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2 ABKÜRZUNGEN

2.1 Einheiten
°C Grad Celsius

g Erdbeschleunigung

Gy Gray

kD Kilodalton

min Minuten

MV Megavolt

µF Mikrofarad

U Einheiten (units)

V Volt

2.2 Aminosäuren
A Alanin

D Aspartat

E Glutamat

H Histidin

L Leucin

N Aspargin

T Threonin

V Valin

W Tryptophan

2.3 Weitere Abkürzungen
AA Acrylamid

ADP Adenosindiphosphat

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome

AIF Apoptosis Inducing Factor

ANT Adenin Nucleotid Transporter

AP Alkalische Phosphatase

Apaf-1 Apoptotic Protease Activating Factor 1

APS Amoniumpersulfat

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosintriphosphat

Bad Bcl-xL/Bcl-2-associated Death Promoter

Bak Bcl-2 Antagonist/Killer
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Bax Bcl-2-associated X Protein

Bcl-2 B-cell Lymphoma Gene 2

Bcl-xL Lange Splicevariante des Bcl-x-Gens

Bcl-xS Kurze Splicevariante des Bcl-x-Gens

BH1-4 Bcl-2 Homology Domaine 1-4

Bid BH-3 Interacting Domaine Death Agonist

Bik Bcl-2 Interacting Killer

BIR Baculovirus IAP Repeats

BisAA Bisacrylamid

Blk Bik-like Killer Protein

Bod Bcl-2-related Ovarian Death Gene (auch Bim genannt)

Bok Bcl-2 related Ovarian Killer

BSA Rinderserumalbumin

CAD Caspase Activated DNase

CARD Caspase Recruitment Domaine

CCCP Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon

CD95L, bzw. FasL CD95 Ligand, bzw. Fas Ligand

Ced Caenorhabditis elegans death gene

CsA Cyclosporin A

dATP Deoxy-Adenosintriphosphat

DcR1 bzw. DcR2 Decoy Receptor 1 bzw. 2

DD Death Domaine

DED Death Effector Domaine

DFF45 DNA Fragmentation Factor 45 (auch ICAD genannt)

DIABLO Direct IAP Binding Protein with Low pI

DISC Death Inducing Signalling Complex

DMSO Dimethysulfoxid

DNA Desoxiribonukleinsäure

DP5 Neuronal Death Protein 5 (auch Hrk genannt)

DR Death Receptor (z.B. DR3, DR4, DR5, DR6)

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EGL-1 Egg-laying Defective Gene 1

EGTA Etylenglycol-bis-(β-Aminoethylether)-N,N,N´,N´-Tetraessigsäure

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FADD Fas-associated Protein with Death Domaine

FCS Fötales Kälberserum (Fetal Calf Serum)

FSC Forward Scatter

FLAME-1 FADD-like anti-apoptotic Molecule (auch FLIP oder I-FLICE genannt)

FLICE FADD like ICE
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FLIP FLICE-inhibitoy Protein (auch I-FLICE oder FLAME-1 genannt)

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

Hrk A Product of Harakiri (auch DP5 genannt)

IAP Inhibitor of Apoptosis Protein

ICAD Inhibitor of CAD (auch DFF45 genannt)

ICE Interleukin-1β-converting Enzyme

I-FLICE Inhibitor of FLICE (auch FLIP genannt)

Mcl-1 Myeloid Cell Leukemia Gene 1

MIHA Mammalian IAP Homolog A

MRIT Mach-Related Inducer of Toxicity (auch FLIP genannt)

NAIP Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein

Nbk Natural Born Killer (auch Bik genannt)

NFAT Nuclear Factor of Activated T cells

NF-κB Nuklear Faktor κB, Transkriptionsfaktor

p53AIP1 p53-regulated Apoptosis-Inducing Protein 1

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PARP Poly-(ADP-ribose)-Polymerase

PBS Phosphat Buffered Saline

PI Propidiumiodid

PMSF Phenyl-methyl-sulfonsäurefluorid

Poly-dIdC Poly-deoxy-inosinic-deoxy-cytidylic acid

PT-Pore Permeability Transition Pore

Puma p53 Upregulated Modulator of Apoptosis

RNA Ribonukleinsäure

ROS Reactive Oxygen Species

SDS Natriumdodecylsulfat/Laurylsulfat

SERCA Smooth Endoplasmic Reticulum-associated Calcium ATPase

SF Surviving Fraction (Überlebensfraktion)

Smac Second Mitochondria-derived Activator of Caspase

SSC Sideward Scatter

TBS Tris Buffered Saline

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

TMRE Tetramethylrhodamin-ethylester-perchlorat

TNF Tumornekrosefaktor

TRADD TNF Receptor-associated Protein with Death Domaine

TRAIL TNF-related Apoptosis Inducing Ligand

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

VDAC Voltage Dependent Anion Channel

WGD50 Well Growth Dose 50

XIAP X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein

zVAD-FMK Benzyloxy-valine-alanine-aspartate-O-methyl-fluoromethylketone
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3 EINLEITUNG

3.1 Apoptose: Rolle und Charakterisierung

Die Eliminierung von Zellen ist ein wichtiger Prozess während der embryonalen Ent-

wicklung sowie für die Erhaltung der Gewebshomöostase und der Immuntoleranz.

Dieser physiologische Prozess, der als programmierter Zelltod oder Apoptose be-

zeichnet wird, muss deshalb sehr genau kontrolliert werden. Eine Deregulation des

Zelltods kann zur Entstehung verschiedener Erkrankungen führen. Unter anderem

kann Apoptoseresistenz zur Bildung von Neoplasmen und Autoimmunerkrankungen

führen, wohingegen zu viel Apoptose bei neurodegenerativen Erkrankungen, AIDS

sowie bei anderen viralen und bakteriellen Infektionen beobachtet werden kann.

Bereits zu Beginn der 70-er Jahre wurde eine Form des Zelltods beschrieben, die

sich deutlich von der Nekrose unterscheidet (Kerr, 1971; Kerr, 1972). Für diesen zu-

nächst als „schrumpfende Nekrose“ benannten Vorgang wurde 1972 die Bezeich-

nung „Apoptose“ eingeführt (Kerr et al., 1972).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen dieser morphologischen Änderungen

zeigten, dass es nach der Apoptoseinduktion zur Zellschrumpfung, Chromatinkon-

densation und Bildung sogenannter apoptotischer Bläschen an der brodelnden

Membranoberfläche kommt (Wyllie et al., 1980). Weiterhin konnten molekulare Ände-

rungen in apoptotischen Zellen nachgewiesen werden, die die internukleosomale

DNA-Fragmentierung (Wyllie et al., 1984) und die Umverteilung von Phosphatidylse-

rin von der intrazellulären zur extrazellulären Seite der Plasmamembran einschließen

(Fadok & Henson, 1998). Unlängst wurde außerdem die Schwellung von Mitochon-

drien beschrieben, die zum Platzen der äußeren Mitochondrienmembran unter Frei-

setzung von apoptotischen Proteinen aus dem mitochondrialen Intermembranraum

führt (Vander Heiden et al., 1997).

3.2 Caspasen: die Schlüsselenzyme

Wichtige Rädchen in der apoptotischen Maschinerie sind Caspasen, Cystein-

Proteasen, die ihre Protein-Substrate spezifisch und sehr effizient an der Carboxy-

seite eines Aspartats schneiden. Als erste Cystein-Protease, die essentiell für die
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Eliminierung somatischer Zellen während der Entwicklung des Fadenwurms Caenor-

habditis elegans ist, wurde das Protein Ced-3 beschrieben (Ellis & Horvitz, 1986).

1993 wurde schließlich ICE (Interleukin-1β-converting Enzyme) als erste humanes

Ced-3-Homolog identifiziert und später Caspase-1 genannt (Miura et al., 1993; Yuan

et al., 1993). Bis dato sind 14 mammale Caspasen kloniert worden, zehn humane

und vier weitere murine, die grob nach ihrer Funktion in Cytokin-prozessierende

Caspasen der ICE-Familie (Caspase-1, -4, -5, -11) und apoptotische Caspasen der

Ced-3-Familie zusammengefasst werden (Alnemri et al., 1996; Strasser et al., 2000).

Die in apoptotische Prozesse involvierten Caspasen werden weiterhin in Initiatorcas-

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

einer sehr kurzen Prodomäne (Caspase-3, -6, -7) unterteilt. Die Caspasen -12 bis -

14 weisen eine Homologie zu den Cytokin-prozessierenden Caspasen auf, ihre

Funktion wurde bisher aber nicht genauer untersucht. Jedoch scheint Caspase-12 in

apoptotische Prozesse involviert zu sein, die durch endoplasmatischen Stress her-

vorgerufen werden (Nakagawa et al., 2000). Weiterhin unterscheiden sich die Cas-

pasen in ihrer Präferenz gegenüber einem Tetrapeptid, das sie als Substrat erken-

nen (Margolin et al., 1997; Nicholson & Thornberry, 1997) (siehe Abbildung 1).

Diese Cystein-Proteasen werden in inaktiver Proform als Zymogen mit sehr geringer,

kleine
U ntere inheit

g roße
U ntereinheit

Substrat-
präferenz

D ETD

D EH D

LEH D

LETD

LEN D

D EVD

VEH D
D EVD

W EH D

(W /L)EH D

W EH D

W EH D

(W /L)EH D

W EH D

W EH D

C aspase

C ed-3

2

9

8

10

3

6
7

1

4

11

12

5

13

14

In itiato r-
caspasen

E ffektor-
caspasen

C ytokin -
p rozessierende
C aspasen

DE D DE D

C AR D

C AR D

CA RD

DE D DE D

C AR D

C AR D

Abbildung1: Struktureller Vergleich der Procaspasen und der Caspasensubstratspezifität.
Es sind die humanen Caspasen -1 bis -10, die murinen Caspasen -11 bis -14 sowie das
C.elegans-Homolog Ced-3 gezeigt. Mehrere Caspasen besitzen ein längere Prodomäne: Ced-3
und die Caspasen-2, -9, -1, -4 besitzen eine CARD (Caspase Recruitment Domaine)-Domäne,
Caspasen-8 und -10 eine DED (Death Effector Domaine)-Domäne. (nach Strasser et al., 2000)
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aber detektierbarer intrinsischer Aktivität synthetisiert (Thornberry & Lazebnik, 1998).

Die Procaspase besteht aus einem einzelnen Polypeptidstrang mit einer N-

terminalen Prodomäne, einer intermediären großen und einer C-terminalen kleinen

Untereinheit.  Während der Aktivierung wird dieser Peptidstrang zunächst zwischen

der kleinen und der großen Untereinheit proteolytisch gespalten, bevor die Prodomä-

ne entfernt wird (Nicholson et al., 1995; Wilson et al., 1994). Wie in der Röntgen-

strukturanalyse der Caspasen-1, -3 und -8 bereits gezeigt wurde, besteht die aktive

Caspase aus einem Heterotetramer aus zwei großen und zwei kleinen Untereinhei-

ten mit zwei voneinander unabhängigen katalytischen Zentren (Blanchard et al.,

1999; Mittl et al., 1997; Rotonda et al., 1996; Watt et al., 1999; Wilson et al., 1994).

Die Aktivierung der Initiatorcaspasen erfolgt in der Regel autokatalytisch: nach einem

apoptotischen Stimulus werden hierbei große Proteinkomplexe gebildet, in die die

Procaspase rekrutiert wird. Für ihre Rekrutierung ist die Prodomäne wichtig, über die

die Protease mit verwandten Domänen sogenannter Adapterproteine, die als Brücke

zwischen den Rezeptoren und den Caspasen fungieren, eine homophile Wechsel-

wirkung eingeht (Li et al., 1997; Muzio et al., 1996). Durch die räumliche Nähe dieser

Proteasen kommt es zur gegenseitigen Spaltung (Muzio et al., 1998). Die Effektor-

caspasen werden in der Regel in einer Kaskade durch Initiatorcaspasen aktiviert

(Fernandes-Alnemri et al., 1996; Hirata et al., 1998; Muzio et al., 1997). In einer po-

sitiven Feedback-Schleife kann die Caspasenprozessierung und -aktivierung weiter

beschleunigt werden.

3.3 Caspasensubstrate

Die Identifizierung der Caspasensubstrate ist von zentraler Bedeutung für das Ver-

ständnis des programmierten Zelltods. Um einen effizienten Ablauf des apoptoti-

schen Programms zu garantieren, muss die Zelle zusätzlich daran gehindert werden,

sich weiter zu replizieren und ihre DNA zu reparieren. Eine vollständige Degradie-

rung der Zelle und ihre Markierung ist notwendig für ihre schnelle Beseitigung durch

Phagozyten und Makrophagen. Hierfür ist die Auflösung des Zytoskeletts und Bil-

dung von vesikulären Zellfragmenten sowie die Phosphatidylserinexternalisation von

essentieller Wichtigkeit (Stroh & Schulze-Osthoff, 1998).

Bisher wurden über 60 Proteine beschrieben, die im apoptotischen Verlauf von Cas-

pasen proteolytisch gespalten werden, die Konsequenzen der Spaltung bleiben je-

doch meist im Dunkeln. Während einige Substrate durch Spaltung funktionell inakti-
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viert werden, können andere, oft durch die Entfernung einer inhibitorischen Domäne

aktiviert werden (Stroh & Schulze-Osthoff, 1998). Die Proteolyse der meisten Sub-

strate erfolgt durch Effektorcaspasen (Cohen, 1997; Cryns & Yuan, 1998), doch die

Spaltung des pro-apoptotischen Moleküls Bid durch Caspase-8/FLICE zeigt, dass

auch Initiatorcaspasen auf diese Weise apoptotische Prozesse regulieren können (Li

et al., 1998b; Luo et al., 1998).

Als eines der ersten Caspasensubstrate wurde das DNA-Reparaturenzym PARP, die

Poly-(ADP-ribose)-Polymerase, identifiziert, welche von Caspase-3 geschnitten wird

(Tewari et al., 1995). Die Bedeutung der PARP-Spaltung für die Apoptoseregulation

ist jedoch unklar, da PARP-/--Mäuse keinen veränderten Phänotyp aufweisen, der auf

eine wesentliche Rolle in apoptotischen Prozessen hinweist (Wang et al., 1997). Im

Gegensatz dazu ist die Caspasen-vermittelte Aktivierung der DNase CAD (Caspase-

activated DNase) für die internukleosomale DNA-Fragmentierung von großer Wich-

tigkeit. In intakten Zellen liegt die DNase zytosolisch an ihrem Inhibitor ICAD/DFF45

gebunden vor. Nach einem apoptotischen Stimulus erlaubt die Inhibitorspaltung und -

inaktivierung durch Caspase-3 eine Translokalisation der DNase in den Nukleus, wo

sie die DNA degradiert (Sakahira et al., 1998).

3.4 Apoptotische Signalwege

Der apoptotische Verlauf kann in drei Phasen gegliedert werden: In der Initiati-

onsphase erhält die Zelle ein Signal, das zur Aktivierung des Todesprogramms füh-

ren kann, aber nicht muß. In der Entscheidungsphase überschreiten die Zellen einen

Punkt, ab dem das apoptotische Programm nicht mehr zu stoppen ist. In dieser Pha-

se werden die verschiedenen Signale der pro-apoptotischen und anti-apoptotischen

Faktoren abgewogen, die über das Überleben oder den Tod der Zelle entscheiden.

Wird der Entscheidungspunkt überschritten, von dem an die Zellen zum Sterben be-

stimmt sind, so werden Caspasen aktiviert, die schließlich in der Degradationsphase

die Auflösung der zellulären Strukturen herbeiführen (Slee et al., 1999a).

Zwei Wege führen in die Apoptose: über die Stimulierung der Zelltodrezeptoren mit

ihren physiologischen Liganden (exogener Stimulus) oder nach einem endogenen

Stimulus über den mitochondrialen Weg. Ersterer spielt eine große Rolle bei der Eli-

minierung autoreaktiver sowie aktivierter Lymphozyten (Nagata, 1998; Takahashi et

al., 1994), über letzteren wird Apoptose nach verschiedenen physiologischen und

pathophysiologischen Stimuli kontrolliert, u.a. nach Entzug von Wachstumsfaktoren,
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Hypoxie, Hitzeschock, Exposition gegenüber ionisierender Strahlung und verschie-

denen zytotoxischen Substanzen (Kluck et al., 1997).

3.4.1 Der mitochondriale Weg
Zur Aufklärung des phylogenetisch älteren mitochondrialen Wegs trugen zahlreiche

genetische Studien an C. elegans bei. Während seiner Embryonalentwicklung legt

der Fadenwurm 1090 somatische Zellen an, von denen exakt 131 wieder deletiert

werden (Ellis & Horvitz, 1986). In Mutationsstudien wurden schließlich mehrere als

Ced (C. elegans Death gene) bezeichnete Gene identifiziert, die die Apoptose in C.

elegans steuern. Überexpression oder aktivierende Mutanten von Ced-3 und Ced-4

sowie der funktionelle Verlust von Ced-9 führen zur Beseitigung der besagten 131

Zellen (Hengartner et al., 1992). Weitere Interaktionsstudien zeigten, dass die Re-

krutierung und Aktivierung der Cystein-Protease Ced-3 durch Ced-4 essentiell für die

apoptotische Deletion ist (Chinnaiyan et al., 1997a). Das mitochondrial lokalisierte

anti-apoptotische Protein Ced-9 verhindert durch Bindung an Ced-4 die Interaktion

von Ced-4 mit Ced-3 (Chinnaiyan et al., 1997b; Spector et al., 1997; Wu et al.,

1997a). Ein weiteres Protein Egl-1 (Egg-laying Defective Gene 1) reguliert die

Apoptose in C. elegans, indem es seinerseits mit Ced-9 interagiert, wodurch Ced-4

frei für die Ced-3-Bindung wird (Conradt & Horvitz, 1998).

Ced-9 Egl-1

Ced-4

Ced-3

Apoptose

Bcl-2

Apaf-1

Caspase-9

Apoptose

Bax
Bik

CD95

FADD

Caspase-8

Apoptose

Plasma-
membran

C. elegans Mensch

MitochondriumMitochondrium

Abbildung 2: Apoptotische Signaltranswege in C.elegans und im Menschen.
In C.elegans wird Apoptose immer über den mitochondrialen Weg induziert. Im Menschen ist der
mitochondriale Weg beibehalten worden. Außerdem können Caspasen im Menschen nach Sti-
mulierung von CD95/Fas/APO-1 oder anderen Zelltodrezeptoren direkt am Rezeptorkomplex
aktiviert werden. Die Procaspase-8 wird zum Rezeptorkomplex über das Adaptermolekül FADD
rekrutiert, wo sie anschließend aktiviert wird (nach Adams & Cory, 1998).
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Auf der Suche nach homologen Proteinen in höher entwickelten Organismen wurden

große Molekülfamilien identifiziert, die das Verständnis der Caspasenaktivierung

weiter erschweren. Nach Übertragung dieses Funktionsplans auf den Menschen er-

gibt sich folgendes Bild: nach einer mitochondrialen Schädigung kommt es zur Frei-

setzung apoptotischer Proteine, wie z.B. Cytochrom c, aus dem Intermembranraum

ins Zytosol. Cytochrom c und dATP binden an Apaf-1, das humane Ced-4-Homolog,

und induzieren eine Konformationsänderung dieses Adapterproteins, die zur Demas-

kierung der CARD-Domäne (Caspase Recruitment Domaine) führt. Die zu Ced-3

homologe Procaspase-9, die ebenfalls eine CARD-Domäne besitzt, bindet über die-

se an die CARD-Domäne von Apaf-1 (Li et al., 1997; Zou et al., 1997). Nach Aktivie-

rung von Caspase-9 am oligomeren Initiationskomplex, auch Apoptosom genannt,

kann diese weitere Caspasen in der Kaskade aktivieren (Slee et al., 1999b). Die anti-

apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie (Ced-9-Homologe) sind in der Lage, den

mitochondrialen Schaden sowie die daraus resultierende Cytochrom c-Freisetzung

und Caspasenaktivierung über zum Teil noch unverstandene Wege zu verhindern

(Hengartner & Horvitz, 1994; Kluck et al., 1997).

3.4.2 Die Zelltodrezeptoren
Die Zelltodrezeptoren gehören zur Familie der TNF-Rezeptoren. Diese Zelloberflä-

chenrezeptoren besitzen alle zwei bis sechs extrazelluläre Cystein-reiche Domänen,

über die sie ihre Liganden binden (Smith et al., 1994). Je nach Zelltyp und Abhängig-

keit von co-stimulierenden Signalen können über diese Proteine Signale übermittelt

werden, die zur Proliferation und Differenzierung führen oder über das Überleben

und den Tod der Zelle entscheiden (Ashkenazi & Dixit, 1998; Smith et al., 1994;

Wallach et al., 1998). Weiterhin besitzen die Zelltodrezeptoren eine intrazelluläre

Domäne (DD, Death Domaine), die essentiell für die Übertragung apoptotischer Si-

gnale ist (Itoh & Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993). Die Gruppe der humanen

Zelltodrezeptoren umfasst die Rezeptoren CD95/Fas/APO-1 (Itoh et al., 1991; Oehm

et al., 1992), p55TNF-R1 (Boone et al., 2000; Brockhaus et al., 1990), DR3/APO-

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

1996; Marsters et al., 1996; Screaton et al., 1997), DR4/TRAIL-R1/APO-2 und

DR5/TRAIL-R2/KILLER (Chaudhary et al., 1997; Degli-Esposti et al., 1997b;

MacFarlane et al., 1997; Pan et al., 1997; Walczak et al., 1997; Wu et al., 1997b),

DR6 (Pan et al., 1998a) sowie den Neurotrophinrezeptor p75NTFR (Liepinsh et al.,
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1997). Die Liganden aller Zelltodrezeptoren mit Ausnahme derjenigen, die an

p75NTFR binden, gehören aufgrund ihrer strukturellen Verwandtschaft zu der TNF-

Superfamilie (Ashkenazi & Dixit, 1998; Schulze-Osthoff et al., 1998). Sie werden als

membranverankerte Trimere synthetisiert, können aber auch durch Metalloproteasen

in die lösliche Form überführt werden (McGeehan et al., 1994; Mohler et al., 1994).

Die Bindung der Ligandentrimere an ihren entsprechenden Rezeptor führt wiederum

zu Rezeptortrimerisierung oder -oligomerisierung, die die anschließende Rekrutie-

rung des Adaptermoleküls FADD/MORT-1 (Fas-associated Protein with Death Do-

maine) erlaubt (Chinnaiyan et al., 1995). FADD besitzt neben einer C-terminalen DD-

Domäne, über die es mit dem Rezeptorkomplex in Wechselwirkung treten kann, au-

ßerdem eine N- terminale DED-Domäne (Death Effector Domaine), über die es Pro-

caspasen-8 und -10 binden kann, die zwei DED-Domänen im Tandem besitzen

(Medema et al., 1997; Vincenz & Dixit, 1997). Die Aktivierung dieser Initiatorcaspase

erfolgt autokatalytisch an dem signalübertragenden Rezeptorkomplex, welcher als

DISC (Death Inducing Signalling Complex) bezeichnet wird. Wie in Interaktionsstudi-

en nachgewiesen werden konnte, bindet FADD nach entsprechender Stimulierung

CD95 direkt, wohingegen die Rekrutierung zu TNF-R1 und DR3/TRAMP über das

DD-Protein TRADD (TNF Receptor-associated Protein with Death Domaine) erfolgt

(Chinnaiyan et al., 1996; Hsu et al., 1996; Kischkel et al., 1995).

Obwohl sequentiell keine große Übereinstimmung vorhanden ist, weisen DEDs,

CARDs und DDs einen ähnlichen strukturellen Aufbau aus amphiphatischen anti-

Casp-8
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TNF-R1/p55/CD120a
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Abbildung 3: Initiation der Apoptose am Rezeptorkomplex. Durch Bindung des Liganden wird
eine Rezeptortrimerisierung bzw. -oligomerisierung induziert. An den TNF-R1-Komplexes wird
FADD über TRADD rekrutiert, nach Stimulierung mit CD95L bindet FADD direkt an den Rezeptor-
komplex. An FADD kann anschließend Procaspase-8 binden. Durch die räumliche Nähe kommt es
zur autoproteolytischen Aktivierung der Caspase.



