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1. Einleitung 
 
 

Die Inzidenz bösartiger Tumore (Neuerkrankungen pro Jahr) beträgt ca. 400 pro 

100.000 Einwohner. Bösartige Erkrankungen stellen somit nach den Erkrankungen 

des Herz-Kreislaufsystems die zweithäufigste Todesursache der westlichen 

Länder dar. 

Die drei wichtigen Säulen der Tumorbehandlung bilden heutzutage: die Operation, 

die Strahlentherapie  und die Chemo- einschließlich der Hormontherapie. 

Wie bei der Chemotherapie werden die Möglichkeiten der  Radioonkologie durch 

Resistenzmechanismen der Tumorzelle und durch Normalgewebstoleranzen 

eingeschränkt. 

Zur Optimierung des Therapieerfolges erscheint es demzufolge sinnvoll  sich 

genauere Einblicke in molekulare Resistenzmechanismen der Tumorzelle und 

strahlenbiologische Mechanismen zu erarbeiten und diese Kenntnisse möglichst in 

neue Therapiekonzepte umzusetzen.   

 

1.1 Wirkung ionisierender Strahlung  

 

Zur energiereichen Strahlung zählt: Korpuskularstrahlung (Teilchenstrahlung): α-, 

β-, Protonen-, Neutronen-, Elektronenstrahlung und die Photonenstrahlung 

(Wellenstrahlung): γ- und Röntgenstrahlung. Energiereiche Strahlung tritt in 

Wechselwirkung mit der durchstrahlten Materie und überträgt dabei Energie auf 

Atome und Moleküle. Dieser rein physikalische Vorgang läuft sehr schnell ab, und 

die von außen zugeführte nicht vorgesehene Energie kann biologische Systeme 

desorganisieren. 

Die Wege, die vom physikalischen Primärereignis zum biologischen Effekt führen, 

sind unterschiedlich: entweder sehr kurz, wenn die Energiedeposition unmittelbar 

im Biomolekül erfolgt, oder - und das ist meistens der Fall - bedeutend länger, 

indem verschiedene Zwischenschritte durchlaufen werden. 

Entsprechend unterscheidet man zwischen der direkten und indirekten 
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Strahlenwirkung (1).  

Direkte Strahlenwirkung : 

Sie ist der dominierende Prozess bei Strahlung mit hohem linearem 

Energietransfer (LET), z.B. schweren Ionen, Neutronen, α- Teilchen. Dabei 

verursacht die ionisierende Strahlung eine direkte Ionisierung und Inaktivierung 

organischer Moleküle der Zelle (z.B. Enzyme, Membranen, DNA). 

 

Indirekte Strahlenwirkung : 

Die Strahlung interagiert zunächst mit Wasser. Dabei entstehen freie 

Wasserradikale. Diese diffundieren weit genug, um das kritische Biomolekül 

erreichen und schädigen zu können. Energieabsorption und Bioeffekt erfolgen also 

in unterschiedlichen Strukturen. Die indirekte Strahlenwirkung ist der dominierende 

Vorgang bei Strahlungen mit niedriger LET, sog. locker ionisierender Strahlung. Es 

sind dies die Röntgen-, Gamma- und Elektronenstrahlung, die in der Klinik 

eingesetzt werden, sie wirken zu 65-70 % auf indirektem Wege.  

Kritischstes Zielmolekül direkter und indirekter Strahlenwirkung ist die DNA der 

Zelle. Insgesamt lassen sich folgende Schäden an der DNA experimentell 

feststellen: 

 

- Basenmodifikationen und -verluste 

- Einzelstrangbrüche 

- Doppelstrangbrüche  

- DNA-Vernetzungen (DNA-DNA-Crosslinks) 

- DNA-Proteinvernetzungen (Crosslinks) 

- Bulky Lesions (Mehrfachereignisse, “locally multiply damaged sites”, LMDS) 

Nach Bestrahlung mit einer Dosis von 1 Gy Röntgenstrahlung rechnet man mit: 

- ca.1000-2000 Basenveränderungen 

- ca. 500-1000 Einzelstrangbrüche  

- ca. 50 Doppelstrangbrüchen. 

 

Bisher teilte man den Doppelstrangbrüchen die entscheidende Rolle beim 

Strahlentod der Zelle zu (2). Es werden der Zelle jedoch weitaus mehr DNA-
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Schäden bei einer therapeutischen Bestrahlung von 2 Gray zuteil, ohne dass diese 

 zum Zelltod führt (3). Folglich muss die Zelle gesteuerte Reparatursysteme 

besitzen welche die Strahlenschäden beseitigen kann.  

Verbleibende Mutationen der Zelle können nach Bestrahlung zur malignen 

Transformation der Zelle oder zum Zelltod führen. 

 

1.2 Apoptose 

 

Im kurativen Behandlungskonzept von Tumorerkrankungen spielt die 

Strahlentherapie eine wesentliche Rolle. Sie kann allein oder in Verbindung mit 

Operation und Chemotherapie zur Heilung führen. Ihr Ziel ist die Abtötung von 

Tumorzellen unter größtmöglicher Schonung des Normalgewebes. Bezüglich des 

Zelltodes können prinzipiell zwei Formen unterschieden werden: Die Apoptose und 

die Nekrose. Die passive Zelltodreaktion kann als Nekrose beschrieben werden. 

Die Apoptose hingegen ist ein programmierter, geordneter und genetisch 

festgelegter Mechanismus der Zelle. 

Die Morphologie der Apoptose und Nekrose wurde schon vor 114 Jahren vom 

Pathologen Councilman (4) beschrieben, welcher sich mit Lebererkrankungen 

befasste. Beschrieben wurden damals die Einzelzellnekrosen  und azidophilen und 

hyalinen Einschlusskörperchen in der Leber.  

COUNCILMAN entdeckte bei Patienten, welche an Gelbsucht erkrankt waren, 

hyaline Einschlusskörperchen. Diese erhielten seinen Namen: so genannte 

Councilmankörperchen. 

Bis vor kurzem betrachtete man diese als nekrotische Hepatozyten. Doch 

interessanterweise beobachtete man deren Phagozytose durch Makrophagen, ein 

für die Nekrose ungewöhnlicher Prozess. Erst 1972 führten KERR et al. (5) den 

Begriff der Apoptose ein. Das Wort stammt aus dem Griechischen und beschreibt 

das Abfallen der Blätter von den Bäumen. Selbiges Bild ergibt sich aus der 

mikroskopischen Betrachtung der fragmentierten Kern- DNA apoptotischer Zellen. 

Ein Charakteristikum diese Zelltodform ist die Attraktion von Makrophagen und die 

Phagozytose durch selbige (6). 
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Die Apoptose (der programmierte Selbstmordmechanismus der Zelle) ist ein 

ubiquitäres biologisches Prinzip zur Zellzahlregulation, welcher sowohl in der 

Embryogenese, als auch im ausgewachsenen Organismus wirkt. Durch 

apoptotische Vorgänge kann die Homöostase von Geweben  aufrechterhalten 

werden. So kann der Zuwachs an Zellen infolge Zellteilung kompensiert werden, 

indem funktionsunfähige und ältere Zellen gezielt eliminiert werden (7).   

Im Immunsystem kann ebenfalls das Phänomen der Apoptose beobachtet werden, 

z.B. bei der Elimination autoreaktiver T- und B-Lymphozyten oder bei der Selektion 

bestimmter Zellen im Thymus (8). Mittels Apoptosevorgängen ist es auch möglich 

geschädigte Zellen zu vernichten, welche die Tendenz besitzen Mutationen zu 

kumulieren und zu Tumorzellen zu entarten. 

Gerät der Mechanismus der Apoptose aus den Fugen, so kann dies zu 

onkologischen Erkrankungen, neurodegenerativen und immunodefizitären 

Störungen führen (9, 10,11). 

In folgender Zeichnung und Tabelle sind die wichtigsten morphologischen und 

biochemischen Unterschiede von Apoptose und Nekrose erläutert. 
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Abbildung 1 (nach Studzinski 1999) (12): Morphologische Unterschiede zwischen 

Apoptose (links) und Nekrose (rechts). 
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Tabelle 1: Morphologische Merkmale der Apoptose und Nekrose 

Morphologische Kriterien 

1.Nucleus 
Pyknose und Karyorhexis 

Chromatinkondensation 

Karyolyse 

Chromatinverlust 

2.Zytoplasmatische 

Organellen 
morphologisch intakt zerstört 

3.Zellmembran 

Apoptotic bodies 

(Vesikelbildung), 

„blebbing“ = Bildung von 

Membranausstülpungen, bei 

der die Membran intakt bleibt 

Integritätsverlust 

4.Zellvolumen Zellschrumpfung Zellschwellung 

5. Im Gewebe Einzelne Zellen betroffen Zellgruppen betroffen 

6. Gewebsantwort Keine Entzündung 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Apoptose Nekrose 

 physiologischer, geordneter 

Vorgang 

Auslöser:  • endogen 

                 •  exogen 

unphysiologischer Vorgang 

 

Auslöser sind externe 

Schädigungen wie Hypoxie 

und Hyperthermie 
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Tabelle 2: Biochemische Merkmale der Apoptose und Nekrose 
 

 Apoptose Nekrose 

1. DNA-Abbau 

geregelter Prozess, 

Fragmentierung in 50-300 kb 

Stücke 

typische DNA- Leitern im 

Agarosegel 

DNA- Abbau erfolgt zu 

späterem Zeitpunkt 

Schmieriges DNA- 

Bandenmuster im Agarosegel 

2. Genexpression für den Prozess benötigt Nicht notwendig 

3.mitochondrialer DNA-

Schaden 
bleibt aus tritt früh ein 

4. Membranfunktion Intakt Funktionsverlust 

5.Intrazelluläres Milieu 

        a. ph 

        b. Ca2+ 

        c. Na+/K+ ATPase 

        d. ATP 

 

leichte Azidität (pH 6,4) 

oftmals intrazellulär erhöht 

oft intakt 

verbraucht 

 

sauer 

immer i.z. erhöht 

defekt 

verbraucht 

 

 

Exogene und endogene Stimuli bestimmen das Schicksal einer Zelle. Zu den 

apoptoseauslösenden Mechanismen zählen im Folgenden: 

Liganden, welche über Zelltodrezeptoren agieren (13, 14, 15), Granzym B (16), 

Glukokortikoide, Zytostatika, Hitzeschock, γ -Strahlung, UV-Strahlung, Bax, Bid, 

Bad, Bak (17, 18), Ceramide, Staurosporin, Onkogen Myc, 

Wachstumsfaktorentzug und Tumorsupressorgen p53. 

 

Die Zelle verfügt über Mechanismen, welche die Apoptose verhindern können.  

Dazu zählen: 

• Proteaseinhibitoren: IAP-Familie (19) (c-IAP-1, c-IAP-2, N-IAP, x-AIP), diese 

agieren als Pseudosubstrate von Caspasen und regulieren deren Aktivität hinunter 

• Pseudocaspasen: c-FLIP: ein kompetitiver Antagonist von Caspase-8 
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intrazellulären FADD-Molekül der Rezeptoren CD-95/Fas/ APO-1, somit kann die 

Caspasenkaskade gar nicht erst aktiviert werden (20) 

• CED-9- Homologe : Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w (18) 

• Granulozyten- Kolonie- stimulierender- Faktor (21) 

• Hitzeschockproteine / HSP70 (22): HSP 70 kann Thymozyten vor 

strahleninduzierter Apoptose schützen 

 

1.2.1 Die Komponenten des apoptotischen Programms 

 

1.2.1.1 Caenorhabditis elegans 

 

Die Proteasenaktivierung ist eines der wichtigsten biochemischen Kennzeichen 

der Apoptose. Die Proteasen übernehmen bei der Apoptose die Spaltung 

unzähliger nukleärer und cytoplasmatischer Proteine. Am Modell des Fadenwurms 

Caenorhabditis elegans konnten grundlegende Mechanismen der Apoptose 

untersucht werden (23). 

