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Vorwort

Bösartige Tumore sind nach Kreislauferkrankungen heutzutage die zweithäufigste

Todesursache mit zunehmender Inzidenz. Bei Kindern ist die Leukämie mit 45 %

die häufigste bösartige Erkrankung.

Die drei Säulen der Krebstherapie stellen die Chirurgie, die Strahlentherapie und

die Chemotherapie dar. Duch die optimale Kombination sind heute ungefähr 45%

aller Tumorerkrankungen heilbar. In den restlichen Fällen ist entweder die Erkran-

kung primär metastasiert, lässt sich lokal nicht kontrollieren oder metastasiert se-

kundär.

                
Abbildung 1: Die drei Pfeiler der onkologischen Therapie

Die Effizienz der Strahlentherapie als bedeutendes Instrument für die lokale und

lokoregionäre Kontrolle ist im wesentlichen durch die Toleranz der Normalgewebe

und durch intrinsische Radioresistenzen limitiert. Deshalb ist es wichtig, neue The-

rapieansätze zu entwickeln, um die Resistenzen zu überwinden ohne die Neben-

wirkungsrate zu erhöhen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde geprüft, ob eine Bestrahlungstherapie durch

Kombination mit einer proapoptotischen Signalsubstanz namens TRAIL (TNF-

related-apoptosis-inducing ligand) effektiver bei der Kontrolle von Lymphom- und

Leukämiezellen in vitro wird (siehe Kapitel 4).
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Eine neue Behandlungsform bestehend aus Bestrahlung kombiniert mit TRAIL

oder eine alleinige TRAIL-Anwendung könnte bei guter Verträglichkeit zu einer

höheren Remissionsrate oder gar zu optimierten Heilungserfolgen bei den Be-

troffenen führen.

Der Einsatz von TRAIL erscheint besonders vielversprechend, da TRAIL eine hohe

Tumorzellspezifität hat und somit in Kombination mit Bestrahlung eine Reduktion

der erforderlichen Strahlendosen vermitteln oder bei gleicher Dosis zu einer bes-

seren Tumorkontrolle führen könnte.



Dissertation von Angeliki Anastasakis Seite 3

Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch TRAIL und Bestrahlung Einleitung

1.  Einleitung

1.1  Bedeutung der Strahlentherapie

Strahlentherapeutische Verfahren sind an ca. 40 % der Tumorheilungen beteiligt,

dabei sind ca. 10 % auf eine alleinige Radiatio zurüchzuführen. Grundsätzlich ver-

sucht man im Rahmen der Strahlentherapie geringe Unterschiede der Strahlen-

sensitivität zwischen Tumor- und Normalgewebe zu nutzen, um einen Therapieef-

fekt zu erzielen. (1),(2)

Optimalerweise ist das Tumorgewebe strahlensensibler als das gesunde Gewe-

be. Man kann die Strahlensensibilität des Tumorgewebes erhöhen: durch Tempe-

raturerhöhung, Oxygenierung oder durch chemische Sensitizer (Cisplatin, 5-FU).

Eine Erhöhung der Strahlendosis im Tumor kann durch verschiedene Behand-

lungsgeometrien (interne, externe Bestrahlung; Strahlung unterschiedlicher Reich-

weite, Eindringtiefe und Strahlenqualität; Verwendung beweglicher oder fixer

Strahlenquellen; Variabilität der zeitlichen Dosisverteilung) erzielt werden.

Leider sind der Strahlentherapie durch intrinsische Radioresistenzen und durch

dosisabhängige Nebenwirkungen wie insbesondere Fibrose und Gewebsatro-

phien Grenzen gesetzt.

1.2  Wirkung ionisierender Strahlung

Im Bereich der Strahlentherapie werden hauptsächlich hochenergetische Rönt-

genstrahlen verwendet, deren Charakteristikum ist, dass sie bei Interaktion mit

Materie zu Ionisierungsprozessen führen. Daher leitet sich die Bezeichnung ioni-

sierende Strahlung ab. Global können drei subsequente Prozesse bei der Interak-

tion von Strahlung mit biologischen Systemen abgegrenzt werden: (3)
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a) Physikalischer Vorgang (Primärprozess):

Bei allen Strahlenformen erfolgt eine Energieübertragung auf Materie. Dieser rein

physikalische Vorgang ist für alle Strahlenwirkungen verantwortlich.

Direkt ionisierende Strahlung besteht aus geladenen Teilchen (α, β+, β -, Elektro-

nen, Protonen), die aufgrund ihrer Ladung beim Durchgang durch Materie direkt

mit den Atomen in Wechselwirkung treten.

Die energiereichen Teilchen treffen auf Materie, werden abgebremst und es er-

folgt eine Energieabgabe über Ionisierungs- oder Anregungsprozesse.

Indirekt ionisierende Strahlung besteht aus Neutronen oder Photonen (Gamma-

strahlung, Röntgenstrahlung), die wegen ihrer fehlenden Ladung nicht direkt mit

den Atomen in Wechselwirkung treten können. Die Ionisierung erfolgt über die

Bildung geladener Sekundärteilchen.

Bei der Ionisierung wird ein Elektron aus dem Atomverband losgelöst und aus ei-

nem neutralen Molekül entsteht ein geladenes Teilchen. Dabei entspricht ein Gray

105 Ionisationsvorgängen.(4)

b) Chemischer Prozess:

Durch die oben beschriebenen Ionisations- und Anregungsprozesse ändern sich

die Energieverhältnisse innerhalb eines Moleküls, so dass es dissoziiert. Die

Bruchstücke bestehen aus ungepaarten Elektronen (freie Radikale) und sind sehr

reaktionsfreudig. Die Radikale, die Ionen und die angeregten Atome reagieren

chemisch untereinander und mit ihrer Umgebung:(3)

• Bei direkter Strahlenwirkung erfolgt eine Zerstörung biologischer Moleküle

selbst (DNA-Kettenbrüche usw., siehe Punkt c).

• Bei indirekter Strahlenwirkung entstehen Radikale infolge Radiolyse des Was-

sers, aus dem die Zelle überwiegend besteht, also OH-, H+, H2O2 und atomarer

Wasserstoff. Diese reagieren untereinander und es entstehen unter anderem

H2O2 und HO2. Diese Verbindungen, die Ionen und die angeregten Atome kön-

nen chemische Veränderungen in ihrer Umgebung auslösen, die in biochemi-
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sche Stoffwechselprozesse eingreifen. Somit ist ein hoher Sauerstoff- und

Wassergehalt der Zelle für die indirekte Strahlenwirkung von großer Bedeutung.

Alle diese Vorgänge erfolgen innerhalb weniger Millisekunden, bis man aber mik-

ro- oder makroskopisch die Schäden der folgenden biologischen Phase erkennt,

können Wochen bis Jahrzehnte vergehen.

c) Biologische Phase:(3)

Es kommt zur Schädigung der Zellmembran, von Enzymen oder der DNA (Dop-

pelstrangbrüche (irreparabel) und Einzelstrangbrüche durch Spaltung der Phos-

phatesterbindungen, Basenfreisetzung durch Spaltung von Zucker-Basen-

Bindungen, Basenfehlpaarungen, Basendefekte durch Desaminierung und

Oxidierung des Pyrimidinringes und Spaltung des Purinringes, Vernetzung von

Ketten durch Bildung intra- und intermolekularer Bindungen). Ein Gray führt zu

1000 Einzelstrangbrüchen, 40 Doppelstrangbrüchen und zu über 1000 Basende-

fekten.(3) Sind die Schäden zu groß, versagen die zellulären Reparaturmechanis-

men und es kommt zum Zelltod oder zur malignen Transformation.

1.3  Zelltod

Bei der Analyse von Zelltodvorgängen können grobvereinfacht zwei Formen des

Zelltodes abgegrenzt werden: Nekrose und Apoptose.

Beide lassen sich in ihren Reinformen anhand biochemischer und morphologi-

scher Kriterien voneinander unterscheiden.

Nekrose stellt morphologische Veränderungen einer Zelle nach irreversiblem

Ausfall der Zellfunktionen dar.

Sie tritt bei starker Schädigung (Hyperthermie, Komplementaktivierung, Hypoxie)

einer Zelle auf und führt somit zum unphysiologischen und passiven Tod der Zelle.

Erst 1970 beschrieben Wyllie und Kerr die Existenz einer weiteren Form des To-

des menschlicher Zellen neben der Nekrose: die Apoptose.(3) Der Begriff Apopto-

se ist griechischen Ursprungs und beschreibt das Abfallen der Blätter von den
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Bäumen. Häufig wird er synonym zum Begriff des programmierten Zelltodes ver-

wendet. Schlüsselcharakteristikum von programmierten Zelltodvorgängen oder

Apoptoseprozessen ist die Tatsache, dass diese Prozesse koordiniert und aktiv

reguliert ablaufen (für weitere Unterscheidungsmerkmale: siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Abgrenzung Nekrose
(5) zu Apoptose

(6),(7)

Nekrose Apoptose
nicht regulierter Zelluntergang physiologischer Zelltod
freigesetzte Zellbestandteile führen
zur Entzündungsreaktion
ð Gewebsschädigung

regulierter Untergang ganz bestimm-
ter Zellen ohne Entzündungsreaktion

erfolgt passiv ohne Energieverbrauch erfolgt aktiv unter ATP-Verbrauch
Anschwellen der Zelle Zellschrumpfung
Zellkernveränderungen (Pyknose,
Karyorrhexis, Karyolyse)
Chromatinverlust

Chromatinkondensation, apoptotic
bodies

vollständige Lyse Bildung von Vesikeln (apoptotic bo-
dies);
an der Zelloberfläche entstehen
Membranausstülpungen (Blebbing)

postlytische DNA-Fragmentierung geregelte DNA-Fragmentierung
ð DNA-Banden im Agarosegel

Zerstörung der Zellmembran Phagozytose der „apoptotic bodies“
nach Sekretion von LPC und
Phosphatidylserin-Exposition auf der
Zelloberfläche (Lauber et al. Cell
2003)

Die Bedeutung von aktiven Zelltodprozessen wird klar, wenn man sie im Zusam-

menhang mit der Regulation der Gewebshomöostase sieht. Diese wird nämlich

durch ein Gleichgewicht zwischen Zelltod und Zellproliferation aufrechterhalten.(8)

Somit führt Apoptose zur gezielten Beseitigung überschüssiger Zellen, zum Bei-

spiel bei der Ausbildung der Phalangen durch die Elimina-tion des Interphalan-

gealgewebes bei der Embryogenese, bei der Hämato-poese(9),(10), beim Unter-

gang autoreaktiver Lymphozyten(11) oder bei der kontinuierlichen Gewebserneue-

rung. Auch geschädigte Zellen werden entfernt, bevor sie maligne entarten. Kön-
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nen sich Zellen diesen Mechanismen entziehen, können folglich Tumoren entste-

hen.(12)

Zusammengefasst erfolgt Apoptose somit nach Zellschäden, Entzug von Wachs-

tumsfaktoren, im Rahmen programmierter Embryogenesesequenzen oder durch

aktive Stimulation von sogenannten Zelltodrezeptoren.(13)

1.4  Mechanismen der Apoptose

1.4.1  Erste Erkenntnisse

Zahlreiche Versuche zur Identifizierung der Komponenten des apoptotischen Pro-

gramms wurden an der Nematode Caenorhabditis elegans durchgeführt. Im Rah-

men der Embryogenese werden prädefiniert 128 Zellen apoptotisch deletiert. Die

Untersuchung von Mutanten, bei denen dieser Prozess gestört war, führte zur Ent-

deckung von drei essentiellen Genen: Die pro-apoptotischen Gene ced-3(14) und

ced-4,(15) die notwendig für die Apoptose sind, und das anti-apoptotische Gen

ced-9(16) (Caenorhabditis elegans cell death gene), das den Zelltod verhindert.

Eine inaktivierende Mutation von ced-9 führt zu inadäquatem Zelluntergang, wäh-

rend eine Überexpression von ced-3 und ced-4 zur Apoptose führt. Man fand her-

aus, dass ced-9 direkt an ced-4 bindet und es inaktiviert.(17)

Bei der Untersuchung von Säugetierzellen entdeckte man homologe Gene bzw.

