulation gegenüber 

75,7±13,0 % bei den Vektorzellen (Abb. 20B). Bei der Messung der Viabilität nach 

Färbung mit PI lag die gemessene Apoptoserate in JurkatBcl-2-Zellen mit 76,2±1,5 

% nach 12 h nur gering unter der Apoptoserate von 88,9±5,8 % in JurkatVektor-

Zellen (Abb. 20C). Nach 48 h war die Apoptoserate in JurkatBcl-2-Zellen (92,4±4,0 

% bzw.91,2±2,4 %) vergleichbar mit der in JurkatVektor-Zellen (94,0±1,2 % bzw. 

93,3±2,0 %). 

Somit bewirkt die Lck-Defizienz eine deutliche Verlangsamung der Apoptosekinetik 

nach CD95-Stimulation mit einer jedoch nur leicht reduzierten Apoptoserate nach 

längerer Beobachtung. Hier weichen die Untersuchungsergebnisse der Lck-

defizienten Zellen allerdings von denen der Bcl-2-überexprimierenden Zellen ab, 

die kaum Verlangsamung der Apoptoseinduktion und keine Reduktion der 

Apoptoserate nach längerer Exposition zeigen. 
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Abbildung 20: Apoptoseinduktion durch CD95-Stimulation in Bcl-2-überexprimierenden 
Zellen. 
A: Fluoreszenzmikroskopie der Kernmorphologie nach Färbung mit Hoechst33342 (n=3). B, C: 
Apoptoserate (B: Scatter-Charakteristika, C: PI-Färbung) nach Stimulierung mit CH11 (Mittelwerte 
(n≥4) mit Standardabweichung). 
 

Exemplarisch wurde auch die Apoptoseinduktion nach Behandlung mit 100 ng/ml 

TRAIL in einem Einzelexperiment anhand Scatter-Charakeristika im FACS 

untersucht. Dabei zeigte sich ebenfalls eine Verlangsamung der Apoptosekinetik in 

JCaM1.6-Zellen im Vergleich zu JCaM1.6/Lck-Zellen (Abb.21). 
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Abbildung 21: TRAIL-induzierte Apoptoserate. 
FACS-Analyse von JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen nach Inkubation mit TRAIL für 24 bzw. 48 h. 
 

Anschließend wurde auch bei der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose die 

Caspasenaktivierung mittels Western-Blot untersucht (Abb. 22). 

In allen Zelllinien fand eine Caspasenaktivierung und PARP-Spaltung nach CD95-

Rezeptor-Stimulierung statt. Dabei konnte in JCaM1.6- und JurkatBcl-2-Zellen eine 

verspätete Caspasenaktivierung und PARP-Spaltung im Vergleich zu 

JCaM1.6/Lck- und JurkatVektor-Zellen beobachtet werden. In JCaM1.6/Lck- und 

JurkatVektor-Zellen kam es bereits 2 h nach Stimulierung des CD95-Rezeptors zur 

Spaltung von Caspasen und PARP. Dagegen fand die früheste detektierbare 

Caspasenspaltung in JCaM1.6- und JurkatBcl-2-Zellen 4 h nach Todesrezeptor-

Stimulation statt und fiel geringer aus, als in JCaM1.6/Lck- und JurkatVektor-

Zellen. Zur genaueren Analyse der Bedeutung von Lck für die Todesrezeptor-

vermittelte Apoptose wurden mitochondriale Veränderungen während der 

Apoptose untersucht. Der Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials nach CD95-Stimulierung erfolgte dabei in JCaM1.6-Zellen mit 

deutlicher Verzögerung und auch in JurkatBcl-2-Zellen mit - wenn auch geringer 

ausgeprägter – Verzögerung im Vergleich zu JCaM1.6/Lck- und JurkatVektor-

Zellen (Abb. 23A+D). Die exemplarische Untersuchung des mitochondrialen 

Membranpotentials nach Stimulierung der TRAIL-Rezeptoren ergab ebenfalls 
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einen leicht verspäteten ∆Ψm-Zusammenbruch in JCaM1.6-Zellen im Vergleich zu 

JCaM1.6/Lck-Zellen (Abb. 23B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 22: Einfluss von Lck auf die Caspasenaktivierung nach CD95-Stimulation. 
Western-Blot-Analyse der Caspasenaktivierung bzw. PARP-Spaltung, Darstellung je eines von drei 
unabhängigen Experimenten. Die Caspasenaktivierung erfolgt in JCaM1.6- und JurkatBcl-2-Zellen 
später als in JCaM1.6/Lck- und JurkatVektor-Zellen. 
 

Eine Cytochrom-c-Freisetzung fand nach CD95-Stimulation in allen untersuchten 

Zelllinien statt. Doch auch diese erfolgte in Lck-defizienten Zellen später als in Lck-
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exprimierenden Zellen (Abb. 23 C). In Bcl-2-überexprimierenden Zellen konnte 

keine Verzögerung der Cytochrom-c-Freisetzung festgestellt werden (Abb. 23 E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 23: Einfluss von Lck auf die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose. 
A, D: Zeitverlauf des ∆Ψm-Zusammenbruchs nach CD95-Stimulierung in JCaM1.6 und 
JCaM1.6/Lck-Zellen (A) bzw. JurkatBcl-2- und JurkatVektor-Zellen (D). B: ∆Ψm-Zusammenbruch in 
JCaM1.6 und JCaM1.6/Lck-Zellen 48 h nach Stimulierung der TRAIL-Rezeptoren. Unstimulierte 
Kontrollzellen sind schwarz dargestellt, stimulierte Zellen sind grau dargestellt. C, E: Konfokal-
mikroskopische Analyse der Cytochrom-c-Freisetzung in JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen (C) 
bzw. JurkatBcl-2- und JurkatVektor-Zellen (E) nach CD95-Stimulierung. Dargestellt sind Mittelwerte 
(n≥4) mit Standardabweichungen (A, D) bzw. ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängigen 
Versuchen (B, C, E). 
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Abbildung 23 (Fortsetzung)  
 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose 

durch die Lck-Defizienz nicht verhindert wird, aber verlangsamt abläuft. Dabei 

treten alle Apoptosecharakteristika wie morphologische Veränderungen, 

Caspasenaktivierung und mitochondriale Veränderungen verspätet auf. Dies 

entspricht der Situation in Bcl-2-überexprimierenden Zellen, wobei jedoch die 

Verzögerung der Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Zellen geringer ausfällt als 

in Lck-defizienten Zellen. 
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Abbildung 24: Basale Expression von pro- und antiapoptotischen Proteinen, die an der 
Todesrezeptor-vermittelten Apoptose beteiligt sind. 
A: FACS-Analyse der CD95- und TRAIL-Rezeptor-Expression in JurkatVektor-, JCaM1.6- und 
JCaM1.6/Lck-Zellen nach Inkubation von Zellen mit einem Antikörper gegen den Rezeptor 
(schwarz) bzw. unspezifische Kontrolle (grau). B: Western-Blot-Analyse der Expression von 
Caspase-8, Caspase-3 und FADD in JurkatVektor-, JCaM1.6-, JCaM1.6/Lck- und JurkatBcl-2-
Zellen. Die Abbildung zeigt jeweils ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängigen Versuchen. 
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Unterschiede der Apoptoseinduktion verantwortlich sind, wurde die basale 

Expression dieser Proteine mittels Western-Blot und FACS-Analyse bestimmt. 

Dabei konnten keine Unterschiede bezüglich der basalen Expression von CD95, 

DR4, DR5, FADD, Caspase-8 und Caspase-3 festgestellt werden (Abb. 24). 

 

6.9 Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen eine Beteiligung der Tyrosinkinase Lck an der 

Signaltransduktion bzw. Regulation der strahlungsinduzierten Apoptose und der 

Todesrezeptor-vermittelten Apoptose. Die strahlungsinduzierte Apoptose wird über 

mitochondriale Signalwege vermittelt. Daher scheint Lck mitochondriale 

Apoptoseschritte zu kontrollieren. Die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose bewirkt 

zwar hauptsächlich eine direkte Caspasenaktivierung, allerdings existiert ein 

paralleler Verstärkungsweg über das Mitochondrium. Die Beteiligung von Lck an 

mitochondrialen Apoptoseschritten könnte daher Ursache der verlangsamten 

Kinetik der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose bei Lck-Defizienz sein. Fraglich 

bleibt jedoch noch, ob die Regulation apoptotischer Signalwege durch Lck ein 

allgemeingültiges Prinzip und somit übertragbar auf die Apoptoseinduktion durch 

weitere Stimuli ist. Um dies zu prüfen, wurden die Zellen mit Chemotherapeutika 

behandelt, die unterschiedliche primäre Angriffspunkte haben, aber letztendlich 

alle über mitochondriale Signalwege Apoptose induzieren. Hier wurden das 

Anthrazyklin Doxorubicin, der Antimetabolit 5-Fluorouracil (5-FU) und das 

Spindelgift Paclitaxel in den für Zellkulturversuche üblichen Konzentrationen 

eingesetzt. 

