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1 Einleitung 

1.1 Neoplasie 

1.1.1 Epidemiologie 
Krebs ist in der westlichen Welt nach kardiovaskulären Erkrankungen die 

zweithäufigste Todesursache. Laut statistischem Bundesamt erlagen 2011 rund 

26% aller in Deutschland verstorbenen Personen einem Krebsleiden 

(https://www.destatis.de/DE/ZahlenFakten/GesellschaftStaat/Gesundheit/Todes

ursachen/Aktuell.html). Etwa jeder dritte Europäer erkrankt im Laufe seines 

Lebens an Krebs. Jedes Jahr sind knapp 400.000 Neuerkrankungen in 

Deutschland zu verzeichnen. 

1.1.2 Tumorgenese 
Charakteristisch für Krebs ist eine nicht physiologische Zellvermehrung. In 

gesundem Gewebe befinden sich die verschiedenen Zelltypen in einem 

Gleichgewicht aus Zellvermehrung und Zelltod. Dieses Gleichgewicht ist bei 

Krebserkrankungen zugunsten der Zellvermehrung gestört und führt zu einem 

ungehemmten Wachstum.  

Obwohl Tumore sehr heterogen sind, lassen sich einige grundlegende 

Veränderungen in der Tumorzellphysiologie zusammenfassen. Douglas 

Hanahan und Robert A. Weinberg beschreiben sechs Veränderungen der 

Zellphysiologie, welche einzeln oder in Kombination Grundlagen maligner 

Entartung sind (Hanahan & Weinberg, 2011)  

1. Unabhängigkeit von Wachstumssignalen,  

2. Nicht-Ansprechen auf wachstumshemmende Signale,  

3. Enthemmtes replikatives Potential, 

4. Ausdauernde Angiogenese,  

5. Gewebsinvasion und Metastasenbildung, 

6. Unterdrückung der Apoptose.  

Darüber hinaus gibt es verschiedene Mechanismen zur lokalen Unterdrückung 

der Immunantwort. 

Genomische Instabilität bildet die Grundlage für diese tumorspezifischen 

Veränderungen der Zellphysiologie (Hanahan & Weinberg, 2011).  
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1.1.3 Genetik und das Mehrstufenmodel 
Gesunde Zellen erlangen durch genetische Mutationen Stück für Stück 

verschiedene der oben genannten Eigenschaften. Dabei erreichen sie mit jeder 

weiteren Mutation eine höhere Malignität. Man spricht von einem Mehrstufen- 

Modell und geht davon aus, dass in jeder Tumorentität eine oder mehrere der in 

1.1.2 genannten Veränderungen der Zellphysiologie eine Rolle spielen. 

1.1.4 Äthiologie 
Für die Krebsentstehung sind unterschiedliche Auslöser bekannt. So können 

z.B. angeborene genetische Defekte zur Krebsentstehung führen. Des Weiteren 

gibt es eine Vielzahl von exogenen Noxen, deren Exposition unter anderem von 

der Lebensweise der Menschen abhängt, wie z.B. Rauchgewohnheiten, 

Ernährung, Alkoholkonsum und Sonnenexposition. Kanzerogene Stoffe können 

auch mit dem Arbeitsplatz assoziiert sein, wie z.B. Asbest, Acrylamid und 

Benzol. Allen Noxen gemeinsam ist die genotoxische Wirkung. Ein wichtiger 

Risikofaktor für Krebs ist außerdem das Alter. Mit zunehmendem Alter steigt 

das Risiko an Krebs zu erkranken. 

1.1.5 Einteilung und Behandlung von Tumoren 
Tumore lassen sich zunächst in gutartige (benigne) und bösartige (maligne) 

Tumore unterteilen. Die Malignome werden weiterhin nach histologischen und 

morphologischen Eigenschaften, sowie nach Lokalisation und Grad der 

Metastasierung unterteilt. Damit können Tumore des gleichen Gewebetyps in 

unterschiedliche Stadien eingeteilt werden („staging“). 

Die Therapie richtet sich nach Tumorentität und Ausbreitungsgrad, also nach 

der Stadieneinteilung. Die Fülle an Therapieverfahren kann man grob in drei 

große Bereiche unterteilen: Chirurgische Resektion, medikamentöse Therapie 

und Strahlentherapie. Häufig verwendet man eine Kombination aus allen 

dreien. 

 Man unterscheidet kurative Therapieansätze, mit dem primären Ziel der 

Heilung, und palliative Therapieansätze, wobei nicht nur die Überlebensdauer 

im Mittelpunkt steht, sondern insbesondere auch die Lebensqualität des 

Patienten, die durch die Therapie verbessert werden soll. 
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1.2 Glioblastoma multiforme 

1.2.1 Epidemiologie und Ätiologie 
Gliome sind nach den Meningeomen die zweithäufigsten Hirntumore beim 

Menschen (Abb.1) [Dolecek T A et al. Neuro Oncol 2012;14:v1-v49]. Das 

Glioblastom multiforme (GBM) ist der bösartigste und gleichzeitig der häufigste 

gliale (WHO Grad IV) Hirntumor beim Erwachsenen. Er macht 54% aller 

primären glialen Hirntumore beim Menschen aus (Abb.2) [Dolecek T A et al. 

Neuro Oncol 2012;14:v1-v49]. 

 

 
Abbildung 1: Häufigkeitsverteilung primärer Hirntumore nach ihrer Histologie in den USA 
für das Jahr 2012 (Dolecek T A et al. Neuro Oncol 2012;14:v1-v49). 
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Abbildung 2: Häufigkeitsverteilung glialer Tumore des Gehirns und des zentralen 
Nervensystems in den USA für das Jahr 2012 (Dolecek T A et al. Neuro Oncol 2012;14:v1-
v49) 

Zwischen den Jahren 2005 und 2009 lag die Zahl der Neuerkrankungen in den 

USA bei 3,19 pro 100.000 Einwohner pro Jahr [Central Brain Tumor Registry of 

the United States (CBTRUS); http://neuro-

oncology.oxfordjournals.org/content/14/suppl_5/v1.full]. In Deutschland sind es 

rund 3.000 Neuerkrankungen pro Jahr [Weller M., im Auftrag der Deutschen 

Krebsgesellschaft e.V.:Interdisziplinäre S 2 – Leitlinie für die Diagnostik und 

Therapie der Gliome des Erwachsenenalters Universität Tübingen 2004]. 
Das GBM ist ein astrozytärer Tumor. Diese werden klinisch eingeteilt in 

niedrigmaligne Astrozytome (WHO-Grad I-II), hochmaligne anaplastische 

Astrozytome (WHO-Grad III) und Glioblastome (WHO-Grad IV) (Kleihues et al., 

1993).  

Weiter kann man die GBMs in primäre und sekundäre GBMs unterteilen. Die 

primären und sekundären GBMs unterscheiden sich in ihrer Genetik (Ohgaki & 

Kleihues, 2007). Die primären machen über 90% der GBMs aus und entstehen 

de novo. Das Durchschnittsalter der Patienten liegt bei 65 Jahren (Ohgaki et al., 

2004;  Kleihues et al., 1993). Die sekundären GBMs differenzieren sich aus 
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niedrigmalignen Gliomen (WHO Grad I-II). Das durchschnittliche 

Erkrankungsalter liegt mit 45 Jahren deutlich unter dem der primären GBMs. 

Der einzige Risikofaktor der mit dem GBM beim Menschen assoziiert ist, ist die 

vorangegangene therapeutische Bestrahlung (englisch: radiation, RT). 

Insbesondere Kinder mit Leukämie, die mit ionisierender Strahlung therapiert 

wurden, haben ein erhöhtes Risiko an einem Glioblastom zu erkranken (Ohgaki 

& Kleihues, 2005). Darüber hinaus wurden verschiedene äußere Einflüsse wie 

Schädel-Hirn-Traumata, Infektionskrankheiten, die Benutzung von mobilen 

Telefonen oder die Exposition mit biologischen oder chemischen Noxen mit der 

Entstehung von GBMs in Zusammenhang gebracht. Keiner von diesen 

genannten Faktoren konnte jedoch als Risikofaktor für die Entstehung eines 

GBMs wissenschaftlich belegt werden (DeAngelis, 2001). 

1.2.2 Klinik 
Die klinischen Symptome des GBMs sind durch das rasche, verdrängende 

Wachstum in der räumlich sehr begrenzten Schädelhöhle charakterisiert. Diese 

können sich als anhaltende und ungewohnte Kopfschmerzen oder 

neuaufgetretene epileptische Anfälle manifestieren. Auch können Lähmungen, 

Aphasien, Sehstörungen und andere fokal neurologische Ausfälle auftreten. 

Uncharakteristische Symptome wie vermehrte Reizbarkeit, erhöhte 

Erschöpfbarkeit, vermehrtes Schlafbedürfnis und Persönlichkeitsveränderungen 

können auch ohne Nachweis oben genannter fokal neurologischer Symptome 

auf einen Gehirntumor hindeuten [Uwe Schlegel, Neuroonkologische Therapie, 

Klinische Neurologie, Hrsg. Th. Brandt, Kohlhammer GmbH, 1. Auflage 2009]. 

Hirndruckzeichen wie Erbrechen, Stauungspapille, Somnolenz und Koma sind 

Spätmanifestationen. 

1.2.3 Diagnostik 
Bei oben genannter neurologischer Symptomatik kommen zunächst viele 

Differentialdiagnosen in Betracht. Die wichtigsten von ihnen sind raumfordernde 

Prozesse wie z.B. Hirnblutungen, Apoplex, Hirnödem, degenerative 

neurologische Erkrankungen und autoimmunologische Prozesse wie z.B. die 

Multiple Sklerose. Aus diesem Grund sind bei neu aufgetretener Symptomatik 
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zunächst bildgebende Verfahren indiziert, insbesondere die 

Computertomographie (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT). Bei 

einem auf GBM hinweisenden Befund sollten zusätzlich 

kontrastmittelunterstütze Aufnahmen durchgeführt werden. Das GBM ist häufig 

durch eine randständige Kontrastmittelaufnahme charakterisiert. In der 

Umgebung des Tumors bildet sich typischer Weise ein Randödem aus. 

Früherkennungsmarker im Blut stehen bisher nicht zur Verfügung.  

Die Früherkennung spielt wegen des schnellen Wachstums der Gliome eine 

untergeordnete Rolle. Lediglich bei seltenen hereditären Syndromen mit 

Neigung zur Bildung eines GBM (Neurofibromatose I/II, Li-Fraumeni-Syndrom, 

Turcot-Syndrom) werden bildgebende Verfahren als Screening-Methode 

eingesetzt. 

Die endgültige Diagnose wird anhand der Gewebsbiopsie gestellt. 

Stereotaktische Biopsien führen bei über 90% der Patienten zu einer sicheren 

Diagnose. (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen 

Fachgesellschaften, http://www.awmf.org) 

1.2.4 Therapie 
Die Behandlung des GBM gehört seit Jahrzehnten zu einer der großen 

Herausforderungen der Onkologie. Das infiltrierende Wachstum, die genetische 

Vielfalt, die geringe Regenerationsfähigkeit des umgebenden Hirngewebes 

sowie die selektive Permeabilität der Bluthirnschranke setzen den 

Therapiemöglichkeiten Grenzen.  

Die Therapie besteht zum einen aus einer zytoreduktiven chirurgischen 

Resektion des Tumors unter Berücksichtigung des Allgemeinzustandes des 

Patienten mit anschließender Bestrahlung und Chemotherapie. Die Operation 

verfolgt drei Ziele: Die Entfernung bzw. Verringerung der Tumormasse, die 

Entlastung des Hirndrucks und die Wiederherstellung neurologischer 

Funktionen (Brandsma et al., 2008). Dabei muss darauf geachtet werden, dass 

durch den operativen Zugangsweg die Hirnfunktion nicht weiter gestört wird. 

Da die meisten GBMs unifokal auftreten, ist die lokale Wachstumskontrolle von 

besonderer Relevanz. Trotz mäßiger Radiosensibilität der GBMs kann die 
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Strahlentherapie die Überlebenszeit bei Tumoren mit geringer Resttumormasse 

verlängern (Lai et al., 1993). 

Die Chemotherapie spielt bei GBMs eher eine untergeordnete Rolle und setzt 

einen guten Allgemeinzustand der Patienten voraus. Sie kommt nur bei 

Patienten mit günstigen prognostischen Faktoren (< 65 Jahre) und bei Tumoren 

mit oligoglialen Anteilen in Frage (Stupp et al., 2009). In Kombination mit 

Bestrahlung konnte eine Chemotherapie mit Temozolomid das Überleben, 

insbesondere bei geringer Resttumormasse nach Operation, ohne 

Einschränkung der Lebensqualität verlängern (Stupp et al., 2009). 

Temozolomid ist ein alkylierdendes Zytostatikum, welches die DNA-Replikation 

beeinflusst. Es wird oral appliziert und ist liquorgängig, weshalb es sich zur 

Behandlung von GBMs eignet. 

Bei der radioonkologischen Therapie von GBMs wird zurzeit eine konventionelle 

Fraktionierung (Einzeldosis 1,8- 2 Gy) mit einer Toleranzdosis von 60 Gy in 6 

Wochen veranschlagt. Darauf folgen 6 Zyklen des Chemotherapeutikums 

Temozolomid (Laperriere et al., 2002). 

1.2.5 Prognose 
Trotz jahrzehntelanger Anstrengungen von Klinikern und Forschern sind 

Glioblastome noch immer unheilbare Tumore. Lag die Überlebensdauer vor 40 

Jahren bei ca. 9 Monaten (Taveras et al., 1962), so sind es heute unter Einsatz 

von Chirurgie, Strahlentheraphie und Chemotherapie gerade mal 12-14 Monate 

(Hollerhage et al., 1991;  Schleicher et al., 1999). Durch die 

Kombinationstheraphie (Bestrahlung plus Temozolomid) konnte das mediane 

Überleben um ein bis zwei Monate verlängert werden (Stupp et al., 2009). 

Obwohl hohe Strahlendosen eingesetzt werden, kommt es in fast allen Fällen 

zu Rezidiven. 

1.3 Eine Einführung in die Strahlentherapie 

1.3.1 Überblick 
Die Strahlentherapie ist ein wichtiger Bestandteil der Behandlung von 

Tumorerkrankungen. Schätzungsweise 50% aller Krebspatienten erhalten im 

Verlauf ihrer Erkrankung eine Strahlentherapie (Begg et al., 2011).  
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Die Strahlentherapie kann isoliert oder in Kombination mit Chemotherapie bzw. 

chirurgischen Verfahren angewendet werden. Es gibt einige Erkrankungen, 

welche durch eine Strahlenbehandlung geheilt werden können, darunter z.B. 

Lymphome und niedriggradige Larynxkarzinome. Andere Erkrankungen, wie 

GBMs und Sarkome reagieren schlecht auf Bestrahlung (Begg et al., 2011).  

Die verwendete Strahlendosis ist immer abhängig von der Radiosensitivität des 

den Tumor umgebenden Gewebes (Begg et al., 2011). Durch präzisere 

Bestrahlungstechnik konnte in den letzten Jahren die Strahlendosis im 

Tumorgewebe erhöht und der Schaden an gesundem Gewebe verringert 

werden. Eine strahleninduzierte Schädigung des Normalgewebes lässt sich 

jedoch nicht ganz vermeiden. 

Zur Verbesserung der Strahlentherapie müssen Strategien entwickelt werden, 

mit denen der Effekt auf den Tumor maximiert und gleichzeitig der Effekt auf 

das den Tumor umgebende Gewebe minimiert werden kann (Begg et al., 2011). 

Die Tatsache, dass die Radiosensitivität von Tumoren gleicher Entität und 

gleichem Ausbreitungsgrad enorm variieren kann, zeigt, dass Mechanismen auf 

zellulärer Ebene entscheidenden Einfluss auf den Therapieerfolg haben. Man 

unterscheidet drei biologische Parameter, welche das „outcome“ der 

Strahlentherapie beeinflussen: 

1. Grad der Hypoxie, 

2. Fähigkeit zur Bildung neuer Populationen nach Bestrahlung 

(Klonogenität), 

3. Intrinsische Mechanismen zur Ausbildung von Radioresistenz (Begg et 

al., 2011) 

Ein besseres Verständnis der Zellbiologie ist essentiell, um neue Strategien zu 

entwickeln, welche die Tumorzellen gegenüber der Bestrahlung sensitivieren. 

Es gilt insbesondere diejenigen tumorspezifischen Merkmale aufzudecken, die 

für seine Strahlenresistenz verantwortlich sind. Damit wäre es möglich, den 

Tumor für eine Radiotherapie zu sensibilisieren. 
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1.3.2 Wirkung ionisierender Strahlung auf Zellen 
Die bedeutendste Wirkung ionisierender Strahlung auf eukaryotische Zellen ist 

die Destabilisierung des Genoms. Eine Instabilität des Genoms kann zu 

maligner Entartung oder zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose führen. 

Trifft ionisierende Strahlung auf eine Zelle, kann es zu DNA-Schäden kommen, 

wie z.B. Einzelstrangbrüchen (SSB), Doppelstrangbrüchen (DSBs) und 

Basenschäden. Durch ionisierende Strahlung werden aus Wassermolekülen 

Radikale gebildet, welche ihrerseits zu DNA-Schäden führen (indirekter DNA-

Schaden). DSBs haben die schwerste Auswirkung auf die genomische Stabilität 

(Wyman & Kanaar, 2006). Durch verschiedene DNA-Reparatur-Mechanismen 

kann ein Großteil der Schäden schnell repariert werden. Es wurden bereits über 

100 Gene identifiziert, die mit der Kontrolle der DNA-Reparatur assoziiert sind 

(Kaina, 2003). Können Schäden am Genom nicht ausreichend repariert werden, 

kann es zu unterschiedlichen Arten des Zelltods oder zu Seneszenz kommen 

(Kondo, 2012). 

1.3.3 Verschiedene Arten des Zelltods verursacht durch 
ionisierende Strahlung 

Eine erfolgreiche Therapie mit ionisierender Strahlung resultiert in einem 

klonogenen Zelltod der Tumorzellen. Dies bedeutet, dass die betroffenen 

Tumorzellen zu einer Zellteilung nicht mehr in der Lage sind, da sie nach 

Bestrahlung eine Form des Zelltods oder einen permanenten Proliferationsstop 

einleiten. Ionisierende Strahlung kann zahlreiche Mechanismen induzieren, die 

zu einem permanenten Replikationsstop oder zu unterschiedlichen Formen des 

Zelltods führen.  

Im Folgenden werden die Begriffe „mitotische Katastrophe“, „regulierte 

Nekrose“, „Autophagie-assoziierter Zelltod“ und „Seneszenz“ erläutert. In 1.4 

wird die Apoptose detailliert beschrieben, da sie für diese Arbeit eine wichtige 

Rolle einnimmt. 

1.3.3.1 Mitotische Katastrophe 
Die mitotische Katastrophe wird heute als einer der wichtigsten 

Zelltodmechanismen nach Bestrahlung angesehen (Eriksson & Stigbrand, 

2010). Man spricht von einer verzögerten Form des Zelltodes, da dieser erst 
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nach ca. 2 - 6 Tagen auftritt. Charakteristisch für die mitotische Katastrophe ist 

das Auftreten aberranter Chromosomen. Ursache hierfür ist ein zu früher Eintritt 

der Zelle in die Mitose (Galluzzi et al., 2012). Dies führt zu einer atypischen 

Chromosomensegregation während der Zellteilung. Mikroskopisch erkennt man 

Riesenzellen mit atypischer Morphologie (Castedo & Kroemer, 2004), multiplen 

Nuklei (Erenpreisa et al., 2005) und Mikronuklei (Roninson et al., 2001). Zwei 

Mechanismen können die mitotische Katastrophe auslösen. Zunächst werden 

DNA-Schäden und Inaktivierungen von Zell-Zyklus-Checkpoints für eine 

verfrühte Mitose verantwortlich gemacht (Ianzini et al., 2006). Durch die frühe 

Mitose können nicht alle DNA-Schäden vor dem Eintritt in die Mitose repariert 

werden. Folglich kommt es zur mitotischen Katastrophe. Ein zweiter 

Mechanismus, der die mitotische Katastrohe auslöst, ist die Hyperamplifikation 

des Zentromers (Bourke et al., 2007;  Kawamura et al., 2006). Der 

Spindelapparat garantiert eine korrekte Aufteilung der Chromosomen auf beide 

Tochterzellen. Die Hyperamplifikation der Zentromere hat eine multipolare 

Spindel zur Folge, was zu einer abnormen Segregation der Chromosomen führt 

(Eriksson et al., 2009;  Wang et al., 2009). Am Ende kann der Zelltod stehen, 

welcher in seiner Exekution sehr der Apoptose ähnelt. Daher spricht man hier 

auch von verzögerter Apoptose (Eriksson et al., 2007). 

1.3.3.2 Autophagie-assoziierter Zelltod 
Der Begriff Autophagie steht für eine zytoprotektive Antwort der Zellen auf 

Stress und Schädigung. Zellorganellen und das Zytoplasma werden in 

Lysosomen verdaut. Dadurch können fehlerhafte Makromoleküle entfernt 

werden. Die bei der Autophagie entstehenden Abbauprodukte stehen dem 

Metabolismus erneut zur Verfügung. 