Proteine zu den ced-Genen: ced-3 entspricht weitgehend dem (12) Interleukin-1-β-

converting-enzyme (ICE)(12), ced-4 entspricht Apaf-1(18) und ced-9 den bcl-

Proteinen(19),(20) beim Säugetier.
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Tabelle 2: Homologe Komponenten des apoptotischen Programms
in C. elegans und Säugetier

C. elegans Säugetier

pro-apoptotisch ced-3 ICE-Protease

ced-4 Apaf-1

anti-apoptotisch ced-9 Bcl-2-Proteine

Abbildung 2: Wege des Zelltodes bei C. elegans und Säugetier (nach Adams et al. 1998)

1.4.2  Die „Exekutoren der Apoptose“: Die Caspasen

Nach Identifikation der ICE-Protease war schnell klar, dass bei Menschen eine

Familie gleichartiger Enzyme existiert. Diese wurden in der Folge Caspasen ge-

nannt („cystein proteases with aspartate specifity“).

Die Caspasen stellen einen entscheidenden Bestandteil der Zelltodmaschinerie

dar. Die bislang zwölf bekannten Caspasen sind entweder an der Aktivierung pro-

inflammatorischer Zytokine beteiligt oder an der Initiierung und Ausführung der

Apoptose.(21)
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Caspasen werden als inaktive Vorstufe, ein Proenzym, gebildet. Dieses besteht

aus einer unterschiedlich langen aminoterminalen Prodomäne, einer großen und

einer kleinen Untereinheit. Die Aktivierung erfolgt durch proteolytische Spaltung.(22)

Jede Caspase enthält eine QACXG-Pentapeptidsequenz, die den aktiven Teil

umgibt. Am C-Terminus erfolgt die Spaltung zur Aktivierung (siehe Abbildung

4).(23)

Die drei Domänen werden durch diese Spaltung an spezifischen Aspartat-resten

getrennt und es entsteht ein Heterodimer aus einer großen und einer kleinen Un-

tereinheit. Zwei dieser Heterodimere lagern sich zu einem Tetramer zusammen,

eine aktive Caspase ist entstanden.(24)

Abbildung 3: Proteolytische Aktivierung der Caspase-1
Durch Abspaltung der Prodomäne entsteht die aktive Caspase, bestehend aus zwei
großen und kleinen Untereinheiten (nach Schulze-Osthoff et al., 1998)

Eine aktive Caspase enthält in ihrem aktiven Zentrum Cystein und spaltet ihre

Substrate (Caspasen eingeschlossen) carboxyterminal an einem Aspartatrest.
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Dass Caspasen trotzdem unterschiedliche Substrate haben, liegt an der aus vier

Aminosäuren bestehenden Erkennungssequenz -XXXD-aminoterminal zur Spalt-

stelle.(25)

Aufgrund der unterschiedlichen Erkennungssequenzen kann man die Caspasen in

drei Gruppen einteilen:(26)

• Caspase-1, -4 und -5 mit der Erkennungssequenz -WEXD-

• Caspase-2, -3 und -7 mit der Erkennungssequenz -(D/I)EXD-

• Caspase-6, -8 und -9 mit der Erkennungssequenz -(T/V/P)EXD-

Abbildung 4: Erkennungssequenzen in Caspasen
Der erste Schritt zur Aktivierung der Caspasen erfolgt durch eine Spaltung am
C-Terminus der großen Untereinheit (nach Thornberry et al. 1997)
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Eine andere Unterteilungsmöglichkeit besteht augrund der unterschiedlichen ami-

noterminalen Prodomäne:(27)

• Lange Prodomäne: Caspase -1, -2, -4, -5, -8, -9 und -10

• Kurze Prodomäne: Caspase -3, -6, -7 und -11.

In der langen Prodomäne konnten zwei wichtige Einheiten zur Interaktion zwischen

verschiedenen Molekülen identifiziert werden:

Die death effector domain (DED), die in ced-3, Caspase-8 und -10 vorhanden und

für den rezeptorvermittelten Zelltod über FADD/MORT 1 wesentlich ist(28)

und die Caspase recruitment domain (CARD) in ced-4, Caspase-1, -2, -4 und

-9 und Apaf-1 für die Interaktion mit RAIDD/CRADD (siehe Kapitel 1.5.1).(29)

Eine weitere Unterteilung erfolgt aufgrund ihrer Substrate in drei Untergruppen:(30)

• die ICE-ähnliche Gruppe aus Caspase-1, -4, -5, -13, -11 und -12,

• die ced-3-Gruppe aus Caspase-3, -6, -7, -8, -9 und -10, und

• die dritte Gruppe nur aus Caspase-2 bestehend.

Caspasen führen nach Aktivierung zur systematischen Degradation multipler zel-

lulärer Proteine und sind somit verantwortlich für die Ausprägung der apoptoti-

schen Morphologie (eine Übersicht über die Substrate ergibt sich in Tabelle 3).
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Mehr als 60 Proteine werden von Caspasen gespalten.

Tabelle 3: Caspasen-Substrate
(28)

Zytoskelett- & Strukturproteine Proteinkinasen in der Signaltransduktion
Fodrin Kortikales Zytoskelett
β-Catenin Zelladhäsion
Plakoglobin Zelladhäsion
Aktin Zytoskelett
Gelsolin Aktin-bindendes Protein
Keratin-18, -19 Intermediär-Filament
Gas2 Organisation der Mikro-

filamente
Lamine Kernhülle

Proteinkinase C δ Signaltransduktion
Proteinkinase C θ Signaltransduktion
MEKK1 MAP-Kinase-Weg
PITSLRE-Kinasen Zellzyklus
Focal-adhesions kinase Zelladhäsion
Calmodulin-Kinase IV Signaltransduktion
MST/Ksr STE20-verwandte

Kinase
p21-aktivierte Kinase MAP-Kinase-Weg

Zellzyklus & Replikation Andere Signalvermittler
Topoisomerase-I DNA-Replikation
MCM3 nukleärer Repli- DNA-Replikation
kantionsfaktor
DNA-Replikations- DNA-Replikation
komplex C
MDM2/HDM2 p53-Inhibitor
NuMA Nuclear mitosis

apparatus protein
Retinoblastoma-Protein Aufbau des Repressor-

komplexes
p21 Cdk2-Inhibitor
p27 Cdk2-Inhibitor
Wee1 Cdk2-Inhibitor, Kinase
Cdc27 Zellzyklus
Cyclin A Mitose

Proteinphosphatase 2A
Signaltransduktion

D4-GDP dissociation Inhibitor von kleinen
inhibitor (D4-GDI) GTPasen, Rho-Weg
Ras GAP Ras-GTPase-

aktivierendes Protein
Zytosolisches PLA2 PL-Metabolismus
p28 Bap 31 Bcl-2 Adaptor des ER

Bcl-2 Apoptose-Inhibitor
Bcl-xL Apoptose-Inhibitor
Bid Apoptose-Aktivator
Procaspasen Apoptose-Kaskade

Transkription & Translation Weitere Substrate
SREBT (sterol-regula- Cholesterin-
tory element-binding Metabolismus
protein)
STAT1 Signaltransduktion von

Zytokinen
NF-κB (p50, p65) Zytokine und anti- Apop-

tosegene
IκB-α Inhibitor von NF-κB
Sp1 Transkriptionsfaktor
U1-70 kD sRNP Spleißen von prä-

mRNA
hnRNP C1/2 (hetero- Spleißen von prä-
nuklear, ribonuklear mRNA
Proteins)

Huntingtin beteiligt an Chorea
Huntington

Atrophin-1 beteiligt an der
Neurodegeneration

Ataxin-3 beteiligt an der
Neurodegeneration

hsp90 Hitzeschockprotein
Rapaptin-5 Endosomenfusion
Preseniline beteiligt am Morbus

Alzheimer
Calpastatin Calpaininhibitor
Nedd4 Ubiquitin-Proteinligase

Spaltung & Reparatur von DNA Zytokinvorstufen
Poly- (ADP-Ribose) DNA-Reparatur
Polymerase (PARP)
DNA-abhängige DNA-Reparatur
Proteinkinase (DNA-PK)
ICAD, DFF (Inhibitor of DNA-Spaltung
activated DNase

Pro-Interleukin-1β Immunregulation

Pro-Interleukin-16 Immunregulation

Pro-Interleukin-18 Immunregulation
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Das Ergebnis ist: • Zellzyklusarrest

• Hemmung des Zellreparatursystems

• Zerfall wichtiger molekularer Strukturen

• Verlust der Zellintegrität

• Anregung von Makrophagen

• Abräumung der apoptotischen Restzellen.

1.4.3  Die Bcl-2 Proteine

Das Bcl-2 Protein (B-cell-lymphoma/leucemia-2) ist ein anti-apoptotisches Onko-

gen des Säugetiers, das dem ced-9 Gen in C. elegans entspricht. Bcl-2 und ver-

wandte zytoplasmatische Proteine sind essentiell für den Erhalt größerer Organ-

systeme. Ihre Überaktivität begünstigt malignes Wachstum. Viele Tumorzellen

sind durch eine Überexpression der Bcl-2 Proteine in der Lage, sich der Apopto-

se zu entziehen, insbesondere Zellen lympho- und hämatopoetischer Abstam-

mung.(31) In B-Zell-Lymphomen erfolgt eine Aktivierung durch eine Translokation

der Chromosomen 14 und 18.(32) Die Bcl-2 Familie besteht aus mindestens 15

Proteinen in Säugetierzellen und Viren.(33) Alle Mitglieder besitzen mindestens

eine der vier bekannten Bcl-2 homologen Domänen (BH1-BH4) und eine Trans-

membranregion (TM).(34)

Die weitere Analyse Bcl-2-verwandter Moleküle zeigt, dass einige der Familien-

mitglieder einen proapoptotischen Effekt haben.(35)
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Abbildung 5: Struktur der Bcl-2 Proteine
Jedes Mitglied enthält eine Transmembranregion TM und vier Bcl-2-homologe Regio-
nen BH1 bis BH4 (nach Adams et al., 1998)
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1.5  Die zwei Wege der Apoptose

1.5.1  Die Zellstress-vermittelte Apoptose

Hierbei erfolgt der Zelltod als Reaktion auf Bestrahlung, Zellgifte, Hitze, Kälte, vi-

rale oder bakterielle Infektionen, Entzug lebenswichtiger Faktoren und andere

Stressinduktoren, die zu DNA-Schäden führen. Im idealisierten Modell erfolgt eine

Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53,(36) das die Transkription des proa-

poptotischen Bax-Moleküls aus der Bcl-2 Familie initiiert.(37) Das Bax-Molekül

kann seinerseits die Öffnung der sogenannten mitochondrialen PT-Pore (Transiti-

on Pore) bewirken,(38) bestehend aus dem Transporterprotein ANT (adenine nuc-

leotide translocator) und dem inhibitorischen Cyclophilin D an der inneren Mito-

chondrienmembran und dem Kanalprotein VDAC (voltage-dependent anion chan-

nel) an der äußeren mitochondrialen Membran.

Nach direkter Bindung von Bax an ANT(39) oder VDAC(40) öffnet sich die PT-Pore.

Es kommt zum Einstrom von Wasser und Elektrolyten in die Matrix des Mitochond-

riums und durch die entstehende Hypopolarisation bricht das mitochondriale Po-

tential ∆Ψm zusammen.(41) Es erfolgt eine Freisetzung von AIF (apoptosis inducing

factor), Caspasen und Cytochrom-c, wobei die Freisetzung von Cytochrom-c der

entscheidende Schritt der sogenannten mitochondrialen Apoptose ist.(42),(43)

Cytochrom-c bewirkt die Aktivierung der Caspasenkaskade über die Bindung an

Apaf-1(44) zusammen mit dATP (=mitochondriales Apoptosom).(45) Die CARD-

Region von Apaf-1 wird dadurch freigelegt und der dATP-Apaf-1 Komplex lagert

sich an die CARD-Region der Procaspase-9.(46) Die aktivierte Caspase-9 spaltet

Procaspase-3 und -7 und die Caspasenkaskade führt schließlich zum Zelltod via

Apoptose.(47) Eine Blockade der Caspasen führt nach mitochondrialem Schaden

zur Nekrose.(48)
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Abbildung 6: Der mitochondriale Apoptoseweg
Zellulärer Stress setzt Cytochrom-c aus dem Mitochondrium frei. Durch Bindung
von Cytochrom-c an Apaf-1 zusammen mit dATP wird die Interaktionsdomäne
CARD von Apaf-1 freigegeben und Procaspase-9 kann aktiviert werden. Bcl-2 kann
nur diesen Apoptoseweg hemmen über die Inhibierung der Cytochrom-c-
Freisetzung (nach Los et al., 1999)

Die Schritte der mitochondrialen Apoptose sind Ansatzpunkte für die Apopto-

seblockade durch Bcl-2 und verwandte Moleküle.