Zunächst wurden die Zellen mikroskopisch nach DNA-Färbung mit Hoechst33342 

untersucht. Dabei zeigten JCaM1.6/Lck-Zellen bereits 12 h nach Behandlung mit 

10 µM 5-FU oder 100 nM Paclitaxel deutliche Chromatinkondensationen, 

wohingegen in JCaM1.6-Zellen bis zu 36 h nach Stimulation keine apoptotischen 

Zellkerne sichtbar waren (Abb. 25 A+B). In Doxorubicin-behandelten JCaM1.6/Lck-

Zellen, nicht jedoch in JCaM1.6-Zellen, war ebenfalls die Chromatinkondensation 
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zu sehen. Allerdings kam es bei der Fluoreszenzmikroskopie zu einer 

Überlagerung der Fluoreszenz des Doxorubicin und des Farbstoffes 

Hoechst33342. Deshalb können die Doxorubicin-stimulierten Zellen mit der 

Hoechst33342-Färbung nicht sicher beurteilt werden. Doch im Hinblick auf die 

mögliche Bestimmung der Apoptoseinduktion mittels FACS kann die 

fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Chromatinkondensation als 

entbehrlich betrachtet werden, zumal sich in den Scatter-Charakteristika unter 

anderem die Kernmorphologie widerspiegelt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 25: Kernmorphologie nach Behandlung mit Chemotherapeutika 
Floureszenzmikroskopie der Kernmorphologien von JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen 12, 24 und 
36 h nach Behandlung mit 10 µM 5-FU (A) oder 100 nM Paclitaxel (B). Die Abbildung zeigt ein 
repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen Versuchen. 
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Die Apoptoseinduktion nach Behandlung mit Chemotherapeutika wurde in Jurkat-, 

JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen bis zu 96 h nach Stimulation mittels FACS-

Analyse bezüglich Scatter-Charakteristika quantifiziert. 0,5 µg/ml Doxorubicin 

induzierte bereits 48 Stunden nach Stimulation Apoptoseraten von 82,0±6,5 % in 

Jurkat-Zellen und 89,1±3,4 % in JCaM1.6/Lck-Zellen. Nach 96 Stunden erreichten 

die Apoptoseraten 88,6±2,5 % in Jurkat-Zellen und 91,5±1,8 % in JCaM1.6/Lck-

Zellen. Dagegen fand in JCaM1.6-Zellen bis 48 h nach Behandlung mit 0,5 µg/ml 

Doxorubicin fast keine Apoptose statt (20,3±1,8 %) und nach 96 h lag die 

Apoptoserate lediglich bei 62,6±5,7 %. Entsprechende Ergebnisse lieferte auch die 

durchflußzytometrische Bestimmung der Fähigkeit zur PI-Ausscheidung. Dabei 

ergaben sich allerdings noch geringere Apoptoseraten für die JCaM1.6-Zellen 

nach Behandlung mit Doxorubicin (Abb. 26A). 

5-FU führte ebenfalls zur Apoptoseinduktion in Jurkat- und JCaM1.6/Lck-Zellen, 

wo nach 72 h ein Plateau erreicht wurde und die Apoptoserate nach 96 h 89,5±3,3 

% in Jurkat-Zellen und 90,8±2,7 % in JCaM1.6/Lck-Zellen betrug. Dagegen fand 

auch hier in JCaM1.6-Zellen bis 48h nach Stimulation kaum Apoptose statt und 

nach 96 h lag die Apoptoserate bei 56,3±4,7 %. Die durchflusszytometrische 

Messung der Viabilität ergab auch hier vergleichbare Ergebnisse, wobei jedoch 

wieder die Apoptoserate in JCaM1.6-Zellen noch geringer ausfiel, als bei der 

Scatter-Analyse (Abb. 26B). 

Nach Behandlung der Zellen mit 100 nM Paclitaxel erfolgte die Apoptoseinduktion 

in Jurkat- und JCaM1.6/Lck-Zellen ebenfalls sehr rasch und erreichte bereits nach 

48 Stunden Werte von 78,8±7,6 % in Jurkat-Zellen und 82,1±9,8% in 

JCaM1.6/Lck-Zellen. 96 h nach Stimulation lag die Apoptoserate bei 88,9±2,0 % 

der Jurkat-Zellen und 90,8±1,8 % der JCaM1.6/Lck-Zellen. Dagegen fand in 

JCaM1.6 Zellen bis 48h nach Behandlung mit Paclitaxel kaum Apoptose statt 

(16,1±4,3 %) und die maximale Apoptoserate nach 96h lag lediglich bei 39,3±8,9 

%. Auch hier ergab die FACS-Messung nach PI-Färbung ähnliche Ergebnisse 

(Abb. 26 C). 
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Abbildung 26: Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika.
FACS-Analyse der Apoptoserate anhand von Scatter-
Charakteristika bzw. mit PI-Färbung nach Behandlung mit 0,5 
µg/ml Doxorubicin (A), 10 µM 5-FU (B) oder 100nM Paclitaxel (C).
Darstellung der Mittelwerte (n=4) mit Standardabweichungen.
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Somit bewirkt eine Lck-Defizienz eine deutliche Reduktion der Apoptoserate nach 

Behandlung mit Doxorubicin, Paclitaxel und 5-Fluorouracil. D. h. die Tyrosinkinase 

Lck ist an der Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika maßgeblich beteiligt. 

 

6.10 Caspasenaktivierung durch Chemotherapeutika 
Um die Bedeutung von Lck für die Apoptoseinduktion durch Doxorubicin, Paclitaxel 

und 5-FU zu konkretisieren, wurde die Caspasenaktivierung nach Stimulation Lck-

defizienter und Lck-exprimierender Zellen mit diesen Chemotherapeutika 

untersucht. Bereits 24 h nach Behandlung der Zellen mit 0,5 µg/ml Doxorubicin 

konnte in JCaM1.6/Lck-Zellen eine deutliche Caspasenaktivierung und PARP-

Spaltung im Western-Blot nachgewiesen werden. Dagegen war in JCaM1.6-Zellen 

keine Caspasenaktivierung nach Stimulation mit Doxorubicin feststellbar (Abb. 

27A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 27: Caspasenaktivierung nach Inkubation mit Chemotherapeutika. 
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Abbildung 27 (Fortsetzung): Caspasenaktivierung nach Inkubation mit Chemotherapeutika 
Western-Blot-Analyse der Caspasenaktivierung bzw. PARP-Spaltung in JCaM1.6- und 
JCaM1.6/Lck-Zellen nach Behandlung mit 0,5 µg/ml Doxorubicin (A), 10 µM 5-FU (B) oder 100nM 
Paclitaxel (C). Die Abbildung zeigt jeweils ein repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
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JCaM1.6-Zellen konnte während des untersuchten Zeitraumes von 72 h keine 

Caspasenaktivierung festgestellt werden. Hier zeigte sich jedoch eine geringfügige 

PARP-Spaltung nach 48 und 72 h (Abb. 27B). Paclitaxel-Behandlung führte bereits 

nach 24 h zur Caspasenaktivierung und PARP-Spaltung in JCaM1.6/Lck-Zellen, 

jedoch nicht in JCaM1.6-Zellen (Abb. 27C). 

Infolgedessen wird Lck für die Aktivierung der zentralen Signalmoleküle der 

Apoptose, der Caspasen, benötigt. Doch bevor es zur Aktivierung von Caspasen 

kommen kann, muss bei der Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika der 

mitochondriale Signalweg durchlaufen werden. Die Untersuchung der 

strahleninduzierten und rezeptorvermittelten Apoptose hatten bereits gezeigt, dass 

Lck in die Regulation mitochondrialer Apoptoseschritte involviert ist. Daher sollte 

im Folgenden die Beteiligung von Lck an der Auslösung mitochondrialer 

Veränderungen bei der Chemotherapie-induzierten Apoptose untersucht werden. 

 

6.11 Veränderungen am Mitochondrium durch Chemotherapeutika 
Der Einfluss von Lck auf mitochondriale Veränderungen nach Behandlung mit 

Doxorubicin, 5-FU und Paclitaxel wurde durch Bestimmung des mitochondrialen 

Membranpotentials und der Cytochrom-c-Freisetzung aus dem Mitochondrium 

während der Apoptose untersucht. Das mitochondriale Membranpotential wurde 

mittels TMRE-Färbung und FACS-Analyse bestimmt. In JCaM1.6/Lck-Zellen kam 

es nach Stimulation mit Doxorubicin oder Paclitaxel zum raschen Zusammenbruch 

von ∆Ψm. Dabei stieg der prozentuale Anteil an Zellen mit niedrigem ∆Ψm bis zu 

36 h nach Stimulation rasch an (77,7±12,9 % bzw. 76,2±10,9 %) um dann nach 48 

h in ein Plateau überzugehen (Abb. 28A,C). Dagegen zeigten die JCaM1.6-Zellen 

bis 48 h nach Stimulation fast keine Reduktion von ∆Ψm (16,1±2,5 % bzw. 

16,4±4,6 %).  
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Abbildung 28: ∆Ψm-Zusammenbruch nach Behandlung mit Chemotherapeutika. 
Zeitverlauf des ∆Ψm-Zusammenbruchs in JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen nach Behandlung mit 
0,5 µg/ml Doxorubicin (A), 10 µM 5-FU (B) oder 100nM Paclitaxel (C). Dargestellt sind Mittelwerte 
(n≥4) mit Standardabweichungen. 
 

Nach Behandlung mit 5-FU erfolgte der ∆Ψm-Zusammenbruch, wie auch die 

Apoptoseinduktion, in Lck-exprimierenden Zellen etwas später als nach Stimulation 

mit Doxorubicin oder Paclitaxel (Abb. 28B). Allerdings war 48h nach Stimulation mit 

5-FU in 68,9±12,7 % der JCaM1.6/Lck-Zellen ∆Ψm zusammengebrochen, unter 

den JCaM1.6-Zellen dagegen nur in 12,0±7,2 %. Zwar stieg der Anteil an Zellen 
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mit ∆Ψm-Zusammenbruch in JCaM1.6-Zellen 96 h nach Stimulation mit 

Doxorubicin auf 49,6±9,1 %, mit Paclitaxel auf 26,6±4,8 % und mit 5-FU auf 

52,5±5,6 % an, blieb damit jedoch weit unter den gemessenen Werten für 

JCaM1.6/Lck-Zellen (80,4±6,3 % für Doxorubicin, 87,6±4,4 % für Paclitaxel, 

88,7±4,5 % für 5-FU). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 29: Cytochrom-c-Freisetzung nach Behandlung mit Chemotherapeutika. 
Cytochrom-c-Färbung und konfokale Mikroskopie von JCaM1.6- und JCaM1.6/Lck-Zellen 12, 24 
und 36 h nach Behandlung mit 10 µM 5-FU (A) oder 100nM Paclitaxel (B). Dargestellt ist eine 
repräsentative Abildung aus drei unabhängigen Experimenten. 
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die Freisetzung von Cytochrom c in Lck-defizienten Zellen im Vergleich zu Lck-

exprimierenden Zellen deutlich reduziert war (Abb. 29). Die Untersuchung der 

Cytochrom-c-Freisetzung war aufgrund der Fluoreszenz von Doxorubicin nicht 

möglich. Die Wellenlängen der Fluoreszenz von Doxorubicin und des Cytochrom-c-

Antikörpers liegen so nahe zusammen, dass es zu einer starken Überlagerung 

kommt, wodurch die Cytochrom-c-Freisetzung in Doxorubicin-stimulierten Zellen 

nicht sicher zu beurteilen ist. Daher können bezüglich mitochondrialer 

Apoptoseschritte nach Behandlung mit Doxorubicin nur Aussagen über den ∆Ψm-

Zusammenbruch gemacht werden. 