Caenorhabditis elegans verfügt über drei essentielle Zelltodgene (Caenorhabditis 

elegans death gene):  CED- 3, CED- 4,CED- 9. 

CED- 3 und CED- 4 sind für die  Ausführung des Zelltodprogramms zuständig. 

Eine Aktivierung von CED-9 kann eine inhibitorische Wirkung auf die Apoptose 

ausüben. Eine Überexpression von CED- 3 Genen  resultiert in Zelltod mit 

apoptotischer Morphologie. 

Im Säugetierreich findet man den CEDs homologe Proteine, deren Funktion in den 

Kapiteln 1.2.1.3 und 1.2.1.4 erläutert werden: 

• CED- 4 entspricht Apaf- 1 (apoptosis protease activating factor) (24) 

• CED- 3 entspricht den Caspasen (25) 

• CED- 9 entspricht den BCL- 2 Proteinen (26) 
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1.2.1.2 Caspasen, die Effektoren der Apoptose  

 

Caspasen (cystein aspartat protease) sind Cysteinproteasen, die eine zentrale 

Rolle im Apoptose- Signaltransduktionsweg einnehmen. Sie sind in der Lage 

verschiedenste Proteine zu spalten. Caspasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum 

einen Cystein- Rest und spalten ihre Substrate nach einem bestimmten 

Erkennungsmuster von 4 Aminosäuresequenzen (nach Aspartat:-XXXD), X steht 

für eine beliebige Aminosäure, D steht für Aspartat (28). Die Caspasen werden als 

inaktive Proenzyme gebildet. 

 

Ihr Aufbau setzt sich wie folgt zusammen:  

1. Prodomäne: sie bildet die Verbindung zwischen Zelltodstimulus (z.B. nach 

Chemotherapie) und  Caspasenaktivierung 

2. lange Untereinheit 

3. kurze Untereinheit.  

Caspasen können Caspasen selbst oder auch andere Caspasen aktivieren. Die 

Abbildung 2: nach J. Adams und S. Cory (1998) (27) Links im Bild: 
Apoptosemechanismus bei C. elegans. In der Mitte und rechts: der 
Apoptosemachanismus für  Säugetiere. Der Bcl-2- Apoptoseweg (hier: Mitte des Bildes) 
kann durch zytotoxische Stimuli (Zytokinentzug, Kortison, DNA-Schädigung oder 
Staurosporin) ausgelöst werden. Rechts im Bild: der CD-95-Zelltodrezeptor- Mechanismus 
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proteolytisch aktivierte Caspasenform bestehet  aus zwei Heterodimeren/ zwei 

großen und zwei kleinen Untereinheiten (29, 30, 31). 

 

Die Aktivierung der Caspasen erfolgt in hierarchischer Ordnung, sie werden  in 

zwei Gruppen eingeteilt: die Aktivatorcaspasen und die Effektorcaspasen. 

 

Die Aktivatorcaspasen verfügen über eine lange  Prodomäne  (Caspase-8, 

Caspase–9 und Caspase-10). Casp-8 und-9 können sich selbst aktivieren 

(Autocleavage). 

 

Die Effektorcaspasen mit kurzen Prodomänen (Caspase-3, Caspase-7, Caspase-

6) spalten hingegen Substrate, die zur Finalisierung des Zelltodes führen.  

 

Eine weitere geläufige Form der Caspaseneinteilung ist die nach 

Substratspezifität: (32, 33) 

Caspasengruppe mit Erkennungssequenz- WEXD : Casp-1,Casp-4,Casp-5. 

Caspasengruppe mit Erkennungssequenz- DEXD : Casp-2, Casp-3, Casp-7 und 

CED. 

Caspasengruppe mit Erkennungssequenz- L -/VEXD : Casp-6, Casp-8 und Casp-

9. 

 

Insgesamt sind 14 Caspasen bekannt, deren Aufgabe von Umsetzung des 

apoptotischen Programms bis hin zur Interleukinprozessierung und 

Immunregulation (caspase-1-like-protease) reicht. Dadurch sind Caspasen 

entscheidend an der Regulation der Gewebshomöostase sowie Embryogenese 

beteiligt. So ist eindrucksvoll am Beispiel der Caspase-8 knockout- Maus bewiesen 

worden, dass diese  in utero nicht überlebt. Dies ist auf eine gestörte 

Myokardentwicklung zurückzuführen (34). 

Caspase-3 knockout- Mäuse imponieren durch neurodegenerative Erscheinungen 

mit erhöhter postmitotischer Neuronenzahl (35). 
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Abbildung 3: (nach Studzinski et al., 1999) (36) Schematische Darstellung der 

proteolytischen Caspasenaktivierung. Die Caspasen besitzen drei Untereinheiten. Die 

Spaltung der inaktiven Caspase führt zur proteolytisch aktiven Caspase, wobei sowohl die 

Prodomäne als auch die kleinen Untereinheiten abgespalten werden. Es entsteht ein 

Heterotetramer.  Die Caspasen mit langer Prodomäne wirken als Aktivatorcaspasen an der 

Spitze der Apoptosenkaskade. Caspasen  mit kleiner Untereinheit induzieren die Spaltung 

von Substraten, die zur Finalisierung der Apoptose führen. 
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Tabelle 3: Caspasen-Substrate (nach C. Stroh und K. Schulze Osthoff 1998)(37)  

Cytoskelett- und Strukturproteine Proteinkinasen in der Signaltransduktion 

Protein 
Aktin 
β-Catenin 
Fodrin  
Gelsolin 
Gas-2  
Keratin 18,19 
Lamin  
Plakoglobin  
 
 
 

Funktion 
Cytoskelettprotein 
Zelladhäsion 
Kortikales Cytoskelett 
Aktinbindendes Protein 
Mikrofilamentorganisation 
Intermediärfilamente 
Kernhülle  
Zelladhäsion 
 
 
 

Protein 
Calmodulin-
abhängige 
Kinase 
Fokale 
Adhäsionskinase 
MEKK-1  
Proteinkinsase Cδ 
und θ 
MST/ksr     
p-21 aktivierte Kinase 
PITSLRE-Kinase  

Funktion 
Signaltransduktion 
 
Zelladhäsion 
 
MAP-Kinase-Weg 
Signaltransduktion 
Zellzyklusregulation 
MAP-Kinase-Weg 
Zellzyklus 
 

Zellzyklus und Replikation Signalvermittler 

Molekül  
Cdc27 
Cyclin A  
DNA-Replikationskomplex C 
MCM3 Replikationsfaktor 
MDM2/HDM2 
NuMA 
p21 
p27  
Retinoblastomprotein 
Topoisomerase- 1         
Wee 1                            

Funktion 
Zellzyklus 
Zellzyklus 
DNA-Replikation  
DNA-Replikation 
p53-Inhibitor 
Mitoseapparat 
Cdk2 Inhibitor 
Cdk- Inhibitor 
Repressorkomplexbildun
g 
DNA-replikation 
Kinase, Cdc2-Inhibitor   

Molekül 
Bcl-2 und Bcl-xL  
Bid  
cytosolisches PLA2  
D4 GTP 
Procaspasen  
Proteinphosphatase 
2A  
p28 Bap 31  
D4-GDP dissociation  
Inhibitor (D4-GDI) 
Ras GAP 

Funktion 
Apoptoseinhibitoren 
Apoptoseaktivator 
Phospholipidmetabolismus 
Inhibitor der kleinen  GTP- 
asen  
Apoptosekaskade 
Signaltransduktion 
Bcl-2 Adaptor des ER 
Inhibitor von kleinen GTP-
asen, Rho-Weg 
Ras-GTP-ase aktivierendes 
Protein                

Transkription und Translation Sonstige Substrate 

Molekül 
hnRNP (heteronukleäre,      
 ribonukleäre Proteine) 
IκB-α  
NF-κB (p50,p65)   
 
STAT-1     
 
SREBP (sterol-regulatory     
element binding proteins)  
Sp-1                                     
 U1-70 kd sRNP 
h-RNP C1/2 
(heteronukleär,ribonukleäre
s Protein) 

Funktion 
RNA- Splicing 
 
NF-κB Inhibitor 
Zytokine und                    
  Antiapoptosegene 
Signaltransduktion  von   
  Zytokinen   
Cholesterinmetabolismus 
  
Transkriptionsfaktor 
RNA-Splicing  
Splicen von m-RNA 

Molekül 
Atrophin-1  
Ataxin-3  
APC-protein               
          
Calpastatin  
Huntingtin     
hsp-90  
Presenilin  
Rapaptin-5 
Nedd 4                       
                     

Funktion 
Neurodegeneration 
Neurodegeneration 
Adenomatöse Polyposis 
Coli Gen  
 
Calpaininhibitor 
Huntingtonerkrankung 
Hitzeschockprotein  
Alzheimererkrankung 
Endosomenfusion 
Ubiquitin-Proteinligase 

DNA-Spaltung und DNA-Reparatur Zytokinvorstufen 
Molekül 
DNA-abhängige                    
Proteinkinase (DNA-PK) 
Poly-ADP-Ribose-                
Polymerase (PARP) 
Inhibitoren der Caspasen-    
aktivierten DNAse 
 

Funktion 
DNA-Reparatur 
 
DNA-Reparatur 
 
DNA-Spaltung  

Molekül  
Prointerleukin 1β     
Prointerleukin 16 
Prointerleukin 8 
             

Funktion 
Immunregulation 
Immunregulation 
Immunregulation 
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1.2.1.3 Der mitochondriale Apoptoseweg 

 

Es werden zwei Apoptosemechanismen unterschieden. 1. der 

zelltodrezeptorvermittelte Weg und 2. der Cytochrom-c abhängige mitochondriale 

Mechanismus.  

Die durch DNA- Schäden induzierte Apoptose impliziert ein intaktes p- 53 System 

(38). p53/ auch als Tumorsupressorgen bekannt,  bewirkt die Transkription des  

Bax Moleküls (39). Bax ist ein Protein der großen Bcl-2 Proteinfamilie. 

Bax wiederum vermittelt die Freisetzung von Cytochrom-c aus dem 

Mitochondrium. 

Der genaue Mechanismus der Cytochrom-c Freisetzung ist noch umstritten. Einige 

Autoren führen den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, (∆ψ 

m) (40) auf die Bildung  eines so genannten PT- Kanals (so genannte 

„permeability transition pore“) zurück (41). Öffnet sich die PT- Pore, kommt es zu 

einem Protoneneinstrom, mit Folge der osmotischen Schwellung des 

Mitochondriums und Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials 

(42). 

 

Abbildung 4: (nach D.R. Green und J.C. Reed, 1998) (43) Schematische Darstellung des 

mitochondrialen PT-Kanals, bestehend aus dem Transporterprotein ANT,  dem 

Kanalprotein VADC und Cyclophilin. 
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Andere Modelle zeigen, dass eine Cytochrom-c Freisetzung und 

Caspasenaktivierung vor Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials möglich ist und damit die Öffnung des PT- Kanals am Ende 

der Apoptosenkaskade erfolgt (44, 45). 

Letztendlich bewirkt die Cytochrom-c Freisetzung die Bildung des so genannten 

Apoptosoms (46), ein Komplex aus:  

- Cytochrom-c 

- Apaf- 1 (das Homologe zu CED- 4) 

- und Procaspase- 9 (das Homologe zu CED- 3). 