EINLEITUNG SEITE 13

parallelen α-Helices auf, der eine homophile Interaktion mit ähnlichen Domänen an-

derer Proteine ermöglicht (Eberstadt et al., 1998; Zhou et al., 1999). Diese homophi-

len Wechselwirkungen spielen eine große Rolle in der Regulierung apoptotischer

Prozesse, in deren Verlauf große Proteinkomplexe gebildet werden, zu denen Cas-

pasen rekrutiert und dort auch aktiviert werden (Muzio et al., 1998).

3.5 Physiologische Rolle der Zelltodrezeptoren

Die physiologische Rolle ist für die verschiedenen Zelltodrezeptoren und ihre Ligan-

den bisher unzureichend geklärt. Viele dieser Rezeptoren und ihre Liganden werden

auf lymphoiden Zellen exprimiert.

3.5.1 CD95/CD95L-System
Die Aufgabe des CD95/CD95L-System ist u.a. die Beseitigung peripher aktivierter T-

Zellen am Ende der Immunantwort sowie das Abtöten virusinfizierter und entarteter

Zellen durch zytotoxische T-Zellen (Nagata & Golstein, 1995). Die Aktivierung des

Zelltodrezeptors CD95, welcher auf Hepatozyten exprimiert wird, führt möglicherwei-

se auch zum akuten Leberversagen während der Hepatitis B-Infektion (Kondo et al.,

1997). Durch die Beseitigung inflammatorischer Zellen an immunpriviligierten Stellen,

z.B. am Auge, wird außerdem eine durch Entzündung hervorgerufene eventuelle

Gewebsschädigung verhindert (Griffith et al., 1995). Mäuse und Patienten mit defek-

tivem CD95/CD95L-System weisen aufgrund der Akkumulierung peripherer Lympho-

zyten vergrößerte Lymphknoten sowie eine B-Zell-Hyperaktivität auf, die in einer

Produktion von Autoantikörpern resultieren kann. Im Laufe ihres Lebens entwickeln

diese Mäuse und Patienten außerdem dem systematischen Lupus erythematodes

ähnliche Autoimmunsyndrome (Takahashi et al., 1994; Watanabe-Fukunaga et al.,

1992).

3.5.2 TNF-System
TNF (tumor necrosis factor) wurde ursprünglich aufgrund seiner Eigenschaft, in

transplantierten Tumoren hämorrhagische Nekrosen auszulösen, identifiziert

(Carswell et al., 1975). In einigen Zellarten kann TNFα über TNF-R1 Apoptose initiie-

ren. Die Apoptoseinduktion durch TNFα ist jedoch komplex, da in vielen Zellsyste-
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men eine gleichzeitige Unterdrückung der Genexpression notwendig ist. Hauptsäch-

lich wird TNF jedoch nach einer Infektion von aktivierten Makrophagen und T-Zellen

gebildet. In diesen wird über Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1

die Neusynthese inflammatorischer immunmodulatorischer Proteine angeregt (Fiers

et al., 1995; Tartaglia & Goeddel, 1992). Das Verständnis der TNF-Signale wird da-

durch erschwert, dass der Faktor nicht nur an den Zelltodrezeptor TNF-R1, sondern

auch an den Rezeptor TNF-R2, der keine DD-Domäne enthält, binden kann. TNF-/--

Mäuse sind resistent gegenüber Lipopolysaccharid/Galactosamin vermittelter Toxi-

zität und intrazellulären Pathogenen (Marino et al., 1997; Pasparakis et al., 1996).

Außerdem zeigen diese Mäuse ebenso wie TNF-R1-/--Mäuse Defekte in der Organo-

genese des lymphozytären Systems (Pasparakis et al., 1997). TNF-R2 scheint da-

gegen in durch Lipopolysaccharid induzierte Leukostase eben so wie in die Pathoge-

nese cerebraler Malaria involviert zu sein (Garcia et al., 1995).

3.5.3 Das DR3/TRAMP- und TRAIL-System
Relativ wenig ist über die weiteren Rezeptorsysteme bekannt. DR-3/TRAMP, der auf

Thymozyten und Lymphozyten exprimiert ist, scheint eine Rolle in der Lymphozyten-

reifung zu spielen (Bodmer et al., 1997; Chinnaiyan et al., 1996). Im Gegensatz dazu

kann TRAIL (TNF-related Apoptosis Inducing Ligand) in vielen Geweben nachge-

Abbildung 4: Schematische Darstellung
der Zelltodrezeptoren. Diese Sub-
gruppe der TNF-Rezeptorfamilie besitzt ex-
trazellulär mindestens zwei Cystein-reiche
Domänen, intrazellulär eine DD (Death
Domaine), die wichtig für die Apoptosein-
duktion ist. TNF bindet sowohl an den Zell-
todrezeptor TNF-R1 als auch an den Re-
zeptor TNF-R2. TRAIL kann an vier Re-
zeptoren binden. Über TRAIL-R1 und -2,
die beide ein funktionelle DD besitzen, kann
Apoptose initiiert werden. TRAIL-R3/DcR1
ist Glykosylphosphatidylinositol-verankert,
TRAIL-R4/DcR2 besitzen lediglich eine
trunkierte DD. Da diese beiden Rezeptoren
wie auch TNF-R2 keine fuktionelle DD be-
sitzen, kann über sie kein programmierter
Zelltod eingeleitet werden (nach Schulze-
Osthoff et al., 1998).
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wiesen werden. Durch Bindung an die DD-Rezeptoren TRAIL-R1 und -R2 kann der

Ligand apoptotische Prozesse sowie eine durch den Transkriptionsfaktor NF-κB

kontrollierte Genexpression induzieren (Schneider et al., 1997). Weiterhin interagiert

TRAIL mit den Rezeptoren DcR1/TRAIL-R5 und DcR2/TRAIL-R4, von denen beide

keine funktionelle DD-Domäne besitzen (Degli-Esposti et al., 1997a; Degli-Esposti et

al., 1997b; Mongkolsapaya et al., 1998). Überexpression von den letztgenannten

Rezeptoren schützt die Zellen nach TRAIL-Behandlung vor dem Zelltod. Es konnte in

Mäusen und Affen gezeigt werden, dass TRAIL spezifisch und ohne größere Ne-

benwirkungen viele Tumore abtöten kann. Im Gegensatz zu CD95L verursacht der

Ligand TRAIL keine Toxizität nach Verabreichung in therapeutischer Konzentration,

was ihn zu einem potentiellen Kandidaten für die Krebsbehandlung macht (Lawrence

et al., 2001; Nagata, 2000).

3.6 Inhibitoren der Apoptose

Die Regulation der apoptotischen Signale erfolgt auf verschiedenen Ebenen. Zum

einen kann eine Erhöhung der Expressionsdichte von Zelltodrezeptoren die Sensiti-

vität der Zelle gegenüber Liganden-induzierter Apoptose beeinflussen. DD-defiziente

Rezeptoren, z.B. DcR1/TRAIL-R4 und DcR2/TRAIL-R5 im TRAIL-System, wirken in

diesem Fall antagonistisch zu den Rezeptoren mit einer funktionelle DD-Domäne

durch konkurrierende Bindung des Liganden. Zum anderen kann intrazellulär die Re-

krutierung der Initiatorcaspasen zum Rezeptorsignalkomplex durch FLIP (FLICE-

inhibitory Protein) gehemmt werden (Thome et al., 1997). Die Entscheidung über die

Exekution der Apoptose nach endogenen Stimuli, z.B. nach Wachstumsfaktorentzug,

DNA-Schädigung und vielen Formen des zellulären Stress´, erfolgt auf der mito-

chondrialen Ebene und wird durch die Proteine der Bcl-2-Familie kontrolliert (Green,

1998). Desweiteren können bereits prozessierte Caspasen durch intrazelluläre Inhi-

bitoren der Apoptose, den sogenannten IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins), ge-

hemmt werden (Yang & Li, 2000).

3.6.1 FLIP
Im Jahr 1997 wurde ein virales Protein beschrieben, das lediglich aus zwei DEDs

besteht und effektiv Apoptose nach Stimulierung der Zelltodrezeptoren blockiert

(Bertin et al., 1997; Hu et al., 1997; Thome et al., 1997). Es konnte gezeigt werden,
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dass dieses Protein die Rekrutierung von Procaspase-8/FLICE zum Rezeptorsignal-

komplex inhibiert, und wurde deshalb vFLIP (FLICE-inhibitory Protein) genannt.

Kurz darauf wurde das zelluläre Homolog cFLIP, das auch Casper, I-FLICE, FLAME-

1, CASH, CLARP oder MRIT genannt wird, von mehreren Gruppen kloniert (Goltsev

et al., 1997; Han et al., 1997; Hu et al., 1997; Inohara et al., 1997b; Irmler et al.,

1997; Shu et al., 1997; Srinivasula et al., 1997). cFLIP kann in zwei Splice-Varianten

exprimiert werden: in der kurzen Form FLIPS, die wie vFLIP nur aus zwei DEDs be-

steht, und in der längeren Form FLIPL, die zusätzlich eine C-terminale Caspasen-

ähnliche Domäne besitzt. Da im katalytischen Zentrum dieser Domäne das Cystein

durch Tyrosin ersetzt ist, besitzt FLIPL keine proteolytische Aktivität. Bei beiden For-

men konnte gezeigt werden, dass auch diese Caspasenaktivierung nach Rezeptor-

stimulierung hemmen.

Untersuchungen in aktivierten T-Zellen ergaben, dass cFLIP in der frühen Phase der

T-Zellaktivierung stark exprimiert wird, in der späten Phase die Expression herunter

reguliert wird. Diese Daten stimmen mit der Beobachtung überein, dass T-Zellen in

der frühen Phase ihrer Aktivierung resistent, in der späten aber sensitiv gegenüber

CD95-vermittelter Apoptose sind (Peter et al., 1997).

3.6.2 Die Bcl-2-Proteinfamilie
Bcl-2 wurde bei einer Analyse der chromosomalen t(14;18)-Translokalisation kloniert,

in der die kodierende bcl-2-Sequenz von Chromosom 18 in die Nachbarschaft der

IgH-Promotorenhancer-Region (Eµ) auf Chromosom 14 versetzt wurde (Bakhshi et

al., 1985; de Jong et al., 1989; Tsujimoto et al., 1985). Dies führt zu einer starken

Überexpression des onkogenen Proteins, die in nahezu 80% der Patienten mit hä-

matologischen Erkrankungen nachgewiesen werden konnte (Lee et al., 1987). In den

darauf folgenden Jahren beobachteten mehrere Gruppen, dass Bcl-2-

überexprimierenden Zellen hämatopoetischen Ursprungs nach Wachstumsfaktorent-

zug keine Apoptose einleiten, sondern in die G0-Phase eintreten (McDonnell et al.,

1990; Vaux et al., 1988).

Bis heute wurde eine große Zahl weiterer zu Bcl-2 homologe Proteine beschrieben,

von denen einige vor Apoptose schützen, andere dagegen den programmierten

Zelltod auslösen (Adams & Cory, 1998; Strasser et al., 2000). Die Mitglieder der ste-

tig weiter wachsenden Familie werden folglich nach ihrer Funktion in anti- und pro-

apoptotische Proteine eingeteilt. Zu den anti-apoptotischen Proteinen gehören neben
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Bcl-2 auch Bcl-xL (Boise et al., 1993), Bcl-w (Gibson et al., 1996), A1/Bfl-1 (Choi et

al., 1995; Lin et al., 1996), Mcl-1 (Kozopas et al., 1993), Boo/Diva (Inohara et al.,

1998; Song et al., 1999), das C. elegans-Protein Ced-9 (Hengartner et al., 1992) so-

wie eine weitere Anzahl viraler Proteine, die mindestens drei der vier homologen

Domänen (BH1-BH4 für Bcl-2 Homology Domaine) besitzen. Die pro-apoptotischen

Proteine Bax (Oltvai et al., 1993), Bak (Chittenden et al., 1995; Farrow et al., 1995;

Kiefer et al., 1995) und Bok/Mtd (Hsu et al., 1997) besitzen die Domänen BH1 bis

BH3, die potentesten Apoptoseinduktoren sind jedoch Proteine, die nur eine BH3-

Domäne besitzen, u.a. Bid (Wang et al., 1996), Bad (Yang et al., 1995a), Bim/Bod

(Hsu et al., 1998; O'Connor et al., 1998), Bik/Nbk (Boyd et al., 1995; Han et al.,

1996), Hrk/DP5 (Inohara et al., 1997a), Blk (Hegde et al., 1998), die erst kürzlich

entdeckten Noxa (Oda et al., 2000a) und Puma (Nakano & Vousden, 2001; Yu et al.,
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Abbildung 5: Struktureller Vergleich der Mitglieder der Bcl-2-Familie. Die Familie der zu
Bcl-2 homologen Proteine umfaßt anti-apoptotische sowie pro-apoptotische Proteine. Die pro-
apoptotische Gruppe wird weiter in zwei Subgruppen unterteilt: zur einen gehören Proteine, die die
Domänen BH1-3 besitzen (Bax-ähnliche), zur anderen gehören Proteine, die nur die BH3-Domäne
besitzen (BH3-Subgruppe). Die Bcl-2-homologen Domänen BH1 bis BH4 sind durch entsprechende
Ziffern in den Kästchen gekennzeichnet. Viele Mitglieder dieser Proteinfamilie besitzen außerdem C-
terminal eine Transmembrandomäne (TM). Noxa, eine Mitglied der BH3-Subfamilie besitzt zwei
mögliche BH3-Domänen (nach Strasser et al., 2000).
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2001) sowie das C.elegans-Protein Egl-1 (Conradt & Horvitz, 1998). Bcl-xS, eine

Splicevariante des bcl-x-Gens, die keine BH1- und BH2-Domäne besitzt, wirkt

ebenfalls pro-apoptotisch (Boise et al., 1993).

Die meisten Mitglieder dieser Familie weisen außerdem C-terminal eine hydrophobe

Sequenz auf, die ihnen eine Verankerung in Membranen verschiedener Organellen

ermöglicht. Einige Proteine sind in ihrer Lokalisation festgelegt, andere, z.B. Bax und

Bid, sind zunächst zytosolisch, bevor sie aktiviert werden und zu Mitochondrien

translokalisieren (Goping et al., 1998; Li et al., 1998b; Luo et al., 1998). Bid-

Aktivierung erfolgt durch Caspase-8-vermittelte Proteolyse, die Aktivierung von Bax

ist bisher unzureichend geklärt.

Bcl-2 ist selber in der äußeren Mitochondrienmembran, am ER und perinukleär zu

finden (Chen-Levy et al., 1989; Krajewski et al., 1993). Ähnliche Lokalisierungen wei-

sen Bcl-xL, A1 und Mcl-1 auf (Duriez et al., 2000; Gonzalez-Garcia et al., 1994; Yang

et al., 1995b). Die Onkogene Bcl-2 und Bcl-xL besitzen neben den vier homologen

Regionen eine sogenannte Loop-Region zwischen BH3 und BH4 sowie eine negativ

geladene Übergangsregion zwischen den α-Helices 5 und 6. Mutationsanalysen

zeigten, dass die Domänen BH1, BH2 und BH3 essentiell für die Interaktion mit eini-

gen pro-apoptotischen Familienmitgliedern und das Überleben der Zellen nach vielen

apoptotischen Stimuli sind. Diese drei Domänen formen eine hydrophobe Tasche, in

die pro-apoptotische Proteine über ihre eigene BH3-Domäne binden (Oltvai et al.,

1993; Sattler et al., 1997; Wang et al., 1996). Durch diese Wechselwirkung können

sich die Bcl-2-ähnlichen Proteine in ihrer Funktion gegenseitig neutralisieren. Diese

Interaktion ist aber nicht immer essentiell für den protektiven Effekt. Bestimmte Mu-

tationen in den Domänen BH1-3 verhindern eine Heterodimerisierung des Bcl-xL-

Proteins mit Bax, obwohl das mutierte Protein immer noch anti-apoptotische Eigen-

schaften besitzt. Veränderungen der α-Helices 5 und 6 führt dagegen zur Aufhebung

der Protektion (Minn et al., 1999).

Die Loop-Region weist mehrere Phosphorylierungsstellen auf, die möglicherweise

wichtig für die Stabilität und Funktion des Proteins sind. Von einer Gruppe wurde

nachgewiesen, dass hypophosphoryliertes Bcl-2 schneller proteolytisch degradiert,

während andere zeigten, dass die Phosphorylierung von Serin70 in der Loop-Region

das Überleben nach Wachstumsfaktorentzug und Etoposid- oder Adriamycinbe-

handlung verlängern kann (Dimmeler et al., 1999; Ito et al., 1997; Ruvolo et al.,

1998).
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Einen Einblick in weitere potentielle Wirkungsmechanismen lieferten Röntgenstruk-

turanalysen, die enthüllten, dass Bcl-2, Bcl-xL und Bax eine große strukturelle Ähn-

lichkeit mit dem kanalformierenden Diphterietoxin besitzen (Muchmore et al., 1996;

Petros et al., 2001; Suzuki et al., 2000). Tatsächlich sind diese drei Proteine in der

Lage, Ionenkanäle in artifiziellen Membranen zu bilden (Antonsson et al., 1997; Minn

et al., 1997; Schendel et al., 1997).

Weiterhin wurde beschrieben, dass die BH4-Domäne essentiell für die protektive

Wirkung von Bcl-2 und Bcl-xL ist, da eine Deletion dieser Domäne zur Inaktivierung

der Proteine führt (Huang et al., 1998). Außerdem kontrolliert das am Tyrosin28

phosphorylierte Bcl-2 den Zellzyklus, indem es den Eintritt in die G1/S-Phase verzö-

gert (Vairo et al., 2000). Diese Funktion erfolgt unabhängig von der anti-

apoptotischen Wirkung, da Bcl-2 mit der Mutation Y28A in der BH4-Domäne immer

noch vor Apoptoseinduktion schützt, obwohl es den Zellzyklus nicht mehr beeinflus-

sen kann (Huang et al., 1997; Vairo et al., 1996).

Die Mitglieder der Bcl-2-Familie werden auf transkriptioneller Ebene sowie post-

translational reguliert. Eine Hochregulierung von Bcl-2 und Bcl-xL konnte in einigen

Zellsystemen nach Stimulierung der Zellen mit Wachstumsfaktoren oder Mitogenen

beobachtet werden (Boise et al., 1995; Teague et al., 1997; von Freeden-Jeffry et al.,

1997), während verstärkte Bax-Expression nach Schädigung der DNA durch Be-

strahlung erfolgte (Kitada et al., 1996). Posttranslational ist nicht nur die Phosphory-

lierung der anti-apoptotischen Proteine von Bedeutung; Bad wird durch die Serinki-

nase Akt phosphoryliert und dadurch inaktiviert (Datta et al., 1997; del Peso et al.,

1997; Zha et al., 1996). Neben Bid, das durch Caspasen-vermittelte Proteolyse akti-

viert wird, werden auch Bcl-2, Bcl-xL und C. elegans Ced-9 unter bestimmten Bedin-

gungen von Caspasen gespalten (Clem et al., 1998; Kirsch et al., 1999; Xue & Hor-

vitz, 1997).

3.6.3 IAPs
Die Familie dieser endogenen Inhibitoren umfaßt NAIP, XIAP/MIHA, cIAP-1, cIAP-2

und Survivin (Deveraux & Reed, 1999). Als gemeinsames Motiv besitzen alle IAPs

N-terminal sogenannte BIR-Domänen (Baculovirus IAP Repeats), die wichtig für ihre

anti-apoptotische Wirkung ist. XIAP, cIAP-1 und -2 weisen C-terminal außerdem ein

RING-Finger-Motiv auf, dessen Funktion jedoch unklar ist.
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XIAP, cIAP-1 und cIAP-2 sind in der Lage, aktive Caspasen direkt zu blockieren

(Deveraux et al., 1997; Duckett et al., 1996; Roy et al., 1997; Uren et al., 1996). Alle

drei Inhibitoren hemmen über ihre zweite BIR-Domäne Caspase-3 und Caspase-7,

XIAP jedoch mit größerer Affinität als die beiden anderen. Außerdem kann XIAP

durch die Interaktion über seine dritte BIR-Domäne Caspase-9 binden und ihre Akti-

vität unterdrücken (Deveraux et al., 1999). NAIP wurde aufgrund einer partiellen De-

letion in einer Subgruppe von Patienten mit spinaler Muskelatrophie gefunden (Roy

et al., 1995). Survivin, das nur eine BIR-Domäne besitzt, wird in vielen malignen Er-

krankungen überexprimiert (Ambrosini et al., 1997). Während des G2/M-Übergangs

im Zellzyklus wird der Apoptoseinhibitor hochreguliert (Li et al., 1998a). Von den bei-

den zuletzt genannten Inhibitoren konnte bisher keine direkte Interaktion mit aktiven

Caspasen nachgewiesen werden.

3.7 Funktion der Mitochondrien in der Apoptose

Eine sehr genaue Regelung der apoptotischen Prozesse nach diversen Stimuli findet

am Mitochondrium statt. Hierbei spielen die verschiedenen Mitglieder der Bcl-2-

Familie eine große Rolle. Stimulierung der Zelltodrezeptoren, Inkubation mit Stau-

rosporin oder Wachstumsfaktorentzug führt zum Zusammenbruch des mitochon-

drialen Membranpotentials (∆Ψm) und zu einer damit assoziierten mitochondrialen

Schwellung, die durch Bcl-xL verhindert werden kann (Vander Heiden et al., 1997).

Da die Oberfläche der inneren Membran viel größer ist als die der äußeren, wurde

postuliert, dass die Ausdehnung der mitochondrialen Matrix zum Platzen der äuße-

ren Membran und zur Freisetzung von apoptotischen Proteinen aus dem Intermem-

branraum führt. Unter den freigesetzten Proteinen ist Cytochrom c zu finden, dass

zusammen mit dATP und Apaf-1 Caspase-9 aktiviert, sowie AIF (Apoptosis Inducing

Factor), ein Flavoprotein, das unabhängig von Caspasenaktivierung die DNA–De-

gradierung in hochmolekulare Fragmente von ca. 50 kb induziert (Li et al., 1997; Na-

rita et al., 1998; Susin et al., 1999). Es gibt aber auch Hinweise, dass Bax und Bid

die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium induzieren, ohne dass es

zur Schwellung der mitochondrialen Matrix kommt (Jurgensmeier et al., 1998; Kluck

et al., 1999).

Wie kommt es zum ∆Ψm-Zusammenbruch? Der Adeninnukleotidtransproter ANT und

der spannungsabhängige Anionenkanal VDAC (Voltage Dependent Anion Channel)

werden am Mitochondrium stark exprimiert, ANT an der inneren und VDAC an der
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äußeren Mitochondrienmembran. ANT, das normalerweise ADP in die mitochon-

driale Matrix und ATP heraus transportiert, kann unter bestimmten Bedingungen ei-

nen Kanal bilden, der Ionen mit unterschiedlicher Spezifität leiten kann (Brustovetsky

& Klingenberg, 1996; Ruck et al., 1998). VDAC ist ein spannungsabhängiger Kanal,

der normalerweise die Diffusion kleinerer Proteine mit einer Ausschlußgröße bis zu 5

kD aus dem Intermembranraum ins Zytosol erlaubt. Jedoch ist VDAC ebenfalls in der

Lage, das ca. 14 kD große Cytochrom c auf einem durch Bax kontrollierten Weg

durchzulassen (Costantini et al., 2000).

ANT und VDAC können unter bestimmten Umständen einen unspezifischen auch als

PT-Pore (Permeability Transition Pore) bezeichneten Kanal mit hoher Leitfähigkeit

bilden, dessen Permeabilität durch verschiedene Proteine reguliert wird: Cyclophilin

D bindet in der Matrix an ANT und fördert die Aktivierung des Megakanals (Crompton

et al., 1998) . Es wurden ebenso Wechselwirkungen von Bax und Bcl-2 mit der Pore

nachgewiesen. Während Bax die Öffnung des Kanals stimuliert, unterdrückt Bcl-2

diese jedoch (Brenner et al., 2000; Marzo et al., 1998a; Marzo et al., 1998b; Shimizu

et al., 2000a; Shimizu et al., 2000b; Shimizu et al., 1999). Weiterhin kann die Öffnung

dieses Megakanals sowohl durch Erhöhung der mitochondrialen Calciumkonzentrati-

on und des pH-Wertes, als auch durch Oxidation der Thiolreste des ANT an der Ma-

trixseite gesteuert werden (Costantini et al., 2000).