Die Untersuchungen der apoptotischen Veränderungen am Mitochondrium 

belegen eindeutig, dass eine Lck-Defizienz den Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials nach Behandlung mit Doxorubicin, Paclitaxel 

und 5-FU behindert. Außerdem wird die 5-FU- und Paclitaxel-induzierte 

Cytochrom-c-Freisetzung in Lck-defizienten Zellen im Vergleich zu Lck-

exprimierenden Zellen deutlich vermindert. Die Tyrosinkinase Lck ist also ein 

wesentlicher Bestandteil der mitochondrialen Signalwege bei der Chemotherapie-

induzierten Apoptose. 

Dennoch zeigen die hier vorgestellten Untersuchungen, dass Lck-defiziente Zellen 

nicht vollständig resistent gegenüber Chemotherapie-induzierter Apoptose sind. 

Nach längerer Chemotherapie-Exposition (ab 72 h) findet auch in den Lck-

defizienten Zellen Apoptose statt, wenn auch in geringerem Ausmaß als in den 

Zellen mit funktionell intakter Lck. Da Bcl-2 als antiapoptotisches Protein ein 

wesentlicher Regulator des mitochondrialen Apoptosesignalweges ist, wurde 

untersucht, ob die späte Apoptose in den Lck-defizienten Zellen durch 

Überexpression von Bcl-2 verhindert werden kann. Dafür wurden JCaM1.6-Zellen 

mit Bcl-2 transfiziert (JCaM1.6/Bcl-2-Zellen). Der Nachweis der Überexpression 

von Bcl-2 in den transfizierten Zellen ist in Abb. 30B dargestellt. Nach Inkubation 

mit 10 µM 5-FU oder 100 nM Paclitaxel zeigte sich in den JCaM1.6/Bcl-2-Zellen 

eine leichte Reduktion der späten Apoptose im Vergleich zu JCaM1.6-Zellen, 

jedoch nicht nach Behandlung mit 0,5 µg/ml Doxorubicin (Abb. 30A). Somit scheint 
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ein Teil der späten Apoptose nach Stimulation mit Chemotherapeutika in Lck-

defizienten Zellen unabhängig von Bcl-2 abzulaufen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 30: Einfluss von Bcl-2 auf die späte Apoptose in Lck-defizienten Zellen. 
A: Apoptoseinduktion in JCaM1.6-Zellen und Bcl-2-überexprimierenden JCaM1.6/Bcl-2-Zellen nach 
Behandlung mit 0,5 µg/ml Doxorubicin, 10 µM 5-FU oder 100nM Paclitaxel für 72 h. Dargestellt sind 
Mittelwerte (n=3) mit Standardabweichungen. B: Western-Blot-Nachweis der Bcl-2-Überexpression 
in JCaM1.6/Bcl-2-Zellen. 
 

6.12 Untersuchungen zum Funktionsmechanismus von Lck bei 
der Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika 
Die bisher durchgeführten Experimente zeigen, dass Lck für die Chemotherapie-

induzierte Apoptose benötigt wird. Der Wirkmechanismus von Lck bei der 

Apoptoseinduktion ist aber noch unklar. Deshalb sollte untersucht werden, ob die 

Tyrosinkinaseaktivität von Lck für die Apoptoseinduktion benötigt wird. Dazu 

wurden die JCaM1.6/Lck-Zellen eine Stunde vor Chemotherapie-Stimulation mit 

dem Src-Kinasen-Inhibitor PP2 vorinkubiert. In Vorversuchen zeigte sich, dass 5 

µM PP2 die Tyrosinkinase-Aktivität von Lck deutlich hemmt, nachweisbar mittels 

fehlender Erk-Aktivierung nach PHA-Stimulation (Abb. 31A). 
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Abbildung 31: Bedeutung der Tyrosinkinaseaktivität von Lck für die Apoptoseinduktion. 
A: Auswirkung des Lck-Inhibitors PP2 auf die Erk-Aktivierung in JCaM1.6/Lck-Zellen nach TZR-
Stimulierung durch 50 µg/ml PHA-L. B: Apoptoserate Lck-exprimierender Zellen 48 h nach 
Behandlung mit 0,5 µg/ml Doxorubicin, 10 µM 5-FU oder 100nM Paclitaxel mit oder ohne 
Vorinkubation mit dem Lck-Inhibitor PP2. C: Apoptoserate in JCaM1.6/Lck-Zellen 48 und 72 h nach 
zytostatischer Behandlung unter Zugabe des Erk-Inhibitors PD98059. Die Abbildung zeigt eines 
von je drei unabhängigen Experimenten bzw. Mittelwerte (n=3) mit Standardabweichungen. 
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Dennoch bewirkte die Vorinkubation der JCaM1.6/Lck-Zellen mit PP2 keine 

Reduktion der Apoptoseraten bei Behandlung mit Doxorubicin, Paclitaxel und 5-FU 

(Abb. 31B). Des Weiteren bewirkte die Inhibierung von Erk keine Veränderung der 

Apoptoseraten in Lck-exprimierenden Zellen nach Behandlung mit 

Chemotherapeutika (Abb. 31C). Das bedeutet, dass die proapoptotische Funktion 

von Lck nicht ihrer Tyrosinkinase-Aktivität zuzuschreiben ist. 

 

6.13 Kann die Lck Defizienz durch andere Tyrosinkinasen der Src-
Familie kompensiert werden? 
Die bisherigen Experimente zeigen, dass die Tyrosinkinase Lck an 

verschiedensten Apoptosesignalwegen beteiligt ist, wobei sie anscheinend 

mitochondriale Signalschritte kontrolliert. Lck ist eine für Lymphozyten spezifische 

Kinase der Src-Familie. Bisher ist jedoch vollkommen ungeklärt, ob die 

proapoptotische Funktion für Lck spezifisch ist, oder von anderen Tyrosinkinasen 

der Src-Familie übernommen werden kann. Die Beantwortung dieser Frage ist 

insofern interessant, als sie Hinweise auf die Art der Interaktion von Lck mit 

anderen Proteinen der Apoptosesignalwege geben kann. Dafür sollte die Lck-

verwandte Tyrosinkinase Src in Lck-defizienten Zellen stabil transfiziert werden, 

um anschließend zu untersuchen, ob Src Lck bei der Apoptoseinduktion ersetzen 

kann. 

Daher wurden JCaM1.6-Zellen mit src.wt und src.act stabil transfiziert. Das Wiltyp-

src (src.wt) entspricht dem zellulären Protoonkogen c-src, dessen Expression einer 

Regulation unterliegt. Das aktivierte src (src-act) entspricht dem viralen Onkogen 

v-src, das konstitutiv aktiv ist. 

Das Plasmid pUSEamp, das src.wt bzw. src.act und ein Resistenzgen für das 

Selektionsantibiotikum Gentamicin enthält, sowie der leere Vektor pUSEamp 

wurden in kompetenten E.coli vermehrt, dann extrahiert und aufgereinigt und in die 

Zellen transfiziert, die anschließend mit Gentamicin (G418) selektioniert wurden. 
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Abbildung 32: Strahleninduzierte Apoptose in Src-exprimierenden JCaM1.6-Zellen 
A: Western-Blot-Nachweis der Src-Expression in den mit src transfizierten Zellen. B,C: FACS-
Analyse der Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung in Src-exprimierenden JCaM1.6-
Zellen anhand Scatter-Charakteristika (B) bzw. nach PI-Inkubation (C). D: FACS-Analyse des 
∆Ψm-Zusammenbruchs nach Bestrahlung Src-exprimierender Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte 
(n≥4) mit Standardabweichungen. 
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Die Expression von v-src und c-src wurde mittels Western-Blot geprüft. Hier konnte 

Src in JCaM1.6/src.wt- und in JCaM1.6/src.act-Zellen nachgewiesen und die 

Abwesenheit von Src in JCaM1.6/Vektor-Zellen bestätigt werden (Abb. 32A). 

Anschließend wurde die Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung in diesen 

Zelllinien untersucht (Abb. 32B,C). Die durchflusszytometrische Analyse der 

Zellmorphologie (Scatter-Charakteristika) zeigte, dass ionisierende Strahlung in 

allen drei Zelllinien kaum Apoptoseinduktion bewirkt. 48 h nach Bestrahlung mit 10 

Gy lag die Apoptoserate der JCaM1.6/src.wt-Zellen bei 13,9±9,7 % und der 

JCaM1.6/src.act-Zellen bei 5,1±1,9 % und war damit der Apoptoserate in den 

zugehörigen Vektorzellen mit 8,0±7,6 % vergleichbar. Ab 72 h nach Bestrahlung 

kam es zwar zu einem leichten Anstieg der Apoptoserate, dieser fiel jedoch in allen 

drei Zelllinien ungefähr gleich aus und entsprach im Ausmaß den JCaM1.6-Zellen 

nach Bestrahlung. So wurden 96 h nach Bestrahlung Apoptoseraten von 34,8±6,3 

% der JCaM1.6/src.wt-, 24,8±5,7 % der JCaM1.6/src.act- und 25,6±6,7 % der 

JCaM1.6/Vektor-Zellen gemessen (Abb. 32B). Die Untersuchung der Viabilität (PI-

Ausscheidung) bestätigte diese Ergebnisse, denn die hierbei ermittelten 

Apoptoseraten lagen im selben Bereich (Abb. 32C). 

