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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Inzidenz bésartiger Tumore (Neuerkrankungen pro Jahr) betragt ca. 400 pro
100.000 Einwohner. Bosartige Erkrankungen stellen somit nach den Erkrankungen
des Herz-Kreislaufsystems die zweithaufigste Todesursache der westlichen
Lander dar.

Die drei wichtigen Saulen der Tumorbehandlung bilden heutzutage: die Operation,
die Strahlentherapie und die Chemo- einschlie3lich der Hormontherapie.

Wie bei der Chemotherapie werden die Mdglichkeiten der Radioonkologie durch
Resistenzmechanismen der Tumorzelle und durch Normalgewebstoleranzen
eingeschrankt.

Zur Optimierung des Therapieerfolges erscheint es demzufolge sinnvoll sich
genauere Einblicke in molekulare Resistenzmechanismen der Tumorzelle und
strahlenbiologische Mechanismen zu erarbeiten und diese Kenntnisse moglichstin

neue Therapiekonzepte umzusetzen.
1.1 Wirkung ionisierender Strahlung

Zur energiereichen Strahlung zahlt: Korpuskularstrahlung (Teilchenstrahlung): a-,
B-, Protonen-, Neutronen-, Elektronenstrahlung und die Photonenstrahlung
(Wellenstrahlung): y- und Roéntgenstrahlung. Energiereiche Strahlung tritt in
Wechselwirkung mit der durchstrahlten Materie und Ubertragt dabei Energie auf
Atome und Molekdle. Dieser rein physikalische Vorgang lauft sehr schnell ab, und
die von auf3en zugefuhrte nicht vorgesehene Energie kann biologische Systeme
desorganisieren.

Die Wege, die vom physikalischen Primarereignis zum biologischen Effekt fuhren,
sind unterschiedlich: entweder sehr kurz, wenn die Energiedeposition unmittelbar
im Biomolekdul erfolgt, oder - und das ist meistens der Fall - bedeutend langer,
indem verschiedene Zwischenschritte durchlaufen werden.

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

Direkte Strahlenwirkung :

Sie ist der dominierende Prozess bei Strahlung mit hohem linearem
Energietransfer (LET), z.B. schweren lonen, Neutronen, a- Teilchen. Dabei
verursacht die ionisierende Strahlung eine direkte lonisierung und Inaktivierung

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

Indirekte Strahlenwirkung :

Die Strahlung interagiert zunachst mit Wasser. Dabei entstehen freie
Wasserradikale. Diese diffundieren weit genug, um das kritische Biomolekdl
erreichen und schadigen zu konnen. Energieabsorption und Bioeffekt erfolgen also
in unterschiedlichen Strukturen. Die indirekte Strahlenwirkung ist der dominierende
Vorgang bei Strahlungen mit niedriger LET, sog. locker ionisierender Strahlung. Es
sind dies die Rontgen-, Gamma- und Elektronenstrahlung, die in der Klinik
eingesetzt werden, sie wirken zu 65-70 % auf indirektem Wege.

Kritischstes Zielmolekul direkter und indirekter Strahlenwirkung ist die DNA der
Zelle. Insgesamt lassen sich folgende Schaden an der DNA experimentell

feststellen:

- Basenmodifikationen und -verluste

- Einzelstrangbriche

- Doppelstrangbrtiche

- DNA-Vernetzungen (DNA-DNA-Crosslinks)
- DNA-Proteinvernetzungen (Crosslinks)

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

Nach Bestrahlung mit einer Dosis von 1 Gy Rontgenstrahlung rechnet man mit:
- ca.1000-2000 Basenveranderungen
- ca. 500-1000 Einzelstrangbriche

- ca. 50 Doppelstrangbrtchen.

Bisher teilte man den Doppelstrangbriichen die entscheidende Rolle beim

Strahlentod der Zelle zu (2). Es werden der Zelle jedoch weitaus mehr DNA-



Einleitung 3

Schaden bei einer therapeutischen Bestrahlung von 2 Gray zuteil, ohne dass diese
zum Zelltod fuhrt (3). Folglich muss die Zelle gesteuerte Reparatursysteme
besitzen welche die Strahlenschaden beseitigen kann.

Verbleibende Mutationen der Zelle kdnnen nach Bestrahlung zur malignen

Transformation der Zelle oder zum Zelltod fiihren.