Das Adapterprotein Apaf- 1 rekrutiert die Procaspase- 9 an ihrer CARD („Caspase 

Recruitement Domain“) und prozessiert diese in ihre aktive  Caspase- 9- Form. 

Caspase- 9 veranlasst die Aktivierung der Caspasenkaskade, welche den 

apoptotischen Zelltod initiiert.  
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Abbildung 5 (nach D.R. Green und J.C. Reed, 1998)(43) Der mitochondriale Apoptoseweg. 

Zelltodtrigger wie Oxidantien, Bax und andere bewirken entweder eine mitochondriale 

Membranschwellung und –ruptur, oder eine Öffnung von Kanälen.   Daraufhin erfolgt die 

Freisetzung von Cytochrom- c und die Bildung des  Apoptosoms. Die aktivierte Caspase 9 

initiiert letztendlich die Casapasenkaskade, was zum apoptotischen Zelltod führt. 
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1.2.1.4 Bcl-2, hemmendes Molekül der mitochondrialen Apoptose 

 

Ein dem CED- 9 vergleichbares Molekül in Säugetierzellen ist das Bcl- 2 Protein. 

Bcl-2 wurde zuerst in B-Zellymphomen entdeckt (B-cell- lymphoma/ leucemia). 

Mittlerweile sind 15 Mitglieder der Bcl-2 Familie bekannt. Diese werden in pro- und 

antiapoptotische Moleküle unterschieden (27). Als Onkoprotein verhindert Bcl- 2 

die Einleitung des apoptotischen Programms und schützt Zellen vor folgenden 

Zelltodmediatoren:  Dexamethason, Staurosporin, Wachstumsfaktorentzug, γ-  und 

UV- Strahlung (47-51). Seine relative Konzentration kann für das Überleben oder 

die Apoptose der Zelle entscheidend sein (52). 

Bcl- 2 ist zellulär am endoplasmatischen Retikulum, an der mitochondrialen 

zytoplasmatischen Membran und an der Kernhülle lokalisiert und hemmt die 

Cytochrom-c Freisetzung aus dem Mitochondrium (43, 53, 54). Es konnte gezeigt 

werde, dass die strahleninduzierte Apoptose sowohl durch endoplasmatisch, als 

auch mitochondrial lokalisiertes Bcl- 2 modifiziert werden kann. (55). 

Bcl-2 schützt nicht vollständig vor allen Zelltodstimuli, z.B. kann Bcl- 2  nicht die 

CD- 95 induzierte Apoptose verhindern. Denn CD-95 Stimulation erfolgt über 

Zelltodrezeptoren und somit unabhängig von der mitochondrialen Apoptose auf die 

Bcl-2 Einfluß übt (56-58). 

 

1.2.1.5 Der zelltodrezeptor- vermittelte Apoptoseweg 

 

Zytokine der TNF- Familie regulieren die Apoptose über Zelltodrezeptoren.  Es 

sind mittlerweile verschiedenste Zelltodrezeptoren identifiziert: 

 

• Fas/APO-1/CD-95 (59, 60)       agonistische Rezeptoren 

• TNFR-1 (61)   agonistische Rezeptoren 

• DR3/WSL-1/ TRAMP (62-65)   agonistische Rezeptoren 

• und die TRAIL-Rezeptoren:  TRAIL R1, TRAIL R2 TRAIL R3, TRAIL R4 und 

OPG (siehe Kapitel 1.2.1.6).  

 

Der bestuntersuchte Rezeptor ist der Fas- Rezeptor, welcher durch den Liganden 
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Fas- L (auch CD-95-L/APO-1L genannt) aktiviert wird. Nach Bindung des Liganden 

an den Rezeptor kommt es zur Assoziation von FADD und der intrazellulären 

„Death Domain“ des Zelltodrezeptors (66-68). Beide Moleküle gehören zum so 

genannten DISC-Komplex (Death Inducing Signaling Complex). 

FADD besitzt eine Todeseffektordomäne (DED, death effector domain)(66-68), 

welche an die DED von Caspase-8 bindet (69-71). Die hiermit aktivierte Caspase-8 

leitet die proteolytische Aktivierung von Effektorcaspasen, wie Caspase-3 ein (72). 

Diese ist ihrerseits für die Spaltung verschiedenster zellulärer Proteine zuständig. 

Es konnte aufgezeigt werden, dass neben diesem Modell ein weiterer 

Signaltransduktionsweg durch Zelltodrezeptoren ermöglicht werden kann. 

Caspase- 8 führt ebenfalls zur Bid- Aktivierung (73-75). Bid wird gespalten, 

letztendlich wird die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom-c induziert. Somit 

findet ein „cross talk“ zwischen der mitochondrialen und der rezeptorvermittelten 

Apoptose statt. In welcher Weise die Cytochrom-c Freisetzung erfolgt, ist noch 

ungeklärt; Fakt ist jedoch, dass diese durch Bcl- 2 und Bcl- xl reguliert wird (76, 

77). In Zellen mit geringer initialer Caspasen- 8 Aktivierung, kann der direkte Effekt 

von Caspase-8 auf Caspase-3 durch den mitochondrialen Apoptosemechanismus 

über Bid amplifiziert werden. 

 

1.2.1.6 TRAIL-Rezeptoren 

 

Neben Fas /CD-95-L konnte ein weiterer Apoptose induzierender Ligand 

identifiziert werden: TNF- related-apoptosis-inducing ligand/ TRAIL (78-80). 

Die Signaltransduktionswege von TRAIL und CD-95- L sind ähnlich. Im Gegensatz 

zu CD –95-L, dessen Effekt über einen Rezeptor (CD-95/ Fas / APO-1) vermittelt 

wird, konnten bisher fünf TRAIL-Rezeptoren identifiziert werden: 

 

TRAIL R1/DR4/APO-2L (81)   agonistischer Rezeptor 

TRAIL R2/DR5 (82-84)   agonistischer Rezeptor 

TRAIL R3/TRID/DcR1   (TRAIL- receptor without intracellular 

domain) 
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TRAIL R4/DcR2 (decoy receptor 2)  

(„truncated”)     (TRAIL Rezeptor mit inkompletter 

zytoplasmatischer Todesdomäne 

OPG /Osteoprotegerin (85, 86)  antagonistischer Rezeptor /decoy 

receptor in fibroblastenähnlichen 

Synovialzellen, dieser Rezeptor ist in 

löslicher Form in den Synovialzellen 

enthalten 

 

Alle Rezeptoren, außer OPG (löslicher Rezeptor) besitzen eine extrazelluläre 

TRAIL- Bindungsdomäne (87), sowie eine hydrophobe transmembranäre Domäne.  

Die beiden Rezeptoren: TRAIL- R1 und TRAIL- R2 können das Apoptosesignal in 

die Zelle weiterleiten (88- 90); beide besitzen eine death domain- Region, eine für 

die Apoptoseinduktion unabdingbare Vorraussetzung (61, 91).  

TRAIL- R3,- R4 und Osteoprotegerin sind nicht in der Lage apoptoseinduzierend 

zu wirken. Dies ist darauf zurückzuführen, dass dem TRAIL- R3 die komplette 

intrazelluläre Todesdomäne fehlt. Bei TRAIL- R4 ist dieses intrazelluläre Molekül 

nur inkomplett vorhanden (88, 92). 

Die Entdeckung der fünf unterschiedlichen TRAIL- Rezeptoren legte die 

Vermutung nahe, dass eine unterschiedliche Verteilung dieser Rezeptoren  ein 

möglicher Mechanismus für TRAIL- Resistenz und  Empfindlichkeit darstellen 

könnte. So lokalisierte man die m- RNA von TRAIL- R3 und TRAIL- R4 in 

normalen Gewebszellen, wobei Tumorzellen völlig frei von diesen Rezeptoren 

waren (67, 69, 93). 

Andere Autoren warnen vor einer Vereinfachung der TRAIL- Mechanismen, so ist 

die Expression von TRAIL-R3 in verschiedensten Körpergeweben variabel. 

Außerdem scheint laut DEGLI- ESPOSTI et al. der auf die Apoptose inhibitorische 

Effekt von TRAIL-R3 zeitlich begrenzt und in seiner Aktivität inkomplett zu erfolgen 

(92).  

Intrazellulären Regulatoren der Apoptose kommt zudem noch eine nicht 

unerhebliche Rolle in der Regulation der TRAIL- Rezeptorinduzierten Apoptose zu. 

TRAIL-R4 vermag NF-κB zu aktivieren (92) und dieser Transkriptionsfaktor 
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wiederum die Synthese antiapoptotischer Proteine.  

Zellen mit höheren FLIP-Spiegeln (FLIP= flice inhibiting protein) sind demnach 

resistenter gegenüber TRAIL- Stimulus (94, 95).  

Folgende Abbildung verdeutlicht nochmals den Aufbau der vier bekannten 

membranständigen TRAIL-Rezeptoren.  

 

 

Abbildung 6: (nach Degli-Esposti et al. 1997) (92) Die membranständigen TRAIL-

Rezeptoren im Vergleich. Der intrazellulären Todesdomäne entspricht das kleine schwarze 

Rechteck im Bild. Die Rezeptoren DCR-1 und TRAIL-R4 besitzen keine oder nur eine 

unvollständige Todesdomäne. 
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1.3 Therapeutische Nutzung von TRAIL 

 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Fas- Ligand zur tumorzellspezifischen 

Apoptose führt, schien ein neues potentes Tumortherapeutikum gefunden zu sein.  

Allerdings führte im Tiermodell die Fas Liganden- Injektion zu einer entzündlichen 

Gewebsreaktion, einem septischen Schock vergleichbar (96).  

Dieser Effekt wurde auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktor NF-κB in 

vaskulären Endothelzellen und in Makrophagen zurückgeführt (97). Im 

Mausmodell scheiterte der Einsatz von Fas- Ligand in der Klinik aufgrund der 

bedrohlichen hepatotoxischen Nebenwirkungen. Dieser Effekt wird auf die hohe 

Fas Rezeptor- Expression in Hepatozyten zurückgeführt (98).  

Demzufolge ist die Applikation von Fas Ligand in der Tumortherapie aufgrund der 

erhöhten hepatotoxischen Wirkung nicht möglich.  

Umso interessanter schien die Entdeckung von TRAIL als 

zelltodrezeptorvermittelndes System. Denn die Nebenwirkungen waren bis dahin 

noch nicht bekannt. 

ASHKENAZI et al. demonstrierte das therapeutische Potential von TRAIL an 

verschiedensten Tumorzellinien. Mäuse mit einem Tumorxenograft, welche mit 

TRAIL behandelt wurden zeigten eine geringere Tumorprogression als 

unbehandelte Tiere auf. TRAIL wirkte apoptoseinduzierend und lebensverlängernd 

(99).  

In normalen Körperzellen ließ sich nach TRAIL- Applikation auch keine gewebs- 

und hepatotoxische Wirkung, wie bei Fas- Ligand- Gabe, beobachten (100). 

Die in einer anderen Studie beobachtete hepatotoxische Wirkung von TRAIL (101) 

konnte erfreulicherweise auf eine biochemische Präparation der Rekombinanten 

Version und nicht auf das TRAIL- Molekül selbst zurückgeführt werden (102). 

Daher ist TRAIL weiterhin ein viel versprechendes Agens für die Tumortherapie. 

Seit September 2004 ist das so genannte TRAIL/Apo2L auch Gegenstand 

klinischer Phase I/II Studien (mündliche Mitteilung von Avi ASHKENAZI).  
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1.4 Fragestellung 

 

TRAIL/APO2-L induziert Apoptose in humanen Tumorzelllinien und scheint 

weniger zytotoxische und hepatotoxische Nebenwirkungen zu haben, wie sein 

verwandter Ligand CD-95L. In Vorarbeiten konnten supradditive Effekte der 

Kombination von TRAIL/APO2-L mit DNA- schädigender ionisierender Strahlung 

demonstriert werden (103). 