Folglich bewirkt eine Transfektion Lck-defizienter Zellen mit src keine Steigerung 

der strahleninduzierten Apoptose. Da die Apoptoseinduktion durch ionisierende 

Strahlung über den mitochondrialen Signalweg erfolgt, sind die Auswirkungen der 

Transfektion mit src auf mitochondriale Apoptoseschritte von Interesse für die 

Beurteilung der Ersetzbarkeit von Lck. Daher wurde hier das mitochondriale 

Membranpotential nach Bestrahlung der src-transfizierten Zellen untersucht. 

Hierbei zeigte sich, dass die src-Transfektion Lck-defizienter Zellen nicht zum 

vermehrten Zusammenbrechen von ∆Ψm nach Bestrahlung führt. Die Kurven der 

JCaM1.6/src.wt-, JCaM1.6/src.act- und JCaM1.6/Vektor-Zellen für den Prozentsatz 

an Zellen mit niedrigem ∆Ψm lagen ganz nah beieinander und entsprachen der 

Kurve der JCaM1.6-Zellen. 48 h nach Bestrahlung war in 37,8±7,1 % der 

JCaM1.6/src.wt-Zellen und in 30,0±4,3 % der JCaM1.6/src.act-Zellen, sowie in 
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30,5±3,9 % der JCaM1.6/Vektor-Zellen ein ∆Ψm-Zusammenbruch erfolgt. Und 

auch nach 96 h lagen die Werte zwar insgesamt höher, aber immer noch nahe 

zusammen (Abb. 32D). 

Da die Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika auch über mitochondriale 

Wege erfolgt, wurde außerdem geprüft, wie sich die Transfektion von src in 

JCaM1.6-Zellen auf die Apoptoserate bei Behandlung der Zellen mit Doxorubicin, 

Paclitaxel und 5-FU auswirkt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abbildung 33: Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika in Src-exprimierenden 
JCaM1.6-Zellen. 
FACS-Analyse (Scatter-Charakteristika) der Apoptoseinduktion durch 0,5 µg/ml Doxorubicin (A), 10 
µM 5-FU (B) oder 100nM Paclitaxel (C) in Src-exprimierenden Lck-defizienten JCaM1.6-Zellen. Die 
Abbildung zeigt Mittelwerte (n≥4) mit Standardabweichungen. 
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Auch hier zeigte sich, dass die src-Transfektion die Apoptosesensitivität der Lck-

defizienten Zellen nicht steigern konnte (Abb.33 A-C). 

Insgesamt lässt sich festhalten, dass Lck-defiziente Zellen, die mit src transfiziert 

wurden, in ihrer Fähigkeit zur Apoptoseinduktion Lck-exprimierenden Zellen nicht 

entsprechen. Die src-transfizierten Zellen wiesen bei der FACS-Messung keine 

deutlich höheren Apoptoseraten auf als die Vektorzellen. Und die zusätzliche 

Messung des mitochondrialen Membranpotentials zeigte, dass der Anteil an Zellen 

mit ∆Ψm-Zusammenbruch in den src-transfizierten Zellen und den Vektorzellen 

vergleichbar ist. 
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7 Diskussion 
 

7.1. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Bedeutung der Tyrosinkinase Lck für die 

Regulation von Apoptosesignalwegen in T-Lymphozyten zu analysieren. Mit den 

vorliegenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Lck für mitochondriale 

Apoptosesignalwege essenziell ist. Bestrahlung oder zytostatische Behandlung 

Lck-defizienter Zellen führte zu deutlich reduzierten Apoptoseraten im Vergleich zu 

Lck-exprimierenden Zellen. In Lck-defizienten Zellen ließen sich kaum 

morphologischen Apoptosecharakteristika, mitochondrialen Apoptoseschritte oder 

Caspasenaktivierungen nachweisen. Dagegen bewirkte Bestrahlung oder 

Behandlung mit Chemotherapeutika eine rasche Apoptoseinduktion in Lck-

exprimierenden Jurkat- und JCaM1.6/Lck-Zellen. Allerdings konnte durch 

Stimulierung von Todesrezeptoren auch in Lck-defizienten Zellen deutlich 

Apoptose induziert werden. Dabei bewirkte die Lck-Defizienz jedoch eine 

verlangsamte Apoptosekinetik. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Lck-

defiziente Zellen einen ähnlichen apoptotischen Phänotyp wie Bcl-2-

überexprimierende Zellen aufweisen. Da Bcl-2 ein wesentlicher Regulator 

mitochondrialer Apoptoseschritte ist, stellt dies einen Beleg dafür dar, dass Lck 

Apoptose auf mitochondrialer Ebene kontrolliert. Die Analyse des 

Wirkmechanismus der Apoptoseregulation durch Lck zeigte, dass die 

proapoptotische Wirkung von Lck unabhängig von der Tyrosinkinaseaktivität ist 

und dass Lck bei der Apoptoseinduktion durch Src funktionell nicht ersetzbar ist. 
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7.2 Bedeutung von Lck für die strahleninduzierte Apoptose 
In vorausgegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Lck während der 

Apoptoseinduktion durch Bestrahlung aktiviert wird. Davon ausgehend sollte hier 

zunächst der Einfluss von Lck auf die morphologischen und biochemischen 

Veränderungen während der strahleninduzierten Apoptose charakterisiert werden. 

Die vorliegenden Experimente zeigen, dass die intakte Tyrosinkinase Lck für die 

strahleninduzierte Apoptose benötigt wird. Die Apoptoseinduktion nach 

Bestrahlung erfolgt über den mitochondrialen Signalweg mit Cytochrom-c-

Freisetzung und Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials. Nach 

Bestrahlung Lck-defizienter Zellen war jedoch weder ein Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials, noch eine Freisetzung von Cytochrom c 

nachweisbar. Infolgedessen blieben die Bildung des Apoptosoms und die 

Aktivierung von Caspase-9 und Effektorcaspasen aus. Dementsprechend kam es 

nach Bestrahlung Lck-defizienter Zellen auch nicht zu den für die Apoptose 

typischen morphologischen Veränderungen der Zelle. Durch Untersuchung der 

Kernmorphologie, Zellgröße und Granularität, sowie der Fähigkeit zur PI-

Ausschleusung konnte gezeigt werden, dass die Bildung des apoptotischen 

Phänotyps bis zu 96 h nach Bestrahlung weitestgehend ausbleibt. Der 96 h nach 

Bestrahlung im FACS gemessene Anstieg toter Zellen wird nicht durch 

apoptotischen Zelltod verursacht, da keine Caspasenaktivierung stattfindet. 

Möglicherweise führt die fehlende Aktivierung des mitochondrialen 

Apoptosesignalweges in Lck-defizienten Zellen dazu, dass die durch die 

Bestrahlung geschädigten Zellen vermehrt nekrotisch sterben. Dafür sprechen 

Beobachtungen, dass es bei Behandlung mit klassischen Apoptoseinduktoren und 

gleichzeitiger Blockierung der apoptotischen Signalwege zu intrazellulären 

Veränderungen kommt, die Nekrose bewirken (Leist und Jaattela, 2001; Los et al., 

2002; Vercammen et al., 1998b). 

Somit wird Lck für die Apoptoseinduktion durch Bestrahlung benötigt. In Lck-

defizienten Zellen konnten nach Bestrahlung keine mitochondrialen 
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Apoptoseschritte nachgewiesen werden, welche Vorraussetzung für den weiteren 

Ablauf der Apoptose sind. Diese Beobachtung legt nahe, dass Lck für die 

Initiierung mitochondrialer Apoptoseschritte im Rahmen der strahleninduzierten 

Apoptose essenziell ist und somit in die Regulation früher Ereignisse der 

Apoptosesignalkaskade eingebunden ist. 

 

7.3 Bedeutung von Lck für die Apoptoseinduktion durch 
Chemotherapeutika 
Die Beobachtung, dass Lck initiale Schritte der strahleninduzierten Apoptose 

reguliert, wirft die Frage auf, ob Lck generell für die Apoptoseinduktion über den 

mitochondrialen Signalweg erforderlich ist. Daher wurde der Einfluss von Lck auf 

die Apoptoseinduktion durch weitere mitochondriale Apoptosestimuli untersucht. 

Hierfür wurden Doxorubicin, Paclitaxel und 5-FU - Chemotherapeutika mit 

unterschiedlichen intrazellulären Primärzielen - eingesetzt. Im Rahmen der hier 

dargestellten Untersuchungen konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Lck für 

die Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika benötigt wird. Die Untersuchung 

der Cytochrom-c-Freisetzung und des mitochondrialen Membranpotentials zeigt, 

dass in Lck-defizienten Zellen nach Behandlung mit Doxorubicin, 5-FU oder 

Paclitaxel analog zur Bestrahlung keine mitochondrialen Apoptoseschritte 

stattfinden. Die Apoptoseinduktion durch Doxorubicin, Paclitaxel und 5-FU, 

gemessen mittels Bestimmung der Zellgröße, Granularität, Viabilität und 

Chromatinkondensation, wird durch eine Lck-Defizienz deutlich reduziert. Hierbei 

kann der späte Anstieg toter Zellen in der FACS-Messung nach 96 h wiederum 

durch Nekrose oder Nekrose-ähnlichen programmierten Zelltod erklärt werden. 

Hinzu kommt, dass Chemotherapeutika nicht nur Apoptose induzieren, sondern 

Veränderungen der Zellstruktur und -funktion verursachen, die bei der FACS-

Messung nicht klar von der apoptotischen Morphologie abgegrenzt werden 

können. Interessanterweise lässt sich dieser späte Anstieg toter Zellen nicht durch 

eine Bcl-2-Überexpression verhindern. Dies spricht ebenfalls dafür, dass zu 
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diesem Zeitpunkt kein apoptotischer Zelltod stattfindet. Eine andere Erklärung 

wäre, dass Bcl-2-unabhängige apoptotische Prozesse stattfinden. 