Die eben beschriebenen Beobachtungen führen zu der Annahme, dass anti-

apoptotische Proteine der Bcl-2-Familie die mitochondriale Homöostase aufrechter-
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Bcl-2 Bax
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Mitochondriale Matrix

ANT ANT ANT ANT ANT ANT
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der PT-Pore. A) ANT und VDAC können unspezi-
fische Kanäle bilden. Nach dem apoptotischen Stimulus wird VDAC durchlässig für Cytochrom c. B)
Zusammen formieren ANT und VDAC eine Pore, deren Bildung durch Bax stimuliert, durch Bcl-2
jedoch blockiert wird. (nach Constantini et al., 2000)
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halten, die pro-apoptotischen Mitglieder jedoch durch Öffnung der PT-Pore und den

damit verbundenen ∆Ψm-Zusammenbruch die Mitochondrien schädigen.

3.8 Zielsetzung

Die Strahlentherapie spielt eine wesentliche Rolle bei der Behandlung von Tumoren

als alleinige Therapie, bzw. adjuvant in Kombination mit chirurgischen oder chemo-

therapeutischen Maßnahmen. Wenig ist jedoch über die molekularen Mechanismen

bekannt, die die Strahlensensitivität beeinflussen und zur Tumorregression führen.

Offenbar induziert ionisierende Strahlung Doppelstrangbrüche. Zur Beseitigung die-

ser werden Reparaturenzyme angeschaltet. Unvollständige oder fehlerhafte DNA-

Reparatur kann zum Zelltod führen. Strahlensensitivität könnte möglicherweise aber

auch durch Moleküle beeinflußt werden, die die Apoptose regulieren.

In vorangegangenen Experimenten dieser und anderer Arbeitsgruppen konnte eine

Aktivierung von Caspase-8 sowie die Heraufregulierung von FasL nach Bestrahlung

und Behandlung mit Zytostatika nachgewiesen werden (Belka et al., 1998; Friesen et

al., 1996; Fulda et al., 1998; Herr et al., 1997). Diese Ergebnisse implizieren eine

Caspasenaktivierung, die sekundär zum Zelltodrezeptor ist. Im Kontrast zu diesen

Beobachtungen stehen andere Befunde, die eine vom Zelltodrezeptor unabhängige

Caspase-8-Prozessierung beschreiben (Belka et al., 1999a; Belka et al., 1999b; Fer-

rari et al., 1998; Wesselborg et al., 1999).

Weiterhin ist unklar, auf welcher Ebene apoptotische Prozesse nach Bestrahlung

reguliert werden. Induktion der Apoptose führt zum Zusammenbruch des mitochon-

drialen Membranpotentials, der in einigen Zellsystemen von Caspasenaktivierung

abhängig zu sein scheint (Murphy et al., 1999). Aber auch hier gibt es widersprüchli-

che Beobachtungen, die für eine Caspasenaktivierung sekundär zum ∆Ψm-

Zusammenbruch sprechen (Belka et al., 1999a; Belka et al., 1999b). Caspase-9, die

im oligomeren Komplex aus Apaf-1, Cytochrom c und dATP prozessiert wird, wäre

demnach die apikale Caspase, die nach dem ∆Ψm-Zusammenbruch aktiviert wird.

Untersuchungen an verschiedenen Zellen von Caspase-9-/--Mäusen deuten darauf

hin, dass die Reihenfolge der mitochondrialen Schädigung und Caspasenaktivierung

von Zelltyp und Stimulus abhängig ist (Hakem et al., 1998). Embryonale Stammzel-

len und Fibroblasten Caspase-9-defizienter Mäuse waren resistent gegenüber

Apoptose, die durch Etoposid, Cis-Platin, UV- und γ-Bestrahlung induziert wurde.
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Obwohl Caspase-9-defiziente Thymozyten und Splenozyten ebenfalls resistent wa-

ren gegenüber Dexamethason und γ-Bestrahlung, zeigten diese Zellen nach UV-

Bestrahlung und Stimulierung über den Zelltodrezeptor die charakteristische apopto-

tische Morphologie. Ebenso führten die Untersuchungen der Bcl-2- und Bcl-xL-

vermittelten Protektion zu unterschiedlichen Ergebnissen, die jedoch von dem ver-

wendeten Zelltyp und/oder Stimulus abhingen (Scaffidi et al., 1998).

Ebenso ist der Mechanismus, der zum ∆Ψm-Zusammenbruch führt, unzureichend

verstanden. Nach DNA-Schädigung und durch zellulären Stress wird der Tumor-

suppressor und Transkriptionsfaktor p53 aktiviert, der die Bax-Expression hochregelt

(Miyashita & Reed, 1995). Bax, ein Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie, das normaler-

weise zytosolisch exprimiert wird, kann nach einem apoptotischen Stimulus zum Mi-

tochondrium translokalisieren und dort mit der PT-Pore interagieren (Gross et al.,

1998). Durch diese Wechselwirkung wird die Öffnung der PT-Pore, eines unspezifi-

schen Kanals aus VDAC und ANT mit hoher Leitfähigkeit, induziert (Costantini et al.,

2000; Marzo et al., 1998b). Die Öffnung hat den Zusammenbruch des mitochondria-

len Membranpotentials sowie die Ausschüttung von Cytochrom c ins Zytosol und die

Aktivierung von Caspase-9 am Apoptosom zur Folge. Der pro-apoptotische Effekt

von Bax kann durch Bcl-2 oder Bcl-xL aufgehoben werden (Marzo et al., 1998b). Je-

doch sind auch andere Modelle für die Rolle der Mitochondrien in der Apoptose

denkbar. Bossy-Wetzel et al. konnten zeigen, dass Cytochrom c-Freisetzung auch

ohne die Involvierung der PT-Pore möglich ist (Bossy-Wetzel et al., 1998).

Im Verlauf dieser Arbeit sollte deshalb geklärt werden, welcher Stimulus zu einem

Caspase-abhängigen Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials führt

und wie die mitochondriale PT-Pore dabei beeinflusst wird. Desweiteren wurde die

Rolle von Bcl-2 im apoptotischen Signalweg nach Bestrahlung oder Stimulierung von

CD95 untersucht. Da Bcl-2 nicht nur am Mitochondrium, sondern auch am ER und

perinukleär exprimiert wird, wurden die Analysen auf das endoplasmatisch expri-

mierte Protein ausgeweitet. Obwohl einige Signalwege der apoptotischen Kaskade

relativ gut verstanden sind, bleibt der Zusammenhang zwischen dem programmier-

ten Zelltod und der Strahlensensitivität weiterhin im Dunkeln. Deshalb wurde über-

prüft, ob die Überexpression von Bcl-2 in Zellen zu einem Überlebensvorteil führt.

Die Beantwortung der letzten Frage ist besonders wichtig für das Verständnis der

Ausbildung von Strahlenresistenzen in Tumoren.
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4 MATERIAL

4.1 Reagenzien
32P-γ-ATP, 3000 Ci/mmol DuPont

Ampicillin Sigma

AP-1-ds-Oligonukleotid (20 ng/µl) Santa-Cruz-Biotechnologies

Aprotinin Roth

Bromphenolblau Sigma

BSA (10 µg/µl) New England BioLabs

CCCP Sigma

CSPD-Substratlösung Tropix Applied Biosystems, MA, USA

DEVD-CHO Calbiochem

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

Gel 40 (40%-ige AA/BisAA-Lösung 29:1) Roth

Hoechst 33342 Calbiochem

LEHD-FMK Calbiochem

Leupeptin Sigma

NFAT-ds-Oligonukleotid (20 ng/µl) Santa-Cruz-Biotechnologies

Poly-dIdC Roche Molecular Biochemicals

Ponceau-S-Lösung Sigma

Propidiumiodid Calbiochem

Proteinmarker für SDS-PAGE Amersham

Protein-Farbstoffkonzentrat BioRad

Puffer für T4-Polynukleotidkinase, 10x Promega

SDS-Laufpuffer BioRad

SOC-Medium Gibco BRL/Life Technologies

TBE-Puffer, 5x Roth

TMRE Molecular Probes, Mobitech

T4-Polynukleotidkinase (10U/µl) Promega

zVAD-FMK Calbiochem

Alle weiteren hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma

(Deidenhofen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.
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4.2 Puffer und Lösungen
AP-Puffer: 100 mM NaCl

100 mM Tris

auf pH 9,5 mit HCl einstellen.

Blocklösung/Blotto: TBS + 0,05% (v/v) Tween + 5% (v/v) FCS

NFAT-Puffer, 10x: 50 % (v/v) Glycerin

(für Gelshift-Analysen) 600 mM KCl

300 mM NaCl

100 mM HEPES/NaOH, pH 7,9

50 mM MgCl2
30 mM Tris/HCl, pH 7,9

10 mM DTT

2 mM EDTA

PBS: 8,0 g/l NaCl

1,5 g/l Na2HPO4 x H20

0,2 g/l KCl

0,2 g/l KH2PO4

pH 7,4-7,6

Puffer A (für Gelshift-Analyse): 10 mM HEPES/NaOH, pH 7,9

10 mM KCl

100 µM EDTA

100 µM EGTA

pH 7,9

Puffer wurde bei 4°C aufbewahrt und vor Gebrauch wurden pro 1 ml Puffer 1 µl DTT (1 M)

und 1,25 µl PMSF (0,2 M) hinzugefügt.

Puffer C (für Gelshift-Analyse): 400 mM KCl

20 mM HEPES/NaOH, pH 7,9

1 mM EDTA

1 Mm EGTA

10% (v/v) Glycerin

pH 7,9

Puffer wurde bei 4°C aufbewahrt und vor Gebrauch wurden pro 1 ml Puffer 1 µl DTT (1 M)

und 1,25 µl PMSF (0,2 M) hinzugefügt.
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SDS-Lysepuffer: 125 mM NaCl

25 mMol HEPES

10 mM NaF

10 mM Natrium-pyrophosphat

10 mM EDTA

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

0,5% (w/v) Desoxycholat

0,1% /w/v) SDS

Puffer wurde bei 4°C aufbewahrt und vor Gebrauch wurden pro 1 ml Puffer 20 µl DTT Aproti-

nin/Leupeptin (je 5 mg/ml) hinzugefügt.

SDS-Probenpuffer: 2 ml Glycerin

2 ml SDS, 10%

0,025 g Bromphenolblau

2,5 ml Sammelpuffer

ad 10 ml bidest. Wasser

SDS-Sammelpuffer: 60,6 g/l Tris

0,4% (w/v) SDS

auf pH 6,8 mit HCl einstellen.

SDS-Trennpuffer: 18,17 g/l Tris

0,4% (w/v) SDS

auf pH 8,8 mit HCl einstellen.

TBS: 150 mM NaCl

10 mMTris

ad 1000 ml dest. Wasser

pH 8,0

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

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

Transferpuffer/Westernblot: 192 mM Glycin

25 mM Tris

0,1% (w/v) SDS

10% (v/v) Methanol

pH 8,3
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4.3 Zellkultur

DMSO (für Zellkultur) Sigma

Fetales Kälberserum Gibco, Life Technologies

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

G418 (Genicitin) Gibco, Life Technologies

RPMI 1640 Gibco, Life Technologies

(100 mg/l Ca(NO3)2, 400 mg/l KCl, 100 mg/ml MgSO4,

6 g/l NaCl, 2 g/l NaHCO3, 800 mg/ml Na2HPO4)

Penicillin/Streptomycin Biochrom-Seromed

(10.000 U/ml, 10.000 µg/ml)

4.4 Antikörper und Liganden

4.4.1 Antikörper zur Westernblotanalyse
Primärantikörper:

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

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

mouse-anti-Caspase-8, 1:45 freundlicherweise erhalten von

K. Schulze-Osthoff, Universität Münster

rabbit-anti Bcl-x, 1:1000 BD Transduction Laboratories

rabbit-anti-active-Caspase-3, 1:1000 Cell Signalling

rabbit-anti-active-Caspase-9, 1:1000 Cell Signalling

rabbit-anti-Caspase-12 (Ab-2), 1:1000 OncogeneTM Research Products

rabbit-anti-PARP, 1:1000 Cell Signalling

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

Boston, MA, USA

Sekundärantikörper:

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

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

anti-rat, AP-konjugiert Santa-Cruz-Biotech
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4.4.2 Antikörper zur Immunfluoreszenzanalyse
Primärantikörper:

mouse-anti-Cytochrom c (65971A) PharMingen

mouse-anti-SERCA UBI Biomol

rabbit-anti-Bcl-2 Santa-Cruz-Biotech

Sekundärantikörper:

anti-mouse-Alexa488 Molecular Probes, Mobitech

anti-rabbit-Cy5 Dianova

4.4.3 Antikörper und Liganden zur Stimulierung der Zellen:
anti-CD95/Fas/APO-1-IgM-Antikörper, Klon CH11 Upstate Biotechnology

rekombinantes, humanes TRAIL Alexis

Enhancer Alexis

4.5 Zellen

Jurkat-E6-T-Zell-Lymphoma wurden von American Type Culture Collection (ATCC),

Bethesda, MD, USA bezogen.

Caspase-8-negative Jurkat-Zellen und die zugehörigen Kontrollzellen A3, ein Jurkat-

Subklon, wurden uns freundlicherweise von J. Blenis, Boston, MA, USA überlassen.

Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen und die respektiven Vektor-Kontrollzellen er-

hielten wir von H. Walczak (DKFZ, Heidelberg).

Jurkat-E6-Zellen, die Bcl-2/WT, Bcl-2/MT, Bcl-2/ER, bzw. Bcl-2/∆TM überexprimie-

ren, sowie die jeweiligen Vektor-Kontrollzellen wurden eigenständig stabil transfiziert.

Der leere Vektor pRC/cmv sowie die Vektoren mit den entsprechenden Bcl-2-

Konstrukten wurden uns von B. Leber (Ontario, Kanada) zur Verfügung gestellt.

4.6 Bakterien

Es wurden kompetente Bakterien Escherichia coli DH5α, Genotyp: deoR, endA1,

gyrA96, hsdR17(rk
-mk

+), recA1, relA1, supE44, thi-1, ∆(lacZYA-argFV169),

φ80lacZ∆M15, F-, der Firma Clontech benutzt.
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4.7 Kits

Zur Aufreinigung der DNA wurde der CONCERTTM High Purification Plasmid Maxi-

prep Kit der Firma Gibco BRL/Life Technologies benutzt.

4.8 Verbrauchsmaterial

Einfrierröhrchen Greiner

Filterpapier Whatman 3 MM Roth

Kopierfolien Xerox

0,4 cm-Küvetten BioRad

Nitrocellulosemembran Hybond ECL Amersham Pharmacia Biotech

1,5 ml-Reaktionsgefäße Eppendorf

Hyperfilm ECL Amersham Pharmacia Biotech

Röntgenfilm Kodak

15 ml/50 ml-Zentrifugenröhrchen Greiner

4.9 Geräte

Bestrahlungsgerät LINAC SL 25, Phillips

Elektroporator Gene Pulser II BioRad

FACS Calibur Durchflußzytometer Becton Dickinson

Mikroskope:

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135, Carl Zeiss, Jena

Konfokales Laser Scan Mikroskop Leica TCS NT

Schüttler Biometra

SDS-Gelelektrophoresekammer Biometra

Sequi-Gen GT Sequencing Cell BioRad

Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell BioRad

4054 UV-VIS-Spectrophotometer

Ultraspec Plus, LKB Biochrom Pharmacia Biosystems

Zentrifugen

Tischzentrifuge 5417R (Eppendorf)

Für Zellkultur: Rotanta RPC Laborzentrifuge (Hettich)

Für DNA-Aufreinigung: Sorvall SUPER T21, Rotor SL-50T (Sorvall)
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5 METHODEN

5.1 Zellkultur

5.1.1 Kultivierung von Zellen
Die Zellen wurden in 75 ml-Zellkulturflaschen in einem Zellinkubator bei 37°C und

5% CO2-Atmosphärengehalt kultiviert. Als Medium wurde RPMI 1640 verwendet, das

mit 10% FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin supplementiert wurde

(→Vollmedium).

5.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zum Einfrieren wurden 15 Millionen Zellen 5 min lang bei 500xg zentrifugiert. Das

Zellpellet wurde anschließend in 1,5 ml Einfriermedium (75% RPMI 1640, 20% FCS,

5% DMSO) resuspendiert und in Einfrierröhrchen überführt. Die Zellen wurden dann

stufenweise im Zellkulturtank 35 VHC der Firma Taylor-Wharton für 15 min auf der

obersten Stufe, 30 min auf der mittleren Stufe und 1 h auf der untersten Stufe lang-

sam eingefroren, bevor sie im flüssigen Stickstoff gelagert wurden.

Das Auftauen der kryokonservierten Zellen erfolgte bei 37°C im Wasserbad. Die

Zellen wurden einmal mit dem Vollmedium gewaschen, um das toxische DMSO zu

entfernen. Anschließend wurden sie zunächst über Nacht in 10 ml Vollmedium auf-

genommen, das mit weiteren 10% FCS supplementiert wurde. Nach dieser Erho-

lungsphase der Zellen nach dem Auftauen wurden sie schließlich wie oben beschrie-

ben weiter kultiviert.

5.1.3 Zellzahlbestimmung
50 µl der Zellen wurden in eine Fuchs-Rosenthal-Zählkammer pipettiert. Es wurden

die Zellen in den jeweils 16 Quadraten der beiden Hauptdiagonalen gezählt (insge-

samt 32 Quadrate). Die Zelldichte im Medium (in Zellen/ml) wurde durch Multiplizie-

rung der bestimmten Zellzahl mit dem Faktor 2500 berechnet.
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5.2 Transfektion von Zellen

Zur Transfektion wurden 25 Millionen Zellen bei 500xg für 5 min in 50 ml-

Zentrifugenröhrchen zentrifugiert. Nachdem das Zellpellet zweimal mit 20 ml einer
eiskalten TBS-Lösung (pH 7,4 bei 4°C) gewaschen wurde, wurde es in 700 µl dieses

Puffers aufgenommen und in 0,4 cm-Küvetten (BioRad) überführt. In die Küvette

wurden 15-20 µg aufgereinigter DNA in einem Volumen < 20 µl hinzu pipettiert. Der

Ansatz wurde für 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden nach der Transfektion

bei 500 V und 175 µF im Elektroporator Gene Pulser� II (BioRad) für weitere 20 min

auf Eis inkubiert, bevor sie in 10 ml Vollmedium aufgenommen wurden, das zusätz-

lich mit 10% FCS supplementiert wurde.

Da viele Zellen nach der Strombehandlung starben, wurden die lebenden Zellen von

den toten durch eine Ficoll-Zentrifugation getrennt. Hierfür wurde 5 ml der Biocoll-

Lösung in einem 15 ml-Zentrifugenröhrchen mit den Zellen in einem Volumen von

2 ml überschichtet. Nach der Zentrifugation (500xg, 20 min) wurden die lebenden

Zellen im Interphasenring mit einer Pasteurpipette abgesaugt und in ein frisches

Röhrchen überführt. Nach dem Waschen der Zellen mit dem Medium wurden sie wie

oben beschrieben weiter kultiviert.

Zur Selektion der transfizierten Zellen von den nicht transfizierten Zellen wurde das

Kulturmedium der Zellen ab dem dritten Tag nach der Elektroporation mit dem Se-

lektionsantibiotikum G418 (800 µg/ml) supplementiert.

5.3 DNA-Vermehrung und -Aufreinigung

Zur Herstellung größerer Mengen der DNA für die Transfektion in Jurkat-Zellen, wur-

den die Plasmide in Bakterien vermehrt und aus diesen dann aufgereinigt.

5.3.1 Transformation von Bakterien

50 µl der kompetenten Bakterien Escherichia coli DH5α (Clontech) wurden mit un-

gefähr 1 µg DNA vermischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden

diese für 90 sec auf 42°C erwärmt, bevor sie für fünf weitere Minuten auf Eis abge-

kühlt wurden. Die Bakterien wurden mit 500 µl SOC-Medium (Gibco BRL/Life Tech-

nologies) versetzt und bei 37°C für 1 h geschüttelt bevor sie auf LB-Agarplatten, die

50 µg/ml des Antibiotikums Ampicillin enthielten, ausgestrichen und bei 37°C über

Nacht inkubiert wurden. Transformierte Bakterien wuchsen in einzelnen Kolonien
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heran, die danach gepickt und in LB-Medium mit Ampicillin (50 µg/ml) weiter ver-

mehrt wurden.

5.3.2 Aufreinigung von DNA
Nach Vermehrung der transformierten Bakterien in 200 ml des mit Ampicillin

(50 µg/ml) versetzten LB-Mediums, wurde die Plasmid-DNA nach der Zellyse der

Bakterien über Säulen des CONCERTTM High Purification Plasmid Maxiprep Kits der

Firma Gibco BRL/Life Technologies nach dem vorgeschriebenen Protokoll aufgerei-

nigt. Die DNA interagiert über ihre negativen Phosphatreste mit den positiven Ladun-

gen auf der Harzoberfläche der Säule. Temperatur, pH-Wert und die Salzkonzentra-

tion beeinflussen diese Interaktionsfähigkeit. Bei moderaten Salzkonzentrationen

bleibt die Plasmid-DNA gebunden, während RNA, Proteine und andere Verunreini-

gungen ausgewaschen werden. Die Plasmid-DNA kann bei hohen Salzkonzentratio-

nen eluiert werden.

200 ml der Übernachtkultur wurden bei 6000xg zentrifugiert. Nach dem Entfernen

des Mediums wurde das Bakteriensediment in 10 ml des Zellsuspensionspuffers E1,

der 20 mg/ml RNase A enthielt, resuspendiert. Die Zellyse erfolgte durch Zugabe von

10 ml des Lysepuffers E2 zur Bakteriensuspension. Nach vorsichtigem Vermischen

wurde der Ansatz 5 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die

Lösung durch Zugabe von 10 ml Puffer E3 neutralisiert und für 10 min bei 15000xg

bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde nun auf die zuvor mit 30 ml

des Puffers E4 äquilibrierte Säule pipettiert und passierte die Säule. Die Säule wurde

dann mit 60 ml des Puffers E5 gewaschen und die Plasmid-DNA wurde schließlich

mit 15 ml Puffer E6 von der Säule eluiert. Durch Zugabe von 10,5 ml 2-Propanol zum

Eluat und der anschließenden Zentrifugation bei 12000xg (4°C, 30 min) wurde die

DNA gefällt. Das DNA-Pellet wurde anschließend zweimal mit 5 ml 70%-igem Alko-

hol gewaschen und bei 12000xg (4°C, 5 min) zentrifugiert, bevor es in 500µl bidest.

Wasser gelöst wurde.

5.3.3 Bestimmung der DNA-Konzentration und Überprüfung der DNA-Reinheit
Die Konzentration und Reinheit der Nukleinsäuren wurde mittels der Extinktionsmes-

sungen in einem UV-VIS-Densitophotometer Ultraspec Plus (Pharmacia Biosystems)
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bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm bestimmt. Hierfür wurde die DNA-

Lösung auf eine geeignete Konzentration verdünnt.

Für eine reine DNA-Lösung beträgt das Verhältnis OD260/OD280 1,8. OD260 von 1,0

entspricht einer ds-DNA-Konzentration von 50 µg/ml.

5.4 Stimulierung der Zellen

Zellen wurden bei Raumtemperatur mit 6 MV-Photonen an dem Linearbeschleuniger

LINAC SL25 (Phillips) bei einer Dosis/Leistung von 4 Gy/min bestrahlt. Um eine ho-

mogene Strahlendosis im Medium zu gewährleisten un den Aufbaueffekt zu verhin-

dern, wird unter die Zellkulturflaschen ein 10 cm dicker Plexiglasblock und über sie

ein 1,5 cm dicker gelegt.

Die Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95/Fas/APO-1 erfolgte mit dem agonisti-

schen IgM-Antikörper αCD95 (Klon CH11, Upstate Biotechnology) bei einer Endkon-

zentration von 100 ng/ml im Zellkulturmedium.