Ziel vorliegender Doktorarbeit war es, essentielle molekulare Komponenten für die 

Kombinationswirkung zu identifizieren. 

 

1. Dazu sollte geklärt werden, inwiefern Caspase-8 für die 

Kombinationseffekt von TRAIL und ionisierender Strahlung 

verantwortlich ist. Hierzu wurden Caspase-8 negative Zellen 

hinsichtlich ihrer Apoptoseinduktion mittels Durchflußzytometrie und 

Westernblot untersucht. 

2. Ebenfalls wurde das FADD- Molekül auf seine Wirkung in der 

Kombinationsbehandlung getestet. Dazu dienten BJAB- Zellen  

(Burkittlymphomzellen) mit einem FADD dominant negativen Molekül 

(BJAB-FADD- DN-Zellen). 
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2. Material 

2.1 Chemikalien 

 

Acrylamid  Roth/ Karlsruhe, Deutschland 

Aprotein Leupeptin Sigma/ München, Deutschland 

APS  Roth/ Karlsruhe, Deutschland 

Bromphenolblau  Sigma/München, Deutschland 

CCCP  Sigma/ München, Deutschland 

Deoxycholat Sigma/ München, Deutschland 

DMSO  Sigma/ München, Deutschland 

FCS  Biochrom/ Berlin, Deutschland 

G418 (Genicitin) Gibco Life Technologies UK 

HEPES  Sigma/ München Deutschland 

Hoechst 33342  Calbiochem/ Bad Soden und Schwalbach, 

Deutschland 

Lymphoprep (Ficollösung)  Nycomed/ Wien, Österreich 

Methanol  Merck/ Darmstadt, Deutschland 

Penicillin Streptomycin Biochrom/ Berlin, Deutschland 

Ponceau S  Sigma/ München, Deutschland 

Proteinlösung ( Proteinassay)  BioRad/ München, Deutschland 

Rainbowmarker  Amersham/ Buckinghamshire UK 

 

RPMI- Medium Gibco/ Life Technologies UK 

SDS  Sigma/ München, Deutschland 

SDS- Puffer  Roth/ Karlsruhe, Deutschland 

Β- Mercaptoethanol  Sigma/ München, Deutschland 
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TEMED Roth/ Karlsruhe Deutschland 

TMRE Mobitech/ 

Triton Sigma/ München, Deutschland 

Tropix Biorad/ München, Deutschland 

Trypanblau Sigma/ München, Deutschland 

Tween 20 Sigma/ München, Deutschland 

 

2.2 Lösungen und Puffer 

 

PBS 

                8,0 g NaCl 

                0,2 g Kcl 

                1,15 g NaHPO4 

                 0,2 g KH2PO4 

                  ad 1000 ml Aqua dest. 

                  ph 7,4 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

TBS 

            1,57 g Tris-HCL 

            8,76 g Na Cl 

            ad 1000 ml aqua dest.  

            ph 8,0  

TBS-Triton 

            TBS + 0,02 % Triton  
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TBS-Tween 
 

             TBS + 0,05 % Tween 20  

               25 Mol HEPES 

               0,1 % SDS 

               0,5 % Desoxycholat 

               1 % Triton 

               10 mMol EDTA 

               10 mMol Napp- Sodiumpyrophosphat 

               10 mMol NaF 

               125 mMol NaCl 

                Bei Lysatherstellung kurz davor Zugabe von 20 µg/ml Aprotein-Leupeptin. 

Probenpuffer 

            2,0 ml Glycerin  

            2,0 ml 10 %SDS  

            0,025 g Bromphenolblau 

            2,5 ml Sammelpuffer 

            Ad 9,5 ml aqua dest. 
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Trennpuffer 

              18,17 g Trisbase 

               4 ml 10 % SDS 

               Ad 100 ml aqua dest. 

               ph 8,8  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Transferpuffer (Westernblot) 

            14,4 g Glycerin 

             3,03 g Tris-Base 

             0,025-0,1 % SDS 

             200 ml Methanol 

              Ad 1000 ml aqua dest. 

               ph 8,3 

Sammelpuffer 

               6,06 g Trisbase 

               4 ml 10 % SDS 

               Ad 100 ml dest. Wasser 

               ph 6,8  

Blocklösung/Blotto 

TBS + 0,05 % Tween 20 + 5 % FCS 
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2.3 Geräte 

 

Elektrophoresekammer Biometra/ Göttingen, Deutschland 

Facs- Gerät Becton- Dickinson/ Heidelberg, Deutschland 

Filmentwickler Sterling, Diagnostic Imaging/ Greenville USA 

Linearbeschleuniger LINAC SL25, Phillips/ München, Deutschland 

Mikroskop Hund, Wetzlar/ Ludwigshafen, Deutschland 

Photometer Ultrospec Plus/ Berlin, Deutschland 

Schüttler Biometra/ Goettingen, Deutschland 

Sterilbank Hereaus Instrument/ Hanau, Deutschland 

Stickstofftank Sigma/ München, Deutschland 

Tankblot BioRad/ München, Deutschland 

Tischzentrifuge Eppendorf/ Hamburg, Deutschland 

Wasserbad Haake/ Dreieich, Deutschland 

Zentrifuge Hettich/ Deutschland 

 

2.4 Verbrauchsmaterialien 

 

Filterpapier Whatman 3MM/ Cambridge, UK 

Kopierfolie Xerox/ Neuss, Deutschland 

Nitrozellulosemembran Hybond ECL, Amersham/ 

Buckinghamshire, UK 

Röntgenfilm Hyperfilm Amersham, Buckinghamshire, 

UK 
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2.5 Antikörper und Liganden 

 

Primärantikörper für den Westernblot nach Santa Cruz 

anti- Caspase- 8, mouse  freundlicherweise erhalten von der 

Arbeitsgruppe Schulze-Osthoff / Münster, 

Deutschland 

anti- Caspase- 3,mouse Biolabs/ Ipswich, UK 

anti- Caspase- 9, mouse  Biolabs/ Ipswich, UK 

anti- Caspase-10, mouse  Biolabs/ Ipswich, UK 

anti- PARP, rabbit Biolabs/ Ipswich, UK 

anti- Bid, rat  Biolabs/ Ipswich UK 

anti- FADD  Transductionlabs 

  

 

Sekundärantikörper für den Westernblot 

anti- rabbit IgG- AP                                             SantaCruz Biotechnology/ Heidelberg, 

Deutschland 

anti- mouse IgG- AP                                            SantaCruz Biotechnology/ Heidelberg, 

Deutschland 

anti- rat IgG- AP                                                   SantaCruz Biotechnology/ Heidelberg, 

Deutschland 

 

Liganden 

TRAIL (rekomb. human mit FLAG- TAG)       Alexis/ Grünberg, Deutschland 

Enhancer (monoklonaler Ak gg. FLAG-TAG)  Alexis/ Grünberg, Deutschland 

CD95, APO- 01, CH- 11                                       Biomol/ Hamburg, Deutschland 
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2.6 Zellinien 

 
 

Humane T- Zellymphomlinien Jurkat und deren Klone 
 

Jurkat A3                          

 

Freundlicherweise erhalten von J.Blenis, 

Boston 
 

Caspase- 8 negative Jurkat Zellen                        

            

 

Freundlicherweise erhalten von J.Blenis, 

Boston 
 

BJAB- Vector / Burkittlymphom- Zellinie                

 

Freundlicherweise erhalten von der 

Arbeitsgruppe Schulze- Osthoff 
 

BJAB- FADD- DN/ Burkittlymphom Zellinie 

 

Freundlicherweise erhalten von der 

Arbeitsgruppe Schulze- Osthoff 
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3. Methoden  

 

3.1 Zellkulturen  

 

Verwendet wurde die humane T- Lymphomzellinie Jurkat und die Burkittlymphom- 

Zellinie BJAB.  

Die Erhaltkultur wurde jeweils mit 0.5 ×10  6  Zellen in 30 ml Medium ausgesät und 

im Brutschrank unter sterilen Bedingungen bei  einer Temperatur von 37°C, 5% 

CO2  und 100% Luftfeuchtigkeit gehalten. Als Kulturmedium diente RPMI, dem 10% 

FCS und 1% Antibiotikalösung (100 U/ml Penicillin / 100 µg/ml Streptomycin) 

zugesetzt wurde. 

Der Medienwechsel erfolgte in zweitägigem Abstand. 

Die Lagerung über einen längeren Zeitraum erfolgt in flüssigem Stickstoff  bei  

-196°C in 5 % DMSO/ 20% FCS und 75 % Medium. 

 

3.1.1 Stimulierung mit TRAIL 

 

TRAIL (TNF- related apoptosis inducing ligand) wurde den Zellen unter sterilen 

Bedingungen zugesetzt.  15 min vor der TRAIL- Applikation erfolgte der Zusatz 

monoklonaler Antikörper (FLAG-TAG/ Enhancer) in einer Konzentration von 1 

µg/ml.   

Die Stimulierung der Zellen wurde zu Teil in Kombination mit Bestrahlung  

durchgeführt. 
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3.2 Nachweis der Caspasenaktivität 

 

3.2.1 Herstellung der Zellysate 

 

50 µl Zellsuspension wurden mit 50 µl Trypanblaulösung  verdünnt. Die Anzahl der 

Zellen wurde in der Fuchs-Rosenthalkammer bestimmt (Anzahl der Zellen in 16 

Felder × 5000 ergibt die Zellzahl in einem Milliliter). 

Ein Zellysat bestand aus 2× 10 6 Zellen bestehen und wurde in 150-200 µl 

Lysepuffer (s.o.) aufgenommen; es folgte die Inkubation auf Eis für 30 Minuten, 

daraufhin  die Zentrifugation bei 6˚ C und 12000 U/min. Der Überstand wurde für 

die Versuche verwendet werden. 

 

3.2.2 Proteinbestimmung 

 

Vor Beladung der Trägergele für die Westernblotanalyse wurde die 

Proteinkonzentration in den Lysaten bestimmt. Dies erfolgte anhand des 

Proteinassays nach Biorad. Das Konzentrat  wurde 1:5 mit Wasser verdünnt und 

zu 1 ml Lösung kamen  3µl Lysat; der sich so gebildete Farbstoff wurde mittels 

Extinktionszunahme bei einer Wellenlänge von 595nm photometrisch bestimmt. 

Dabei entsprach die Extinktionszunahme der Gesamtproteinmenge. Im Anschluss 

wurden die Proben auf gleiche Mengen Protein normalisiert. 

  

3.2.3 Aufnahme der Proteine in Probenpuffer 

 

Den Lysaten erfolgte die Zusetzung von 7 µl Probenpuffer (zur sichtbaren 

Darstellung der Probe) und 1µl β-Mercaptoethanol, dessen reduzierende 

Eigenschaften zur Spaltung der Disulfidbrücken genutzt wurde, um den Zerfall der 

Proteinkomplexe in ihre Einzelbestandteile zu ermöglichen. 
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3.2.4 SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese  

 

Um die isolierten Proteine aufzutrennen wurden 12 und 14%-iges 

Polyacrylamidgele hergestellt (s.u.). Das Trenngel wurde in eine Vertikalkammer 

gegossen und mit destilliertem Wasser überschichtet. Nach einer 

Polymerisationszeit von 45 min wurde das Wasser entfernt und ein Sammelgel auf 

ein Trenngel gegossen. Nach einer zweistündigen Polymerisationszeit  konnten 

die Proben (3.2.2) aufgetragen werden. Die Trennung der Proteine erfolgte in 

einem SDS- PAGE- Laufpuffer der Firma Roth bei 50mA (Sammelgel) bzw. 