Wie bei der Bestrahlung Lck-defizienter Zellen, konnte nach Behandlung mit 

Chemotherapeutika in Lck-defizienten Zellen keine Caspasenaktivierung im 

Western-Blot nachgewiesen werden. Die geringe PARP-Spaltung zu späten 

Zeitpunkten nach der Stimulation mit 5-FU kommt allerdings möglicherweise durch 

eine geringe, nicht-detektierbare Caspasenaktivierung, zustande. 

Somit liefert die Untersuchung der Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika 

einen weiteren Hinweis darauf, dass Lck mitochondriale Apoptoseschritte reguliert. 

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Beobachtungen, dass Lck für die 

Apoptoseinduktion durch Ceramid, HIV-tat und Rosmarinsäure notwendig ist (Hur 

et al., 2004; Manna und Aggarwal, 2000; Manna et al., 2000), welche ebenfalls 

über mitochondriale Signalwege ablaufen (Hur et al., 2004; Macho et al., 1999; von 

Haefen et al., 2002). Für die Apoptoseinduktion durch Rosmarinsäure wurde sogar 

direkt gezeigt, dass Lck mitochondriale Apoptoseschritte kontrolliert (Hur et al., 

2004). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Lck für die Initiierung mitochondrialer 

Apoptoseschritte durch Stimuli mit sehr unterschiedlichen Primärzielen benötigt 

wird. Daher kann eine generelle Kontrolle früher Schritte mitochondrialer 

Apoptosewege durch Lck angenommen werden. 

 

7.4 Bedeutung von Lck für die rezeptorvermittelte Apoptose 
Die bisherigen Untersuchungen belegen die Bedeutung von Lck für mitochondriale 

Apoptosesignalwege. Da in den meisten Zellsystemen getrennte Wege für die 

Apoptoseinduktion über mitochondriale Wege oder Zelltodrezeptorstimulation 

vorliegen (Belka et al., 2000; Engels et al., 2000; Newton und Strasser, 2000), 

sollte als Gegenprobe geprüft werden, ob die rezeptorvermittelte Apoptose in Lck-

defizienten Zellen ungestört abläuft. Die hier vorliegenden Untersuchungen zeigen, 

dass die Apoptoseinduktion über Zelltodrezeptoren wie CD95 und TRAIL-DR5 
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durch eine Lck-Defizienz nicht verhindert wird. Allerdings läuft die Todesrezeptor-

vermittelte Apoptose in Lck-defizienten Zellen verlangsamt ab. Dabei treten 

sämtliche Apoptosecharakteristika, wie Caspasenaktivierung, Zellschrumpfung, 

DNA-Kondensation und mitochondriale Veränderungen verspätet auf. 

In der Literatur finden sich widersprüchliche Aussagen über die Bedeutung von 

Tyrosinkinaseaktivierungen bei der Vermittlung von Apoptoseprozessen durch 

Zelltodrezeptoren. Schraven und Kollegen berichten, dass Lck nicht notwendig für 

die Apoptoseinduktion durch CD95 ist (Schraven und Peter, 1995). Dagegen 

postulieren Schlottmann und Kollegen, dass Lck für die CD95-induzierte Apoptose 

benötigt wird, da es nach CD95-Stimulation zur Aktivierung von Lck kommt und da 

die Hemmung von Tyrosinkinasen die CD95-induzierte Lck-Aktivierung, 

Tyrosinphosphorylierung und Apoptose behindert (Schlottmann et al., 1996). Eine 

Erklärung für diese unterschiedlichen Beobachtungen lässt sich durch genauere 

Betrachtung der Zeitpunkte der Apoptosebestimmungen finden. Schraven und 

Kollegen hatten die Apoptoseinduktion erst nach 18 Stunden bestimmt, 

wohingegen Schlottman und Kollegen die Lck-Aktivierung und 

Tyrosinphosphorylierung bereits nach 4 Stunden untersucht hatten. In der hier 

vorliegenden Arbeit wurde die Apoptoseinduktion nach 6, 12, 24, 36 und 48 h 

gemessen. Dabei konnte in Lck defizienten Zellen nach 6 h fast keine 

Apoptoseinduktion durch CD95 nachgewiesen werden, aber bereits nach 12 h war 

ein Anstieg der Apoptoserate feststellbar, der sich im weiteren Verlauf fortsetzte. 

Demnach bewirkt eine Lck-Defizienz lediglich eine verlangsamte Kinetik der 

Apoptoseinduktion nach Todesrezeptor-Stimulation. In dieses Modell der 

verzögerten Apoptosekinetik in Lck-defizienten Zellen lassen sich die 

Beobachtungen während der frühen Apoptoseinduktion von Schlottmann et al. und 

die Befunde nach längerer Inkubation von Schraven et al. schlüssig einordnen. 
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Apoptosesignalwege. 
Links ist der Apoptosesignalweg bei Todesrezeptor-Stimulation, rechts bei  Bestrahlung dargestellt. 
Nach Todesrezeptor-Stimulation kommt es zur raschen Caspasenaktivierung. Bestrahlung bewirkt 
primär mitochondriale Veränderungen, die zur Bildung des Apoptosoms und anschließend zur 
Caspasenaktivierung führen. Eine Verbindung vom rezeptorinduzierten Signalweg zum 
mitochondrialen Weg besteht über die Caspase-8-vermittelte Spaltung von Bid und subsequente 
Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus dem Mitochondrium. 
 

Die verzögerte Kinetik der rezeptorinduzierten Apoptose in Lck-defizienten Zellen 

lässt sich möglicherweise ebenfalls mit der Regulation mitochondrialer 

Apoptoseschritte durch Lck erklären, zumal über Caspase-8 und Bid eine 

Verbindung zwischen rezeptorvermitteltem und mitochondrialem 

Apoptosesignalweg besteht (Abb. 34). Die Bedeutung des mitochondrialen Weges 

für die rezeptorvermittelte Apoptose ist jedoch umstritten. In diesem 

Zusammenhang wurde eine Einteilung in Typ I und Typ II Zellen vorgeschlagen 

(Scaffidi et al., 1998). Demnach erfolgt die Apoptoseinduktion nach Stimulierung 

von Todesrezeptoren in Typ I Zellen über direkte Caspasenaktivierung ohne 
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verstärkendes Signal über den mitochondrialen Weg benötigen. Scaffidi und 

Kollegen definierten die Jurkat-Lymphomzelllinie als typische Typ II Zelllinie. 

Betrachtet man die Apoptoseinduktion in Lck-defizienten Zellen, so kann der 

Ausfall des mitochondrialen Verstärkungsweges eine Erklärung für die verzögerte 

Apoptosekinetik nach Todesrezeptor-Stimulierung liefern. Somit kann 

angenommen werden, dass Lck die rezeptorvermittelte Apoptose ebenfalls 

innerhalb mitochondrialer Signalwege beeinflusst. Allerdings führt eine Lck-

Defizienz nicht zu einer kompletten Hemmung der Todesrezeptor-induzierten 

Apoptose, sondern nur zu einer Verlangsamung. Daher können die Jurkat-Zellen 

und die davon abgeleiteten Zelllinien nicht streng in die Klasse der Typ II Zellen 

eingeordnet werden, in denen nach Blockierung des mitochondrialen Weges keine 

Apoptose stattfinden kann. Möglicherweise beruhen die beobachteten 

Unterschiede in Typ I und Typ II Zellen bei der CD95-Stimulation auch auf der Art 

des verwendeten Stimulus. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass bei 

Verwendung des CD95-L anstatt stimulierender Antikörper keine Unterschiede 

zwischen den Zelltypen mehr nachweisbar waren (Huang et al., 1999; Huang et 

al., 2000). Eine aktuelle Veröffentlichung befasst sich mit der kontroversen 

Diskussion über die Einteilung der Jurkat-Zelllinie in Typ I oder Typ II bei 

Stimulation mit TRAIL (Rudner et al., 2005). In dieser Untersuchung wurde gezeigt, 

dass sich die Jurkat-Zellen lediglich bei geringer und kurz dauernder Stimulation 

mit TRAIL wie klassische Typ II Zellen verhalten, wohingegen sie bei höheren 

TRAIL-Konzentrationen Typ I Zellen entsprechen. 

 

7.5 Vergleich der Lck-Defizienz mit einer Bcl-2-Überexpression 
Die Ergebnisse der Analyse der Apoptoseinduktion durch Strahlung, 

Chemotherapeutika und Todesrezeptor-Stimulation deuten darauf hin, dass die 

Tyrosinkinase Lck mitochondriale Apoptoseschritte kontolliert. Da Bcl-2 als 

negativer Regulator mitochondrialer Apoptoseschritte gut charakterisiert ist, wurde 

der Phänotyp der Lck-defizienten Zellen mit dem Bcl-2-überexprimierender Zellen 
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verglichen, um die Wirkung von Lck auf die Apoptoseinduktion genauer zu 

bestimmen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Apoptoserate nach 

Bestrahlung Bcl-2-überexprimierender Zellen ebenso wie bei Lck-defizienten Zellen 

im Vergleich zu Jurkat-T-Zellen deutlich reduziert ist. Ebenso erfolgen keine 

Caspasenaktivierung und keine Initiierung mitochondrialer Apoptoseschritte in Bcl-

2-überexprimierenden Zellen. Die Ähnlichkeit des Phänotyps der Lck-defizienten 

Zellen mit dem der Bcl-2-überexprimierenden Zellen ist ein weiterer Beleg dafür, 

dass Lck mitochondriale Apoptoseschritte reguliert. 