Hierbei verhindert Bcl-2 die Freisetzung von Cytochrom-c durch direkte Interferenz

mit zum Beispiel dem proapoptotischen Bax oder durch indirekte Schritte wie zum

Beispiel die Blockade der Wirkung von Bax an der PT-Pore.
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1.5.2  Die Zelltodrezeptor-vermittelte Apoptose

Neben der stressvermittelten Apoptose existiert ein zweites System der Zelltodin-

duktion über die Aktivierung membranständiger Rezeptoren.

Bei den Zelltodrezeptoren (TNF-R1, DR3, DR6, CD95-R, TRAIL-R1/R2) handelt

es sich um Mitglieder der TNF (tumor necrosis factor)-Rezeptoren. Diese gehören

zu den Typ1-Membranproteinen mit zwei bis sechs extrazellulären, cysteinreichen

Domänen.

Auf der intrazellulären Seite besitzen die Zelltodrezeptoren eine sogenannte To-

desdomäne (DD = death domain) aus etwa 80 Aminosäuren, die nach extrazellu-

lärer Bindung des spezifischen Liganden (Fas-L, TNF-α) an den Rezeptor mit ih-

rem intrazellulären Adapterprotein die Caspasenkaskade in Gang setzen.(49)

Abbildung 7: Struktur der Todesrezeptoren
Alle Mitglieder besitzen eine intrazelluläre Todesdomäne und extrazelluläre cystein-
reiche Domänen. Nur die Decoy-Rezeptoren DcR-1 und DcR-2 besitzen keine
(funktionsfähige) intrazelluläre Todesdomäne
(nach Schulze-Osthoff et al., 1998)
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1.5.2.1  Der CD95 (APO-1/Fas) Rezeptor

Der CD95 (APO-1/Fas) Rezeptor ist entscheidend für die Regulierung der Im-

munantwort. Eine Mutation in CD95-Genen führt bei Mäusen zu einem Lupus-

erythematodes-ähnlichen Krankheitsbild mit Splenomegalie, expansiver Bildung

von Anti-DNA-Antikörpern und Rheumafaktoren, Glomerulonephritis, Arthritis und

Lymphadenopathie.(50) Diesem Phänotyp entspricht beim Menschen das autoim-

mune lymphoproliferative Syndrom oder Canale-Smith-Syndrom.(51)

Der CD95-Rezeptor vermittelt den Aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD). Das

bedeutet, dass die T-Lymphozyten nach Aktivierung durch ein Antigen den Fas-

Rezeptor hochregulieren und nach Bindung seines Liganden FasL (CD95L/APO-

1-L) apoptotisch werden.(52)

Nach Bindung des FasL trimerisiert der Rezeptor und bindet mit seiner DD die

DD seines intrazellulären Adaptermoleküls FADD (fas-associating protein with

death domain = MORT1).(53) Dieser Komplex (DISC = death inducing signaling

complex) bindet nun über die DED (death effector domain) des FADD-Moleküls

die DED der Procaspase-8, die dadurch aktiviert wird.(54)

Man kann aufgrund der folgenden Schritte nach Scaffidi et al. zwei Arten von Zellen

unterscheiden:(55)

Typ 1: Starke Aktivierung der Caspase-8 nach wenigen Sekunden, welche die

Procaspase-3 nach etwa 30 Minuten spaltet.(56) Caspase-3 aktiviert nun

Caspase-6 und Caspase-2 oder andere Substrate wie PARP und DFF

(DNA fragmentation factor)(57)

ð DNA-Fragmentation unter Umgehung des mitochondrialen Weges

ð Kein Eingriff durch Bcl-2 oder Bcl-xL möglich

Typ 2: Schwache Aktivierung von Caspase-8 führt zur Spaltung von Bid;(58) Bid ist

ein Protein der Bcl-2-Familie, das vom Zytosol in die Außenmembran des

Mitochondriums transloziert und zur Cytochromfreisetzung nach Stimulation

der Zelltodrezeptoren führt. Der mitochondriale Apoptoseweg über Caspa-

se-9 und -3 wird initiiert.

ð Aktivitäten von Caspase-8 und -3 sind verschoben

ð Bcl-2- und Bcl-xL-Überexpression führen zur Blockade der Akti-

    vierung von Caspase-8 und -3.(59)
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Abbildung 8: Modell der beiden CD95-Signalwege
In Typ-1-Zellen wird Caspase-8 stark aktiviert und die Caspasenkaskade wird unter
Umgehung des Mitochondriums in Gang gesetzt.
In Typ-2-Zellen wird Caspase-8 nur schwach aktiviert, über Bid führt diese zur Cy-
tochromfreisetzung und Aktivierung der Caspasenkaskade (nach Scaffidi et al.,
1998)
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1.5.2.2  Das TRAIL-Rezeptor-System

Neben dem CD95-System existiert mit dem TRAIL-System (tumor necrosis factor-

related apoptosis inducing ligand/APO-2L) ein weiteres Zelltodrezeptorsystem,

das wie FasL zur TNF-Familie gehört und Apoptose in vielen transformierten Zel-

len und besonders in Tumorzellen induziert.(60)

Von erheblicher Bedeutung ist die Tatsache, dass TRAIL eine deutliche Tumor-

zellspezifität aufweist. Im Gegensatz zu FasL wird die TRAIL-Expression in fast

allen menschlichen Geweben nachgewiesen (Thymus, Milz, Lymphozyten, Intesti-

num, Lunge, Plazenta, Ovar und Prostata) außer Leber und Gehirn. Dies legt nahe,

dass TRAIL eine physiologische Rolle übernimmt.(61),(62)

Diese Einschätzung wird durch Ergebnisse von TRAIL-knockout-Mäusen bestätigt.

Sie zeigen keinen sichtbaren Phänotyp. Erst nach Injektion von syngenen Tumor-

zellen zeigt sich, dass die Fähigkeit, Tumorzellen abzuwerten, erheblich gestört ist.

Fünf verschiedene TRAIL-Rezeptoren sind identifiziert worden:(63)

TRAIL-R1 und -R2 bestehen aus einer extrazellulären TRAIL-bindenden Domäne

und einer intrazellulären Todesdomäne. Sie sind eng mit dem Fas-Rezeptor ver-

wandt.

Die Bindung von TRAIL führt nach Trimerisierung des Rezeptors über eine Bin-

dung des Adapterproteins FADD zur Aktivierung von Caspase-8 und der weiteren

Caspasenkaskade.

TRAIL-R3 und -R4 besitzen keine intakte intrazelluläre Todesdomäne. Nach

TRAIL-Bindung kompetieren sie mit TRAIL-R1 und -R2 um die TRAIL-Bindung und

führen somit zur Resistenz TRAIL-R3- und -R4-überexprimierender Zellen gegen-

über TRAIL-vermittelter Apoptose.

Dadurch lassen sich Tumorzellen, denen die TRAIL-R3 und TRAIL-R4-Rezeptoren

fehlen, gezielt eliminieren, während das gesunde Gewebe resistent ist.(64)
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aktivieren auch NF-κB(65),(66),(67)

werden auf vielen enge Verwandtschaft
Geweben exprimiert zum Fas-Rezeptor

TRAIL-R1 und -R2:

= DR4/APO-2 und DR5

extrazelluläre intrazelluläre
TRAIL-bindende Domäne  Todesdomäne

Induktion von Apoptose(68) nach Bindung von TRAIL:
ð Trimerisierung des Rezeptors
ð Bindung des Adapterproteins FADD(69)

ð Aktivierung der Caspase-8
ð Initiierung der Caspasenkaskade

Antagonisten der Rezeptoren TRAIL-R1 und R2(70)

TRAIL-R3 und -R4:

= DcR1 und DcR2 (decoy receptor)

extrazelluläre keine intakte intra-
TRAIL-bindende Domäne  zelluläre Todesdomäne

keine Induktion von Apoptose(71)

ð Bindung von TRAIL
ð Kompetition mit den Rezeptoren R1 und R2
    um die TRAIL-Bindung
ð Resistenz der R3 und R4-überexprimierenden Zellen
    gegenüber TRAIL-vermittelter Apoptose(72)

Abbildung 9: Die vier verschiedenen TRAIL-Rezeptoren
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Die Rolle des fünften Rezeptors, des OPG-Rezeptors (= Osteoprotegin), ist noch

nicht endgültig geklärt.73

Wie schon skizziert lassen sich zusammenfassend zwei Apoptosewege unter-

scheiden: Der Zelltodrezeptoren-vermittelte Weg (1) und der mitochondriale Weg

(2; siehe Abbildung 10). Sie aktivieren über verschiedene Zwischenschritte die

Caspasenkaskade und führen zur Apoptose der Zellen. Über Bid (Aktivierung

durch Caspase-8) sind beide Wege miteinander verknüpft.

Abbildung 10: Modell der beiden Apoptosewege  (nach Belka et al., 2002)
(1): Aktivierung von Zelltodrezeptoren durch z. B. Fas/TRAIL.
(2): Durch zellulären Stress (Bestrahlung) wird Cytochrom-c freigesetzt und die

Caspasenkaskade über Apaf-1 nachfolgend aktiviert. Antiapoptotisches
Bcl-2 hemmt den mitochondrialen Apoptoseweg durch Verhinderung der
Freisetzung von Cytochrom-c aus dem Mitochondrium.

Im Gegensatz zu FasL führt die Injektion von TRAIL in der Maus und im Affen zu

keiner Leberzelldegeneration. Menschliche gesunde Zellen wie Endothelzellen,
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Lungenfibroblasten, Nieren-oder Prostatazellen zeigen keine morphologischen,

apoptotischen Veränderungen nach TRAIL-Stimulation während bei Plasmozy-

tomzellen, kolorektalen Tumorzellen, Mamma- und Bronchialkarzinomzellen, Gli-

oblastomen und Melanomen eine Apoptoseinduktion und Verlängerung der Le-

benserwartung bei Mäusen beobachtet wird.(74)

1.6  Themenstellung

Da Apoptose über zwei verschiedene sich aber teilweise überlappende Wege in

Gang gesetzt werden kann (siehe Abbildung 10), erscheint die Kombination von

Bestrahlung und TRAIL-Behandlung besonders vielversprechend zu sein.

Durch Bestrahlung wird der mitochondriale apoptotische Signaltransduktionsweg

induziert, die Aktivierung von Caspase-8 erfolgt hierbei nur zur Verstärkung über

einen positiven Rückkopplungsmechanismus.

Beim zweiten, Zelltodrezeptor-vermittelten Weg erfolgt vor allem eine Aktivierung

von Caspase-8, wohingegen mitochondriale Wege nur der Verstärkung dienen.

Durch Stimulation beider Wege könnten additive bis supraadditive Apoptoseef-

fekte erzielt werden.

Die Behandlung von Lymphomen erfolgt heutzutage abhängig vom Stadium mit

Bestrahlung oder Polychemotherapie, die mit zum Teil deutlichen Nebenwirkungen

behaftet sind. TRAIL hingegen hat bisher keinerlei Nebenwirkungen im Tiermodell

gezeigt. Eine Kombination von TRAIL und Bestrahlung könnte somit entscheidend

zu einer verbesserten Apoptoserate in Tumorzellen im Rahmen radioonkologi-

scher Therapieverfahren beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Wirkung von Bestrahlung, einer Behandlung mit

TRAIL oder einer Kombination beider Stimuli bei Lymphomzellen in vitro unter-

sucht werden. Es werden sechs verschiedene T- bzw. B-Zell-Linien untersucht. Der

Nachweis der Apoptose erfolgt sowohl biochemisch als auch morphologisch.
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2.  Material

2.1  Zelllinien

Humane Lymphom-Zelllinien von DSMZ Braunschweig:

207 Humane prä-B-Zell-Leukämie-Zellen aus dem

Knochenmark eines Zehnjährigen mit ALL. Es handelt sich

um runde oder polygonale Suspensionszellen, die Bcl-2- und

Bcl-3-mRNA exprimieren.

C698 Humane prä-B-Zell-Leukämiezellen aus dem Knochenmark

eines Zwölfjährigen mit cALL. Es handelt sich um runde Sus-

pensionszellen, die Bcl-2-, Bcl-3- und c-myc-mRNA exprimie-

ren.

CMLT-1 Humane T-Zell-Leukämiezellen aus dem peripheren

Blut eines 36-jährigen mit CML. Es handelt sich um runde

Suspensionszellen mit bcr/abl-Translokation.

DOHH-2 Humane B-Zell-Lymphomzellen aus dem Pleuraexsudat

eines Sechzigjährigen mit einem immunoblastischen

B-Zell-Lymphom. Es handelt sich um einzeln oder in Grup-

pen wachsende Suspensionszellen, die Bcl-2-mRNA

exprimieren.

