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1. Einleitung 
 
1.1 Der programmierte Zelltod 
 
1.1.1 Apoptose historisch 
 
In der Mitte des 19. Jahrhunderts entdeckte C. Vogt 1 bei der Untersuchung der 

Metamorphose in Amphibien einen Zelltod, der physiologisch gewollt zu sein 

schien. Hundert Jahre später wurden ähnliche Vorgänge auch bei der 

embryonalen Entwicklung von Säugetieren beobachtet und als programmierter 

Zelltod (PCD) bezeichnet. Anfang der siebziger Jahre fand der australische 

Pathologe Kerr bei der Beobachtung des Zelltodes von Hepatozyten  

morphologische Veränderungen, die sich deutlich von denen der Nekrose 

unterschieden2. Die Veröffentlichung seiner Ergebnisse, in denen er beschreibt 

wie der Zelltod im Rahmen der Embryogenese vom klassischen, durch 

Verletzung herbeigeführten Zelluntergang, der Nekrose, differenziert werden 

kann, gilt heutzutage als eine Landmarke in der Apoptose-Forschung.  Der 

Begriff „Apoptose“ (apo = ab, los, weg; ptosis = Senkung) beschreibt das 

Abfallen der Blätter im Herbst und gibt damit einen bildlichen Vergleich für das 

altruistische Absterben einzelner Zellen zum Wohle des Organismus.  Im Jahr 

1990 fanden Forscher heraus, dass ein tumorerzeugendes Gen bei 

Überexpression eine Apoptose der malignen Zellen verhindert3. Damit war die 

Apoptose zu einem der attraktivsten neuen Forschungsgebiete mit ständig 

ansteigenden Veröffentlichungszahlen geworden.  

 

 

1.1.2 Die zwei Formen des Zelltodes: Apoptose und Nekrose 
 
Prinzipiell können zwei Arten von Zelltod unterschieden werden - Apoptose und 

Nekrose. 

Die Nekrose ist ein passiver, pathologisch bedingter Prozess. Sie entsteht 

durch Gewebsschädigung infolge äußerer Einflüsse wie Verbrennung, 
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Vergiftung, Strahlung oder mechanischer Verletzung. Initial kommt es zum 

Anschwellen der betroffenen Zellen und ihrer Zellorganellen. Die nachfolgende 

Desintegrierung der Plasmamembran führt zur Freisetzung von Proteasen und 

lysosomalen Enzymen, die im umliegenden Gewebe Entzündungsreaktionen 

hervorrufen9.  

Die Apoptose dagegen ist ein aktiver Prozess, der kontrolliert abläuft und durch 

stereotype morphologische und biochemische Veränderungen charakterisiert 

ist. Auf molekularer Ebene lässt sich die Apoptose in drei Phasen unterteilen10: 

Induktion,  Regulation und Exekution. 

Induktionsphase: Induziert werden kann die Apoptose entweder durch das 

Einschalten des apoptotischen Mechanismus während bestimmter 

Enwicklungsphasen wie z.B. der Organogenese von der Zelle selbst oder als 

Antwort auf schwerwiegende Störungen wichtiger zellulärer Funktionen infolge 

von Strahlungseinwirkung, Chemotherapeutika11, oxidativem Stress oder 

Energiemangel12. Auch durch die Bindung natürlicher Liganden an ihre 

Rezeptoren, z.B. an Oberflächenrezeptoren der Tumornekrose (TNF)- bzw. 

Nervenwachstumsfaktor (NGF)-Rezeptorfamilie, CD95 (Fas/APO) und TNFR-

113,14, kann der programmierte Zelltod herbeigeführt werden. Die Kenntnis von 

Substanzen, die zelltypspezifisch Apoptose auslösen können, ist in der 

Krebsforschung von extremer Wichtigkeit, da mit solchen Hilfsmitteln Tumore in 

ihrem Wachstum gehindert oder gar vollständig eliminiert werden können.  

Regulationsphase: Die Regulation der Apoptose erfolgt durch eine Verkettung 

intrazellulärer molekularer Ereignisse, die anfangs (upstream) sehr 

unterschiedlich verlaufen können, aber fortschreitend (downstream) 

gemeinsame regulatorische Komponenten aufweisen. Eine zentrale Rolle bei 

der Regulation des programmierten Zelltodes (PCD) spielen die 

Mitochondrien15. Für die Weiterleitung der apoptotischen Signale wird eine 

Familie von Cystein-Proteasen, die Caspasen, verantwortlich gemacht.   

Exekutionsphase: Die Exekution, also die Ausführung des programmierten 

Zelltodes, ist in der frühen Phase der Apoptose durch die Externalisierung des 

Membran-Phospholipids Phosphatidylcholin16 charakterisiert. Desweiteren 

kommt es zur Schrumpfung von Zellkern, Cytoplasma und Mitochondrien. Da 
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die Zellmembran jedoch unbeschädigt bleibt, findet beim PCD keine 

Entzündungsreaktion statt. Infolge des sinkenden Zellvolumens verliert die Zelle 

ihren Kontakt zu den Nachbarzellen und tritt in eine als Zeiose186 (Ausstülpung 

der Membran, blebbing) bezeichnete Phase ein. Während der Zeiose verdichtet 

sich das Chromatin (DNA und assoziierte Strukturproteine) und wird 

fragmentiert4. Schließlich zerfällt die Zelle in membranumschlossene 

apoptotische Körperchen, die von Nachbar- oder Fresszellen eliminiert 

werden17,18. 

                    b                                           d  

  a                c    

                        e                              f  
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der morphologischen Veränderungen in 
apoptotischen Zellen und nekrotischen Zellen184. Apoptose (a: normale Zelle, b: 
Kondensation von Cytoplasma und Zellkern nach Zellschrumpfung, c: anschließend 
Fragmentierung von Zellkern (Karyorrhexis) und Cytoplasma in apoptotische Körperchen, d: 
Abbau der Vesikel durch Nachbarzellen oder Makrophagen mittels Phagozytose und 
lysosomale Verdauung). Nekrose (e: Anschwellen von Zelle und Zellogranellen, f: Ruptur der 
Zellmembran) 
 
 
1.1.3 Apoptose und ihre Bedeutung im menschlichen Organismus  

Jede Sekunde sterben im menschlichen Körper Millionen von Zellen durch 

programmierten Zelltod. Die Apoptose bildet einen essentiellen Teil der 

Gewebshomöostase in multizellulären Organismen, da  sie auf physiologische 

Art und Weise, ohne den Körper mit Entzündungsreaktionen zu belasten, 
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überflüssige oder potentiell schädliche Zellen entfernt4. Bereits während der 

Embryonalentwicklung, wie z.B. bei der Formgebung von Körper und Organen 

spielt der gezielte apoptotische Tod eine wichtige Rolle. Auch Nervenzellen 

werden in der Embryogenese des Menschen zunächst im Überschuss 

produziert und gehen anschließend bei fehlendem Zellkontakt durch Apoptose 

wieder zugrunde. Das komplexe Zusammenspiel von Mitose, 

Zelldifferenzierung und Zelltod ist auch für den weiteren Erhalt des Organismus 

unerlässlich. Dieses Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zellsterben ist 

besonders gut in sich ständig erneuernden Geweben, wie z.B. dem Darmepithel 

und den oberen Hautschichten beobachtbar. Die Apoptose spielt dabei die 

komplementäre Rolle zur Mitose in der Regulation der Zellzahl. Störungen 

innerhalb dieses Gleichgewichts führen zu Missbildungen und Erkrankungen. 

Zahlreiche Neoplasien5, virale Infektionen, Autoimmundefekte, 

neurodegenerative Erkrankungen6,7 und auch AIDS8 sind mit Fehlregulationen 

der Apoptose assoziiert. 

 
1.2 Caspasen: Todbringende Enzyme 
 
1.2.1 Einteilung der Caspasen  
 
Die morphologischen Veränderungen der Zelle, die in ihrer Desintegrierung und 

Phagozytose münden, stellen nur den finalen Teil der Apoptose dar. Ein 

zentraler Bestandteil des programmierten Zelltodes ist ein proteolytisches 

System19, welches durch posttranslationale Modifikation von Proteinen 

kaskadenartig aktiviert wird und irreversibel die apoptotischen Veränderungen 

herbeiführt. Die Schlüsselenzyme dieses Systems für die Exekution des PCD 

bilden eine Gruppe von Cystein-Proteasen, die als Caspasen19 bezeichnet 

werden. Erstmals mit der Apoptose in Zusammenhang gebracht wurden diese 

Proteine nach der Entdeckung, dass das ICE (Interleukin-1β–converting 

enzyme) der Säugetiere Ähnlichkeit mit CED–3 (cell death defective–3), einem 

bei Caenorhabditis elegans in der Regulation des Zelltodes bedeutsamen 

Proteins, besitzt20,21. 
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Bisher konnten bei den Säugern 14 verschiedene Caspasen identifiziert 

werden, von denen 11 auch beim  Menschen nachgewiesen wurden. 

Phylogenetisch lassen sich die Caspasen in zwei Subfamilien einteilen, wobei 

zusätzlich anhand der Substratspezifizät dieser Enzyme 3 Gruppen 

unterschieden werden27,28 (Abbildung 1.3). Diese Spezifität scheint sowohl auf 

Spaltungsmotiven (bestimmte Aminosäuresequenz) als auch auf der Sekundär- 

und Tertiärstruktur des Substrates zu beruhen31. Auffallend bei den für die 

Apoptose relevanten Caspasen (Gruppe II und III) ist, dass die 

Substratspezifität der Caspasen der Gruppe III mit den zur Aktivierung 

erforderlichen Schnittstellen in den Caspasen II und III übereinstimmt. Daraus 

lässt sich eine Reihenfolge in der Aktivierung von  Initiator- oder Upstream-

Caspasen (Gruppe III) zu Effektor- oder Downstream-Caspasen32 (Gruppe II) 

ableiten, die in Caspase-8- oder Caspase-9-knock-out –Mäusen bestätigt 

wurde33-35.  

 
Abbildung 1.2: Die Familie der humanen Caspasen: phylogenetische und 
Substratspezifische Einteilung28,99. Gruppe I (blau) vermittelt die Prozessierung von 
Cytokinen, Gruppe II (rot) und Gruppe III (grün) haben große Bedeutung für die Apoptose.   
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1.2.2 Aktivierung der Caspasen 
 
Alle Caspasen werden zunächst als inaktive Vorstufen (Zymogene) synthetisiert 

und sind erst nach proteolytischer Spaltung aktiv. Die einkettigen Zymogene 

bestehen aus jeweils drei Domänen: einer großen Untereinheit (~20 kD), einer 

kleinen Untereinheit (~10 kD) und einer N-terminalen Prodomäne. Darüber 

hinaus können die Caspasen noch sog. CARDs (Caspase – recruitment 

domain) oder DEDs (Death effector domain) enthalten, welche die Interaktion 

mit anderen Proteinen, z.B. eines death-receptors wie im Falle der Caspase-8, 

ermöglichen. Die drei Domänen werden durch Spaltung an spezifischen 

Aspartat-Resten getrennt, wodurch ein Heterodimer aus einer großen und einer 

kleinen Untereinheit entsteht. Zwei dieser Heterodimere lagern sich zu einem 

Tetramer zusammen und bilden so eine aktive Caspase  (Abbildung 1.2).  

 

                         
Abbildung 1.3: Aktivierung der Caspasen. Durchproteolytische Spaltung der Caspasen 
entstehen aktive Heterotetramere mit jeweils zwei katalytische Zentren. 
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Diese Heterotetramere verfügen über zwei katalytische Zentren, die 

unabhängig voneinander agieren22,23. Ingesamt bestehen diese beiden 

Regionen der aktivierten Caspase aus vier flexiblen Schleifen, wobei sich drei 

dieser Schleifen  auf derselben Seite des Enzyms befinden. Während die P1-

Position des Moleküls, welche hochspezifisch mit dem Aspartatrest des 

entsprechenden Substrates interagiert24,25, in allen Caspasen gleich ist, 

unterscheiden sich die anderen drei Positionen in den verschiedenen Cystein-

Proteasen und bedingen dadurch vor allem die Substratspezifität dieser 

Enzyme. 
 
 
Durch die Aktivierung des apoptotischen Prozesses werden an die 200 

Polypeptide proteolytisch degradiert36. Die zellulären Funktionen, welche durch 

die Caspasen beeinflusst werden, beinhalten neben dem Apoptose-Signalweg, 

Zell-Zyklus, -wachstum und Erhalt der Zellstruktur (siehe Tabelle 1.3).  

 Auf diese Weise greifen die Caspasen in sämtliche Signalwege, die für das 

Überleben der Zelle essentiell sind, zentrale Proteine an, um den Zelltod 

herbeizuführen. So führt z.B. die Spaltung von Strukturproteinen wie Fodrin28, 

Gesolin37 oder Plakoglobin zur Reorganisation der zellulären Struktur und zur 

Auflösung der interzellulären Kontakte während der Apoptose.  

Unabhängig von apoptotischem Stimulus und Zelltyp werden zudem während 

des Zelltodprogramms ungefähr 70 Kernmatrix-Proteine von Caspasen 

gespalten und ins Cytosol freigesetzt38. Dabei kommt es zum Abbau der 

Kernlamina und zur Störung des nukleären Transports durch die Kernpore. In 

Folge der Aktivierung der Endonuklease CAD (Caspase-activated DNase), 

welche durch die Abspaltung der Untereinheit ICAD (Inhibitor of CAD) mittels 

Caspase 3 initiiert wird, kommt es nach Translokation der DNase in den 

Zellkern zu der typischen internukleosomalen DNA-Fragmentierung39-41. 

Eine weitere bemerkenswerte Funktion der Caspasen ist die Ausschaltung 

zellprotektiver Mechanismen. So wird neben den Apoptose-Inhibitoren der Bcl–

2 Familie z.B. auch der Transkriptionsfaktor NF–κB42, ein wichtiger Regulator 

vieler antiapoptotischer Proteine wie c-IAP, Bcl-2 oder Bcl-X, durch eine 

Caspase-3 vermittelte Bindung von IκB an NF–κB in seiner Funktion gehemmt.  
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Zytoskelett-, Strukturproteine Proteinkinasen in der Signaltransduktion 

Fodrin                                         Zytoskelett 
Plakoglobin                             Zelladhäsion 
Aktin                                           Zytoskelett 
Keratin-18, -19           Intermediär-Filament 

Proteinkinase C δ         Signaltransduktion
MEKK1                          MAP-Kinase-Weg 
p21-aktivierte Kinase    MAP-Kinase-Weg 
Calmodulin-Kinase IV  Signaltransduktion 
 

Zellzyklus- u. Replikation Andere Signalvermittler 

Topoisomerase-I               DNA-Replikation 
MDM2/ HDM2                          p53-Inhibitor
Cdc27                                          Zellzyklus 
Cyclin A                                            Mitose 

Proteinphosphatase     Signaltransduktion 
2A   
p21b38                          Bcl-2-Adaptor des  
.               endoplasmatischen  Retikulums

Transkription & Translation Weitere Substrate 

STAT1                            Signaltransduktion
NF-κB (p50, p65)            Zytokine und Anti-  
…     …                                   apoptosegen 
IκB-α I                           Inhibitor von NF-κB 
Sp1                              Transkriptionsfaktor 
U1-70 kD sRNP           prä-mRNA -Splicing  
…                                                      

Calpastatin                        Calpaininhibitor 
Nedd4                    Ubiquitin-Proteinligase 
Bcl-2                             Apoptose-Inhibitor 
Bcl-xL                           Apoptose-Inhibitor 
Bid                               Apoptose-Aktivator 
hsp90                          Hitzeschockprotein 

Spaltung und Reperatur der DNA Zytokinvorstufen 

Poly(ADP-Ribose)              DNA-Reparatur 
Polymerase (PARP) 
DNA-abhängige                  DNA-Reparatur 
Proteinkinase (DNA-PK) 

Pro-Interleukin-1ß           Immunregulation 
Pro-Interleukin-16           Immunregulation 
Pro-Interleukin-18           Immunregulation 
 

 
Tabelle 1.1: Caspase-Substrate: Beispiele einiger Substrate von Caspasen, die an der 
Apoptose beteiligt sind.               
 