Darüber hinaus kann Autophagie in einer Form von Zelltod resultieren. Der 

Begriff „Autophagie-assoziierter Zelltod“ wurde auf der Basis morphologischer 

Veränderungen von sterbenden Zellen eingeführt, welche eine massive, für die 

Autophagie typische Vakuolisierung aufwiesen (Galluzzi et al., 2012). 

Insbesondere für Krebszellen, welche geringe Mengen der Zelltod-

regulierenden Proteine Bak und Bax exprimieren und sensitiv auf bestimmte 

Chemotherapeutika reagieren (Grander et al., 2009), scheint Autophagie eine 
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wichtige Rolle zu spielen (Shimizu et al., 2004;  Fazi et al., 2008). Es ist noch 

Gegenstand aktueller Forschung, ob nach Bestrahlung die zytoprotektiven oder 

die zytotoxischen Eigenschaften der Autophagie überwiegen (Zois & 

Koukourakis, 2009). 

1.3.3.3 Regulierte Nekrose 
Über Jahre hinweg war man der Auffassung, dass Apoptose eine geordnete 

Form des Zelltodes ist und durch Caspasenaktivierung charakterisiert ist (Nehs 

et al., 2011). Im Gegensatz dazu galt die Nekrose als eine passive Art des 

Zelltods, die mit Schwellung von Organellen, Chromatinkondensation, 

unkontrollierter Ausschüttung des Zellinhaltes und einer inflammatorischen 

Reaktion einhergeht.  

Regulierte Nekrose ist eine Form des koordinierten, Caspase-unabhängigen 

Zelltods, dessen Signaltransduktionsweg eher dem der Apoptose ähnelt 

(Galluzzi et al., 2012). Diese Form des Zelltods wird über das „receptor 

interacting Protein 1“ (RIP1) initiiert, welches an aktivierte Zelltodrezeptoren 

bindet (Nehs et al., 2011). Die „down-stream“-Mechanismen sind derzeit noch 

nicht aufgeklärt. Nehs et al. konnten jedoch zeigen, dass regulierte Nekrose 

einen Beitrag zum Strahlen-induzierten Zelltod leistet (Nehs et al., 2011). 

1.3.3.4 Seneszenz 
Seneszenz ist eine physiologische Reaktion von Zellen, die ihre „proliferativen 

Reserven“ aufgrund von Telomerverkürzungen verbraucht haben (Deng et al., 

2008). Die Telomere sind sich wiederholende Nukleotidsequenzen am Ende der 

Chromosomen, die bei jeder Zellteilung verkürzt werden. Ihnen wird eine DNA-

schützende Funktion zugeschrieben. Unter anderem verhindern sie die Ligation 

der einzelnen Chromosomen miteinander (Mengual Gomez et al., 2014). Sind 

die Telomore stark verkürzt, dann leitet die Zelle einen als Seneszenz 

bezeichneten, permanenten Zell-Zyklus-Arrest ein (Eriksson & Stigbrand, 

2010). Dieser natürliche Vorgang wird in vielen Tumorzellen außer Kraft 

gesetzt. Viele Tumorzellen weisen eine hohe Telomeraseaktivität auf (Mengual 

Gomez et al., 2014). Dieses Enzym katalysiert die Verlängerung der Telomere 

an den Chromosomenden. 
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Seneszenz tritt auch nach unterschiedlichen Arten zellulären Stresses und nach 

Bestrahlung auf (Gewirtz et al., 2008). Morphologische Zeichen der Seneszenz 

sind eine Vergrößerung und Verflachung von Zellen (Hayflick & Moorhead, 

1961). Diese geht mit einer erhöhten Granularität einher (Stein & Dulic, 1995). 

Zellen in der Seneszenz weisen eine hohe-Galactosidaseaktivität auf, die 

durch eine entsprechende Färbung nachgewiesen werden kann (Debacq-

Chainiaux et al., 2009). 

Nach Bestrahlung wird Seneszenz als eine Folge der „DNA damage response“ 

(DDR), also nach Schädigung der DNA eingeleitet. Die DDR beschreibt einen 

Mechanismus, der nach Bestrahlung oder einem anderweitig erzeugten 

genotoxischen Stress DNA-Schäden detektiert und DNA-Reparaturmechnismen 

in Gang setzt. Ist die Schädigung irreparabel, wird eine Signalkaskade in Gang 

gesetzt, an deren Ende häufig die Seneszenz steht, wenn die Zelle nicht vorher 

stirbt (Eriksson & Stigbrand, 2010). Diese Art der Seneszenz ist nicht abhängig 

von Telomerverkürzungen. Die Induktion der Seneszenz durch Bestrahlung ist 

abhängig von dem Tumorsuppressor p53. Seneszente Zellen haben die 

Fähigkeit zur Zellteilung verloren, weisen jedoch Stoffwechselaktivität auf und 

sind in der Lage mit ihrer Umgebung zu kommunizieren. So können seneszente 

Zellen die Angiogenese fördern, Krebszellwachstum unterstützen und ein 

inflammatorisches Mikromilieu schaffen (Eriksson & Stigbrand, 2010). 

1.4 Apoptose 
Die Apoptose ist eine wichtige Form des Strahlen-induzierten Zelltodes. Da die 

Regulierung der Apoptose in der vorliegenden Arbeit näher untersucht wurde, 

wird diese Form des Zelltods im Folgenden genauer erläutert. 

1.4.1 Einführung in die Apoptose 
Bereits in den 1970er Jahren wurde eine Form des Zelltodes entdeckt, die sich 

wesentlich von der Nekrose unterscheidet und zunächst den Namen 

„schrumpfende Nekrose“ erhielt. 1972 gaben ihr Kerr et al. den Namen 

„Apoptose“ (Kerr et al., 1972). Der Begriff Apoptose kommt aus dem 

Griechischen (gr. ἀπόπτωσις - der Abwurf, der Niedergang). 
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Die Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltodes, welche oft auch als 

„programmierter Zelltod“ bezeichnet wird. Es handelt sich hierbei um einen 

ATP-abhängigen, suizidalen Prozess in Zellen, welcher mit typischen 

morphologischen und biochemischen Veränderungen einhergeht.  

Bereits in der Embryonalentwicklung spielt die Apoptose eine entscheidende 

Rolle für die Entwicklung vieler Organe, aber auch später ist sie zur Erhaltung 

der Gewebshomöostase notwendig. Bei der Entstehung des Zentralen 

Nervensystems und des Immunsystems kommt es zunächst zu einer 

Überproduktion an Zellen. Zellen, die keine synaptischen Verbindungen 

herstellen bzw. keine Antigen-Spezifität entwickeln, sterben durch Apoptose 

(Nijhawan et al., 2000;  Opferman & Korsmeyer, 2003).  

Im adulten Organismus ist die Apoptose als wichtiger Gegenspieler der Mitose 

essentiell für das Gleichgewicht von Zellteilung und Zelltod. Sie spielt eine 

wichtige Rolle in der Regulation verschiedenster Zellpopulationen. Die 

Apoptose wird auch nach Befall durch intrazelluläre Pathogene induziert, 

wodurch sich die Erreger schlechter im Organismus ausbreiten können. 

Apoptose spielt außerdem eine wichtige Rolle in der Wundheilung beim Abbau 

von Entzündungszellen (Greenhalgh, 1998). Das Immunsystem bedient sich 

der Apoptose zur Eliminierung von aktivierten und autoaggressiven 

Immunzellen (Opferman, 2008). Auch die Rückbildung der Milchdrüsen nach 

der Laktation geschieht mit Hilfe der Apoptose (Lund et al., 1996). Deregulierte 

Apoptose im adulten Organismus kann jedoch mit verschiedenen 

pathologischen Prozessen assoziiert sein. So kann übermäßige Apoptose zu 

neurodegenerativen Erkrankungen führen, während zu wenig Apoptose in 

proliferativen Erkrankungen, wie dies bei Tumoren der Fall ist, resultiert 

(Mattson, 2000). Apoptose kann durch verschiedene endogene und exogene 

Noxen wie Toxine, Medikamente und ionisierende Strahlung induziert werden 

(Chowdhury et al., 2006).  

1.4.2 Ablauf der Apoptose 
Der Ablauf des programmierten Zelltodes kann grob in drei Phasen unterteilt 

werden (Slee et al., 1999): Am Anfang steht die Initiationsphase, in welcher die 

Zelle durch unterschiedliche Reize (z.B. ionisierende Strahlung, Entzug von 
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Wachstumsfaktoren, Chemotherapeutika) ein Signal erhält, welches zu 

Apoptose führen kann. In der Entscheidungsphase werden verschiedene 

Signale von pro- und anti-apoptotischen Faktoren abgewogen. Überwiegen die 

pro-apoptotischen Faktoren wird die Exekutionsphase der Apoptose eingeleitet. 

In der Exekutionsphase werden schließlich spezifische Proteasen, die 

sogenannten Caspasen, aktiviert, die für die Auflösung der zellulären Strukturen 

und der Ausbildung der für die Apoptose typischen Morphologie verantwortlich 

sind (Slee et al., 1999). Dies resultiert im Zelltod. Zuletzt werden die toten 

Zellen von spezialisierten Fresszellen, den Makrophagen, erkannt und durch 

Phagozytose beseitigt (Erwig & Henson, 2008). 

Die spezifischen morphologischen Veränderungen der Zelle während der 

Apoptose wurden mit dem Elektronenmikroskop nachgewiesen. Hierzu zählen 

Zellschrumpfung, Chromatinkondensation und die Bildung apoptotischer 

Vesikel (Kerr et al., 1972). Später wurden weitere molekulare Änderungen 

beschrieben, wie z.B. die DNA-Fragmentierung (Wyllie et al., 1980) und die 

Phosphatidylserinexternalisierung (Fadok & Henson, 1998), bei der das auf der 

zytosolischen Seite der Plasmamembran liegende Phosphatidylserin zur 

extrazellulären Seite umgelagert wird. Diese Phosphatidylexternalisierung dient 

als Erkennungssignal für Makrophagen zur Phagozytose der apoptotischen 

Zelle (Shiratsuchi et al., 1998). 

1.4.3 Die Rolle der Caspasen bei der Apoptose 
Die Caspasen (Cytosolic Aspartat-Specific Cystein Protease) spielen eine 

zentrale Rolle in der Exekutionsphase der Apoptose. Sind sie aktiviert, werden 

die zellulären Strukturen fragmentiert. Caspasen sind Cystein-Proteasen, die 

ihre Substrate an dem Carboxyl-Ende eines Aspartats proteolytisch schneiden. 

Heute sind 10 humane Caspasen bekannt, welche man grob in Cytokin-

prozessierende Caspasen der ICE (interleukin-1-beta converting enzyme)-

Familie (Caspase-1, -4, -5, -11) und apoptotische Caspasen der CED-3 (C. 

elegans death protein 3)-Familie (Caspasen -2, -3, -6, -7, -8, -9, -10) einteilt 

(Alnemri et al., 1996;  Strasser et al., 2000;  Slee et al., 1999). Caspasen der 

CED-3-Familie können weiter in Initiatorcaspasen (Caspasen -2, -8, -9, -10) und 

Effektorcaspasen (Caspasen -3, -6, -7) unterteilt werden. Die Initiatorcaspasen 
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verfügen über eine längere Prodomäne als die Effektorcaspasen. Alle 

Caspasen werden als inaktive Vorstufen (Zymogene) mit sehr geringer aber 

messbarer intrinsischer Aktivität synthetisiert (Thornberry, 1998). Diese werden 

nach extrinsischen oder intrinsischen Stimuli durch (auto)proteolytische 

Spaltung nach definierten Aspartatresten aktiviert, was zur Freisetzung einer 

großen und einer kleinen Untereinheit führt. Die große und kleine Untereinheit 

bilden zusammen ein aktives Zentrum. Die Initiatorcaspasen vermitteln frühe 

apoptotische Signale an die Effektorcaspasen und aktivieren diese durch 

proteolytischen Spaltung. Durch positives Feedback wird die 

Caspasenaktivierung und –prozessierung weiter beschleunigt. Die 

Effektorcaspasen spalten dann viele zelluläre Proteine, u.a. Strukturprotein und 

Reparaturproteine (Earnshaw, 1999;  Slee et al., 1999). Es sind über 60 

Proteine bekannt, die von Caspasen enzymatisch gespalten werden. Einige 

werden durch die Spaltung funktionell inaktiviert, andere hingegen werden 

durch die Entfernung einer inhibitorischen Domäne aktiviert (Stroh & Schulze-

Osthoff, 1998). Die Spaltung der meisten Substrate erfolgt durch die 

Effektorcaspasen (Rheaume et al., 1997), obwohl auch Initiatorcaspasen 

apoptotische Prozesse regulieren können, z.B. bei der Spaltung des pro-

apoptotischen Proteins Bid durch die Caspase-8 (Luo et al., 1998).  

PARP (Poly-(ADP-ribose)-Polymerase) war eins der ersten Caspasensubstrate, 

welches beschrieben wurde. Es spielt eine wichtige Rolle bei der DNA-

Reparatur und wird durch die Effektorcaspase-3 geschnitten (Tewari et al., 

1995). Caspase-3 schneidet auch den Inhibitor von CAD, ICAD (Inhibitor of 

Caspase- activated DNase). Durch diese proteolytische Inaktivierung von ICAD 

wird CAD freigesetzt, worauf CAD vom Zytosol in den Nukleus transloziert, und 

die DNA fragmentiert. CAD schneidet die internukleosomale DNA, sodass sich 

180 bis 185 bp-große DNA-Fragmente bilden. Die Detektion dieser DNA-

Fragmente im Agarosegel als sogenannte „DNA-Leiter“ kann als 

Apoptosemarker genutzt werden (Enari et al., 1998). 

1.4.4 Zwei Signalwege, die zu Apoptose führen 
Es sind zwei Wege beschrieben, die zur Apoptose in eukaryontischen Zellen 

führen: Ein extrinsischer und ein intrinsischer Weg. Ersterer wird durch die 
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Stimulierung eines Zelltodrezeptors aktiviert. Der intrinsische Weg, auch 

mitochondrialer Weg genannt, wird durch einen endogenen Stimulus ausgelöst. 

Beide Wege führen zu einer Caspasenaktivierung und damit zu einer Auflösung 

zellulärer Strukturen mit der für die Apoptose typischen Morphologie.  

1.4.4.1 Der extrinsische Signalweg 
Der extrinsische Signalweg wird durch einen exogenen Stimulus initiiert, bei 

dem ein Todesligand einen auf der Plasmamembran liegenden Todesrezeptor 

der Tumornekrosefaktorrezeptor-Superfamilie aktiviert (Schulze-Osthoff et al., 

1998). Diese Rezeptoren sitzen auf der Außenseite der Plasmamembran und 

verfügen über zwei bis sechs Cystein-reiche Domänen, über welche sie ihr 

Substrat binden (Beutler & van Huffel, 1994). Darüber hinaus besitzen sie eine 

intrazelluläre Domäne (Death Domain, DD), welche eine wichtige Rolle bei der 

Übertragung apoptotischer Signale spielt (Itoh & Nagata, 1993). Bindet nun ein 

Ligand an den Rezeptor, kommt es zu einer Rezeptortrimerisierung. Mit Hilfe 

von Adaptermolekülen kann die Caspase-8 zum Rezeptorkomplex rekrutiert 

werden (Itoh & Nagata, 1993). Für die Rekrutierung zum aktivierten 

Rezeptorkomplex ist die Prodomäne der Caspase-8, die sogenannte DE-

Domäne (Death Effector Domain) essentiell. Nach der Rekrutierung wird 

Caspase-8 durch Konformationsänderung und autoproteolytische Spaltung 

aktiviert. Die aktive Caspase-8 kann weitere Effektorcaspasen durch 

proteolytische Spaltung aktivieren, wodurch die Caspasenkaskade aktiviert 

wird.  

1.4.4.2 Der intrinsische Signalweg  
Beim intrinsischen Weg kommt es durch einen endogenen Stimulus zur 

Apoptoseinduktion, wobei das Mitochondrium eine zentrale Rolle einnimmt. 

Während der Apoptose steht die Permeabilisierung der äußeren 

mitochondrialen Membran (MOMP, englisch für mitochondrail outer membrane 

permeabilization) an zentraler Stelle. Ausgelöst wird sie durch die Aktivierung 

zweier pro-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Proteinfamilie, nämlich durch Bax 

und Bak, welche eine Öffnung von Poren in der äußeren 

Mitochondrienmembran induzieren (Bernardi et al., 1994) oder selber Poren 

formen können (Jourdain & Martinou, 2009). Dadurch werden pro-apoptotische 
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Proteine wie AIF, Endo G, HtrA2/Omi, Smac/DIABLO und Cytochrom C aus 

dem mitochondrialen Intermembranraum ins Zytoplasma freigesetzt. AIF und 

Endo G wandern nach der Freisetzung in den Zellkern und führen dort 

caspasenunabhängig zu einer DNA-Kondensation und –Fragmentierung (Susin 

et al., 1999). Das aus dem Mitochondrium ins Zytosol freigesetzte Cytochrom C 

führt dagegen zu einer Caspasenaktivierung. Zunächst bindet Cytochrom C an 

Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1). Das Adapterprotein Apaf-1 kann 

nach Bindung von dATP (Desoxyadenosintriphosphat) und Cytochrom C über 

seine CARD-Domäne (Caspase-Aktivierungs- und Rekrutierungsdomäne) die 

CARD-Domäne von Procapase-9 binden. Auf diese Weise wird die Pro-

Caspase-9 zu diesem Komplex rekrutiert. Durch die Bindung der Pro-caspase 

an diesen Komplex, der auch Apoptosom genannt wird, wird Proaspase-9 

aktiviert (Li et al., 1997). Die aktivierte Initiatorcaspase-9 wiederum kann 

weitere Caspasen in der Kaskade aktivieren, wie z.B. die Effektorcaspase-3 

und -7. Die aus dem Mitochondrium freigesetzten HtrA2/Omi und 

Smac/DIABLO wirken verstärkend auf die Apoptose, indem sie Caspase-

Inhibitoren (IAPs: Inhibitors of apoptosis) binden (Deveraux & Reed, 1999). 

Diese Inhibitoren sind in der Lage an aktivierte Caspasen zu binden und deren 

Aktivität zu blockieren. Eine Neutralisierung der Inhibitoren resultiert in 

gesteigerter Caspasenaktivität. 

Anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie sind in der Lage MOMP und 

damit die Aktivierung der Caspasen-Kaskade zu verhindern (Kluck et al., 1997). 

1.5 Die Familie der Bcl-2-Proteine 

1.5.1 Entdeckung des ersten zelltodinhibierenden Onkogens 
Die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie spielen eine zentrale Rolle für die 

Regulation der intrinsischen Apoptose. Bcl-2, selbst ein anti-apoptotisches 

Mitglied der Bcl-2-Familie, ist in B-Zell-Lymphomen überexprimiert, was dem 

Protein den Namen B-Cell lymphoma-2 (Bcl-2) gab (Tsujimoto et al., 1985). Es 

ist das erste beschriebene Onkogen, das nicht die Proliferation reguliert 

sondern den Zelltod verhindert (Vaux et al., 1988). In vielen weiteren Tumoren 

wird das onkogene Bcl-2-Protein überexprimiert (Placzek et al., 2010). Bei einer 
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gleichzeitigen Überexpression mit proliferationsantreibenden Onkogenen wie 

MYC hat Bcl-2 einen synergistischen Effekt auf die Entwicklung von 

Lymphomen und anderen Tumoren (Strasser et al., 1990).  

1.5.2 Aufbau, molekulare Eigenschaften und Klassifizierung 
verschiedener Bcl-2-Proteine 

Die Proteine der Bcl-2-Familie haben strukturelle Gemeinsamkeiten. Sie 

verfügen alle über eine oder mehrere der vier Bcl-2-Homologie-Domänen (BH-

1-4). Manche bestehen aus allen vier BH-Domänen, wie z.B. die anti-

apoptotischen Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w. Die pro-apoptotischen Proteine Bax und 

Bak verfügen lediglich über die Domänen BH-1-3. Andere pro-apoptotische 

Proteine haben nur eine BH-3-Domäne (Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa) und 

werden aus diesem Grund „BH-3-only“-Proteine genannt. Die pro- und anti-

apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie können miteinander interagieren. Die 

BH-1-, BH-2- und BH-3-Domänen der anti-apoptotischen Proteine falten sich in 

eine globuläre Domäne, welche eine hydrophobe Grube bildet. Daran kann die 

BH-3-Domäne eines pro-apoptotischen Proteins mit ihrer amphipathischen α-

Helix binden (Chen et al., 2005). 