KARPAS-299 Humane T-Zell-Lymphomzellen aus dem peripheren Blut

eines 25-jährigen mit einem T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom.

Es handelt sich um runde oder polygonale, einzeln oder in

Gruppen wachsende Suspensionszellen.

U937 Humane histiozytäre Lymphomzellen aus dem Pleuraexsu-

dat eines 37-jährigen mit histiozytärem Lymphom. Die run-

den oder polygonalen Suspensionszellen exprimieren

mRNA für c-myc.
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2.2  Geräte

Bestrahlungsgerät LINAC SL 25, Phillips

Brutschrank Hereus Instruments

Mikroskop Wilovert, Wild Leitz

Sterilbank Hereus Instruments

Tischzentrifuge Eppendorf

Zentrifuge Hettich

Elektrophoresekammer Biometra

Filmentwickler Sterling, Diagnostic Imaging

Photometer Ultrospec Plus, Pharmacia Biosystems

Schüttler Biometra

Tankblot BioRad

FACS Becton Dickinson

2.3  Verbrauchsmaterial

Filterpapier Whatman 3MM

Nitrocellulosemembran Hybond ECL, Amersham

Kopierfolie Xerox

Röntgenfilm Hyperfilm, Amersham
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2.4  Chemikalien

Acrylamid Roth

Aprotein-Leupeptin Sigma

APS Sigma

β-Mercaptoethanol Sigma

Bromphenolblau Sigma

CCCP Sigma

Deoxycholat Sigma

DMSO Sigma

EDTA Sigma

FCS Gibco

Glycerin Sigma

Glycin Serva

HEPES Sigma

KH2PO4 Merck

Kulturmedium RPMI Gibco

Lymphoprep Nycomed

Methanol Merck

NaCl Merck

NaF Merck

NaHPO4 Merck

Napp-Sodiumpyrophosphat Sigma

Penicillin/Streptomycin Sigma

Ponceau-S Sigma

Proteinassay nach Bradford BioRad

Rainbowmarker Amersham

SDS Sigma

SDS-Puffer 10-fach Roth

TEMED Roth
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TMRE Mobitech

Tris Merck

Trisbase Merck

Tris-HCl Merck

Triton Sigma

Tropix Biosystems

Trypanblau Sigma

Tween 20 Sigma

2.5  Puffer und Lösungen

AP-Puffer 15,7 g Tris-HCl

5,84 g NaCl

ad 1000 ml H2O

pH 9,5

Lysepuffer 25 mMol HEPES

0,1 % SDS

0,5 % Desoxycholat

1,0 % Triton

10 mMol EDTA

10 mMol Napp-Sodiumpyrophosphat

10 mMol NaF

125 mMol NaCl

Zugabe von 20 µl/ml Aprotinin-Leupeptin vor Gebrauch

Probenpuffer 2,0 ml Glycerin

2,0 ml 10 % SDS

0,025 g Bromphenolblau

2,5 ml Sammelpuffer

ad 9,5 ml dest. H2O
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Sammelpuffer 6,06 g Trisbase

4 ml 10 % SDS

ad 100 ml dest. H2O

pH 6,8

Transferpuffer 2,9 g Glycerin

5,8 g Trisbase

0,37 g SDS

200 ml Methanol

ad 1000 ml dest. H2O

pH 8,3

Trennpuffer 18,17 g Trisbase

4 ml 10 % SDS

ad 100 ml dest. H2O

pH 8,8

TBS 1,57 g Tris-HCl

8,766 g NaCl

ad 1000 ml dest. H2O

pH 8,0

TBS-Triton TBS + 0,02 % Triton

TBS-Tween TBS + 0,05 % Tween 20

Blotto/Blocklösung TBS + 0,05 % Tween 20 + 5 % FCS

PBS 8,0 g NaCl

0,2 g KCl

1,15 g NaHPO4

0,2 g KH2PO4

ad 1000 ml dest. H2O

pH 7,4
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2.6  Antikörper und Liganden

• Primärantikörper für Westernblot:

anti-Caspase-8, Maus freundlicherweise erhalten von

K. Schulze-Osthoff

anti-Caspase-3, Maus Transductionlabs

anti-PARP, Kaninchen Boehringer

anti-FADD, Ratte Transductionlabs

• Sekundärantikörper für Westernblot:

anti-Maus IgG-AP SantaCruz Biotechnology

anti-Kaninchen IgG-AP SantaCruz Biotechnology

anti-Ratte IgG-AP SantaCruz Biotechnology

• Liganden:

TRAIL (rekomb. Human mit FLAG-TAG) Alexis

Enhancer (monokl. Ak  gg. FLAG-TAG) Alexis

anti-TRAIL-R1/R2, Maus Immunex Corporation

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak Dianova
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3.  Methoden

3.1  Zellkultur

Die Experimente wurden mit den Lymphomzelllinien 207, U937, CMLT-1, DOHH-

2, KARPAS-299 und C698 durchgeführt. Die Suspensionszellen werden bei

37,0°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit in RPMI, dem 10 % FCS, 100 µg/ml

Streptomycin und 100 U/ml Penicillin zugesetzt wurde, gehalten.

3.2  Einfrieren / Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren werden etwa 25 x 106 Zellen abzentrifugiert und das Pellet in

1 ml Einfriermedium, bestehend aus 90 % FCS und 10 % DMSO, aufgenommen.

Die Zellen werden in flüssigem Stickstoff bei einer Temperatur von -196°C stufen-

weise eingefroren.

Das Wiederauftauen erfolgt möglichst schnell im Wasserbad bei 37°C. Anschlie-

ßend werden die Proben zweimal mit Medium gewaschen, in Kulturmedium auf-

genommnen und in Kulturflaschen überführt.

Die ersten Versuche können nach ein bis zwei Wochen durchgeführt werden.

3.3  Bestrahlung

Die Zellen wurden mit 6 MV Photonen aus einem Linearaccelerator (LINAC SL25

Phillips) mit 10 Gray bei Raumtemperatur bestrahlt.
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3.4  Messung des Zelltodes mittels Durchflusszytometrie

3.4.1  Die Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie (= FACS, engl. Fluorescence Activated Cell Scan)

handelt es sich um ein Fluoreszenz-basiertes Verfahren zur Zellanalyse. Man

macht sich dabei die Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften der Einzelzellen

zunutze. Die Zellen können morphologisch, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen,

fluoreszenzfarbstoffmarkierten, monoklonalen Antikörpern hauptsächlich gegen

Zelloberflächenproteine oder Propidiumjodid zur Messung des DNA-Gehalts diffe-

renziert werden.

Mittels Überdruck gelangt die Zellsuspension über eine Stahlkapillare in die

Messküvette. In der Messkammer erfolgt eine starke Beschleunigung der Zellen

durch die Trägerflüssigkeit, so dass die Zellen sich voneinander lösen und einzeln

nacheinander den Analysepunkt passieren.

Durch den einfallenden Laserstrahl erfolgt eine Lichtstreuung zum Großteil in die

Vorwärtsrichtung (FSC: engl. Forward light Scatter) und eines kleineren Anteils im

rechten Winkel zum einfallenden Laserstrahl, genannt Seitwärtsstreulicht (SSC:

engl. Side Scatter). FSC ist ein Maß für die Zellgröße und SSC ein Maß für die

intrazelluläre Granularität. Apoptotische Zellen unterliegen einer DNA-

Fragmentierung, die morphologisch als geschrumpfte Zellen mit segmentierten

und verklumpten Kernen imponieren. Dadurch weisen behandelte Zellen andere

Streulichteigenschaften FSC und SSC als die unbehandelten Zellen auf.

Eine Darstellungsmöglichkeit stellt die Punktwolke (engl. dotplot) dar: Jedes ge-

messene Ereignis, das meistens einer Zelle entspricht, wird als ein Punkt im Ko-

ordinatensystem mit den Koordinatenklassen FSC gegen SSC dargestellt. Beim

Histogramm trägt man die Klassen gegen die Anzahl der Ereignisse pro Klasse

auf.
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3.4.2  Messung des mitochondrialen Membranpotentials

TMRE ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der durch den Laserstrahl zur Lichtemission

angeregt wird. Während der Apoptose erfolgt eine Depolarisation des mito-

chondrialen Membranpotentials ∆Ψm. Bei Membranschädigung des Mitochondri-

ums wandert TMRE in die Mitochondrien und diffundiert aus dem Zytosol, so dass

es nicht mehr messbar ist. So entsteht eine Linksverschiebung der Häufigkeitskur-

ve. Mit dem Fl-2-Kanal des Durchflusszytometers erfasst man das entsprechende

Signal und hat somit ein Maß für das Membranpotential des Mitochondriums, das

bei apoptotischen Zellen entsprechend erniedrigt ist.

Zur Messung des ∆Ψm werden jeweils 105 Zellen mit 1200 U/min bei 4°C ab-

zentrifugiert und das Pellet in 200 µl TMRE-Farbstoff aufgenommen. Nach einer

30-minütigen Inkubation bei 37°C erfolgt die Messung.

3.4.3  TRAIL-R1/R2-Oberflächenexpression

Zur Erfassung der TRAIL-R1/R2-Oberflächenexpression werden die Zellen mit

einem gegen die TRAIL-Rezeptoren R1/R2 gerichteten Antikörper markiert, an

den Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt werden, um die verschiedenen Zellen im

Durchflusszytometer anhand ihrer Oberflächenexpression zu analysieren.

Von jeder Zelllinie werden vier Proben mit ca. 500.000 Zellen angesetzt. Die Pro-

ben werden fünf Minuten mit 1200 U/min bei 4°C zentrifugiert, nach dem Absau-

gen des Überstandes werden die Proben in 100 µl einer Lösung bestehend aus

PBS und 5 % FCS resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten auf Eis

erfolgt die Markierung mit den Antikörpern.

Die erste Probe dient zur Kontrolle und bleibt unmarkiert. Die zweite Probe wird

nur mit der 1:500 verdünnten fluoreszenz-markierten Zweitantikörperlösung ver-

setzt, die dritte und vierte Probe werden mit dem gegen die Trail-Rezeptoren R1

bzw. R2 gerichteten Antikörper resuspendiert, von dem zuvor eine Lösung mit der

Verdünnung 1:100 angesetzt wurde.
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Nach einer erneuten Inkubation von 30 Minuten auf Eis, viermaligem Zentrifugie-

ren, Absaugen und Resuspendieren werden die dritte und vierte Probe mit der

Zweitantikörperlösung FITC versetzt. Man inkubiert die Proben für 30 Minuten auf

Eis und resuspendiert sie in 500 µl FACS-Flow. Gemessen wird im Fluoreszenz-

kanal FL-1, da der FITC (Fluorescinisothiocyanat)-Farbstoff sein Emissionsmaxi-

mum bei 525 nm hat.

3.5   Nachweis der Caspasenaktivität mittels SDS-

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

und Western-Blot

3.5.1  Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung erfolgt mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Zählkammer. Die

Zellen werden in sechzehn Kleinquadraten pro Diagonale ausgezählt. Das Ergeb-

nis wird durch zwei dividiert, mit 5000 multipliziert und ergibt die Anzahl der Zellen

pro Milliliter.

3.5.2  Herstellung der Zelllysate

Der Kulturflasche werden die anhand der Zellzählung ermittelten Milliliter an Zell-

suspension entnommen. Jede Probe enthält etwa 2 x 106 Zellen, die nach 48-

stündiger Behandlung mit TRAIL oder Bestrahlung für fünf Minuten bei

1200 U/min und 6°C zentrifugiert werden. Der Überstand wird abgesaugt und mit

200 µl Lysepuffer resuspendiert.

Die Proben inkubieren für 30 Minuten auf Eis und werden im Anschluss bei 1200

U/min und 4°C für zehn Minuten zentrifugiert.

Nur der Überstand wird für die folgende Proteinbestimmung verwendet.
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3.5.3  Proteinbestimmung

Um jede Spur des Westernblots mit gleichen Proteinmengen beladen zu können,

wird eine Proteinbestimmung durchgeführt. Dazu wird der Proteinassay nach Bio-

Rad mit Wasser 1:5 verdünnt. 3 µl Zelllysat werden in einem Milliliter der verdünn-

ten Lösung aufgenommen.

Es entsteht ein blauer Farbstoff, abhängig von der Gesamtproteinmenge des Ly-

sats. Die Extinktion wird bei 595 nm mit dem Photometer gemessen und ent-

spricht der Menge des gebildeten Farbstoffs, folglich der Gesamtproteinmenge.