Zur Stimulierung mit dem Zelltodliganden TRAIL wurden die Zellen zunächst für

30 min bei 37°C mit 100 ng/ml des rekombinanten humanen TRAIL (Alexis) im Voll-

medium inkubiert. Die Rezeptoraktivierung nach der Ligandenbindung wurde durch

Zugabe des Enhancers (1 µg/ml Endkonzentration, Alexis) verstärkt.

5.5 Bestimmung der Apoptose, Viabilität und ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψm

5.5.1 Durchflußzytometrie/FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter)
Die Durchflußzytometrie ist eine Methode zur Analyse von einzelnen Zellen hinsicht-

lich der Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften nach Markierung der Zellen mit

einem geeigneten Farbstoff.

Die Zellen wurden zur Bestimmung des prozentualen Anteils der apoptotischen Zel-

len in der Population über eine Stahlkapillare in die Messküvette eingeführt, wo sie

durch einen Laserstrahl erfaßt und charakterisiert werden. Das in die Vorwärtsrich-

tung durchgehende Licht (FSC für Forward Scatter) ist ein Maß für die Zellgröße, das

im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl gestreute Licht (SSC für Sideward

Scatter) ist ein Maß für die Granularität. Da apoptotische Zellen kleiner und granulä-

rer sind als gesunde Zellen, konnten die beiden Zellpopulationen in einem Koordi-
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natensystem, in dem FSC gegen SSC aufgetragen wurde, dargestellt und getrennt

voneinander ausgewertet werden.

Zusätzlich zu den Streulichteigenschaften können mit Fluoreszenzfarbstoffen mar-

kierte Zellen nach Anregung im Laserstrahl bei geeigneten Filtern in entsprechenden

Kanälen untersucht werden.

Zur Bestimmung der Viabilität wurden die Zellen im Medium, das 5 µg/ml Propidiu-

miodid (Calbiochem) enthielt, für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde

durchflußzytometrisch neben den FSC und SSC die Propidiumiodid-

Fluoreszenzintensität im Fluoreszenzkanal FL-2 bestimmt. Gesunde Zellen besitzen

eine intakte Membran und nehmen diesen Farbstoff nicht auf. Zellen mit einer be-

schädigte Membran nehmen den Farbsoff auf, der schließlich in den Kern gelangt

und dort mit der DNA interkaliert. Diese Zellen weisen eine erhöhte PI-Fluoreszenz

auf. In apoptotischen Zellen wird die DNA anschließend degradiert und in kleine

Membranvesikel verpackt, die eine niedrigere PI-Fluoreszenz als beschädigte, aber

eine höhere als gesunde Zellen aufweisen. Die Zellpopulationen mit intakter und be-

schädigter Membran wurden im Koordinatensystem, in dem FL-2 gegen SSC aufge-

tragen wurde, ausgewertet.

Zur Messung des mitochondrialen Membranpotentials wurden die Zellen im Medium,

das 25 nM TMRE (Molecular Probes, Mobitech) enthielt, für 30 min bei 37°C inku-

biert. TMRE ist ein membranpermeabler potentialabhängiger Farbstoff, der in Mito-

chondrien mit intaktem Membranpotential akkumuliert. Bricht das mitochondriale

Membranpotential zusammen, so diffundiert der Farbstoff aus den Mitochondrien.

Zellen mit intaktem mitochondrialen Stoffwechsel weisen eine höhere Fluoreszen-

zintensität auf als Zellen, in denen das mitochondriale Membranpotential zusam-

mengebrochen ist. Die Messung wurde in einem Histogramm durch Auftragung der

bei bestimmter Fluoreszenzintensität im Kanal FL-2 detektierten Ereignisse darge-

stellt oder in einem Koordinatensystem, in dem FL-2 gegen SSC aufgetragen wurde,

ausgewertet. Zur Kontrolle wurden Zellen während der TMRE-Färbung mit 1 µM des

Cyanid-Derivats CCCP (Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon; Sigma) behandelt.

CCCP entkoppelt die Atmungskette, verhindert auf diese Weise den Transport von

Protonen aus der mitochondrialen Matrix und führt so zum Zusammenbruch des mi-

tochondrialen Membranpotentials.
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5.5.2 Hoechst-Färbung
Die DNA-Färbung mit dem membrangängigen Farbstoff Hoechst 33342 (Calbio-

chem) ist eine anschauliche Methode zur Darstellung und Evaluierung apoptotisch

veränderter Zellkerne.

Hierfür wurden die Zellen für 15 min bei Raumtemperatur im Medium, das 1 µg/ml

des Hoechst-Farbstoffs enthielt, inkubiert. Die Zellen wurden anschließend manuell

mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Axiovert 135 (Carl Zeiss, Jena) ausgezählt.

Nach Anregung des mit der DNA interkalierenden Farbstoffs mit einer Quecksilber-

lampe kann die Fluoreszenz unter Verwendung eines 380 nm-Filters detektiert wer-

den. Die Dokumentation erfolgte mittels einer verstärkenden CCD-Videokamera

(Proxitronic). Die Zählung der apoptotischen Zellen wurde in mehreren Blickfeldern

von zwei Personen unabhängig voneinander durchgeführt. Als apoptotisch wurden

die Zellen nur dann bezeichnet, wenn sie mehr als zwei DNA-Klumpen aufwiesen.

5.6 Bestimmung der Radioresistenz

Da Jurkat-Zellen als nicht adhärente Zellen in Suspension wachsen wurde ein modi-

fizierter Test nach Green et al. zur Bestimmung des klonogenen Überlebens durch-

geführt (Green et al., 1991). Hierfür wurden im achtfachen Ansatz Zellen in einer be-

rechneten Anzahl von 0.2, 0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400,

800, 1600, 3200 und 6400 in einem Volumen von 500 µl in je acht Vertiefungen einer

48-well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Ansätze wurden dann unbestrahlt, bzw. mit

1,5 Gy, 3 Gy oder 4,5 Gy Einzeldosis bestrahlt und für vier Wochen im Zellinkubator

kultiviert, bevor der Anteil der Vertiefungen bestimmt wurde, in denen Zellwachstum

nachgewiesen werden konnte. Aus den gewonnenen quantalen Daten der einzelnen

Verdünnungsstufen wurde nach Logit-Transformation und Berechnung der nicht-

linearen Regression für jede Strahlendosis der WGD (Well Growth Dose) 50-Wert

ermittelt, d.h. die Zellzahl bestimmt, bei der in 50% der Vertiefungen Zellwachstum

stattfindet. Die Berechnung der 95%-Konfidenzintervalle der WGD50-Werte erfolgte

computergestützt nach einem von Walker und Suit entwickelten Algorithmus. Die

Überlebensfraktion SF (Surviving Fraction) wurde wie folgt berechnet:

SF=WGD50(unbestrahlt)/WGD50(bestrahlt).
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5.7 Westernblot

Zum Nachweis der Caspasenaktivierung, der Bid- und PARP-Spaltung sowie der

Bcl-2- und Bcl-xL-Proteinexpression wurde eine Westernblot-Analyse durchgeführt.

Hierfür wurden die Zellen lysiert, per SDS-PAGE elektrophoretisch der Größe nach

aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Detektion erfolgte

mit Hilfe eines spezifischen Erstantikörpers und einem gegen den Erstantikörper ge-

richteten Sekundärantikörper, an den die alkalische Phosphatase (AP) gekoppelt

war. Nach Zugabe der Substratlösung wird bei Umsetzung des Substrats Lichtquan-

ten emittiert, die auf einem Film als Banden nachgewiesen werden konnten.

5.7.1 Herstellung von Lysaten
2.106 Zellen wurden bei 500xg zentrifugiert, in 200 µl SDS-Lysepuffer resuspendiert

und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation bei 10000xg in der Tischzentri-

fuge für 10 min wurde der Überstand abgenommen und für die Versuche weiter ver-

wendet.

5.7.2 Proteinbestimmung
Um sicherzustellen, das die gleiche Proteinmenge in jeder Spur während der Gele-

lektrophorese aufgetrennt wurde, wurde die Proteinkonzentration des Lysats über-

prüft. Hierfür wurde das phosphorhaltige Protein-Farbstoff-Konzentrat (BioRad) 1:5

mit bidest. Wasser verdünnt. Zu 1 ml der verdünnten Farbstofflösung wurden 5 µl

des Lysats pipettiert. Nachdem die Probe gut durchmischt wurde, wurde der Extinkti-

onswert bei 595 nm bestimmt. Um die absolute Proteinmenge im Lysat zu bestim-

men, wurde eine Eichgerade erstellt, indem statt des Lysats BSA in einer genau de-

finierten Konzentration zur BioRad-Lösung zugegeben wurde und parallel zu den

übrigen Proben photometrisch gemessen wurde.

5.7.3 Probenvorbereitung
Nach Normierung der Proben auf die gleiche Proteinmenge wurden zu 20 µl des Ly-

sats 5 µl SDS-Probenpuffer sowie 1 µl β-Mercaptoethanol pipettiert. Nach dem

Durchmischen wurden die Proben 5 min lang bei 95°C im Thermoschüttler denatu-

riert und anschließend auf Eis abgekühlt.
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5.7.4 SDS-PAGE
In der vertikalen diskontinuierlichen SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelktrophorese) werden die Proteine ihrer Größe nach unter denatu-

rierten Bedingungen in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt: bei angelegter Span-

nung wandern große Proteine langsamer, kleine Proteine schneller durch das Gel.

Um die Trennung zu optimieren, wurde über dem Trenngel ein 4,5%-iges Sammelgel

gegossen, durch das die Proteine schnell wandern und sich in der Grenzschicht zwi-

schen Trenn- und Sammelgel konzentrieren, bevor sie im 10-14%-igem Trenngel

aufgetrennt wurden.

Zusammensetzung der Gele (Angaben pro Gel):

Trenngel
10%               12%              14%

Sammelgel

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

Die Gelelektrophorese wurde in einer Multigel-Long Gelbox (Biometra) bei 50V, wäh-

rend die Proben sich im Sammelgel befinden, und bei 150V, wenn die Proben im

Trenngel sind, durchgeführt. Als Reservoirpuffer wurde das SDS-

Laufpufferkonzentrat von BioRad verwendet, das für den Gebrauch 1:10 mit bidest.

Wasser verdünnt wurde.

5.7.5 Detektion der Proteine
Für die Weiterbearbeitung wurden die Proteine von dem Gel auf eine Hybond ECL

Nitrocellulosemembran (Amersham Pharmacia Biotech) übertragen. Der Protein-

transfer erfolgte in einer Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) im

Transferpuffer bei 0,1 A über Nacht. Durch anschließende Färbung der Membran für

5 min mit Ponceau S-Lösung (1:20 in bidest. Wasser verdünnt; Sigma) und nach
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dem Auswaschen des ungebundenen Farbstoffs mit bidest. Wasser wurde eine

gleichmäßige Proteinauftragung und gleichmäßiger Proteintransfer überprüft.

Um die freien Bindungsstellen abzudecken, an die sich die Antikörper unspezifisch

anlagern könnten, wurde die Membran für 15 min in der Blocklösung inkubiert. Dann

wurde die Membran für 45 min in einer Blocklösung, in der der Erstantikörper ent-

sprechend verdünnt wurde, inkubiert. Die Membran wurde nun dreimal für je 5 min in

einer TBS-Tween-Lösung gewaschen, bevor sie für weitere 30 min in einer Blocklö-

sung, in der der AP-konjugierte Sekundärantikörper 1:20000 verdünnt wurde, inku-

biert wurde. Schließlich wurde die Membran dreimal in TBS-Triton, einmal in TBS

und einmal im AP-Puffer für jeweils 5 min gewaschen, bevor sie 5 min lang in

CSPD-Substratlösung Tropix (Applied Biosystems, MA, USA) inkubiert wurde. Die

Membran wurde in einer Filmkassette zwischen zwei Folien glattgestrichen, auf die

ein Film (Hyperfilm ECL Filmmaterial, Amersham Pharmacia Biotech) gelegt wurde,

der nach entsprechender Belichtungszeit entwickelt wurde.

5.8 Gelshift-Analyse

Die Funktionalität von Cyclosporin A in der Zelle wurde mit Hilfe eines Gelshift-

Assays überprüft. Cyclosporin A blockiert die Aktivierung des Transkriptionsfaktors

NFAT und somit seine Translokation vom Zytosol in den Zellkern. Nach Stimulierung

der Zellen mit Thapsigargin, die zur NFAT-Aktivierung führt, wurden die Zellkerne

extrahiert. Die Kernlysate wurden dann mit einem radioaktiv markiertem Oligonu-

kleotid, das eine spezifische Bindungsstelle für NFAT aufwies, inkubiert. Lag der

Transkriptionsfaktor aktiv im Zellkern vor, so band er an das markierte Oligonukleo-

tid. Im Gel wanderte der Oligonukleotid-Protein-Komplex langsamer als das freie Oli-

gonukleotid. Zur Überprüfung der Bindungsspezifität wurde die Bindung von NFAT

an das markierte Oligonukleotid durch Zugabe des unmarkierten spezifischen Oligo-

nukleotids im Überschuß kompetitiv gehemmt. Diese kompetitive Hemmung fand bei

Zugabe eines unspezifischen unmarkierten Oligonukleotids nicht statt.
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5.8.1 Markierung der Oligonukleotide

Ansatz:
25-100 ng NFAT-ds-Oligonukleotid (GGAAAA)

5 µl T4-Polynukleotidkinase-Puffer, 10x

5 µl 32P-γ−ATP (50 µCi)

1 µl T4-Polynukleotidkinase (10 U/µl)

  ad 50 µl mit bidest. Wasser

Der Ansatz wurde für 30 min bei 37°C inkubiert, bevor er 5 min lang bei 65°C inakti-

viert wurde. Die markierten Oligonukleotide konnten beim Verbrauch innerhalb der

nächsten zwei Wochen bei –70°C gelagert werden.

5.8.2 Probenvorbereitung
106 Jurkat-Zellen wurden für 20 min mit 1 µM Thapsigargin (Calbiochem) stimuliert.

Zur Hemmung der NFAT-Aktivierung wurden die Zellen vor Thapsigarginstimulierung

mit 0,5 µg/ml Cyclosporin A (Calbiochem) behandelt. Nach Zentrifugation bei 500xg

wurde das Pellet in 200 µl Puffer A resuspendiert und 15 min lang auf Eis inkubiert.

12,5 µl einer 10%-iger Nonidet P-40-Lösung wurden zur Suspension dazu pipettiert,

die anschließend gut vermischt wurde. Die Kerne wurden dann bei 10000xg 60 sec

lang zentrifugiert und in 200 µl Puffer A gewaschen. Das Kernpellet (ca. 30 µl) wurde

im gleichen Volumen Puffer C resuspendiert und 60 min lang bei 4°C im Rotations-

schüttler inkubiert, um die Kernproteine zu eluieren. Nach einer fünfminütigen Zen-

trifugation bei 10000xg und 4°C wurde der Überstand abgenommen und für die wei-

tere Analyse verwendet. Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Kernlysat er-

folgte mit dem Protein-Farbstoffkonzentrat von BioRad wie bereits im Abschnitt 5.7.2

beschrieben.

Inkubationsansatz:
2 µl BSA (10 µg/µl)

1,4 µl Poly-dIdC (1 µg/µl)

 2 µl NFAT-Puffer, 10x

2-3 µl Kernlysat (ca. 5-10 µg)

1 µl 32P-markierte NFAT-ds-Oligonukleotid

     ad 20 µl mit bidets. Wasser
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Zur Kompetition der Bindung des Transkriptionsfaktors NFAT an das markierte Oli-

gonukleotid wurde zum Ansatz zusätzlich 40 ng des unmarkierten spezifischen

NFAT-ds-Oligonukleotids (GGAAAA, Santa Cruz, 20 ng/µl), bzw. des unspezifischen

AP-1-ds-Oligonukleotids (TGACTGA, Santa Cruz, 20 ng/µl) pipettiert.

Die Ansätze wurden kurz durchmischt und für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

5.8.3 Auftrennung der Oligonukleotid/Protein-Komplexe im Gel

Zusammensetzung des Gels:
7,5 ml Gel 40

7 ml TBE, 5x

55,5 ml Bidest. Wasser

400 µl APS, 10% w/v

40 µl TEMED

Als Reservoirpuffer wurde 0,5x TBE-Puffer verwendet. Die elektrophoretische Tren-

nung wurde in der Kammer Sequi-Gen GT Sequencing Cell (BioRad) durchgeführt.

Vor der Probenauftragung wurde das Gel 15 min an eine Spannung von 200V ange-

schlossen. Die elektrophoretische Trennung der Oligonukleotid-Protein-Komplexe

erfolgte anschließend für weitere 2,5 h bei 200V.

Nachdem das Gel abgebaut und getrocknet wurde, wurde es in einer Filmkassette

über einen Kodak-Film gelegt, der nach einer Exposition bei –70°C für 4-12 h entwik-

kelt wurde.

5.9 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Überprüfung der subzellulären Lokalisierung der Bcl-2-Proteine wurden die Zel-

len fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe des konfokalen Mikroskops Leica TCS NT un-

tersucht.

Die Deckgläschen wurden zunächst für 10 min bei Raumtemperatur mit einer 1:100

in bidest. Wasser verdünnten Poly-L-Lysinlösung (Sigma, 0,1% w/v) beschichtet.

Nach Entfernung der Lösung wurden die Zellen in einer Zelldichte von 107 Zellen/ml

auf die Deckgläschen pipettiert und für 20 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen auf dem

Deckgläschen wurden einmal vorsichtig mit PBS gewaschen, bevor sie mit einer Pa-

ra-Formaldehydlösung (2,5% w/v in PBS) für 15 min bei Raumtemperatur fixiert wur-
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den. Nach Entfernung des Überstandes wurden die Zellen mit Triton X-100 (0,1%

w/v in PBS) für weitere 15 min permeabilisiert und anschließend zweimal mit PBS

vorsichtig gewaschen. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden durch eine zehn-

minütige Inkubation der Zellen in einer Blocklösung (10% FCS in PBS) abgesättigt.

Im Anschluß wurden die Zellen auf Deckgläschen über Nacht bei 4°C mit den Pri-

märantikörper inkubiert. Um die Bcl-2-Lokalisierung am Mitochondrium zu überprü-

fen, wurde rabbit-anti-Bcl-2 (Santa-Cruz-Biotech) zusammen mit mouse-anti-

Cytochrome c (PharMingen) jeweils 1:100 in Blocklösung verdünnt. Die Bcl-2-

Lokalisierung am ER wurde durch Verwendung der Primärantikörper rabbit-anti-Bcl-2

(Santa-Cruz-Biotech) und mouse-anti-SERCA (UBI Biomol), die beide 1:100 in

Blocklösung verdünnt wurden, analysiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen nach

zweimaligen Waschen für 30 min im Dunkeln in einer Lösung mit den Sekundäranti-

körpern anti-mouse-Alexa488/anti-rabbit-Cy5 (Molecular Probes, Mobitech/Dianova,

beide 1:200 in Blocklösung verdünnt) überschichtet. Abschließend wurden die Zellen

nochmals zweimal mit PBS gewaschen und auf einem Objektträger in Mowiol einge-

deckelt.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Apoptose in Jurkat-Zellen

In Jurkat-T-Zellen wurde Apoptose nach Bestrahlung mit 10 Gy ebenso wie nach

Stimulierung des Zelltodrezeptor CD95 mit dem agonistischen Antikörper (αCD95),

der die Vernetzung des Zelltodrezeptors bewirkte, initiiert (Abbildung 7). Apoptose

wurde in diesem Zellsystem durchflußzytometrisch quantifiziert. Außerdem erfolgte

eine Überprüfung der Caspasenaktivierung mittels Westernblot-Technik. Die Apop-

toseinduktion verlief nach beiden Stimuli zeitabhängig, nach CD95-Stimulierung je-

doch bedeutend schneller als nach Bestrahlung. So waren 48 h nach Bestrahlung

etwa 65 % aller Zellen apoptotisch, während 24 h nach Stimulierung des Zelltodre-

zeptors bereits 90% apoptotische Änderungen aufwiesen. Weiterhin konnte 1 h nach

CD95-Stimulierung eine deutliche Aktivierung der Caspase-8 sowie ein fast voll-
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Abbildung 7: Induktion der Apoptose nach CD95-Stimulierung und Bestrahlung.
A) Jurkat-T-Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt, bzw. mit 100 ng/ml des agonistischen anti-CD95-
Antikörpers stimuliert. Apoptoserate wurde durchflußzytometrisch bestimmt. B) Caspase-8- und
Bidaktivierung wurde mittles der Westernblot-Technik analysiert. Procaspase-8 wird in zwei Iso-
formen exprimiert (Caspase-8a/b, offenen Pfeile, linke Seite). Nach Abspaltung der kleinen Unter-
einheit werden die Intermediärfragmente p43/41 detektierbar. Die Proteolyse dieser Intermediär-
fragmente C-terminal von der Prodomäne führt zur Freisetzung der großen Untereinheit p18 (linke
Seite). p22Bid wird während der Apoptose durch Proteolyse in aktives p15Bid überführt (rechte
Seite).
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ständiger Verbrauch ihrer Proform nach 4 bis 6 h nachgewiesen werden, während

die Prozessierung der Caspase-8 nach Bestrahlung ohne einen nennenswerten

Verbrauch der Proform ablief.

Bid, ein pro-apoptotisches Molekül der Bcl-2-Familie mit einer BH3-Domäne, wurde

als ein Substrat der Caspase-8 beschrieben. Gespaltenes Bid translokalisiert zum
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Abbildung 8: Einfluß von Bcl-2 und Bcl-xL auf die Apoptose. Nach Betrsahlung der
Zellen, bzw. nach Stimulierung des Zelltodrezeptors mit dem agonistischen Antikörper αCD95,
wurde die mitochondriale Integrität durchflußzytometrisch nach Anfärben der Zellen mit dem Farb-
stoff TMRE analysiert. Zellen mit intaktem mitochondrialen Membranpotential weisen eine höhere
Farbintensität auf (∆Ψm high) als Zellen, in denen das mitochndriale Membranpotential zusam-
mengebrochen ist (∆Ψm low). A) Bcl-2 und Bcl-xL schützen vor dem ∆Ψm-Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung. B) Der mitochondriale Schaden kann nach
Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95 durch diese anti-apoptotischen Proteine0 nicht verhindert
werden. C) 48h nach Bestrahlung wurden die Zellen mit dem DNA-Farbstoff Hoechst 33342 an-
gefärbt. Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass Bcl-2 und Bcl-xL die Chromatin-
kondensation blockieren.
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Mitochondrium, wo es den ∆Ψm-Zusammenbruch bewirkt. Die proteolytische Bid-

Prozessierung konnte ebenso nach CD95-Stimulierung wie nach Bestrahlung nach-

gewiesen werden. Sie erfolgte mit einer Kinetiken, die der Caspase-8-Aktivierung

entsprachen.

6.2 Inhibition der Apoptose durch Bcl-2 und Bcl-xL

Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und die damit assozi-

ierte Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol ist ein bedeutender Schritt in der

Apoptose, der zur Aktivierung von Caspasen an einem oligomeren Komplex, dem

sogenannten Apoptosom, führt. Mitglieder der Bcl-2-Familie, wie z.B. Bcl-2 und Bcl-

xL, können den programmierten Zelltod und ∆Ψm-Zusammenbruch durch Inhibierung

der PT-Pore blockieren. Außerdem sind diese Moleküle in der Lage, Caspasenakti-

vierung nach Mikroinjektion von Cytochrom c ins Zytosol zu verhindern.