150mA (Trenngel). Als Größenstandard diente ein Rainbowmarker von Amersham 

(Buckinghamshire UK).  

 

Tabelle 4: Die Gelzusammensetzung  

 
Trenngel 

 
Komponente 

 
Sammelgel 

12 %ig 14%ig 
 
Trennpuffer 

 
/ 

 
3,75 ml 

 
3,75 ml 

 
Sammelpuffer 

 
1,25 ml 

 
/ 

 
/ 

 
Wasser 

 
3,00 ml 

 
5,25 ml 

 
4,25 ml 

 
Gel 30 

 
0,75 ml 

 
6,00 ml 

 
7,00 ml 

 
APS 10% 

 
50 µl 

 
75  µl 

 
75  µl 

 
Temed 

 
5 µl 

 
7,5 µl 

 
7,5 µl 

 
20 % SDS 

 
/ 

 
75 µl 

 
75 µl 
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3.2.5 Westernblot 

 

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine auf Nitrocellulosemembran 

(ECL- Hybond, Amersham, Buckinghamshire UK) geblottet. Nach dem Transfer 

konnte das Bandenmuster durch 1 minütige Inkubation mit Ponceau- S- Lösung 

sichtbar gemacht werden, anschließendes Waschen mit destilliertem Wasser 

spülte den Farbstoff wieder aus. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen 

wurde die Membran in 5% FCS/0,05% und Tween20/TBS, ph 8,0 bei 

Raumtemperatur auf einem Wippschüttler inkubiert. Anschließend wurde die 

Membran  mit dem primären Antikörper benetzt. Die nicht-spezifisch gebundenen 

Antikörper wurden durch Waschen mit TBS- Triton entfernt (3×5 min). Es folgte ein 

weiterer Inkubationsschritt für 30 Minuten bei RT mit dem sekundären Antikörper 

(Anti- Maus gekoppelt mit Alkalische Phosphatase 1:200000 (Santa Cruz). Die 

Membran wurde erneut für ca. 30 Minuten mit TBS- Triton gewaschen. Als letzter 

Schritt erfolgte der Zusatz einer TBS, ph 9,5 1:100 verdünnten CSPD Lösung. Die 

Detektion der Proteinbande erfolgte daraufhin in einer Röntgenfilmkassette  durch 

Exposition mit einem Hyperfilm. 
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Abbildung 7: Blotaufbau als Tankblot   

 

 

3.2.6 FACS-Analyse (Fluorescent activated cell scan) 

 

3.2.6.1 Apoptosebestimmung nach Morphologie 

 

Angewendet wurde die Durchflußzytometrie zur Analyse von Einzelzellen 

hinsichtlich Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Die 

Fluoreszenzeigenschaften der Zelle sind abhängig von der Zellkonstitution, der 

Granularität, der relativen Zellgröße, der Chromatinkondensation und der DNA-

Degradierung. 

Bei der Apoptosemessung erfolgte im FACS- Gerät anhand von 2 Laserstrahlen 

(dem Forwardscatter FSC und dem Sideward Scatter SSC).  

Der FSC informiert über Zellgröße und -struktur, der SSC über optische 

Homogenität, intrazelluläre Granularität, Zytoplasma- und Kernkondensation. 

Apoptotische und lebendige Zellpopulationen wurden in Darstellung im 

Koordinatensystem sichtbar, in welchem der SSC (Y-Achse) und FSC (X-Achse) in 
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logarithmischer Darstellung aufgetragen werden. 

Jeder Punkt im Koordinatensystem entspricht einer Zelle. Frühe Apoptoseformen 

erkennt man am erniedrigtem FSC (Zellschrumpfung) und erhöhtem SSC  

(Zellkernkondensation, DNA- Fragmentierung und Chromatinkondensation), späte 

Apoptoseformen stellten sich durch eine niedrige Intensität des FSC und SSC-

Signals dar; die Zelle wird nekrotisch. 

 

 

3.2.6.2 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials 

 

Noch bevor es beim Apoptosemechanismus zur Zellschrumpfung kommt, erfolgt 

eine Depolarisation und ein Abfall des mitochondrialen Membranpotentials: ∆Ψm. 

Zur Fluoreszenzanalyse von  ∆Ψm eignen sich lipophile und membrangängige 

Fluoreszenzfarbstoffe, wie Rhodamin 123 (RH 123) und TMRE 

(Tetramethylrhodaminethomidat) ; der Farbstoff wird von lebenden Zellen in den 

Mitochondrien akkumuliert ; oben genanntes TMRE lagert sich also an die 

mitochondriale Membran und ändert bei Laserstrahlanregung , je nach 

Depolarisation der Membran, die Intensität des Fluoreszenzsignals;  die Intensität 

des Fluoreszenzsignals kann im Fluoreszenzkanal 2 (FL-2) des 

Durchflußzytometers abgelesen werden.  

Die Datenauswertung erfolgt hier jedoch in Histogrammen, deren horizontale 

Achse die Fluoreszenz, und vertikale Achse die Anzahl der Ereignisse pro Klasse 

angibt. 
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3.2.6.3 Die Hoechst-Färbung 

 

Eine anschauliche Möglichkeit der Apoptosedarstellung ist  die Hoechstfärbung bei 

der 106 Zellen benötigt wurden; im pelletierten Zustand erfolgte diesen der Zusatz 

von 1ml RPMI-Medium und 1µg/ml Hoechstfarbstoff 33342. Die statistische 

Auswertung wurde nach viertelstündiger Inkubation im Fluoreszenzmikroskop bei 

einem Filter von 350nm durchgeführt, wobei  apoptotische Zellen durch hell 

leuchtende segmentierte Kerne und nekrotische Zellen durch hell leuchtende 

unsegmentierte Nuclei auffielen.  

 

 

Die Auswertung aller Versuche erfolgte durch Mittelung  der Messwerte ± SD von 

mindestens drei unabhängig durchgeführten Versuchen. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Apoptosemessung bei TRAIL-Behandlung und bei 

Bestrahlung in Jurkat- und BJAB-Zellen 

 

Ionisierende Strahlung und TRAIL bewirken eine Apoptoseinduktion. 

Es wurden Lymphomzellen der Reihe BJAB in den folgenden Versuchen 

untersucht. Dazu wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von 

TRAIL (25 ng und 100 ng) stimuliert. Nachfolgende Abbildung veranschaulicht die in 

folgenden Versuchen gewonnenen Daten. Ein Punkt entspricht einer Zelle. Die 

apoptotischen Zellen werden markiert und es kann ihr prozentualer Anteil an der 

Gesamtzellpopulation errechnet werden. Dabei ist zu beachten, dass die 

Spontanapoptose von der spezifischen Apoptose abzuziehen ist.  

 

 

 

  

Abbildung 8(a): Unbehandelte Jurkat Zellen, die Fläche R1 entspricht der 
Spontanapoptose   
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Abbildung 8(b): Jurkat- Zellen mit 100 ng TRAIL behandelt und nach 48 h gemessen. Die 
markierte Fläche entspricht der Apoptoserate nach 48 Stunden. 

 

 

 

 

Um die Ergebnisse der Durchflußzytometrie durch ein zusätzliches Messverfahren 

zu verifizieren, wurde die Hoechst Kernfärbung angewendet. Der Kernfarbstoff  

ermöglichte die Differenzierung von apoptotischen (hell- leuchtend- segmentierten) 

und nekrotischen (matt- leuchtenden und nicht segmentierten) Zellkernen. Es 

konnten in beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Daher 

wurde in folgenden Versuchen nur die weniger zeitaufwendige Methode der 

Durchflußzytometrie angewandt.  
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4.1.1 Zeit und Dosisabhängigkeit von TRAIL 

 

TRAIL ist zeit- und dosisabhängig. Abbildung 8 soll dies demonstrieren. Die 

Applikation von TRAIL erfolgte immer mit einem Zusatz von 1µg/ ml Enhancer 

(Antikörper, der TRAIL- Moleküle oligomerisiert und so auch zur Oligomerisierung 

der Rezeptoren und damit zur Verstärkung der TRAIL- Signaltransduktion führt).  

Dosis- und zeitabhängige Induktion von Apoptose in BJAB- 

Vektorzellen durch TRAIL- Stimulierung
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In einem zweiten Schritt erfolgte die Apoptoseinduktion durch Bestrahlung. In 

folgendem Diagramm ist die Apoptoserate nach Bestrahlung von BJAB- Zellen mit 

5 und 10 Gray ersichtlich.  

Abbildung 9: Zeit- und dosisabhängige Apoptose in BJAB- Lymphomzellen. Die 

Balken stellen die Standardabweichung dar. 
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Dosis- und zeitabhängige Induktion von Apoptose durch 

ionisierende Strahlung in BJAB-Zellen
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4.2 Die Rolle von FADD 

 

Das FADD Molekül steht im zelltodvermittelten Rezeptorweg als Adapterprotein 

zwischen Rezeptor und Caspasen an oberster Stelle. Forschungsergebnisse 

zeigten, dass das FADD Molekül im TRAIL- Rezeptorweg möglicherweise keine 

essentielle Rolle spielt (67).  Daher soll nun in folgenden Versuchen die Rolle des 

FADD- Moleküls in der TRAIL- induzierten Apoptose verifiziert werden. 

Dazu wurden zwei Lymphomzellinien verwendet. Einerseits die BJAB- 

Lymphomzellen, welche das FADD- Molekül exprimieren. Andererseits die BJAB- 

FADD-DN Lymphomzellen (FADD dominant negative Mutante). Diese Zellreihe 

zeichnete sich durch ein trunkiertes FADD- DN Molekül aus; durch Überexpression 

dieser defekten FADD- Form besteht also eine blockierte FADD- Funktion. Die 

Expression des trunkierten FADD- DN Moleküls konnte mittels Western-Blott 

Abbildung 10: Dosis- und zeitabhängige Apoptose durch ionisierende Strahlung in 

BJAB- Zellen. Die Balken stellen die Standardabweichung dar. 



Ergebnisse 
 

40

verifiziert werden. 

 

 

 

 

4.2.1 Einfluss der Überexpression von FADD- DN auf die TRAIL-

induzierte Apoptose 

 

In folgendem Experiment sollte untersucht werden, welche Wirkung TRAIL auf 

BJAB und BJAB- FADD- DN- Zellen ausübt. Beide Zellreihen wurden mit 25 und 

100 ng TRAIL/ml stimuliert. 

Die Apoptoserate wurde für beide Zellreihen jeweils nach 12, 24, 36, 48 Stunden 

mittels Durchflußzytometrie ermittelt. Jedes Experiment wurde mindestens drei 

Mal durchgeführt und die Apoptoserate statistisch ausgewertet. 

Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass TRAIL- Stimulation bei der BJAB- FADD- 

DN-Zellpopulation keine Apoptose hervorrief, im Gegensatz zu einer Apoptoserate 

von 70 % bei der BJAB - Vektorzelllinie.  

Abbildung 11: Nachweis des FADD- DN- Moleküls. Das trunkierte FADD- DN 

Molekül kann nur in der in der BJAB- FADD- DN- Zellkultur nachgewiesen werden. 