3.5.4  Probenvorbereitung

Man normalisiert die Proben auf gleiche Mengen Protein und fügt 30 µl Lysat 5µl

Western-Probenpuffer hinzu. Hauptbestandteil ist das Natriumdodecylsulfat SDS

(engl. Sodium dodecyl sulfate), ein negativ geladenes Detergens. Dieser Sulfat-

ester des Dodekanols bindet mit seinem Fettsäureanteil an hydrophobe Bezirke

des Proteins, so dass das Molekül denaturiert, sich entfaltet und Wechselwirkun-

gen mit anderen Proteinen oder Lipiden aufgehoben werden.

Der nach außen gerichtete, negativ geladene Sulfatrest des SDS ermöglicht die

Löslichkeit in wässriger Umgebung.

Es werden 2 µl β-Mercaptoethanol zum Lysat-Puffergemisch hinzugegeben und

für fünf Minuten im Wasserbad gekocht. Mercaptoethanol ist ein reduzierender

Stoff, der Disulfidbrücken spaltet, so dass über Disulfidbindungen gekoppelte

Proteinkomplexe in ihre Einzelbestandteile zerfallen.

3.5.5  SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Grundprinzip aller elektrophoretischen Methoden ist die Wanderung geladener

Teilchen zu einer Elektrode umgekehrter Polarität. Mit Hilfe der Gelelektrophorese
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erfolgt heute meist die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen.

Die Proteine wandern im elektrischen Feld je nach Ladung, Größe und Gestalt in

unterschiedlicher Geschwindigkeit durch ein Gel. Kleine Proteine gelangen

schneller durch die Poren des Gels und sind nach Abschluss der Elektrophorese

der Anode am nächsten. Durch die überschüssige negative Ladung des SDS sind

alle Proteine in der Lage, zur Anode zu wandern und werden nur nach ihrem Mole-

kulargewicht aufgetrennt.

Als Träger dient bei der SDS-PAGE ein hochvernetztes Polyacrylamidgel, das

direkt vor dem Lauf durch Polymerisierung von Monomeren hergestellt wird: Zwi-

schen Acrylamid und Bisacrylamid wird mittels eines Kettenstarts eine Polymeri-

sationsreaktion eingeleitet. Das Endprodukt ist ein langes Molekül aus Acrylami-

deinheiten, das Polyacrylamid. Die Quervernetzung wird durch das Bisacrylamid

gewährleistet. Die Polymerisation erfolgt zwischen zwei Glasplatten. Die Poren-

größe des Gels kann durch Variation der Acrylamidkonzentration so eingestellt

werden, dass sich eine optimale Auftrennung der Proteine ergibt. Hergestellt wer-

den zwei Gele: Das Sammelgel enthält eine niedrige Acrylamidkonzentration.

Tabelle 4: Zusammensetzung der Westernblot-Gele

Sammelgel Trenngel 10 % Trenngel 12 % Trenngel 14 %

Trennpuffer - 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml

Sammelpuffer 0,88 ml - - -

Wasser 2,10 ml 6,25 ml 5,25 ml 4,25 ml

Gel 30 0,03 ml 5,00 ml 6,00 ml 7,00 ml

APS
(100 mg/ml H2O)

35,0 µl 75,0 µl 75,0 µl 75,0 µl

Temed 3,5 µl 7,5 µl 7,5 µl 7,5 µl

20 % SDS - 75,0 µl 75,0 µl 75,0 µl

Mit Hilfe eines Kammes werden Taschen gebildet, in welche die vorbereiteten

Proben pipettiert werden. Aufgrund der großen Porengröße wird das Gel bei 50

mA schnell passiert und die Proben sammeln sich an der Grenze zum Trenngel.

Im Trenngel erfolgt die Trennung nach Molekulargewicht bei 150 mA.
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Die durch das SDS negativ geladenen Proteine wandern durch das Poly-

acrylamidgel zur positiven Elektrode und die Proteine liegen nach ihrem Moleku-

largewicht aufgetrennt vor.

Die Molekulargewichte werden in Dalton (D) oder kilo-Dalton (kD) angegeben.

Abbildung 11: Aufbau einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Protei-
nen

3.5.6  Westernblot-Verfahren

Im Westernblot erfolgt ein Abklatsch (Blot) der auf dem Gel separierten Proteine

auf Nitrocellulose.

Dazu löst man nach Abschluss der Elektrophorese das Gel vorsichtig von den

Glasplatten und bettet es auf ein Stück Nitrocellulosefilter. Zwischen Filterpapier

und Schwammeinlagen gepackt wird die Membran mit dem Gel in eine Transfer-

kassette eingespannt. Man setzt das Gel erneut einem elektrischen Feld senkrecht

zur ersten Laufrichtung aus. Das Blotten erfolgt acht Stunden bei 0,1 A in einem
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Tankblot mit Transferpuffer. Die Proteine wandern in die

Nitrocellulosemembran und werden dort festgehalten.

Jetzt können die Proteine mit dem entsprechenden Antikörper versetzt werden.

Abbildung 12: Aufbau eines Westernblots

Die nächsten Schritte finden bei Raumtemperatur auf dem Schüttler statt. Als ers-

tes erfolgt die Färbung mit Ponceau-S-Lösung. Diese bindet unspezifisch an die

aufgetrennen Proteine auf der Membran, nach fünf Minuten wird die Lösung mit

destilliertem Wasser ausgewaschen. Ist die Proteinübertragung gleichmäßig er-

folgt, wird die Membran für 30 Minuten mit einer Lösung aus TBS-Tween und 5 %

FCS (BLOTTO) inkubiert. Dadurch werden die proteinfreien Stellen auf der Memb-

ran besetzt, bevor der erste Antikörper zugesetzt wird. Dieser bindet spezifisch an

das nachzuweisende Protein, nach einer Stunde wird der nicht gebundene Anti-
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körper mit TBS-Triton dreimal für jeweils sieben Minuten herausgewaschen. Um

den gebildeten Antigen-Antikörper-Komplex sichtbar zu machen, wird die Memb-

ran mit dem sekundären Antikörper versetzt, dessen Antigen der erste Antikörper

ist. Die Antikörperlösung, bestehend aus 40 ml Blotto und 2 µl sekundärem Anti-

körper in Verhältnis 1:20000, wird für 30 Minuten mit der Membran inkubiert. Der

sekundäre Antikörper ist an das Enzym AP gekoppelt, das mittels Umsetzung ei-

nes Substrates eine Lichtfreisetzung bewirkt. Nach dem Entfernen des über-

schüssigen, nicht gebundenen Antikörpers mit TBS-Triton für dreimal fünfzehn

Minuten und einer zehnminütigen Äquilibrierung mit AP-Puffer erfolgt die Zugabe

des Substrates. Nach einer Inkubation von fünf Minuten mit der Detektionslösung

wird der Blot mit einem Film und zwei Klarsichtfolien für 30 Minuten bis 24 Stun-

den je nach Antigen in eine Röntgenfilmkassette eingelegt. Auf dem entwickelten

Film sind die Licht-emissionen festgehalten und als Bande auf diesem sichtbar.

Abbildung 13: Die Nachweisreaktion im Westernblot-Verfahren



Dissertation von Angeliki Anastasakis Seite 39

Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch TRAIL und Bestrahlung Ergebnisse

4.  Ergebnisse

4.1  TRAIL-R1- und -R2-Oberflächenexpression

Zur Erfassung der TRAIL-R1- und -R2-Oberflächenexpression wurden die

T- bzw. B-Zell-Lymphomzelllinien 207, C698, DOHH-2, CMLT-1, KARPAS-299

und U937 verwendet.

Als erstes haben wir untersucht, ob die TRAIL-Rezeptoren R1 und R2 auf der Zell-

oberfläche vorhanden sind. Dazu wurden die Zellen mit einem gegen R1 bzw. R2

gerichteten Antikörper markiert und im Durchflusszytometer die Oberflächenex-

pression durch die gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe erfasst.

Abbildung 14 zeigt die dabei ermittelten Histogramme. Zur Kontrolle wurde eine

Probe gar nicht markiert, eine andere Probe wurde nur mit dem Zweitantikörper

(FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak) versetzt.

A

¢  = Kontrollen (= unbehandelte Zellen)
— = FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
...... = TRAIL-Rezeptor-1-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
. . . = TRAIL-Rezeptor-2-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak



Dissertation von Angeliki Anastasakis Seite 40

Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch TRAIL und Bestrahlung Ergebnisse

B

C

D

¢  = Kontrollen (= unbehandelte Zellen)
— = FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
...... = TRAIL-Rezeptor-1-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
. . . = TRAIL-Rezeptor-2-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak

¢  = Kontrollen (= unbehandelte Zellen)
— = FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
...... = TRAIL-Rezeptor-1-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
. . . = TRAIL-Rezeptor-2-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak

¢  = Kontrollen (= unbehandelte Zellen)
— = FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
...... = TRAIL-Rezeptor-1-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
. . . = TRAIL-Rezeptor-2-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
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Abbildung 14: Oberflächenexpression von TRAIL-Rezeptor R1 und R2.
Eine Rechtsverschiebung der Kurve bedeutet eine erhöhte Rezeptor-Expression.
A: 207
B: U937
C: CMLT-1
D: DOHH-2
E: KARPAS-299
F: C698

Tabelle 5: Oberflächenexpression von TRAIL-Rezeptor R1 und R2.

Trail-R1 Trail-R2

207 - +

U937 - +

CMLT-1 + +

DOHH-2 + +

KARPAS-299 - +

C698 + +

E

F

¢  = Kontrollen (= unbehandelte Zellen)
— = FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
...... = TRAIL-Rezeptor-1-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
. . . = TRAIL-Rezeptor-2-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak

¢  = Kontrollen (= unbehandelte Zellen)
— = FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
...... = TRAIL-Rezeptor-1-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak
. . . = TRAIL-Rezeptor-2-Antikörper und

FITC-markierter anti-Maus IgG-Ak



Dissertation von Angeliki Anastasakis Seite 42

Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch TRAIL und Bestrahlung Ergebnisse

Alle Zellen exprimieren den R2-TRAIL-Rezeptor, erkennbar an der Rechtsver-

schiebung des Signals im Vergleich zu den Kontrollen. Der R1-TRAIL-Rezeptor

wird bei den Zelllinien CMLT-1 und DOHH-2 gering und bei C698 deutlich expri-

miert. Somit exprimieren alle untersuchten Zelllinien mindestens einen TRAIL-

Rezeptor.

4.2   Nachweis von FADD, Pro-Caspase-8 und Pro-Caspase-3

im Westernblot

Zelltodrezeptor-vermittelte Apoptose ist abhängig von Caspase-8. Da in Vorver-

suchen gezeigt werden konnte, dass TRAIL-vermittelte Apoptose in T-Zell-

Lymphomen wie Jurkat das Zelladaptermolekül FADD benötigt und Caspase-8

von wesentlicher Bedeutung ist, wurde als zweiter Schritt die Grundrate der Ex-

pression dieser Moleküle auch in den sechs Zelllinien 207, C698, DOHH-2,

CMLT-1, KARPAS-299 und U937 biochemisch untersucht. Mit den unbehandelten

Lymphom-Zelllinien wurden Zelllysate hergestellt und elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Westernblots in Abbildung 15 zeigen das charakteristische Bandenmuster von

FADD und den ungespaltenen Procaspasen-8 und -3.

   207            C698         DOHH-2      CMLT-1   KARPAS-299   U937

                                   

v FADD

   207            C698         DOHH-2      CMLT-1   KARPAS-299   U937

                                       

v p55/54 Procasp-8

B

A
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   207            C698         DOHH-2      CMLT-1   KARPAS-299   U937

                                  

v p32 Procasp-3

Abbildung 15: Westernblotanalyse der Zelllinien 207, C698, DOHH-2, CMLT-1,
KARPAS-299 und U937 für die Grundrate der Expression für
A: FADD
B: Caspase-8
C: Caspase-3

4.3   Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung

in Lymphomzellen

Anschließend wurde die Wirkung von ionisierender Strahlung auf Lymphomzellen

untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit 10 Gy bestrahlt und mittels TMRE-

Färbung der Zusammenbruch des mitochondrialen Potentials ∆Ψm zum Nachweis

der Apoptoseinduktion im Durchflusszytometer erfasst. Als Kontrolle dienten die

unbestrahlten Lymphomzellen.

In Abbildung 16 sind zwei erhaltene Punktwolken (Dotplots) dargestellt. Jeder

Punkt entspricht einem Fluoreszenzereignis, was in der Regel einer Zelle ent-

spricht. Die apoptotischen Zellen wurden markiert und deren Anteil an der Ge-

samtzellzahl ermittelt. Durch die Messung der unbehandelten Kontrollen wird die

Spontanapoptose ermittelt. Wird diese von der Apoptoserate der behandelten

Zellen abgezogen, erhält man die spezifische Apoptose. Die Zellen wurden mit ca.