Um zu klären, ob und auf welcher Ebene diese Proteine mit dem progammierten

Zelltod interferieren, wurde die Depolarisation des mitochondrialen Membranpotenti-

als ∆Ψm in Jurkat-Zellen analysiert, die Bcl-2 oder Bcl-xL stabil überexprimieren (Ab-

bildung 8). Der Verlust der mitochondrialen Integrität wurde durch die Zugabe des

Cyanid-Derivats CCCP (100 µM für 30 min) zur Zellkultur überprüft. Nach CD95-

Stimulierung brach ∆Ψm in allen Zellen unabhängig davon, ob sie mit Bcl-2, Bcl-xL

oder mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden, zusammen. Nach Bestrahlung
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Abbildung 9: Wirkung von Bcl-2 und Bcl-xL auf Apoptoseinduktion.
Apoptose wurde nach Bestrahlung, bzw. Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95/Fas/APO-1,
durchflußzytometrisch analysiert. A) Apoptose wird fast vollständig durch Bcl-2- bzw. Bcl-xL-
Überexpression verhindert. B) Bcl-2 und Bcl-xL verhindern Apoptose jedoch nicht nach Stimulierung
der Zelltodrezeptors CD95. C) Westernblotanalyse zeigt, dass Bcl-2 und Bcl-xL in den entspre-
chenden Zellen überexprimiert werden.
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konnte in den Kontrollzellen ein zeitabhängiger ∆Ψm-Zusammenbruch nachgewiesen

werden, der in Zellen, die die anti-apoptotischen Proteine exprimieren, fast vollstän-

dig blockiert wurde. Der mitochondriale Schaden konnte mit der Manifestation der

apoptotischen Morphologie assoziiert werden. Bcl-2- und Bcl-xL-Überexpression ver-

hinderten nach Bestrahlung Chromatinkondensation.

In weiteren Versuchen wurde Apoptose quantifiziert (Abbildung 9). 48 h nach Be-

strahlung war die Anzahl der apoptotischen Zellen in Bcl-2-, bzw. Bcl-xL-

überexprimierenden Zellen deutlich reduziert, während nach CD95-Stimulierung alle

Zellen nahezu 100%-ig tot waren. Zu früheren Zeitpunkten konnte jedoch in Bcl-2-

und Bcl-xL-Zellen eine diskrete Verzögerung der Apoptoseinduktion nach Rezep-

toraktivierung beobachtet werden.

Die Frage, ob der strahleninduzierte ∆Ψm-Zusammenbruch eine Folge oder die Ursa-

che der Caspasenaktivierung ist, konnte geklärt werden, indem Jurkat-Zellen 30 min

vor Bestrahlung mit 20 µM zVAD-FMK, einem Pan-Caspasen-Inhibitor, der in dieser

Konzentration die meisten Caspasen irreversibel hemmt, behandelt wurden. Wie Ab-

bildung 10 entnommen werden kann, konnte der Inhibitor die Chromatinkondensation

blockieren, zeigte aber keinen Einfluß auf den ∆Ψm-Zusammenbruch.
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Abbildung 10: Auswirkungen der Caspaseinhibition auf strahleninduzierte Apoptose.
Die durchflußzytometrische Analyse der mitochondrialen Integrität sowie die DNA-Färbung 48h nach
Bestrahlung mit 10 Gy demonstrieren, dass die Behandlung der Zellen mit dem Caspaseinhibitor
zVAD-FMK kurz vor der Bestrahlung die Chromatinkondensation verhindert (B), jedoch nicht den
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials ∆Ψm (A).
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Diese Ergebnisse implizieren, dass Bcl-2 und Bcl-xL den programmierten Zelltod

blockieren, indem sie mitochondriale Funktionen aufrecht erhalten.
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Abbildung 11: Einfluß von Bcl-2 auf Caspase-8,-3 und Bid-Prozessierung. Nach Bestrahlung
oder Stimulierung mit 100 ng/ml des agonistischen Antikörpers αCD95 wurden die Bcl-2-
überexprimierenden Zellen, bzw. die Vektorzellen, zu indizierten Zeitpunkten lysiert. Die Untersu-
chung dieser Lysate mittels der Westernblot-Technik demonstriert, dass Bcl-2 die Aktivierung der
Caspasen-8 und -3 sowie die Bid-Spaltung nach Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95 verzö-
gert, nach Bestrahlung mit 10 Gy jedoch vollständig blockiert. Die weißen Pfeile zeigen die inaktive
Proformen der Caspasen und des Bid-Moleküls, die schwarzen Pfeile zeigen die prozessierten
Formen dieser Moleküle.
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6.3 Inhibition der Caspasenaktivierung durch Bcl-2 und Bcl-xL

Nachfolgend wurde untersucht, inwiefern Bcl-2 und Bcl-xL mit Caspasenaktivierung

interferieren. Die Prozessierung der Caspasen -8 und -3 sowie des Bid-Moleküls

konnte nach Stimulierung des Zelltodrezeptors durch Bcl-2 zwar verzögert, aber

deutlich sichtbar nachgewiesen werden. Nach Bestrahlung blockierte dieses Protein

jedoch nahezu vollständig die Caspasenaktivierung und Bidspaltung (Abbildung 11).

Vergleichbare Resultate wurden in Versuchen mit Zellen, die Bcl-xL überexprimieren,

erzielt (Daten sind hier nicht gezeigt).

Die bis hierher durchgeführten Untersuchungen deuten darauf hin, dass Caspasen

nach Bestrahlung sekundär zum mitochondrialen Schaden aktiviert werden. Im Ge-
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Abbildung 12: Caspase-8-Involvierung in Apoptose nach Bestrahlung und CD95-
Stimulierung. Caspase-8-negative Jurkat-Zellen und die Kontrollzellen A3 wurden nach Bestrah-
lung und Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95 durchflußzytometrisch untersucht. A) Caspase-8
ist notwendig für den CD95-induzierten programmierten Zelltod, während die Induktion der Apopto-
se nach Bestrahlung lediglich schwach verzögert wird. B) Auf den Zusammenbruch des mitochon-
drialen Membranpotentials nach Bestrahlung hat Caspase-8 keinen Einfluß. In Caspase-8-
negativen Zellen wird der mitochondriale Schaden nach CD95-Stimulierung jedoch vollständig un-
terbunden.
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gensatz dazu konnte der mitochondriale Weg nach CD95-Stimulierung umgangen

werden.

6.4 Caspase-8: Aktivator oder Effektor?

Um den Einfluß von Caspase-8 nach Strahlenexposition zu untersuchen, wurden

Kinetiken der Apoptoseinduktion ebenso in Caspase-8-negativen Jurkat-Zellen und

in den Kontrollzellen A3 analysiert. Obwohl Rezeptor-vermittelte Apoptose in diesen

Zellen vollständig blockiert war, induzierte ionisierende Bestrahlung eindeutig Apop-

tose, die jedoch leicht verzögert in Caspase-8-defizienten Zellen verlief (Abbildung

12A).

Inwieweit Caspase-8 für mitochondriale Veränderungen verantwortlich ist, wurde

durch Messung des mitochondrialen Membranpotentials untersucht. Bis zu diesem

Zeitpunkt veröffentlichte Daten deuteten darauf hin, dass Caspase-8 durch Bid-Spal-

tung mitochondrialen Schaden verursacht. In der Tat schützte Caspase-8-Defizienz

vor ∆Ψm-Zusammenbruch nach Stimulierung des Zelltodrezeptors innerhalb der

ersten 24 h, jedoch nicht nach Bestrahlung (Abbildung 12B). Der Verlust des mito-

chondrialen Membranpotentials mit vergleichbaren Kinetiken in Caspase-8-positiven

und -negativen Zellen implizierte, dass Caspase-8-Aktivierung für strahleninduzierten

∆Ψm-Zusammenbruch nicht benötigt wird.
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Abbildung 13: Aktivierung von Caspase-3 und Bid nach Bestrahlung in Caspase-8 nega-
tiven Zellen. Nach Bestrahlung der Zellen wurden zu gegebenen Zeitpunkten Lysate herge-
stellt, die mit Die Hilfe der Westernblot-Technik analysiert wurden. A) Caspase-3 wird in Caspa-
se-8 defizienten Jurkat-Zellen prozessiert. B) Bid, wird ebenso in Caspase-8 negativen Zellen
nach Bestrahlung gespalten wird. Die Aktivierung des Proteins findet jedoch nicht mehr statt,
wenn diese Zellen mit dem Caspase-3-Inhibitor DEVD-CHO (20µM) vorbehandelt wurden.
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Die Position des Bid-Moleküls im Zelltodprogramm, das durch ionisierende Strahlung

initiiert wurde, konnte mit Hilfe der Westernblot-Technik geklärt werden. Bid-Spaltung

findet auch in Caspase-8-negativen Zellen statt (Abbildung 13), in denen ebenso die

Aktivierung der Effektorcaspase-3 nachgewiesen wurde. Um die Frage zu klären, ob

Bidaktivierung von Caspase-3 abhängig ist, wurden Caspase-8-defiziente Zellen mit

20 µM DEVD-CHO vor Bestrahlung behandelt. In dieser Konzentration hemmte die-

ser Inhibitor spezifisch Caspasen mit der Substratpräferenz für das Tetrapeptid

DEVD (Caspase-3 und Caspase-7) und unterdrückte nahezu vollständig die Bid-

Prozessierung.

6.5 Rolle der PT-Pore in der Apoptose

Bisherige Ergebnisse führten zur Identifizierung potentieller Kandidaten, die Apopto-

se nach Bestrahlung auf mitochondrialer Ebene regulieren. Wie Abbildung 8 und 9

entnommen werden kann, schützte Bcl-2-Überexpression vor dem Zusammenbruch

des mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung mit 10 Gy, während die

Blockierung der Caspasen keinen Effekt zeigte. Das Schlüsselereignis, das zur mito-

chondrialen Schädigung führt, ist die Öffnung der sogenannten PT-Pore. Durch die-

sen unspezifischen Megakanal kommt es zum Ionenfluss entlang des Konzentrati-

onsgradienten, der zur osmotischen Schwellung der mitochondrialen Matrix und zum

Platzen der äußeren Mitochondrienmembran führen kann. Außerdem kann die Öff-

nung der Pore den Zusammenbruch des mitochondrialen Protonengradienten verur-

sachen und die damit gekoppelte oxidative Phosphorylierung unterbrechen.

Da bereits eine Interaktion von Bcl-2, Bcl-xL und Bax mit der PT-Pore nachgewiesen

wurde, stellte sich die Frage, ob die protektive Eigenschaft von Bcl-2 in der strah-

leninduzierten Apoptose auf diese Wechselwirkung zurückzuführen ist. Um heraus-

zufinden, inwiefern die PT-Pore in die strahleninduzierte Apoptose involviert ist, wur-

den die Zellen vor Bestrahlung mit Cyclosporin A (CsA) behandelt. Es ist beschrie-

ben worden, dass CsA die Öffnungswahrscheinlichkeit des Megakanals reduziert,

indem es Cyclophilin D, ein Protein, das in der mitochondrialen Matrix an ANT bindet,

blockiert. Zur Kontrolle wurde die Calcium-abhängige Aktivierung des Transkripti-

onsfaktors NFAT mit Hilfe eines Gelshifts überprüft, die durch CsA blockiert wurde.

Überraschenderweise hatte CsA keinen Einfluss auf den apoptotischen Verlauf oder

das Zusammenbrechen von ∆Ψm (Abbildung 14A). Das Kontrollexperiment zeigt,
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dass CsA jedoch aktiv in der Zelle war, denn der Inhibitor blockierte die Bindung von

NFAT an die DNA im Nukleus (Abbildung 14B).

Die bis hierhin durchgeführten Experimente deuten darauf hin, dass Caspasen nach

Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95 zumindest in Jurkat-Zellen auf direktem

Weg aktiviert werden. Caspase-8 fungiert dabei als apikale Caspase, die über Bid-

Spaltung ∆Ψm-Zusammenbruch induzieren kann. Der mitochondriale Weg ist jedoch

nicht notwendig für die Manifestation der apoptotischen Morphologie. Im Gegensatz

dazu werden Caspasen nach Bestrahlung als Folge der mitochondrialen Schädigung

aktiviert, die durch die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL verhindert wird.

Für die protektive Wirkung der Bcl-2-Proteine scheint eine Interaktion mit der PT-

Pore nicht essentiell zu sein. Die Ergebnisse erlauben außerdem die Schlussfolge-

rung, dass die strahleninduzierte Hochregelung des Rezeptors CD95 und seines Li-
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Abbildung14: Rolle der PT-Pore in der strahleninduzierten Apoptose. A) Zellen wurden
direkt vor Bestrahlung mit Cyclosporin A (CsA, 0,5 µg/ml) inkubiert. Diese Vorbehandlung hatte we-
der einen Einfluß auf die strahleninduzierte Apoptose noch verzögerte sie den ∆Ψm-
Zusammenbruch. Die Daten repräsentieren eins von drei unabhängig durchgeführten Experimenten.
B) Die CsA-Aktivität in der Zelle wurde mit Hife der Gelshift-Analyse überprüft. CsA blockierte NFAT-
Aktivierung, die durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin induziert wurde.
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ganden CD95L an der Zelloberfläche keine wichtige Rolle spielt, da Caspase-8 für

diesen programmierten Zelltod nicht essentiell war.

6.6 Apoptoseregulierung in verschiedenen subzellulären Kompartimenten

6.6.1 Subzelluläre Bcl-2-Expression
Bisherige Untersuchungen von Bcl-2 im Hinblick auf seine anti-apoptotische Funktion

konzentrierten sich auf seine Rolle am Mitochondrium. Eine Bcl-2-Expression wurde

aber auch perinukleär und am ER nachgewiesen. Die Bedeutung der subzellulären

Lokalisation für die protektive Eigenschaft des Proteins ist jedoch weitgehend unver-

standen. In folgenden Experimenten wurde deshalb Bcl-2 spezifisch am Mitochondri-

um (Bcl-2/MT), am ER (Bcl-2/ER), als Wildtyp an beiden Organellen (Bcl-2/WT) oder

ohne die C-terminale Verankerungsdomäne (Bcl-2/∆TM) in Jurkat-Zellen überexpri-

miert.

Wie bereits beschrieben, wurde die subzelluläre Restriktion der Expression erreicht,

indem der Bcl-2-Membrananker durch die mitochondriale Insertionssequenz von

ActA, einem Protein der Listeria monocytogenes, oder durch die ER-spezifische Se-

quenz des Ratten-Cytochrom b5 ersetzt wurde (Zhu et al., 1996). Die organellspezi-

fische Lokalisation jeder Bcl-2-Form wurde außerdem durch Kofärbung mit mito-

chondrialem Cytochrom c, bzw. der endoplasmatischen Calcium-ATPase SERCA,

mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie überprüft. Wie Abbildung 15 entnommen wer-

den kann, kolokalisierte Bcl-2/ER mit SERCA, Bcl-2/MT und Bcl-2/∆TM dagegen

nicht. Gegensatz dazu zeigte Bcl-2/MT das für die mitochondriale Expression typi-

sche Pünktchenmuster, das der Cytochrom c-Färbung entspricht, während Bcl-2/ER

und Bcl-2/∆TM am Mitochondrium nicht detektiert wurden. Aufgrund der fehlenden

Transmembrandomäne wurde Bcl-2/∆TM diffus im Zytosol exprimiert. Auch der Zell-

kern wurde von der Bcl-2-Färbung nicht ausgeschlossen. Dies weist darauf hin, dass

Bcl-2/∆TM frei in den Zellkern diffundieren konnte. Bcl-2/WT-Zellen zeigten schließ-

lich eine Kolokalisierung mit SERCA und mit Cytochrom c. Eine rote, diskrete Hinter-

grundfärbung, die in allen Zellen nachgewiesen werden konnte, ist auf endogenes

Bcl-2 in Jurkat-Zellen zurückzuführen. Die Bcl-2-Expressionsniveaus der verschiede-

nen Konstrukte wurde weiterhin mit Hilfe der Westernblot-Technik überprüft (Abbil-

dung15E).
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Abbildung 15A-B: Subzelluläre Lokalisation von Bcl-2/ER und Bcl-2/MT. Die subzelluläre
Bcl-2-Lokalisierung wurde mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie überprüft. In stabil transfizierten
Zellen wurde Bcl-2 (rot) zusammen mit der endoplasmatischen Calcium-ATPase SERCA, bzw.
mit dem mitochondrialen Cytochrom c (grün) gefärbt. Überlagerungen erscheinen gelb. A) Bcl-
2/ER kolokalisiert mit dem endoplasmatischen Marker SERCA, aber nicht mit Cytochrom c. B) Im
Gegensatz dazu zeigt Bcl-2/MT eine Kolokalisation mit Cytochrom c am Mitochondrium, jedoch
nicht mit SERCA.
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Abbildung 15C-E: Subzelluläre Lokalisation von Bcl-2/∆∆∆∆TM und Bcl-2/WT. C) Bcl-2/∆TM ist
zytosolisch und nukleär lokalisiert. D) Bcl-2/WT ist dagegen am Mitochondrium und am ER zu finden.
E) Die Expression dieser verschiedenen Bcl-2-Konstrukte wurde außerdem mit Hilfe der Westernblot-
Technik überprüft. Jurkat-Zellen, die mit dem leeren Vektor transfiziert wurden, exprimieren endoge-
nes Bcl-2 auf sehr niedrigem Niveau. Die unterschiedlichen Bcl-2-Konstrukte werden in den entspre-
chenden Transfektanten überexprimiert. Aufgrund der längeren C-Termini ist die Wanderungge-
schwindigkeit von Bcl-2/MT und Bcl-2/ER im Gel gegenüber dem endogenen Bcl-2 verlangsamt. Bcl-
2/∆TM besitzt ein geringeres Molekulargewicht als das endogene Bcl-2.
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6.6.2 Kontrolle der Apoptose nach ionisierender Strahlung
Weil die bisherigen Ergebnisse auf eine mitochondriale Kontrolle der strahlenindu-

zierten Signaltransduktion deuteten, wurde in den folgenden Experimenten unter-

sucht, inwiefern Bcl-2 in anderen subzellulären Kompartimenten die Apoptose beein-

flußt. Überraschenderweise schützte endoplasmatisches Bcl-2 genauso gut wie mi-

tochondriales Bcl-2 oder Bcl-2/WT vor programmiertem Zelltod nach Bestrahlung mit

10 Gy. Nicht verankertes Bcl-2 (Bcl-2/∆TM) besaß keine protektive Wirkung (Abbil-

dung 16).

Da Apoptose mit Caspasenaktivierung assoziiert wird, stellte sich die Frage, ob un-

terschiedlich lokalisiertes Bcl-2 diesen Schritt unterbinden kann. Caspase-9 wird

nach Exposition gegenüber ionisierenden Strahlen als apikale Caspase zuerst nach

mitochondrialer Schädigung autoproteolytisch aktiviert. In einer Kaskade aktiviert sie

ihrerseits andere Caspasen. U.a. werden Caspase-3 und auch Caspase-8 gespalten,

wie den vorherigen Experimenten entnommen werden konnte (siehe Abbildung 11).

Es wurde erwartet, dass sowohl Bcl-2/WT als auch Bcl-2/MT die Prozessierung von

Caspase-9, -3 und -8 sowie die Spaltung des Caspase-3-Substrats PARP verhin-

dern. Außer diesen beiden Bcl-2-Konstrukten blockierte aber auch endoplasmati-

sches Bcl-2 Caspasen-vermittleten Proteolyse, während Bcl-2/∆TM auch hier keine

Wirkung zeigte (Abbildung 17).

Es wurde beschrieben, dass Bcl-2 nach Mikroinjektion von Cytochrom c ins Zytosol

die Ausbildung einer apoptotischen Morphologie verhindert. Im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit wurde jedoch bereits gezeigt, dass Bcl-2 vor strahleninduziertem ∆Ψm-

Abbildung 16: Induktion der
Apoptose nach Bestrahlung.
Die Zellen wurden mit einer Dosis
von 10 Gy bestrahlt. Apoptose
wurde durchflußzytometrisch zu
den indizierten Zeitpunkten ge-
messen. Bcl-2/WT, Bcl-2/MT sowie
Bcl-2/ER schützen vergleichbar
gut vor strahleninduzierter Apopto-
se, wohingegen Bcl-2/∆TM keine
Protektion zeigt.
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Zusammenbruch schützt. Da Cytochrom c aus beschädigten Mitochondrien freige-

setzt wird, würde dies eine Protektion des endoplasmatischen Bcl-2 sekundär zum

mitochondrialen Schaden implizieren. Alternativ könnte Bcl-2 Apoptoseinduktion

auch oberhalb der mitochondrialen Ebene kontrollieren, z.B. durch Regulation der

Calciumhomeostase nicht nur am Mitochondrium, sondern auch am ER. Die Analyse

des mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung zeigte einen Schutz so-

wohl durch Bcl-2/ER als auch durch Bcl-2/MT und wie erwartet durch Bcl-2/WT (Ab-

bildung 18). In Zellen, die Bcl-2/∆TM überexprimierten, brach das mitochondriale

Membranpotential dagegen mit vergleichbarer Kinetik zusammen wie in Zellen, die

mit einem Kontrollvektor transfiziert wurden. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass

Bcl-2 am ER und am Mitochondrium die mitochondriale Homeostase aufrechterhal-

ten können.

Aktive
Casp-3 p19

p17

Casp-8

p20

PARP
p116

p85

p54/52 
p43/41

0 14 16 18 20
Aktive
Casp-9

p35 
0 14 16 18 20 0 14 16 18 20 0 14 16 18 20 0 14 16 18 20 h

Vektor Bcl-2/WTBcl-2/ER Bcl-2/MTBcl-2/∆∆∆∆TM

Abbildung 17: Caspasenaktivierung nach Bestrahlung. Westernblot-Analyse zeigt eine
deutliche Caspasen- und PARP-Prozessierung in den Kontrollzellen (Vektor) und in Bcl-2/∆TM-
exprimierenden Zellen. Bcl-2/WT, aber auch Bcl-2/MT und Bcl-2/ER, blockieren Caspasenproteolyse
nach Bestrahlung.

Abbildung 18: Mitochondriale
Membranpotentialänderungen
nach Bestrahlung.
Nach Bestrahlung wurde zu den
indizierten Zeitpunkten der Pro-
zentsatz der Zellen mit intaktem
mitochondrialen Membranpoten-
tial (∆Ψm) durchflußzytometrisch
bestimmt. Sowohl Bcl-2/WT, als
auch Bcl-2/MT und Bcl-2/ER,
schützen vor ∆Ψm-Zusammen-
bruch. Bcl-2/∆TM zeigt dagegen
keine Protektion.
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6.6.3 Kontrolle der Apoptose nach Stimulierung der Zelltodrezeptoren
Untersuchungen zur Bcl-2-vermittelten Protektion nach Stimulierung eines Zelltodre-

zeptors führten zu widersprüchlichen Aussagen, die von dem verwendeten Zellsy-

stem abhingen. Jurkat T-Zellen wurden als Typ II-Zellen charakterisiert, die Apoptose

über den mitochondrialen Weg einleiten (Scaffidi et al., 1998). In vorangegangenen,

eigenen Experimenten wurde jedoch gezeigt, dass Bcl-2-Überexpression die Apop-

toseinduktion nach CD95-Aktivierung lediglich moderat verzögert, jedoch nicht ver-

hindert. Um den Einfluß der unterschiedlichen subzellulären Kompartimentierung von

Bcl-2 nach Rezeptorstimulierung zu testen, wurden die Zellen mit den unterschiedli-

chen Bcl-2-Transfektanten durchflußzytometrisch nach Inkubation mit 100 ng/ml des

agonistischen CD95-Antikörpers, bzw. mit 100 ng/ml TRAIL, analysiert. Unabhängig

davon, ob und wo Bcl-2 exprimiert wurde, waren immer etwa 90% aller Zellen 24 h

nach Stimulierung apoptotisch (Abbildung 19).

Caspase-8 fungiert als Initiatorcaspase, die nach Trimerisierung, bzw. Oligomerisie-

rung der Zelltodrezeptoren direkt an dem sogenannten DISC-Signalkomplex aktiviert

wird. In vitro ist Caspase-8 in der Lage, Caspase-3 zu prozessieren. Über den mito-

chondrialen Weg kann aber auch Caspase-9 proteolytisch gespalten werden. In

Übereinstimmung mit bisherigen Daten konnten Spaltfragmente der verschiedenen

Caspasen und des Caspase-3-Substrats PARP in Zellen, die Bcl-2 mitochondrial ex-

primieren, verzögert nachgewiesen werden (Abbildung 20). Während die Proform
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Abbildung 19: Induktion der Apoptose nach Stimulierung der Zelltodrezeptoren.
Wie die durchflußzytometrische Messung zeigt, führt die Aktivierung des Rezeptors CD95 bzw.
Stimulierung der Zellen mit TRAIL zur Apoptose unabhängig davon, ob und an welcher Position
Bcl-2 exprimiert wird.
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von Caspase-8 in den Zellen, die mit dem leeren Vektor, Bcl-2/ER, bzw. Bcl-2/∆TM

transfiziert wurden, nach 4 h bis 6 h nahezu vollständig verbraucht wurde, blieb diese

Procaspase sowie auch das intakte PARP in Bcl-2/MT- und Bcl-2/WT-Zellen weitge-

hend unprozessiert.