 
1.2.3 Regulation der Caspasen 
 

Aufgrund der großen Bedeutung der Caspasen im Rahmen der Apoptose 

unterliegen diese Proteine einem strengen Regulationsmechanismus. Um einen 

unkontrollierten Zelltod zu vermeiden, werden Caspasen durch die Proteine der 

Familie der IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) inhibiert122,123. Diese Familie 

besteht aus den Proteinen c-IAP1, cIAP2, X-IAP, NIAP und Survivin, wobei alle, 

inbesondere die Effektorproteine, antiapoptotisch beeinflussen.  X-IAP besitzt 

die höchste inhibitorische Potenz und hemmt die Caspasen–3 und –7 

einhundertmal stärker als c-IAP1 oder c-IAP2124. Es ist zudem bisher das 

einzige IAP, welches in der Lage ist, Caspase–9 zu inhibieren125. Die 

funktionelle Einheit aller IAPs wird durch ein Cystein/Histidin-reiches Motiv 
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gebildet, welches in 1-3 Kopien vorliegt. Diese Region wird auch als BIR 

(baculoviral IAP repeat) bezeichnet. Die meisten IAPs der Säugetiere enthalten 

mehrere BIRs, welchen jeweils unterschiedliche Funktionen zugeordnet werden 

können. Mit Ausnahme von NIAP, besitzen alle IAP-Mitglieder zudem eine 

Zinkfinger-ähnliche Domäne am C-Terminus. 

Der Hemmung der Caspasen durch den anti-apoptotischen Effekt der IAPs 

wirken Proteine entgegen, die im Zuge der Desintegrierung der mitochondrialen 

Membran freigesetzt werden126. Ein wichtiges Mitglied dieser Proteinfamilie ist 

das mitochondriale Protein Smac127, auch DIABLO128 genannt. Smac/ DIABLO 

wird nach apoptotischem Stimulus zusammen mit Cytochrom c aus den 

Mitochondrien ins Cytosol freigesetzt und hemmt nach Interaktion mit der BIR3-

Domäne der IAPs die IAP–vermittelte Inhibition der Effektorcaspasen129 (s. Abb. 

1.8).  

 
 
1.3 Signalwege der Apoptose 
 
Grundsätzlich können bei der Initiation der Apoptose drei verschiedene Wege 

differenziert werden: 

1.) extrinsisch, über die Bindung spezifischer Liganden an so genannte death    

receptors, also Oberflächenrezeptoren, die das apoptotische Signal in das 

Zellinnere weiterleiten. 

2.)iintrinsisch, über den mitochondrialen Weg infolge der Einwirkung 

verschiedener extra- und intrazellulärer Stressfaktoren auf die Zelle wie z.B. 

Hypoxie, Entzug von Wachstumsfaktoren und DNA-Schäden. 

3.) über das endoplasmatische Retikulum. 
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1.3.1 Extrinsische/ rezeptorvermittelte Apoptoseinduktion 
 
1.3.1.1 Die Familie der Todesrezeptoren 
 

Der bereits im Jahre 1975 isolierte Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α) war das 

erste Mitglied und damit Namensgeber für die hier besprochene Familie von 

Zytokinen und deren Rezeptoren43. Die zytotoxische Wirkung von TNFα44 auf 

Tumorzellen in vitro sowie die Induktion hämorrhagischer Nekrosen in 

transplantierten Tumoren im Tierversuch, weckte zunächst die Hoffnung, einen 

neuen Weg in der Tumortherapie gefunden zu haben. Die hohe Toxizität auch 

für gesundes Gewebe, die ubiquitäre Expression der zugehörigen Rezeptoren 

sowie die vielfältigen anderen biologischen Effekte, ließen aber bald erkennen, 

dass TNFα die zunächst geweckten Erwartungen nicht erfüllen würde. 

Die rezeptorvermittelte Apoptose wird durch sogenannte death receptors 

ermöglicht. Diese Rezeptoren bilden eine Untergruppe der TNF–/ NGF- 

Rezeptor–Superfamilie45 und zeichnen sich durch zwei bis sechs Cystein-reiche 

extrazelluläre Domänen aus46,47. Alle Mitglieder dieser Familie sind Typ-I 

Transmembranproteine. Sie tragen also ein intrazelluläres, C-terminales Ende 

und ein extrazellulär, N-terminales Ende. Zudem besitzen sie eine intrazelluläre 

„death domain“ (DD), welche aus ca. 80 Aminosäuren besteht und 

entscheidend für die Transduktion des apoptotischen Signals ist48,49. TNF-

Rezeptoren werden in den verschiedensten Zellarten exprimiert und haben 

pleiotrope Funktionen. Abhängig von Zelltyp und Ligand, können sie 

Proliferation, Differenzierung, Überlebenssignale oder Zelltod vermitteln50-52.  

Bislang sind acht Mitglieder der Todesrezeptorfamilie identifiziert worden. Dazu 

gehören: DR-1 (TNF-R1), DR-2 (CD95, Apo-1 oder Fas), DR-3 (Apo-3, LARD, 

TRAMP, WSL1), DR-4 (TRAIL-R1), DR-5 (TRAIL-R2), DR6, EDAR (ectodermal 

dysplasin receptor) und NGFR (nerve growth factor receptor, p75NTR)53,54. Wie 

die Zelltodrezeptoren besitzen auch ihre Liganden (s. Tab. 1.4), mit Ausnahme 

von NGFR, untereinander strukturelle Homologie. Sie werden membranständig 

als Trimere synthetisiert und führen über eine Rezeptoroligomerisierung zur 

Signalweiterleitung55-57. Die meisten Liganden [Ausnahme: VEGI (vascular 
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endothelial cell-growth inhibitor)] werden als Typ-II Transmembranproteine 

synthetisiert. Hierbei liegt das N-terminale Ende intrazellulär, das C-terminale 

Ende extrazellulär und es existiert nur eine transmembrane Domäne. 

 

1.3.1.2 Rezeptorvermittelte Apoptose am Beispiel des CD95-Systems 
 

Die Signaltransduktion der durch Todesrezeptoren vermittelten Apoptose ist am 

CD95-Rezeptor/Ligand-System bisher am besten untersucht worden und spielt 

bei drei Formen der physiologischen Apoptose eine wesentliche Rolle50: 

(1) Beseitigung aktivierter reifer T – Zellen am Ende einer Immunantwort, 

(2) Zerstörung von virus–infizierten Zellen oder Krebszellen durch 

zytotoxische T-Zellen oder natürliche Killerzellen, 

(3) Zerstörung von Entzündungszellen an immunpriviligierten Stellen des 

Körpers wie dem Auge. 

CD95 (APO-1, Fas) ist ein glykosyliertes Oberflächenprotein mit einer Größe 

von 45-52 kDa (335 Aminosäuren)58. Die Bindung von membrangebundenen 

(mCD95L) oder durch Metalloproteasen59 erzeugten löslichen (sCD95L) CD95-

Liganden bewirkt eine Trimenisierung und Aktivierung des als PLAD-Domäne 

(Pre-Ligand Assembly Domain) vorliegenden Rezeptors. Dabei kommt es zur 

Bildung des DISC-Komplexes (death-inducing-signaling-komplex)60, indem der 

intrazelluläre Teil des CD95-Rezeptors über seine death domain das 

Adapterprotein FADD (Fas-associated death domain, auch MORT1, mediator of 

receptor-induced toxicity 1) bindet, das wiederum eine Effektor-„death domain“ 

enthält61. Diese Todeseffektordamäne (DED, death effector domain) bindet 

ihrerseits an die analoge DED der Procaspase-862-65. Diese Assoziation von 

Procaspase-8 (FLICE, MACH, Mch5) an FADD führt vermutlich zu einer 

Konformationsänderung des Zymogens und zur Bildung von Heterotetrameren. 

Konsekutiv erfolgt so am DISC autokatalytisch eine Aktivierung der Caspase 8, 

die in der Folge weitere Caspasen (Caspase 3,6,7) aktivieren kann und auf 

diese Weise das apoptotische Signal in das Innere der Zelle weiterleitet66 (s. 

Abb. 1.4).  
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Die über Todesrezeptoren vermittelte Apoptose kann durch sogenannte FLIPs 

(FLICE inhibitory protein) unterbrochen werden. cFLIP wird in verschiedenen 

Geweben exprimiert, wobei zwei Splicevarianten existieren. Während sich die 

kurze Form cFLIPs ähnlich Caspase-8 durch zwei n-terminale DED-Motive 

auszeichnet, besitzt die lange Variante cFLIPL zusätzlich eine C-terminale 

Domäne, vergleichbar mit der proteolytischen Domäne von Caspase-8 und -10. 

Da im aktiven Zentrum das katalytische Cystein durch Tyrosin ersetzt ist, ist 

diese Struktur folglich inaktiv. cFLIP assoziiert mit Procaspase-8 oder FADD 

und verhindert dadurch die Entstehung des DISC-Komplexes67-69.  

Des Weiteren können bei der CD95-vermittelten Apoptose zwei Signalwege 

unterschieden werden, die abhängig vom Zelltyp sind70. In sogenannten Typ I 

Zellen kann Procaspase-8 in ausreichend großer Menge an den DISC rekrutiert  

werden, so dass Caspase-3 direkt über Caspase-8 aktiviert wird71. Typ II Zellen 

(z.B. CEM, Jurkat) besitzen zwar gleiche Mengen an CD95 und allen anderen 

Signalmolekülen, jedoch ist die Bildung des DISC so uneffizient, dass nur 

geringe Mengen aktiver Caspase-8 entstehen, die für eine direkte 

Prozessierung von Caspase-3 nicht genügen. Allerdings reicht die Caspase-8-

Aktivierung aus, um das Protein Bid in seine aktive Form (tBid oder p15Bid) zu 

überführen72-73, wodurch die apoptogene Aktivität der Mitochondrien induziert 

und so Caspase-3 und –8 über den mitochondrialen Signalweg aktiviert werden 

können (siehe Punkt 1.2.3.2).  

Die Weiterleitung des apoptotischen Signals am CD 95–Rezeptor über ein 

System hierarchischer Module, das aus einem zum Rezeptor rekrutierten 

Adapterprotein, einer apikalen Initiatorcaspase und einem Netzwerk aus 

Effektorcaspasen besteht, ist exemplarisch für alle bisher bekannten „death 

receptors“.  

Sowohl FADD, als auch Caspase–8 erscheinen als essentielle Komponenten 

des DISC aller Todesrezeptoren74-76. DR 1 (TNFR 1), TRAMP und DR 6 

benötigen als zusätzliches Bindeglied zwischen Rezeptor und FADD das zwei 

Todesdomänen enthaltende TRADD77-79. Auch Caspase-10 scheint neben 

Caspase-8 eine wichtige Rolle bei der Signalübertragung durch TRAIL-

Rezeptoren zu spielen.  
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Die Bedeutung einer medikamenten-induzierten Apoptose über eine erhöhte 

Expression von CD95 und CD95-Liganden ist ein Forschungsschwerpunkt 

vieler Arbeitsgruppen. Analog zum T-Zell-Rezeptor-vermittelten Zelltod wird 

hierbei eine Apoptose über para- oder autokrine Schleife infolge von 

CD95/CD95-L-Interaktion suggeriert130-132. Jedoch gibt es auch Studien, die 

eine Apoptoseinduktion durch Chemotherapeutika unabhängig von 

Todesrezeptoren vermuten lassen133-135. Interessanterweise wurde selbst eine 

Caspase-8-Aktivierung in Abwesenheit eines Todesrezeptorsignals beobachtet, 

was die Möglichkeit einer postmitochondrialen Caspase-8-Rekrutierung nahe 

legt136. Welche Funktion Caspase-8 in diesem Zusammenhang trägt, ist noch 

ungeklärt.  

       
Abbildung 1.4: CD 95–Signalweg. Nach der Rezeptortrimerisierung werden Adaptermoleküle 
wie FADD rekrutiert. Die Bindung der Procaspasen in den DISC ermöglicht deren Autokatalyse 
und löst die Apoptose aus (DD: death domain, DED: death effector domain, DISC: death 
inducing signalling complex)185. 
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1.3.2 Intrinsische/ mitochondriale Apoptoseinduktion 
 
In den letzten Jahren hat sich immer deutlicher die zentrale Rolle der 

Mitochondrien im Rahmen der Apoptose herauskristallisiert80. Der intrinsische 

Apoptoseweg, der über eine Vielzahl apoptotischer Stimuli, wie z.B. 

Chemotherapeutika oder Strahlung, ausgelöst werden kann, wird durch das 

Mitochondrium über eine Freisetzung von Cytochrom C (s. Abb. 1.5), einem 

Enzym der Atmungskette, initiiert81-85. Auch über den oben beschriebenen 

rezeptorvermittelten Weg kann durch eine Caspase-8-bedingte Spaltung von 

Bid, einem proapoptotischen Mitglied der Bcl-2-Familie, und eine nachfolgende 

Translokation des Bid-Fragmentes an das Mitochondrium die Cytochrom-C-

Freisetzung ausgelöst werden86-88. Diese Freisetzung entsteht in Folge eines 

Abfalls des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm), ausgelöst durch eine 

Änderung in der Permeabilität der Mitochondrienmembran. Pharmakologische 

und funktionelle Studien zeigten, dass dieser Verlust der Integrität der 

mitochondrialen Membran aufgrund einer Öffnung von sogenannten 

Permeabilitätstransitions-Poren (PT) erfolgt89. Dieser Vorgang wird Permeability 

shift transition genannt. Die PT ist ein Multiproteinkomplex an dessen Bildung 

als äußeres Membranprotein ein spannungsabhängiger Anionenkanal (VDAC, 

voltage-dependent anion channel), als inneres Membranprotein einen 

Adeninnukleotid-Translokator (ANT), das wasserlösliche Matrixprotein 

Cyclophilin D , Hexokinase und mehrere weitere Proteine beteiligt sind90. 

Das entwichene Cytochrom C bildet im Cytosol zusammen mit dATP  das CED-

4-Homolog Apaf-1. Dieses Ereignis legt die caspase recruitment domain 

(CARD) von Apaf-1 frei und ermöglicht dadurch die Bindung und Aktivierung 

der Procaspase-9 über eine CARD/CARD-Interaktion91. Der entstandene 

Proteinkomplex wird als Apoptosom bezeichnet. Caspase-9 ihrerseits ist für die  

Aktivierung der nachfolgenden Effektorcaspasen verantwortlich und kann 

daher, wie Caspase-8 im extrinsischen Aktivierungssystem, als zentraler 

Initiator des mitochondrialen Apoptoseweges gesehen werden.  
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Abb. 1.5: Mitochondrialer-Apoptoseweg4,185(nähere Erläuterungen siehe Text).  
 

 

1.3.2.1 Die Familie der Bcl-2-Proteine: Schlüsselenzyme der Apoptose 
 

Anders als die Induktion des PCD über Todesrezeptoren, wird der 

mitochondriale Weg zusätzlich durch die pro- und antiapoptotischen Proteine 

der Bcl-2-Familie (B-Cell-Leukemia-2) reguliert.  Das erste in humanen Zellen 

entdeckte Regulatorgen dieser Familie war Bcl-2. Eine erhöhte Aktivität des 

Gens, bedingt durch eine Chromosomen Translokation, war in humanen 

follikulären Lymphomzellen beobachtet worden92,93, und führte 

unerwarteterweise zu einem Überleben der Cytokin-abhängigen Zellen in 

Abwesenheit von Cytokinen94. Die bisher entdeckten, Apoptose-regulierenden 

Genprodukte der Bcl-2-Familie lassen sich in Apoptoseantagonisten wie Bcl-2, 

Bcl-xL, Bcl-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1 und A1, und in Apoptoseagonisten wie Bax, 

Bak, Bcl-xS, Bad, Bid, Bik und Hrk unterteilen95-98. Antiapoptotische Bcl-2 
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Proteine sind interessanterweise in vielen Tumoren vermehrt überexprimiert. So 

fördert z.B. Bcl-2 das Überleben von Zellen, indem es die Bildung von 

Cytochrom-C-freisetzenden Membrankanälen reduziert137 und die Aktivierung 

von Caspasen verhindert138. Alle Mitglieder der Bcl-2-Familie sind durch den 

Besitz von bis zu 4 verschiedenen Bcl-2-Homologie(BH)-Domänen 

gekennzeichnet (s. Abb. 1.7) und können über ein komplexes Netzwerk von 

Homo- und Heterodomänen miteinander interagieren. Die Gruppe der 

proapoptotischen Moleküle wird weiter unterteilt in die Bax- und die BH3-

Unterfamilie, wobei letztere nur BH3 (BH3-only Proteins) besitzt99. Dies deutet 

darauf hin, dass BH3 die essentielle Domäne für die proapoptotische Funktion 

darstellt100. Die antiapoptotischen Mitglieder enthalten die Domänen BH1 bis 

BH4, wobei die Domäne BH4 mit Ausnahme von Bcl-xS ausschließlich in den 

antiapoptotischen Proteinen zu finden ist. Proteine der BH3-Untergruppe wirken 

alle proapoptotisch, jedoch erfolgt dies nur indirekt über eine Beeinflussung der 

anderen Proteine der Bcl-2-Familie. So inhibieren beispielsweise Bik und Bad 

die Apoptoseantagonisten Bcl-xL und Mcl-1, während Bid und Bim die 

proapoptotischen Proteine Bad und Bax aktivieren. 