1-2 x 106 Zellen/ml ausgesät, um die unerwünschte Spontanapoptose so gering

wie möglich zu halten.

C
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Abbildung 16: Zwei exemplarische Dotplots; Zelllinie 207
links: Die Kontrolle (unbehandelt) zeigt die Spontanapoptose
rechts: 48 Stunden nach Behandlung mit 100 ng/ml TRAIL

Um zu bestätigen, dass es sich bei den FACS-Messungen tatsächlich um

Apoptose handelt, wurden in Vorversuchen die Ergebnisse der Durchflusszyto-

metrie mittels Kernfärbung mit dem Farbstoff Hoechst 33342 überprüft. Dabei

wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop apoptotische von nekrotischen Kernen

differenziert und mit den Ergebnissen der FACS-Analyse verglichen. Es zeigte

sich tatsächlich, dass diese beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse erzielen.

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt. Abbildung 17 zeigt die

statistische Auswertung der erhaltenen Daten.

48 Stunden nach Bestrahlung mit 10 Gray wird eine Apoptoserate von 25 % bei

U937 und 54 % bei 207 erreicht. CMLT-1 reagiert nur mit 45 % Apoptose, DOHH-

2 mit 43 %, KARPAS-299 mit 16 % und C698 mit 6 %.
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Abbildung 17: Zeitabhängige Apoptoseinduktion durch ionisierende Strahlung mit
10 Gray in Lymphomzellen bis 48 Stunden; die Balken stellen die Standard-
abweichung dar (n=3).
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4.4  Apoptoseinduktion durch TRAIL in Lymphomzellen

Zur Apoptoseinduktion durch TRAIL wurden die Zellen mit 100 ng/ml TRAIL stimu-

liert und die Apoptose mit dem Durchflusszytometer bestimmt. Eine höhere TRAIL-

Dosis als 100 ng/ml führt zu keiner Apoptoseverstärkung (nicht dargestellt). Nach

einer 15-minütigen Inkubation wurde den behandelten Zellen ein monoklonaler

FLAG-TAG-Antikörper (Enhancer) in einer Konzentration von

1 µg/ml zugesetzt. Dadurch werden die gebundenen TRAIL-Monomere zu Dime-

ren kreuzvernetzt und die Wirkung des TRAILs erhöht sich.

In Abbildung 18 ist die zeitabhängige Induktion von Apoptose in den verschiede-

nen Lymphomzelllinien dargestellt.

Stimulierung der Zellen mit 100 ng/ml TRAIL führt bei U937 zu einer Apoptoserate

von 63 % und bei 207 von 59 % nach 48 Stunden. C698, DOHH-2 und KARPAS-

299 zeigen keinerlei Reaktion auf die TRAIL-Behandlung, die Apoptoserate von

CMLT-1 beträgt nur 2 %.
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Abbildung 18: zeitabhängige TRAIL-induzierte Apoptose in Lymphomzellen bis 48 Stun-
den; die Balken stellen die Standardabweichung dar (n=3).
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4.5   PARP-Aktivierung durch ionisierende Strahlung

in Lymphomzellen

Mittels Westernblot bestätigte sich biochemisch die im Durchflusszytometer er-

mittelte, durch Bestrahlung induzierte Apoptose. PARP, ein Substrat der Effektor-

Caspase-3, ein Marker der gemeinsamen Endstrecke des Zelltodrezeptor-

vermittelten und bestrahlungsinduzierten Apoptoseweges ist dafür besonders gut

geeignet.

207, C698, DOHH-2, CMLT-1, KARPAS-299 und U937 wurden mit 10 Gy be-

strahlt, nach 12, 24 und 48 Stunden erfolgte die Herstellung der Zelllysate und an-

schließend die elektrophoretische Auftrennung.

Abbildung 19 zeigt die erhaltenen Westernblots. Zu erkennen sind die inaktive

PARP und die durch PARP-Spaltung entstandenen aktiven PARP-Untereinheiten.

Die PARP-Aktivität lässt sich entweder durch Intensitätsabnahme der inaktiven

Pro-Form oder durch Zunahme der Intensität der aktiven PARP-Spaltprodukte im

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen nachweisen.

U937

Kontrolle     12 h    24 h    48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

207

Kontrolle   12 h    24 h    48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

CMLT-1

Kontrolle     12 h    24 h    48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

DOHH-2

Kontrolle     12 h    24 h    48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

KARPAS-299

Kontrolle  12 h    24 h     48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

C698

Kontrolle   12 h    24 h    48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

Abbildung 19: Aktivierung von PARP durch Bestrahlung mit 10 Gy in Lymphomzellen.
(Kontrolle = unbehandelte Zellen)
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4.6  PARP-Aktivierung durch TRAIL in Lymphomzellen

Auch bei der Aktivierung von PARP durch TRAIL erfolgte ein biochemischer

Nachweis der im Durchflusszytometer ermittelten Todesrezeptor-vermittelten A-

poptose. Die Zellen wurden mit 100 ng/ml TRAIL und 1 µg/ml Enhancer stimuliert

und nach Gewinnung der Zelllysate nach 12, 24 und 48 Stunden

elektrophoretisch aufgetrennt.

In Abbildung 20 sind die hierbei erhaltenen Westernblots dargestellt.

U937

Kontrolle     12 h    24 h    48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

207

Kontrolle     12 h    24 h    48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

CMLT-1

Kontrolle    12 h    24 h     48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

DOHH-2

Kontrolle    12 h    24 h    48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

KARPAS-299

Kontrolle   12 h    24 h      48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

C698

Kontrolle  12 h    24 h     48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

Abbildung 20: Aktivierung von PARP durch Stimulation mit 100 ng/ml TRAIL
(Kontrollen = unbehandelte Zellen)

U937 zeigt erst 48 Stunden nach Bestrahlung eine geringe PARP-Aktivierung, bei

TRAIL-Stimulierung erkennt man eine deutliche Aktivitätszunahme bis zum Sig-

nalmaximum nach 48 Stunden.

Bei 207 erkennt man eine deutliche PARP-Aktivierung sowohl 12 Stunden nach
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Bestrahlung als auch nach Behandlung mit TRAIL, wobei im zweiten Fall das Sig-

nal deutlich stärker als nach Bestrahlung ist.

CMLT-1 zeigt ein deutliches Signal 48 Stunden nach Bestrahlung, durch TRAIL

wird PARP nicht aktiviert.

KARPAS-299 zeigt eine starke PARP-Aktivierung 48 Stunden nach Bestrahlung.

Durch TRAIL kommt es zu keiner Aktivitätszunahme, was sich auch bei DOHH-2

beobachten lässt.

C698 zeigt selbst nach 48 Stunden bei beiden Behandlungen keinerlei PARP-

Aktivierung.

4.7   Kombinationswirkung von ionisierender Strahlung und

TRAIL in Lymphomzellen

Die Apoptoseinduktion über Todesrezeptoren und Bestrahlung laufen über ge-

trennte Wege, die sich teilweise überlappen. Daher stand beim weiteren Vorge-

hen der Untersuchung im Mittelpunkt, ob eine Kombination von Bestrahlung und

TRAIL zu einer Erhöhung der Apoptoserate führt. Dazu wurden die Zellen mit 10

Gy und 100 ng/ml TRAIL simultan behandelt. Auf eine sequentielle Applikation der

ionisierenden Strahlung im Sinne einer Vorbestrahlung wurde verzichtet, da Vor-

versuche zu dieser Arbeit keinen zusätzlichen Effekt zeigten. Nach 12, 24, 36 und

48 Stunden wurde die Apoptoserate durchflusszytometrisch bestimmt und mittels

Westernblot-Technik die Aktivität von PARP als gemeinsame Endstrecke beider

Apoptosewege biochemisch bestätigt. Die Zelllysate wurden nach 12, 24, 36 und

48 Stunden hergestellt.

Abbildung 21 zeigt die durchflusszytometrisch bestimmte Apoptoserate, in Abbil-

dung 22 sind die entsprechenden Westernblots dargestellt.
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Abbildung 21: Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch simultane Stimulation
mit 100 ng/ml TRAIL und 10 Gy im Durchflusszytometer gemessen (n=3).
Die Balken stellen die Standardabweichung dar.
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U937

Kontrolle     12 h     24 h    48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

207

Kontrolle     12 h    24 h    48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

CMLT-1

Kontrolle    12 h    24 h     48
h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

DOHH-2
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vv p118 PARP
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KARPAS-299

Kontrolle  12 h    24 h      48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

C698

Kontrolle  12 h     24 h     48 h

vv p118 PARP

tt p85 PARP

Abbildung 22: Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch simultane Stimulation
mit 100 ng/ml TRAIL und 10 Gy.
(Kontrollen = unbehandelte Zellen)

Wie Abbildung 21 zeigt, führt die Kombination von TRAIL und Bestrahlung bei 207

zu einer erhöhten Apoptoserate von 84 % im Vergleich zur Behandlung mit nur

einem Apoptosestimulus, bei der RT und TRAIL 54 % bzw. 59 % erzielten.

Ebenfalls bei U937 wird eine erhöhte Apoptoserate von 76 % (RT: 25 %, TRAIL:

62 %) erreicht.

CMLT-1 erreicht eine Apoptoserate von 63 % (RT: 44 %, TRAIL: 3 %) nach si-

multaner Kombination.

C698 reagiert auch bei einer Kombinationsbehandlung nur mit 6 % Apoptose (RT:

6 %, TRAIL: 0 %) .

KARPAS-299 ändert seine Apoptoserate mit 20 % (RT: 16 %, TRAIL: 0 %) kaum

und bei DOHH-2 führt die Kombination beider Stimuli sogar zu einer Verringerung

der Apoptoserate auf 37 % (RT: 43 %, TRAIL: 0 %) .
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In den entsprechenden Westernblots der Abbildung 22 ist ein maximales PARP-

Signal bei den Zelllinien 207 und U937 48 Stunden nach Kombinationsbehandlung

zu erkennen. C698 zeigt auch nach 48 Stunden keinerlei Reaktion hinsichtlich der

PARP-Spaltung.

CMLT-1 zeigt eine deutliche PARP-Aktivierung nach der kombinierten Stimulation.

Besonders 48 Stunden nach der simultanen Kombinationsbehandlung ist bei

KARPAS-299 eine deutliche PARP-Spaltung zu erkennen.

Das PARP-Signal von DOHH-2 ist nach alleiniger Bestrahlung stärker als nach

Stimulierung mit TRAIL und 10 Gray.

In Tabelle 6 ist die Apoptoserate einer Kombinationsbehandlung in den verschie-

denen Zelllinien dargestellt.

Tabelle 6: Effekt der simultanen Kombinationsbehandlung in Lymphomzellen
(Werte in % Apoptose ± Standardabweichung)

RT 10 Gy
24 h

RT 10 Gy
48 h

TRAIL
24 h

TRAIL
48 h

Kombi
24 h

Kombi
48 h

U937 8   ±  1 25   ±  5 41   ±  9 62   ±  9 53   ±  8 75   ± 12

207 28   ± 10 54   ±  9 45   ±  9 59   ± 10 73   ±  7 84   ±  4

CMLT-1 27   ± 22 44   ± 21 4   ±  2 3   ±  4 40   ± 17 63   ±  9

KARPAS-299 5   ±  1 16   ±  2 1   ±  3 0   ±  0 14   ±  0 20   ±  1

DOHH-2 16   ±  0 43   ±  5 0   ±  1 0   ±  2 13   ±  1 38   ± 10

C698 3   ±  0 6   ±  0 1   ±  0 0   ±  0 4   ±  1 6   ±  0

Besonders effektiv ist eine Kombinationsbehandlung nur bei CMLT-1. U937, 207

und KARPAS-299 weisen einen additiven Effekt auf, während DOHH-2 und C698

lediglich auf Bestrahlung reagieren.
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Abbildung 23: Apoptoserate in verschiedenen Lymphomzelllinien nach Bestrahlung
mit 10 Gy bzw. nach Stimulation mit 100 ng/ml TRAIL.
(Vereinfachte Darstellung ohne Standardabweichung;
 Werte für Standardabweichung siehe Tabelle 6)
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Abbildung 24: Simultane Stimulation der Lymphomzellen mit 100 ng/ml TRAIL
und 10 Gy Bestrahlung.
(Vereinfachte Darstellung ohne Standardabweichung;
 Werte für Standardabweichung siehe Tabelle 6)
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5.  Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass aufgrund unter-

schiedlicher Signaltransduktionswege nach Bestrahlung oder TRAIL-Behandlung

nicht alle Lymphomzelllinien gleich sensibel auf TRAIL bzw. Bestrahlung reagieren.