Nach Todesrezeptor-Stimulation zeigten sich jedoch Unterschiede in der 

Apoptoseinduktion zwischen Lck-defizienten Zellen und Bcl-2-überexprimierenden 

Zellen. Während die CD95-vermittelte Apoptose durch die Lck-Defizienz deutlich 

verlangsamt wird, bewirkt die Bcl-2-Überexpression nur eine geringe Verzögerung 

mit rascher Angleichung an die Apoptoserate in den zugehörigen Vektorzellen. 

Somit scheint sich die Lck-Defizienz auf die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose 

stärker auszuwirken, als die Bcl-2-Überexpression. Dies kann dadurch bedingt 

sein, dass Lck die Aktivität anderer, übergeordneter oder einer größeren Anzahl 

von Interaktionspartnern als Bcl-2 reguliert. 

 

7.6 Ersetzbarkeit von Lck bei der Apoptoseinduktion 
Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Lck mitochondriale Signalwege 

beeinflusst. Dennoch bleibt unklar, wie Lck mitochondriale Apoptosesignale 

kontrolliert. Um darüber genauere Kenntnis zu erlangen, wurde untersucht, ob Lck 

durch andere Tyrosinkinasen funktionell ersetzt werden kann. Dazu wurde die Lck-

defiziente Zelllinie JCaM1.6 mit der verwandten Tyrosinkinase Src stabil transfiziert 

und die Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung bzw. Chemotherapeutika 

untersucht. Die Apoptoseinduktion in den src-transfizierten Zellen war im Vergleich 

zu den JCaM1.6-Zellen nicht gesteigert. Dabei entsprachen sowohl die 

Apoptoseraten der JCaM1.6/src.wt-Zellen mit Wildtyp-Src, als auch der 

JCaM1.6/src.act-Zellen mit konstitutiv aktiver Src denen der Vektor-Zelllinie. 



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 107

Die orientierende Untersuchung der mitochondrialen Veränderungen nach 

Bestrahlung durch Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials lieferte 

ebenfalls vergleichbare Werte in allen drei Zelllinien. Somit kann die Funktion von 

Lck nicht durch Src übernommen werden. Damit reguliert Lck spezifisch die 

Apoptoseinduktion in T-Lymphozyten. 

Die Tatsache, dass Lck durch die verwandte Tyrosinkinase Src funktionell nicht 

ersetzbar ist, wirft die Frage auf, ob die Tyrosinkinaseaktivität überhaupt für die 

proapoptotische Funktion benötigt wird. Daher wurde hier untersucht, wie sich die 

Inhibition der Tyrosinkinase auf die Apoptoseinduktion auswirkt. Dabei zeigte sich, 

dass eine Inhibition der Kinasedomäne in Zellen mit intakter Lck keine verminderte 

Apoptoserate nach Behandlung mit Chemotherapeutika bewirkt. Entsprechende  

Befunde ergaben sich bei Tyrosinkinaseinhibition während der Apoptoseinduktion 

durch Rosmarinsäure (Hur et al., 2004). Somit scheint die Kinasedomäne von Lck 

nicht für die Apoptoseinduktion verantwortlich zu sein. Daher ist die 

Apoptosedefizienz in JCaM1.6-Zellen wahrscheinlich auf das Fehlen Kinase-

unabhängiger proapoptotischer Effekte von Lck zurückzuführen. 

 

7.7 Mögliche Mechanismen der proapoptotischen Wirkung von 
Lck 
Da Lck sowohl an der Apoptoseinduktion durch Strahlung, als auch durch 

Chemotherapeutika mit unterschiedlichen primären Angriffspunkten beteiligt ist, 

muss angenommen werden, dass Lck an einem oder mehreren Signalschritten 

angreift, die durch jeden dieser Stimuli aktiviert werden. Mitochondriale 

Apoptosesignalwege werden hauptsächlich durch die pro- und antiapoptotischen 

Mitglieder der Bcl-2-Familie reguliert. Somit könnte Lck direkt oder indirekt an der 

Regulation der Aktivität von Bcl-2-Familie-Proteinen beteiligt sein. Die bisher 

bekannten Mechanismen der Apoptoseinduktion durch Doxorubicin, 5-FU und 

Paclitaxel sollen daher im Folgenden näher betrachtet werden (Abb.35). 

Das Anthracyclin Doxorubicin interkaliert in die DNA, inhibiert Topoisomerase II 

und generiert reaktive Sauerstoffverbindungen. Diese Mechanismen bewirken 
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DNA-Schäden und führen infolgedessen zur Apoptoseinduktion (Muller et al., 

1998). Die Doxorubicin-induzierte Apoptose wird typischerweise durch Bak- und 

Bax-vermittelte Cytochrom-c-Freisetzung aus dem mitochondrialen 

Intermembranraum mit nachfolgender Caspasenaktivierung erreicht (Gamen et al., 

2000; Panaretakis et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 35: Intrazelluläre Signalwege nach Inkubation mit 5-FU, Doxorubicin oder Paclitaxel. 
 

5-FU, ein Hemmstoff der Thymidylat-Synthase, bewirkt ebenfalls durch DNA-

Schäden Apoptoseinduktion. Die Thymidylat-Synthase ist ein Enzym, das 

p53

DNA-
Schaden

5-FU

Wachstumsarrest

p21

Paclitaxel

Bcl-2 
Hyperphos-
phorylierung

Mikrotubuli-
Stabilisierung

Mitosearrest

Bax

Apoptosom:

APAF-1, Cytochrom c, dATP

Caspase-9

Doxorubicin

Thymidylat-
Synthase-
Inhibition 

DNA-
Interkalierung

?
?

?
?

?

Lck

APOPTOSE

Bcl-2
Bax

p53

DNA-
Schaden

5-FU

Wachstumsarrest

p21p21

Paclitaxel

Bcl-2 
Hyperphos-
phorylierung

Mikrotubuli-
Stabilisierung

Mitosearrest

Bax

Apoptosom:

APAF-1, Cytochrom c, dATP

Caspase-9

Doxorubicin

Thymidylat-
Synthase-
Inhibition 

DNA-
Interkalierung

?
?

?
?

?

LckLck

APOPTOSE

Bcl-2
Bax



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 109

essentiell für die de novo Synthese von Thymidylat und damit für die DNA-

Synthese ist. 5-FU bewirkt daher eine Depletion von dTTP und eine Zunahme von 

dUTP. Infolgedessen wird dUTP anstelle von dTTP in die DNA eingebaut, dessen 

Exzision zu DNA-Schäden führt (Van Triest et al., 2000). DNA-schädigende 

Substanzen wie 5-FU induzieren Apoptose über p53-abhängige Hochregulation 

des proapoptotischen Bcl-2-Familie-Proteins Bax (Van Triest et al., 2000) mit 

subsequenter intrazellulärer Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien 

(Gross et al., 1998; Jurgensmeier et al., 1998; Kluck et al., 1997; Pastorino et al., 

1998). Außerdem zeigen weitere Untersuchungen, dass die relativen 

Expressionslevel von Bax, Bcl-2 und Bcl-xL die Apoptosesensitivität von 

Tumorzellen gegenüber 5-FU bestimmen (Mirjolet et al., 2000; Violette et al., 2002; 

Xu et al., 2002).  

Paclitaxel bewirkt dagegen keine DNA-Schäden, sondern greift in die Bildung des 

Spindelapparates ein und stört die Funktion des Spindelapparates während der 

Mitose. Paclitaxel stabilisiert die Microtubuli und verhindert dynamische 

Veränderungen des Spindelapparates (Jordan et al., 1993; Jordan und Wilson, 

1998). Dadurch können sich die Chromosomen nicht regulär anordnen und es 

kommt zum Mitosearrest am Übergang von der Meta- zur Anaphase (Jordan et al., 

1996; Long und Fairchild, 1994). Paclitaxel induziert jedoch auch p53-

unabhängigen apoptotischen Zelltod (Blagosklonny und Fojo, 1999; Jordan und 

Wilson, 1998) über den mitochondrialen Signalweg (Blagosklonny und Fojo, 1999; 

Perkins et al., 2000). Im Rahmen der Apoptoseinduktion durch Spindelgifte wie 

Paclitaxel kommt es zur Hyperphosphorylierung von Bcl-2 an mehreren Serin-

Resten (Basu und Haldar, 1998; Haldar et al., 1998; Wang et al., 1999). Dies wird 

möglicherweise über die Aktivierung von Kinase-Signalwegen, wie den JNK-

Signalweg oder die Inaktivierung von Proteinphosphatasen erreicht (Brichese et 

al., 2004; Kwan et al., 2001; Shiah et al., 2001; Wang et al., 1999). Die 

Hyperphosphorylierung von Bcl-2 führt zu dessen Inaktivierung und damit zur 

Aufhebung der antiapoptotischen Eigenschaft von Bcl-2 (Fan et al., 2000; 

Yamamoto et al., 1999). Nach bisherigen Erkenntnissen wird dies dadurch erreicht, 
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dass phosphoryliertes Bcl-2 nicht mit Bax assoziieren kann Dadurch ist der Spiegel 

an freiem Bax erhöht, was zur Aktivierung des mitochondrialen 

Apoptosesignalweges führt (Haldar et al., 1996; Ibrado et al., 1997). Als spätes 

Ereignis der Paclitaxel-induzierten Apoptose kommt es zur Akkumulierung von 

Bak, welches am Mitochondrium ebenfalls proapoptotisch wirkt (Tudor et al., 

2000).  

Somit wurden Chemotherapeutika mit sehr unterschiedlichen Primärzielen 

eingesetzt, um den Einfluss von Lck auf apoptotische Signalwege zu ermitteln. 

Sowohl ionisierende Strahlung, als auch die hier eingesetzten Chemotherapeutika 

vermitteln über Bak oder Bax mitochondriale Apoptoseschritte. Daher ist es sehr 

wahrscheinlich, dass Lck in die gemeinsame Endstrecke der Apoptoseinduktion 

durch diese Stimuli eingreift. Lck könnte an der Aktivierung oder der Vermittlung 

der Expression von Bax oder Bak und der nachfolgenden Freisetzung von 

Cytochrom c beteiligt sein. Tatsächlich konnte in Jurkat-T-Zellen gezeigt werden, 

dass Lck für die Expression von Bax bei der Apoptoseinduktion durch CD4-

Rezeptor-Stimulation benötigt wird (Tuosto et al., 2002).  