Die obere Doppelbande, bei beiden Zellinien sichtbar, weist das untrunkierte FADD- 

Molekül nach.  
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BJAB-Vektor und FADD-DN  nach TRAIL-Stimulierung (25ng/ml 

und 100 ng/ml)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 10 20 30 40 50 60

Zeit [h]

A
p
o
p
to
s
e
ra
te
 [
%
]

Vektor 25ng

Vektor 100ng

FADD 25ng

FADD 100ng

 

 

 

 

 

 

 

 

Die TRAIL- Apoptose scheint somit bei BJAB- FADD- DN- Zellen vollständig 

gehemmt. 

 

 

 

4.2.2 Einfluss der Überexpression von FADD- DN auf 

strahleninduzierte Apoptose 

 

Zur Beantwortung der Fragestellung der FADD- Abhängigkeit der 

strahleninduzierten Apoptose wurden im Folgenden  BJAB- Lymphomzellen 

(Kontroll- Vektor- Zellen) und BJAB- FADD- DN untersucht. Die beiden Zellinien 

wurden mit jeweils 5 und 10 Gray bestrahlt. Der strahleninduzierte Apoptoseweg 

Abbildung 12: Nachweis von Apoptose nach TRAIL- Stimulierung mit 25 und  100 

ng/ml in BJAB- Vektor und BJAB- FADD-DN-Zellen; die Ergebnisse wurden mittels 

Durchflußzytometrie gewonnen; die Überexpression von FADD-DN hemmt die 

TRAIL-induzierte Apoptose. Die Balken stellen die Standardabweichung dar (n=3). 
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läuft hauptsächlich über das Mitochondrium (siehe Kapitel 1.2.1.3) und nutzt die 

Caspasenaktivierung als Verstärkungsmechanismus. 

Abbildung 13 zeigt: für beide Zellinien gilt, je höher die Strahlenwirkung, umso 

größer die prozentuale Apoptoserate. Die BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN- 

Zellen zeigten bei 10 Gy nach 48h eine Apoptoserate von 30% und 17%. Bei 5 Gy 

ist kein signifikanter Unterschied in der Apoptoserate nachweisbar: FADD- DN: 4% 

Apoptoserate und BJAB- Vektor: 6 % Apoptoserate. 

 

BJAB-Vektor und FADD-DN Zellen nach Bestrahlung mit 5 und 10 Gy
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der  Induktion von Apoptose durch Bestrahlung mit 

5 und 10 Gy in Vektor und FADD- DN- Zellen; in Zellen mit Überexprimierung von 

FADD-DN ist Apoptose im Gegensatz zu TRAIL- Apoptose nachweisbar. Die Balken 

stellen die Standardabweichung dar (n=3). 
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4.2.3 Kombinationswirkung von Bestrahlung und TRAIL- 

Stimulation 

 

FADD ist für den TRAIL- induzierten Apoptosemechanismus essentiell. Dagegen 

reagieren BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN- Zellen auf Bestrahlung ohne 

signifikanten Unterschied. Um die Frage der FADD- Abhängigkeit der 

Kombinationsbehandlung zu klären, wurden nun BJAB- Vektor und BJAB- FADD- 

DN Zellen mit der Kombination aus beiden Apoptosestimuli behandelt. 

Beide Zelllinien wurden mit einer TRAIL-Dosis von 100 ng/ml  vorbehandelt und 10 

Stunden später mit 10 Gy bestrahlt.   

Abbildung 14 zeigt folgende Ergebnisse: Die Vektorzellen zeigten unter 

Behandlung mit 10 Gy eine Apoptoserate von 17,1 %, die Behandlung mit 100 ng 

TRAIL erzielte eine Apoptoserate von 71,1 %. In der Kombinationsbehandlung war 

eine Apoptoserate von 84,9 % zu verzeichnen. 

 Das zweite Diagramm stellt die Apoptoseraten der BJAB- FADD- DN Zellen unter 

Einzelbehandlung dar. Nach Stimulierung mit 10 Gray: 29,7 %, nach Behandlung 

mit 100 ng TRAIL: 0 %. In der Kombinationsbehandlung ließ sich eine 

Apoptoserate von 34,4 % erzielen.  

Demzufolge scheint die Kombinationsbehandlung bei BJAB- FADD- DN Zellen 

keine nennenswerte Erhöhung der Apoptoserate (34,4 %) im Vergleich zur 

Einzelbehandlung mit 10 Gy (29,7 %) zu bewirken.   



Ergebnisse 
 

44

BJAB-Vektor in der Kombinationswirkung
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Abbildung 14: Kombinationsbehandlung von BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN- 

Zellen mit 10 Gy und 100 ng /ml TRAIL. Die Ergebnisse wurden mittels 

Durchflußzytometrie ermittelt. Erkennbar ist eine durch Kombinationsbehandlung 

erzielbare Apoptoserate von 84,9 % bei BJAB- Vektor- Zellen;  im Vergleich dazu 

die Einzelbehandlung mit TRAIL: 71,1%  und Einzelbehandlung mit ionisierender 

Strahlung: 17,1%. 
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4.2.4 Caspasenaktivierung durch TRAIL- Behandlung, 

ionisierende Strahlung und Kombinationsbehandlung 

 

Parallel zu obigen Versuchen sollte nun die Apoptoseinduktion durch ionisierende 

Strahlung, TRAIL oder Kombinationsbehandlung, wie in Kapitel 4.2.1 bis 4.2.3 

gezeigt wurde, biochemisch mittels Westernblottechnik erfasst werden. 

Dazu wurden BJAB- Vektor und BJAB- FADD-DN Zellen mit 10 Gy bestrahlt. Nach 

12 Stunden erfolgte die Herstellung der Zellysate. In einer zweiten Versuchsreihe 

wurden beide Zellinien mit 100 ng /ml TRAIL stimuliert und in einer dritten 

Versuchsreihe wurden beide Zellinien in einer Kombination aus 100 ng/ml TRAIL 

und 10 Gy behandelt. In Abbildung 15 erkennt man die ungespaltene 

Procaspasenform (Procaspase- 8)  und die durch Caspasenspaltung entstandene 

aktive Form: hier p 43/41 Caspase-8. Die Caspasenaktivität lässt sich je nach 

Filmbelichtung durch Zunahme der Spaltprodukte (hier PARP-cleaved p85) oder 

Abnahme der Procaspasenform  (Procaspase 8 p55/54) nachweisen.  
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Abbildung 15: Aktivierung von Caspase- 8 und dem Caspase- 8 Spaltprodukt (PARP-

cleaved) in der Einzelbehandlung mit TRAIL und 10 Gray Bestrahlung, sowie in der 

Kombinationsbehandlung in BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN- Zellen. Die 

Abkürzung Ko steht für die unbehandelten Zellen. Die Zunahme der 

Caspasenaktivierung bei Kombinationsbehandlung in der BJAB- Vektorzellreihe ist an 

der Abnahme der inaktiven Proform von Caspase- 8 ersichtlich. Caspase 8 wird nach  

Kombinationsbehandlung in BJAB- Vektorzellen stärker gespalten, als in FADD- DN 

Zellen. Die Einzelbehandlung von FADD- DN Zellen mit TRAIL führt zu keiner 

signifikanten Caspase- 8- Spaltung.  
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4.3 Weitere molekulare Mechanismen bei der Kombination des 

TRAIL-Zelltodliganden mit ionisierender Strahlung 

 

Die Kombination von TRAIL mit ionisierender Strahlung führt zu deutlich erhöhten 

Effekten bei der Apoptose in malignen Zellsystemen. In den vorangegangenen 

Versuchen wurde demonstriert, dass FADD essentiell für die Kombinationswirkung 

ist und der Kombinationseffekt nur in Zellsystemen zu beobachten ist, welche das 

FADD-Molekül exprimieren.  

 

4.3.1 Nachweis von Caspase- 8 

 

Zur Überprüfung der Rolle von Caspase- 8 in der zelltodrezeptorvermittelten, 

strahlungsinduzierten und kombinierten Apoptose  wurden zwei Zellinien 

untersucht : die Kontrollzellinie : Jurkat A3 (diese Zellinie ist Caspase- 8 positiv) 

und die Caspase-8 negative Zellinie, ohne Caspase- 8. 

Abbildung 16 zeigt im Westernblotverfahren, dass in Caspase-8 negativen Zellen 

Procaspase-8 nicht nachweisbar ist. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16 : Nachweis von Procaspase 8. In der Kontrollzellinie: Jurkat A3 ist die 

Procaspase 8 vorhanden, in Caspase- 8 negativen Zellen lässt sich die Procaspase  8 

nicht nachweisen. 
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4.3.2 Rolle von Caspase-8 für die TRAIL- induzierte Apoptose, 

die strahleninduzierte Apoptose und die 

Kombinationsbehandlung 

  

In der Literatur (siehe Kapitel 1.2.1.6) gibt es mehrere Hinweise, dass Apoptose, 

ausgelöst durch Zelltodrezeptoren, wie beispielsweise  Fas, TRAMP/DR-3 und 

TNFα abhängig von Caspase-8 sind. Demnach erwiesen sich Zellen mit erhöhtem 

FLIP- (flice inhinbiting protein) Spiegel resistent gegenüber dem TRAIL- Stimulus 

(94, 95).  

Ziel nachfolgender Experimente ist die Caspase- 8 Abhängigkeit für die TRAIL- 

Behandlung und Bestrahlung zu untersuchen. Folgende Versuche zeigen die 

Apoptoseraten nach Einzelstimulus (Abbildung 17) und Kombinationsbehandlung 

(Abbildung 18). Wie in vorigen Versuche erfolgte die Auswertung der 

Apoptoseraten mittels FACS- Analyse. 

Aus Abbildung 16 ist ersichtlich: Caspase- 8- negative und Jurkat A3- Zellen 

zeigen unter Bestrahlung mit 5 und 10 Gray vergleichsweise ähnliche 

Apoptoseraten. 

Unter TRAIL- Einzelstimulus (100 ng) lassen sich in der Jurkat- Zellpopulation 

Apoptoseraten von 97,01 % erzielen, in der Caspase- 8- negativen Zellreihe: 30 

%. 

Die Kombination aus beiden Stimuli zeigt in Jurkat A3- Zellen keine nennenswerte 

Steigerung der Apoptoserate. Unter TRAIL- Einzelstimulus zeigt sich eine 

Apoptoserate von 83,5 % unter Kombinationsbehandlung: 84,4 %. Demnach 

berechnet sich ein Zuwachs der Apoptoserate in der Kombinationsbehandlung um 

0,9 %. 

Die Caspase 8- negative Zellinie hingegen reagiert bei Kombination der beiden 

Einzelstimuli (10 Gy Einzelbehandlung:  21,19 % Apoptoserate, 100 ng TRAIL 

Einzelbehandlung:  21,09 % Apoptoserate) mit einem supraadditiven Effekt. Denn 

in der Kombinationsbehandlung ist eine Apoptoserate von 57,09 %   zu 

verzeichnen. 
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Wirkung von Bestrahlung auf Jurkat A3 und Caspase-8-negative 

Zellen
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Abbildung 17: Apoptoseinduktion nach TRAIL- Stimulus (oben) und Bestrahlung 

(unten) in Caspase- 8- negativen-Zellen(hier abgekürzt als 8-/-) und in deren Jurkat A3- 

Kontrollzellen. TRAIL führt in  8-/-  Zellen zu einer reduzierten Apoptose. Im Vergleich 

dazu reagieren Jurkat und 8-/- Zellen auf Bestrahlung etwa gleich. Die 

Spontanapoptose wurde berücksichtigt, die Balken entsprechen der 

Standardabweichung. 
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Kombinationswirkung in Jurkat A3-zellen
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Abbildung 18: Apoptoseinduktion nach Kombinationsbehandlung in Jurkat A3- Zellen 

(oben) und Caspase 8-/- Zellen (unten). In beiden Zellpopulationen lässt sich  eine 

Kombinationswirkung nachweisen. Die Caspase 8-negative Zellinie reagiert bei 

Kombination der beiden Stimuli mit einem supraadditiven Effekt. 
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Der TRAIL- Rezeptorweg impliziert die Rekrutierung von FADD als Adaptermolekül 

an den Rezeptor. Es folgt daraufhin die autoproteolytische Aktivierung von 

Caspase-8 und danach Caspase-3. Der simple Kaskadenweg wird durch die 

Anwesenheit einer mitochondrialen Verstärkungskaskade kompliziert, welche die 

Caspase-8 vermittelte Aktivierung des Bid- Moleküls beinhaltet. PARP fungiert als 

Spaltsubstrat von Caspase-8. Daher wurde parallel zu den oben einsehbaren 

Ergebnissen der Durchflusszytometriemessung in der Caspase-8 negativen und 

Jurkat A3 Zellinie die Aktivität von Caspase-3, Bid  und PARP durch Westernblot 

für die Einzelstimuli und  Kombinationsbehandlung biochemisch  ermittelt. Alle 

Lysate wurden nach jeweils 20 Stunden hergestellt. 