Die proteolytische Caspase-3-Spaltung wurde mit einem Antikörper detektiert, der

gegen die aktive Form gerichtet ist. Die initiale Spaltung nach D315 zwischen der

großen und kleinen Untereinheit führt zur Generierung der p20- und p12-großen

Fragmente. Ersteres kann anschließend weiter durch die bereits aktive Caspase-3

selbst am D9 (p19-Fragment) oder am D28 durch Caspase-9 (p17-Frgament) pro-

zessiert werden. Die Proteolyse zum p17-Frgament wurde aufgrund der Blockierung

des mitochondrialen Weges und Caspase-9-Aktivierung durch Bcl-2/MT und Bcl-

2/WT sehr effizient verzögert. In diesen Zellen wurden bevorzugt p20- und p19-

Fragmente detektiert, während Bcl-2/∆TM und überraschenderweise auch Bcl-2/ER

Caspase-9- und Caspase-3-Prozessierung nicht beeinflussten.

Die anschließende Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials unter-

mauerte die bisherigen Ergebnisse. Mitochondriales Bcl-2 verzögerte leicht den ∆Ψm-

Zusammenbruch nach Stimulierung der Zellen über den CD95-Rezeptor oder mit

TRAIL, wohingegen diffus und endoplasmatisch exprimiertes Bcl-2 nahezu keinen

Einfluß auf die Kinetik zeigten (Abbildung 21).

Vektor Bcl-2/WTBcl-2/ER Bcl-2/MTBcl-2/∆∆∆∆TM
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Abbildung 20: Caspasenaktivierung nach Stimulierung von CD95. Stimulierung des Zelltodre-
zeptors führt zur Caspasenprozessierung in allen Zellen. In Zellen, die Bcl-2 mitochondrial expri-
mieren (Bcl-2/WT und Bcl-2/MT) werden die Caspasen jedoch mit verzögerter Kinetik aktiviert.
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6.6.4 Rolle von Caspase-12 in strahleninduzierter Apoptose
Bis zu diesem Zeitpunkt durchgeführte Experimente lassen eine Kontrolle der apop-

totischen Signaltransduktion durch Bcl-2 nicht nur am Mitochondrium sondern auch

am ER vermuten. Kürzlich veröffentlichte Ergebnisse zeigten die Notwendigkeit von

Caspase-12-Aktivierung im programmierten Zelltod, der durch ER-Stress ausgelöst

wurde (Nakagawa et al., 2000). ER-Stress konnte durch Blockierung des Protein-

transports mit Brefeldin A oder durch Hemmung der Proteinglykosylierung im Golgi-

Apparat mit Tunicamycin induziert werden. Apoptose nach Behandlung mit Stau-

rosporin oder nach CD95-Stimulierung wurde in Caspase-12-defizienten Zellen da-

gegen nicht beeinträchtigt. Um die Rolle der Caspase-12 bei der strahleninduzierten

Apoptose aufzuklären wurde Caspase-12-Prozessierung untersucht. Das polyklonale

Serum erkennt Procaspase-12 als eine Bande in Höhe von 53 kD im Westernblot.

Nach Bestrahlung mit 10 Gy tauchte eine Bande in Größe von etwa 17 kD in Zellen

auf, die mit dem leeren Vektor, bzw. mit dem Bcl-2/∆TM-Konstrukt transfiziert wur-

den. Bcl-2-Expression in mitochondrialer oder alternativ in endoplasmatischer Positi-

on verhinderte Caspase-12-Aktivierung (Abbildung 22A).

Bisher wurde Caspase-9 in der Aktivierung der Caspasenkaskade nach Bestrahlung

eine Schlüsselposition zugesprochen. Ob Caspase-12 nun initial oder sekundär zu

Caspase-9 aktiviert wird, wurde in dem folgenden Experiment geklärt. Behandlung
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Abbildung 21: Mitochondriale Membranpotentialänderungen nach Stimulierung der Zelltodre-
zeptoren. Aktivierung des Rezeptors CD95 bzw. Stimulierung der Zellen mit TRAIL führt zum
∆Ψm-Zusammenbruch in allen Transfektanten. Mitochondrial exprimiertes Bcl-2 verzögert jedoch die
mitochondriale Schädigung.
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der Jurkat-Zellen mit 30 µM LEHD-FMK, einem Caspase-9-Inhibitor, 30 min vor Be-

strahlung führte dazu, dass nicht nur die Prozessierung von Caspase-9 und -3, son-

dern auch die von Caspase-12 blockiert wurde (Abbildung 22B). Folglich wird zumin-

dest im diesen Zellsystem durch Exposition gegenüber ionisierender Strahlung Cas-

pase-12 erst sekundär zu Caspase-9 aktiviert.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass Bcl-2 sowohl am Mitochondrium als auch

am ER in der Lage ist, Zellen vor Apoptoseinduktion nach Bestrahlung, aber nicht

nach Stimulierung der Zelltodrezeptoren zu schützen. Die Verankerung von Bcl-2 in

subzellulären Membranen ist essentiell für die Protektion, da eine Deletion der

Transmembrandomäne zum Verlust der anti-apoptotischen Wirkung führt.

6.7 Einfluss von Bcl-2 auf das Langzeitüberleben und die Strahlensensitivität

Es ist unklar, auf welcher Ebene die Entscheidung getroffen wird, die zum Überleben

oder zum Tod der Zelle nach Bestrahlung führt. Deshalb wurde der apoptotische

Prozess zum einen durch Bcl-2-Überexpression in der Entscheidungsphase, zum

anderen durch Caspaseninhibierung in der Degradationsphase blockiert.

 aktive Casp-9

 aktive Casp-3

- LEHD-FMK + LEHD-FMK

0 14 16 18 200 14 16 18 20 h

gespaltene Casp-12

Procaspase-12

A

B

Procaspase-12
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Vektor Bcl-2/WTBcl-2/ER Bcl-2/MTBcl-2/∆∆∆∆TM

Abbildung 22: Rolle der Caspase-12 in strahleninduzierter Apoptose. A) Aktivierung der
Caspase-12 konnte nach Bestrahlung in den Kontrollzellen und in Zellen, die Bcl-2 ohne die Trans-
membrandomäne exprimieren (Bcl-2/∆TM), nachgewiesen werden. Bcl-2 in der mitochondrialen
oder der endoplasmatischen Position blockiert Caspase-12-Prozessierung. B) Behandlung der Kon-
trollzellen mit dem Caspase-9-Inhibitor LEHD-FMK (30 µM) kurz vor der Bestrahlung verhindert die
apoptotische Proteolyse der Caspasen -12, -9 sowie –3.
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Obwohl der Caspaseninhibitor zVAD-FMK bei einer Konzentration von 20 µM und

auch Bcl-2 die Ausbildung der apoptotischen Morphologie nach Bestrahlung verhin-

dern, schützt nur Bcl-2 vor ∆Ψm-Zusammenbruch. Folglich wurde angenommen,

dass Zellen, die das anti-apoptotische Protein exprimieren, über einen längeren Zeit-

raum einen Überlebensvorteil besitzen. Die Zellen können jedoch nicht nur aufgrund

der schnellen Apoptose eliminiert werden, sondern können auch einen langsameren

Tod aufgrund irreparabler DNA-Doppelstrangbrüche eingehen, der eher nekrotische

Charakteristika aufweist. Außerdem wurde bei einigen Zelltypen der sogenannte mi-

totische Tod beschrieben, bei dem die Zellen überhaupt nicht sterben, sondern ledig-

lich aufhören zu proliferieren. Deshalb wurde über einen Zeitraum von bis zu 9 Ta-

gen mit Hilfe der Propidiumiodid-Ausschlussfärbung untersucht, ob Bcl-2-

überexprimierende Zellen die Bestrahlung von 10 Gy überleben oder an den Folgen

der DNA-Doppelstrangbrüche sterben. Im Gegensatz zu zVAD-FMK verlängerte Bcl-

2 das Überleben nach Bestrahlung in den ersten Tagen. Im Verlauf der Zeit glichen

sich die Raten der toten Zellen aneinander an, da auch Bcl-2-überexprimierende

Zellen zunehmend starben (Abbildung 23A).
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Abbildung 23: Einfluß von Bcl-2 auf langfristiges Überleben nach Bestrahlung und auf die
Strahlensensitivität. Das Überleben dieser Bcl-2-überexprimierenden Zellen sowie der Kon-
trollzellen von H. Walczak wurde mit Hilfe der PI-Ausschlußfärbung analysiert. Die Strahlensensi-
tivität wurde mittels eines Klonogenitättests bestimmt. A) Bcl-2 verlängert das Überleben der Zel-
len nach Bestrahlung, verhindert letztendlich aber nicht den strahleninduzierten Zelltod. Der Cas-
paseninhibitor zVAD-FMK (20 µM) verlängert dagegen weder das kurzfristige noch das längerfri-
stige Überleben. B) Obwohl Zellen, die Bcl-2 überexprimieren, kurzfristig einen Überlebensvorteil
besitzen, beeinflußt das anti-apoptotische Protein nicht die Strahlensensitivität. Die Daten reprä-
sentieren jeweils einen von drei unabhängigen Versuchen.
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Abbildung 24: Einfluß von Bcl-
2/WT, Bcl-2/MT und Bcl-2/ER auf
die Strahlensensitivität.
Zur Bestimmung der Strahlensensi-
tivität der Jurkat-Zellen, die mit den
verschiedenen Bcl-2-Konstrukten
transfiziert wurden, wurde ein klo-
nogener Test durchgeführt. Wie an
der flacher verlaufenden negativen
Steigung sichtbar ist, zeigen Zellen,
die diese Bcl-2-Konstrukte exprimie-
ren, eine erhöhte Strahlenresistenz
verglichen mit den Vektor-
Kontrollzellen. Die Daten repräsen-
tieren einen von drei unabhängigen
Versuchen.

Die Auswirkung dieses Überlebensvorteils auf die Strahlensensitivität wurde in einem

weiteren Versuch analysiert. Hierfür wurden die Bcl-2-überexprimierenden Zellen,

bzw. die mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen, in verschiedenen Dichten aus-

gesät und mit unterschiedlicher Dosis bestrahlt. Durch Vergleich der Klonogenität der

bestrahlten mit der der unbestrahlten Zellen wurde die Überlebensfraktion SF (Survi-

ving Fraction) bestimmt, die auf 1 normiert wurde. Die Steigung der Kurven spiegelt

die Strahlensensitivität wider: je steiler die Kurve, desto sensitiver ist die Zellinie. Wie

Abbildung 23B jedoch entnommen werden kann, korreliert Bcl-2-Expression trotz der

Protektion vor Apoptose nicht mit erhöhter Strahlenresistenz. Sowohl Bcl-2-

exprimierende Jurkat-Zellen als auch die Kontrollzellen zeigten beide eine vergleich-

bare Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung.

Die Untersuchungen zum Langzeitüberleben und Radiosensitivität wurden bisher mit

Zellen durchgeführt, die uns freundlicherweise von H. Walczak (DKFZ, Heidelberg)

überlassen wurden. Um den beobachteten Effekt zu reproduzieren und den Einfluß

der subzellulären Lokalisation zu analysieren, wurden die Experimente mit Jurkat-

Zellen, die von unserer Gruppe mit den verschiedenen oben beschriebenen Bcl-2-

Konstrukten oder dem Kontrollvektor transfiziert wurden, wiederholt. Wie bereits in

vorangehenden Experimenten gezeigt werden konnte, blockierten Bcl-2/WT, Bcl-

2/MT und Bcl-2/ER strahleninduzierte Apoptose genauso effektiv wie die Bcl-2-

überexprimierende Zellen von H. Walczak, zeigten aber in Gegensatz zu diesen eine

signifikant erhöhte Radioresistenz nach Bestrahlung (Abbildung 24).

Diese Versuche lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Bcl-2-Expression nicht un-

bedingt mit Radiosensitivität korrelieren muss.
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7 DISKUSSION

7.1 Caspase-8 und Bid: essentielle Promotoren der strahleninduzierten Apop-
tose?

7.1.1 Zwei Wege in die Apoptose
Apoptotische Signaltransduktion nach DNA-Schädigung und Rezeptorstimulierung

wird im Hinblick auf die dafür notwendigen Faktoren kontrovers diskutiert. Ergebnisse

unserer Studien deuten darauf hin, dass nach Bestrahlung und Rezeptoraktivierung

unterschiedliche Wege zur Aktivierung von Caspase-8 und Bid führen. Während

Caspase-8- und Bid-Prozessierung durch Bcl-2 und Bcl-xL nach Stimulierung von

CD95 lediglich verzögert wurde, wurde die Spaltung der beiden Moleküle nach Be-

strahlung komplett blockiert.

Bcl-2 und Bcl-xL gehören zu den anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie, die

den programmierten Zelltod auf mitochondrialer Ebene regulieren. Dort verhindern

sie den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials sowie die damit

assoziierte Freisetzung von pro-apoptotischen Molekülen aus dem Intermembran-

raum ins Zytosol, wo diese dann helfen, die Caspasenkaskade zu aktivieren (Du et

al., 2000; Hengartner & Horvitz, 1994; Kluck et al., 1997; Verhagen et al., 2000).

Aufgrund der Messung der mitochondrialen Integrität mit dem potentiometrischen

Farbstoff TMRE konnte gezeigt werden, dass Bcl-2 und Bcl-xL den Zusammenbruch

des mitochondrialen Membranpotential nach Bestrahlung vollständig inhibieren, nach

Rezeptorstimulierung aber nur leicht verzögern. Diese Ergebnisse festigen die Ver-

mutung, dass Apoptose nach Bestrahlung auf der mitochondrialen Ebene kontrolliert

wird und die Prozessierung von Caspase-8 sowie anderer Caspasen sekundär zur

mitochondrialen Schädigung stattfindet. Dagegen erfolgt bei der Rezeptor-

vermittelten Apoptose die Schädigung der Mitochondrien sekundär zu Caspase-8-

Aktivierung.

7.1.2 Caspase-8: eine Initiatorcaspase?
Für die unterschiedlichen Wege, die zur Caspase-8- und Bid-Aktivierung führen,

sprechen ebenfalls die Untersuchungen an Caspase-8-negativen Jurkat-Zellen. Cas-

pase-8 ist in der Lage, die meisten anderen Caspasen zu prozessieren (Srinivasula
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et al., 1996). Aufgrund ihrer großen Prodomäne mit zwei hintereinander angeordne-

ten DEDs wird sie zu den Initiatorcaspasen gezählt, die direkt am Rezeptorkomplex

aktiviert werden kann (Muzio et al., 1996; Muzio et al., 1997; Nicholson & Thornberry,

1997). Die Rolle der Caspase-8 nach Aktivierung des Zelltodrezeptors CD95 wurde

von mehreren Gruppen beschrieben (Kischkel et al., 1995; Muzio et al., 1996). So-

wohl Caspase-8 defiziente Jurkat-Zellen als auch Fibroblasten aus Caspase-8-/--

Mäusen zeigen nach diesem Stimulus eine Apoptoseresistenz (Juo et al., 1998;

Varfolomeev et al., 1998). Während Caspase-8 nach Vernetzung des Zelltodrezep-

tors CD95 mit einem agonistischen Antikörper für den programmierten Zelltod es-

sentiell war, verlief die Apoptoseinduktion in Caspase-8-negativen Zellen nach Be-

strahlung jedoch nur schwach verzögert. Demnach fungiert Caspase-8 in der CD95-

induzierten Apoptose eindeutig als apikale Caspase, nach Bestrahlung wird sie da-

gegen sekundär aktiviert. Die Einordnung der Caspasen aufgrund ihrer langen Pro-

domänen in Initiatorcaspasen ist demnach nicht allgemeingültig, sondern hängt vom

jeweiligen Stimulus ab.

Mehrere Gruppen verfolgten die Hypothese, dass Apoptose nach DNA-Schädigung

über Zelltodrezeptoren vermittelt wird (Friesen et al., 1996; Fulda et al., 1998; Herr et

al., 1997). Weil Caspase-8 in unserem Zellsystem nicht als Initiatorcaspase fungiert,

scheint ebenso die Notwendigkeit der Rezeptoraktivierung durch Hochregulierung

des CD95L auf der Zelloberfläche für diesen Weg eher unwahrscheinlich. Vermutlich

ist die Expression nur eine Folge des zellulären Stress´ und für den programmierten

Zelltod nicht entscheidend.

7.1.3 Rolle von Bid
Bid wurde als ein pro-apoptotisches Molekül der Bcl-2-Familie identifiziert, das nach

Spaltung durch Caspase-8 zum Mitochondrium translokalisiert und dort ∆Ψm-

Zusammenbruch und Cytochrom c-Freisetzung induziert (Li et al., 1998b; Luo et al.,

1998). Weil Bid essentiell für die elektrophysiologische Änderungen am Mitochondri-

um nach Rezeptoraktivierung ist, könnte dieser Faktor hypothetisch eine vergleichba-

re Rolle in der strahleninduzierten Apoptose spielen. Wie die vorliegenden Untersu-

chungen zeigen, konnte Bid-Prozessierung in Jurkat-Zellen nach Exposition gegen-

über γ-Strahlung durch Bcl-2-Überexpression blockiert werden. Somit ist Bid in dieser

Signaltransduktion unterhalb der mitochondrialen Schädigung anzusiedeln und ist

demnach nicht relevant für den ∆Ψm-Zusammenbruch. Im Gegensatz dazu konnte
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nach CD95-Stimulierung Bidspaltung auch in Bcl-2-überexprimierenden Zellen nach-

gewiesen werden. Letztere Beobachtung stimmt mit der anderer Gruppen überein,

dass CD95-induzierte Apoptose in der Signaltransduktion unterhalb der Bidspaltung

durch Bcl-2 und Bcl-xL beeinflußt wird (Li et al., 1998b; Luo et al., 1998). Die verzö-

gerte Bid-Prozessierung in Bcl-2-überexprimierenden Zellen kann durch die Blocka-

de des mitochondrialen Weges erklärt werden: neben der direkten Spaltung durch

Caspase-8, die am Rezeptorkomplex aktiviert wurde, kann Bid auch über eine positi-

ve Feedbackschleife, die den mitochondrialen Weg einbezieht und die Caspasenak-

tivierung beschleunigt, aktiviert werden (siehe Abbildung 24).

7.1.4 Kontrolle der strahleninduzierten Apoptose auf mitochondrialer Ebene
Änderungen der mitochondrialen Homeostase können nicht nur in apoptotischen,

sondern auch in nekrotischen Zellen beobachtet werden (Vander Heiden et al.,

1997). In manchen Zellsystemen wurde dagegen gezeigt, dass das mitochondriale

Membranpotential nach verschiedenen Stimuli als Folge der Caspasenaktivierung

zusammenbricht (Bossy-Wetzel et al., 1998; Marzo et al., 1998c; Steemans et al.,

1998). Ebenso führten die Untersuchungen der Cytochrom c-Freisetzung aus den

Mitochondrien ins Zytosol zu kontroversen Ergebnissen. Während einige Gruppen

mitochondriale Änderungen erst viel später nach Cytochrom c-Freisetzung und Cas-

pasenaktivierung beobachteten, stellten andere Gruppen fest, dass ∆Ψm-

Zusammenbruch und Cytochrom c-Freisetzung nahezu simultan erfolgen (Heiskanen

et al., 1999; Shimizu & Tsujimoto, 2000).

In unserem Zellsystem konnte nachgewiesen werden, dass Caspasenaktivierung

und die Manifestation der apoptotischen Morphologie nach Bestrahlung sekundär zu

mitochondrialer Schädigung erfolgt und durch Bcl-2 oder Bcl-xL komplett blockiert

werden kann, wohingegen die Inhibition der Caspasen mit zVAD-FMK die apoptoti-

sche Morphologie unterdrückt, aber den ∆Ψm-Zusammenbruch nicht beeinflußt.

7.1.5 Der mitochondriale Weg nach CD95-Stimulierung
In bezug auf die Notwendigkeit des mitochondrialen Weges in der CD95-induzierten

Apoptose werden unterschiedliche Modelle kontrovers diskutiert. Dazu wurde bereits

durch die Beschreibung von Typ I- und Typ II-Zellen Stellung bezogen. In Typ I-

Zellen wird demnach eine große Menge von Caspase-8 am Rezeptorkomplex akti-
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viert, die ausreichend für die Prozessierung weiterer Caspasen, insbesondere Cas-

pase-3, ist. In Typ II-Zellen wird jedoch nur eine geringe Menge von Caspase-8 ge-

spalten, sodass ein verstärkendes Signal über den mitochondrialen Weg gebraucht

wird. In dieser Arbeit wurden Jurkat-Lymphoma als typische Typ II-Zellen beschrie-

ben (Scaffidi et al., 1998). Der Anteil der apoptotischen Jurkat-Zellen nach CD95-

Stimulierung wurde durch Bcl-2-Überexpression in diesen Versuchen signifikant re-

duziert. Im Gegensatz dazu konnte von uns und anderen Gruppen gezeigt werden,

dass Apoptose in Bcl-2- und Bcl-xL-überexprimierenden Jurkat-Zellen nicht blockiert

sondern lediglich leicht verzögert wird. 24 h nach Vernetzung des Zelltodrezeptors

mit einem agonistischen Antikörper waren nahezu alle Zellen apoptotisch, unabhän-

gig davon, ob sie die protektiven Proteine Bcl-2 und Bcl-xL exprimierten,. Trotz redu-

zierter Prozessierung der Procaspase war die aktivierte Menge von Caspase-8 an-

scheinend ausreichend, um die Exekutionsphase der Apoptose einzuleiten. Diese

Beobachtung, die auch von anderen Arbeitsgruppen bestätigt werden konnte, deutet

darauf hin, dass der mitochondriale Weg zumindest in Jurkat-Zellen nicht essentiell

ist, sondern nur der Verstärkung des apoptotischen Signals dient (Engels et al.,

2000; Huang et al., 1999; Huang et al., 2000). Demnach müssten diese Zellen in die

Typ I-Kategorie eingeordnet werden. Es ist nicht auszuschließen, dass in anderen

Zellsystem eine Eingruppierung in Typ II durchaus sinnvoll scheint. Bid-defiziente

Hepatozyten sind resistent gegenüber CD95-induzierter Apoptose (Yin et al., 1999).

Da CD95-induzierte Apoptose in einigen Hepatomzellen auch durch Bcl-2 komplett

blockiert werden kann, scheint der mitochondriale Weg in einigen anderen Systemen

größere Bedeutung zu besitzen (Lamboley et al., 2000) .

Kürzlich wurde ein weiteres Protein namens Smac/DIABLO beschrieben, das nach

mitochondrialer Schädigung aus dem Intermembranraum freigesetzt wird (Du et al.,

2000; Verhagen et al., 2000). Smac/DIABLO ist in der Lage, XIAP zu neutralisieren.

Wie bereits beschrieben kann dieses Mitglied der IAP-Proteinfamilie prozessierte

Caspase-3 sowie Caspase-9 inhibieren (Deveraux et al., 1999). In Zellen, die XIAP

auf einem hohen Niveau exprimieren, würde nach CD95-Stimulierung ausreichende

Menge aktiver Caspase-8 generiert werden, die anschließend Caspase-3 prozessie-

ren könnte, aber die gespaltene Caspase-3 wäre aufgrund der Interaktion mit XIAP

nicht aktiv. Der mitochondriale Weg, der zur Freisetzung von Smac/DIABLO führt,

wäre notwendig, um die Inhibition von Caspase-3 aufzuheben. Die unterschiedliche
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Expression von XIAP könnte demnach die ungleiche Rolle der Mitochondrien in Typ

I- und Typ II-Zellen nach Stimulierung des Zelltodrezeptors erklären (Green, 2000).