Die Mitglieder der Bcl-2-Familie lassen sich auch nach ihren Eigenschaften 

einteilen: In Apoptose auslösende (pro-apoptotische Effektorproteine der Bcl-2-

Familie), Apoptose verstärkende (pro-apoptotische „BH-3-only“-Proteine) und 

Apoptose verhindernde (anti-apoptotische) Proteine (Strasser et al., 2000;  

Adams & Cory, 1998). Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 und A1 sind anti-apoptotische 

Proteine. Bax und Bak sind pro-apoptotische Effektor-Proteine, welchen die BH-

4-Domäne fehlt. Die dritte Gruppe bilden die BH-3-only Proteine, welche in der 

Lage sind, anti-apoptotische Proteine funktionell zu neutralisieren und so den 

Ablauf der Apoptose zu verstärken. 

Auch besitzen die BH3-only-Proteine eine unterschiedliche Bindungspräferenz 

zu den diversen anti-apoptotischen Proteinen (Chen et al., 2005). Außerdem 

sind die BH3-only-Proteine Bim und das durch Caspase-8 gespaltenen Bid 

(tBid: truncated Bid) in der Lage, durch ihre Bindung an Bax oder Bak diese 

pro-apoptotischen Proteine zu aktivieren und MOMP herbeizuführen (Du et al., 

2011). 
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Einige BH3-only Proteine sind spezifischer als andere. Bim, Puma und tBid 

können mit sämtlichen anti-apoptotischen Proteinen interagieren. Noxa ist 

spezifisch für Mcl-1 und A1. Bad dagegen bindet Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w, nicht 

aber Mcl-1 und A1 (Chen et al., 2005;  Kuwana et al., 2005;  Kim et al., 2006;  

Certo et al., 2006;  Willis et al., 2005). 

Die intrinsische Aktivierung der Apoptose wird also über ein komplexes 

Zusammenspiel der unterschiedlichen Proteine der Bcl-2-Familie reguliert. 

1.5.3 Die Rolle der Bcl-2-Proteinfamilie für die intrinsische Apoptose 
Bei der intrinsischen Apoptose werden nach zytotoxischem Stress 

(Bestrahlung, Chemotherapie, Entzug von Wachstumsfaktoren) BH-3-only 

Proteine aktiviert. Dies kann z.B. über Transkriptionsfaktoren geschehen: Noxa 

und Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis) können nach DNA-

Schädigung durch p53 transkriptionell induziert werden (Oda et al., 2000;  

Nakano & Vousden, 2001;  Yu et al., 2001). Bim wird nach Entzug von 

Wachstumsfaktoren durch den „class0 forkhead box transcription factor- 3A 

(FOXO3A) aktiviert (Dijkers et al., 2000). 

BH-3-only-Proteine können auch post-translational aktiviert werden. So wird 

z.B. Bad (Bcl-2 antagonist of cell death) bei Wachstumfaktormangel 

dephosphoryliert (Zha et al., 1996). Phosphoryliertes Bad wird normalerweise in 

der Zelle von 14-3-3-Proteinen sequestriert und ist folglich nicht in der Lage, mit 

anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinen zu interagieren. Dephosphorylierung von 

Bad führt zu seiner Freisetzung aus dem inhibitorischen Komplex, was eine 

Neutralisierung der anti-apoptotischen Proteine ermöglicht. Pro-apoptotisches 

Bid (BH-3-interacting domain death agonist) anderseits wird durch Caspase-8-

abhängige proteolytische Spaltung aktiviert (Li et al., 1998;  Luo et al., 1998). 

Seine Aktivierung nach Stimulierung der extrinsischen Apoptose verbindet den 

extrinischen mit dem intrisischen Apoptosesignalweg. 

Die aktivierten BH-3-only-Proteine wirken hemmend auf die anti-apoptotischen 

Proteine. Dadurch wird die hemmende Wirkung der anti-apoptotischen Proteine 

auf Bax und Bak aufgehoben, was zu einer Aktivierung dieser führt. Dabei 

verändert das zytosolische Protein Bax seine Konformation und bildet 

gemeinsam mit Bak Heterodimere an der äußeren Mitochondrienmembran. 



 

20 
 

Danach kommt es zur Bildung von Poren in der Membran, was zu MOMP führt 

(Chipuk et al., 2006). Wie bereits oben beschrieben führt dies zur Freisetzung 

von pro-apoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien und ultimativ zur 

Caspasenaktivierung und Apoptose. 

1.6 Kenntnisstand zu Mcl-1 

1.6.1 Funktionen von Mcl-1 
Mcl-1 (Myeloid cell leukemia sequence 1) gehört zur Gruppe der anti-

apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie, (Adams & Cory, 2007). Mcl-1 wird in 

vielen Zelltypen exprimiert und kann durch Wachstums-, Differenzierungs,- und 

Überlebensfaktoren induziert werden. Eine hohe Mcl-1-Konzentration korreliert 

mit besserem Überleben der Zelle nach viralen Infektionen und Stresssignalen 

(Craig, 2002). Eine durch Wachstumsfaktorenentzug induzierte Abnahme von 

Mcl-1 führt zum Zelltod. So sterben Zellen durch IL-3-Entzug an Folge einer 

Mcl-1-Fragmentierung (Maurer et al., 2006).  

Mcl-1 ist zum einen mit der Mitochondrienmembran assoziiert, zum anderen 

aber auch frei im Zytosol vorhanden (Akgul et al., 2000;  Craig, 2002). Mcl-1 

kann mit dem pro-apoptotischen Protein Bak interagieren und verhindert damit, 

dass Bak MOMP auslöst (Cuconati et al., 2003)((Rudner et al., 2011). Das 

Tumorsupressorgen p53 kann durch Induktion von Noxa und Puma den 

Komplex zwischen Mcl-1 und Bak auflösen, was in Aktivierung von Bak mit 

anschließendem MOMP resultiert (Leu et al., 2004).  

Weiterhin kann Mcl-1 durch seine Interaktion mit tBid direkt den extrinsischen 

Signalweg hemmen, indem es die Aktivierung von Bax und Bak durch tBid 

verhindert (Clohessy et al., 2006). 

1.6.2 Regulierung von Mcl-1 
Mcl-1 besitzt eine kurze Halbwertszeit von 30 min bis 3 h und kann nach 

zytotoxischem Stress schnell abgebaut werden (Schulze-Bergkamen et al., 

2006;  Yang et al., 1995;  Trivigno et al., 2012). Dies beruht unter anderem auf 

einer PEST-Sequenz des Mcl-1-Proteins. Diese PEST-Sequenz ist reich an den 

Aminosäuren Prolin-, Glutamin-, Serin- und Threonin und ist häufig in 

kurzlebigen Proteinen zu finden (Kozopas et al., 1993). Die PEST-Sequenz 
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spielt eine Rolle bei der Ubiquitin-vermittelten proteasomalen Degradierung von 

Proteinen. 

1.6.2.1 Posttranslationale Regulierung von Mcl-1 durch das Ubiquitin-
Proteasom-System 

Mcl-1 kann posttranslational durch verschiedene Mechanismen wie 

Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Ubiquitin-unabhängige proteasomale 

Degradierung reguliert werden. So wird Mcl-1 z.B. nach zytotoxischem Stress 

polyubiquitiniert und durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) proteasomal 

fragmentiert (Nijhawan et al., 2003). Das UPS spielt eine wichtige Rolle für die 

posttranslationale Degradierung von Proteinen. Ubiquitin (UB) ist ein 76 

Aminosäuren langes Protein, welches kovalent an Proteine bindet, wodurch die 

Proteine für die proteasomale Degradierung markiert werden (Pickart, 2001). 

Die Ubiquitinierung wird von drei Enzymen bewerkstelligt, wobei jedes Enzym 

für einen Schritt der Ubiquitinierung verantwortlich ist. Diese sind die E1-

Enzyme (ubiquitin-activating-enzymes), die E2-Enzyme (ubiquitin-conjugating-

enzymes) und die E3-Enzyme (ubiquitin-ligases) (Deshaies & Joazeiro, 2009). 

Derzeit sind zwei E1-, zehn E2-, und einige hundert E3-Enzyme bekannt 

(Semple et al., 2003). E1-Enzyme aktivieren Ubiquitin. Dadurch wird das 

terminale Glycin von UB ATP-abhängig an die Thiolgruppe eines Glycinrestes 

eines E1-Enzyms kovalent gebunden. Im zweiten Schritt wird das UB an einen 

Glycinrest im aktiven Zentrum eines E2-Enzyms transferiert. Im letzten Schritt 

wird das UB mit Hilfe von E3-Enzymen an einen Lysinrest eines modifizierten 

Proteins gebunden (Pickart, 2001). Je nachdem, wieviele UB-Moleküle 

verbunden wurden, spricht man von Mono,- Oligo- oder Poly-Ubiquitinierung. 

Sind mindestens fünf UB-Moleküle über Lysin 48 miteinander verknüpft an ein 

Protein gebunden, wird dieses proteosomal fragmentiert (Hershko, 2005). 

Es sind vier Enzyme bekannt, die Mcl-1 ubiquitinieren können: Mcl-1 Ubiquitin-

Ligase (MULE) (Zhong et al., 2005), ß -transducin-containing protein (ß-TrCP) 

(Ding et al., 2007), F-box-and WD repeat-containing 7 (FBW7) (Inuzuka et al., 

2011) und Tripartite motif containing 17 (Trim 17) (Magiera et al., 2013). 

Interessanterweise besitzt die UB-Ligase MULE eine BH-3-Domäne, wodurch 

sie an Mcl-1 binden kann (Stewart et al., 2010). Die BH-3- Peptide der Proteine 
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Bak, Bim, Bid, Puma und Noxa verfügen über eine höhere Affinität zu Mcl-1, 

was darauf hindeutet, dass diese pro-apoptotischen Proteine MULE aus seiner 

Bindung zu Mcl-1 verdrängen können (Warr et al., 2005). Die 

Herunterregulierung von Bim kann so zu einer erhöhten Mcl-1-Fragmentierung 

führen (Wuilleme-Toumi et al., 2007). Im Gegensatz dazu scheint Noxa die 

Affinität von Mule zu Mcl-1 zu erhöhen und so die proteosomale 

Fragmentierung von Mcl-1 zu fördern ((Willis et al., 2005) (Czabotar et al., 

2007) (Gomez-Bougie et al., 2011)). Anderseits hängt die Degradierung von 

Mcl-1 von dessen Phosphorylierungsstatus ab. Phosphoryliertes Mcl-1 wird 

insbesondere durch ß-TrCP und FBW7 schneller ubiquitiniert und folglich 

fragmentiert (Ding et al., 2007) (Inuzuka et al., 2011) (Vucic et al., 2011). 

Ubiquitinierung ist wie Phosporylierung ein reversibler Prozess. Es sind etwa 

100 Deubiquitinasen (DUBs) bekannt, welche Ubiquitin von Proteinen 

entfernen. Die DUBs kann man in 5 Klassen von Proteasen einteilen, vier 

Cystein-Klassen und eine Metallo-Proteaseklasse (Finley et al., 2004). Das 

Protein USP9x (Ubiquitin Specific Peptidase 9 X-linked) ist eine Deubiquitinase, 

welche die Degradierung von Mcl-1 beeinflusst (Schwickart et al., 2010). DUBs 

entfernen Polyubiquitinketten vom betroffenen Protein und verhindern so seinen 

proteosomalen Abbau. USP9x interagiert mit Mcl-1 und wird in vielen 

Tumorzellen überexprimiert (Schwickart et al., 2010). Schwickart et al. konnten 

zeigen, dass USP9x mit Mcl-1 interagiert und dieses stabilisiert. USP9x ist nicht 

Mcl-1-spezifisch und stabilisiert auch andere Proteine wie z.B. ß-Catenin, 

transforming growth factor-ß (TGFß) und stress-activated apoptosis signal-

regulating kinase 1 (ASK1) ((Jolly et al., 2009) (Wrana, 2009) (Nagai et al., 

2009) (Everett et al., 1997)). Erhöhte USP9x Konzentrationen korrelieren mit 

hohen Mcl-1-Konzentrationen bei follikulären Lymphomen, ductalen 

Adenokarzinomen, Kolokarzinomen und kleinzelligen Bronchialkarzinomen. 

Eine hohe USP9x-Konzentration geht mit einer schlechten Prognose bei 

multiplen Myelomen einher (Schwickart et al., 2010). 

1.6.3 Mcl-1 ist in vielen Tumorentitäten überexprimiert  
Mcl-1 ist ein essentielles Protoonkogen, welches in vielen humanen 

Tumorgeweben, insbesondere in Glioblastomen, überexprimiert wird und mit 
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Therapieresistenz einhergeht ((Krajewski et al., 1997) (Cory et al., 2003)). Das 

Protein spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung und den Erhalt von B- und 

T- Zell- Lymphomen (Opferman et al., 2003). Hohe Mcl-1-Level in Tumorzellen 

korrelieren häufig mit Resistenzen gegen Chemotherapien und mit Rezidiven 

((Wei et al., 2006) (Wuilleme-Toumi et al., 2005)). Bei der Chronisch 

Lymphatischer Leukämie korreliert ein hoher Mcl-1-Spiegel mit einer niedrigen 

Chemosensitivität (Saxena et al., 2004). Beim hepatozellulären Karzinom 

konnte gezeigt werden, dass eine Herunterregulierung von Mcl-1 durch RNA-

Interferenz die Krebszellen gegenüber Apoptoseinduktoren sensitiviert 

(Schulze-Bergkamen et al., 2006). Mcl-1 ist mitverantwortlich für die 

Resistenzen vieler Tumorentitäten gegenüber der neuen BH-3-Mimetika (ABT-

737 und ABT-263), welche an die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und 

Bcl-w binden, um deren Interaktion mit den pro-apoptotischen Proteinen zu 

verhindern ((Konopleva et al., 2006) (van Delft et al., 2006) (Mazumder et al., 

2012)). 

 

1.7 Zielsetzung der Arbeit 
Die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-

1 werden häufig in Gioblastomen überexprimiert und limitieren den 

Therapieerfolg. Im Gegensatz zu Bcl-2 und Bcl-xL, sind gegen Mcl-1 keine 

spezifischen Inhibitoren entwickelt worden. Interessanterweise ist von den drei 

genannten anti-apoptotischen Proteinen insbesondere die Stabilität von Mcl-1 

durch Ubiquitin-Ligasen und DUBs genau reguliert. In dieser Arbeit soll deshalb 

untersucht werden, ob die Stabilisierung von Mcl-1 einen 

Radioresistenzmechanismus in den Glioblastomzelllinien A172 und U373 

darstellt. Insbesondere soll geklärt werden, welchen Einfluss die Deubiquitinase 

USP9x auf die Mcl-1-Stabilität und das Überleben nach Bestrahlung hat.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
 
Substanz Bezugsquelle 
β- Mercaptoethanol Sigma- Aldrich® 

Acrylamid/ Bisacrylamid 

Rotiporese Gel 30 
Roth 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) Roth 

Aprotinin Roth 

Bromphenolblau Merk 

Dimethyl Sulphoxide (DMSO) Sigma 

ECL  Western-Blotting detection reagents GE Healthcare  

Ethylenediaminetetraactic acid (EDTA) Sigma- Aldrich® 

Ethidiumbromid Sigma- Aldrich® 

Gel 30 Roth  

Glycerol Merck 

Glycin Roth 

Salzsäure (HCL) Merck 

HEPES Buffer Solution PAA 

Kaliumchlorid (KCl) Merck 

Leupeptin Sigma- Aldrich® 

Methanol Merck 

Milchpulver Roth 

Di- Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck 

Natriumorthovandat (Na3VO4) Merck  

Natriumchlorid (NaCl) VWR Prolabo® 

Natriumfluorid (NaF) Sigma- Aldrich® 

Natriumcitrat Sigma- Aldrich® 

Pepstatin A Roth 
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Propidiumiodid Sigma- Aldrich® 

Proteinmarker: Page Ruler,  Spectra Fermentas 

Phenyl-methylsulfonyl-fluorid (PMSF) Sigma- Aldrich® 

Ponceau- S- Lösung  Fluka® 

Natriumpyrophosphat (NaPP) Sigma- Aldrich® 

Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Protein 

Farbkonzentrat) 
Biorad 

Rotiphorese® 10x SDS- Page Biorad 

Tetramethylrhodamin-etylester-perchlorat 

(TEMED) 
Sigma- Aldrich® 

Tetramethylrhodamin-ethylester-perchlorat (TMRE) Mobitech 

Trizma Base Sigma- Aldrich® 

Tris HCl Roth 

TritonX-100 Roth 

Tween20 Applichem 

Isopropanol AnalaR Normapur 

Ethanol Merck 

Di- Ditriothreitol (DTT) Sigma- Aldrich® 

Natriuhydroxid (NaOH)  Sigma-Aldrich® 

Milchpulver  Roth 

Extracellular loop- anti- m/r-IgG GE Healthcare UK Limited 

5x siRNA- Buffer Thermi Scientific 

FBS (Fetal Bovine Serum) Biochrom AG 

Trypsin- EDTA PAA 

Phosphatidate cytidylyltransferase (Enzyme Free) Sigma-Aldrich® 

Trans-IT  SiQuest®, Transfektionsreagenz Mirus® 

Cycloheximid (CHX) Sigma-Aldrich® 

PBS Tabletten Invitrogen 

Tabelle 1: Verwendete Detergenzien 

2.1.2 Geräte 
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Gerät  Bezugsquelle 
Nalgene® Mr. Frosty (Container zur 

Cryoconservierung von Zellen) 

Nalgene® Labware 

Anthos 2010 Microplate Reader  
Anthos Labtec Insruments 

GmbH  

Begasungsbrutschrank 
Heraeus- Kendro/ HERAcell 

240 

Bestrahlungsgerät 
Siemens/ 

Linearbeschleuniger LINAC 

FACSCaliburTM Durchflusszytometer Becton Dickinson 

Filmentwickler  Agfa Curix AC002 

Magnetrührer MR 3001 Heidolph 

Microplate reader für den Aktivitätsassay  Infinite 200, Tecan  

Mikroskop Hund Wetzlar/ Wilovert S  

pH-Meter  Seven Compact Mettler, Toledo  

Pipetboy 

Integra Biosciences/ 

Pipetboy acu/ Pipetboy 

comfort 

Pipette 
Eppendorf/ Research 

Pipette  

SDS-Gelelektrophoresekammer Bio Rad 

Spannungsgenerator 

Bio- Rad/ PowerPac 300,  

Biometra/ Standard 

Powerpack P25 

Sterile Werkbank 
Labotect/ SterilGARD III, 

Modell SG 403DIN 

Thermoschüttler 
Eppendorf/ Thermomixer 

compact 

Transferkammer  

Trans- Blot ® 

Electrophoretic Transfer 

Cell 
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien 
 

Material Bezugsquelle 
CryoPure Röhrchen Sarstedt 

Eppendorf Cup 1,5 ml, 0,5 ml und 0,2 ml Sarstedt 

Filterpapier Whatman Roth 

Kopierfolien Impega  

Neubauer Einwegzählkammer Biochrom 

PVDF- Membran Roth 

Film zur Auswertung der Westernblots GE Healthcare  

Zellkulturflaschen  Sarstedt  

Zentrifugenröhrchen (15 ml/50 ml) Sarstedt 

Eppendorf Cup 0,2 ml, RNase free Sarstedt 

Round- Bottom Tubes für FACS Analyse BD Falcon 

Tissue Culture Dish 100x20 mm Sarstedt 

MICROTEST Tissue Culture Plate, BD Falcon 

Waage Kern/ Präzisionswaage  

Wasserbad  
Thermo Scientific/ Haake 

DC10-P21 

Wipptisch 
Biometra/ Mini- Taumel- 

Wipptisch WT17/ Rocky 3D 

Zentrifugen 

 Eppendorf/ 

Centrifuge 5417R, 

Centrifuge 5804R 

 Hettich/ Rotanda 

RPC Laborzentrifuge 

 Sorvall® SUPER T21, 

Rotor SL- 50T 

Scanner  HP ScanJet 4c/T 

Gewebshomogenisator Ultra-Turrax 
Tabelle 2: Verwendete Geräte 
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96well 

MICROTEST Tissue Culture Plate, 6 well BD Falcon 

Zellschaber Costar® 

Stangenpipetten 1ml, 5ml, 10ml, 25ml, 

50ml 

Costar® 

Falcon Tube 15ml, 50 ml Sarstedt 

Zellkulturflaschen PE vented Cup         

25 cm², 75 cm², 175 cm² 

Sarstedt 

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

2.1.4 Puffer und Lösungen 
 

Bezeichnung  Chemikalien  
Endkonzentration/ 
Volumen/ Masse 

PBS (PBS- Tabletten 

Invitrogen®) gelöst in Aqua dest 

NaCl 

KCl  

Na2HPO4 

KH2PO4 

 

140 mM 

2,68  mM 

10  mM 

1,5  mM 

4x Sample Buffer (4x SB) Tris-HCl  

SDS  

Bromphenolblau  

Glycerol 

200 nM 

8%  

0,2% 

40% 

Lysepuffer  

Standard Westernblot (WB) 

 

HEPES 

NaCl 

NaPP 

EDTA  

NaF  

Na3VO4 

Aprotinin 

Leupeptin 

Pepstatin A 

PMSF 

50 mM  

150 mM 

10 mM  

1 mM  

10 mM  

2 mM  

5 μg/ml  

5 μg/ml 

3 μg/ml 

1 mM  
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Triton X 100 1% 

Ammoniuperoxidsulfat (APS) APS 

Aqua dest.  