Abbildung 19 zeigt, dass 20 Stunden nach Stimulation von Jurkat A3 Zellen mit 

100 ng/ml TRAIL ein Teil der Procaspase 3 und fast der komplette Teil der PARP- 

Proform aufgebraucht wurde. Dagegen  sind die inaktiven Formen  nach 

Kombinationsbehandlung der Jurkat- A3 Zellen deutlich reduziert, zugunsten ihrer 

Spaltprodukte. Bei den Caspase- 8 negativen Zellen zeigen sich in der 

Einzelbehandlung kaum Spaltprodukte im Sinne von aktivierter Caspase- 3 und  

dem PARP- Spaltprodukt p85. Erstaunlich hingegen ist das deutlich nachweisbare 

PARP Spaltprodukt in der Kombinationsbehandlung, wobei PARP- Proform noch 

fast unverbraucht zur Darstellung kommt.  

Caspase- 8 spielt demnach keine Rolle für die Kombinationsbehandlung. 

 

 



Ergebnisse 
 

52

Abbildung 19: Westernblotergebnisse der Einzelbehandlung (10 Gray Bestrahlung und 

Stimulierung mit 100 ng/mlTRAIL) und Kombinationsbehandlung Caspase- 8- negativer 

und Jurkat-A3-Zelle; Zunahme der Caspasenaktivierung bei der Kombinationsbehandlung 

ist bei den Jurkat A3 Zellen an der Abnahme der inaktiven Proformen von Caspase- 3 und 

PARP zu erkennen.  

 

 

 

Aus Abbildung 17 unteres Diagramm geht eine Apoptoserate von ~20 Prozent 

nach TRAIL Stimulierung Caspase- 8 negativer Zellen hervor. Daher war auch hier 

die Untersuchung auf Aktivität von Caspase- 3, Bid, und PARP nach 

Einzelstimulierung mit TRAIL interessant. Abbildung 19 zeigt 48 Stunden nach 

TRAIL-Stimulierung bei Jurkat A 3 Zellen eine komplett aufgebrauchte Bid- 

Caspase-3 und PARP- Profrom. Bei Caspase 8-/- Zellen kommt es 48 h nach 

Stimulus erst zur Darstellung der Spaltprodukte von Bid, Procaspase 3 und PARP. 
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4.3.3 Einfluß anderer Caspasen in der Kombinationswirkung 

 

Eine Kombination von TRAIL und Bestrahlung ist an das Vorhandensein von 

FADD geknüpft. Da in dem durchgeführten Kombinationsexperiment  mit Capase- 

8 defizienten Zellen trotzdem ein synergistischer Effekt nachweisbar war, sollte der 

Fragestellung nachgegangen werden, ob es eine alternative Initiatorcaspase gibt, 

die als Surrogat für Caspase- 8 dienen könnte. Daher wurde die Aktivierung von 

Caspase- 10 untersucht. Abbildung 21 zeigt, dass TRAIL in Abwesenheit von 

Caspase- 8 zur Aktivierung von Caspase- 10 führen kann.  

 

Abbildung 20: Apoptoseinduktion in Jurkat A3 und Caspase 8-/- Zellen nach 

Einzelstimulus mit TRALl (100ng/ml)  Zunahme der Caspasenaktivierung ist in Jurkat 

A3 Zellen nach alleiniger TRAIL-Behandlung nach 48h an der Abnahme ihrer inaktiven 

Proform von Bid, Caspase-3 und PARP deutlich erkennbar. Nach 48 Stunden findet 

man in Caspase 8 negativen Zellen nach Einzelstimulus mit TRAIL erstmals die 

Spaltprodukte von Bid (p14), Caspase-3 (p-17 und p12) und PARP (p85).  
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Abbildung 21: Caspase-10- Aktivierung nach Stimulierung Caspase-8 defizienter Zellen 

mit TRAIL- Einzelstimulierung Nach 48h ist in Caspase-8-negativen Zellen die Spaltung 

von Caspase-10 erkennbar. 
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5. Diskussion 

 

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Die Induktion von Apoptose in Tumorzellen ist ein wichtiges Ziel in der 

radioonkologischen und medikamentösen Tumorbehandlung.  

Die Kombination zweier Apoptosemechanismen  (Zelltodrezeptorstimulation und 

ionisierende Strahlung) kann zu deutlich höheren Apoptoseraten führen. Da 

unklar ist, welche Moleküle für den Kombinationseffekt verantwortlich sind, 

wurde in der vorliegender Doktorarbeit die Frage untersucht, ob  FADD und 

bestimmte Caspasen (Caspase- 8 und 10) für den Kombinationseffekt 

verantwortlich sind. 

Vorliegende Ergebnisse demonstrieren, dass die Caspasenaktivierung über 

Zelltodrezeptoren FADD- abhängig verlaufen kann. TRAIL- Stimulus führt in 

BJAB Zellen zur Caspase-8-Aktivierung. Zellen mit trunkiertem FADD Molekül 

zeigen im Westernblot keine Caspasenaktivierung. 

Verwendet man im Einzelstimulus ionisierende Strahlung, so ist kein 

Unterschied in der Caspasenaktivierung von BJAB und BJAB- FADD- DN Zellen 

ersichtlich. Strahlentherapie kann FADD- unabhängig Apoptose induzieren. 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass nur in Zellen mit intaktem FADD 

Molekül ein additiver Apoptoseeffekt nach Kombination von TRAIL und 

Bestrahlung erzielt werden kann (Abbildung 14). Es lässt sich demnach 

schließen, dass das FADD- Molekül essentiell für den Kombinationseffekt ist. 

Tumorzellinien entziehen sich der Apoptoseinduktion durch 

Resistenzmechanismen. So wurden von TEITZ et al. Neuroblastomzelllinien 

untersucht, die sich durch Caspase- 8- Negativität auszeichneten (104). Die 

weiteren Versuche in vorliegender Doktorarbeit  demonstrieren die Rolle von 

Caspase- 8 in der Einzelbehandlung und in der Kombination (TRAIL und 

ionisierende Strahlung). 

TRAIL- Einzelstimulierung führt in Caspase- 8 negativen Zellen nach 48 h zu 

einer niedrigeren Apoptoserate (30%) als in Jurkat- Zellen (97%). Ionisierende 

Strahlung führt in Jurkat und Caspase- 8 negativen Zellen zu einer 
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vergleichbaren Apoptoserate. Unter Kombinationsbehandlung (100 ng TRAIL 

und 10 Gy) zeigte sich in Caspase- 8 besitzenden Zellen kein additiver 

Apoptoseeffekt. In Caspase- 8 negativen Zellen hingegen wies die 

Kombinationsbehandlung einen synergistischen Apoptoseeffekt auf (Abbildung 

18). 

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse: FADD ist essentiell für den 

Kombinationseffekt und der Kombinationseffekt von TRAIL und Bestrahlung ist 

nur partiell von Caspase 8 abhängig. Abbildung 21 demonstriert die Aktivierung 

der Caspase 10 in Caspase- 8 negativen Zellen, als möglichen 

Erklärungsversuch für den synergistischen Apoptoseeffekt nach 

Kombinationsbehandlung in Caspase- 8 negativen Zellen. 

 

5.2 Weitere Signaltransduktionsmechansimen von TRAIL 

 

Außer der Caspasenaktivierung führt TRAIL- Stimulierung (ähnlich der TNF- 

Stimulierung) zur FADD und Caspasen- unabhängigen Aktivierung vom 

Transkriptionsfaktor NF-кB (105). Die Aktivierung von NFкB führt zur Aktivierung 

von Proteinkinasen, welche das Stress-Signal von der Zelloberfläche in den 

Zellkern weiterleiten. Es folgt die Transkription antiapoptotischer Gene (106, 

107).  Unklar erscheint die genaue Beeinflussung der Apoptosemechanismen 

durch NFкB. So demonstrierte JEREMIAS et al. dass die Hemmung der NFкB- 

Aktivierung in Lymphomzellen zur Wiederherstellung der TRAIL- Sensibilität 

führte (108).  

Ebenfalls kann TRAIL zur Stimulation der so genannten stressaktivierten 

Proteinkinasen (JNK und SAPK) führen (109). MÜHLENBECK untersuchte die 

JNK- Stimulierung in HeLa Zellen die in diesen caspasenabhängig erfolgte. In 

einem weiteren Zellsystem, den Kym-1 Zellen konnte eine 

caspasenunabhängige JNK- Aktivierung gezeigt werden. Untersuchungen der 

Forschergruppe bestätigten eine FADD- unabhängige Aktivierung des JNK- 

Systems. Unklar bleibt, inwiefern die Aktivierung des JNK- Systems zur 

Apoptose beiträgt. Scheinbar wirkt die JNK- Aktivierung unterstützend auf die 

TRAIL- induzierte Apoptose. Die alleinige JNK- Aktivierung reicht jedoch nicht 
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zur Apoptoseinduktion aus.  

 

 

Abbildung 22: Schematische Darstellung der JNK- Aktivierung durch TRAIL. Nach 

MÜHLENBECK et al. 1998 (109). In KYM- 1 Zellen erfolgt die JNK- Aktivierung 

caspasenunabhängig. In HeLa-Zellen ist diese caspasenabhängig. Die alleinige JNK- 

Aktivierung resultiert nicht in der Apoptose der Zelle. 
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5.3 FADD- Abhängigkeit der TRAIL- Behandlung und der 

Kombinationsbehandlung 

 

Die Signalkaskade über die Zelltodrezeptoren CD- 95, TRAIL- R1 und TRAIL- 

R2 weisen eine gewisse Strukturähnlichkeit auf. Die Bindung von CD- 95 

Liganden bewirkt eine Trimerisierung des Rezeptors. Daraufhin folgt die 

Rekrutierung von FADD als Adaptermolekül, was zur autoproteolytischen 

Aktivierung von Caspase- 8 führt (71, 83). Noch ist unklar, welches 

Adaptermolekül der TRAIL- Rezeptor benötigt. SCHNEIDER et al. zeigte eine 

FADD- abhängige Signaltransduktion über den TRAIL- R1 und TRAIL– R2 

Rezeptor. Ebenso demonstrierte diese Forschergruppe, dass Zellen mit 

dominant negativem FADD keine Apoptoseinduktion aufweisen (110).  

PAN et al. berichten andererseits über einen FADD- unabhängigen 

Apoptosemechanismus über den TRAIL- Rezeptor- DR 4 (67). 