 
Abb. 1.6: Mitglieder der Bcl-2-Familie. 1) antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Untergruppe; 2) 
die proapoptotische Gruppe wird weiter unterteilt in die Bax-Untergruppe (Domänen BH1, BH2 
und BH3) und die BH3-Untergruppe, deren Mitglieder nur die Domäne BH3 aufweisen185.  
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Viele Bcl-2-Mitglieder, insbesondere die antiapoptotischen wie Bcl-2, sind 

Membranproteine, wobei das NH2 – Ende im Zytosol liegt und eine hydrophobe 

Domäne (TM) am COOH–Ende die Insertion auf der zytosolischen Seite 

intrazellulärer Membranen ermöglicht101. Die Verankerung von Bcl-2 in der 

mitchondrialen Membran gibt einen Hinweis auf seinen Wirkmechanismus. Das 

Protein verhindert wahrscheinlich über eine Stabilisierung des mitochondrialen 

Membranpotentials die Freisetzung pro-apoptotischer Substanzen aus dem 

Mitochondrium. Andere Homologe wie Bax, Bak und Bid translozieren erst nach 

Aktivierung vom Zytosol an die Mitochondrienmembran102,103.  

Cytosolisches Bax wird durch trunkiertes Bid (tBid) nach Spaltung durch 

Caspase–8 aktiviert und stellt dadurch auch eine Verbindung zwischen 

Todesrezeptor und mitochondrialem Apoptoseweg dar104,105. Infolgedessen wird 

Bax aus den inhibitorischen Komplexen mit Bcl–2 freigesetzt und nach 

Homodimerisierung schließlich in die äußere Mitochondrienmembran 

eingebaut, um dort die Apoptose zu induzieren. Der genaue Mechanismus 

dieses letzten Schrittes ist noch ungeklärt. Man nimmt an, dass bestimmte 

Mitglieder der Bcl-2-Familie selbst Kanäle ausbilden können, die die 

Freisetzung von proapoptotischen mitochondrialen Proteinen wie Cytochrom-C 

oder AIF ermöglichen. Hierbei scheinen die Dömanen BH1 und BH2 für die 

Ausbildung der Membranporen eine wesentliche Rolle zu spielen. Diese 

Vermutung wird durch die auffallende Ähnlichkeit der dreidimensionalen 

Struktur von Bcl–XL (s. Abb. 1.6 mit dem Poren–bildenden Diphtherietoxin 

unterstützt106. Möglicherweise vermitteln die Bcl-2-Proteine auch nur die 

Öffnung der mitochondrialen PT–Poren. Untersuchungen, wonach Bax mit den 

Porenbestandteilen VDAC oder ANT interagieren kann, stützen diese 

Theorie106,107. Zudem inhibiert Bcl-XL direkt die Spaltung von Procaspase-9 

durch Apaf-1 und verhindert dadurch die Bildung des Apoptosoms 108. 

 
 
1.3.2.2 Caspase-unabhängige Vermittler der Apoptose 
 

Infolge der Öffnung der Permeabilitätstransitions-Poren in der 

Mitochondrienmembran, werden neben Cytochrom C die Intermembranproteine 
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Apoptosis inducing factor (AIF),  Endonuklease G, Smac/DIABLO und Htra2, 

alle caspase-unabhängige Apoptose-Mediatoren, in das Cytosol entlassen. Das 

Flavoprotein AIF transloziert nach Freisetzung aus dem intermembranösen 

Raum der Mitochondrien in den Zellkern und bewirkt dort 

Chromatinkondensation, Fragmentierung der DNA in hochmolekulare 

Fragmente (~50 kb) und die PCD-typische Exposition von Phosphatidylserin auf 

der Außenseite der Zellmembran109,110. Außerdem führt das entwichene AIF zu 

einer weiteren Freisetzung von AIF aus dem Mitochondrium im Sinne eines 

positiven Feedbacks und amplifiziert so das apoptotische Signal. Dies wird als 

„Cytosolischer Effekt“ bezeichnet111.  

Smac/DIABLO entfaltet im Cytosol seine proapoptotische Wirkung, indem es 

die Inhibition der Caspasen-9, -3 und –7 durch die Proteine der IAP-Familie 

neutralisiert112-116. Die Endonuklease-G induziert nach Freisetzung und 

Zellkern-Translokation die apoptose-spezifische nukleosomale DNA– 

Fragmentierung117. 

 
 
1.3.3 Apoptoseinduktion durch das Endoplasmatische Retikulum 
 
Ein erst kürzlich entdeckter Signalweg ist die Caspase-12-vermittelte Apoptose 

über das  Endoplasmatischen Retikulum (ER)118. Eine wesentliche Aufgabe des 

ER besteht in der Faltung verschiedener Proteine in ihre Tertiär– und 

Quartärstruktur. Verschiedene Faktoren wie Hypoxie, Störungen der Ca2+ - 

Homöostase, virale Infekte oder Proteinüberladung stören diese Funktion und 

führen somit zur Anhäufung ungefalteter Proteine. Dadurch wird die sog. ER 

stress response oder unfolded protein response (UPR) aktiviert119, der die 

Translationsrate weiterer Proteine drosselt. Kann dieses „Notfallprogramm“ 

nicht ungehindert ablaufen, kommt es zur Apoptose. Der genaue Signalweg der 

ER–induzierten Apoptose konnte bislang nicht vollständig aufgeklärt werden. 

Allerdings scheinen zwei Hauptwege, der eine abhängig von 

Transkriptionsfaktoren, der andere Caspasen–abhängig, beteiligt zu sein120.  
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Der Transkriptionsfaktor GADD153/CHOP ist in der Lage, über eine 

Veränderung des Verhältnisses von Bcl–2 zu Bax ein pro-apoptotisches Signal 

zu amplifizieren, und dabei womöglich die Cytochrom-Freisetzung aus dem 

Mitochondrium zu begünstigen.  

Der zweite Signalweg läuft unabhängig von Mitochondrien oder 

Todesrezeptoren ab und wird über die im ER verankerte Caspase–12 vermittelt. 

Diese transloziert nach Aktivierung über apoptotische Stimuli vom ER ins 

Zytosol, wo sie Procaspase–9 spaltet, welche in der aktivierten Form wiederum 

die Effektorcaspase–3 aktiviert121. 

 

 

1.4 Die Bedeutung des PI3K/AKT-Kinaseweges 
 

Der PI3K/Akt-Kinaseweg ist ein wichtiger Regulator des Zellüberlebens und 

damit ein direkter Gegenspieler der Apoptose. Die Aktivierung dieses 

Signalwegs spielt eine essentielle Rolle in einer Vielzahl zellulärer Funktionen 

wie Proliferation, Migration und Differenzierung. Die durch Phophorylierung 

aktivierte Akt-Kinase (auch Proteinkinase B, PKB) phosphoryliert ihrerseits die 

hierfür entscheidenden Enzyme (s. Abbilung 1.8). Aberrierende Aktivitäten des 

Akt-Signalweges tragen zur Tumorgenese, und die in diesem Zusammenhang 

wichtige Angiogenese, Tumormetastasierung  und Chemoresistenz bei. Eine 

konstitutive Aktivierung des Signalweges oder eine genetische Alteration stellen 

ein frühes Ereignis in der Karzinogenese dar und können bei fast allen 

Neoplasien gefunden werden. 

PI(3)Kinasen bestehen aus einer regulatorischen (85-kDa) und einer 

katalytischen (110-kDa) Untereinheit. Basierend auf ihrer Primärstruktur und 

Substratspezifität lassen sie sich in drei Klassen aufteilen139, wobei alle 

Phosphoinositol am 3-Hydroxyl-Ende des Inositol-Ringes phosphorylieren.  

Diese phosphorylierten Phospholipide (PIP3) dienen als Aktivatoren 

verschiedener Effektorproteine deren wichtigster Vertreter Akt ist. Dabei bindet 

PIP3 an die PH-Domäne von Akt, rekruriert dadurch Akt an die 

Plasmamembran und ermöglicht auf diese Weise dessen Phosphorylierung 



Einleitung 

 

 

25

 

unter Mitwirkung der Proteinkinase PDK1. Nachfolgend werden einige von u.a. 

anti-apoptotischen Signalmolekülen140 phosphorylitisch aktiviert. Da aktivierte 

Signalwege zur Erhaltung der Homöostase auch abgeschaltet werden müssen, 

existieren Mechanismen, den aktivierten PI3K/Akt-Weg durch 

Dephosphorylierung von Schlüsselenzymen zu inaktivieren. So kann PIP3 von 

Phosphatasen wie SHIP1 und -2 sowie PTEN141,142 (Phosphatase und Tensin 

Homolog), einem wichtigen Tumorsupressor dephosphoryliert werden.  

Die exakten Mechansimen, wie Akt eine Resistenz gegen Apoptose vermittelt, 

sind sehr vielfältig und nur teilweise geklärt. Eine wichtige Rolle bei 

Übertragung anti-apoptotischer Signale spielt der Transkriptionsfaktor NF–κB, 

der gehäuft in strahlenresistenten Tumoren überaktiviert ist. Es konnte gezeigt 

werden, dass aktiviertes Akt eine andere Kinase, IKK, phosphoryliert, die 

dadurch den Inhibitor von NF–κB, I–κB, inaktiviert und so eine vermehrte 

Aktivierung von NF–κB ermöglicht143. Akt moduliert zudem auch die pro-

apoptotische Wirkung des Tumorsupressorproteins p53. Dies erfolgt über eine 

Phosphorylierung von HDM2 (humanes Homolog des murinen mdm2-Gens), 

welches als p53-Ubiquintinligase den Abbau von p53 einleitet. Desweiteren 

inhibiert Akt direkt die pro-apoptotischen Proteinase Caspase-9 und 

Transkriptionsfaktoren der Familie „Forkhead“, die in nicht-phosphorylierter 

Form apoptosefördernde Gene aktivieren144. Ein anderer den Zelltod fördernder 

Faktor, der durch Akt phosphoryliert und inaktiviert wird, ist Bad, ein Mitglied der 

Bcl-2-Familie. Darüberhinaus wird das Tumorsuppressorprodukt Tsc2 

(Tuberin), ein Protein, welches mit der tuberösen Sklerose, einer erblichen, 

benignen Tumorerkrankung, assoziiert wird145, durch Akt aktiviert. 

Zusätzlich zur Apoptose nimmt Akt noch Einfluss auf das Zellwachstum. Einen 

proliferationsstimulierenden Effekt erreicht Akt einerseits über eine positive 

Regulation der Expression von Zyklin D1 und eine Suppression 

zyklinabhängiger Kinasen wie p21 und p27146, und andererseits über eine 

Phosphorylierung der Glykogen-Synthase-Kinase (GSK-3), die neben der 

Steuerung der Glykogenspeicher auch eine Stabilisierung von Zyklin D1 und ß-

Catenin bewirkt. Dies hat ebenfalls eine Stimulation der Zelle zur Proliferation 

zur Folge. Weiteren Einfluss auf Größenwachstum und Metabolismus der Zelle 
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übt Akt über sein Substrat mTOR aus. Durch Aktivierung der nachgeschalteten 

Kinase p70-S6K wird das Zellwachstum gefördert und durch Hemmung des 

Transkriptionsregulators 4E-BP1 wird die Proteinsynthese der Zelle angeregt. 

Eine Hochregulation des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges stellt einen schlechten 

prognostischen Faktor dar, der häufig zu einer erhöhten Chemoresistenz der 

malignen Zellen führt.  

Einen Überblick des Einflusses des PI(3)K/Akt-Kinaseweges auf die 

verschiedenen Mechanismen der Apoptoseinduktion gibt Abbildung 1.8. 

                     

 
 
Abb. 1.7: Die Bedeutung des PI(3)K/Akt-Kinaseweges234: Der PI3K-Signalweg wirkt über 
einer Akt-Aktivation der Apoptose entgegen. Akt inhibiert das proapototische Mitglied der Bcl-2-
Familie Bad, Caspase-9, GSK-3 und FKHR mittels Phosphorylierung (rot: Kinasen; grün: 
Phosphatasen; blau: Transkriptionsfaktoren).   
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Zusammengefasst lässt sich sagen, dass über den PI(3)K-AKT-Signalweg ein 

breites Spektrum an proapoptotischen und proliferationshemmenden Proteinen 

durch Phosphorylierung funktionell inaktiviert wird, wodurch Überleben und 

Proliferation von Zellen, in denen Akt in phosphorylierter, aktiver Form vorliegt, 

gefördert werden. 

 

 

1.5 Apoptose und Chemotherapeutika  
 
Maligne Tumoren sind neben den kardiovaskulären Erkrankungen die 

zweithäufigste Todesursache in den Industrienationen. Die Ursachen für eine 

Tumorentstehung sind vielfältig. So sind ein Anstieg des Lebensalters aber 

auch der ständige Kontakt des Körpers mit bestimmten Agenzien wie 

chemischen Karzinogenen, ionisierenden Strahlen und Viren ursächlich für die 

Zunahme der Tumorerkrankungen in den vergangenen Jahrzehnten. 

 

Chemotherapeutika bewirken eine Elimination der entarteten Zellen durch 

verschiedene Mechanismen. Zum einen durch Schädigung der DNA infolge von 

Interkalierung, kovalente Bindung und Topoismerase-Hemmung. Zum anderen 

durch Interferenz mit der DNA-Synthese mittels Enzymhemmung oder 

Einschleusung von Antimetaboliten, als auch durch die Beeinflussung 

körpereigener Steuerungswege mit Hilfe von Hormonen, Interferonen oder 

Antikörpern147. Ein relativ neuer Weg besteht zudem in der Induktion einer 

Immunantwort gegen maligne Zellen, vermittelt durch die Präsentation 

tumorspezifischer Antigene auf Dendritischen Zellen183. Eine enge Verbindung 

von Wirkmechanismen der Chemotherapeutika und Apoptoseinduktion konnte 

bereits vielfach nachgewiesen werden, wobei auch hier den Caspasen eine 

zentrale Rolle zuzukommen scheint148-153. Die genauen molekularbiologischen 

Folgen dieser Therapieansätze sind umstritten. 

Die Aufdeckung der molekularen Mechanismen des programmierten Zelltodes 

und das bessere Verständnis der dabei relevanten Vorgänge im Rahmen der 

Tumorentstehung bzw. Chemo- und Radiosensitivität, haben viele Strategien 
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zur Wiederherstellung der Apoptoseinduktionin malignen Zellen hervorgebracht. 

Eine Verbindung zwischen der geringen Neigung zur Apoptose und der 

Therapieresistenz solider Tumoren konnte bereits mehrfach gezeigt werden 

und unterstreicht dadurch die potentielle Bedeutung dieser Signalwege in der 

Tumortherapie. Experimentelle Studien deuten darüber hinaus an, dass die 

Förderung des programmierten Zelltods in neoplastischen Zellen zu einem 

beeindruckenden Anstieg der Chemosensitivität in diesen Zellen führen kann154.  

Bisherige therapeutische Ansatzpunkte erfassen die anti-aptotischen Proteine 

(IAP-Inhibitoren, Bcl-2-Inhibitoren), direkte Apoptoseinduktoren (Todesrezeptor-

Agonsiten) und Apoptosemodulatoren wie Protein-Kinasen, -Phosphatasen und 

Transkriptionsfaktoren. 

IAP-Proteine stellen eine hochkonservierte Familie von Caspase-Inhibitoren 

dar. Eine Überexpression dieser Proteine in Tumorzellen wurde bereits 

mehrfach beschrieben. Der Einfluss der IAPs auf Proteine am Ende der 

apoptotischen Signaltransduktion könnte bezüglich der Vermeidung von 

Interferenzen mit anderen Signalwegen therapeutisch von Vorteil sein. Durch 

kleinmolekulare Inhibitoren von X-IAP konnte tatsächlich eine Caspase-3-

induzierte Apoptose in malignen Zellen beobachtet werden, wobei auch in 

Kombination mit Chemotherapeutika eine Sensitivitätserhöhung nachweisbar 

war. 

Die Reduktion der Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 wurde 

bereits präklinisch und klinisch evaluiert155.  Ein Beispiel dieser Substanzklasse 

ist das Oligodeoxynukleotid G3139, welches sich bereits in einer Phase-3-

Studie befindet. Präklinisch konnte ein deutlicher Anstieg in der 

antineoplastischen Effektivität verschiedener zytotoxischer Wirkstoffe in 

Kombination mit G3139 demonstriert werden156. 

Die Möglichkeit, Apoptose in Tumorzellen durch die Aktivierung von 

Todesrezeptoren herbeizuführen, wird schon seit langem untersucht. 