438 mM 

Transferpuffer für WB 

 

 

Trizma Base 

Glycin  

Methanol 

Aqua dest 

3,03 g/l 

14,40 g/l 

200 ml/l 

800 ml/l 

Tris Buffered Saline (TBS) - 

Tween  

Tris HCl 

NaCl 

Tween20 

pH 8,0  

1,57 g/l (10 mM) 

8,76 g/l (150 mM) 

1 ml/l 

Einstellung mit 5 M 

NaOH 

Blocking-Puffer für WB Milchpulver 

in TBS-Tween 

5% 

Sammelgelpuffer für WB Trizma Base 

SDS (10%) 

pH 6,80 

6,06 g/ 100 ml 

4 ml/100 ml 

Einstellung mit 32% 

HCl 

Trennpuffer für WB  Trizma Base  

SDS (10%) 

pH 8,80 

18,17/ 100 ml  

4 ml/100 ml 

Einstellung mit 32% 

HCl 

Nicoletti- Färbelösung Na- Citrat  

Triton X-100 

Propidiumiodid 

0,1% in PBS  

0,1% 

5 μg/ml 
Tabelle 4: Verwendete Puffer und Lösungen 

2.1.5 Kultur-Medien 
 
Medium Firma 

Zellkulturmedium für  Kurz- und 

Langzeitkulturen, RPMI 1640 [+]L-
PAA Laboratories GmbH  
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Glutamin  

Tabelle 5: Verwendete Kultur-Medien 

2.1.6 Erst-Antikörper 
 
Antikörper Bezugsquelle Anti-

Mouse/Rabbit 
Klonalität Verdünnung 

Bak  Upstate  Rabbit Polyklonal 1:1000 

Bax Cell Signalling Rabbit Polyklonal 1:1000 

Bcl- xL Cell signalling Rabbit Polyklonal 1:1000 

Bcl-2  
Santa Cruz 

Biotechnology  
Mouse 

Monoklonal 1:400 

Bim  Epitomics  rabbit  Monoclonal 1:500 

Caspase 3  Cell signalling  Rabbit Polyklonal 1:1000 

Mcl-1 Cell Signalling rabbit Monoklonal 1:1000 

Mcl-1 Cell Signalling rabbit Polyklonal 1:1000 

Noxa Calbiochem mouse Monoklonal 1:500 

PARP Cell Signalling rabbit Polyklonal 1:1000 

Puma Epitomics rabbit Monoklonal 1:2000 

ß-Aktin Sigma mouse Monoklonal 1:30.000 

USP9x Novus 

Biologicals 

rabbit Polyklonal 1:2000 

ß-Catenin Cell Signalling rabbit Monoklonal 1:1000 

GAPDH ABCAM mouse Monoklonal 1:20.000 
Tabelle 6: Verwendete Erst-Antikörper 

2.1.7 Zweit-Antikörper 
 
Antikörper Bezugsquelle Enzym Verdünnung 
ECL-

Meerrettichperoxidase-

konjugierter anti-Maus-

Antikörper 

GE Health 

Care UK 

Limited 

Horseradish 1:2000 
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ECL- 

Meerrettichperoxidase-

konjugierter anti-Hase-

Antikörper 

GE Health 

Care UK 

Limited 

Horseradish 1:2000 

Tabelle 7: Verwendete Zweit-Antikörper 

2.1.8 Zelllinien 
A172: A172 ist eine humane, adhärente Glioblastom-Zellinie aus dem Gehirn 

eines 53-jährigen Mannes. 

 

U373: U373 ist eine humane, adhärente Glioblastom-Zelllinie aus dem Gehirn. 

 

T98G: T98G ist eine humane, adhärente Glioblastom-Zelllinie aus dem Gerhirn 

eines 61-jährigen Mannes. 

 

U-87MG: U-87MG ist eine humane, adhärente Glioblastom-Zelllinie aus dem 

Gehirn eines 44-jährigen Mannes. 

 

LN-229: LN-229 ist eine humane, adhärente Glioblastomzelllinie aus dem 

rechten parieto-occipitalen Kortex einer Frau. 

 

Jurkat, Klon E6.1: Jurkat ist eine humane, nicht-adhärente, T-lymphozytäre 

Zelllinie aus dem peripheren Blut eines Mannes mit akuter T-lymphozytärer 

Leukämie. 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Kultivierung von Zellen  
Die Glioblastomzelllinien A172 und U373 wurden in RPMI 1640 Medium mit 

10% FCS (Kulturmedium) bei 5% CO2 und 37,0 ˚C kultiviert. Erreichten die 

Zellen in den Kulturflaschen eine Konfluenz von 80-90 %, wurden sie 

passagiert, um einen Wachstumsstopp durch Kontaktinhibition zu verhindern. 

Hierzu wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin-
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EDTA 5 min bei 37 ˚C abgelöst. Anschließend wurde die enzymatische 

Reaktion durch Zugabe von 7,5 ml Kulturmedium abgestoppt. Die 

Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon überführt und bei 1200 rpm für 5 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet mit 12 ml Medium 

resuspendiert. Die A172-Zellen wurden dann in einem Verhältnis von 1:10 

gesplittet, die U373-Zellen in einem Verhältnis von 1:40. 

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zur Sicherung von Zellen niedriger Passagennummer wurden ca. 1-2x106  

Zellen in RPMI 1640 + 20% FCS + 10% DMSO zunächst über Nacht langsam 

im Nalgene® Mr. Frosty bis auf -80 ºC abgekühlt und anschließend in flüssigem 

Stickstoff eingelagert. 

Zum Auftauen wurde das Kryoröhrchen bei 37 ˚C ins Wasserbad gestellt. Die 

Zellen wurden anschließend in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und bei 

1200 rpm 5 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Zellpellet mit 12 ml RPMI 1600 + 10% FCS resuspendiert und in 

Zellkulturflaschen überführt. Nach 24 h wurde der Überstand mit toten Zellen 

abgenommen und neues Kulturmedium hinzugegeben. Die Zellen wurden dann 

wie oben beschrieben kultiviert. 

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl 
Die Zellzahl wurde im Mikroskop mit Hilfe einer Neubauer- Zählkammer 

ermittelt. Zunächst wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche mit Hilfe 

einer Trypsin-EDTA-Lösung abgelöst, in Kulturmedium aufgenommen und mit 

Trypanblau 1:2 verdünnt. 10 µl dieser Suspension wurden in eine Neubauer-

Zählkammer pipettiert. Die in den Quadranten gezählte Menge an Zellen wurde 

mit dem Faktor 2x104  multipliziert, was der Zellzahl pro ml Suspension vor der 

Verdünnung mit Trypanblau entspricht. 

2.2.2 siRNA-Transfektion mit Transfektionsreagenz SiQuest® 
Die siRNA (small interfering RNA) ist eine doppelsträngige RNA. Sie bindet die 

transkribierte mRNA und verhindert so deren Translation. Außerdem induziert 

die siRNA eine Degradierung der gebundenen mRNA (Pushparaj & Melendez, 

2006). So kann die Synthese von Proteinen spezifisch herunterreguliert werden. 
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Die Transfektion der siRNA in die Zelle erfolgte mit Hilfe von Trans-IT SiQuest® 

siRNA-Transfektionsreagenz (SiQuest®). Zunächst wurde die gewünschte 

Zellzahl (U373: 3x105 , A172: 4x105 pro Well) auf 6-Well-Platten in je 3 ml 

Medium pro Well ausgesät und 24 h bei 37 ˚C kultiviert. War eine Konfluenz 

von ca. 60-80 % erreicht, wurden 1,75 ml Medium aus jedem Well abpipettiert. 

Zu den verbleibenden 1,25 ml Zellkulturmedium wurde die Transfektionlösung 

tröpfchenweise in jedem Well der Zellkulturplatte verteilt. Die Lösung enthielt 

pro Ansatz: 250 µl phenolrotfreies, serumfreies RPMI 1640, 4 µl SiQuest® und 

37,5 µl siRNA (1 µM). Sie wurde vor der Transfektion der Zellen 30 min lang bei 

Raumtemperatur inkubiert, um zu gewährleisten, dass die siRNA und SiQuest® 

Komplexe bilden. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit non-targeting (nt)-siRNA 

transfiziert. 

Dann wurden die transfizierten Zellen für 24 h bei 37 ˚C kultiviert. Es folgte ein 

Mediumwechsel und die Bestrahlung (Radiotherapie, RT) mit 10 Gy. Nach 48 h 

wurden Zelllysate aus den transfizierten Zelllinien hergestellt. Alternativ wurden 

die transfizierten Zellen zu bestimmten Zeitpunkten durchflußzytometrisch 

analysiert. 

2.2.3 Bestrahlung der Zellen 
Die verschiedenen Zellen wurden bei Raumtemperatur mit 6 MV-Photonen mit 

Hilfe des Linearbeschleuniger LINAC® bestrahlt.  

2.2.4 Quantifizierung der Apoptoserate mittels 
Durchflusszytometrie/ FACS (Fluorescense Activated Cell 
Sorter) 

Die Durchflusszytometrie dient der Charakterisierung von Zellen aufgrund ihrer 

Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften. Mit der FACS-Methode können 

verschiedene morphologische Eigenschaften der Zellen vor und nach 

Radiotherapie (RT) ermittelt, quantifiziert und verglichen werden. Zunächst 

werden die in einem Gefäß bereitgestellten Zellen angesaugt, um im FACS-

Gerät durch hydrodynamische Fokussierung mit hoher Geschwindigkeit 

perlschnurartig aufgereiht und an einem Laserstrahl vorbeigeleitet zu werden. 

Dabei geht ein Teil des Lichts durch die Zelle durch, während andere Teile des 

Lichts abgelenkt werden. Das durchgehende Licht wird im „Vorwärtsdetektor“ 
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(FSC = Forward Scatter), das zum Einfall im rechten Winkel abgelenkte Licht im 

„Seitwärtsdetektor“ (SSC = Sidewards Scatter) registriert. Die Intensität des 

durchgehenden Lichts ist ein Maß für die Zellgröße, die Intensität des 

abgelenkten Lichts ist ein Maß für die Granularität der Zelle. Beide Werte 

werden für jede Zelle ermittelt. Dank der hohen Geschwindigkeit des 

Durchflusses können in kurzer Zeit sehr viele Zellen gemessen werden. Trägt 

man die Zellen anhand der gemessenen Werte in einem zweidimensionalen 

Koordinatensystem auf, so erhält man eine Verteilung der Zellen, einen 

sogenannten Dot-Plot. Apoptotische Zellen sind kleiner und granulierter und 

können mit dieser Methode von vitalen Zellen durch die Bildung zweier Dot-

Plot-Populationen abgegrenzt werden. Die Emission der mit einem 

Fluoreszenzstoff markierten Zellen kann nach Anregung mit dem 488 nm 

FACS-Laser in den entsprechenden Kanälen, vor die ein entsprechender Filter 

vorgeschaltet ist, untersucht werden. 

2.2.4.1 Messung der DNA-Fragmentierung 
Während der Apoptose kommt es zur DNA-Fragmentierung. Mit Hilfe einer 

bereits beschriebenen Methode kann der DNA-Gehalt in Zellen bestimmt 

werden (Nicoletti et al., 1991). In dieser Arbeit wurde ein abgeändertes 

Protokoll von Nicoletti et al. verwendet. Die Zellen wurden in einem isotonen, 

Propidiumiodid (PI)-haltigen Puffer (PBS, 0,1% Triton X-100, 0,1% 

Natriumzitrat, 10 µg/ml PI) inkubiert. Nachdem der Fluoreszenzfarbstoff in die 

permeabilisierte Zelle eingedrungen ist, interkaliert er mit der DNA. Je nach 

DNA-Gehalt variiert die Fluoreszenzintensität der Zellen. Da die Nicoletti- 

Lösung Detergenz-haltig ist (Triton X-100), gelangt sie auch in 

membranumschlossene DNA-haltige Vesikel, die sich im Rahmen apoptotischer 

Vorgänge bilden. Während der Messung werden die Zellen mit einem 

Argonlaser bei einer Wellenlänge von 488 nm angeregt, woraufhin das in der 

DNA interkalierte PI, je nach DNA-Gehalt der Zelle, Licht in unterschiedlichen 

Intensitäten emittierte. Die Intensität des emittierten Lichts und der DNA-Gehalt 

in der Zelle stehen also in einem direkten Verhältnis. Dieses Licht konnte im 

Fluoreszenzkanal FL-2 oder FL-3 registriert und durch eine spezielle Software 

(BD CellQuest Pro) dargestellt werden. Die Fluoreszenz-Intensitätsverteilung 
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wurde in Histogrammen über einen Bereich der relativen 

Fluoreszenzintensitäten von 100 und 104 dargestellt. Durch diese Anordnung 

ergibt sich ein Zell-Verteilungsmuster, das abhängig vom DNA-Gehalt der Zelle 

ist. Die „Peaks“ stellen die Zellzyklusphase G1 (vor Replikation) und G2 (nach 

Replikation) dar. Die Zellen jenseits der Fluoreszenzintensitäten von G1 und G2 

sind entweder tot (subG1: unterhalb von G1) oder polyploid (HyperG, oberhalb 

von G2). 

Bei der Messung nach Nicoletti wurde der Anteil der Zellen bestimmt, der sich 

im subG1-Bereich befand. Dazu wurden die A172- und U373-Zellen mit 1 ml 

Zelldissoziationspuffer CDP abgelöst und bei 1200 rpm für 5 min zentrifugiert. 

Dann wurde der Überstand entfernt und das Zellpellet in 200-400 μl PI-

Färbelösung resuspendiert. Das Gemisch wurde eine Stunde bei 

Raumtemperatur ohne Licht inkubiert und anschließend mit dem FACS 

CaliburTM Durchflusszytometer gemessen. 

2.2.4.2 Messung des mitochondrialen Membranpotentials mittels TMRE- 
Färbung 

In apoptotischen Zellen kommt es zu einem Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotentials (Δm), wohingegen es in gesunden Zellen 

intakt bleibt. Der für das mitochondriale Potential spezifische Farbstoff TMRE 

(Tetramethylrhodamin-ethylester-perchlorat) ist ein membrangängiger Farbsoff. 

Bei intaktem Δm akkumuliert der Farbstoff in der inneren Mitochondrien-

Membran, während er beim Zusammenbruch des Δm aus den Mitochondrien 

diffundiert. Gesunde Zellen mit intaktem Δm weisen eine höhere 

Fluoreszenzintensität auf (TMRE high) als solche mit zusammengebrochenem 

mitochondrialen Membranpotential (TMRE low). 

Es wurden A172- und U373-Zellen in 6-well-Platten ausgesät, nach 24 h mit 10 

Gy bestrahlt und nach weiteren 24-72 h mit Zelldissoziationspuffer CDP 

abgelöst. Anschließend wurden die Zellen in FACS-Röhrchen abzentrifugiert 

und mit jeweils 200 μl TMRE-Färbelösung (25 nM in PBS) inkubiert. Nach der 

Behandlung wurden die Zellen für 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. 

Hiernach erfolgte die Messung am FACS CaliburTM im Fuoreszenzkanal FL-2. 

Populationen mit zusammengebrochenem Δm wurden als prozentueller Anteil 
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aller gemessenen Zellen im Dotblot analysiert, indem die im Fuoreszenzkanal 

FL-2 gemessene Fluoreszenzintensität gegen die Streulichtintensität (SSC) 

aufgetragen wurde.  

2.2.5 Nachweis der Proteinlevel mittels Westernblot 
Die Proteinlevel verschiedener Proteine wurden mit Hilfe der Westernblot-

Technik analysiert. Dazu wurden Zellen lysiert, die Lysate auf einem Gel 

elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-

Membran transferiert. Um die Proteine zu detektieren, wurde die Membran mit 

einem „Erstantikörper“ inkubiert, der spezifisch nur an das zu untersuchende 

Protein bindet. Der „Sekundärantikörper“, welcher gegen den Erstantikörper 

gerichtet ist, ist mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, englisch für 

„horse radish peroxidase“) gekoppelt. Nach Zugabe eines entsprechenden 

Substrates, wurde dieses durch das Enzym umgesetzt. Bei dieser Reaktion 

wurde Energie in Form von Chemoluminiszenz frei, die mit Hilfe eines 

Röntgenfilms analysiert werden konnte.  

2.2.5.1 Herstellung der Zelllysate 
Für die Herstellung der Lysate wurden 2x106 Zellen 10 min mit 1.300 rpm bei 

Raumtemperatur in einem 50 ml Falcon abzentrifugiert. Nachdem das Medium 

abgesaugt wurde, wurde das Zellpellet mit 200 µl PBS gewaschen. Danach 

wurden die in PBS resuspendierten Zellen mit einer Pipette aufgenommen und 

in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Die Zellen wurden erneut 

abzentrifugiert und in 200 µl Lysepuffer aufgenommen. Anschließend wurden 

die Zellen für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Gewinnung der zytosolischen 

Fraktion wurden die lysierten Zellen 15 min bei 13.000 rpm und bei 4 °C 

abzentrifugiert und der Überstand (das Lysat) in ein neues Gefäß überführt. 

2.2.5.2 Ermittlung der Proteinkonzentration mit Hilfe des 
Spektralphotometers 

Um eine Beladung der SDS-Gele mit der gleichen Proteinmenge in den 

jeweiligen Zelllysaten zu gewährleisten, wurde eine Proteinbestimmung 

durchgeführt. Dazu wurden in einer 96-Well-Platte 1 µl des Lysats zu 200 µl 

BioRad (1:5 verdünnt mit H2O) pipettiert. Zudem wurde eine BSA- Standard-
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Proteinverdünnungsreihe (0, 2, 4, 6, 8, 10 µg pro 200 µl verdünnte BioRad-

Lösung) hergestellt. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlänge von 620 nm 

gemessen. Es wurde eine Geradengleichung mit Hilfe der BSA-Standardreihe 

und Excel-Software berechnet, die wiederum zur Berechnung der 

Proteinkonzentration der jeweiligen Proben herangezogen wurde. 

2.2.5.3 Angleichung der Proteinkonzentration unterschiedlicher Proben 
Um verschiedene Proben auf Proteinbasis miteinander vergleichen zu können, 

muss gewährleistet sein, dass alle Proben die gleiche Gesamtmenge an Protein 

beinhalten. Die Lysate wurden durch Zugabe des Lyse- und 4x Sample-Buffer 

mit DTT (Dithiothreitol, 1:100) auf die gleiche Proteinmenge eingestellt. Das 

DTT reduziert Disulfidbrücken und löst dadurch Sekundär- und Tertiärstrukturen 

der Proteine auf. Für die vollständige Denaturierung der Proteine wurden die 

Proben anschließend 10 min bei 95 ºC im Thermoschüttler gekocht. Die Lysate 

wurden für den mehrmaligen Gebrauch bei -20 ºC aufbewahrt. 

2.2.5.4 Auftrennung der Proteine mittels Sodiumdodecylsulfat- 
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 

Die denaturierten Proteine wurden in Acrylamid-Gelen der Größe nach 

elektrophoretisch aufgetrennt. Die verwendeten Gele wurden wie in Tabelle 8 

beschrieben zusammengesetzt. Die Gele wurden in eine 

Elektrophoresekammer eingespannt. Danach wurde mit einer Hamilton-Spritze 

eine bestimmte Menge des Lysats bzw. des Proteinmarkers in die Geltaschen 

gefüllt. Die Proteine wurden zunächst mit einer Spannung von 60 mV an der 

Grenze zwischen Sammel- und Trenngel fokussiert. Das Auftrennen der 

Proteine im Trenngel erfolgte bei einer Spannung von 160 mV. Je nach 

Proteingröße wurden Trenngele unterschiedlicher Acrylamid-Konzentration 

verwendet. Als Puffer diente der SDS-Puffer von BioRad nach Verdünnung mit 

Aqua dest. (1:10). 

2.2.5.5 Zusammensetzung der Gele 
 

 
Trenngel 
8%  

 
10% 

 
12% 

 
14% 

Sammelgel 
6% 
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Aqua dest. 7,25 ml 6,25 ml 5,25 ml  4,25 ml 1875,0 μl 

Trennpuffer  3750 μl  3750 μl 3750 μl 3750 μl - 

Sammelpuffer  - - - - 875,0 μl 

Gel 30 4,00 ml 5,00 ml 6,00 ml  7,00 ml 750,0 μl  

APS 10%   75,0 μl 75,0 μl 75,0 μ l 75 μl 35,0 μl 

TEMED 7,5 µl 7,5 μl 7,5 μl 7,5 μl 3,5 μl 

SDS (20%)  75 μl 75 μl  75 μl 75 μl - 
Tabelle 8: Zusammensetzung der SDS-Trenngele und des Sammelgels. 