Bezüglich der CD95- und TRAIL-vermittelten Apoptose kommen ebenfalls Bax 

oder Bak als Angriffspunkt der Apoptoseregulation durch Lck in Frage. Der 

mitochondriale Verstärkungsweg der Todesrezeptor-induzierten Apoptose wird 

über Caspase-8-vermittelte Aktivierung von Bid gestartet (Li et al., 1998; Liu et al., 

1998). Für die Wirkung von Bid am Mitochondrium wurden zwei Mechanismen 

vorgeschlagen: Zum einen eine direkte Störung der Lipidstruktur der äußeren 

Mitochondrienmembran, die zur Freisetzung von Cytochrom c führt (Kluck et al., 

1999; Kudla et al., 2000; Lutter et al., 2000) und zum anderen eine Interaktion von 

Bid mit anderen Proteinen der Bcl-2-Familie wie Bax und Bak, was zu deren 

Aktivierung und darüber zur Cytochrom-c-Freisetzung führt (Eskes et al., 2000; 

Green, 2000; Wang et al., 1996). In Zellen, denen sowohl Bak, als auch Bax fehlt, 

kommt es oberhalb vom Mitochondrium zum Apoptosestopp (Cartron et al., 2003; 

Kandasamy et al., 2003; Wei et al., 2001; Zong et al., 2001). Somit könnte Lck 

durch direkte oder indirekte Interaktion mit Bax oder Bak oder durch Beeinflussung 
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deren Expression den mitochondrialen Verstärkungsweg der Todesrezeptor-

induzierten Apoptose regulieren. Bcl-2 ist als weiterer möglicher Angriffspunkt von 

Lck eher unwahrscheinlich, da gezeigt wurde, dass Lck nicht an der Regulation der 

Bcl-2-Funktion durch Hyperphosphorylierung beteiligt ist (Blagosklonny, 1999). 

Eine weitere Möglichkeit wäre, dass Lck die apoptotische Maschinerie durch 

Interaktion mit übergeordneten Proteinen der Apoptoseregulation moduliert. Es 

wurde berichtet, dass Lck an der Phosphoregulation der Phosphatidylinositol-3-

Kinase (von Willebrand et al., 1998), Erk1 und Erk2 (Kabouridis et al., 1997; 

Samelson, 2002) oder GTPasen der Rho-Familie (Han et al., 1997) beteiligt ist, die 

alle in die Kontrolle von Proliferation und Apoptose eingebunden sind. Im Rahmen 

dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass die Apoptoseinduktion durch 

Chemotherapeutika durch Inhibierung der Erk-Aktivierung mittels des MEK-I-

Inhibitors PD98059 nicht gestört wird. Außerdem wurde gezeigt, dass die 

Apoptoseinduktion durch Inhibition der Kinaseaktivität von Lck, die Voraussetzung 

für die Erk-Aktivierung und weitere Signalwege ist, nicht gestört wird. Daher 

scheint die proapoptotische Funktion von Lck unabhängig von der Erk-Aktivierung 

zu sein. 

Eine weitere wichtige zelluläre Funktion, die von Lck beeinflusst wird, ist der 

Ionenhaushalt. Lck wirkt an der Regulation verschiedener Ionenkanalsysteme mit, 

was in Zusammenhang mit der Apoptoseregulation von Bedeutung sein könnte. So 

wurde beobachtet, dass Lck für die Freisetzung von Kalzium aus dem 

endoplasmatischen Retikulum nach TZR-Stimulierung notwendig ist (al-Ramadi et 

al., 1996; Straus und Weiss, 1992; Straus et al., 1996). Es wurde gezeigt, dass T-

Zellen, die den für die Kalzium-Freisetzung benötigten IP3(Inositol-1,4,5-

trisphosphat)-Rezeptor vom Typ 1 nicht und vom Typ 2 und 3 vermindert 

exprimieren, resistent gegenüber Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlen, 

CD95-Stimulation und TZR-Stimulation sind (Jayaraman und Marks, 1997). Diese 

Beobachtungen zeigen, dass Kalzium an der Signalgebung bei der strahlen- und 

CD95-induzierten Apoptose beteiligt ist. Darüber hinaus liefern sie einen indirekten 
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Hinweis auf die Mitwirkung von Lck an der Regulation von Kalziumsignalen bei der 

Apoptoseinduktion.  

Des Weiteren wurde dokumentiert, dass Lck für die Regulation des n-Typ 

Kaliumkanals (Szabo et al., 1996) und des auswärts-rektifizierenden Chloridkanals 

(Szabo et al., 1998) im Rahmen der Apoptoseinduktion durch Ceramid oder CD95 

von Bedeutung ist. Neuere Untersuchungen zeigen, dass Bax an der Signalgebung 

Ceramid-induzierter mitochondrialer Veränderungen und Apoptose beteiligt ist (von 

Haefen et al., 2002). Daher wäre auch bei der Ceramid-vermittelten Apoptose Bax 

ein möglicher Angriffspunkt für die Apoptoseregulation durch die Tyrosinkinase 

Lck. Ceramid bewirkt Veränderungen in der Zusammensetzung der Membranlipide 

(Huang et al., 1999). Dies kann wiederum die Anreicherung von Signalmolekülen, 

wie z.B. Oberflächenrezeptoren, in speziellen Cholesterol- und Sphingolipid-

reichen Membrandomänen erleichtern und dadurch deren Aktivierung auslösen 

(Boldin et al., 1995; Grassme et al., 2001). Neben Oberflächenrezeptoren wie 

CD95 wurden in diesen Membranbereichen Proteine der Src-Familie, darunter 

auch Lck, gefunden (Janes et al., 2000; Kosugi et al., 2001; Rodgers und Rose, 

1996). Daher könnte die Aktivierung von Lck durch Ceramid-vermittelte 

Konzentrierung von übergeordneten Signalmolekülen in bestimmten 

Membranbereichen begünstigt werden. 

 

7.8 Eigenschaften der verwendeten Zelllinien als mögliche 
Ursachen für die Unterschiede bei der Apoptoseinduktion 
Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurde die 

Zelllinie JCaM1.6 verwendet, in der kein genetischer Defekt der Lck Expression, 

sondern eine Splicevariante mit einem Defekt der ATP-Bindungsstelle in der 

Kinasedomäne vorliegt (Straus und Weiss, 1992). Da Apoptoseinhibition durch 

gespaltene Src-Kinasen oder isolierte SH2-Domänen beobachtet wurde (Evans et 

al., 1997; Farschon et al., 1997; Luciano et al., 2003), wäre es möglich, dass diese 

trunkierte Lck ebenfalls die Apoptoseinduktion in JCaM1.6-Zellen stört. Über die 

zur Src-Familie gehörende Tyrosinkinase Lyn wurde berichtet, dass Lyn nach B-



Bedeutung der Tyrosinkinase p56/Lck für die Apoptose-Signaltransduktion 113

Zellrezeptoraktivierung Caspasen-abhängig gespalten wird und dass die 

gespaltene Form der Tyrosinkinase als negativer Regulator mitochondrialer 

Apoptoseschritte fungiert. Diese Apoptose-inhibierende Funktion des 

Spaltproduktes wurde einer Lyn-vermittelten Modulation der c-myc-Expression 

zugeschrieben (Luciano et al., 2003). Während hohe Myc-Spiegel Apoptose 

begünstigen, bewirken niedrige Myc-Spiegel Apoptoseresistenz (Seoane et al., 

2002). Die Apoptoseinhibition durch Lyn-Spaltprodukte korreliert mit 

Beobachtungen, dass in zellfreien Systemen Peptide mit isolierten SH2 Domänen 

von Lck, Src, Abl oder der verwandten Tyrosinkinase Crk interagieren, wodurch 

Apoptose im initalen Stadium inhibiert wird (Evans et al., 1997; Farschon et al., 

1997). In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung wichtig, dass die SH2-

Domäne für die proapoptotische Funktion von Lck bei der Apoptoseinduktion durch  

Rosmarinsäure von Bedeutung ist (Hur et al., 2004). Die SH2-Domänen von Lck 

vermitteln Interaktionen mit Tyrosin-phosphorylierten Liganden (Couture et al., 

1996). Somit bewirkt die Zugabe von freien SH2-Domänen möglicherweise eine 

dominant negative Inhibition der Interaktion von Lck mit ihren Zielmolekülen. Da 

die hier eingesetzten JCaM1.6-Zellen keine eigentliche Lck-Defizienz aufweisen, 

sondern eine Splicevariante mit funktionsloser Kinasedomäne exprimieren (Straus 

und Weiss, 1992), könnte in diesen Zellen ein ähnlicher  inhibitorischer 

Mechanismus wie durch Lyn-Spaltprodukte in den B-Zellen eine Rolle spielen. 