Tatsächlich sind TNF- α und FasL potente Induktoren der Apoptose. Ernsthafte 

Nebenwirkungen machten einen systemischen Einsatz dieser Stoffe jedoch 

unmöglich157. So wurde die Familie der TRAIL-Proteine und Rezeptoren zu 

einem neuen, interessanten Ziel für viele Arbeitsgruppen. Versuche mit 
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rekombinantem TRAIL in Tierexperimenten zeigten eine signifikante Regression 

von Tumoren in Abwesenheit systemischer Toxizität158.  Gegenwärtige Ansätze 

in der Entwicklung von TRAIL-R1- und TRAIL-R2-Agonisten schließen auch die 

Verwendung von Rezeptor-Antikörpern mit ein. 

Transkriptionsfaktoren wie p53, NF–κB oder HIF1α können den apoptotischen 

Prozess modulieren. Normalerweise wird p53 durch Zellschäden aktiviert und 

ist in der Lage die Expression proapapototischer Gene und der 

Todesrezeptoren hoch zu regulieren. Da viele Tumore Mutationen in dem p53-

Gen besitzen, konnte durch die mittels Transfektion ermöglichte Bereitstellung 

des Wildtyp-Gens eine Einschränkung des Tumorwachstums bereits 

nachgewiesen werden. Obwohl die Einbringung eines solchen Gens in Vivo 

noch verbesserungswürdig ist, sind Adenoviren als Übermittler des Wildtyp-

Gens schon in der klinischen Erprobung159. 

NF–κB reguliert die Transkription einer Vielzahl anti-apoptotischer Proteine wie 

c-IAPs, Bcl-2 oder Bcl-X. Da eine erhöhte NF–κB-Aktivität in verschiedenen 

Tumorzellen beobachtet werden konnte, ist der Transkriptionsfaktor ein 

attraktives Ziel der präklinischen Forschung. NF–κB ist im Cytosol an 

inhibitorische Moleküle wie IKKα oder IKKß gebunden und wird erst durch die 

Abspaltung derselben aktiviert. Der Proteasom-Inhibitor Velcade (PS341) 

verhindert diese antiapoptotische Freisetzung von NF–κB und wird bereits in 

klinischen Studien erprobt160. 

 
 
1.6 Fragestellung der Arbeit  
 
Tumorzellen verfügen zum einen über antiapoptotische Mechanismen, die ein 

verlängertes Überleben und somit Wachstumsvorteil ermöglichen, zum anderen 

sind in diesen Zellen intrazelluläre Apoptosesignalwege gestört, die eine 

Resistenz gegenüber dem Chemotherapeutika-induzierten Zelltod bedingen. 

Kenntnisse über die Natur der Mechanismen, die der Signaltransduktion der 

Apoptose zugrunde liegen, stellen somit eine wichtige Voraussetzung für neue 

Therapieansätze dar. Ein in Tumoren häufig deregulieter Weg ist der 
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PI(3)K/Akt-Signalweg161,162, wobei eine aberrante Aktivierung von Akt in einer 

Blockade der Apoptose, Förderung von Proliferation und Neoangiogenese und 

der Entstehung eines aggressiven Phänotyps mit Resistenz gegenüber 

zytotoxisicher Behandlung resultiert.  

Dies macht den PI(3)K/Akt-Kinaseweg zu einer wichtigen Zielstruktur neuer 

therapeutischer Interventionen. Es konnte bereits wiederholt gezeigt werden, 

dass eine Blockade der PI(3)K maligne Zellen gegenüber Chemotherapeutika 

wie Etoposid oder Mikrotubuli-destabilisiernde Wirkstoffe sensibilisiert200-207.  

Ziel dieser Arbeit ist es ein besseres Verständnis für das bisher wenig geklärte 

Zusammenspiel zwischen Apoptose und dem Überlebens-Signalweg der PI3K 

zu erlangen. Verwendet werden hierfür verschiedene Zelllinien des 

Nierenzellkarzinoms, das ein besonders therapieresistentes Malignom mit einer 

konstitutiven Aktivierung der PI3K darstellt209-213.  

Die Inhibition des PI(3)-Kinase-Signalweges erfolgt mit LY294002, einer 

Substanz die an der katalytischen p110 Untereinheit der PI(3)K ansetzt und 

bereits in verschiedenen Arbeiten eine Reduktion des Wachstums diverser 

Tumore demonstrierte162,198,199.  

Um die Bedeutung der verschiedenen Signalwege der Apoptose und der daran 

beteiligten Caspasen zu untersuchen, kommen zudem verschiedene Jurkat-

Zelllinien zum Einsatz, in welchen die entsprechenden Schlüsselenzyme mittels 

Transfektion überexprimiert oder ausgeschaltet wurden. Darüber hinaus  wird 

durch die Verwendung des Breitspektrum-Caspase-Inhibitors zVAD die 

generelle Rolle der Caspasen in diesem Zusammenhang geprüft.  

Durch die Erfassung von Apoptosemerkmalen wie DNA-Fragmentierung, 

Phosphatidylcholin-Exposition und Proliferationshemmung, sowie der 

veränderten Proteinexpression und der Aktivität der Effektorcaspasen, infolge 

von PI(3)K-Inhibition sollen die Rolle der PI(3)-Kinase, die Effektivität einer 

Hemmung mit LY294002 und weitere beteiligte Mechanismen der Apoptose  

analysiert werden. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Materialien 
 
2.1.1 Geräte 
 
Tabelle 2.1: Geräte 

Gerät Hersteller 

Autoklav: Varioklav® Dampfsterilisator 

 

H+P Labortechnik GmbH, 

Oberschleißheim, Deutschland 

Durchflusszytometer: FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

ELISA Reader Tecan, Crailsheim, Deutschland 

Elektrophorese-Apparatur 

Mini-Protean 3 Electrophoresis    

…..System 

Midigel 

 

BioRad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Owl Separation Systems, Portsmouth, 

USA 

Gefierschrank Forma Scientific  -80°C Stiel, Tübingen, Deutschland 

Heiz- und Magnetrührer RCT basic 

IKA® 

VWR International GmbH Bruchsal, 

Deutschland 

Kühlschrank-Kombination 4°C und  

-20°C 

Liebherr, Ochsenhausen, 

Deutschland 

Lichtmikroskop: Olympus CK 30-F200 

 

Olympus Deutschland GmbH, 

Hamburg, Deutschland 

Neubauer Zählkammer 0,1 mm Tiefe Sigma, Deisenhofen,  

Deutschland 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences, Baar, CH 

Sterilbank Kendro Laboratory Products, Hanau, 

Deutschland 

Überkopfschüttler Breda Scientific, Niederlande 
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Wasserbad 

 

Memmert GmbH+Co.KG Schwabach, 

Deutschland 

Zentrifugen 

Multifuge 3 S-R 

 

Eppendorf-Zentrifuge 5417R 

 

Kendro Laboratory Products, Hanau, 

Deutschland 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien 
 
Produkt Hersteller 

6-Well-Zellkulturplatte              

Falcon® Multiwell™ 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

96-Well-Zellkulturplatte                       

T-shape Cellstar®, with lid 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

96-Well-Zellkulturplatte                      

U-shape Cellstar®, with lid 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Combitips plus 

2,5 ml 

5 ml 

 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Einmalspritze 

2-teilig, 10 ml 

2-teilig, 20 ml 

2-teilig, 50 ml 

 

Braun, Melsungen, Deutschland 

Braun, Melsungen, Deutschland 

Braun, Melsungen, Deutschland 

Nitrozellulosemembran 

 

Schleicher & Schuell BioSciences 

GmbH, Dassel, Deutschland            

NUNC Cryo Tube™ Vials 

1 ml 

1,8 ml 

 

Nalge Nunc Int., Rochester, USA 

Nalge Nunc Int., Rochester, USA 
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Pipetten 

 2 ml Falcon®, Polystyrol, steril,  … 

…...gestopft 

 5 ml, Polystyrol, steril, gestopft 

10 ml, Polystyrol, steril, gestopft 

25 ml, Polystyrol, steril, gestopft 

50 ml, Polystyrol, steril, gestopft 

 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

Corning Inc., Corning, New York, USA 

Corning Inc., Corning, New York, USA 

Corning Inc., Corning, New York, USA 

Corning Inc., Corning, New York, USA 

Pipettenspitzen 

10 µl 

20 µl 

200 µl 

1000 µl 

 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Polypropylenröhrchen Falcon®, 50 ml BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

PP-Test Tube Cellstar®, steril, 15 ml 

 

Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 

Reaktionsgefäße, 1,5 ml 

 

Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, Deutschland 

Rundbodenröhrchen, Polystyrol, 5 ml, 

steril, 12 x 75 mm 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

Sterilfilter Minisart, 0,20 �m, steril Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Whatman-Papier 

 

BioRad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

Zellkulturflaschen 

Falcon® Tissue Culture Flask 

0.2 µm Vented Blue Plug Seal Cap, 

75 cm2, 250 ml 

0.2 µm Vented Blue Plug Seal Cap, 

25 cm2, 70 ml 

Nunclon™ Zellkulturflaschen 

800 ml 

 

 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 
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2.1.3 Reagenzien 
 
Tabelle 2.3: Reagenzien 
 
Produkt Hersteller 

30% Acrylamid/Bis-acrylamid (37,5:1) Serva Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Annexin-V-FLUOS 

 

Annexin Waschpuffer 

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, 

Germany 

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, 

Germany 

Aprotinin Sigma, St. Louis, USA 

Bench Mark™ Prestained Protein 

Ladder 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Biotinylated SDS PAGE Standards, 

Low Range 

BioRad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

BSA Roche, Mannheim, Deutschland 

DEVD-AMC Bachem Biochemica, Heidelberg, 

Germany 

DMSO Sigma, St. Louis, USA 

DTT Roth, Karlsruhe, Deutschland 

EDTA, 0,5M Sigma, St. Louis, USA 

Fetal Bovine Serum 10082 Invitrogen GibcoTM, Karlsruhe, 

Deutschland 

Igepal CA-630 Sigma, St. Louis, USA 

LPS Sigma, St. Louis, USA 

Marker für SDS-PAGE, Low Range 

 

BioRad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Medium RPMI 1640 with GlutaMAXTM 
- I + 
25 mM HEPES 

Invitrogen Gibco TM, Karlaruhe, 

Deutschland 

PBS-Puffer, 10-fach Bio Whittaker, Verviers, Belgien 
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Penicillin / Streptomycin Invitrogen Gibco TM, Karlsruhe, 

Deutschland 

PMSF Sigma, St. Louis, USA 

Propidiumiodid SigmaAldrich, München, Deutschland 

SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Slim Fast Schokolade 

 

Slim Fast Deutschland GmbH, 

Wiesbaden, Deutschland 

Streptavidin Horseradish Peroxidase 

Conjugate 

Amersham Life Science, Freiburg, 

Deutschland 

TEMED Serva Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

Tetrazolium SigmaAldrich, München, Deutschland 

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau Sigma, St. Louis, USA 

Trypsin Calbiochem®, San Diego, USA 

Trypsin-EDTA 25200 Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, 

Deutschland 

Tween® 20 = Polyoxyethylenesorbitan 

monolaurate 

Sigma, St. Louis, USA 

 
 
 
2.1.4 Antikörper Western-Blot 
 
Tabelle 2.4: 1.AK Western-Blot 
 
Produkt Hersteller 

Hase anti-PARP,  polyklonal  

 

Roche Diagnostics, Mannheim, 

Deutschland 

Ziege anti-RelB, monoklonal Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 

Deutschland 

Ziege anti-HIF1α, monoklonal BD Biosciences, San Jose, CA, USA 

Maus anti-caspase-8, monoklonal Biocheck, Münster, Deutschland 
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Maus anti-caspase-9, monoklonal Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 

Spring Harbor, NY, USA 

 
 
Tabelle 2.5: 2.AK Western-Blot 
 
Produkt Hersteller 

Hase anti-Maus IgG-HRP 

 

Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, Deutschland 

Maus anti-Maus IgG-HRP 

 

Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, Deutschland 

Ziege anti-Maus IgG-HRP 

 

Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, Deutschland 

 
 
 
2.1.5 Medien und Lösungen 
 
Tabelle 2.6: Medien und Lösungen 
 
Produkt Zusammensetzung 

Kernextraktpuffer A 1 mM DTT  

0,5 mM PMSF  

Kernextraktpuffer C 1 mM DTT 

1 mM PMSF 

Laufpuffer für SDS - 

Polyacrylamidgelelektrophorese 

 

Aqua dest. 

192 mM Glycin 

25 mM Tris 

10% SDS 

Lysepuffer für Caspase-Aktivität 20 mM Hepes pH 7,4 

84 mM KCL 

10 mM MgCl2 

0,2 mM EDTA 

0,5% NP 40 
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1 Mm DTT 

1 µg/ml Leupeptin 

1 µg/ml Pepstatin 

5 µg/ml Aprotinin 

Lysepuffer RIPA für Proteinlysat 1% Igepal CA-630 

0,5% Natriumdeoxycholat 

2 mM EDTA 

2 mg/l Aprotinin 

1 mM PMSF 

1 mM Na-Orthovanadat; in PBS 

NP-40-Puffer 0,05 M Hepes pH 7,5 

150 mM NaCl 

1% Igepal CA-630 

2 mM EDTA 

10% Glycerin 

2 mg/l Aprotinin 

1 mM PMSF 

Reaktionspuffer Caspase-Aktivität 50 mM Hepes pH 7,3 

100 mM NaCl 

10% Saccharose 

0,1% Chaps 

2 mM CaCl2 

10 mM DTT 

RP10-Medium 

 

 

Medium RPMI 1640 mit Glutamax-I, 

10% hitzeinaktiviertem FCS, 

100 IU/ml Penicillin/Streptomycin  

Sammelgel für SDS- 

Polyacrylamidgelelektrophorese 

Aqua dest. 

400 mM Tris pH 6,7 

6% Acrylamid 

0,1% SDS 

TBS 

 

10 mM Tris-HCl pH 8,0 

140 mM NaCl 
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TBST, 0,5% 

 

 

10 mM Tris-HCl pH 8,0 

140 mM NaCl 

0,5% Tween-20 

TBST, 0,1% 

 

 

10 mM Tris-HCl pH 8,0 

140 mM NaCl 

0,1% Tween-20 

Transferpuffer für SDS- 

Polyacrylamidgelelektrophorese 

 

Aqua dest. 

192 mM Glycin 

25 mM Tris 

1000% Methanol 

Trenngel für SDS- 

Polyacrylamidgelelektrophorese 

Aqua dest. 

370 mM Tris pH 8,8 

15% Acrylamid 

0,1% SDS 

APS 

TEMED 

 
 
 
2.1.6 Kits 
 
Tabelle 2.7: Kits 
 
Produkt Hersteller 

Annexin-V-FLUOS Staining Kit Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, 

Deutschland 

BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce, Peribo Science, Bonn, 

Deutschland 

ECL™ Western Blotting Detection 

Reagent Kit 

Amersham Biosciences Europe, 

Freiburg, Deutschland 

EIA IL-6 Immunotech, Marseille, Frankreich 
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2.1.7 Tumorzelllinien 
 
Tabelle 2.8: Verwendete Tumorzelllinien 

Zelllinie Zelltyp 

Jurkat FADD -/-      Lauber et al.192, J of Biological 

Chemistry; 32: 29772-29781 (2001)  

Jurkat Caspase 8 -/- Engels et al. 191, Oncogene ; 19: 4565-

4573 (2000)     

Jurkat Caspase 9 -/- Samraj et al. 190, Molecular Biology of 

the Cell; 18: 84-93 (2007)  

Jurkat Bcl2 Nencioni et al.193, J of Immunology ; 

171: 5148-5156 (2003)     

A498 Giard et al.189, J Natl Cancer Inst 51: 

1417-1423 (1973)  

CAKI-2 Fogh et al.188, J Natl Cancer Inst ; 58: 

209-214(1977)   

MZ1774 Verdegaal et al.187, Cancer 

Immunology; 56: 587–600 (2007) 

 

 

 

2.1.8 Pro- und antiapoptotische Wirkstoffe 
 
LY 294002 
LY 294002 ist ein spezifischer PI(3)K (Phosphoinositol 3-kinase)-Inhibitor164   

der Firma Alexis Biochemicals (Grünberg, Germany) der an der ATP-bindenden 

Seite des Enzyms ansetzt. Er wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und in 

einer Konzentration von 10, 20, 40 und 80 µM eingesetzt. 

 

SH5 
Der verwendete AKT-Inhibitor SH5 ist ebenfalls ein Produkt der Firma Alexis 

Biochemicals (Grünberg, Germany). Durch eine spezifische Inhibierung der 
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Serin/Threonin-Kinase AKT, führt er zum Zelltod PKB-abhängiger Zellen165. 

Nach Lösung in Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde er in den Konzentrationen von 

1, 5 und 10  µM verwendet. 