2.2.5.6 Blotting 
Nach der Auftrennung der Proteine erfolgte der Transfer auf eine PVDF- 

Membran. Zu diesem Zweck wurde das Gel mit der PVDF-Membran, 

Filterpapier und Schwämmchen zur Polsterung in eine Transferkassette 

eingespannt. Die Proteine wurden bei 0,7 A in einer mit Transferpuffer gefüllten 

Trans-Blot®- Elektrophorese Transferkammer je nach Proteingröße 90-150 min 

lang auf die PVDF-Membran übertragen. Nach dem Transfer wurde die 

gleichmäßige Proteinauftragung und -übertragung durch Anfärben mit Ponceau 

S Lösung (1:20 in aqua dest. Verdünnt) und anschließendem Waschen mit 

aqua dest. überprüft.  

2.2.5.7 Detektion der spezifischen Proteine 
Für den immunologischen Nachweis der Proteine wurde die PVDF- Membran 

zunächst für 1 h mit 5% Milchpulver in Tris-gepufferter-Salzlösung (TBS-Tween) 

geblockt, um freie Bindungsstellen auf der Membran, an die die Antikörper 

unspezifisch binden könnten, abzudecken. Die Membran wurde anschließend 

über Nacht bei 4°C auf einem Wipptisch mit dem Erstantikörper inkubiert. Der 

Antikörper lag in der in Tabelle 6 genannten Konzentration in 5% Milchpulver in 

TBS-Tween vor. Um die Membran von nicht gebundenem Antikörper zu 

befreien, wurde sie mehrfach in TBS-Tween gewaschen. Anschließend wurde 

die Membran für 1 h bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper in 

Blocklösung (1:2.000) inkubiert und danach erneut mehrfach in TBS-Tween 

gewaschen. 
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Zur Detektion wurde die Membran einige Sekunden mit ECL-Lösung inkubiert 

und anschließend zwischen zwei Folien in einer Filmkassette glatt gestrichen. 

In der Dunkelkammer wurde auf die Membran in der Filmkassette ein 

lichtsensitiver Film gelegt und bei der Umsetzung des Substrates an 

entsprechenden Stellen belichtet. Die Belichtungsdauer lag je nach Stärke des 

Signals zwischen einigen Sekunden bis zu mehreren Stunden. Danach wurde 

der Film aus der Kassette genommen und entwickelt. 

2.2.5.8 Quantifizierung der Proteinmenge mit Hilfe der Dosimetrie 
Zur densitomtrischen Auswertung der Proteinbanden wurde der belichtete Film 

eingescannt. Die Filmschwärzung und damit die Proteinmenge auf der PVDF-

Membran wurde mittels des Image J-Programmes analysiert. Die 

Bildauswertung mit Image J basiert auf einer Integration der Pixel-Grauwerte (8 

Bit) mit der Bandenfläche (Graudichte). In der Regel wurde das Proteinlevel des 

entsprechenden Proteins bestimmt und auf das Level eines Referenzproteins 

(z.B. -Aktin) normiert. Zusätzlich kann eine Normierung auf den einen 

bestimmten Zeitpunkt oder auf eine bestimmte Kontrollbedingung folgen. 

2.2.6 Untersuchung der Radiosensibilität mittels Koloniebildungtest 
Der Koloniebildungstest (KoBi) ist eine etablierte und häufig verwendete 

Methode zur Beurteilung des klonogenen Zellüberlebens nach Einwirkung 

verschiedener Noxen wie z.B. ionisierende Strahlung (Puck et al., 1956). Hat 

eine Zelle 5-6 Mitosen durchlaufen, was einer Koloniegröße von etwa 50 Zellen 

entspricht, so hat sie überlebt und proliferiert. Man spricht hierbei von 

klonogenem Überleben. Ausgezählt wurden demnach nur Kolonien mit 50 

Zellen oder mehr. 

Zur Messung des klonogenen Überlebens von A172- und U373-Zellen in 

Abhängigkeit des USP9x-Levels, wurden zunächst 3.500 A172-Zellen pro Well 

ausplattiert. Von den U373-Zellen wurden auf Grund der kürzeren Teilungsrate 

nur 1.500 Zellen pro Well ausgesät. Auf sechs 6-Well-Platten wurden Zellen 

ausgesät, die mit non-targeting siRNA transfiziert werden sollten (nt). Auf sechs 

weiteren 6-Well-Platten wurden Zellen ausgesät, die mit USP9x-siRNA 

transfiziert werden sollten (USP9xneg.). Anschließend wurden die insgesamt 
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zwölf 6-Well-Platten (jeweils pro A172 und U373) für 24 h bei 37 C° inkubiert. 

Dann wurden die USP9xneg-Zellen wie in 2.2.2 beschrieben mit USP9x-siRNA 

und SiQuest® transfiziert. Die Kontrollzellen wurden parallel mit non-targeting 

siRNA und SiQuest® transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen 

nach folgendem Schema bestrahlt: 

Jeweils eine 6-Well-Platte der mit nt- und USP9x-siRNA transfizierten Zellen 

wurden nicht bestrahlt (Kontrolle zur Ermittlung der Plattierungseffizienz). Die 

restlichen 6-Well Platten wurden dementsprechend mit 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy, 4 Gy 

oder 5 Gy bestrahlt. Alle Platten wurden anschließend im Brutschrank bei 37°C 

kultiviert. Nach ca. 4-5 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel. Jeweils nach 12 

Tagen (U373-Zellen) bzw nach 15 Tagen (A172-Zellen) wurde das Medium 

entfernt und die Zellen mit 3,75% Formaldehyd 10 min lang fixiert, anschließend 

mit 10% Ethanol gewaschen und daraufhin mit Kristallviolett eine Stunde lang 

gefärbt. Dann wurden die 6-well-Platten mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

Es wurde für jede Behandlung eine Sechsfachbestimmung durchgeführt. 

Das relative Überleben der bestrahlten Zellen im Verhältnis zum Überleben der 

nicht bestrahlten Zellen wurde wie folgt berechnet:  

Die „plating efficiency“ (PE) beschreibt die Koloniebildungsfähigkeit der 

unbestrahlten Zellen und wird berechnet durch den Quotient aus der Anzahl der 

gebildeten Kolonien (Mittelwert aus 6 Ansätzen) geteilt durch die Anzahl der 

ausgesäten Zellen. 

 Die „survival fraction“ (SF) bezeichnet die Überlebensfraktion, also das relative 

Überleben der behandelten Zellen im Verhältnis zum Überleben der 

unbehandelten Zellen. Sie wird berechnet als Quotient aus der Anzahl der 

gebildeten Kolonien nach Bestrahlung geteilt durch die Anzahl der ausgesäten 

Zellen, der anschließend auf die PE normiert wird. 

Die Regressionskurve wurde mit Sigma Plot berechnet, einem Programm zur 

wissenschaftlichen Datenanalyse der Firma Systat Software Inc. 

2.2.7 Mcl-1 Halbwertszeitmessung 
Zur Ermittlung der Halbwertszeit von Mcl-1 wurden U373- und A172-Zellen in 

runden Zellkulturböden bis zu einer Konflueszenz von etwa 80% angezüchtet. 

Dann erfolgte der Zusatz des Translationshemmers Cycloheximid und 
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gleichzeitig die Lysierung der ersten Probe, des 0 Minuten-Wertes. Die A172-

Zellen wurden im Abstand von 15, 30 und 45 min, die U373-Zellen im Abstand 

von 30, 60, 90 und 120 min nach Cycloheximidbehandlung von den 

Zellkulturböden abgelöst. Dazu wurden 200 µl Lysepuffer auf die Platten 

gegeben und mittels eines Zellschabers die Zellen von der Platte gelöst und 

schließlich das Lysepufferzellgemisch in Mikroreaktionsgefäße überführt und 

auf Eis gelagert. Danach wurden die Proben für 15 min bei 13.000 rpm und 4 

°C zentrifugiert. Es erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration in den 

Lysaten und die Einstellung der Proben auf die gleiche Proteinkonzentration. 

Die Lysate wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Mcl-1 und ß-

Aktin wurde mittels spezifischer Antikörper im Western Blot detektiert. 

Die densitometrisch ermittelten Schwärzungen der Mcl-1-Banden wurden 

mittels ImageJ bestimmt und in Relation zum 0-Minutenwert sowie in Relation 

zur ß-Aktinbande berechnet. Aus diesen relativen Schwärzungen wurde mittels 

SigmaPlot eine Regressionskurve bestimmt. Die Halbwertszeit der Mcl-1-

Abnahme wurde dabei durch die Anpassung der Exponentiellen Verfallsfunktion 

1. Ordnung berechnet. 
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3 Ergebnisse  

3.1 Proteinlevel verschiedener Mitglieder der Bcl-2-Familie in 
Glioblastomzelllinien 

Vorarbeiten an Jurkatzellen zeigten, dass die Radiosensibilität maßgeblich von 

der Expression verschiedener Proteine der Bcl-2-Familie, insbesondere auch 

von Mcl-1 abhängig ist ((Alvarez et al., 2014) (Trivigno et al., 2012)). Weiter 

konnte eine Korrelation zwischen den Proteinlevel von Mcl-1 und USP9x 

festgestellt werden (Schwickart et al., 2010). Viele Tumore, insbesondere 

Hirntumore haben hohe Mengen an anti-apoptotischen Proteinen wie Mcl-1, 

Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w ((Placzek et al., 2010) (Krajewski et al., 1997)). Im 

folgenden Versuch wurden mittels Westernblot (WB) die Proteinlevel 

verschiedener Mitglieder der Bcl-2-Familie in verschiedenen 

Glioblastomzelllinien und Jurkatzellen überprüft. 
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Abbildung 3: Bcl-2-Proteinlevel in Glioblastomzelllinien und Jurkatzellen: Die 

Glioblastomzelllinien A172, T98G, U87MG, U373, Ln229 und Jurkatzellen wurden lysiert. 

Folgende Proteine wurden mittels Westernblot detektiert: die Deubiquitinase USP9x, sowie die 

Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak, Puma und Bim. Als 

Ladungskontrolle diente ß-Aktin. Am rechten Bildrand sind die Proteingrößen in kDa 
angegeben. 

In allen untersuchten Glioblastomzelllinien wurden höhere Proteinlevel der 

Deubiquitinase USP9x als in Jurkat-Zellen detektiert. Mit Ausnahme der 

U87MG-Zellen wurden in den anderen Glioblastomzellen gleichzeitig auch 

größere Mengen an Mcl-1 als in Jurkat-Zellen detektiert. Die Zellen 

unterschieden sich auch im Bcl-2- und Bcl-xL-Level. Während Bcl-xL in Jurkat-

Zellen kaum nachweisbar war, wurde in A172-Zellen die höchste Abundanz an 
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Bcl-xL detektiert. Die Menge an Bcl-2 war in Jurkat-Zellen am höchsten, in 

T98G-, U373- und Ln229-Zellen etwas niedriger, in A172-Zellen deutlich 

niedriger und in U87MG-Zellen nicht detektierbar. Das pro-apoptotische Bak-

Protein war in jeder Zelllinie nachweisbar, während das eng verwandte Bax in 

allen Glioblastomzellen, nicht hingegen in Jurkat-Zellen detektierbar war. Die 

Zelllinien wiesen auch unterschiedliche Mengen der BH-3-only-Proteine Puma 

und der drei Splicevarianten von Bim auf. 

Da in dieser Arbeit Mcl-1 und seine Regulierung durch USP9x untersucht 

werden sollte, wählten wir für weitere Experimente die A172- und U373-Zellen, 

da diese hohe Level an Mcl-1 und USP9x aufwiesen. Auch die Abundanz der 

pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine waren in beiden Zelllinien ähnlich hoch. Die 

Glioblastomzellinien unterschieden sich lediglich in den Bcl-2- und Bcl-xL-Level. 

In U373-Zellen war die Menge an Bcl-2 höher und das Bcl-xL-Level niedriger 

als in A172-Zellen. 

3.2 Wirkung ionisierender Strahlung auf die Zelllinien A172 
und U373 

Im folgenden Kapitel wurde der Effekt ionisierender Strahlung auf die beiden 

Glioblastomzelllinien A172 und U373 untersucht. Trifft ionisierende Strahlung 

auf eukaryotische Zellen, können unterschiedliche Formen des Zelltodes 

ausgelöst werden (Apoptose, Autophagie, mitotische Katastrophe). Wir prüften 

zunächst durchflusszytometrisch den Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials (ΔΨm), das, wenn es zusammengebrochen ist, den Zelltod 

anzeigt. Da für diese Arbeit die Untersuchung der Apoptose von besonderer 

Bedeutung ist, bestimmten wir mittels Durchflusszytometrie und Westernblot 

zwei weitere für die Apoptose charakteristische Phänomene: Die DNA-

Fragmentierung und die Caspasenaktivierung. 

3.2.1 Ionisierende Strahlung induziert Zusammenbruch des 
mitochondrialen Membranpotentials in A172- und U373-Zellen 

A172- und U373-Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt und nach 72 h der 

Zusammenbruch des ΔΨm durchflusszytometrisch gemessen. Zellen mit 

zusammengebrochenem ΔΨm befanden sich im ΔΨm-low-Bereich im Dotblot 

(Abbildung 4 und 5, rechte Dotblots). Die rechten Dotblots in Abbildung 4 und 
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Abbildung 5 zeigen jeweils eine Messung des ΔΨm in A172- bzw. U373-Zellen 

72 h nach Bestrahlung mit 10 Gy (unterer, rechter Dotblot) sowie die 

dazugehörigen Messungen des ΔΨm der unbestrahlten Kontrollzellen (oberer, 

rechter Dotblot). Nach Bestrahlung weisen sowohl A172- als auch U373-Zellen 

im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen wesentlich mehr Zellen im ΔΨm 

low-Bereich auf. In Abbildung 6 ist der ΔΨm-Zusammenbruch von A172 und 

U373 nach Bestrahlung quantitativ dargestellt. Vergleicht man beide Zelllinien, 

findet man nach Bestrahlung wesentlich mehr U373-Zellen als A172-Zellen mit 

zusammengebrochenem ΔΨm. 72 h nach Bestrahlung weisen ca. 12% der 

bestrahlten A172-Zellen ein zusammengebrochenes ΔΨm auf, während es zum 

gleichen Zeitpunkt bereits über 50% der U373-Zellen tun. 

Die Ergebnisse zeigen, dass ionisierende Strahlung in U373-Zellen einen 

stärkeren Zusammenbruch des ΔΨm induziert als in A172-Zellen. U373-Zellen 

induzieren besser den Zelltod nach Bestrahlung als A172-Zellen. 

 

 
Abbildung 4: Bestrahlung führt zum Zusammenbruch des ΔΨm in A172 Zellen. Die Zellen 

wurden mit 10 Gy bestrahlt und nach 72 h mit TMRE gefärbt. Anschließend wurde der 

Zusammenbruch des ΔΨm durchflusszytometrisch analysiert. Zum Vergleich dienten 
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unbestrahlte Kontrollen (0 Gy). Dieses Histogramm zeigt, wie bei der Auswertung die Gates 

gesetzt wurden, um die Zellen im ΔΨm-low Bereich (blau) zu erfassen. Zunächst wurde die 

Zellpopulation bestimmt (linke Dotblots). Das ΔΨm dieser ausgewählten Zellen wurde im 

rechten Dotblot analysiert, in dem die TMRE-Fluoreszenzintensität (gemessen in FL2-H) gegen 

die Granularität (Seitwärtsstreulicht SSC-H) aufgetragen wurde. Ohne Bestrahlung (0 Gy) 

befinden sich nur vereinzelt Zellen im ΔΨm-low Bereich. 72h nach Bestrahlung mit 10 Gy 

befinden sich 15% der Zellen im ΔΨm-low Bereich.  

 
Abbildung 5: Bestrahlung führt zum Zusammenbruch des ΔΨm in U373 Zellen. Die Zellen 

wurden mit 10 Gy bestrahlt und nach 72 h mit TMRE gefärbt. Anschließend wurde der 

Zusammenbruch des ΔΨm durchflusszytometrisch gemessen. Zum Vergleich dienten 

unbestrahlte Kontrollen (0 Gy). Dieses Histogramm zeigt, wie bei der Auswertung die Gates 

gesetzt wurden, um die Zellen im ΔΨm-low Bereich (blau) zu erfassen. Ohne Bestrahlung (0 
Gy) befinden sich nur vereinzelt Zellen im ΔΨm-low Bereich. 72h nach Bestrahlung mit 10 Gy 

befinden sich 50% der Zellen im ΔΨm-low Bereich.  
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Abbildung 6: Quantifizierung des ΔΨm-Zusammenbruchs von A172 und U373 im 
zeitlichen Verlauf nach Bestrahlung mit 10 Gy. Hierfür wurden die A172- und U373-Zellen 

mit 10 Gy bestrahlt und nach 24, 48 und 72 h mit TMRE gefärbt. Anschließend wurde der 

Zusammenbruch des ΔΨm durchflusszytometrisch gemessen. Als Kontrolle dienten 

unbestrahlte Zellen (0 h nach Bestrahlung). Die U373 reagieren bereits nach 24 h mit 

Zusammenbruch des ΔΨm, welcher sich 48 und 72 h nach Bestrahlung noch deutlich erhöhte. 

Bei den A172 fällt der Zusammenbruch des ΔΨm weniger stark aus. (Dargestellt sind 

Mittelwerte ± SD, n = 6, *** = p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05, zweiseitiger Welch-korrigierter t-

Test, statistischer Vergleich erfolgte zu den jeweiligen unbestrahlten Werten). 

 

3.2.2 Ionisierende Strahlung induziert DNA-Fragmentierung in A172- 
und U373-Zellen 

Um den Zelltod näher zu charakterisieren, wurde die DNA-Fragmentierung 

durchflußzytometrisch analysiert. Die fragmentierte DNA kann als ein 

apoptotischer Marker verwendet werden. Um die Apoptoserate zu bestimmen, 

wurden die A172- und U373- Zelllinien zunächst mit 10 Gy bestrahlt. 72 h nach 

Bestrahlung wurden die Zellen permeabilisiert, mit PI gefärbt und 

durchflußzytometrisch analysiert. Die DNA-Degradierung wurde über die Menge 

an Zellen im subG1-Bereich quantifiziert (Abbildung 7, 8). Abbildung 7 zeigt, wie 

in der Auswertung die Gates für den subG1-Bereich gesetzt wurden. Es ist 

deutlich zu erkennen, dass 72 h nach Bestrahlung bei vielen der U373-Zellen 

die DNA fragmentiert wurde (viele counts in subG1), wohingegen bei den A172 
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kaum DNA-Fragmentierung nachzuweisen war (wenige Counts in subG1). 

Abbildung 8 zeigt die Zunahme der DNA-Fragmentierung Fragmentierung in 

A172- und U373-Zellen in zeitlicher Abhängigkeit jeweils 24, 48 und 72 h nach 

Bestrahlung. Bei den U373-Zellen zeigte sich bereits 24 h nach Bestrahlung 

eine leichte Zunahme der subG1-Population. 48 h nach Bestrahlung ist ein 

stärkerer Anstieg der subG1-Zellfraktion zu beobachten. Nach 72 h weisen fast 

40% der U373-Zellen fragmentierte DNA auf. Im Gegensatz dazu 

fragmentierten die A172-Zellen kaum DNA nach Bestrahlung (Abb.8).  

 
Abbildung 7: Ionisierende Strahlung führt zu einem Anstieg der subG1-Fraktion von 
A172- und U373-Zellen. Die Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt, nach 72 h permeabilisiert und 

mit Propidiumiodid gefärbt. Mit Hilfe des FACS wurde die Menge an Zellen in subG1 gemessen. 

Zum Vergleich dienten unbestrahlte Kontrollen (0Gy). Dieses Histogramm zeigt, dass viele  

A172-Zellen 72 h nach Bestrahlung in einen G2-Arrest gehen. Die U373-Zellen hingegen 

induzieren 72 h nach Bestrahlung eine deutliche DNA-Degradierung (viele Zellen in subG1).  
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Abbildung 8: Quantifizierung der DNA-Degradierung in A172- und U373-Zellen nach 
Bestrahlung mit 10 Gy im zeitlichen Verlauf. Dafür wurden die A172- und U373-Zellen mit 10 

Gy bestrahlt. 24, 48 und 72 h später wurden die Zellen permeabilisiert und mit Propidiumiodid 
gefärbt. Anschließend wurde die Menge an Zellen im subG1-Bereich quantifiziert. Ionisierende 

Strahlung induziert starke DNA-Degradierung in U373-Zellen, aber kaum in A172-Zellen. 

(Dargestellt sind Mittelwerte ± SD, n = 6, *** = p<0,001, * = p<0,05, zweiseitiger Welch-

korrigierter t-Test, statistischer Vergleich erfolgte zu den jeweiligen unbestrahlten Werten). 

 

3.2.3 Ionisierende Strahlung aktiviert die Caspasenkaskade in U373-
Zellen 

Um den Zelltod genauer zu charakterisieren wurde die Aktivierung der 

Effektorcaspasen, die charakteristisch für die Apoptose ist, in A172- und U373-

Zellen untersucht. Um zu überprüfen, ob eine strahleninduzierte 

Caspasenaktivierung in A172- und U373-Zellen erfolgte, wurde die 

proteolytische Spaltung der Caspase-3 und des Caspase-3-Substrates PARP 

mittels Westernblot analysiert (Abbildung 9). Hierbei wurden A172- und U373-

Zellen mit 10 Gy bestrahlt und nach jeweils 24, 48 und 72 h lysiert. Mittels 

Westernblot wurden Caspase-3- und das Caspase-3-Substrat PARP detektiert. 