Während U937 und 207 eine hohe Apoptoserate nach TRAIL-Behandlung mit ei-

nem Apoptosemaximum nach 48 Stunden zeigen, entziehen sich C698, DOHH-2

und KARPAS-299 der TRAIL-vermittelten Apoptose völlig. CMLT-1 zeigt fast kei-

ne Apoptose nach TRAIL-Stimulation (4 %), wohl aber nach Bestrahlung mit 10

Gray nach 48 Stunden (44 %). Interessanter Weise ist dies die einzige Zelllinie,

die einen mehr als additiven Effekt bezüglich Appoptoseinduktion nach Simultan-

behandlung (63 %) aufweist.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich nicht alle Lymphomzellen durch TRAIL abtöten

lassen. Diese unterschiedlichen Apoptoseraten sind nicht durch ein Fehlen der

agonistischen TRAIL-Rezeptoren an der Zelloberfläche oder von

Caspase-8, -3 und FADD zu erklären, da alle Zelllinien zumindest einen agonisti-

schen TRAIL-Rezeptor exprimieren (siehe auch Kapitel 4.1). Ferner kann aufge-

zeigt werden, dass auch in primär sensiblen Zelllinien TRAIL-resistente Zellen vor-

handen sind.

Anders verhält es sich mit den Apoptoseraten nach Bestrahlung in denselben Zell-

linien: 207, DOHH-2 und CMLT-1 zeigen die höchste Apoptoserate, U937 und

KARPAS-299 reagieren kaum und C698 ist völlig resistent gegenüber Bestrah-

lung.

TRAIL-vermittelte Apoptose und bestrahlungsinduzierte Apoptose laufen über un-

terschiedliche Wege wie in Kapitel 1.5 bereits beschrieben.

Stress-induzierte Apoptose wird vor allem über den mitochondrialen Weg und ei-

ne Cytochrom-c-Freisetzung vermittelt. Anschließend werden Caspase-9 und die

folgende Caspasenkaskade aktiviert. Caspase-8 ist für den bestrahlungsindu-



Dissertation von Angeliki Anastasakis Seite 57

Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch TRAIL und Bestrahlung Diskussion

zierten Zelltod nicht unbedingt erforderlich. TRAIL-vermittelte Apoptose führt hin-

gegen vor allem zu einer direkten Aktivierung von Caspase-8 und der folgenden

Caspasenkaskade. Die unterschiedlichen Wege der Aktivierung des apoptoti-

schen Programms durch bestimmte Stressoren oder durch TRAIL erklären auch

die Tatsache, warum dieselbe Zelllinie auf Bestrahlung oder rezeptorvermittelte

Apoptose unterschiedlich reagiert.

Mit einer kombinierten Behandlung wurde untersucht, ob eine Kombination beider

Stimuli, also Bestrahlung und TRAIL, zu erhöhten Apoptoseraten über die Aktivie-

rung beider Apoptosewege führt.

Sowohl in der Durchflusszytometrie als auch im Westernblot sind bei 207, U937

und vor allem CMLT-1 eine deutlich erhöhte Apoptoserate zu erkennen, bei KAR-

PAS-299 ändert sich die Apoptoserate nur minimal und C698 zeigt selbst bei

kombinierter Behandlung keinerlei Apoptose. Bei DOHH-2 ist sogar eine Verrin-

gerung der Apoptoserate als nach alleiniger Bestrahlung nachweisbar.

5.1  Wirkungsweise von TRAIL

Die Bindung von TRAIL führt ähnlich wie bei CD95 zu einer Trimerisierung des

Rezeptors. Nach der anschließenden Bindung von FADD wird Procaspase-8 au-

toproteolytisch aktiviert. Nun erfolgt die weitere proteolytische Aktivierung der

Caspasenkaskade (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Modell der beiden Apoptosewege (nach Marini, Belka 2003)

Caspase-8 galt als essentiell für die TRAIL-vermittelte Apoptose. Fehlt der

T-Lymphomzelllinie Jurkat Caspase-8, werden die Zellen resistent gegenüber

Fas-induzierter Apoptose.(75) Allerdings zeigte sich in nachfolgenden Untersu-

chungen, dass in Caspase-8-defizienten T-Zellen Apoptose möglich ist, wenn

auch deutlich zeitverzögert. Dies ist möglicherweise auf die Aktivierung der alter-

nativen Initiatorcaspase-10 zurückzuführen, die ähnlich wie die Caspase-8 aufge-

baut ist.(76)

Vorübergehend war die Rolle von FADD als Adapterprotein in der TRAIL-

vermittelten Apoptose unklar. Yeh et al. berichteten über Zellreihen, in denen die

Apoptose durch dominant negatives FADD blockiert wurde, während in

Fibroblasten von FADD-negativen Mäusen eine Überexpression von TRAIL-R1

zur Induktion von Apoptose führte.(77)
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Derzeit ist davon auszugehen, dass FADD das einzige Adapterprotein

darstellt. (78),(79)

Im Westernblot in der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass alle sechs verwen-

deten Lymphomzelllinien sowohl Caspase-8 als auch das Adapterprotein FADD

exprimieren, so dass fehlendes FADD nicht als Ursache der TRAIL-Resistenz von

DOHH-2, C698, CMLT-1 und KARPAS-299 in Frage kommt. Ferner wurde nach-

gewiesen, dass auf allen untersuchten Zellen entweder TRAIL-R1 oder TRAIL-R2

oder beide Rezeptoren auf der Zelloberfläche vorhanden sind.

Ebenfalls konnte eine Expression von Pro-Caspase-3 in den unbehandelten Zellen

im Westernblot abgeleitet werden.

Wie bereits in Kapitel 1.5 dargestellt und in Vorversuchen nachgewiesen, gibt es

neben dem Rezeptor-vermittelten einen zweiten mitochondrialen Weg, den we-

sentlichen Apoptose-Weg nach zellulärem Stress, der nach TRAIL-Stimulation

lediglich der Verstärkung dient. Nach Behandlung mit TRAIL kommt es nach Bid-

Spaltung zur Induktion sowohl des Zelltodrezeptor-vermittelten als auch des mito-

chondrialen Weges. Beide Wege münden in die Aktivierung der proteolytischen

Caspasenkaskade. Insbesondere die Spaltung von Caspase-3 stellt einen

Schlüsselschritt als gemeinsame „Einmündungsstelle“ beider Wege dar (Abbil-

dung 10, siehe auch Kapitel 1.5).

Im Westernblot wurde eine Spaltung von PARP (ein Substrat der Caspase-3 und

Endpunktmarker der Apoptoseinduktion durch beide Wege) nachgewiesen.

PARP wird zum Beispiel in der TRAIL- und RT-resistenten Zelllinie C698 nicht, in

der RT-sensiblen CMLT-1-Linie nur nach Bestrahlung oder kombinierter Stimulati-

on gespalten. 207 und U937 zeigen sowohl nach alleiniger Stimulation mit TRAIL

oder Bestrahlung als auch nach kombinierter Behandlung eine PARP-Spaltung. Je

stärker die Apoptoserate, desto stärker ist die PARP-Spaltung. Man muss somit

davon ausgehen, dass PARP einen entscheidenden sensitiven Parameter der

Ausführung der Apoptose in den Zelllinien darstellt. Die Spaltung von PARP zu

89kDa zeigt deutlich, dass es sich hierbei tatsächlich um Apoptose handelt und
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nicht um Nekrose, bei der nur größere und kleinere Fragmente nachweisbar

sind.(80)

Neben der Induktion von Apoptose durch Caspasenspaltung führt TRAIL zur Akti-

vierung von spezifischen Kinasen in Lymphomzellen.(81) Hierbei handelt es sich um

eine Gruppe von Proteinkinasen (SAPK, JNK), die durch Stress (toxische Sub-

stanzen, Bestrahlung) aktiviert wird und Apoptose bewirkt. Innerhalb der Kaskade

aktivieren sich die Kinasen gegenseitig und leiten das apoptotische Signal in den

Zellkern. In menschlichen Lymphomzellen sind FADD und Caspasen ebenfalls für

diesen Weg erforderlich,(82) wogegen eine Caspasen- und FADD-unabhängige

Aktivierung nach TRAIL-Stimulation in anderen Zelllinien nachgewiesen wurde.(83)

Allerdings zeigte sich auch, dass alleinige Aktivierung des JNK/SAPK-Systems

nicht in der Lage ist, nach TRAIL-Stimulation in FADD-negativen Zellen Apoptose

auszulösen.(84) Daher bleibt weiterhin unklar, inwieweit die TRAIL-vermittelte Akti-

vierung des JNK/SAPK-Systems unterstützend auf die zelltodvermittelte Apoptose

durch Caspasen-Aktivierung wirkt. Verheij et al. beschreiben neben TRAIL zahlrei-

che weitere Faktoren, die zu einer Aktivierung des JNK/SAPK-Systems führen.

Dazu gehört auch Ceramid, das durch ionisierende Strahlung aus Sphingomyelin

entsteht. Es besteht somit die Möglichkeit, dass durch TRAIL-vermittelte Aktivie-

rung der Stress-Kinasefamilie der Zelltod durch ionisierende Strahlung verstärkt

wird.

Ferner führt TRAIL neben der Induktion von Apoptose zur Aktivierung des anti-

apoptotischen Transkriptionsfaktors NFκB(85) über TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (siehe

Kapitel 1.5.2.2).(86) Nach Bindung von TRAIL an den TRAIL-Rezeptor kommt es

über die Adapterproteine RIP,(87) TRAF-2 (Tumor necrosis factor receptor-

associated factor)(88) und c-E10,(89) das an den TRAIL-Rezeptor 1 (DR4) über

TRADD bindet, zur Aktivierung der Kinase NAK(90) (NF-kappaB-activating kinase).

Die durch NAK aktivierte IκB-Kinase besteht aus den drei Untereinheiten IK-

Kalpha, IKKbeta und IKKgamma, wobei die beiden erstgenannten zur Interaktion

mit TRAF-2 notwendig sind.(91) IκB phosphoryliert den NFκB-Inhibitor IκB, der nun

dem Abbau durch Ubiquitin zugänglich wird.(92) NFκB wird freigegeben und trans-
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loziert in den Kern.(93) FADD und Procaspase-8 sind notwendig zur rezeptorver-

mittelten NFκB-Aktivierung, während Caspase-8 durch Proteolyse von NAK diese

herunterregulieren kann.(94) Jeremias et al. konnten zeigen, dass die Hemmung

der TRAIL-vermittelten NF-κB-Aktivierung die Zellen sensibler für TRAIL-

vermittelte Apoptose macht.(92) Dies erklärt jedoch nicht, warum es in Zellen zu

unterschiedlicher NFκB-Aktivierung und damit zu unterschiedlicher Resistenz

kommt. Einen möglichen Erklärungsansatz lieferten Kothny-Wilkes et al. In Kerati-

nozyten konnte gezeigt werden, dass NFκB nach Stimulation mit dem Zytokin In-

terleukin-1 (IL-1) auf TRAIL-Rezeptor unabhängige Weise aktiviert wird und die

Zellen dadurch vor TRAIL-vermittelter Apoptose schützt. Kothny-Wilkes et al..

postulieren, dass manche Tumoren IL-1 sezernieren und sich durch diesen Me-

chanismus der Apoptose entziehen.(118)
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5.2  Veränderungen der TRAIL-Sensibilität

Die meisten gesunden Gewebe zeigen eine natürliche TRAIL-Resistenz, aber

auch einige Tumoren entgehen der Apoptose nach TRAIL-Stimulation. Es gibt

verschiedene Möglichkeiten, wie die Zellen sich der Apoptose durch TRAIL ent-

ziehen.

Ein Erklärungsmodell greift die unterschiedlichen TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1

(DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1/TRID) und TRAIL-R4 (DcR2) auf. So-

wohl TRAIL-R1 als auch TRAIL-R2 induzieren offensichtlich Apoptose.(95) Die R1-

negativen FaDu-Nasopharyngeal-Carcinom-Zellen sind TRAIL-resistent.(96) Die

sogenannten Decoy-Rezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 dagegen besitzen keine

zytoplasmatische Domäne. Sie kompetieren mit TRAIL-R1 und TRAIL-R2 um die

TRAIL-Bindung und verhindern somit die Induktion von Apoptose.(97) Obwohl alle

von uns untersuchten Lymphomzellen TRAIL-R1 und TRAIL-R2 exprimieren, sind

nicht alle sensibel auf TRAIL, was durch das Vorhandensein von Decoy-

Rezeptoren erklärt werden könnte.