 

Rapamycin 
Rapamycin, ein makrozyklischer Antikörper, ist nach Komplexbildung mit 

FKBP12 in der Lage das Protein mTOR (mammalian target of Rapamycin), 

einen am Ende der PI(3)Kinase/AKT-Signaltransduktion stehtenden, wichtigen 

Regulator von Zellwachstum und Gentranslation zu inhibieren166. Das Produkt 

der Firma Sigma-Aldrich (Hannover, Germany) wurde ebenfalls in 

Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgelöst und 0,1 µM eingesetzt. 

 

Etoposid 
Das häufig angewendete Chemotherapeutikum Etoposid führt über eine 

Hemmung der Topoisomerase II zu DNA-Strangbrüchen und Chromosomen-

aberrationen. Der Stoff wurde bei Biozol (Eching, Germany) erworben und in 

einer Konzentration von 1 µg eingesetzt. 

 

Anti-TRAIL monoclonal Antibody 
Anti-TRAIL monoklonale (IgG) Antikörper binden sepzifisch an das TRAIL-

Antigen auf der Zelloberfläche und führen dadurch zu einer Aktivierung des 

extrinsischen Apoptose-Pathways163. Der Antikörper wurde ebenfalls bei R&D 

Systems (Minneapolis, MN) erworben und in einer Konzentration von 10 ng 

verwendet. 

 
zVAD-fmk 
Zur Beurteilung der Bedeutung der Caspase-Proteine im Rahmen der durch 

PI(3)Kinase-Inhibition vermittelten Apoptose, wurde der pan-Caspase-Inhibitor 

zVAD der Firma Bachem Biochemica (Heidelberg, Germany) in 100 µM-

Konzentration eingesetzt. 
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2.2 Methoden 
 
2.2.1 Zellkultur 
 
2.2.1.1 Kultivierung der Tumorzellen 
 
Sämtliche Tumorzellinien wurden in RPMI 1640 kultiviert, wobei 10 % hitze-

inaktivertes fetales Kälberserum, 100 units/ml Penicillin und 0,1 mg/ml 

Streptomycin (Gibco-BRL, Grand Island, NY) hinzugefügt wurden. Zur 

Anzüchtung wurden 175 cm2   Kulturflaschen (BD Biosciences, Heidelberg) 

verwendet und die Zellen in einem Inkubator bei 37 °C, 5% CO2 und 

feuchtigkeitsgesättigter Atmosphäre in einer Log-Phase gehalten. Bei einer 

Zelldichte der adhärenten Zelllinien von ca. 75% des Flaschenbodens, wurde 

das Zellkulturmedium abgesaugt, mit PBS gewaschen und die Zellen mit 

Trypsin-EDTA vom Boden der Zellkulturflasche abgelöst. Nach Zugabe vom 

FCS-haltigem Medium zur Neutralisation des Trypsin-EDTAs, wurden die Zellen 

zentrifugiert, nach Verwerfung des Überstandes erneut in Medium 

resuspendiert und in eine neue Kulturflasche überführt.  

Die Suspensionszelllinie Jurkat wurde vereinzelt, sobald sich das Nährmedium 

infolge der pH-Änderung leicht orange färbte. 

 

 
2.2.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl 
 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Zählkammer nach Neubauer bestimmt. Mit 

der Bestimmung der Zellzahl wurde stets eine Färbung der Zellen mit Tryphan- 
blau verknüpft. Da der Farbstoff bei lebendigen Zellen die intakte Zellmembran 

nicht durchdringen kann, erscheinen diese im Lichtmikroskop ungefärbt, 

während tote Zellen blau angefärbt werden. Die ungefärbten Zellen aus 16 

Quadraten der Zählkammer wurden gezählt und daraus die Lebendzellzahl pro 

Milliliter errechnet: 

(Lebendzellzahl in 16 Quadraten) x Verdünnungsfaktor x 104 = Zellzahl/ml. 
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2.2.1.3 Kryokonservierung der Tumorzellen 
 
Zur Aufbewahrung wurden die Zellen abtrypsiniert, zentrifugiert und nach 

anschließender Resuspension ihre Zellzahl bestimmt. Je 106 adhärente Zellen 

bzw. 5 x 106 Suspensionszellen wurden in 1 ml Einfriermedium (900µl 

Zellsuspension + 100 µl DMSO) aufgenommen, in Kryoröhrchen überführt und 

sofort bei –80°C eingefroren. 

Um eingefrorenen Zellen aufzutauen wurde die Kryoröhrchen in einem 

Wasserbad bei 37°C erwärmt, bis die enthaltene Zellsuspension fast vollständig 

aufgetaut war. Die Zellen wurden in ein 50 ml Polypropylenröhrchen überführt, 

sofort 10 ml Medium zugegeben, gemischt und bei 1500 rpm für 5 min 

zentrifugiert, um die Zellen vom im Einfriermedium enthaltenen DMSO zu 

befreien. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen einmal mit Medium 

gewaschen, anschließend in 10 ml Medium aufgenommen und in eine 75 cm2-

Kulturflasche überführt. 

Die Zeit für das Einfrieren und Auftauen der Zellen wurde unter 5 min. gehalten, 

da DMSO bei Raumtemperatur toxisch für die Zellen ist. 

 

 

2.2.2 Durchflußzytometrie (FACS) 
 
Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse) ist ein Verfahren zur 

quantitativen Bestimmung von Oberflächenmolekülen und intrazellulären 

Proteinen. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension im FACS-

Gerät durch hydrodynamische Fokussierung wie an einer Perlenkette an einem 

gebündelten Laserstrahl geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Infolge der 

Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes durch den 

monochromatischen Laserstrahl, werden diese auf ein höheres Energieniveau 

gehoben. Nach dem Laserimpuls fallen die Elektronen unter Abgabe von 

Energie in Form von Photonen auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die emittierte 

Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhält 

sich proportional zur Menge an gebundenem Farbstoff/ Zelle. Zusätzlich werden 
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durch die Lichtbeugung und –streuung Informationen über Zellgröße und 

Binnenstruktur (Granularität des Zytoplasmas, Größe des Zellkerns usw.) der 

Zellen gewonnen: Zellen streuen Licht in die Vorwärtsrichtung (forward scatter) 

abhängig von ihrer Größe, und Licht in einem Winkel von 90° (side scatter) 

proportional  zu ihrer zellulären Granularität (s. Abbildung 2.1). 

Die Hauptanwendung der FACS-Analyse besteht in der Erfassung bestimmter 

Eigenschaften der zu untersuchenden Zellen wie Zelltyp, Präsentation von 

Rezeptoren oder Antigenen an der Zelloberfläche, Enzymaktivitäten oder 

Zustand der DNA.  

 

Abbildung 2.1: Prinzip des Durchflusszytometers. FL1-FL4 bezeichnen 

unterschiedliche Fluoreszenzkanäle. FSC steht für Vorwärtsstreulicht, SSC für 

Seitwärtsstreulicht. 

 

Für die durchflußzytometrischen Messungen wurde ein FACS-Calibur der Firma 

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland) verwendet. Die Datenerfassung und 

-weiterverarbeitung erfolgte an einem Macintosh-Computer mit Hilfe der Cell 

Quest Research Software, ein Produkt der Firma Beckton Dickinson. 
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2.2.2.1 Bestimmung der Kernfragmentierung nach Nicolleti et al. 
 
Eines der Hauptmerkmale des apoptotischen Zelltodes ist der Untergang der 

Desoxyribonukleinsäure (DNA). Im Rahmen dieses Unterganges kommt es 

durch die für die Apoptose charakteristischen, inter-nukleosomalen 

Doppelstrangbrüche, zu multiplen, etwa zweihundert Basenpaare umfassende, 

Fragmente. Mit Hilfe eines Durchflusszytometers lässt sich diese DNA-

Fragmentierung durch die Verwendung des fluoreszierenden, DNA-

interkalierenden Stoffes Propidiumiodid darstellen. Da der Farbstoff die intakte 

Zellmembran nicht passieren kann verwendet man einen hypotonischen Lyse-

Puffer (Sodium-Zitrat, 0,1% Triton X-100, 50 µg/ml Propodiumiodid) um die 

Zellen zu lysieren und dadurch mögliche DNA-Fragmente mit PI anfärben zu 

können172. Apoptotische Kerne erscheinen als breiter hypoploider DNA-Peak, 

der leicht von dem sehr schmalen DNA-Doppelpeak nicht-apoptotischer Zellen 

mit diploidem (und tetraploidem) DNA-Gehalt unterschieden werden kann 

 
 2 x 105  Zellen wurden in 6-Well-Platten für 5 Tage (d1-d5) ausgesät und 

die pro- und antiapoptotische Wirkstoffen an d1 und d3 zugegeben.  
 Jeden Tag (nach jeweils 24 h) wurden die entsprechenden Zellen 

abtrypsiniert, zentrifugiert (1500 rpm für 5 min) und resuspendiert. Pro 

Ansatz wurden 105 Zellen in 96-Well-Platten überführt und erneut 

zentrifugiert (1200 rpm für 5 min). Nach schnellem Abschütten des 

Überstandes wurden die Pellets in 100 µl des PI-enthaltenden 

Lysepuffers aufgenommen.  
 Es folgte eine Inkubation der Proben mit dem Farbstoff für 5-10 min. 

Anschließend konnte der prozentuale Anteil apoptotischer Kerne mittels 

Durchflußzytometrie bestimmt werden. 

 

           



Material und Methoden 
 

 

45

 

                   

Abbildung 2.2: exemplarische FACS-Kernfragmentierung: Apoptotische 

Zellkerne sichtbar als „subdiploider DNA-Peak“ in der Durchflußzytometrie. 

 

 
2.2.2.2 Messung der Phosphatidylserin-Exposition 
 

Der Verlust der asymmetrischen Anordnung der Membranphospholipide ist ein 

frühes Merkmal der Apoptose173,174. Dabei kommt es zur Exposition von 

Phosphatidylserin (PS) an der Zelloberfläche175. Diese Tatsache wird bei der 

durchflusszytometrischen Analyse apoptotischer Zellen ausgenutzt. Durch 

Anfärbung der Proben mit Annexin-V-FLUOS, können auf diese Weise 

apoptotische Zellen nachgewiesen werden176,177. Annexin-V-FLUOS ist ein 

antikoagulierendes Protein, welches Ca2+-abhängig bevorzugt an anionische 

Phospholipide bindet. Aufgrund dieser Eigenschaft besteht für 

Phosphatidylserin eine besonders hohe Affinität. Da nekrotische Zellen infolge 

des Verlustes der Membranintegrität ebenfalls Annexin binden, ist eine weitere 

Differenzierung der apoptotischen und nekrotischen Zellen nötig. Hierfür eignen 

sich DNA-Farbstoffe, wie beispielsweise Propidiumiodid (PI), die nur 

permeabilisierte Membranen nekrotischer Zellen passieren können. So 

erscheinen apoptotische Zellen Annexin-positiv und PI-negativ, während 

nekrotische Zellen hingegen beide Marker binden. 

 
 2 x 105  Zellen wurden in 6-Well-Platten für 5 Tage (d1-d5) ausgesät und 

die pro- und antiapoptotische Wirkstoffen an d1 und d3 zugegeben.  
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 Nach Inkubation mit den verschiendenen Stoffen (24h, 48h, 72h, 96h, 

120h) wurden die Ansätze in Polypropylenröhrchen überführt und 

anschließend bei 1500 rpm für 5 min zentrifugiert. Nach Resuspension 

der Pellets mit PBS wurden 106 Zellen in FACS-Röhrchen pipettiert und 

anschließend erneut abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min). 

 Nach vorsichtiger Absaugung des Überstandes wurden die Pellets 

anschließend in 100 µl einer Lösung bestehend aus Annexin-V-FLUOS, 

PI und Annexin-Waschpuffer (1:50) resuspendiert. 

 Dann folgte eine 10-minütige Inkubation in Dunkelheit bei 

Raumtemperatur. 

 Schließlich wurden die Proben mit Annexin Waschpuffer 1:5 verdünnt 

und mit Hilfe des FACS-Calibur gemessen. 

 

                        

Abbildung 2.3: exemplarische Annexin V- / PI-Färbung188: unterer li. 

Quadrant: nicht-apoptotische Zellen; unterer re. Quadrant: Annexin-pos. 

apoptotische Zellen; oberer re. Quadrant: doppelt-positve, nekrotische Zellen.  

 
 
2.2.3 Fluorometrische Bestimmung der Caspase-Aktivität 
 
Eine weitere Möglichkeit zur genaueren Differenzierung der Apoptose ist die 

Messung der Caspase-Aktivität; diese Proteine spielen bei der Ausführung der 

Apoptose eine zentrale Rolle. 

Eine gängige Methode zur Erfassung der Caspase-Aktivität besteht in der 

Verknüpfung einer für die Effektorcaspasen erkennbaren Peptidsequenz, also 
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eines Substrates wie DEVD mit dem Coumarin-basierenden 

Fluoreszenzfarbstoff Aminomethylcoumarin (AMC)178,179. Die intakte Pepid-

Coumarin-Verbindung ist nicht fluoreszierend; wird jedoch das Peptid des Ac-

DEVD-AMC-Substrates (N-Acetly-Asp-Glu-Val-Asp-Aminomethylcoumarin, 

Bachem, Heidelberg) durch aktivierte Caspasen abgetrennt so erhält man ein 

fluoreszierendes Spaltprodukt, das fluorometrisch gemessen werden kann. 

 

 2 x 105  Zellen wurden in 6-Well-Platten für 5 Tage (d1-d5) ausgesät und 

die pro- und antiapoptotischen Wirkstoffen an d1 und d3 zugegeben.  
 Jeden Tag (nach jeweils 24h) wurden die Zellen abtrypsiniert, mit PBS 

gewaschen, zentrifugiert und in 96-Well-Platten überführt. Zur 

Gewinnung zytosolischer Zellextrakte wurden die Zellen mit je 50 µL des 

Caspase-Akrivität-Lysepuffer (s. Tabelle 2.6) lysiert und darauf folgend 

10 min auf Eis inkubiert. 

 Der Überstand wurde rasch abgeschüttet, und 150 µL des fluorogenen 

Reaktionspuffers hinzugegeben. 

 Die Freisetzung von Amonomethylcoumarin und damit die Aktivität der 

Caspasen wurde anschließend bei einer Emissionswellänge von 475 nm 

bestimmt.  

 
 
2.2.4 MTT Assay  
 

Der MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] Assay 

ist eine photometrische Methode zur Bestimmung von Zellproliferation und -

viabilität. In der Tumorforschung kann mit Hilfe des MTT Assays die 

Chemosensitivität von Tumorzellen bezüglich verschiedener antineoplastischer 

Substanzen quantitativ beurteilt werden.  

Als Grundlage dieses Tests dient die Fähigkeit der mitochondrialen 

Acetaldehyddehydrogenase, den Tetrazolium-Ring des schwach gelben MTTs 

zu spalten, wobei dunkelblaue Formazan-Kristalle entstehen. Eine wichtige 

Vorraussetzung für diese Reaktion ist das Vorhandensein der 
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Reduktionsäquivalente NADH und NADPH, welche nur in vitalen, metabolisch 

aktiven Zellen synthetisiert werden. Da die gebildeten Kristalle die Zellmembran 

nicht passieren können, akkumulieren sie in den Zellen. Mittels eines Detergenz 

können die Zellen lysiert und die Kristalle aufgelöst werden. Da die Nummer der 

vitalen Zellen direkt proportional zum Level der Formazanbildung ist, ist Farbe 

der entstandenen Lösung ein quantitatives Maß für die Zellviabilität und kann 

spektrophotometrisch (ELISA-Reader) ausgewertet werden180. 

 

 2 x 106  Zellen wurden in 96-Well-Platten für 5 Tage (d1-d5) ausgesät 

und die pro- und antiapoptotischen Wirkstoffe an d1 und d3 zugegeben.  

 Nach Inkubation (24h, 48h, 72h, 96h, 120h) mit den verschiedenen 

Stoffen wurden jeweils 20 µl (5 mg/ml) MTT dazupipettiert und die 

Ansätze im Brutschrank für mindestens 5 Stunden mit dem Salz 

inkubiert. 

 Zur Auflösung der gebildeten Kristalle wurden anschließend je 100 µl 

10% SDS zugegeben und erneut für mindestens 5 Stunden inkubiert. 

 Durch vorsichtig hoch- und runterpipettieren der Lösung in den einzelnen 

Wells wurde versucht eine möglichst homogene Flüssigkeit zu erhalten. 

 Schließlich wurden die Proben mit Hilfe eines Elisa-Readers bei 570 nm 

ausgewertet. 