In den A172-Zellen konnten auch 72 h nach Bestrahlung keine 

Caspasenspaltfragmente (17/19 kDa) detektiert werden. Ebenso blieb das 

Caspase-3-Substrat PARP ungespalten. In den U373-Zellen hingegen war 

bereits nach 48 h eine leichte und nach 72 h eine starke Caspase-3-



 

50 
 

Prozessierung zu beobachten. Parallel dazu war bereits nach 48 h das 89 kDa 

große PARP-Spaltfragment zu detektieren, das nach 72 h ebenso wie die 

Caspase-3-Fragmente zunahm. 

Diese Untersuchungen zeigen, dass U373-Zellen nach Bestrahlung Caspase-3 

aktivieren, während A172-Zellen dies nicht tun. 

           
Abbildung 9: Westernblot als Nachweis von Caspasenaktivierung und PARP-Spaltung in 
A172- und U373-Zellen nach Bestrahlung. A172 (linke Hälfte) und U373 (rechte Hälfte) 

wurden jeweils 24, 48 und 72 h nach Bestrahlung mit 10 Gy lysiert. Diese Lysate wurden mittels 

SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Caspase-3- (Casp-3) und PARP-Spaltung wurden mittels 

Westernblot analysiert. ß-Aktin diente als Ladungskontrolle. Ionisierende Strahlung induziert 
Caspase-3-Aktivierung in U373-Zellen, nicht aber in A172-zellen. 

3.3 Proteinlevel von Mitgliedern der Bcl-2-Familie in A172- und 
U373-Zellen nach Bestrahlung 

Ionisierende Strahlung induziert Apoptose über den mitochondrialen Signalweg, 

der von Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie reguliert wird. Deshalb wurde der 

Effekt von Bestrahlung auf die Level der pro- und anti-apoptotischen Proteine in 

A172- und U373-Zellen analysiert. Hierzu wurden beide Zellen zunächst mit 10 

Gy bestrahlt. Anschließend wurden sie jeweils nach 24, 48 und 72 h lysiert. Die 

Proteinlysate wurden mittels Westerblot-Technik analysiert (Abb. 10). 

In beiden Zellen konnte keine Änderung der Proteinlevel der anti-apoptotischen 

Proteine Bcl-2 und Bcl-xL festgestellt werden. Auch die Level der pro-

apoptotischen Proteine Bax und Bak änderten sich nicht nach Bestrahlung. 
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Allein das Mcl-1-Level nahm 48 h und 72 h nach Bestrahlung in U373-Zellen, 

jedoch nicht in A172-Zellen, ab. Die fehlende Abnahme von Mcl-1 in A172-

Zellen könnte demzufolge das Überleben der Zellen nach Bestrahlung 

begünstigen. 

                  
Abbildung 10: Veränderungen der Proteinlevel der Bcl-2-Familie nach Bestrahlung mit 10 
Gy.  

A172- und U373-Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt. Nach 24, 48 und 72 h wurden die Zellen 

lysiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Im Westernblot wurden unterschiedliche Proteine der 

Bcl-2-Familie (Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak) detektiert.  Als Ladungskontrolle diente ß-Aktin. 

Bei den A172 führte eine Bestrahlung zu keiner Veränderung der Proteinmenge der 

verschiedenen untersuchten Proteine. Bei U373 kam es nach 48 und 72 h zu einer Abnahme 

von Mcl-1. 

3.4 Analyse der Halbwertszeit von Mcl-1 in A172- und U373-
Zellen 

Das anti-apoptotische Protein Mcl-1 wird in Glioblastomen und anderen 

Tumorentitäten häufig überexprimiert und stellt einen Strahlenresistenzfaktor 

dar (Li et al., 2013;  Trivigno et al., 2012). Die Expression von Mcl-1 wird durch 

unterschiedliche Mechanismen translational und post-translational reguliert. 

Kürzlich publizierte Daten zeigen, dass insbesondere die post-translationale 

Regulierung der Mcl-1-Stabilität zu erhöhten Proteinlevel und besserem 
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Überleben nach Bestrahlung führen könnten (Schwickart et al., 2010;  Trivigno 

et al., 2012). Im folgenden Experiment wird die Mcl-1-Stabilität in A172- und 

U373-Zellen untersucht. Dafür wurden unbestrahlte und mit 10 Gy bestrahlte 

Zellen mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid für bestimmte Zeit behandelt. 

Die Zellen wurden anschließend lysiert. Die Proteinlevel von Mcl-1 wurden 

danach per Westernblot analysiert. Daraus wurde die Mcl-1- Halbwertszeit 

(HWZ) ermittelt (Abb. 11). 

Die ermittelte HWZ von Mcl-1 in A172-Zellen lag bei t½ = 90,1 ± 23,7 min. In den 

U373-Zellen lagen sie bei t½ = 73,5 ± 11,0 min. Mcl-1 ist also in A172-Zellen 

zumindest tendenziell stabiler als in U373-Zellen. 

 

         
Abbildung 11: Mcl-1-HWZ in A172 und U373. A172- und U373-Zellen wurden mit dem 

Translationsinhibitor Cycloheximid (CHX) behandelt. Im Anschluss wurden die A172-Zellen 

nach jeweils 0, 30, 60 und 120 min, die U373-Zellen nach jeweils 0, 15, 30, und 45 min lysiert. 
Mittels Westernblot (11a, oben) wurde Mcl-1 detektiert. Als Ladungskontrolle diente ß-Aktin. Die 

Mcl-1-Konzentration wurde densitometrisch gemessen und auf ß-Aktin normiert. Die unteren 

Abbildungen zeigen die relative Mcl-1-Abnahme aufgetragen gegen die Zeit. In A172-Zellen hat 

Mcl-1 eine längere Halbwertszeit (t1/2) als in U373-Zellen. 
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3.5 Konzentration von Mcl-1 korreliert mit der Konzentration 
von USP9x in A172- und U373-Zellen 

Eine frühere Publikationen zeigte, dass Mcl-1-Level mit der Menge der 

Deubiquitinase USP9x in Lymphomzelllinien korrelierten (Schwickart et al., 

2010). USP9x ist in der Lage, Mcl-1 zu deubiquitinieren und zu stabilisieren. Es 

wurde im Folgenden näher untersucht, da es auch in Glioblastomzelllinien 

häufig überexprimiert ist. 

Zunächst wurde das USP9x-Proteinlevel nach Bestrahlung mit Westernblot-

Technik analysiert. Abbildung 12 zeigt, dass sich die USP9x-Menge weder in 

A172-Zellen noch in U373-Zellen nach Bestrahlung änderte. 

 
Abbildung 12: USP9x-Level in A172- und U373-Zellen nach Bestrahlung. A172- und U373-

Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt und anschließend nach 24, 48 und 72 h lysiert. Mittels 
Westernblot wurden die Menge an USP9x untersucht. Es zeigte sich in beiden Zellen keine 

Veränderung der USP9x-Level nach Bestrahlung. 

Allerdings kann nicht nur das Proteinlevel sondern auch die Aktivität von USP9x 

Wirkung auf die Mcl-1-Stabilität haben. Um zu prüfen, ob USP9x überhaupt 

eine Wirkung auf Mcl-1 und auf das Zellüberleben hat, wurde das Enzym in den 

beiden Glioblastomzellinien mit Hilfe von RNA-Interferenz herunterreguliert. 

Dazu wurde USP9x in A172- und U373-Zellen mit USP9x–siRNA oder der 

unspezifischen „non-targeting“ (nt)-siRNA herunterreguliert. Mittels Westernblot 

wurde die Mcl-1-Abundanz nach der Transfektion untersucht (Abb.13). 

Im Westernblot zeigte sich, dass nach der Transfektion mit der spezifischen 

siRNA im Vergleich zur Transfektion mit der unspezifischen nt-siRNA das 

Proteinlevel von USP9x in beiden Zelllinien stark herunterreguliert wurde. In 

den A172-Zellen auf 19%, in den U373-Zellen auf 9% der Zellen die mit nt-

siRNA behandelt wurden. In den A172-Zellen führte die Herunterregulierung 
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von USP9x zu einem Absinken des Mcl-1-Levels auf 60% des nt-Wertes. In den 

U373-Zellen hingegen blieb die Menge an Mcl-1 nach USP9x-

Herunterregulierung stabil (108% des nt-Wertes). Das Mcl-1-Level in A172-

Zellen, nicht aber in U373-Zellen, wurden also durch USP9x beeinflusst. 

Weiterhin wurde untersucht, ob Mcl-1 einen Einfluss auf die USP9x-Abundanz 

in A172- und U373-Zellen haben (Abb. 13). Dazu wurde Mcl-1 mittels siRNA in 

A172- und U373-Zellen herunterreguliert. In A172- bzw. U373-Zellen wurde 

durch die Transfektion mit Mcl-1-siRNA die Mcl-1-Abundanz auf 7% bzw. 28% 

der mit nt-siRNA transfizierten Kontrollzellen herunterreguliert. Die 

Herunterregulierung von Mcl-1 hatte kaum (77% des Kontrollwertes bei A172) 

bzw. keinen (99% des Kontrollwertes bei U373) Einfluss auf die USP9x-Level. 

Die Ergebnisse zeigen, dass USP9x das Proteinlevel von Mcl-1 in A172-Zellen 

regulierte, aber Mcl-1 keinen Einfluss auf die Regulierung von USP9x hat. 

              
 
Abbildung 13: Herunterregulation von Mcl-1 und USP9x in A172- und U373-Zellen. USP9x 

und Mcl-1 wurden mittels siRNA-Transfektion in  A172- und U373-Zellen herunterreguliert. Die 

Kontrollzellen wurden mit einer unspezifischen „non-targeting“ (nt)-siRNA transfiziert. 72 h nach 

der Transfektion wurden die Lysate hergestellt. Mittels Westernblot wurden die USP9x- und die 

Mcl-1-Level überprüft, densitometrisch ausgewertet und in Prozent der Kontrollwerte (nt) 

angegeben. Als Ladungskontrolle und Referenzwert diente Tubulin. In A172-Zellen, nicht aber 
in U373-Zellen, hatte die Herunterregulierung von USP9x eine Abnahme des Mcl-1-

Proteinlevels zur Folge. Umgekehrt hatte eine Abnahme der Mcl-1-Level keine Auswirkungen 

auf die USP9x-Abundanz in A172 und U373-Zellen. 
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3.6 Die Bedeutung von Mcl-1 für das Überleben von A172- und 
U373-Zellen 

Die Experimente in 3.6 sowie in 3.7 waren alle gleichermaßen aufgebaut. 

Folgende Grafik (Abb.14) soll den Versuchsaufbau verdeutlichen. Jedes 

Experiment begann mit einer Ausplattierung von A172- und U373-Zellen auf 6-

Well-Platten. Nach 24 h wurden die Zellen in den 6-Well-Platten mittels siRNA 

transfiziert. Anschließend wurden die Zellen jeweils 48, 72, 96 und 120 h nach 

Transfektion durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrollen dienten immer 

Zellen, die mit non-targeting (nt)-siRNA transfiziert wurden. 

  
Abbildung 14: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus in 3.6 und 3.7. Alle 

Versuche waren nach dem gleichen Prinzip  aufgebaut. An Tag 1 wurden die A172- und U373-

Zellen auf 6-Well-Platten ausplattiert. An Tag 2 wurde USP9x bzw. Mcl-1 mittels siRNA in A172 

und U373-Zellen herunterreguliert. Durchflusszytometrische Auswertungen (FACS) und Lysate 

für Westernblots folgten 48, 72 und 96 nach Transfektion. 

3.6.1 Herunterregulierung von Mcl-1 führt zu Zusammenbruch des 
ΔΨm in A172- und U373-Zellen 

In folgendem Experiment wurde untersucht, welchen Einfluss Mcl-1 auf das 

Überleben von A172- und U373-Zellen hat. Dazu wurde Mcl-1 in A172- und 

U373-Zellen mittels siRNA herunterreguliert. 48 und 72 h nach Transfektion 

wurden die Zellen mit TMRE gefärbt und der Zusammenbruch des ΔΨm 

durchflusszytometrisch gemessen. Als Kontrolle wurden A172- und U373-Zellen 

mit non-targeting siRNA transfiziert (nt). Bereits 48 h nach Transfektion brach 

bei über 30% der A172-Zellen das ΔΨm zusammen. Nach 72 h waren es fast 

40%. Bei den nt-Kontrollen blieb der Anteil an Zellen mit 

zusammengebrochenem ΔΨm unter 10%. Bei den U373-Zellen wiesen nach 48 

h 18% ein zusammengebrochenes ΔΨm auf. Nach 72 h war dies bei fast 30% 

der Zellen der Fall. 
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Eine Herunterregulierung von Mcl-1 führte also sowohl in den A172- als auch in 

den U373-Zellen zu einem signifikant erhöhten Zusammenbruch des ΔΨm und 

somit zu einem signifikant erhöhten Zelltod. 

 
Abbildung 15: Herunterregulierung von Mcl-1 führt zum Zusammenbruch des ΔΨm in 
A172- und U373-Zellen. Mittels siRNA wurde Mcl-1 in A172- und U373-Zellen herunterreguliert 

(rot, Mcl-1). 48 und 72 h nach Transfektion (x-Achse) wurden die Zellen mit TMRE gefärbt. Es 

wurde der prozentuale Anteil an Zellen durchflusszytometrisch gemessen, deren ΔΨm 
zusammengebrochen war (y-Achse). Als Kontrollen wurden A172- und U373-Zellen mit non-

targeting siRNA transfiziert (blau, nt). Der Verlust von Mcl-1 führte zu einem erhöhten 

Zusammenbruch des ΔΨm in A172- und U373-Zellen (Dargestellt sind Mittelwerte ± SD, n = 6, 

*** = p<0,001, * = p<0,05, zweiseitiger Welch-korrigierter t-Test). 

 

3.6.2 Herunterregulierung von Mcl-1 führt zu DNA-Fragmentierung 
in A172- und U373-Zellen 

In folgendem Versuch sollte geprüft werden, ob niedrige Mcl-1-Level auch eine 

verstärkte DNA-Fragmentierung in A172- und U373-Zellen zur Folge haben. 

Das Experiment hatte den gleichen Aufbau wie in 3.6 Herunterregulierung von 

Mcl-1 führt zu Zusammenbruch des ΔΨm in A172- und U373-Zellenbeschrieben. 

Diesmal wurde die Zellmembran jedoch permeabilisiert und mit Propidiumiodid 

gefärbt, um die DNA-Fragmentierung und somit die Apoptoseinduktion nach 

Herunterregulierung von Mcl-1 zu bestimmen.  
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Besonders in den A172-Zellen führte die Herunterregulierung von Mcl-1 mittels 

siRNA zu einem extremen Anstieg der DNA-Fragmentierung. Im Vergleich zu 

den mit nt-siRNA transfizierten Kontrollzellen wiesen über 30% der mit Mcl-1-

siRNA transfizierten Zellen fragmentierte DNA 48 h nach Transfektion auf. Nach 

72 h waren es über 40%. Die Kontrollen blieben bei unter 5%, sowohl 48 h als 

auch 72 h nach Transfektion. Die Herunterregulierung von Mcl-1 in A172-Zellen 

führte im Vergleich zu den Kontrollen sowohl 48 h als auch 72 h nach 

Transfektion zu einer signifikanten Erhöhung der DNA-Fragmentierung und 

somit zur Apoptose. 

Bei den U373-Zellen mit niedrigem Mcl-1-Level befanden sich 48 h nach 

Transfektion 11% im subG1-Bereich. Bei den Kontrollen waren es 8%. Bei den 

Zellen mit niedrigem Mcl-1-Level stieg der Anteil an Zellen im subG1-Bereich 

nach 72 h auf über 13% (Abbildung 16). Sowohl in A172- als auch in U373-

Zellen führte die Herunterregulierung von Mcl-1 48 und 72 h nach Transfektion 

zu einer signifikant erhöhten DNA-Fragmentierung. Von den U373-Zellen 

induzierten nur knapp 10% der Zellen die Fragmentierung der DNA, bei den 

A172 waren es nach 72 h über 40%. 

 
Abbildung 16: Herunterregulierung von Mcl-1 führt zu einer Zunahme an DNA-
Fragmentierung in A172- und U373-Zellen. Mittels siRNA wurde Mcl-1 in A172- und U373-

Zellen herunterreguliert (rot, Mcl-1). 48 und 72 h nach Transfektion (x-Achse) wurden die Zellen 

permeabilisiert und mit Propidiumiodid gefärbt. Durchflusszytometrisch wurde der prozentuale 

Anteil an Zellen gemessen, deren DNA fragmentiert war. (y-Achse). Als Kontrollen wurden 
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A172- und U373-Zellen mit non-targeting siRNA transfiziert (blau, nt). Niedrige Mcl-1-Level 

führten zu mehr DNA-Fragmentierung insbesondere in A172-Zellen (Dargestellt sind Mittelwerte 

± SD, n = 6, *** = p<0,001, * = p<0,05, zweiseitiger Welch-korrigierter t-Test). 

 

3.7 Die Bedeutung von USP9x für das Überleben von A172- 
und U373-Zellen 

3.7.1 Herunterregulierung von USP9x führt zu Zusammenbruch des 
ΔΨm in A172- und U373-Zellen 

In folgendem Experiment wurde die Bedeutung von USP9x für das Überleben 

von A172- und U373-Zellen untersucht. Das Experiment hatte den gleichen 

Aufbau wie in 3.6 Abb.14 beschrieben. Zunächst wurde USP9x mittels siRNA 

herunterreguliert. Anschließend wurden die Zellen jeweils 48, 72 und 96 h nach 

Transfektion mit TMRE gefärbt und durchflusszytometrisch untersucht. Als 

Kontrollen dienten mit non-targeting siRNA behandelte Zellen (nt).  

Mit USP9x-siRNA transfizierte A172-Zellen wiesen viel mehr 

zusammengebrochenes ΔΨm auf als die mit nt-siRNA transfizierten 

Kontrollzellen. Der Anteil stieg von 20% nach 48 h auf knapp 40% 96 h nach 

der Transfektion. Bei den Kontrollen (nt) blieb unabhängig vom Zeitwert die 

Anzahl der Zellen mit zusammengebrochenem ΔΨm unter 10%. 

Bei den U373-Zellen wiesen nach Herunterreguliuerung von USP9x 

unabhängig vom Zeitpunkt nach Transfektion ca. 15% der Zellen ein 

zusammengebrochenes ΔΨm auf. Bei den nt-transfizierten Kontrollzellen blieb 

der Wert unabhängig vom Zeitpunkt unter 10%. 

Sowohl die A172- als auch die U373-Zellen reagieren auf eine 

Herunterregulierung von USP9x mit einem signifikant erhöhten 

Zusammenbruch des ΔΨm. Von den U373-Zellen reagieren nur knapp über 

10% der Zellen mit Zusammenbruch des ΔΨm, bei den A172 sind es nach 96 h 

über 30%. Die Herunterrgulierung von USP9x führte insbesondere in den A172-

Zellen zu einem erhöhten Zelltod. 
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             A172                                     U373 

 

Abbildung 17: Herunterregulierung von USP9x führt zum Zusammenbruch des ΔΨm in 
A172- und U373-Zellen. Mittels siRNA wurde USP9x in A172- und U373-Zellen 

herunterreguliert (rot, USP9x). 48, 72 und 96 h nach Transfektion (x-Achse) wurden die Zellen 

mit TMRE gefärbt. Durchflusszytometrisch wurde der prozentuale Anteil an Zellen gemessen, 

deren ΔΨm zusammengebrochen war (y-Achse). Als Kontrollen wurden A172- und U373-Zellen 

mit non-targeting siRNA transfiziert (blau, nt). Die Herunterregulierung von USP9x führte vor 
allem in A172-Zellen  zu einem erhöhten Zusammenbruch des ΔΨm. (Dargestellt sind 

Mittelwerte ± SD, n = 6, *** = p<0,001, zweiseitiger Welch-korrigierter t-Test). 

 

3.7.2 Herunterregulierung von USP9x führt zu DNA-Fragmentierung 
in A172- und U373-Zellen 

In 3.7.1 wurde gezeigt, dass eine Herunterregulierung von USP9x vor allem in 

A172- und weniger in U373-Zellen zu vermehrtem Zelltod führt. In diesem 

Versuch wurde nun untersucht, ob die Apoptose als eine spezielle Form des 

Zelltods durch die Herunterregulierung von USP9x verändert wurde. Der 

Versuchsaufbau war wie in 3.6 Abb. 14 beschrieben. USP9x wurde mittels 

siRNA in A172- und U373-Zellen herunterreguliert. Zu entsprechenden 

Zeitpunkten nach der Transfektion wurden die Zellen permeabilisiert und mit 

Propidiumiodid gefärbt. Die DNA-Fragmentierung wurde durchflusszytometrisch 

analysiert. Als Kontrollen dienten auch hier A172- und U373-Zellen, die mit non-

targeting siRNA transfiziert wurden (nt). 