Gegen dieses Modell spricht, dass auch TRAIL-sensibles Hirngewebe Decoy-

Rezeptoren exprimiert.(98) Bestimmte Zelllinien bei Autoimmunkrankheiten wie

Multiple Sklerose sind TRAIL-resistent unabhängig von der TRAIL-R3-und TRAIL-

R4-Expression und auch eine erhöhte TRAIL-R1- und TRAIL-R2-Expression führt

nicht zu einer erhöhten TRAIL-Sensibilität in diesen Zellen.(99) Die meisten Mela-

nomzellen zeigen eine hohe Korrelation zwischen der Apoptoserate und der Ex-

pression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2, ein geringer Anteil allerdings ist TRAIL-

resistent, obwohl er keine Decoy-Rezeptoren besitzt,(100) bzw. ist TRAIL-sensibel

trotz vorhandener Decoy-Rezeptoren. Mikroskopisch wurde eine falsche Lokalisa-

tion der Decoy-Rezeptoren als mögliche Ursache der fehlenden Korrelation fest-

gestellt: Nach TRAIL-Stimulation wandern TRAIL-R1 und TRAIL-R2 aus dem Gol-

gi-Apparat in die Endosomen und signalisieren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 die

Wanderung vom Kern ins Zytoplasma und zur Zellmembran. Eine „falsche Positio-
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nierung“ der Decoy-Rezeptoren führt zum Verlust der Hemmung der Apoptosein-

duktion.(101)

Da sich durch die vorhandenen TRAIL-Rezeptoren allein die unterschiedliche An-

sprechbarkeit der Zellen auf TRAIL nicht erklären lässt, müssen auch andere

Faktoren eine Rolle in der Entwicklung einer TRAIL-Resistenz spielen.

Die TRAIL-R1- und TRAIL-R2-vermittelte Apoptose ist FADD-abhängig.(102) Mäuse,

denen FADD fehlt, zeigen keine Apoptose nach TRAIL-Stimulation.(103)

Die für diese Arbeit verwendeten Lymphomzellen exprimieren FADD.

Wie bereits unter Kapitel 5.1 erwähnt, wird nach TRAIL-Stimulation das anti-

apoptotische NFκB aktiviert.(104) Dieses bewirkt die Transkription anti-

apoptotischer Gene wie A20 oder Mitglieder der IAP-Familie, die wiederum die

Apoptose über eine Hemmung bestimmter Caspasen verhindern.(105) Eine unter-

schiedliche Aktivierung der an der NFκB-Stimulation beteiligten Faktoren wie NAK

oder IκB oder von NFκB selbst spielen somit eine entscheidende Rolle in der Ent-

stehung von Lymphomen(106) durch Ausbildung einer Resistenz gegenüber TRAIL.

Wird NFκB in B-Lymphomzellen(107) und Brustkrebszellen(108) gehemmt, kommt es

zur Erhöhung der Apoptoserate nach TRAIL-Stimulation.(109) Gegen dieses Modell

spricht die Tatsache, dass eine NFκB-Aktivierung sowohl über die Decoyrezepto-

ren als auch über TRAIL-R1 und TRAIL-R2 erfolgt.(110) Unklar bleibt auch, warum

es zur unterschiedlichen Aktivierung von NFκB in den Zellen kommt. Auch IL-1 wird

als Aktivator von NFκB beschrieben, so dass manche Tumoren sich durch IL-1-

Sezernierung unabhängig von TRAIL vor der TRAIL-vermittelten Apoptose schüt-

zen könnten.(111)

Hu et al. postulieren aber, dass die NFκB-Aktivierung allein nicht ausreichend ist,

um TRAIL-vermittelte Apoptose zu verhindern.(112)

Somit muss es noch weitere Einflüsse bei der Entwicklung der TRAIL-Resistenz

geben. Man entdeckte die sogenannten FLIP’s (FLICE-inhibitory proteins), die

durch kompetitive Hemmung von Caspase-8, -3 und FADD durch eine fehlende

Cysteindomäne die TRAIL-induzierte Apoptose verhindern.(113) Leverkus et al.
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konnten nachweisen, dass nach Transfektion eines FLIP-Vektors primär sensible

Keratinozyten TRAIL-resistent werden und eine Hemmung der FLIPs mit Cyclohe-

ximid oder Actinomycin D die TRAIL-Sensibilität enorm erhöht.(114) Virale FLIPs

können auch den NFκB-Weg beeinflussen durch Interaktion mit TRAF, RIP, NAK

und IκB.(115) Clodi et al. jedoch fanden keine Korrelation zwischen der FLIP-

Expression und der TRAIL-Sensibilität in B-Zell-Leukämiezellen.(116)

5.3  Veränderungen der Sensibilität auf Bestrahlung

Eine entscheidende Rolle im mitochondrialen Apoptoseweg spielen die pro- und

anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine. In Vorversuchen mit Jurkat-Zellen wurde ge-

zeigt, dass eine Überexpression von Bcl-2 sowohl die bestrahlungsinduzierte A-

poptose als auch die mitochondriale Depolarisation fast vollständig hemmt, im

Gegensatz zu den Bcl-2-negativen Kontrollzellen. Eine Überexpression von

Bcl-2 in Lymphomzellen macht diese nicht nur strahlenresistent sondern ver-

schlechtert zusätzlich die Prognose der Erkrankung enorm.

Bedeutend ist auch der Einfluss von p53 auf die bestrahlungsinduzierte Apoptose.

Der Tumorsuppressor p53 aktiviert das pro-apoptotische Bax-Protein und setzt

dadurch den mitochondrialen Apoptoseweg durch ionisierende Strahlung in Gang.

Zusätzlich reguliert p53 die Expression des anti-apoptotischen Bcl-xL, dessen Ak-

tivierung p53-abhängig ist und die Zelle vor der p53-induzierten

Apoptose schützen kann.(117)

5.4   Klinische Bedeutung der Wirkung von TRAIL, Bestrah-

lung und der Kombination beider Behandlungsmethoden

TRAIL stellt einen vielversprechenden Ansatz in zukünftigen Therapiekonzepten

dar, denn es induziert Apoptose in einem weiten Spektrum von menschlichen Car-

cinomzellen ohne relevante Schädigung des Normalgewebes. Ashkenazi et al. und
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Walczak et al. zeigen, dass die alleinige TRAIL-Gabe im Affenmodell und in der

Maus im Gegensatz zu FasL- und TNFα-Injektionen zu keiner Toxizität im Sinne

von Leberzelldegeneration oder septischen Schock führt. Dagegen bewirkt TRAIL

in soliden menschlichen Tumoren im Mausmodell sowohl die Induktion von Apop-

tose, Tumorsuppression als auch eine Verlängerung der Lebenserwartung. Bei

kleinen Tumoren unterhalb der Größe von 4mm konnte sogar eine vollständige

Heilung erzielt werden.(118),(119)

Leider kommt es in größeren Tumoren trotz in vitro nachgewiesener TRAIL-

Sensibilität zum Rezidiv in den behandelten Tieren. Die Feststellung, dass TRAIL

in isolierten menschlichen Leberzellen (nicht aber im Lebergewebe von Affe und

Maus) in vivo Apoptose induziert und somit lebertoxisch für den Menschen sein

könnte, erschütterte kurzfristig den Enthusiasmus gegenüber TRAIL.(120),(121) Aller-

dings zeigten Saiura und Lawrence, dass verschiedene rekombinante TRAIL-

Versionen eine sehr unterschiedliche Zelltoxizität besitzen.(122) Es wurde ein re-

kombinantes TRAIL.0 entwickelt, das selbst bei einer Konzentration von 100 µg/ml

nur minimale apoptotische Veränderungen in isolierten menschlichen Hepatozyten

zeigt.(123) Intravenöse Injektionen im Affen wurden gut toleriert: Körpergewicht, Er-

nährungsweise, Gerinnungsparameter, Leber- und Urinanalyse, Leberenzyme,

Bilirubin, Albumin und die Histologie aller großen Organe waren völlig normal.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch TRAIL bei kleineren

TRAIL-sensitiven Malignomen eine Heilung und bei größeren Tumoren lediglich

eine Wachstumsverzögerung bewirkt werden kann. Eine alleinige Anwendung von

TRAIL scheint daher nicht ausreichend, da in jedem TRAIL-sensiblen Gewebe

auch resistente Zellen vorhanden zu sein scheinen oder TRAIL nicht bis in die

schlecht durchbluteten Gebiete größerer Tumoren gelangt.

Eine alleinige Behandlung mit ionisierender Strahlung ist ebenfalls limitiert: Je hö-

her die gewählte Strahlendosis ist, desto größer ist die Aussicht auf Heilung.

Desto höher wird aber auch das Risiko, die Normalgewebstoleranz zu über-

schreiten und das gesunde Gewebe zu schädigen.
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In den diese Arbeit begleitenden Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine

Kombination ionisierender Strahlung und TRAIL in den Zelllinien U937, 207 und

CMLT-1 zu additiven und wahrscheinlich bei CMLT-1 auch zu synergistischen A-

poptoseeffekten führt. Somit kann der gleiche Therapieerfolg mit einer niedrigeren

Strahlendosis erreicht werden bei simultaner Stimulation mit TRAIL, ohne die

Normalgewebstoleranzen zu überschreiten. Auch Apoptoseresistenzen zum Bei-

spiel durch p53-Mutationen oder Bcl-2-Überexpressionen können überwunden

und die Effektivität der Behandlung mit ionisierender Strahlung verbessert werden.
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6.  Zusammenfassung

Die Inzidenz der Leukämien und Lymphome ist mit 30 Fällen auf 100.000 Perso-

nen pro Jahr immer noch sehr hoch. Mit den bisherigen Therapiekonzepten sind

bislang keine befriedigenden Ergebnisse erzielt worden.

Durch Kombination von Bestrahlung mit neuen Behandlungsmethoden können

Resistenzen überwunden und Normalgewebe geschont werden.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit TRAIL, ein neues Mitglied der TNF-

Genfamilie, und Bestrahlung gesondert auf sechs verschiedene Lymphom- und

Leukämiezelllinien untersucht. Beide Behandlungsmethoden führen über

getrennte Wege zum Zusammenbruch des mitochondrialen Potentials ∆Ψm und

zur Aktivierung von Caspase-8, Caspase-3, Bid und PARP in den sensiblen Zellli-

nien.

Es wurde nachgewiesen, dass alle untersuchten Zellen die erforderlichen TRAIL-

Rezeptoren exprimieren. Dennoch wird nur in den Zelllinien 207, U937 und CMLT-

1 durch TRAIL Apoptose in unterschiedlicher Stärke induziert.

Anders verhält es sich bei Bestrahlung. Hier reagieren alle Zelllinien mit Apoptose

in unterschiedlicher Stärke außer C698 mit < 10 %.

Im Westernblot konnten die Ergebnisse mittels PARP-Spaltung korreliert werden.

PARP wird als „gemeinsame Endstrecke“ über beide diskutierten Signaltrans-

duktionswege mittels Caspasen gespalten. Sind die Zelllinien resistent, erfolgt

keine Spaltung.

Diese Resistenzen erschweren die Behandlung im klinischen Alltag und der The-

rapieerfolg bleibt aus. Durch Kombination der beiden Stimuli wurde überprüft, ob

es zu additiven Effekten kommt. Dies konnte bei U937, 207 und CMLT-1 nachge-

wiesen werden.

Die Bestrahlung könnte durch eine Heraufregulation der TRAIL-Rezeptoren zu ei-

ner höheren Apoptoserate nach TRAIL-Behandlung führen. Eine Vorbestrahlung

der Zellen und nachfolgende Stimulation führt gegenüber simultaner Behandlung



Dissertation von Angeliki Anastasakis Seite 68

Apoptoseinduktion in Lymphomzellen durch TRAIL und Bestrahlung Zusammenfassung

mit TRAIL und Bestrahlung zu keiner Steigerung der Apoptoserate.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Kombination von TRAIL und Bestrahlung bei

einigen Leukämie- und Lymphomzelllinien zum verstärkten Zelltod führt. Diese Be-

handlungsweise könnte zur verstärkten Tumorelimination bei besserer Verträglich-

keit führen unter Umgehung der Resistenzmechanismen der einzelnen Zelllinien.

Eine höhere Lebensqualität oder gar eine potentielle Heilung Erkrankter könnte

das Ergebnis sein.

Dieser vielversprechende Ansatz sollte in zukünftigen klinischen Studien überprüft

werden.
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