 

 

2.2.5 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest 
 
Enzyme linked Immunosorbent Assays (ELISA) sind eine wichtige Methode um 

die Konzentrationen von verschiedenen Stoffen in Flüssigkeiten wie Serum, 

Urin oder Zellkulturüberstand zu messen. Die Konzentration wird über eine 

Enzym-Substrat Reaktion sichtbar, welche mittels Adsorption gemessen wird. In 

den hier vorgenommenen Versuchen wurde die Konzentrationen von IL-6 und 

VEGF untersucht. Um die Zytokine von den anderen im Zellkulturüberstand 

vorhandenen Stoffen zu trennen, wurden spezifische Antikörper gegen das zu 

untersuchende Zytokin verwendet.  
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 Zunächst wurde in eine mit dem spezifischen Antikörper beschichtete 96-

Loch-Gewebekulturplatte 200 µl des Zellkulturüberstandes bzw. der 

Standardlösung gegeben. Die Standardlösungen bestanden aus dem 

entsprechenden Zytokin in unterschiedlichen Konzentrationen: Für IL-6: 

1000 pg/ml, 333 pg/ml, 111 pg/ml, 37 pg/ml, 12,3 pg/ml und 0 pg/ml. Für 

VEGF: 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 1250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 

pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml und 0 pg/ml. 

 Anschließend wurde die 96-Loch-Gewebekulturplatte mit 

selbstklebenden Plastikstrips bedeckt und für zwei Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubationszeit binden die 

Zytokine an die Antikörper in der Platte. Nach der Inkubationszeit wurden 

die Kavitäten entleert und 3 x mit 400 µl Wasch-Puffer gewaschen. Nach 

jedem Waschschritt wurde die 96-Loch-Gewebekulturplatte auf saubere 

Handtücher geschlagen, um die gesamte Flüssigkeit aus den Kavitäten 

zu entfernen. Dadurch blieben lediglich die an den Antikörper 

gebundenen Zytokine übrig.  

 Als nächsten Schritt wurden Antikörper in die Kavitäten gegeben, die 

zum einen an die Zytokine binden und zum anderen an die bereits in der 

Platte immobilisierten Enzyme. Die an den Zweit-Antikörper gebundene 

Enzyme katalysieren dabei Reaktionen, bei denen die entsprechenden 

Substrate zu einem Farbstoff umgesetzt werden.  

 Nach einer 30-minütigen Inkubationszeit im Dunkeln, wurden jeweils 50 

µl einer Stopp-Lösung in die Kavitäten gegeben, um die Enzym-

katalysierten Reaktionen zu beenden. Die Platten wurden sofort im 

ELISA-Reader bei 405 nm gemessen. Hierbei ist die Intensität der 

Färbung proportional zur Konzentration. 

 

 
2.2.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot 
 

Der Western Blot ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen entsprechend 

ihrem Molekulargewicht. Nach der Separation durch eine SDS-
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(Sodiumdodecylsulfat) Polyacrylamid- Gelelektrophorese können die Proteine 

durch Bindung von spezifischen Antikörpern sichtbar gemacht werden. 

Die Ladung eines Proteins wird von der Anzahl geladener Aminosäurereste und 

damit von der Aminosäurezusammensetzung bestimmt. Das SDS führt als 

anionisches Detergenz dabei zu einer Überdeckung der proteinspezifischen 

Ladungen. Alle Proteine sind damit über ein konstantes Ladung/Masse-

Verhältnis vergleichbar. Zur Reduktion von Disulfidbrücken in den Proteinen 

wird dem Probenpuffer Dithiothreithol (DTT) beigemischt. Außerdem werden die 

Proben zur Zerstörung der Sekundär- und Tertiärstrukturen der  Proteine für 

mehrere Minuten auf 100°C erhitzt. Dadurch können die Proteine allein nach 

ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden, wobei die Beweglichkeit der 

Proteine umgekehrt proportional zu diesem Gewicht ist181. Bei der hier 

eingesetzten diskontinuierlichen SDS- Page wird zusätzlich durch Vorschaltung 

eines Sammelgels eine starke Fokussierung der Proteinbanden und damit eine 

verbesserte Trennleistung erreicht wird.  

Nach erfolgter Auftrennung der Proteinlysate durch Gelelektrophorese werden 

die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Dazu werden das 

Polyacrylamidgel und die Membran in eine Blotting-Apparatur eingespannt. Die 

zu transferierenden Proteine bewegen sich wie bei der SDS-Polyacrylamid-

Elektrophorese aufgrund ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld von der 

Kathode zur Anode. So wandern die Proteine des Polyacrylamidgels zur 

Membran, welche sich auf der Anodenseite befindet. Anschließend können die 

geblotteten Proteine durch spezifische und sehr sensitive Ag-Ak-Reaktionen 

nachgewiesen werden182. 

Vor der Inkubation mit dem Erst-Antikörper wird die Membran noch mit Hilfe 

eines Proteingemisches geblockt, da so später unspezifische Bindungen des 

Antikörpers an die Membran vermieden werden können. Um die 

Nitrozellulosemembran nach erfolgter Inkubation von überschüssigem Erst-

Antikörper zu befreien, wird sie mit TBS und TBST gewaschen. Anschließend 

erfolgt die Zugabe eines weiteren Antikörpers, welcher gegen den Erst- 

Antikörper gerichtet und mit einer Peroxidase konjugiert ist. Auf diese Weise 

wird die Detektion des gesuchten Proteins mit Hilfe eines ECLTM Plus System 
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ermöglicht. Das in der ECLTM –Lösung enthaltene Lumigen PS-3 Acridin 

Substrat wird durch die Antikörper-gebundene Peroxidase oxidiert. Das Produkt 

luminesziert und färbt den in einer Röntgenfilmkassette aufgelegten 

Audiographiefilm an den entsprechenden Positionen des Proteins auf der 

Membran. 
 
 
2.2.6.1 Herstellung von Proteinlysaten 
 

 Die als Pellets vorliegenden Tumorzellen wurden auf Eis 10 Minuten lang 

mit 80- 100 µl (je nach Pelletgröße) NP-40-Puffer durch mehrmaliges 

Aufziehen mit der Pipette lysiert. 
 Daraufhin wurden die Proben bei 14000 rpm und 4°C für 15-30 Minuten 

zentrifugiert und die Überstände in Cryocups bei  –80°C weggefroren. 
 Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurden 5 µl des Lysates mit 20 µl 

NP-40 gemischt bei –20°C gelagert. 
 Die Auswertung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung des 

„BCA Protein Assay Reagent Kit“ nach Anweisung des Herstellers im 

Multi- Detektions- Reader SLT Rainbow. 
 
 
2.2.6.2 Herstellung von Kernextrakten 
 

 Nach Waschen der Tumorzellen in PBS wurden die Pellets auf Eis 15 

Minuten lang mit 400 µl des Kernextraktpuffers A (s. Tabelle 2.6) 

inkubiert. 
 Anschließend wurden 25 µl NP-40 10% zugegeben und die Proben für 

10 Sekunden gevortext. 
 Daraufhin wurden die Proben bei 14000rpm und 4°C für 30 Sekunden 

zentrifugiert und die Überstände vollständig abgenommen. 
 Die Pellets wurden mit 50 µl des Kernextrakt Puffers C resuspendiert und 

während einer 15-minütigen Inkubation auf Eis mehrmals geschüttelt. 
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 Nach einer erneuten Zentrifugation bei 1400rpm und 4°C für 5 min 

konnten die Überstände in Cryocups überführt und bei –80°C 

weggefroren werden. 
 

 
2.2.6.3 Durchführung von SDS-Page und Western-Blot 
 

 Nach obenstehendem Schema (s. Tabelle 2.6) wurden Acrylamid, Tris 

Puffer, H2O bidest. und SDS-Lösung gemischt und mit 10% APS und 

TEMED die Polymerisation des Trenngels eingeleitet. Eine 

Vertikelkammer wurde mit dem Trenngel zu bis zu 2/3 ihres 

Endvolumens aufgefüllt und das Gel mit Isopropanol überschichtet um 

eine glatte Trennfläche zu erhalten. Nach halbstündiger Polymerisation 

des Trenngels wurde die Isopropanol-Schicht mit Wasser ausgespült, ein 

Sammelgel (s. Tabelle 2.6) in Gelkammer bis zum oberen Glasrand 

aufgegossen und ein Kamm eingesetzt. 
 Vor dem Auftrag der Proben wurde jeweils eine Proteinmenge von 20 µg 

mit dem SDS-Probenpuffer (3x) im Verhältnis 3:1 verdünnt und für 5 

Minuten bei 100°C inkubiert. Nach abgeschlossener Polymerisation des 

Sammelgels wurden die Proben aufgelegt und die Elektrophorese bei 

einer Spannung von 120 V durchgeführt. 
 An die Auftrennung der Proteinlysate durch Gelelektrophorese folgend 

wurden die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Hierzu 

wurde ein „Sandwich“ in folgender Orientierung gebildet: mit 

Transferbuffer durchtränkte Schwämme, Filterpapier, Nitrozellulose 

Membran, Gel, Filterpapier, Schwämme. Dieses wurde luftblasenfrei in 

eine Blotting Apparatur eingespannt (Anode unten, Kathode oben) und 

im Transferbuffer bei 350mA für 1 h bei 4°C geblottet.  

 Nach Abschluss des Transfers wurde die Nitrozellulosemembran sofort 

in eine Wanne mit 1x TBS überführt, um ein Austrocknen zu vermeiden. 

Danach wurde die Membran in 4% Slimfast in TBS, 0,5% Tween für eine 

Stunde geblockt um unspezifische Bindungsstellen zu verhindern (bei 
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Kernextrakten erfolgte vor der Blockung noch eine Färbung mit Ponceau-

Lösung).   

 Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran mit dem jeweiligen 

Primär-Antikörper in 2% Slimfast für eine Stunde oder über Nacht bei 

4°C inkubiert. Um die Membran nach erfolgter Inkubation von 

überschüssigem Erst-Antikörper (s. Tabelle 2.4) zu befreien, wurde sie 

kurz in TBS, 0,5% Tween geschwenkt und im Folgenden dreimal in 

TBST, 0,5% für je fünf Minuten gewaschen. Die Membran wurde dann in 

die Lösung, die den Zweit-Antikörper (s. Tabelle 2.5) enthielt (2% 

Slimfast in TBST, 0,5%), überführt. 

 Nach einer Inkubation von 1-2 h bei Raumtemperatur wurde sie erneut 

gewaschen. Hierzu wurde die Membran (bzw. die Membranstreifen) kurz 

in TBS, 0,5% Tween ausgeschwenkt und anschließend dreimal für je 

fünf Minuten mit TBST, 0,5% gewaschen. Im Folgenden wurde für vier 

Minuten in TBST, 3% gewaschen, danach erneut kurz in TBS, 0,5% 

Tween ausgeschwenkt und ein weiteres mal für 3 min in TBS, 0,5% 

Tween gewaschen. Abschließend wurden noch zwei weitere 

Waschschritte in 1x TBS durchgeführt. Die Detektion des vom Primär-

Antikörper erkannten Proteins erfolgte mit einem ECL-System. Dabei 

wurde die abgetropfte, aber nicht trockene Membran in ein Gemisch aus 

je 1 ml ECL-Lösung 1 und ECL-Lösung 2 überführt und für eine Minute 

darin inkubiert. Danach wurde die Membran in Klarsichtfolie 

eingeschlagen und in eine Filmkassette gelegt. Im Dunkeln erfolgte die 

Exposition von Röntgenfilmen. 

 

 

2.2.7 Statistische Auswertung 
Jedes Experiment wurde mindestens dreimal mit ähnlichen Ergebnissen 

durchgeführt. Zur Beurteilung einer Signifikanz der Ergebnisse wurde der 

zweiseitige T-Test verwendet. 
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3. Ergebnisse 

 

 

3.1 Die Inhibition der PI(3)-Kinase in humanen Nierenzellkarzinom-Zellen 
hemmt die Zytokin-Sekretion und induziert den apoptotischen Zelltod 
 
Der PI(3)K-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Regulation einer Vielzahl 

zellulärer Funktionen wie Proliferation, Wachstum und Apoptose194,195. Zur 

Analyse der Effektivität einer Inhibition der PI(3)-Kinase in humanen 

Nierenzellkarzinomen (NZK) wurden die Zelllinien MZ1774, CAKI-2 und A498 

mit verschiedenen Konzentrationen des PI(3)K-Inhibitors LY294002 inkubiert. 

Zusätzlich wurde Rapamycin, ein potenter Inhibitor von mTOR, einer 

Proteinkinase, die der PI(3)-Kinase nachgeschaltete Effekte vermittelt, in diesen 

Experimenten verwendet. Mittels enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest 

(ELISA) wurde schließlich der Einfluss dieser Behandlung der NZK-Zellen auf 

deren Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wie IL-6 und VEGF 

erfasst. Eine Überexpression dieser Moleküle findet man unter anderem bei 

einer Mutation im Von–Hippel-Lindau-Gen, wie sie häufig beim klarzelligen NZK 

und einigen hereditären NZK vorkommt und welche einen schlechten 

prognostischen Faktor darstellt209.  

 Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung dieser Tumorzellen mit 

LY294002 schon in niedriger Konzentration sehr effizient die Sekretion von IL-6 

und VEGF hemmt (gezeigt für die Zellinie MZ1774, s. Abb. 3.1 A, B).  
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Abbildung 3.1: Reduktion der Sekretion von autokrinen Wachstumsfaktoren beim 
Nierenzellkarzinom infolge PI(3)K-Inhibition mittels LY294002. 2 x 106  Zellen wurden in 10 

ml Medium kultiviert und mit den angegebenen Konzentrationen von LY294002 und Rapamycin 

behandelt. Nach 48-h wurden die Sekretion von IL-6 (A) und VEGF (B) mittels ELISA-Reader 

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte von Dreifachbestimmungen. 
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Diese Inhibition beruhte auf einer reduzierten nukleären Translokation von 

HIF1α, einem Transkriptionsfaktor, von dem gezeigt werden konnte, dass er 

eine pathogenetisch wichtige Rolle bei der Progression des 

Nierenzellkarzinoms und der damit verbundenen Bildung von VEGF spielt224. 

Außerdem wird RelB, ein Mitglied der NF-κB-Familie, die an der Regulation der 

IL-6-Transkription mitbeteiligt ist, vermindert in den Zellkern transloziert (s. Abb. 

3.2). 

 
Abbildung 3.2: LY294002 und Rapamycin bewirken eine reduzierte Expression von RelB  

und HIF1α. 1 x 106 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Rapamycin und 

LY294002 über 48h inkubiert. Die anschließend hergestellten Kernextrakte wurden mittels SDS-

PAGE aufgetrennt und die verminderte Expression der Transkriptionsfaktoren mit anti-HIF1α 

bzw. anti-RelB im Western-Blot nachgewiesen.  
 

 

Die inhibitorische Wirkung war teilweise Folge einer Induktion des 

apoptotischen Zelltodes, wie durch Erfassung der nukleären DNA-

Fragmentation und der erhöhten Caspase-Aktivität nachgewiesen werden 

konnte (s. Abb. 3.3 A, B). 

HiF-1α 

RelB 
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3.3: Apoptose-Induktion und Caspase-Aktivierung durch LY294002 und Rapamycin. 2 x 

105 Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Rapamycin und LY294002 über 48h 

inkubiert. Die konzentrationsabhängige Apoptose der Nierenzellkarzinom-Zellen wurde durch 

durchflußzytometrische Färbung hypoploider DNA aus apoptotischen Zellkernen bestimmt (A). 

Zusätzlich wurde eine Aktivierung der Caspasen anhand der Spaltung des fluoreszierenden 

Caspase-Substrates DEVD-AMC fluorometrisch erfasst (B). Es werden die Mittelwerte von 

Dreifachbestimmungen gezeigt. 
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3.2 Die Apoptoseinduktion durch PI(3)K-Inhibition ist unabhängig vom 
extrinsischen, rezeptorvermittelten Signalweg 
 
Um die beteiligten Mechanismen im Rahmen einer Apoptoseinduktion durch 

LY294002 zu analysieren, wurde zunächst die Rolle des extrinsischen, durch 

Todesrezeptoren vermittelten, Signalweges untersucht. Hierzu wurden Jurkat-

Zellen verwendet, die entweder eine dominant-negative Mutante des 

Adapterproteins FADD exprimierten, oder defizient für Caspase-8, der 

proximalen Caspase bei der Vermittlung der Apoptose durch Todesrezeptoren, 

waren. FADD ist für die Transduktion des apoptotischen Signals via CD95, 

TNF-Rezeptor 1 und den TRAIL-Rezeptoren verantwortlich. Die Weiterleitung 

des Signals erfolgt anschließend durch eine Aktivierung der Caspase-8.  