48 h nach Herunterregulierung von USP9x wiesen 35% der A172-Zellen 

fragmentierte DNA auf. Dieser Anteil nahm mit der Zeit nach Transfektion weiter 
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zu und nach 120 h hatten über 50% der Zellen fragmentierte DNA. Der Anteil 

der mit nt-siRNA transfizierten Kontroll-Zellen war unabhängig vom Zeitpunkt 

nach Transfektion unter 5%. 

In den U373-Zellen induzierte die Herunterregulierung von USP9x kaum eine 

DNA-Fragmentierung. Der mittlere Anteil der mit USP9x-siRNA transfizierten 

Zellen war unter 10%, während dieser Anteil in den mit nt-siRNA transfizierten 

Kontrollzellen bei unter 5% lag.  

Die Herunterregulierung von USP9x resultierte vor allem in A172-Zellen in einer 

massiven DNA-Fragmentierung. 

 

              A172                                 U373 

 
Abbildung 18: Herunterregulierung von USP9x führt zu DNA-Fragmentierung in A172 und 
U373 Zellen. Mittels siRNA wurde USP9x in A172- und U373- Zellen herunterreguliert (rot, 

USP9x). 48, 72 und 96 h nach Transfektion (x-Achse) wurden die Zellen permeabilisiert und mit 

Propidiumiodid gefärbt. Durchflusszytometrisch  wurde der prozentuale Anteil an Zellen 
gemessen, deren DNA fragmentiert war (y-Achse). Als Kontrollen wurden A172- und U373-

Zellen mit non-targeting siRNA transfiziert (blau, nt). Die Herunterregulierung von USP9x führte 

insbesondere in A172-Zellen zu einer erhöhten Fragmentierung von DNA. (Dargestellt sind 

Mittelwerte ± SD, n = 6, *** = p<0,001, * = p<0,05, zweiseitiger Welch-korrigierter t-Test). 

 

3.7.3 Wachstumsverhalten von A172- und U373-Zellen nach 
Herunterregulierung von Mcl-1 und USP9x. 

In 3.6 und 3.7 haben wir mit Hilfe der Durchflusszytometrie gezeigt, dass eine 

Herunterregulierung von Mcl-1 bzw. USP9x zu einem vermehrten Zelltod, 

genauer zur Apoptose, insbesondere in A172-Zellen führt. U373-Zellen 
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induzierten dagegen kaum Apoptose nach Herunterregulierung von Mcl-1 oder 

USP9x. 

Der toxische Einfluss der Herunterregulierung von Mcl-1 bzw. USP9x in A172- 

und U373-Zellen wurde auch mirkroskopisch überprüft. 

Dabei wurde in je einem Ansatz einmal Mcl-1 und einmal USP9x in A172- und 

U373-Zellen mittels siRNA-Transfektion herunterreguliert. Als Kontrolle wurden 

die Zellen mit non-targeting-siRNA transfiziert (nt). Als weitere Kontrolle wurden 

A172- und U373-Zellen untersucht, die nicht transfiziert wurden (nicht 

transfiziert, unbehandelt). 72h nach der Transfektion wurden die unterschiedlich 

behandelten Zellen unter einem Mikroskop morphologisch untersucht Abb. 20 

zeigt repräsentativ fotographische Aufnahmen der Zellpopulationen unter dem 

Mikroskop bei 20-facher Vergrößerung und Phasenkontrast. 

Die Herunterregulierung von Mcl-1 und USP9x führte zu einer stark 

verminderten Zelldichte und vielen dunklen, punktförmigen Zellkörpern toter 

Zellen im Überstand, wohingegen mit nt-siRNA transifizierte und nicht-

transfizierte Zellen viele gesunde Zellen und fast keine toten Zellen aufwiesen. 

Diese mikroskopischen Aufnahmen verdeutlichen erneut den zytotoxischen 

Effekt der Herunterregulierung von Mcl-1 und USP9x in A172-Zellen und 

schließen aus, dass dieser Effekt durch das Transfektionsdetergenz ausgelöst 

wurde. 

In den U373-Zellen ist dieser zytotoxische Effekt dagegen nicht so stark 

ausgeprägt. Die Herunterregulierung von Mcl-1 oder USP9x führte jedoch auch 

hier zu einer etwas verminderten Zelldichte mit wenigen toten Zellen, die im 

Überstand zu finden waren, während die mit nt-siRNA und nicht transfizierten 

Zellen so gut wie keine toten Zellen und etwas dichtere Zellpopulation 

aufwiesen. 
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Abbildung 19: A172-und U373-Zellen im Mikroskop, 72 h nach Herunterregulierung von 
Mcl-1 und USP9x. Mcl-1- und USP9x wurde mittels siRNA in A172- und U373-Zellen 

herunterreguliert (Mcl-1, USP9x). 72 h nach Transfektion wurden die Zellen unter einem 

Mikroskop bei 20-facher Vergrößerung morphologisch analysiert. Als Kontrolle dienten zum 

einen A172- und U373-Zellen, die mit non-targeting siRNA  transfiziert wurden (nt), zum 

anderen nicht-transfizierte A172- und U373-Zellen (nicht transfiziert). 

3.8 Auswirkung ionsisierender Strahlung auf A172- und U373-
Zellen nach Herunterregulierung von USP9x 

Der Versuch 3.7 zeigte, dass die USP9x-Menge einen signifikanten Einfluss 

insbesondere auf das Überleben von A172-Zellen hat. Eine Herunterregulierung 

von USP9x führte in den A172-Zellen zu einer stark erhöhten Apoptoserate, in 

U373-Zellen dagegen führte die Herunterregulierung von USP9x nur zu einer 

geringeren Zunahme apoptotischer Zellen. 

In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob die Zytotoxizität der 

Bestrahlung bei A172- und U373-Zellen durch eine zusätzliche 

Herunterregulierung von USP9x verstärkt werden kann. Abb. 20 beschreibt 

schematisch den Versuchsaufbau der in 3.8 durchgeführten Experimente. 

Zunächst wurden A172- und U373-Zellen in 6-Well-Platten ausplattiert. Nach 24 

h wurden die ausplattierten Zellen in den 6-Well-Platten mit USP9x-siRNA bzw. 

mit non-targeting siRNA (nt-Zellen) transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden 

die Zellen mit 10 Gy bestrahlt (RT 10 Gy). Zum Vergleich wurde ein Teil der 

transfizierten Zellen nicht bestrahlt (0 Gy). Jeweils 24 und 48 h nach 

Bestrahlung wurden die Zellen durchflusszytometrisch untersucht (FACS). 
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus in 3.8. Alle Versuche 

waren gleich aufgebaut. A172- und U373-Zellen wurden an Tag 1 in 6-Well-Platten ausplattiert. 

An Tag 2, also 24 h nach dem Ausplattieren wurden die Zellen mit USP9x-siRNA bzw. mit non-
targeting siRNA (nt) transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 10 Gy bestrahlt 

(Tag 4). Jeweils nach 24 h (Tag 5) und 48 h (Tag 6) wurden die Zellen durchflusszytometrisch 

(FACS) untersucht. 

3.8.1 Herunterregulierung von USP9x mit anschließender 
Bestrahlung induziert Zusammenbruch des ΔΨm in A172- und 
U373-Zellen. 

Zunächst wurde der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials 

(ΔΨm) nach Färbung der Zellen mit TMRE bestimmt. Wie zu erwarten führte 

allein eine Herunterregulierung von USP9x in A172-Zellen zu einem starken 

Zusammenbruch des ΔΨm. Nach Herunterregulierung von USP9x wiesen 30% 

der A172-Zellen ohne Bestrahlung (0 Gy) bereits ein zusammengebrochenes 

ΔΨm auf. Im Vergleich dazu liegt der Anteil der mit nt-siRNA transfizierten 

Zellen ohne Bestrahlung bei lediglich 5%. Eine zusätzliche Bestrahlung führte 

sowohl nach 48 als auch nach 72 h zu keinem signifikanten Anstieg der A172-

Zellen mit zusammengebrochenem ΔΨm (Abb. 21).  

In den U373-Zellen führt die Transfektion mit USP9x-siRNA lediglich zu einem 

leichtem Anstieg des Anteils mit zusammengebrochenem ΔΨm auf etwa 10%, 

während er bei den mit nt-siRNA transfizierten Kontrollzellen bei etwa 5% lag. 

Nach 72 h erhöhte sich dieser Zellanteil ein wenig. Eine zusätzliche 

Bestrahlung konnte den Anteil der U373-Zellen mit zusammengebrochenem 

ΔΨm auf 30% 48 h nach Bestrahlung steigern, während eine Bestrahlung den 

Anteil der mit nt-siRNA transfizierten U373-Zellen, die ein 

zusammengebrochenes ΔΨm aufwiesen, nur auf 20% erhöhte. 72 h nach 

Bestrahlung ist der additive zytotoxische Effekt der Transfektion jedoch 
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aufgehoben. Sowohl die unbestrahlten als auch die bestrahlten U373-Zellen 

wiesen dann nach einer USP9x-Herunterregulierung einen Anteil an Zellen mit 

Zusammenbruch des ΔΨm von mehr als 50% auf. 

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass die Herunterregulierung von 

USP9x keinen zusätzlichen zytotoxischen Effekt auf bestrahlte Zellen hatte. 

Bestrahlung von A172-Zellen hate den zytotoxischen Effekt nach 

Herunterregulierung der Deubiquitinase USP9x kaum verstärkte. In U373-

Zellen, in denen USP9x herunterreguliert wurde, führte die Bestrahlung zu 

einem schnelleren Zelltod, der aber in mit nt-siRNA und USP9x-siRNA 

transfizierten Zellen 72 h nach Bestrahlung etwa gleich hoch war. 

 

    
Abbildung 21: Zusammenbruch des ΔΨm in A172- und U373-Zellen nach 
Herunterregulierung von USP9x und Bestrahlung: 24 h nach dem Ausplattieren auf 6-Well-

Platten wurden die A172- und U373-Zellen mit USP9x-siRNA (rot, USP9x) bzw. mit non-

targeting siRNA (blau, nt) transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 10 Gy 
bestrahlt (10 Gy). Jeweils 48 und 72 h nach Bestrahlung wurden die Zellen mit TMRE gefärbt, 

um durchflusszytometrisch den Zusammenbruch des ΔΨm zu analysieren (TMRE low). Die 

Balkendiagramme zeigen den mittleren, prozentualen Anteil an Zellen mit 

zusammengebrochenem ΔΨm (Dargestellt sind Mittelwerte ± SD, n = 6, *** = p<0,001, 

ANOVA). Herunterregulierung von USP9x mit anschließender Bestrahlung führte nicht zu einem 
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vermehrten Zusammenbruch des ΔΨm in A172. In den U373 beschleunigte die 

Herunterregulierung den strahleninduzierten Zelltod. 

3.8.2 Herunterregulierung von USP9x mit anschließender 
Bestrahlung induziert DNA-Fragmentierung in A172- und 
U373-Zellen 

Bisher wurde die Auswirkung der USP9x-Herunterregulierung auf den 

strahleninduzierten Zelltod beschrieben. Im Folgenden sollte die Wirkung der 

USP9x-siRNA auf die strahleninduzierte Apoptose untersucht werden. Der 

Versuch wurde wie bereits unter 3.8. beschrieben durchgeführt. Zu den 

entsprechenden Zeitpunkten nach Bestrahlung wurden die Zellen jedoch 

permeabilisiert und mit Propidiumiodid angefärbt, um die DNA-Fragmentierung 

im Durchflusszytometer zu bestimmen. Wie zu erwarten führte allein eine 

Herunterregulierung von USP9x in A172-Zellen ohne Bestrahlung zu einer 

deutlichen DNA-Fragmentierung mit über 40% bzw. 50% zu entsprechenden 

Zeitpunkten. Eine zusätzliche Herunterregulierung der bestrahlten Zellen hatte 

kaum Auswirkungen auf die DNA-Fragmentierung. In den U373-Zellen 

resultierte die Transfektion mit USP9x-siRNA wie bereits oben erwähnt in einer 

leicht erhöhten DNA-Fragmentierung. Eine zusätzliche Bestrahlung erhöhte den 

Anteil der U373-Zellen mit fragmentierter DNA unabhängig von dem USP9x-

Proteinlevel auf etwa 15% 48 h nach Bestrahlung. Nach 72 h wiesen fast 40% 

der mit nt-siRNA transfizierten Zellen fragmentierte DNA auf, während es in den 

mit USP9x-siRNA transifizierten Zellen mehr als 30% waren. 72 h nach 

Bestrahlung ist der additive zytotoxische Effekt, der durch Herunterregulierung 

von USP9x und durch ionisierende Strahlen 48 h nach Bestrahlung erzielt 

wurde jedoch aufgehoben 

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Herunterregulierung 

von USP9x in A172-Zellen zum massiven Zelltod in Form der Apoptose führte. 

Eine Zusätzliche Bestrahlung hatte sich aber kaum auf eine Erhöhung der 

Apoptoserate ausgewirkt. In U373-Zellen induzierte die Herunterregulierung von 

USP9x nur minimal Apoptose. Ein niedriges USP9x-Level führte in U373-Zellen 

jedoch zu einem beschleunigten Zelltod. 
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Abbildung 22: DNA-Fragmentierung in A172- und U373-Zellen nach Herunterregulierung 
von USP9x und Bestrahlung: 24 h nach dem Ausplattieren auf 6-Well-Platten wurden die 

A172-und U373-Zellen mit USP9x-siRNA (rot, USP9x) bzw. mit non-targeting siRNA (blau, nt) 

transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit 0 Gy oder 10 Gy bestrahlt. Jeweils 48 

und 72 h nach Bestrahlung wurde die DNA-Fragmentierung (subG1) durchflusszytometrisch 

nach vorangegangener Permabilisierung und Färbung mit Propidiumiodid untersucht. Die 

Balkendiagramme zeigen den prozentualen Anteil an Zellen mit fragmentierter DNA (Dargestellt 
sind Mittelwerte ± SD, n = 6, *** = p<0,001, * = p<0,05, ANOVA).  

 

3.9 Klonogenes Überleben von A172-und U373-Zellen nach 
Herunterregulierung von USP9x 

Obwohl die Herunterregulierung von USP9x den strahleninduzierten Zelltod in 

A172 kaum verbesserte und in U373-Zellen lediglich beschleunigte, könnte die 

Deubiquitinase unabhängig von dem Zelltod die Strahlensensitivität regulieren. 

USP9x könnte durch Stabilisierung anderer Faktoren das klonogene Überleben 

beeinflussen. Deshalb wurde im folgenden Experiment mittels Kolonie-

Bildungs-Test untersucht, welchen Effekt eine Bestrahlung auf die Klonogenität 
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der A172-und U373-Zellen hat, wenn zuvor USP9x herunterreguliert wurde 

(USP9x-Zellen). Zum Vergleich wurden A172- und U373-Zellen verwendet, die 

mit non-targeting siRNA transfiziert wurden (nt-Zellen). Hierfür wurden A172- 

und U373-Zellen 48 h nach Transfektion mit USP9x-siRNA oder mit nt-siRNA 

mit 0, 1, 2, 3, 4, oder 5 Gy bestrahlt und anschließend im Brutschrank bei 37°C 

kultiviert. 12 Tage (U373-Zellen) bzw. 15 Tage (A172-Zellen) später wurden die 

Zellen fixiert und gefärbt, und die gebildeten Kolonien wurden gezählt. Dann 

wurde jeweils für A172- und U373-Zellen die Überlebensfraktion (survival 

fraction, SF) der nt-Zellen und der USP9x-Zellen berechnet. Mit Hilfe der SF-

Werte für die unterschiedlichen Strahlendosen wurde eine Regressionskurve 

erstellt (Abb.23). 

Die apoptoseresistenten A172-Zellen waren deutlich radiosensitiver als die 

apoptoseresitenten U373-Zellen (Abb. 23, schwarze Kurven), woraus deutlich 

wird, dass die Apoptoseneigung nicht unmittelbar das klonogene Überleben 

bestimmt. 

 

 

Bei den A172-Zellen erkennt man, dass die Regressionskurve der USP9x-

Zellen schneller abfiel als die der nt-Zellen, d.h. die A172-Zellen reagierten 

strahlensensitiver nach Herunterregulierung von USP9x. Die Überlebensfraktion 

war insbesondere nach Verabreichung höherer Strahlendosen deutlich 

niedriger, wenn USP9x herunterreguliert wurde. 

Bei den U373-Zellen lagen die Regressionskurven der USP9x-Zellen und der 

nt-Zellen fast übereinander. Die Überlebensfraktionen der mit nt-siRNA und mit 

USP9x-siRNA transfizierten Zellen unterschieden sich kaum. Eine 

Herunterregulierung von USP9x hatte also keinen strahlensensibilisierenden 

Effekt auf U373-Zellen. 

 

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass USP9x das Überleben der A172-

Zellen regulierte. Obwohl USP9x kaum die strahleninduzierte Apotpose 

regulierte, hatte eine Herunterregulierung dieser Deubiquitinase im 

Klonogenitätstest einen strahlensensibilisierenden Effekt auf A172-Zellen. Im 
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Gegensatz dazu hat die Herunterregulierung von USP9x kaum eine Wirkung 

auf das Überleben bestrahlter und unbestrahlter U373-Zellen. Ebenso wurde 

die Klonogenität nach Bestrahlung der U373-Zellen von dem USP9x-Level nicht 

beeinflusst. 

 
Abbildung 23: Klonogenes Überleben von A172- und U373-Zellen nach 
Herunterregulierung von USP9x und anschließender Bestrahlung. In A172- und U373-

Zellen wurde mittels siRNA USP9x herunterreguliert (USP9x-Zellen). Als Kontrolle wurden die 

Zellen mit non-targeting-siRNA transfiziert (nt-Zellen). 12-15 Tage nach Bestrahlung mit 0, 1, 2, 
3, 4 und 5 Gy wurden die Zellen fixiert und gefärbt. Die gebildeten Kolonien wurden gezählt und 

schließlich die Überlebensfraktion (survival fraction, SF) berechnet wurde. Mit Hilfe der 

berechneten SF-Werte wurden Regressionsgeraden erstellt. Bei den A172-Zellen führte eine 

Herunterregulierung von USP9x zu einem signifikant verringerten klonogenen Überleben nach 

Bestrahlung, d.h. zu einer erhöhten Strahlensensibilität (linke Abbildung). Bei den U373 war 

dies nicht der Fall (rechte Abbildung), die Regressionskurven der nt-Zellen und der USP9x-

Zellen lagen fast übereinander. (Dargestellt sind Mittelwerte ± SD, n = 6) 
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4 Diskussion 
 

4.1 Glioblastomzelllinien A172 und U373 exprimieren viel Mcl-1 
und USP9x 

Neben der chirurgischen Resektion spielt die Strahlentherapie eine wichtige 

Rolle in der Behandlung des Glioblastoms, wobei eine Überexpression anti-

apoptotischer Proteine zu Therapieresistenz führen kann (Streffer et al., 2002). 

Mcl-1 hat dabei aufgrund seines raschen Umsatzes und seiner Überexpression 

in Glioblastomen eine besondere Bedeutung (Murphy et al., 2014). Mcl-1 kann 

strahleninduzierte Apoptose verhindern und das klonogene Überleben erhöhen 

(Skvara et al., 2005). In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass USP9x Mcl-1 in 

vielen Tumorentitäten posttranslational stabilisieren und dadurch Strahlen- bzw. 

Chemoresistenz induzieren konnte (Trivigno et al., 2012;  Schwickart et al., 

2010). Um zu prüfen, ob diese beiden Proteine auch für das Zellüberleben von 

Glioblastomen eine Rolle spielen, untersuchten wir die Proteinmenge in 

unterschiedlichen Glioblastomzelllinien (siehe Abbildung 3). Es zeigte sich, 

dass alle Glioblastomzelllinien große Mengen an Mcl-1 und USP9x aufweisen. 

Trivingo et al. untersuchten Mcl-1 und USP9x in Jurkatzellklonen und zeigten, 

dass USP9x Mcl-1 stabilisiert (Trivigno et al., 2012). Wir verglichen die Mcl-1- 

und USP9x-Abundanz in Glioblastomzellen und Jurkatzellen und zeigten, dass 

die untersuchten Gliobalstomzellen sehr viel mehr Mcl-1 und USP9x bilden. 

Dies sagt zwar noch nichts über die Aktivität und Interaktion dieser Proteine 

aus, gibt aber einen ersten Hinweis darauf, dass sie die Apoptoseinduktion in 

diesen Zellen beeinflussen könnten. 

 

4.2 Apoptoseinduktion in Glioblastomzelllinien A172 und U373 
nach Bestrahlung  

Radioresistenz limitiert häufig den Therapieerfolg des Glioblastoms. Eine Rolle 

dabei kann die Überexpression antiapototischer Proteine spielen (Streffer et al., 

2002).  
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Wir prüften zunächst zwei Glioblastomzelllinien hinsichtlich ihrer 

Apoptoseinduktion nach Bestrahlung. In den U373 führte die Bestrahlung mit 10 

Gy zur Spaltung der Effektorcaspase-3 sowie zu Spaltung des Caspase-3-

spezifischen Substrates PARP. In den A172-Zellen führte die Bestrahlung nicht 

zu einer Aktivierung der Caspasenkaskade.  