Somit könnte die Lck-Splicevariante in JCaM1.6-Zellen, die eine SH2-Domäne 

enthält, als dominant-negativer Inhibitor der Myc-Expression fungieren und so die 

Apoptosesensitivität modulieren. Diese Hypothese könnte dann auch als Erklärung 

dafür dienen, dass die Expression von Src in JCaM1.6-Zellen keine 

Apoptosesensitivität bewirkt. In diesem Zusammenhang ist es wichtig, zu 

erwähnen, dass Lck zwar die am stärksten exprimierte Tyrosinkinase der Src-

Familie in T-Lymphozyten ist, dass jedoch andere Src-Kinasen, wie Fyn, in 

geringer Menge ebenfalls exprimiert werden (Kawakami et al., 1989). Fyn kann 

sogar während der Entwicklung von T-Lymphozyten Lck teilweise ersetzen 

(Groves et al., 1996). Somit könnte die in JCaM1.6-Zellen exprimierte 
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Splicevariante von Lck die eventuell mögliche Interaktion von anderen 

Tyrosinkinasen der Src-Familie mit ihren Substraten unterbinden und damit 

verhindern, dass die proapoptotische Funktion von Lck durch andere Src-Kinasen 

ersetzt wird. Andererseits scheint diese dominant negative Inhibition in den mit Lck 

retransfizierten JCaM1.6/Lck-Zellen keine Rolle zu spielen, zumal die gemessenen 

Apoptoseraten in JCaM1.6/Lck-Zellen und der Ausgangszelllinie Jurkat nach 

Bestrahlung, Todesrezeptor-Stimulation oder Behandlung mit Chemotherapeutika 

zu den gewählten Zeitpunkten ungefähr gleich sind. Allerdings wird Lck in den 

JCaM1.6/Lck-Zellen überexprimiert und könnte daher die inhibierenden 

Splicevarianten von den Substraten verdrängen. 

Eine neuere Untersuchung weist auf eine verminderte Bak-Expression in Lck-

defizienten Zellen als Ursache für die verminderte Apoptoserate hin (Samraj et al., 

2005). Die Autoren beobachteten eine Apoptoseresistenz und insbesondere 

fehlende mitochondriale Apoptoseschritte nach Behandlung Lck-defizienter Zellen 

mit Etoposid, Daunorubicin, Doxorubicin oder Mitomycin C. Interessanterweise 

stellten sie in Lck-defizienten Zellen eine sehr geringe Bak-Expression im Vergleich 

zu Lck-exprimierenden Zellen fest. Daher führen sie die positive Regulation 

mitochondrialer Apoptoseschritte durch Lck darauf zurück, dass Lck die Bax-

Expression kontrolliert. 
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7.9 Schlussfolgerung 
Die Untersuchung der molekularen Mechanismen von Zellltodprozessen ist von 

wesentlicher Bedeutung für die Aufklärung von Tumorentstehung und 

Tumorprogression, sowie der Entstehung von Therapieresistenzen und ist daher 

ein grundlegender Schritt zur Verbesserung bisheriger Therapiestrategien und 

insbesondere für die Entwicklung spezifischer Therapien. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Lck mitochondriale Apoptoseschritte 

unabhängig von der Art des verwendeten Stimulus vermittelt und dass Lck diese 

Funktion spezifisch erfüllt. Eine Lck-Defizienz führt in T-Lymphozyten zu schweren 

Apoptosedefekten. Somit könnte eine Lck-Defizienz sowohl an der 

Tumorentstehung und –progression beteiligt sein, als auch Therapieresistenzen 

bedingen. Bisher ist der genaue Mechanismus der Apoptoseregulation durch Lck 

jedoch noch nicht hinreichend geklärt. Insbesondere besteht Unklarheit über 

mögliche Interaktionspartner von Lck im Rahmen der Apoptoseinduktion. Um 

darüber genauere Kenntnisse zu erlangen, müssten einzelne Proteine inhibiert 

werden und die Auswirkung dieser Inhibition in Lck-defizienten und Lck-

exprimierenden Zellen verglichen werden. Außerdem sollte versucht werden, die 

direkte Interaktion von Lck mit Substraten nachzuweisen, die Teil der 

apoptotischen Signalwege sind. 
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8 Zusammenfassung 
 

Strahlentherapeutische Behandlungsverfahren stellen als Monotherapie oder in 

Kombination mit Chemotherapie oder Chirurgie eine tragende Säule der 

Tumortherapie dar. Die Effizienz der onkologischen Therapie wird jedoch durch die 

Toleranz der Normalgewebe und durch intrinsische Therapieresistenzen limitiert. 

Wesentliches Ziel der onkologischen Forschung ist daher die Verbesserung 

bisheriger Therapiekonzepte und die Entwicklung neuer, spezifischer 

Behandlungsverfahren. Vorraussetzung für eine Optimierung der Tumortherapie ist 

zum einen die Aufklärung der biologischen Grundlagen der Krebsentstehung und 

zum anderen die genaue Analyse der Wirkmechanismen üblicher 

Therapieverfahren. Radioonkologische Therapiestrategien haben die Abtötung von 

Tumorzellen unter größtmöglicher Schonung des Normalgewebes zum Ziel. Daher 

ist insbesondere die Untersuchung des strahleninduzierten Zelltodes von 

entscheidender Bedeutung für die Weiterentwicklung bisheriger Therapieverfahren. 

Erkenntnisse über Zelltodvorgänge und fehlerhafte Zelltodregulation in 

Tumorzellen können der Entwicklung verbesserter und spezifischer 

Therapiestrategien dienen und so eine verbesserte Tumorkontrolle und verringerte 

Schädigung von Normalgewebe zur Folge haben. 

Daher sollten im Rahmen dieser Arbeit Signalwege des strahleninduzierten 

programmierten Zelltodes analysiert werden. 

Programmierter Zelltod oder Apoptose ist ein wesentlicher Vorgang zur 

Aufrechterhaltung der Gewebehomöostase. Molekularbiologische Charakteristika 

der Apoptose sind die Aktivierung von Caspasen und der Zusammmenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials mit Freisetzung von Cytochrom c, was 

letztendlich zur Degradierung der DNA, Zellschrumpfung und Zellzerfall in 

apoptotische Körperchen führt. Der programmierte Zelltod unterliegt vielfältigen 

Regulationsmechanismen, insbesondere durch Proteine der Bcl-2-Familie. Aus 
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Vorarbeiten ergaben sich Hinweise, dass die Tyrosinkinase p56/Lck ebenfalls in 

die Apoptoseregulation eingebunden ist. 

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war, die Funktion von p56/Lck für die 

Apoptoseinduktion genauer zu charakterisieren. Als Zellmodell dienten hierfür die 

von Jurkat-Zellen abgeleiteten Lck-defizienten JCaM1.6-Zellen und als Kontrolle 

Jurkat-Wildtyp-Zellen und mit Lck retransfizierte JCaM1.6-Zellen. Es konnte 

gezeigt werden, dass funktionell intakte Lck zur Apoptoseinduktion durch 

ionisierende Strahlen mit Caspasenaktivierung, Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials, Cytochrom-c-Freisetzung, morphologischen 

Zellveränderungen und DNA-Kondensation benötigt wird. Bei der 

Apoptoseinduktion werden zwei wesentliche Signalwege abgegrenzt. Zum einen 

der rezeptorvermittelte Signalweg mit direkter Caspasenspaltung nach Aktivierung 

von Oberflächenrezeptoren und zum anderen der durch zellulären Stress 

gestartete Signalweg, der über mitochondriale Veränderungen die 

Caspasenaktivierung bewirkt. Da bekannt ist, dass ionisierende Strahlung 

Apoptose über mitochondriale Signalwege induziert, weisen die 

Untersuchungsergebnisse darauf hin, dass Lck mitochondriale Apoptoseschritte 

reguliert. Um diese Regulierung genauer zu spezifizieren, wurden die Lck-

defizienten Zellen mit einer Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zelllinie verglichen, 

zumal Bcl-2 ein bekannter Inhibitor mitochondrialer Apoptosesignale ist. Dabei 

zeigte sich, dass sich die Lck-Defizienz auf die strahleninduzierte Apoptose ähnlich 

wie eine Bcl-2-Überexpression auswirkt. 

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass Lck ebenfalls die 

rezeptorvermittelte Apoptose beeinflusst. Allerdings kann eine Lck-Defizienz die 

Apoptoseinduktion durch Stimulierung von Todesrezeptoren nicht unterbinden, 

sondern bewirkt lediglich eine verlangsamte Apoptosekinetik. Die Tatsache, dass 

die Lck-Defizienz die rezeptorvermittelte Apoptose nicht komplett verhindert, ist ein 

weiterer Beleg dafür, dass Lck in mitochondriale Apoptosesignalwege eingebunden 

ist. Die verlangsamte Kinetik bei der rezeptorvermittelten Apoptose wird 
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wahrscheinlich durch den Ausfall eines sekundären mitochondrialen 

Verstärkungsweges in Lck-defizienten Zellen verursacht. 

Um die Bedeutung von Lck für mitochondriale Signalwege weiter zu 

charakterisieren, wurde der Einfluss der Lck-Defizienz auf die Apoptoseinduktion 

durch andere Apoptosestimuli untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 

Lck-Defizienz die Apoptoseinduktion durch verschiedene Chemotherapeutika 

verhindert, die zwar unterschiedlichen Primärzielen haben, letztendlich aber über 

mitochondriale Veränderungen Apoptose induzieren. Damit belegen die hier 

vorliegenden Untersuchungen die globale Relevanz der Tyrosinkinase Lck für 

mitochondriale Apoptoseschritte. 

Im Folgenden sollte der Funktionsmechanismus von Lck genauer untersucht 

werden. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der 

Tyrosinkinaseaktivität von Lck die Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika 

nicht behindert. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der Apoptoseinduktion 

bei den JCaM1.6-Zellen, die eine trunkierte Kinase mit funktionsloser 

Kinasedomäne exprimieren. 

Um Hinweise auf die Art der Interaktion von Lck mit Proteinen der 

Apoptosesignalwege zu erhalten wurde geprüft, ob die verwandte Tyrosinkinase 

Src Lck funktionell ersetzten kann. Die Transfektion von Lck-defizienten Zellen mit 

src bewirkte jedoch keine Wiederherstellung der Apoptosesensitivität gegenüber 

ionisierender Strahlung oder Chemotherapeutika. Somit hat Lck eine spezifische 

Funktion innerhalb mitochondrialer Signalwege. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Tyrosinkinase p56/Lck für den 

Ablauf mitochondrialer Apoptoseschritte essentiell ist, unabhängig von der Art des 

verwendeten Stimulus. Diese proapoptotische Funktion wird spezifisch durch Lck 

erfüllt und erfolgt unabhängig von der Tyrosinkinaseaktivität.  
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