Es zeigte sich, dass die Inkubation der FADD- und Capase-8-defizienten Zellen 

mit LY294002 ähnliche apoptotische Effekte hatte wie bei den Vektor-

Kontrollzellen, was darauf hindeutet, dass die Apotoseinduktion durch 

LY294002 unabhängig vom extrinsischen Signalweg ist. Wie erwartet waren die 

proapoptotischen Effekte von LY294002 durch die Zugabe des pan-Caspase-

Inhibitors zVAD-fmk komplett aufhebbar. (s. Abb. 3.4 A-C).  

Die Induktion der Apoptose der Zellen durch PI(3)K-Inhibition wurde zudem 

durch Erfassung der Phosphatidylserin-Exponierung mittels Annexin-V-FITC-

Färbung bestätigt. Darüber hinaus wurde der Einfluss dieser Inhibition auf die 

Viabilität der Zellen photometrisch mit  Hilfe eines MTT Assays erfasst. (s. Abb. 

3.5 A, B) 
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3.4: Die Inhibition der Signaltransduktion über FADD und Caspase-8 hat keinen Einfluss 
auf die durch LY294002 vermittelte Apoptose. 2 x 105 Jurkat-A3-Zellen (Vektorkontrolle) (A), 

und die FADD- und Caspase-8-defizienten Jurkat-Zellen (B,C) wurden mit DMSO (schwarze 

Balken) oder 100 µM zVAD-fmk (weiße Balken) über 1 h inkubiert und anschließend mit 

verschiedenen Konzentrationen von LY294002 über 24 h stimuliert. Die Induktion der Apoptose 

wurde im Durchflußzytometer durch Propidiumiodid-Färbung hypodiploider, apoptotischer 

Zellkerne bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte von Dreifachbestimmungen. 
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Abbildung 3.5: Phosphatidylserin-Exponierung und reduzierte Zellviabilität unter 
Behandlung mit LY294002. 2 x 105 Jurkat-A3-Zellen (Vektorkontrolle), und die FADD- und 

Caspase-8-defizienten Jurkat-Zellen wurden mit LY294002 in einer Konzentration von 80 µM 

über 24 h stimuliert. Anschließend wurde die Phosphatidylserin-Exponierung mittels Annexin-V-

FITC-Färbung (A) im Durchflußzytometer bestimmt und die Viabilität der Tumorzellen 

photometrisch mit Hilfe eines MTT Assays (B) erfasst. 
 

 

Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen führte die Inkubation der Jurkat-

Zellklone mit dem PI(3)K-Inhibitor zu einer Spaltung des Caspase-Substrates 

Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP), einem wichtigen DNA-Reperatur-Gen, 

und zu einer Aktivierung von Caspase-8 und –9. Durch Verwendung des Akt-

Inhibitors SH5 konnte zudem gezeigt werden, dass die Apoptoseinduktion mit 

LY294002 sehr wahrscheinlich über eine verminderte Aktivität von Akt vermittelt 

wird (s. Abb. 3.6). 
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Abbildung 3.6: Die Inhibition des PI(3)K/Akt-Signalweges führt zur Spaltung von PARP 
und Aktivierung von Caspase-8 und –9. 1 x 106 Zellen wurden mit verschiedenen 

Konzentrationen von LY294002 und SH5 über 24h inkubiert. Anschließend wurden die Proteine 

mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Spaltung von PARP, Caspase-8 und Caspase-9 im 

Western-Blot nachgewiesen. 

 

 

 

3.3 Die Apoptoseinduktion infolge PI(3)K-Inhibition wird durch den 
intrinsischen, mitochondrialen Signalweg vermittelt und benötigt eine 
Aktivierung von Caspase-9 
 
Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass die Apoptoseinduktion durch 

LY294002 unabhängig von dem extrinsischen Signalweg stattfindet, wurde 

anschließend die Bedeutung der intrinsischen Signalübertragung untersucht. 

Dazu wurden Jurkat-Zellen verwendet die stabil Bcl-2 überexprimieren oder  

defizient für Caspase-9 sind.  Die Überexpression von Bcl-2 oder ein Defekt in 

der Biosynthese von Caspase-9 verhindert die Apoptoseinduktion und eine 

Freisetzung von Cytochrom C durch Chemotherapeutika, die an dem 

mitochondrialen Cytochrom C/Apaf-1/Caspase-9-Signalweg ansetzen192, 217. 

Im Vergleich zur Vektorkontrollzelle (s. Abb. 3.7 A, C) konnte eine komplette 

Inhibition der Apoptoseinduktion durch LY294002 in den Bcl-2-

überexprimierenden (s. Abb. 3.7. B) und den Capsase-9-defizienten (s. Abb. 3.7 

D) Jurkatzellen beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass der 

PARP 

Caspase 8 

Caspase 9 
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apoptotische Zelltod durch PI(3)K-Inhibition über dem intrinsischen, 

mitochondrialen Signalweg vermittelt wird.  
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Abbildung 3.7: Apoptose infolge PI(3)K-Inhibition wird durch eine Überexpression von 
Bcl-2 oder eine Defizienz an Caspase-9 verhindert.  5 x 106 Jurkatzellen die Bcl-2 

überexprimieren (B) bzw. Caspase-9 defizient (D) sind, als auch die entsprechenden Vektor-

Kontrollzellen (A, C) wurden mit DMSO (schwarze Balken) oder 100 µM zVAD-fmk (weiße 

Balken) über 1 h vorbehandelt und anschließend mit verschiedenen Konzentrationen von 

LY294002 über 24 h stimuliert. Die Apoptose wurde durch Bestimmung der hypodiploiden, 

apoptotischen Zellkerne durchflußzytometrisch erfasst. Dargestellt sind die Mittelwerte einer 

Dreifachbestimmung. 
 

 

Dem entspricht auch die Beobachtung, dass die Inkubation mit LY294002 zu 

einer konzentrationsabhängigen Spaltung von PARP in den Kontrollzellen führt, 

wohingegen dieser Effekt in den Bcl-2-überexprimierenden und den Capsase-9-

defizienten Zellen komplett verhindert wurde (s. Abb. 3.8 A, B). Zur Kontrolle 

wurden die Zellen zusätzlich mit Etoposid oder TRAIL behandelt. 
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Abbildung 3.8: Eine Überexpression von Bcl-2 oder eine Defizienz an Caspase-9 inhibiert 
die LY294002-vermittelte Caspase-Aktivierung. 2 x 106 Jurkatzellen die Bcl-2 überexprimieren 

(B) bzw. Caspase-9 defizient (D) sind, als auch die entsprechenden Vektor-Kontrollzellen (A, C) 

wurden mit 40 µM LY294002 für die angegebene Zeitdauer inkubiert. Die Spaltung von PARP 

wurde mittels Immunoblotting nachgewiesen. Als Kontrolle wurden die Zellen zudem mit 40 

ng/ml TRAIL oder 25 µg/ml Etoposid stimuliert. 
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3.4 TRAIL und Etoposid potenzieren die Wirkung von PI(3)K-Inhibitoren in 
Jurkat-Zellen 
 
Wie bereits in anderen Arbeiten beschrieben wurde, kann die kombinierte Gabe 

von Inhibitoren der PI(3)-Kinase mit antineoplastischen Substanzen wie 

Etoposid oder Doxorubicin zu einer erhöhten Apoptoserate von malignen Zellen 

führen200-207. In der folgenden Versuchsreihe konnten ähnliche Ergebnisse auch 

in Jurkat-Zellen dargestellt werden. Wie in Abbildung 3.9 veranschaulicht führte 

die zusätzliche Gabe von Etoposid, einem Wirkstoff84 der die Topoisomerase II 

hemmt und über den mitochondrialen Signalweg den Zelltod herbeiführt, zu 

einer gesteigerten apoptotischen Potenz der PI(3)-Inhibition in den Kontroll- und 

Caspase-9 exprimierenden Jurkat-Zellen. Ähnliche Ergebnisse wurden 

beobachtet, wenn die Zellen mit dem Todesrezeptor-Liganden TRAIL behandelt 

wurden. Interessanterweise war dieser Effekt von TRAIL, anders als bei der 

Inkubation mit Etoposid, auch in den Caspase-9-defizienten Zellen 

nachweisbar, was möglicherweise eine neue therapeutische Kombination 

darstellen könnte. 
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Abbildung 3.9: PI(3)K-Inhibitoren steigern die TRAIL- und Etoposid-índuzierte Apoptose 
in Jurkat-Zellen. 2 x 106 Capsase-9-exprimierende oder -defiziente Jurkatzellen wurden über 

24-h mit Etoposid oder TRAIL und LY294002 in den angegebenen Konzentrationen über 24 h 

stimuliert. Die Induktion der Apoptose wurde im Durchflußzytometer durch Propidiumiodid-

Färbung hypdiploider apoptotischer Zellkerne bestimmt. Es werden die Mittelwerte von 

Dreifachbestimmungen gezeigt. 
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4. Diskussion 
 
Eine aberrante Hochregulation des PI(3)K-Signalweges ist ein häufiges Ereignis 

in der Karzinogenese vieler maligner Erkrankungen. Infolge dieser Aktivierung 

kommt es zur Bildung von Poshatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3), das 

selbst als Aktivator verschiedener Effektorproteine fungiert, deren wichtigster 

Vertreter Akt ist. Dabei bindet PIP3 an die PH-Domäne von Akt, rekrutiert es an 

die Plasmamembran und ermöglicht auf diese Weise dessen Phosphorylierung 

an der Postition T308 des katalytischen Zentrums unter Mitwirkung der 

Proteinkinase PDK-1197. Zur vollen Aktivierung von AKT wird jedoch noch eine 

zweite Phosphorylierung an dem hydrophobischen Ende (S473) durch die 

Kinase PDK-2 benötigt. Diese Kinase wird wahrscheinlich durch den rictor-

mTOR-Komplex gebildet216. Mittels Aktivierung nachgeschalteter Substrate und 

Signalwege kontrolliert AKT fundamentale, zelluläre Prozesse wie Proliferation, 

Motilität, Adhäsion, Transformation, Angiogenese und Zelltod. Einer Aktivierung 

von AKT entgegen wirkt das Tumorsupressorgen PTEN (Phosphatase und 

Tensin Homolog), das über eine Dephosphorylierung von PIP3 die Bildung von 

AKT mitreguliert.  

Eines der am ausführlichsten untersuchten, nachgeschalteten Substrate von 

AKT ist die Serin/Threonin-Kinase mTOR (mammalian target of rapamymcin), 

welche in der Zelle als molekularer Sensor die Regulation der 

Proteinbiosynthese in Abhängigkeit von der Verfügbarkeit benötigter Baustoffe 

beeinflusst. Der mTOR-Signalweg wird in seiner Funktion durch eine direkte 

Inaktivierung mittels TSC1 und TSC2 (tuberous sclerosis complex) gebremst. 

Eine Inhibierung von TSC2 führt indirekt über eine vermehrte Bildung der 

GTPase Rheb zu einer verstärkten Aktivierung von mTOR216,218,219. mTOR 

bewirkt über nachgeschaltete Effektorproteine wie 4e-BP1 (eukaryotic 

translation initiation factor 4E binding  protein 1) oder dem ribosomalen Protein 

p70S6-Kinase eine Stimulation der Proteinsynthese und einen Eintritt in die G1-

Phase des Zellzyklus. 

Der PI(3)K-Signalweg wurde lange Zeit als linear betrachtet. Jedoch weisen 

neueste Forschungsergebnisse auf eine beträchtliche Vernetzung mit anderen 
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Signalwegen wie beispielsweise dem der MAP-Kinase (mitogen activated 

protein kinase) oder NF–κB hin. Darüber hinaus unterstreicht die zunehmende 

Zahl der in diesem Zusammenhang neu identifizierten positiven und negativen 

Rückkoppelungsmechanismen die zentrale Bedeutung dieses Signalwegs und 

macht ihn damit zu einem höchst interessanten Angriffspunkt neuer 

Therapien194,195,216,219. 

Die genaue Rolle des PI(3)/AKT/mTOR-Signalweges bei Nierenzellkarzinomen 

(NZK) ist noch nicht geklärt. Eine Mutation oder Herabregulierung von PTEN 

wurde in einer Vielzahl von Nierenzellkarzinomen beschrieben und stellt einen 

unabhängigen, prognostischen Faktor für das krankheitsspezifische Überleben 

entsprechender Patienten dar. Auch eine verminderte Aktivität von TSC1 und 

TSC2 konnte in diesen Malignomen nachgewiesen werden. Die damit 

verbundene gesteigerte Aktivität von mTOR führt zu einer Hochregulation von 

HIF1α und VEGF. Daher nimmt der PI(3)K-Signalweg entscheidenden Einfluss 

auf eines der wichtigsten Ereignisse im Rahmen der Karzinogense des 

NZK198,215,216,220,222. 

Am Anfang der malignen Transformation des Nierengewebes findet man häufig 

eine gestörte Funktion des Von-Hippel-Lindau-Gens (VHL-Gen), welches auf 

dem langen Arm des Chromosoms 3 lokalisiert ist209.  Die Vererbung eines 

Defektes in diesem Gen führt zur Erkrankung am Von-Hippel-Lindau-Syndrom, 

das die häufigste Ursache des vererbten, klarzelligen Nierenzellkarzinom 

darstellt. Darüber hinaus findet sich eine Mutation im VHL-Gen auch bei bis zu 

75% der Patienten mit einem sporadisch aufgetretenem NZK210,212. Das Produkt 

des VHL-Gens bildet eine Komponente des (VHL)-E3-Ubiquitin-Ligase-

Komplexes. Dieser Komplex ist in der Lage durch Polyubiquitination 

überschüssiges HIF-1, -2 und –3 zu entfernen.  Ein Verlust in der Funktion 

dieses Komplexes führt zu einer Akkumulation von HIF1α. Dieses Protein 

transloziert nach Bindung an HIF1β in den Zellkern und induziert dort die 

Transkription von Wachstums- und angiogenetischen Faktoren wie IL-6, EGF, 

TGF, VEGF und PDGF. Die Folge einer aberranten Funktion des (VHL)-E3-

Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist eine unkontrollierte, permanente Aktivierung 

von HIF1α und daraus resultierend eine gesteigerte Angiogenese, eine bessere 
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Adaption der Tumorzellen an Sauerstoffarmut und niedrigen pH im Gewebe, als 

sowie eine erhöhte Zellproliferation und –viabilität. Die sezernierten 

Wachstumsfaktoren binden an die entsprechenden Tyrosinkinase-Rezeptoren 

der NZK-, Endothel- und Stromazellen und bewirken so eine autokrine und 

parakrine Stimulation. Eine Aktivierung dieser Rezeptoren initiiert intrazellulär 

eine kaskadenartige Signaltransduktion über verschiedene Signalzweige, zu 

welchen auch der PI(3)K-Signalweg gehört. 

Substanzen, welche die PI(3)K-Signalübertragung durch Inhibition des mTOR-

Moleküls unterbrechen, wie z.B. Temsirolimus (CCI-779, Wyeth 

Pharmaceuticals) oder Everolimus (RAD001, Novartis Pharma), zeigten 

vielversprechende Effekte in klinischen Studien. In der randomisierten Phase-

III-Studie ARCC bewirkte Temsirolimus einen signifikanten Überlebensvorteil 

gegenüber einer Standardtherapie mit Interferon alfa (IFN-a). Temsirolimus 

wurde deshalb vor kurzem in den USA zur Behandlung des fortgeschrittenen 

Nierenzellkarzinoms zugelassen. Interessanterweise konnte nachgewiesen 

werden, dass diese Substanzen unter anderem über eine Herabregulierung der 

Translation und Expression von HIF1α wirken199,208,213,214,223. 

 

Ziel dieser Arbeit ist es ein besseres Verständnis für das bisher wenig geklärte 

Zusammenspiel zwischen Apoptose und dem Überlebens-Signalweg der PI3K 

zu erlangen, sowie die Effekte einer PI(3)K-Inhibition in Nierenzellkarzinomen 

proximal von mTOR zu analysieren. Das NZK zählt zu den 10 häufigsten 

Ursachen eines Tumor-assoziierten Todes bei einer jährlich zunehmenden 

Inzidenz (derzeit etwa 200.000 /a)194-196. Die am besten untersuchten und 

kommerziell erwerblichen Inhibitoren der PI(3)K sind LY294002 und 

Wortmannin. Beide setzen an der p110 katalytischen Untereinheit an. 

LY294002 inhibiert sehr wirksam das Wachstum verschiedener Malignome 

sowohl in vitro, als auch im Tiermodel, vermittelt durch eine Induktion des 

apoptotischen Zelltodes als Folge einer spezifischen Blockade des PI(3)K/AKT-

Signalweges199.  

Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von NZK-Zellen mit LY294002 

zu einer deutlichen Reduktion der Sekretion von IL-6, einem autokrin 
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wirksamen Wachstumsfaktor der NZK-Zellen, und VEGF, einem Promotor der 

Tumorangiogenese, führt. Dies war bedingt durch eine reduzierte nukleäre 

Expression von RelB, einem Transkriptionsfaktor der NF-κB-Familie, und 

HIF1α, einem Transkriptionsfaktor von Genen, die bei der zellulären Reaktion 

auf Hypoxie beteiligt sind. LY294002 ist also in der Lage, die auto- und parakrin 

stimulierte Proliferation der malignen Zellen und die in diesem Zusammenhang 

wichtige Neovaskularisation potent zu unterbrechen. Interessanterweise war 

diese inhibitorische Wirkung von LY294002 signifikant höher als bei dem 

mTOR-Inhibitor Rapamycin. Darüber hinaus konnte durch die Zugabe des 

PI(3)K-Inhibitors zum Kulturmedium die Apoptose in allen untersuchten NZK-

Zellen effektiv induziert werden. 

Die genauen Mechanismen, über welche PI(3)K-Inhibitoren den 

programmierten Zelltod auslösen werden kontrovers diskutiert196. AKT ist in der 

Lage das Mitglied der Bcl-2-Familie Bad zu phosphorylieren und dadurch die 

Sequestrierung der mitochondrialen Membran einzuleiten. In seiner 

unphosphorylierten Form ist Bad für die Inaktivierung von anti-apopototische 

Proteine wie Bcl-XL und Bcl-2 zuständig. Auch NF–κB ist in der Apoptose-

Regulation durch die PI(3)K über die Phosphorylierung einer Vielzahl von 

Molekülen, welche die Zelle vor apopototischen Signalen schützen, involviert. 

Auf die Weise wird den zelltod-fördernden Stimuli durch Proteine der Forkhead-

Familie, IκB-Kinase, MDM2 oder Procaspase-9 entgegengewirkt.  

Um den Einfluss von LY294002 auf die apoptotische Signaltransduktion zu 

analysieren, wurden Jurkat-Zellklone verwendet, die entweder defizient für 

wichtige Proteine im Rahmen der Weiterleitung des apoptotischen Signals 

waren, oder Bcl-2, ein antiapoptotisch wirksames Molekül, überexprimierten. 

Die Blockade des extrinsischen, Todesrezeptoren-vermittelten Signalweges 

mittels FADD- oder Caspase-8-defizienten Jurkatzellen hatte keinen Einfluss 

auf die Apoptoseinduktion durch PI(3)K-Inhibition. In beiden Jurkat-Mutanten 

konnten die für die Apoptose charakteristische, inter-nukleosomalen 

Doppelstrangbrüchen der DNA, als auch die Exposition von Phosphatidylserin 

(PS) an der Zelloberfläche, nachgewiesen werden. Zusätzlich war der 

zelltodfördernde Effekt von LY294002 in der reduzierten Viabilität der 
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Tumorzellen im MTT Assay erkennbar. Vermittelt wurde die Apoptose unter 

anderem durch eine erhöhte Aktivität der Caspasen in den behandelten Zellen. 

Wie erwartet waren zudem die Caspase-Aktivierung und Apoptose durch die 

Zugabe des pan-Caspase-Inhibitors zVAD-fmk komplett aufhebbar. 

Gegensätzlich hierzu wurde eine komplette Inhibition der Apoptoseinduktion 

durch LY294002 in den Bcl-2-überexprimierenden und den Capsase-9-

defizienten Jurkatzellen erreicht. Dies deutet darauf hin, dass die Initiation der 

Apoptose durch LY294002 einer Aktivierung des mitochondrialen Signalweges 

bedarf. Dem entspricht auch die Beobachtung, dass die Inkubation mit 

LY294002 zu einer konzentrationsabhängigen Spaltung von PARP, einem 

wichtigen DNA-Reperatur-Gen, in den FADD- und Caspase-8-defizienten, nicht 

aber in den Bcl-2-übexprimierenden oder Capase-9-defizienten Jurkatzellen, 

geführt hatte. Die Ergebnisse bei einer zusätzlichen Verwendung des Akt-

Inhibitors SH5 indizieren zudem, dass die Apoptoseinduktion mit LY294002 

sehr wahrscheinlich über eine verminderte Aktivität von Akt vermittelt wird. 

Wie kürzlich gezeigt werden konnte, steigert die Verwendung von PI(3)K-

Inhibitoren die Sensibilität von Tumorzellen gegenüber der Apoptoseinduktion 

durch Chemotherapeutika und Liganden der Todesrezeptor-Familie201,204. 

Passend zu diesen Erkenntnissen beobachteten wir eine erhöhte Rate des 

apoptotischen Zelltodes bei einer gemeinsamen Verwendung von LY294002 

und TRAIL bzw. Etoposid in der Behandlung von Jurkat-Zellen. 

Erstaunlicherweise steigerte die gleichzeitige Stimulation mit LY294002 und 

TRAIL auch die Apoptose in den Caspase-9-defizienten Jurkat-Zellen, welche 

ursprünglich resistent gegen PI(3)K-Inhibitoren waren. Diese erhöhte 

Sensitivität lässt sich durch die Fähigkeit der PI(3)K-Inhibitoren zur 

Herabregulierung von cFLIP und Oligomerisierung von DR5 (TRAIL-R2) 

erklären204. Auf diese Weise wird die Signalübertragung über den DISC-

Komplex (death-inducing-signaling-komplex) unterstützt. Diese Ergebnisse 

weisen auf eine interessante therapeutische Option in der Behandlung von 

Tumorzellen mit reduzierter Empfindlichkeit gegenüber Chemotherapeutika wie 

TRAIL hin. Wie für die Caspase-9-defizienten Jurkat-Zellen gezeigt, könnte eine 
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Kombination mit PI(3)-Inhibitoren diese erniedrigte Sensitivität möglicherweise 

durchbrechen. 

 

Abschließend lässt sich sagen, dass die Inhibition des PI(3)K-Signalweges in 

Nierenzellkarzinomen zu einer verminderten Sekretion von Wachstums- und 

angiogenetischen Faktoren, infolge einer Herabregulierung der Expression von 

RelB und HIF1α, führt. Darüber hinaus  induziert der PI(3)K-Inhibitor LY294002 

den programmierten Zelltod unabhängig der Todesrezeptor-vermittelten 

Signalübertragung über Aktivierung des intrinisischen, mitochondrialen 

Apoptoseweges. Dieser Effekt kann durch die Topoisomerase-Inhibitoren oder 

TRAIL zusätzlich gesteigert werden. Die Resultate dieser Arbeit geben Anreiz 

zur Entwicklung neuer therapeutischer Strategien, die über eine Beeinflussung 

des PI(3)K-Signalweges das häufige Problem der Chemoresistenz von 

Malignomen überwinden. 
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5. Zusammenfassung 
 
Die Phosphatidylinositol-3-Kinase spielt eine essentielle Rolle in einer Vielzahl 

zellulärer Funktionen wie Proliferation, Migration, Angiogenese und Zelltod. Als 

ein wichtiger Regulator des Zellüberlebens stellt sie zudem einen direkten 

Gegenspieler der Apoptose dar. Wie kürzlich nachgewiesen werden konnte, 

findet sich eine konstitutive Aktivierung der PI(3)K in verschiedenen humanen 

Tumoren wie beispielsweise dem Prostata-, Ovarial- oder 

Bronchialkarzinom200,201. Daher stellt die Inhibition dieses Signalweges eine viel 

versprechende Option für zukünftige Behandlungen maligner Erkrankungen 

dar.  

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist ein besonders therapieresistenter Tumor, an 

dem jährlich weltweit bis zu 100.000 Menschen sterben. Die Erstlinien-

Standardtherapie dieses Malignoms erwies sich bisher als weitgehend 

erfolglos. Auch der Einsatz von Zytokinen wie IL-2 oder IFN-alpha brachte nur 

eine geringe objektive Ansprechrate von etwa 10-20%208. Da eine erhöhte 

Aktivität des PI(3)K/AKT-Signalweges in einem Großteil der 

Nierenzellkarzinome beschrieben wird, sollten in dieser Arbeit die molekularen 

Folgen einer Hemmung der PI(3)-Kinase und die antineoplastische Effektivität 

von LY294002, einem spezifischen Inhibitor dieses Enzyms, bei 

Nierenzellkarzinomen untersucht werden.  

Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von NZK-Zellen mit LY29002 die 

Sekretion der Wachstums- und angiogenetischen Faktoren IL-6 und VEGF über 

eine Beeinflussung der Expression von RelB und HIF1α inhibiert. Darüber 

hinaus wurde infolge der Stimulation der malignen Zellen mit LY294002 eine 

Induktion der Apoptose in allen verwendeten NZK-Zelllinien beobachtet. Um die 

molekularbiologischen Folgen einer Induktion des programmierten Zelltodes mit 

LY294002 zu analysieren, wurden Jurkat-Zellklone verwendet, die entweder 

defizient für wichtige Proteine im Rahmen der Weiterleitung des apoptotischen 

Signals waren oder Bcl-2, ein antiapoptotisch wirksames Molekül, 

überexprimierten. In den durchgeführten Experimenten konnte kein Effekt von 

LY294002 auf die Apoptose von Caspase-8- und FADD-defizienten Zellen im 
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Vergleich zu ihren Vektor-Kontrollzellen nachgewiesen werden. Gegensätzlich 

hierzu waren Tumorzellen, die Bcl-2 überexprimierten oder defizient für 

Caspase-9 waren, resistent gegenüber einer Apoptose-Induktion mittels PI(3)K-

Inhibition. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Inhibition durch 

LY294002 zu einer mitochondrial-vermittelten, unabhängig des extrinsischen 

Singalweges erfolgenden Apoptose führt. Dem entspricht auch die 

Beobachtung, dass die Inkubation mit LY294002 zu einer 

konzentrationsabhängigen Spaltung von PARP, einem wichtigen DNA-

Reperatur-Gen, in den FADD- und Caspase-8-defizienten, nicht aber in den 

Bcl-2-übexprimierenden oder Capase-9-defizienten Jurkatzellen, führte. Zudem 

konnte durch eine gemeinsame Verwendung von LY294002 und TRAIL bzw. 

Etoposid in der Behandlung von Jurkat-Zellen eine erhöhte Rate des 

apoptotischen Zelltodes erreicht werden. Erstaunlicherweise steigerte die 

gleichzeitige Stimulation der Zellen mit LY294002 und TRAIL die Apoptose 

auch in den ursprünglich LY294002-resistenten, Caspase-9-defizienten Jurkat-

Zellen. 

 

 

6. Ausblick 
 
Die genaue Kenntnis der multiplen Vernetzungen eines Signalweges ist 

unerlässlich, um die biologischen Konsequenzen einer Interferenz dieses 

Systems verstehen zu können. Die Identifizierung der Komponenten des  

PI(3)K-Signalweges, welche an der malignen Entartung körpereigener Zellen 

beteiligt sind, stellen einen essentiellen Schritt in der Entwicklung neuer 

Behandlungsmöglichkeiten dar. Durch gezielte Beeinflussung dieses, in einer 

Vielzahl von Tumoren hochregulierten Überlebenssignals, kann möglicherweise 

eine Überwindung  der Chemoresistenz verschiedener Malignome erreicht 

werden. Darüber hinaus besteht die berechtigte Hoffnung, dass es durch den 

Einsatz spezifischer Inhibitoren seltener zu Nebenwirkungen kommt als bei 

Medikamenten, die als generelle Wachstums-Suppressoren fungieren. 
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8. Anhang 
 
 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
 

AIDS acquired immune deficiency syndrom 

AIF Apoptosis-Inducing Factor 

AK  Antikörper 

AKT/PKB Proteinkinase B 

AMC Aminomethylcumarin 

ANT Adeninnukleotid–Translokator 

Apaf-1 Apoptotic Protease-Activating Factor-1 

APO Apoptosis Antigen 

ATP Adenosin-Triphosphat 

Bad Bcl-2 Antagonist of Cell Death 

Bak Bcl-2 Homologous Antagonist / Killer 

Bax Bcl-2 Associated X Protein 

Bcl-2 B Cell Lymphoma/Leukemia- 2 

Bfl-1 Bcl-2 Homologue Isolated from a Human Fetal Liver 

BH-Domäne Bcl-2-Homologie-Domäne 

Bid BH3 Interacting Domain Death Agonist 

Bik Bcl-2 Interacting Killer 

Bim Bcl-2 Interacting Mediator of Cell Death 

BIR Baculoviral IAP Repeat 

Blk Bik-Like Killer Protein 

CAD Caspase-activated DNase 

CARD Caspase Recruitment Domain 

Casp Caspase 

Caspase Cysteinyl-Aspartat-spezifische Proteinase 

CD Cluster of Differentiation 

CD95L CD95-Ligand 

CDC 27 cell-division cycle 27 
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CED Cell Death Protein 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat 

CHOP C/EBP homology protein 

CPP32 Cysteine Protease 32 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

Daxx Fas Death Domain-Associated Protein 

DcR Decoy Receptor 

DD Todesdomäne (Death Domain) 

DED Todeseffektordomäne (Death Effector Domain) 

DEVD-AMC N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-Aminomethylcumarin 

DIABLO Direct IAP Binding Protein with Low pI 

DISC Todessignal-Komplex (Death Inducing Signaling Complex) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DN dominant-negativ 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

DR Todesrezeptor (Death Receptor) 

DTT Dithiothreitol 

ECL Enhanced Chemoluminescence 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF epidermalr  growth factor 

EGTA Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsäure 

ELISA Enzyme linked Immunabsorbent Assay 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 

FADD Fas-Associating Protein with Death Domain (MORT1) 

Fas Fibroblast Associated Antigen 

FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FL Fluoreszenz-Kanal 

FLICE FADD-like ICE 

FLIP FLICE Inhibitory Protein 

FSC Forward Scatter 

FU Fluorescence Unit 
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GADD153 growth arrest  DNA-damage 153 

GFP Grün-fluoreszierendes Protein 

GST Glutathion-S-Transferase 

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N2’-Ethansulfonsäure 

HDM2 humanes Homolog des murinen mdm2-Gens 

HIF1α hypoxia inducible factor 1, alpha subunit 

IAP Inhibitor of Apoptosis Protein 

ICAD Inhibitor of CAD 

ICE Interleukin-1 �-Converting Enzyme 

I-FLICE Inhibitor of FLICE 

IL Interleukin 

kD Kilodalton 

MACH MORT-Associated CED-3 Homologue 

MAPK mitogen activated protein kinase 

Mch Mammalian CED-3 Homologue 

Mcl-1 Myeloid Cell Leukemia Sequence 1 

MORT1 Mediator of Receptor Induced Toxicity 1 

mTOR mammalian target of rapamymcin 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NADH Nicotinamid-AdeninDinucleotid-Hydroeen 

NADPH Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat-Hydroeen 

NF–κB nuclearfactor kappa-B 

NGF nerve growth factor 

NIAP Neuronal IAP 

NK-Zellen Natural Killer Cells 

NP-40 Nonidet P40, Nonylphenoxypolyethoxyethanol 

NZK Nierenzellkarzinom 

PARP Poly(ADP-Ribose)Polymerase 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCD programmed cell death 

PDGF platelet-derived  growth factor 

PI Propidiumiodid 
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PI(3)K Poshatidylinositol-3-Kinase 

PIP3 Poshatidylinositol-3,4,5-Triphosphat 

PLAD Pre-Ligand Assembly Domain 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PS Phosphatidylserin 

PT Permeabilitätstransitions-Poren  

PTEN phosphatase and tensin homologue deleted on chromosom 10 

ROS Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species) 

Rpm rotations per minute 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Smac Second Mitochondria-Derived Activator of Caspase 

STAT1 signal transduction and activator of transduction factor 1 

TEMED Tetramethylethylenediamine 

TBS Tris Buffered Saline 

TGF transforming growth factor 

TNF Tumornekrose-Faktor 

TRADD TNF Receptor-Associated Death Domain Protein 

TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Factor 

TRAIL-R TRAIL-Rezeptor 

TRAMP TNF Receptor-Related Apoptosis Mediating Protein 

TRID TRAIL Receptor without an Intracellular Domain 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TSC tuberous sclerosis complex 

VDAC voltage-dependent anion channel 

VEGI vascular endothelial cell-growth inhibitor 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VHL-Gen Von-Hippel-Lindau-Gen 

X-IAP X-linked IAP 

zVAD-fmk Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluormethylketon 
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8.2 Abbildungsverzeichnis  
 

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der morphologischen  

 Veränderungen in apoptotischen Zellen      
Abb. 1.2: Die Familie der humanen Caspasen  

Abb. 1.3: Aktivierung der Caspasen am Beispiel der Caspase-3 
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Abb. 3.7: Apoptose infolge PI(3)K-Inhibition wird durch eine Überexpression    
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Abb. 3.8: Eine Überexpression von Bcl-2 oder eine Defizienz an Caspase-9   
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