In beiden Zelllinien führte die Bestrahlung mit 10 Gy zur DNA-Fragmentierung 

(siehe Abbildung 7 und 8) und zum Zusammenbruch des ΔΨm (siehe 

Abbildung 4,5 und 6). Allerdings fielen sowohl DNA-Fragmentierung als auch 

Zusammenbruch des ΔΨm in den A172-Zellen sehr viel schwächer aus als in 

den U373-Zellen. In U373-Zellen wird durch Bestrahlung also mehr Apoptose 

induziert als in den A172-Zellen. 

Trivingo et al. untersuchten jeweils einen radiosensitiven und einen 

radioresistenten T-Zell-Leukämiezellklon hinsichtlich der Apoptoseinduktion 

nach Bestrahlung mit 10 Gy. In beiden T-Zell-Leukämiezelllinien lag der Anteil 

an Zellen mit zusammengebrochenem Membranpotential nach 72 h bei über 60 

%. Der Anteil der Zellen mit hypoploiden DNA-Konzentrationen (subG1) lag bei 

beiden Zellen 72 h nach Bestrahlung bei über 50 % (Trivigno et al., 2012). Auch 

bei den U373-Zellen führte die Bestrahlung mit 10 Gy bei über 50 % zum 

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, bei den A172 lag 

dieser Anteil bei unter 10 %. Der Anteil an Zellen im subG1-Bereich lag bei den 

A172- bei unter 10 % bei den U373-Zellen bei 31 %.  

Im Vergleich zu den T-Zell-Leukämiezelllinien führte ionisierende Strahlung in 

den Glioblastomzelllinien also zu weniger DNA-Fragmentierung und zu weniger 

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials. Beides war nach 

Bestrahlung jedoch in den U373-Zellen viel stärker ausgeprägt als in A172-

Zellen. 

 

4.3 Bestrahlung führt zu einer Abnahme der Mcl-1-Menge in 
U373-Zellen 

Eine Überexpression antiapoptotischer Proteine kann nach Bestrahlung die 

Apoptoseinduktion verhindern (Trivigno et al., 2012;  Skvara et al., 2005). Aus 

diesem Grund untersuchten wir A172- und U373-Zellen auf die Expression pro- 
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und anti-apoptotischer Proteine nach Bestrahlung (siehe Abbildung 10), um zu 

überprüfen, welchen Einfluss die Bestrahlung auf die Stabilität dieser Proteine 

in den beiden Glioblastomzelllinien hat. Dabei viel auf, dass die Mcl-1-

Abundanz bei den A172-Zellen nach Bestrahlung konstant blieb. Bei den U373-

Zellen hingegen nahm sie kontinuierlich ab. Mcl-1 kann strahlungsinduzierte 

Apoptose verhindern und das klonogene Überleben erhöhen (Skvara et al., 

2005). Darüber hinaus wurde für zahlreiche Tumorentitäten ein Zusammenhang 

zwischen Mcl-1-Stabilisierung und Therapieversagen beschrieben (Schwickart 

et al., 2010). Die abnehmende Mcl-1-Menge in U373-Zellen könnte also ein 

Grund für die starke Apoptoseinduktion nach Bestrahlung sein. Umgekehrt 

könnte die Stabilisierung von Mcl-1 zur Apoptoseresistenz in A172 nach 

Bestrahlung beitragen.  

 

4.4 USP9x-Menge korreliert mit Mcl-1-Level in A172-Zellen 
Mcl-1 kann über proteosomalen Abbau schnell posttranslational reguliert 

werden. Dabei wird Mcl-1 über Ubiquitinligasen polyubiquitiniert und 

anschließend proteasomal degradiert. USP9x ist eine Deubiquitinase, welche 

Ubiquitin von Mcl-1 entfernt und es so vor dem proteosomalen Abbau bewahrt, 

was zu einem verlängerten Tumorzellüberleben führt (Schwickart et al., 2010). 

Schwickard et al. zeigte, dass eine Herunterregulierung von USP9x zu einer 

Zunahme von ubiquitiniertem Mcl-1 führt. Dies hat einen verstärkten 

proteosomalen Abbau von Mcl-1 und damit einhergehend ein verstärktes 

Zellsterben zur Folge. In T-Zell-Leukämiezelllinien konnte eine durch die 

Stabilisierung von Mcl-1 durch USP9x Strahlenresistenz nachgewiesen werden 

(Trivigno et al., 2012). In den radioresistenten Zellen führte eine 

Herunterregulierung von USP9x zu einer Reduktion der Mcl-1-Halbwertszeit 

nach Bestrahlung (Trivigno et al., 2012). 

Daher untersuchten wir nun erstmals die Relevanz der Deubiquitinase USP9x 

für die Mcl-1-Stabilität und die Radiosensibilität in Glioblastomzellen. Im 

Vergleich zu Jurkat-Zellen, welche Trivingo et al. untersuchten, konnten wir in 

den Glioblastomzelllinien A172 und U373 größere Mengen an USP9x 

nachweisen (siehe Abbildung 3). 
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In den A172-Zellen konnten wir eine verminderte Mcl-1-Menge nach 

Herunterregulierung von USP9x nachweisen (siehe Abbildung 13). In den 

U373-Zellen hatte das USP9x-Proteinlevel keinen Einfluss auf die Mcl-1-

Abundanz. USP9x könnte also in A172-Zellen Mcl-1stabilisieren. In U373-Zellen 

korrelierten das USP9x-Level dagegen nicht mit der Menge an Mcl-1.  

Die Mcl-1-Stabilität wurde in beiden Zelllinien durch die Messung der Mcl-1-

Halbwertszeiten nach Inhibition der Translation mit Cycloheximid überprüft. In 

den A172-Zellen wurde eine tendenziell längere Mcl-1-Halbwertszeit als in den 

U373-Zellen nachgewiesen (siehe Abbildung 11). Dies könnte ebenfalls ein 

Hinweis auf eine posttranslationale Stabilisierung von Mcl-1 in A172-Zellen 

sein. 

 

4.5 Zytoprotektive Funktion von Mcl-1 und USP9x in A172- und 
U373-Zellen 

Mcl-1 ist essentiell für das Überleben vieler Zelllinien (Perciavalle & Opferman, 

2013). Folglich wurde durch eine Herunterregulierung von Mcl-1 und USP9x in 

A172- und U373-Zellen der Zelltod (Zusammenburch des Mitochondrialen 

Membranpotentials) und die Apoptose (DNA-Fragmentierung) induziert (siehe 

Abbildung 15, 16, 17 und 18). Dies konnte auch mikroskopisch nachgewiesen 

werden (siehe Abbildung 19). Wieder zeigte sich ein stärkerer zytoprotektiver 

Effekt von Mcl-1 für A172-Zellen als für U373-Zellen. Dies deutet darauf hin, 

dass Mcl-1 für das Überleben von A172 eine wichtigere Rolle spielt als für die 

U373-Zellen, was sich in einer massiven Zunahme der Apoptose nach 

Herunterregulierung von Mcl-1 in A172-Zellen zeigt. Bei U373-Zellen führen 

niedrige Mcl-1-Level zu einer sehr geringen Zunahme der Apoptose. Eventuell 

regulieren die U373-Zellen die Apoptose verstärkt über andere anti-

apoptotische Proteine wie z.B. Bcl-2. In der Vergangenheit wurde gezeigt, dass 

eine Überexpression von Bcl-2 zu Radio- und Chemoresistenz führt (Strik et al., 

1999). U373-Zellen exprimieren hohe Level an Bcl-2 (siehe Abbildung 10). 

Dadurch könnte die Bedeutung von Mcl-1 bei der Induktion der Apoptose in 

U373-Zellen in den Hintergrund geraten. 
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4.6 Effekt von Bestrahlung nach Herunterregulierung von 
USP9x auf A172- und U373-Zellen 

Trivingo et al. zeigten, dass durch eine Herunterregulierung von USP9x 

radioresistente T-Zell-Leukämiezellen sensitiviert wurden und dadurch nach 

Bestrahlung vermehrt Apoptose induziert wurde (Trivigno et al., 2012). Diesen 

Effekt konnten wir in den Glioblastomzelllinien A172 und U373-Zellen nicht 

nachweisen. In 3.8 hatte eine Herunterregulierung von USP9x mit 

anschließender Bestrahlung keine Zunahme des Zusammenbruchs des 

mitochondrialen Membranpotentials bzw. der DNA-Fragmentierung in A172- 

und U373-Zellen zur Folge. Bei den A172-Zellen hatte bereits die alleinige 

Herunterregulierung von USP9x einen massiven zytotoxischen Effekt, der durch 

Bestrahlung nicht verstärkt werden konnte.  

In den U373-Zellen hatte eine vorangehende Herunterregulierung von USP9x 

keinen additiv zytotoxischen Effekt im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung. Dies 

war anzunehmen, da wir in den vorigen Versuchen zeigten, dass das Mcl-1-

Level nicht mit der USP9x-Abundanz korreliert. So ist es unwahrscheinlich, 

dass USP9x Mcl-1 in diesen Zellen stabilisiert und dadurch Radioresistenz 

erzeugt. Somit bleibt der apoptoseinduzierende Effekt nach Herunterregulierung 

von USP9x aus. Die Apoptoseinduktion konnte hier möglicherweise 

beschleunigt werden, da durch die Herunterregulierung von USP9x nach 48 h 

der Anteil der Zellen mit zusammengebrochenem mitochondrialen 

Membranpotential höher war als nach alleiniger Bestrahlung (siehe Abbildung 

21). Anderseits regulierten die U373-Zellen nach Bestrahlung das Mcl-1-Level 

sowieso herunter (siehe Abbildung 10). Also kann eine zuvor durchgeführte 

Herunterregulierung von Mcl-1 bzw. USP9x die Zytotoxizität nach Bestrahlung 

höchstens beschleunigen, nicht jedoch die strahlungsinduzierte Toxizität 

verstärken. 

 

4.7 Erhöhung der Radiosensibilität von A172-Zellen nach 
Herunterregulierung von USP9x unabhängig von Mcl-1 

Die Herunterregulierung von USP9x hatte keinen verstärkenden 

apoptoseinduzierenden Effekt auf bestrahlte A172- und U373-Zellen. Wir 
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führten einen Koloniebildungstest durch, um zu überprüfen, ob unabhängig von 

der Apoptose die Herunterregulierung von USP9x einen radiosensibilisierenden 

Effekt auf A172- und U373-Zellen hat (siehe Abbildung 23). Wir zeigten, dass in 

den A172-Zellen durch niedrige USP9x-Level die Koloniebildungsfähigkeit nach 

Bestrahlung stark abnahm (siehe Abbildug 23). Dies ist ein Hinweis darauf, 

dass weitere, Mcl-1-unabhängige Wirkungsmechanismen von USP9x 

existieren, die zur Radioresistenz der Zellen beitragen. USP9x verfügt über 

zahlreiche weitere Substrate, die Einfluss auf das Zellüberleben haben. Z.B. 

wird der TGFß/SMAD4-Signalweg durch USP9x reguliert, welcher in Tumoren 

eine begünstigende Wirkung auf das Zellüberleben haben kann (Zhang et al., 

2014). Der TGFß/SMAD4-Signalweg spielt für die Entstehung von 

Glioblastomen eine wichtige Rolle (Golestaneh & Mishra, 2005). Eine 

Blockierung des TGFß/SMAD4-Signalwegs in Glioblastomzelllinien hatte einen 

radiosensibilisierenden Effekt (Hardee et al., 2012). USP9x könnte also in 

A172-Zellen nach Bestrahlung über den TGFß/SMAD4-Signalweg einen 

radiosensibilisierenden Effekt, unabhängig von Mcl-1, haben. Darüber hinaus 

gibt es weitere Proteine wie z.B. ß-Catenin, Af-6 und ERG, die einen Einfluss 

auf das zelluläre Überleben und die Proliferation von Tumoren haben und durch 

USP9x stabilisiert werden (Warr et al., 2005;  Quinn et al., 2011;  Wang et al., 

2014). All die genannten Signalwege haben wir in den Glioblastomzellen A172 

und U373 jedoch nicht untersucht. Folglich können wir nicht ausschließen, dass 

über diese Signalwege A172- und U373-Zellen nach Herunterregulierung von 

USP9x gegenüber Bestrahlung sensibilisiert werden. 

Wir zeigten, dass USP9x in A172-Zellen einen Radioresistenzfaktor darstellt. 

Über welchen Mechanismus die Strahlenresistenz vermittelt wird, bleibt jedoch 

unklar. 

In den U373-Zellen hatte die Herunterregulierung von USP9x dagegen keinen 

Einfluss auf die Koloniebildungsfähigkeit nach Bestrahlung. Weder die 

genannten durch USP9x regulierten Proteine noch Mcl-1 führten nach USP9x-

Herunterregulierung zu verstärktem Zellsterben nach Bestrahlung. 
  

 



 

75 
 

 

5 Zusammenfassung 
Das Glioblastom ist bis heute eine Erkrankung mit infauster Prognose. Trotz 

aller Fortschritte der Strahlentherapie, der Chirurgie und der Chemotheraphie 

bleibt das Glioblastom eine unheilbare Erkrankung. 

Die Radiotheraphie zählt zusammen mit der Chirurgie zu den wichtigsten 

therapeutischen Verfahren in der Behandlung des Glioblastoms. Die 

Erforschung neuer Methoden zur Sensibilisierung des Tumors gegenüber 

Bestrahlung hat eine hohe Relevanz.  

Ein wichtiger Mechanismus, der zu Strahlenresistenz von Tumoren und T-Zell-

Leukämien beiträgt, ist die Verhinderung der Apoptose durch Stabilisierung 

bzw. Überexpression anti-apoptotisch wirksamer Proteine wie Bcl-2, Bcl-xL und 

Mcl-1. 

Mcl-1 ist im Vergleich zu den anderen antiapoptotichen Proteinen der Bcl-2 

Proteinfamilie ein kurzlebiges Protein mit einer kurzen Halbwertszeit, das in 

vielen Glioblastomen überexprimiert wird. Mcl-1 wird post-translational unter 

anderem durch E3-Ligasen und Deubiquitinasen reguliert. Die Deubiquitinase 

USP9x kann durch Abspaltung von Polyubiquitinketten Mcl-1 stabilisieren und 

dadurch Apoptose verhindern.  

In dieser Arbeit sollte überprüft werden, welche Rolle USP9x für die Mcl-1-

Stabilität in Glioblastomzellen und die Entwicklung von Radioresistenzen spielt. 

Für unsere Versuche verwendeten wir die zwei Glioblastomzelllinien A172 und 

U373. In beiden wurde die Expression antiapoptotischer Proteine und USP9x, 

sowie die Apoptoseinduktion nach Bestrahlung untersucht. Nach 

Herunterregulierung von USP9x prüften wir dessen Rolle für die Mcl-1-Stabilität, 

die Induktion der Apoptose sowie das klonogene Überleben nach Bestrahlung. 

Anhand der Caspasenaktivierung, der DNA-Fragmentierung und des 

Zusammenbruchs des mitochondrialen Membranpotentials zeigten wir, dass die 

A172-Zellen nach Bestrahlung weniger Apoptose induzieren als die U373-

Zellen. Beide Zelllinien induzieren jedoch weniger Apoptose nach Bestrahlung 

als Jurkat-Zellen. 
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Beide Zelllinien wiesen hohe Mcl-1 und USP9x-Mengen auf. Nach Bestrahlung 

blieben die Mcl-1-Level in den A172-Zellen konstant, in den U373-Zellen 

nahmen sie kontinuierlich ab.  

In den A172-Zellen hatte die USP9x-Menge Einfluss auf die Mcl-1-Abundanz. In 

den U373-Zellen hatten erniedrigte USP9x-Level keinerlei Auswirkung auf die 

Mcl-1-Menge. Dies deutet auf eine USP9x-vermittelte Mcl-1-Stabilisierung in 

A172-Zellen hin.  

In beiden Zelllinien hatte sowohl eine Herunterregulierung von Mcl-1 als auch 

eine Herunterregulierung von USP9x eine Induktion der Apoptose zur Folge, 

welche bei den A172 stärker ausfiel als bei den U373-Zellen. Wahrscheinlich 

wird in den A172-Zellen die Induktion der Apoptose stark über Mcl-1 reguliert. In 

den U373-Zellen konnten wir eine hohe Abundanz des antiapoptotischen Bcl-2 

nachweisen, welches eventuell die Relevanz von Mcl-1 bei der 

Apoptoseresistenz in diesen Zellen in den Hintergrund stellt. 

Unabhängig von der Art des Zelltodes führte eine Herunterregulierung von 

USP9x zu einer starken Abnahme des klonogenen Überlebens von A172-Zellen 

nach Bestrahlung. 

Aus unseren Ergebnissen schlossen wir, dass USP9x einen 

Radioresistenzfaktor in Glioblastomzelllinien darstellen kann. Auch in 

Glioblastomzellen scheint ein Zusammenhang zwischen der USP9x-Menge und 

der Mcl-1-Abundanz zu bestehen. Wahrscheinlich führen dabei hohe USP9x-

Mengen in A172-Zellen zu einer Stabilisierung von Mcl-1. Eine 

Herunterregulierung von USP9x hatte in beiden Zelllinien keinen vermehrten 

Zelltod durch Apoptose zur Folge. Jedoch führte  unabhängig von der Art des 

Zelltodes eine Herunterregulierung von USP9x zu einer Senkung des 

klonogenen Überlebens von A172-Zellen. Es existieren also weitere, Mcl-1-

unabhängige Wege, über welche die Deubiquitinase USP9x eine 

Radioresistenz in Glioblastomen erzeugt. Eine USP9x-vermittelte 

Apoptoseresistenz durch Mcl-1-Stabilisierung, wie sie von Trivingo et al. für 

Jurkat-T-Zell-Leukämiezellen beschrieben wurde, konnte in bestrahlten 

Glioblastomzellen jedoch nicht gezeigt werden. 
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6 Abkürzungs-, Abbildungs-, Tabellenverzeichnis 
 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 
 µl   Mikroliter 

 A   Ampere 

 AIF   apoptosis-Inducing Factor 

 APAF-1  apoptotic protease activating factor-1 

 ASK1   stress-activated apoptosis signal-regulating kinase 1 

 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 

 BCL-W  Bcl-2-like protein 2 

 BCL-XL  Bcl-X (long form) 

 BID   BH3 Interacting Domain Death Agonist 

 BIM   Bcl-2 Interacting Mediator of Cell Death 

 CAD   caspase- activated DNase 

 CARD   caspase-Aktivierungs- und Rekrutierungsdomäne 

 CDP   Zelldissotiationspuffer 

 CED-3  C. elegans deathprotein 3 
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 CT   Computertomographie 

 dATP   Desoxyadenosintriphosphat 

 DD   death domain 

 DDR   DNA damage response 

 DED   death Effector Domain 

 DMSO  Dimethylsulfoxid 

 DNA   deoxyribonucleic acid 

 DSB   double-Strand Breaks 

 DTT   Dithiothreitol 

 DUB   Deubiquitinase 

 Endo G  endonuclease G 

 FACS   Fluorescense Activated Cell Sorter 

 FBW7   F-box-and WD repeat-containing 7 

 FOXO3A  class0 forkhead box transcription factor- 3A 

 FSC   forward Scatter 

 GBM   Glioblastoma Multiforme 

 GY   Grey 

 h   Stunde 

 HRP   horse radish peroxidase 

 IAPS   inhibitors of apoptosis 

 ICAD   inhibitor of Caspase- activated DNase 
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 ICE   interleukin-1-beta converting enzyme 

 KOBI   Koloniebildungstest 

 MCL-1  (Myeloid cell leukemia sequence 1 

 min   Minute 

 ml   Milliliter 

 MOMP  mitochondrial outer membrane permiabilization 

 MRT   Magnetresonanztomographie 

 MULE   Mcl-1 Ubiquitin-Ligase 

 MV   Millivolt 

 MYC   Myelocytomatose 

 NT   non-targeting 

 P53   phosphoprotein p53 

 PARP   Poly-(ADP-ribose)-Polymerase 

 PBS   phosphate buffered saline 

 PE   plating efficiency 

 PEST-Sequenz Pro (P), Glu (E), Ser (S), Thr (T) 

 PI   Propidiumiodid 

 PUMA   p53 upregulated modulator of apoptosis 

 PVDF   Polyvinylidenfluorid 

 RIP1   receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1 

 RPM   rounds per minute 
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 RT   radiation 

 SF   survival fraction 

 SSB   single-Strand Break 

 SSC   sidewards Scatter 

 ß-TrCP  beta-transducin-containing protein 

 TGF-ß  transforming growth factor-ß 

 TMRE   Tetramethylrhodamin- ethylester-perchlorat 

 TRIM 17  tripartite motif containing 17 

 UB   Ubiquitin 

 UPS   Ubiquitin-Proteasom-System 

 WHO   World Health Organization 
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