 Vorliegende Doktorarbeit demonstriert in FADD- exprimierenden Zellen nach 

TRAIL- Applikation im Westernblot eine Caspase- 8 Spaltung. In FADD- DN 

Zellen lässt sich im Westernblot keine Caspase- 8 Spaltung nachweisen. Es 

kann geschlussfolgert werden, dass die TRAIL- induzierte Apoptose FADD 

abhängig verläuft. Insgesamt kann die Wirkung auf den einzelnen Rezeptor DR4 

und DR5 in diesem Setting nicht unterschieden werden.  
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Abbildung 23: (nach L.E. French und J. Tschopp ,1999 (111)) Apoptosemechanismus 

des TRAIL-Rezeptors TRAIL-R1 und - R2. Beide Rezeptoren sind Typ 1-

transmembranäre Proteine und besitzen die zytoplasmatische Todesdomäne death 

domain zur Apoptoseinduktion. Im Gegensatz dazu besitzen weder TRAIL- R3 (welches 

GPI-gelinkt ist) noch TRAIL-R4 (mit trunkierter zytoplasmatischer Todesdomäne/ death 

domain) die Möglichkeit der Apoptoseinduktion. Nach Ligandenbindung an den Rezeptor 

erfolgt die Rekrutierung des FADD- Adaptermoleküls an den Rezeptor, welcher die 

autoproteolytische Aktivierung von Caspase- 8 initiiert. 

 

 

Ebenso ist aus vorliegender Arbeit ersichtlich, dass FADD für den 

Kombinationseffekt essentiell ist, denn nur in BJAB- Zellen konnte nach 

Kombinationsbehandlung ein additiver Apoptoseeffekt erzielt werden  (siehe 

Abbildung 14).   
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5.4 Caspase- 8 Abhängigkeit der TRAIL- Behandlung und 

der Kombinationsbehandlung 

 

Der Caspase- 8 Aktivierung wird die wichtigste Rolle in der Apoptoseinduktion 

durch TRAIL zugeschrieben. BODMER et al. zeigte, dass Caspase- 8 negative 

Zellen keinen DISC- Komplex formen konnten und gegenüber TRAIL- 

Konzentrationen von 1 µg/ml 16 h lang apoptoseresistent blieben (112). Die 

Forschungsergebnisse der Gruppe KISCHKEL et al. und WANG et al. zeigen 

eine Aktivierung von Caspase- 10 nach TRAIL-  Stimulus (113, 114). WANG et 

al. zeigte: Zellen mit Caspase- 10 Mutation reagieren resistent auf 

Einzelbehandlung. Auch die Daten der Forschergruppe PAN et al. legt die  

Annahme nahe, dass Caspase- 10 neben Caspase- 8 ebenfalls eine Rolle in der 

TRAIL- vermittelten Apoptose spielt: Apoptose über die Rezeptoren DR4 und 

DR5 ließ sich durch die dominant negative Form von FLICE (= Caspase 8) nur 

partiell blockieren (67).  

Abbildung 21 zeigt in Caspase- 8 negativen Zellen 48h nach TRAIL Behandlung 

die Aktivierung von Caspase- 10. Im Gegensatz zu BODMER et al. (112) wurde 

hier eine Beteiligung von Caspase- 10 in der TRAIL- vermittelten Apoptose 

gezeigt. Die Tatsache, dass ähnliche Versuchsanordnungen zu 

unterschiedlichen Schlussfolgerungen führten, kann auf die unterschiedlichen 

Messzeitpunkte der Apoptoserate zurückgeführt werden.  So erfolgte in 

vorliegender Arbeit eine Messung der Apoptoserate zu einem erheblich späteren 

Messzeitpunkt (48h). Eine Restaktivität von Caspase- 8 in Caspase- 8 negativen 

Zellen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.  

Für die Kombinationsbehandlung ist die Anwesenheit von Caspase- 8 nicht 

essentiell notwendig. In Abbildung 18 ist ersichtlich: In Caspase- 8 negativen 

Zellen ist nach Kombinationsbehandlung mit einem supraadditiven 

Apoptoseeffekt nachweisbar. 
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5.5 Erklärungsversuch für die Entstehung des 

Kombinationseffektes 

 

Zusammenfassend kann gefolgert werden: FADD wird für den 

Kombinationseffekt benötigt. Der Kombinationseffekt ist caspasenunabhängig. 

Chinnayian et al. zeigte, dass Vorbestrahlung von Mammacarcinomzellen zu 

einer TRAIL- Sensibilisierung führte (115). Dieser Effekt wurde auf die 

Heraufregulierung von TRAIL- Rezeptoren: DR5 zurückgeführt (116). Auch 

Leukämiezellen zeigten nach Vorbestrahlung eine vermehrte Expression von 

TRAIL- R1 Rezeptoren (117). MARINI et al. untersuchte den Kombinationseffekt 

von ionisierender Strahlung und TRAIL in soliden Tumorzellgruppen. Alle 

reagierten in der kombinierten Behandlung mit verstärkten Apoptoseraten; der 

Kombinationseffekt war am deutlichsten in den Gruppen, in denen die 

sequentielle TRAIL- Applikation nach ionisierender Bestrahlung erfolgte. In fünf 

der sechs Zellinien ließ sich eine Heraufregulation des TRAIL- Rezeptors DR5 

dokumentieren. Die Herraufregulation des Rezeptors korrelierte jedoch nicht mit 

der TRAIL Sensibilität. Schlussfolgernd ist die Herraufregulierung des TRAIL- 

Rezeptors nicht der einzige Mechanismus, der für die TRAIL- Sensibilisierung 

verantwortlich gemacht werden kann (117). Abgesehen von der 

Heraufregulierung extrazellulärer Rezeptoren ermöglichen ebenfalls 

intrazelluläre Moleküle einen Kombinationseffekt. So zeigt BROADDUS et al., 

dass Bid ebenfalls am synergistischen Effekt von TRAIL- und DNA- 

destruierenden Stimulus beteiligt ist (118). 
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Abbildung 24: nach C. Belka (1999 & 2000)(119 und 120) Möglicher Wirkmechanismus 

der Kombinationstherapie von TRAIL und ionisierender Strahlung. TRAIL wirkt via FADD 

auf die Caspase-8 und Caspase-3 Spaltung. Caspase 3 und Caspase 8 bewirken via Bid 

die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom-c c. Die Cytochrom-c Freisetzung wird 

über Bcl-2 und Bcl-xl reguliert.  Die mittels TRAIL aktivierte Caspase-3 vermag Bcl-2 zu 

spalten und dessen inhibitorische Funktion auf strahleninduzierte Apoptose aufzuheben. 

Ionisierende Strahlung kann über p 53 die proapoptotischen Bh3- Proteine Puma, Bax 

und Noxa aktivieren. Dies führt  intrazellulär zur Freisetzung von AIF (apoptosis inducing 

factor) und zur Cytochrom c Freisetzung. Über Caspase 9 und Caspase 3 existiert ein 

Verstärkermechansimus via Bid.  Ionisierende Strahlung ihrerseits verbessert die TRAIL-

Wirkung durch Heraufregulation der TRAIL-Rezeptoren.  
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5.6 TRAIL- Effekt in vivo 

 

TRAIL wurde nach der Erprobung im Zellmodell ebenfalls in vivo in athymischen 

Mäusen untersucht, welche Colonkarzinomzellen als Tumorxenograft trugen. 

TRAIL- Injektion bewirkte eine Tumorregression oder Tumorsupression. Mäuse 

mit soliden Tumoren zeigten nach TRAIL- Applikation  Tumorzellapoptose, die 

mittels Westernblot dokumentiert werden konnte. Auch wirkte sich die TRAIL- 

Gabe günstig auf die Überlebenszeit aus (99). 

TRAIL bietet im Gegensatz zum verwandten Zelltodliganden Fas- L einen 

Vorteil. Nach Applikation von Fas- L im Tiermodell traten neben der 

gewünschten Apoptosereaktion toxische Reaktionen (Leberversagen und 

septischer Schock) auf (96, 121, 122). 

ASHKENAZI et al. und WALCZAK et al. konnten zeigen, dass keine TRAIL-

toxische Wirkung auf Hepatozyten von Mäusen, Rhesus- Affen und Ratten zu 

erwarten ist (99, 100). 

JO et al. beobachteten die TRAIL- Toxizität an humanen Hepatozyten (101).  

Allerdings widerlegten LAWRENCE et al. die Ergebnisse der Experimente von 

JO et al., indem die angebliche Toxizität des TRAIL- Moleküls auf dessen 

biochemische Aufbereitung zurückgeführt wurde (102). JO et al. arbeiteten mit 

einem aufbereiteten TRAIL- Molekül, welches mit einem Polyhistidinrest beladen 

war. LAWRENCE et al. änderten ihre TRAIL- Versionen in TRAIL.His und 

TRAIL.0 um. Die TRAIL.His Version induzierte, genau wie CD-95L in humanen 

Hepatozyten Apoptose, wohingegen das TRAIL.0- Molekül keinerlei 

apoptotischen Effekt in Hepatozyten hervorrief. Die intravenöse Applikation von 

TRAIL.0 am Tiermodell (Schimpanse und Maus) wurde ebenfalls ohne klinische 

Nebenwirkung (Leberschädigung) vertragen. Somit scheint der Anwendung von 

TRAIL in der Tumortherapie weiterhin sehr viel versprechend.
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6. Zusammenfassung 

 

In der Statistik der Todesursachen stehen Krebserkrankungen in den 

Industrieländern an zweiter Stelle. Der Therapieerfolg der Strahlentherapie ist 

jedoch durch Normalgewebstoleranzen und Resistenzmechanismen (Bcl-2 und 

Caspase-8- Negativität) von Tumorzellen eingeschränkt. Deshalb wird nach 

Möglichkeiten gesucht, durch Kombination mit zytotoxischen Substanzen die 

Strahlendosis möglichst gering zu halten. TRAIL ist ein neues 

tumorzellspezifisches apoptoseinduzierendes Agenz, ohne relevante 

Nebenwirkungen in Normalgewebszellen. Da Tumorzellen Resistenzmechanismen 

gegen TRAIL- Stimulierung entwickeln können (Caspase-8-Negativität in 

Gehirntumorzellen (123)), ist die alleinige TRAIL- Gabe in der Tumorbekämpfung 

nicht sinnvoll. Durch Kombination beider Behandlungsschemata, welche 

unterschiedliche Signaltransduktionswege benutzen, lassen sich potentielle 

Resistenzmechanismen überwinden und normales Gewebe schonen.  

Vorliegende Doktorarbeit demonstriert: das FADD- Molekül wird für den 

Kombinationseffekt benötigt. Der Nachweis eines Kombinationseffektes in 

Caspase- 8 negativen Zellen, die primär wenig auf TRAIL- Rezeptorstimulation 

und Radiatio reagieren, zeigt die Möglichkeit auf, Resistenzmechanismen von 

Tumorzellen zu überwinden, zumal Caspase- 8 Negativität in einigen 

Tumorzellinien nachgewiesen wurden (123).  

 

 

6.1 Ausblick  

 

In zukünftigen Versuchen sollte nun der Kombinationseffekt von TRAIL und 

ionisierender Strahlung in vivo Modellen untersucht werden, um ein neues 

Therapiekonzept für die Behandlung von Tumorerkrankungen zu entwickeln. 

Dabei sind auch Untersuchungen mit neuen agonistischen TRAIL- 

Rezeptorantikörpern, die bereits in klinischen Phase I und II Studien getestet 

werden, von großem Interesse. Ebenfalls sollte die Ursache der TRAIL- 

Sensibilisierung durch ionisierende Strahlung erklärt werden, deren Effekt man 
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einerseits in der TRAIL- Rezeptorregulation und andererseits in weiteren 

intrazellulären Mechanismen vermutet.  
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