7.2 Die Notwendigkeit der PT-Pore

Die Öffnung der PT-Pore wurde als ein wichtiges Ereignis in der Apoptoseinduktion

über CD95 und den TNF-Rezeptor 1 beschrieben (Adachi et al., 1997; Pastorino et

al., 1996). Die Rolle dieses Kanals nach Exposition der Zellen gegenüber ionisieren-

der Strahlung blieb jedoch zu klären. Es wurde gezeigt, dass CsA die Öffnung der

PT-Pore durch Bindung an Cyclophilin D, einem an ANT assoziierten Matrixprotein,

hemmen kann (Novgorodov et al., 1991; Petronilli et al., 1994). Weiterhin waren mit

CsA behandelte Zellen resistent gegenüber Apoptose, die durch TNFα initiiert wurde

(Bradham et al., 1998; Pastorino et al., 1996). Unsere Ergebnisse zeigen dagegen

keinen Einfluss von CsA auf den apoptotischen Verlauf oder ∆Ψm-Zusammenbruch.

Für diese Beobachtung kommen mehrere Interpretationen in Frage. Zunächst

scheint dieser Kanal nicht essentiell für den programmierten Zelltod nach Bestrah-

lung zu sein. Unterstützt wird diese Annahme durch ein Experiment an p53-

überexprimierenden HeLa-Zellen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Tumor-

suppressor p53 in der Lage ist, Apoptose auf einem Weg auszulösen, der kein zyto-

solisches Cytochrom c benötigt, aber durch Bcl-2 blockiert werden kann (Li et al.,

1999). Weiterhin ist denkbar, dass alternative Poren nach Bestrahlung geöffnet wer-

den. Ein potentieller Kandidat ist das pro-apoptotische Protein Bax, das in artifiziellen

Membranen Kanäle formieren kann (Antonsson et al., 1997; Suzuki et al., 2000).

Zum anderen kann die Existenz einer PT-Pore, die durch CsA nicht reguliert werden

kann, in humanen Zellen nicht ausgeschlossen werden. Hierfür spricht eine Untersu-

chung an CsA-insensitiven PT-Poren in Mitochondrien von Hefen (Jung et al., 1997).

In der phylogenetischen Entwicklung könnten solche Kanäle erhalten worden sein.

Weiterhin wird in vielen humanen Tumoren die Isoform ANT-2 überexprimiert (Barath

et al., 1999). Jedoch nur ANT-1, aber nicht ANT-2, kann bei Überexpression Apopto-

se induzieren (Bauer et al., 1999). Eine antagonistische, CsA-unabhängige Wirkung

von ANT-2 kann in unserem Zellsystem nicht ausgeschlossen werden.

Veröffentlichungen neueren Datums weisen darauf hin, dass p53 außer Bax weitere

pro-apoptotische Proteine heraufregeln kann, u.a. das apoptoseinduzierende Protein

p53AIP1 sowie die Mitglieder der Bcl-2-Familie, die nur die BH3-Domäne besitzen,

Noxa und Puma (Nakano & Vousden, 2001; Oda et al., 2000a; Oda et al., 2000b; Yu
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et al., 2001). Alle drei Proteine verursachen wie Bax bei Überexpression ∆Ψm-

Zusammenbruch. Der Mechanismus, der zur Potentialänderung durch diese Proteine

führt, muss jedoch noch näher untersucht werden.

Es ist ergänzend anzumerken, dass die ∆Ψm-Messungen mit dem potentiometri-

schen Farbstoff TMRE durchgeführt wurden, der in intakten Mitochondrien akkumu-

liert, da der üblicherweise früher gebrauchte Farbstoff Rhodamin-123 zu Messarte-

fakten führen kann (Metivier et al., 1998). Die erhöhte TMRE-Aufnahme nach Be-

strahlung, nicht aber nach CD95-Stimulierung, deutet auf eine Hyperpolarisation der

Mitochondrien hin, die auch nach Wachstumsfaktorentzug nach Rhodamin-123-

Färbung beschrieben wurde (Vander Heiden et al., 1997). Denkbar ist aber auch ei-

ne verstärkte Aufnahme des Farbstoffs aufgrund einer mitochondrialen Schwellung

und der Expansion der mitochondrialen Matrix. Da die mitochondriale Integrität nach

Bestrahlung durch Bcl-2 und Bcl-xL aufrecht erhalten wird, steht dies im Einklang mit

der Beobachtung, dass diese anti-apoptotischen Proteine nicht nur ∆Ψm-

Zusammenbruch verhindern, sondern auch die vorangehende TMRE-Akkumulation

in Mitochondrien reduzieren.

7.3 Bedeutung der subzellulären Bcl-2-Lokalisation

7.3.1 Bcl-2 in unterschiedlicher subzellulärer Lokalisierung
Das Onkogen Bcl-2 wird an der zytosolischen Seite der äußeren Mitochondrien-

membran sowie an endoplasmatischen und nukleären Membranen exprimiert (Chen-

Levy & Cleary, 1990; Chen-Levy et al., 1989; Krajewski et al., 1993). Bisher durch-

geführte Experimente konzentrierten sich auf die Funktion von Bcl-2 am Mitochondri-

um, die Bedeutung der Bcl-2-Lokalisation an anderen subzellulären Kompartimenten

ist jedoch nur unzureichend untersucht worden. Hinweise auf einen Schutzmecha-

nismus außerhalb der Mitochondrien wurden bereits durch Untersuchungen des zu

Bcl-2 homologen Proteins E1B-19K erhalten. Dieses adenovirale Protein, das an pe-

rinukleären und zytoplasmatischen Membranen, aber nicht am Mitochondrium lokali-

siert ist, inhibierte Apoptose, die durch Expression von Bik/Nbk ausgelöst wurde, ge-

nauso gut wie humanes Bcl-2 (Han et al., 1996).

Um die Rolle des Onkogens im Hinblick auf seine zelluläre Verteilung näher zu be-

leuchten, wurde Bcl-2 spezifisch am ER, am Mitochondrium, als Wildtyp, bzw. diffus

ohne die Transmembrandomäne in Jurkat-Zellen exprimiert. Die Ergebnisse der vor-
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gelegten Arbeit belegen, dass nicht nur mitochondriales, sondern auch endoplasma-

tisches Bcl-2 mit vergleichbarer Effizienz protektiv gegenüber strahleninduzierter

Apoptose, Caspasenaktivierung und ∆Ψm-Zusammenbruch wirkt. Nach Stimulierung

der Zelltodrezeptoren mit 100 ng/ml des agonistischen Antikörpers CH11 oder TRAIL

konnte dagegen keine Protektion durch Bcl-2 festgestellt werden. Mitochondriales

Bcl-2 verzögerte aber die Potentialänderung am Mitochondrium am stärksten, wäh-

rend endoplasmatisches Bcl-2 in diesem Fall nur einen marginalen Effekt zeigte. Die

hier gezeigten Daten beruhen auf Arbeiten mit stabilen Pool-Transfektanten. Da bei

einer Pool-Transfektion keine Selektion einzelner Klone vorgenommen wurde, ist das

Expressionsniveau in den einzelnen transfizierten Zellen heterogen. Die unterschied-

liche Hintergrundaktivierung von Caspasen könnte somit auf die inhomogene Bcl-2-

Expression zurückgeführt werden. Die Wiederholung der Experimente an mehreren

selektionierten Klonen bestätigte jedoch die Ergebnisse, die mit den Pool-

Transfektanten erzielt wurden (Daten nicht gezeigt).

Die Verwendung der Bcl-2-Konstrukte in anderen Studien führte in manchen Fällen

zu anderen Resultaten. Während mitochondrial exprimiertes und Wildtyp-Bcl-2, aber

nicht endoplasmatisches Bcl-2, epitheliale MDCK-Zellen vor Apoptoseinduktion nach

Serumentzug schützten, war Bcl-2/ER in Rat-1/Myc-Zellen der potentere Apopto-

seinhibitor (Zhu et al., 1996). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass endoplas-

matisches Bcl-2 das Überleben nach Behandlung von embryonalen Ratten-

Fibroblasten Staurosporin mit vergleichbarer Effizienz verlängert wie Bcl-2/WT (Hacki

et al., 2000).

Weiterhin wird deutlich, dass die Membranverankerung essentiell für die Funktion

dieses Proteins ist. Die Deletion der Transmembrandomäne führte zum vollständigen

Verlust des Apoptoseschutzes nach Exposition der Zellen gegenüber ionisierender

Strahlung. Auch andere Arbeitsgruppen belegten die Notwendigkeit der Membran-

verankerung für die Bcl-2-vermittelte Funktion (Froesch et al., 1999; Nguyen et al.,

1994). Im Widerspruch dazu steht die Aussage von Borner et al., die eine protektive

Wirkung eines nicht verankerten Bcl-2-Proteins in Neuronen nach Wachstumsfakto-

rentzug oder TNFα-Stimulierung nachweisen konnten (Borner et al., 1994). Dies wirft

die Frage auf, ob Bcl-2 bei Lokalisation an anderen intrazellulären Membranen, z.B.

an Lysosomen oder an der Plasmamembran, immer noch seine protektive Eigen-

schaft behält.
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7.3.2 Endoplasmatisch-mitochondriale Interaktionen
Die Daten dieser Arbeit implizieren eine Interaktion („Crosstalk“) zwischen Mitochon-

drium und ER nach Bestrahlung. Dieser Crosstalk ist oberhalb des ∆Ψm-

Zusammenbruchs anzusetzen, da endoplasmatisches Bcl-2 die Potentialänderung

am Mitochondrium vergleichbar gut verhindert wie mitochondrial lokalisiertes Bcl-2.

Mehrere Modelle können eine solche Kommunikation zwischen den beiden Kompar-

timenten erklären. Zum einen könnte ER-Stress Moleküle freisetzen, die eine apop-

totische Kaskade initiieren, die schließlich auch zum Zusammenbruch des mitochon-

drialen Membranpotentials führt. Ein potentieller Kandidat wäre Caspase-12, die

nach Behandlung der Zellen mit Tunicamycin, Brefeldin A oder Thapsigargin aktiviert

wird (Nakagawa et al., 2000). Tunicamycin, ein Inhibitor des ER→Golgi-Transports,

und Brefeldin A, das N-Glykosylierung unterbindet, induzieren beide ER-Stress durch

Proteinanhäufung im ER, während Thapsigargin durch Hemmung der Calcium-

ATPase SERCA zur vollständigen Entleerung des Calciumspeichers führt. Ebenso

wurde von uns beobachtet, dass Bcl-2/ER und Bcl-2/MT Apoptose nach ER-Stress-

Induktion mit diesen drei Inhibitoren reduzieren (Daten wurden hier nicht gezeigt). In

diesem Zusammenhang wurde bereits beschrieben, dass endoplasmatisches Bcl-2

den Zelltod blockieren kann, der durch Tunicamycin oder Brefeldin A ausgelöst wur-

de, obwohl die Rolle des mitochondrialen Bcl-2 nicht untersucht wurde (Hacki et al.,

2000). Nach Bestrahlung war aber nur eine geringe Caspase-12-Prozessierung

sichtbar, die durch LEHD-FMK blockiert werden konnte. Diese Ergebnisse und die

Tatsache, dass Bestrahlung in Caspase-9-negativen Zellen keine Apoptose initiiert,

legen nahe, dass Caspase-9 als Initiatorcaspase fungiert, während Caspase-12 nach

Bestrahlung sekundär zu dieser gespalten wird.

Ein weiterer Weg der Kommunikation zwischen dem Mitochondrium und ER könnte

über Calciumströme erfolgen, da beide Organellen Calcium mit hoher Kapazität

speichern können (Pozzan & Rizzuto, 2000). Aus dem ER freigesetztes Calcium

kann durch Mitochondrien aufgenommen werden (Arnaudeau et al., 2001). Dadurch

wird eine lang andauernde Erhöhung des zytosolischen Calciumspiegels verhindert,

die zur Aktivierung von intrazellulären Calcium-abhängigen Endonukleasen führen

kann. Durch die Komplexierung freier zytosolischer Ca2+-Ionen mit dem Chelator AM-

BAPTA wurde DNA-Fragmentierung in bestrahlten Ly-Zellen unterdrückt (Voehringer

et al., 1997), während eine andere Gruppe nur marginale Effekte in der MOLT-4-

Lymphomazellinie beobachten konnte (Takahashi et al., 1999). Der Gebrauch von
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Calciumkomplexbildnern ist jedoch problematisch, da ein Entzug der zytosolischen

Ca2+-Ionen zur Calciumdepletion in anderen Kompartimenten führen kann. Um eine

genaue Aussage über den Einfluss veränderter Calciumniveaus im Zytosol und an-

derer Organellen zu machen, ist die Entwicklung präziserer Messtechniken notwen-

dig.

Bcl-2 ist in der Lage, die Calciumhomeostase am Mitochondrium und ER zu beein-

flussen. Hier liegen allerdings widersprüchliche Ergebnisse vor: während die eine

Gruppe eine durch Bcl-2-Überexpression beschleunigte Aufnahme des zytosolischen

Calcium am ER zeigte (Baffy et al., 1993), beobachteten andere eine Bcl-2-

abhängige Reduktion der freien endoplasmatischen Calciumkonzentration (Foyouzi-

Youssefi et al., 2000; Pinton et al., 2000). Zusätzlich wurde von einer weiteren Grup-

pe beschrieben, dass Bcl-2 eine Calciumdepletion im ER-Speicher verhindern kann

(He et al., 1997). Durch welche Mechanismen Bcl-2 intrazelluläre Calciumspiegel

kontrolliert bleibt unklar. Die Insertion des zytosolischen Bax in die mitochondriale

Membran jedoch ist ein wichtiger Schritt im Zelltodprogramm, der durch Depletion

des ER-Calciumspeichers verstärkt wird (Pan et al., 2001). Alternativ wäre aufgrund

der Homologie des Bcl-2 zu Poren bildenden bakteriellen Toxinen die Formierung

von Ionenkanälen denkbar. Weiterhin könnte Bcl-2 andere Moleküle direkt oder indi-

rekt beeinflussen, z.B. die Calcium-ATPase SERCA, den IP3-Rezeptor oder auch

Bim. Bcl-2 kann die SERCA-Expression heraufregulieren. Eine direkte Interaktion

von Bcl-2 mit dieser Calcium-ATPase konnte in Immunpräzipitationsstudien nachge-

wiesen werden (Kuo et al., 1998). Der IP3-Rezeptor ist ein Liganden-abhängiger Ka-

nal, durch den Calcium aus dem ER-Speicher nach Bindung des second messan-

gers IP3 freigesetzt wird. Bim, ein Protein mit einer BH3-Domäne, das unter norma-

len Umständen am Dyneinkomplex lokalisiert ist, wechselt nach verschiedenen

apoptotischen Stimuli zum Mitochondrium, um dort seine pro-apoptotische Wirkung

zu entfalten (Bouillet et al., 1999). Lymphozyten von Bim-/--Mäusen sind indessen

apoptoseresistent nach kapazitativem Calciumeinstrom durch Ca2+-Ionophore.

Trotz der eben diskutierten Experimente fehlen immer noch Daten zur Beantwortung

der Frage, ob und wie ionisierende Strahlung die intrazelluläre Calciumverteilung re-

guliert. Allerdings existieren Hinweise auf Proteine, die die Ionenhomeostase nach

Bestrahlung regeln können. U.a. konnte gezeigt werden, dass IP3-Rezeptor 1, der die

Calcium-Antwort nach TCR-Stimulierung auslöst, auch ein kritischer Faktor in strah-

leninduzierter Apoptose ist (Jayaraman & Marks, 1997). Außerdem scheint die Tyro-
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sinkinase Lck ebenfalls nicht nur für die Calciumfreisetzung aus dem ER nach TCR-

Aktivierung, sondern auch für die Prozessierung der Caspasen nach Bestrahlung

essentiell zu sein (Belka et al., 1999b; Duplay et al., 1996; Straus & Weiss, 1992).

Folglich ist es durchaus denkbar, dass γ-Strahlung eine Änderung lokaler intrazellulä-

rer Calciumkonzentrationen bewirkt, welche durch Bcl-2 gegenreguliert werden

könnten.

7.3.3 Verschiedene Möglichkeiten der Bcl-2-Aktion
Bcl-2 kann den programmierten Zelltod auf verschiedenen Ebenen blockieren (Abbil-

dung 24). Zum einen können Bcl-2 und Bcl-xL mit pro-apoptotischen Mitgliedern der

Bcl-2-Familie assoziieren und diese dadurch neutralisieren. Überexpression von Bcl-

2 verhindert einen Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, der

durch Bax-ähnliche Proteine oder durch solche mit nur einer BH3-Domäne induziert

wird. Gegen diese wechselseitige 1:1-Titration spricht indessen die Tatsache, dass

nur wenige Bim-Moleküle in der Zelle ausreichen, um Apoptose einzuleiten, während

wesentlich mehr Bcl-2-Moleküle notwendig sind, um diesen tödlichen Effekt aufzuhe-

ben (Bouillet et al., 1999). Weiter gibt es Hinweise, dass Heterodimerisierung nicht

notwendig ist für die protektiven Eigenschaften von Bcl-2, wohingegen BH3-Proteine

ihr todbringendes Potential notwendigerweise durch direkte Interaktion mit Bcl-2 ent-

wickeln (Adams & Cory, 1998; Kelekar et al., 1997). Es wurden Bcl-xL-Mutanten her-

gestellt, die nicht mehr Bax binden konnten, aber trotzdem mitochondriale Poten-

tialänderungen verhindern konnten, die durch das pro-apoptotische Molekül initiiert

wurden (Minn et al., 1999). Dies führt zu der Annahme weiterer durch Bcl-2 kontrol-

lierter Wirkmechanismen. U.a. wurde in Bcl-2-überexprimierenden HeLa-Zellen ein

erhöhter Glutathionspiegel detektiert, der möglicherweise durch reaktive Sauer-

stoffspezies (ROS) verursachte nukleäre Schäden reduzieren könnte (Mirkovic et al.,

1997). Erst kürzlich veröffentlichte Experimente an Bax/Bak-doppelt negativen Zellen

lassen aber auch eine alternative Erklärung zu (Zong et al., 2001): hier wurde be-

schrieben, dass die Neutralisation der anti-apoptotischen Bcl-2-, bzw. Bcl-xL-Aktivität

durch die konstitutiv aktiven BH3-Proteine BimS, eine Splicevariante von Bim, und

Bad3A, in dem die drei Phosphorylierungsstellen zu Alanin mutiert wurden, nur in

Gegenwart von Bax oder Bak zum Zelltod führen. Demnach würden BH3-Proteine

Bcl-2/Bcl-xL sequestrieren, damit Bax-ähnliche Proteine ihre zerstörerische Wirkung

entfalten könnten. Im Gegensatz dazu schlug eine weitere Arbeitsgruppe vor, dass
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die BH3-Proteine Bid, Bim, Bad und Noxa direkt Bax-ähnliche Proteine aktivieren.

Diese Aktivität könnte durch Bcl-2 und Bcl-xL neutralisiert werden (Cheng et al.,

2001). Weiterhin können Bcl-2 und Bcl-xL, wie bereits oben beschrieben, durch

Hemmung der PT-Pore mitochondriale Potentialänderungen verhindern, wohingegen

Bax die Kanalbildung fördert. Am Mitochondrium und am ER könnten diese Proteine

selbst spezifische Poren bilden. Diese Fähigkeit wurde in künstlichen Membranen

nachgewiesen, in denen die Proteine über einen breiten pH-Bereich Ionen mit unter-

schiedlicher Selektivität leiteten. Die Ionenleitfähigkeit der Kanäle war unterdessen

bei einem pH-Wert zwischen 4 und 6 optimal (Minn et al., 1997; Schendel et al.,

1997). Die zusätzliche Beobachtung, dass Homo- und Heterodimerisierung dieser

Proteine im sauren Milieu stabilisiert wurde (Xie et al., 1998), führte zu der Hypothe-

se einer schrittweise ablaufenden Oligomerisierung und Porenbildung mit unter-

schiedlicher Ionenleitfähigkeit während des intrazellulären pH-Abfalls in apoptoti-

schen Zellen. Unter physiologischen Bedingungen konnte dagegen die Bildung eines

Kanals durch Bcl-2 nicht nachgewiesen werden (Murphy et al., 2001).

Schließlich wurde gezeigt, dass Bcl-2 nach Mikroinjektion von Cytochrom c ins Zyto-

sol die Zellen vor Apoptoseinduktion schützte. In der apoptotischen Signaltransdukti-

on des C. elegans sequestriert das Bcl-2-Homolog Ced-9 Ced-4 am Mitochondrium

und verhindert so eine Assoziation des Apaf-1-Homologs mit Ced-3 (Zong et al.,

2001). Tatsächlich wurde eine direkte Interaktion zwischen Bcl-xL und Apaf-1 in Ko-

präzipitationsstudien festgestellt (Pan et al., 1998b), die jedoch von anderen Grup-

pen nach detaillierteren Untersuchungen ausgeschlossen wurde (Hausmann et al.,

2000; Moriishi et al., 1999). Es ist nicht unwahrscheinlich, dass das humane Adap-

terprotein auf andere Weise aktiviert wird als das des Invertebraten, da Unterschiede

bereits in der Struktur beider Porteine vorhanden sind. Apaf-1 besitzt neben einer

CARD-Domäne und einer ATPase-Domäne, die Ced-4 ebenfalls hat, zusätzlich eine

C-terminale Tryptophan- und Aspartat-reiche Sequenz (WD40 Repeats). Außerdem

ist für die Ced-4-Aktivierung eine Interaktion des BH3-Proteins Egl-1 mit Ced-9, aber

keine Cytochrom c-Freisetzung notwenig, während Apaf-1 erst nach Bindung von

Cytochrom c Caspase-9 rekrutieren kann. Kürzlich wurde allerdings publiziert, dass

Bcl-2-Überexpression indirekt eine subzelluläre Umverteilung von Apaf-1, das zyto-

solisch und am Golgi-Apparat lokalisiert ist, zu perinukleären Membranen in NIH-

3T3-Fibroblasten, aber nicht in muriner B-Zellinie WEHI-231 bewirkte (Ruiz-Vela et
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al., 2001). Diese Umverteilung ist möglicherweise ein wichtiger Prozess, der zur Ver-

hinderung der Caspasenaktivierung führen könnte.

Bislang konnte die Frage, welche dieser Funktionen wichtig für die Regulation der

strahleninduzierten Apoptose sind, nicht eindeutig geklärt werden. Die große Vielfalt

der Mitglieder der Bcl-2-Protein-Familie erschweren die Untersuchungen, da viele

von ihnen in ähnlicher Weise wirken können. Mit Sicherheit hängt die Effektivität ein-

zelner Proteine von ihrem Expressionsniveau ab, die von Zelltyp zu Zelltyp stark dif-

ferieren kann. Moleküle, die nur die BH3-Domäne besitzen, könnten außerdem als

Stress-Sensoren agieren, die in Abhängigkeit vom jeweiligen Stimulus aktiviert wer-

den könnten (Huang & Strasser, 2000; Strasser et al., 2000). Letztendlich könnte die

Funktion von Bcl-2 und Bcl-xL selbst durch Caspasen-vermittelte Proteolyse dieser

Moleküle gesteuert werden (Clem et al., 1998; Kirsch et al., 1999). Durch die Spal-

tung würden diese anti-apoptotischen Proteine in potente Mediatoren des program-

mierten Zelltods umgewandelt werden. Dieser Mechanismus ist für die Apoptosein-

duktion nach Bestrahlung jedoch nicht essentiell, da Bcl-2 und Bcl-xL selbst die Akti-

vierung der Caspasen verhindern.

7.4 Modell der Apoptoseinduktion

Die Ergebnisse der durchgeführten Experimente beweisen das Modell zweier ge-

trennter Wege in den programmierten Zelltod. Wie der schematischen Darstellung in

Abbildung 24 entnommen werden kann, induziert ionisierende Strahlung einen oder

mehrere bisher nicht identifizierte Faktoren, die eine endoplasmatisch-mitochondriale

Interaktion beeinflussen. Wird die Homeostase an einem dieser Organellen gestört,

hat dies den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und die Frei-

setzung von Cytochrom c aus dem mitochondrialen Intermembranraum zur Folge. Im

Zytosol bindet Cytochrom c mit dATP an Apaf-1, welches die Procaspase-9 zum

Apoptosomkomplex rekrutiert. Durch die örtliche Konzentrierung dieses Zymogens

kommt es zur Autoproteolyse von Caspase-9. Diese Initiatorcaspase ist anschlie-

ßend in der Lage, weitere Caspasen in einer Kaskade zu aktivieren. In einer Feed-

backschleife kann Caspase-3 durch Bidspaltung die mitochondriale Schädigung be-

schleunigen und das apoptotische Signal verstärken. Im Gegensatz dazu findet Cas-

pasenaktivierung nach Stimulierung der Zelltodrezeptoren direkt an dem Rezeptor-

komplex (DISC) statt. Trimerisierung, bzw. Oligomerisierung, von CD95 führt zur
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Rekrutierung von Procaspase-8 über das Adaptermolekül FADD zum DISC und zur

Autoprozessierung dieser Initiatorcaspase. Die aktive Caspase-8 kann anschließend

direkt oder indirekt durch Bidspaltung über den mitochondrialen Weg, der Caspase-

9-Prozessierung involviert, Caspase-3 aktivieren. Durch Aufrechterhaltung der Inte-

grität können Bcl-2 oder Bcl-xL die mitochondriale Schädigung verhindern. Die

Überexpression dieser beiden Moleküle führt deshalb lediglich zu einer schwachen

Verzögerung der Apotpose nach Rezeptorstimulierung, jedoch zu einer vollständigen

Blockade nach Bestrahlung. Kompliziert wird das Verständnis der Apoptoseregulati-

on nach Bestrahlung durch die endoplasmatisch-mitochondriale Interaktion, die der

mitochondrialen Schädigung vorangeht. Dieser Crosstalk zwischen dem ER und dem

Mitochondrium wird nicht nur durch mitochondrial, sondern auch durch endoplasma-

tisch lokalisiertes Bcl-2 beeinflußt. Die Expression des protektiven Moleküls am ER

inhibiert Apoptose nach Bestrahlung genauso effizient wie seine Expression am Mi-

tochondrium.

Caspase-8

BID

Bcl-2/MT Bcl-2/ER

?

Endoplasmatisches
Retikulum

Apaf-1
Cytochrom c

dATP

Ionisierende
Strahlung

Caspase-9

Caspase-3

Zelltodrezeptoren

Feedback-
Loop

Caspasenkaskade:
Caspase-3
Caspase-6
Caspase-7
Caspase-8

Mitochondrium

Abbildung 24: Modell der apoptotischen Signaltransduktion. Stimulierung der Zell-
todrezeptoren führt zur direkten Aktivierung von Caspasen. Initial wird Caspase-8 am Rezeptor-
komplex autoproteolytisch aktiviert, die anschließend Caspase-3 und diese weitere Caspasen
prozessieren kann. Alternativ kann Caspase-8 Bid spalten und über den mitochondrialen Weg
die Caspasenkaskade aktivieren. Mitochondriales Bcl-2 kann den letzteren Weg blockieren.
Nach Bestrahlung kommt es zu einem Crosstalk zwischen dem Mitochondrium und dem ER. Die
Störung der Homeostase dieser Organellen resultiert im ∆Ψm-Zusammenbruch. Die daraus re-
sultierende Freisetzung von Cytochrom c führt im Zytosol zur Rekrutierung von Prosapase-9 zum
oligomeren Komplex namens Apoptosom. Nach der Spaltung der Initiatorcaspase an diesem aus
Apaf-1, Cytochrom c und dATP bestehenden Komplex werden Effektorcaspasen aktiviert. Bcl-2
schützt sowohl in der mitochondrialen als auch in der endoplasmatischen Position vor Apoptose,
die durch ionisierende Strahlung induziert wurde. Über eine Feedbackschleife kann die mito-
chondriale Schädigung sowohl nach Bestrahlung als auch nach Stimulierung der Zelltodrezepto-
ren beschleunigt werden.
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Dieses Modell kann auch auf Zellen übertragen werden, die mit UV-Licht bestrahlt

wurden. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, waren embryonale Stammzellen und

Fibroblasten aus Caspase-9-/--Mäusen resistent, während Thymozyten und Spleno-

zyten dieser Mäuse sensitiv gegenüber Apoptoseinduktion nach UV-Bestrahlung wa-

ren (Hakem et al., 1998). Diese scheinbare Diskrepanz wird durch die Beobachtung

erklärbar, die belegt, dass UV-Strahlung zur direkten CD95-Aktivierung aufgrund ei-

ner Konformationsänderung führt (Rehemtulla et al., 1997). Thymozyten und Spleno-

zyten, die den Zelltodrezeptor an der Zelloberfläche exprimieren, sind nach diesem

tödlichen Stimulus in der Lage, Caspasen direkt zu aktivieren, während Zellen, die

den Rezeptor nicht exprimieren, Apoptose über den mitochondrialen Weg einleiten.

7.5 Bcl-2-vermittelte Radioresistenz

Apoptose wird in drei Phasen unterteilt: in die Initiationsphase, die Entscheidungs-

phase und die Degradationsphase (Slee et al., 1999a). Der Weg des programmierten

Zelltods nach Bestrahlung wird wahrscheinlich durch geschädigte DNA initiiert. Die

mögliche Aktivierung von Bax, Noxa oder Puma durch den Tumorsuppressor p53

sowie die Öffnung der PT-Pore werden der Entscheidungsphase zugeordnet, wäh-

rend aktivierte Caspasen für die Degradierung der Zelle in der letzten Phase verant-

wortlich sind.

In den hier diskutierten Experimenten wurden Bcl-2-Überexpression und der Caspa-

seninhibitor zVAD-FMK dazu verwendet, um die Auswirkungen einerseits der frühen

(Initiations-/Entscheidungsphase) und andererseits der späten Phase (Degradati-

onsphase) auf das Überleben der Zellen zu analysieren. Bisherige Ergebnisse deu-

teten auf eine Bcl-2/Bcl-xL-abhängige Blockierung der mitochondrialen Potentialände-

rung nach Bestrahlung in der Entscheidungsphase hin, wohingegen der Pan-

Caspaseninhibitor zVAD-FMK bei einer Konzentration von 20 µM die Ausbildung der

apoptotischen Morphologie verhinderte, aber keinen Einfluss auf das kurzfristige

Überleben der Zellen ausübte. Die Analyse der Zellvitalität mit Hilfe der PI-

Ausschlußfärbung über mehrere Tage zeigten aber, dass auch eine Bcl-2-

Überexpression die Zellen längerfristig vor dem Sterben nicht bewahrte, das Überle-

ben in den ersten Tagen nach Bestrahlung hingegen deutlich verlängert wurde.

Eine Begründung für den längerfristig fehlenden Schutz ist nicht leicht zu finden. Un-

reparierte Doppelstrangbrüche initiieren nach der geläufigen Auffassung die apopto-

tische Maschinerie in bestrahlten Zellen. Blockierung der Signaltransduktion auf der
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mitochondrialen Ebene inhibiert die Apoptose, aber die nicht behobenen DNA-

Schäden existieren weiterhin und könnten in der nächsten Mitose nach Akkumulie-

rung von Folgeschäden einen Zelltod ohne die Ausbildung einer typisch apoptoti-

schen Morphologie einleiten. Diese Annahme wird durch die Beobachtung unter-

stützt, dass bestrahlte Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen sich nach ein bis zwei

Wochen zu Riesenzellen mit einem abnormalen DNA-Gehalt entwickeln (eigene Be-

obachtungen). Alternativ könnten andere Signaltransduktionswege initiiert worden

sein, die zu einem langsameren Zelltod führen. Ein potentieller Kandidat ist AIF, der

nach seiner Freisetzung aus dem mitochondrialen Intermembranraum DNA-

Degradierung in hochmolekulare Fragmente induziert (Lorenzo et al., 1999). Die

subzelluläre Umverteilung kann durch Bcl-2 blockiert werden, die Aktivität des einmal

freigesetzten Proteins jedoch nicht (Susin et al., 1999). Eine weitere Erklärung liefert

die Beobachtung von Li et al., dass p53 die Produktion der reaktiven Sauerstoffspe-

zies stimuliert, deren Akkumulierung zur mitochondrialen Schädigung führt (Li et al.,

1999). Bcl-2 verhindert den Zusammenbruch des Membranpotentials in den ersten

48 h, hat aber keinen Einfluß auf die Generierung dieser reaktiven Sauerstoffspezies,

die die Zelle auf einem langsameren, nicht durch Bcl-2 kontrollierten Weg schädigen

können.

Während viele Arbeiten zu der durch den Tumorsuppressor p53 modulierten Strah-

lensensitivität erschienen (Brown & Wouters, 1999), wurden bisher nur wenige zur

Regulierung dieser durch Bcl-2 veröffentlicht. Unsere Experimente zeigten keine Än-

derung des klonogenen Überlebens im Hinblick auf die Bcl-2-Expression in den von

H. Walczak erhaltenen Zellen, wohingegen die von uns mit verschiedenen Bcl-2-

Konstrukten transfizierten Zellen (Bcl-2/WT, Bcl-2/MT und Bcl-2/ER) sehr wohl eine

reduzierte Radiosensitivität aufwiesen, obwohl Bcl-2 in allen Zellen Apoptose mit

vergleichbarer Effektivität inhibierte.

1997 untersuchten Kyprianou und seine Mitarbeiter zwei Prostatakrebszellinien im

Hinblick auf die Apoptoserate und Klonogenität (Kyprianou et al., 1997). Während

Apoptoseinduktion, die nach 72 h bei etwa 40% lag, durch Bcl-2 blockiert wurde,

konnte kein Einfluß auf die Strahlensensitivität gemessen werden. Eine weitere

Gruppe konnte an Bcl-xL-überexprimierenden Jurkat-Zellen keine Verbesserung des

klonogenen Überlebens nach Bestrahlung feststellen (Rehemtulla et al., 1999). Im

Gegensatz dazu konnte eine erhöhte Radioresistenz in Bcl-2-überexprimierenden

Lymphom-Zellen aus p53-defizienten Mäusen nachgewiesen werden (Strasser et al.,
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1994). Apoptoseinduktion in Vergleichszellen, die kein erhöhtes Bcl-2-Niveau auf-

wiesen, zeigten eine Rate von 62% nach 48 h. Zur gleichen Schlussfolgerung ge-

langte eine weitere Arbeitsgruppe nach Analysen in Zellinien mit spontan aufgetrete-

ner Bcl-2-Überexpression (Mirkovic et al., 1997). In 80% der Kontrollzellen wurde

DNA-Degradierung bereits 4 h nach Bestrahlung mit 5 Gy detektiert. Somit waren die

hier verwendeten Zellen auffallend sensitiv gegenüber Apoptoseinduktion.

In allen beschriebenen Studien war Bcl-2 imstande, Apoptoseinduktion zu verhin-

dern. Die Gruppen arbeiteten aber mit verschiedenen Zellsystemen, in denen apop-

totische Wege mit unterschiedlichen Kinetiken aktiviert wurden. In einer weiteren Ar-

beit wurde zwischen früher Apoptose vor der ersten Mitose nach Bestrahlung und

einer späten Apoptose nach mehreren Zellteilungen durch Anhäufung von chromo-

somalen Abnormalitäten differenziert. In diesem Zusammenhang wurde der Einfluß

der frühen Apoptose auf die Klonogenität der Zellen beschrieben (Dewey et al.,

1995). Dies könnte die unterschiedliche Auswirkung der Bcl-2-Überexpession auf die

Strahlenempfindlichkeit zwischen verschiedenen Zellinien, aber nicht unserer beiden

Jurkat-Zellsysteme erklären.

Ebenso wurden heterogene Ergebnisse in einer großen Anzahl klinischer Studien

erzielt. Eine Bcl-2-Überexpression nach immunhistochemischen Kriterien konnte in

Tumoren von 35-50% aller Tumorpatienten gesehen werden. Aufgrund der starken

protektiven Eigenschaft wurde vermutet, dass Bcl-2 die Ansprechbarkeit insbesonde-

re auf die Strahlen- und Chemo-Therapie reduziert, den Behandlungserfolg senkt

und das Überleben der Patienten verkürzt. Gleich in mehreren klinischen Studien

sollte deshalb die Rolle des anti-apoptotischen Proteins als prognostischer Faktor in

Betracht gezogen werden. Jedoch konnte generell keine prognostische Relevanz

einer Bcl-2-Überexpression festgestellt werden. Indessen wurden bei einigen Tu-

morentitäten gewisse Tendenzen nach Auswertung vieler Studien beobachtet. Wäh-

rend beim Mammakarzinom in einigen Fällen ein erhöhtes Bcl-2-Niveau mit einer

besseren Prognose korreliert wurde (Elkhuizen et al., 2000; Jager et al., 2000; Silve-

strini et al., 1996), wurde eine Bcl-2-Überexpression in Leukämien und malignen

Lymphomen sowie in Uterus- und Blasenkarzinomen ungünstig bewertet (Bylund et

al., 1998; Gore et al., 1998; Pillai et al., 1999; Rajkumar et al., 1998; Seiter et al.,

2000). In anderen Studien konnte dagegen keine Tendenz abgeleitet werden (Bell et

al., 1997; Costa et al., 1998; Joensuu et al., 1994; Kopp et al., 1998; Newcomb et al.,

1998).
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Die Heterogenität der in vitro- und der klinischen Untersuchungen könnte durch die

Betrachtung der verschiedenen Funktionen des protektiven Moleküls erklärt werden.

Das anti-apoptotische Molekül Bcl-2 kann den Eintritt der Zellen in die G1-Phase

verzögern (Borner, 1996; Mazel et al., 1996; Vairo et al., 2000). Außerdem verhindert

das am Threonin 56 phosphorylierte Bcl-2 die Zellzyklusprogression in der G2/M-

Phase (Xu et al., 2000). Dieser inhibitorische Effekt auf den Zellzyklus könnte den

Nachteil der reduzierten Apoptose ausgleichen oder überlagern.

Weiterhin könnten in Tumoren neben Bcl-2 weitere nicht untersuchte, homologe

Proteine, u.a. Bcl-xL, Bcl-w und A1, verstärkt exprimiert sein, die einen anti-

apoptotischen Effekt auch in Abwesenheit von Bcl-2 ausüben, bzw. andere pro-

apoptotische Proteine, wie z.B. Bax, deletiert worden sein. Der genetische Hinter-

grund könnte in der Tat ebenso wichtig für die unterschiedlichen Ergebnisse der in

vitro-Zellsysteme sein, da möglicherweise erst eine Kombination von Bcl-2 mit einem

oder mehreren anderen Proteinen über einen wirklichen Überlebensvorteil entschei-

det. So wurde an Mäusen gezeigt, dass Bcl-2 alleine ein schwach transformierendes

Onkogen ist, aber in Kombination mit anderen Onkogenen, wie z.B. c-Myc, starke

synergistische Effekte in der Tumorgenese aufweist (Jager et al., 1997; Strasser et

al., 1990).

Dass eine Apoptosesensitivität, die unseren beiden Bcl-2-überexprimierenden Sy-

stemen vergleichbar war, nicht unbedingt mit Radiosensitivität korreliert, ist vermut-

lich gleichfalls auf den verschiedenen genetischen Hintergrund der Zellen zurückzu-

führen. Obwohl sie von der selben Zellinie stammen, können nach Behandlung mit

Antibiotika oder durch lange Kultivierung Zellen mit einem zusätzlichen Überlebens-

vorteil selektioniert worden sein. Wie unsere beiden Jurkat-Zellsysteme zeigten, kann

dies zu verschiedenen Aussagen im Hinblick auf die Bcl-2-vermittelte Radioresistenz

führen.

Durch die Analyse mehrerer Faktoren, die zur Tumorentstehung führen, oder ganzer

Proteingruppen könnte in Zukunft eine bessere Prognose in Hinblick auf das Überle-

ben und die Ansprechbarkeit der Therapie erzielt werden.
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8 AUSBLICK

Bcl-2 ist eines der am besten beschriebenen Onkogene. Seine Funktion am ER ist

bisher unzureichend untersucht. Es gibt Hinweise, dass Bcl-2 die Calciumhomeosta-

se am ER und am Mitochondrium beeinflussen kann (Baffy et al., 1993; Foyouzi-

Youssefi et al., 2000; He et al., 1997; Kuo et al., 1998). Die Bedeutung der Calcium-

signale und ihre Regulierung durch Bcl-2 während der apoptotischen Signaltrans-

duktion soll der Gegenstand zukünftiger Forschungsarbeiten sein. Für diesen Zweck

sollen Calcium-bindende fluoreszierende Proteine gezielt im Mitochondrium, am ER

oder zytosolisch exprimiert werden. Solche als „Cameleons“ bezeichneten, gelb fluo-

reszierenden Proteine wurden bereits zur Bestimmung der absoluten Calciumkon-

zentration im Mitochondrium und ER verwendet (Arnaudeau et al., 2001). Diese Indi-

katoren, die auf Calmodulin, ein Calcium-bindendes Protein, und auf dem grün fluo-

reszierenden Protein GFP basieren, wurden von Tsien et al. entwickelt (Miyawaki et

al., 1999; Miyawaki et al., 1997). Bindung von Calcium an diese Cameleons führt zur

Veränderung ihrer Fluoreszenzeigenschaften, die durch Messung der Emmision bei

geeigneter Wellenlänge detektiert werden. Durch eingeführte Mutationen in der Cal-

cium-bindenden Domäne der Calmodulin-Untereinheit wurden veränderte Affinitäten

zu Calcium erzeugt. Dies erlaubt die Messung des Calciumgehaltes in verschiede-

nen Konzentrationsbereichen.

Fluoreszenzmikroskopische Analysen von Jurkat-Zellen, die diese Calciumindikato-

ren exprimieren, würden einen Aufschluß über die zelluläre Calciumverteilung nach

Bestrahlung liefern.

Die hier durchgeführten Experimente zur Bestimmung der Bcl-2-vermittelten Radio-

sensitivität führten zu keiner eindeutigen Aussage. Die von uns transfizierten Zellen,

die Bcl-2 am ER, Mitochondrium oder als Wildtyp überexprimierten, wiesen eine er-

höhte Radioresistenz auf, wohingegen die Zellen von H. Walczak in ihrer Strahlen-

sensitivität durch Bcl-2-Expression nicht verändert wurden. Die Ursache für diesen

Unterschied ist vermutlich auf den unterschiedlichen genetischen Hintergrund zu-

rückzuführen, der durch Selektion mit Antibiotika und längere Kultivierung entstehen

kann. Um dies auszuschließen, sind die verschiedenen Bcl-2-Varianten bereits in

Vektoren mit Tetracyclin-induzierbaren Promotoren kloniert worden. Zur Zeit sind

zwei verschiedene durch Tetracyclin regulierbare Systeme der Firma Clontech auf
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dem Markt: das Tet-On-System und das Tet-Off-System. Stabile Transfektion der

Jurkat-Zellen mit Tet-On-Vektoren, die die verschiedenen Bcl-2-Kontrukte enthalten,

führt nach Zugabe von 2 µg/ml Doxocyclin, einem Tetracyclinderivat, zu einer Protei-

nexpression und -akkumulierung, die drei Tage nach der Induktion ein maximales

Niveau erreichte. In Jurkat-Zellen, die mit dem Tet-Off-Vektor transfiziert wurden,

wurde das Protein konstitutiv synthetisiert. Drei Tage nach Hemmung der Gentran-

skription durch 2 µg/ml Doxocyclin wurden die bis dahin exprimierten Bcl-2-Varianten

fast vollständig degradiert.

Die Überprüfung der Radioresistenz in dem Tet-On- und dem Tet-Off-Zellsystem wird

helfen, die Frage zu beantworten, inwiefern der genetische Hintergrund für die unter-

schiedliche Radiosensitivität verantwortlich ist.

Tet-OffTet-On

Bcl-2/WT

Bcl-2/MT

Bcl-2/ER

- + Doxocyclin- +

Bcl-2/MT

Bcl-2/ER

endogenes Bcl-2

endogenes Bcl-2

Bcl-2/WT + endogenes Bcl-2

Abbildung 25: Regulierte Expression von Bcl-2/WT, Bcl-2/MT und Bcl-2/ER in Jurkat-Tet-On-
und Jurkat-Tet-Off-Zellen. Die verschiedenen Bcl-2-Konstrukte wurden hinter einen Tetracy-
clin-/Doxocyclin-regulierbaren Promotor den Vektor Tet-On, bzw. Tet-Off, kloniert. Nach stabiler
Transfektion in Jurkat-Zellen wurde die Expression der Proteine im Tet-On-System durch Zugabe
von Doxocyclin (2 µg/ml) induziert. Im Tet-off-System wurde die konstitutive Proteinsynthese durch
Doxocyclin gehemmt. Lysate für die Detektion im Westerblot wurden vor und drei Tage nach Zu-
gabe von Doxocyclin gemacht.
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9 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war die Erforschung der Signaltransduktionswege nach Exposition

der Jurkat-Zellen gegenüber ionisierender Strahlung.

Es wurde gezeigt, dass Caspasen, die Effektoren der apoptotischen Kaskade, se-

kundär zu mitochondrialen Schäden aktiviert werden. Caspase-8 fungiert in diesem

Fall nicht wie bisher angenommen als Initiatorcaspase sondern wird durch andere

Caspasen aktiviert. Weiterhin ist Caspase-8 zwar nicht essentiell für strahlenindu-

zierte Apoptose, jedoch für Apoptose nach Stimulierung des Zelltodrezeptors CD95

unerläßlich. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte eine essentielle Involvierung der

Zelltodrezeptoren in strahleninduzierte Apoptose ausgeschlossen werden. Außerdem

konnte die initiale Induktion von mitochondrialen Potentialänderungen durch das pro-

apoptotische Molekül Bid, ein Substrat von Caspase-8, nach Bestrahlung ausge-

schlossen werden, da die Aktivierung des Proteins nur in Anwesenheit aktiver Cas-

pasen erfolgte. Es konnte erstmalig nachgewiesen werden, dass Bid in bestrahlten

Zellen auf direktem oder indirektem Weg durch DEVD-spezifische Proteasen, z.B.

Caspase-3 oder Caspase-7, unabhängig von Caspase-8 gespalten und aktiviert wer-

den kann.

Diese Ergebnisse implizieren, dass die Aktivierung der Caspasenkaskade und der

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials nach Bestrahlung nicht

durch Caspase-8 und Bid initiiert werden. Allerdings wirken diese Moleküle als Si-

gnalverstärker in einer Feedback-Schleife.

Die Rolle der PT-Pore für die strahleninduzierten Apoptose bleibt weiterhin umstrit-

ten. Dieser unspezifische, mitochondriale Kanal führt durch seine Öffnung nach ver-

schiedenen apoptotischen Stimuli zur mitochondrialer Schwellung und schließlich

zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm) mit drauf fol-

gender Cytochrom c-Freisetzung ins Zytosol sowie Caspasenaktivierung. Eine Blok-

kierung der PT-Pore mit Cyclosporin A zeigte indessen keine Auswirkung auf die

Apoptoseinduktion nach Bestrahlung. Es konnte jedoch die Existenz einer Cyclospo-

rin A-insensitiven Pore nicht ausgeschlossen werden.
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Das Onkogen Bcl-2 ist in verschiedenen intrazellulären Membranen verankert. In ei-

nem Zellsystem, in dem Bcl-2 als Wildtyp, gezielt am Mitochondrium, am ER oder

ohne die Transmembrandomäne zytosolisch exprimiert wurde, konnte gezeigt wer-

den, dass Bcl-2 am ER genauso effizient Apoptose, mitochondriale Schädigung und

Caspasenaktivierung nach Bestrahlung verhinderte wie der Wildtyp oder mitochon-

driales Bcl-2. Der Verlust der Membranverankerung führte dagegen zum vollständi-

gen Verlust der protektiven Wirkung. Im Gegensatz dazu konnte keines der Bcl-2-

Konstrukte Apoptose nach Stimulierung von CD95 oder mit TRAIL blockieren. Je-

doch verzögerten Wildtyp-Bcl-2 und mitochondriales Bcl-2 hier die Caspasenprozes-

sierung und die mitochondriale Schädigung.

Abschließend wurde festgestellt, dass die anti-apoptotische Funktion von Bcl-2 nicht

zwangsläufig mit einem verbesserten Überleben nach Bestrahlung korrelieren muß.

Die Radiosensitivität hängt wahrscheinlich vielmehr von der Expression unbekannter

Faktoren ab, die von Zellsystem zu Zellsystem differieren können.
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