1.2 Apoptose

Im kurativen Behandlungskonzept von Tumorerkrankungen spielt die
Strahlentherapie eine wesentliche Rolle. Sie kann allein oder in Verbindung mit
Operation und Chemotherapie zur Heilung fuhren. lhr Ziel ist die Abtoétung von
Tumorzellen unter groRtmaoglicher Schonung des Normalgewebes. Bezuglich des
Zelltodes konnen prinzipiell zwei Formen unterschieden werden: Die Apoptose und
die Nekrose. Die passive Zelltodreaktion kann als Nekrose beschrieben werden.
Die Apoptose hingegen ist ein programmierter, geordneter und genetisch
festgelegter Mechanismus der Zelle.

Die Morphologie der Apoptose und Nekrose wurde schon vor 114 Jahren vom
Pathologen Councilman (4) beschrieben, welcher sich mit Lebererkrankungen
befasste. Beschrieben wurden damals die Einzelzellnekrosen und azidophilen und
hyalinen Einschlusskorperchen in der Leber.

COUNCILMAN entdeckte bei Patienten, welche an Gelbsucht erkrankt waren,
hyaline Einschlusskorperchen. Diese erhielten seinen Namen: so genannte
Councilmankorperchen.

Bis vor kurzem betrachtete man diese als nekrotische Hepatozyten. Doch
interessanterweise beobachtete man deren Phagozytose durch Makrophagen, ein
fur die Nekrose ungewohnlicher Prozess. Erst 1972 fihrten KERR et al. (5) den
Begriff der Apoptose ein. Das Wort stammt aus dem Griechischen und beschreibt
das Abfallen der Blatter von den Baumen. Selbiges Bild ergibt sich aus der
mikroskopischen Betrachtung der fragmentierten Kern- DNA apoptotischer Zellen.
Ein Charakteristikum diese Zelltodform ist die Attraktion von Makrophagen und die

Phagozytose durch selbige (6).
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Die Apoptose (der programmierte Selbstmordmechanismus der Zelle) ist ein
ubiquitares biologisches Prinzip zur Zellzahlregulation, welcher sowohl in der
Embryogenese, als auch im ausgewachsenen Organismus wirkt. Durch
apoptotische Vorgange kann die Homoostase von Geweben aufrechterhalten
werden. So kann der Zuwachs an Zellen infolge Zellteilung kompensiert werden,
indem funktionsunfahige und altere Zellen gezielt eliminiert werden (7).

Im Immunsystem kann ebenfalls das Phanomen der Apoptose beobachtet werden,
z.B. bei der Elimination autoreaktiver T- und B-Lymphozyten oder bei der Selektion
bestimmter Zellen im Thymus (8). Mittels Apoptosevorgangen ist es auch moglich
geschadigte Zellen zu vernichten, welche die Tendenz besitzen Mutationen zu
kumulieren und zu Tumorzellen zu entarten.

Gerat der Mechanismus der Apoptose aus den Fugen, so kann dies zu
onkologischen Erkrankungen, neurodegenerativen und immunodefizitaren
Stoérungen fuhren (9, 10,11).

In folgender Zeichnung und Tabelle sind die wichtigsten morphologischen und

biochemischen Unterschiede von Apoptose und Nekrose erlautert.
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Zelltodmorphologien

i normale Zelle
Zellschrumpfung (b) (a)
Chromatinmarginierung

\ (e)

Zellschwellung
Organellenschédigung

Chromatin-
kondensation
Bildung
apoptotischer
Korperchen

Organellen intakt i
keine Entziindung |

Phagozytose s . e,

e’ Zelle lysiert

Apoptose Chromatinaabbau
Nekrose Entzindung

Abbildung 1 (nach Studzinski 1999) (12): Morphologische Unterschiede zwischen
Apoptose (links) und Nekrose (rechts).
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Tabelle 1: Morphologische Merkmale der Apoptose und Nekrose

Apoptose

Nekrose

physiologischer, geordneter
Vorgang
Ausldser: e endogen

e exogen

unphysiologischer Vorgang

Ausloser sind externe
Schadigungen wie Hypoxie

und Hyperthermie

Morphologische Kriterien

Pyknose und Karyorhexis Karyolyse
1.Nucleus

Chromatinkondensation Chromatinverlust
2.Zytoplasmatische

morphologisch intakt zerstort
Organellen

Apoptotic bodies

(Vesikelbildung),
3.Zellmembran ,blebbing“ = Bildung von | Integritatsverlust

Membranausstulpungen, bei

der die Membran intakt bleibt

4 .Zellvolumen

Zellschrumpfung

Zellschwellung

5. Im Gewebe

Einzelne Zellen betroffen

Zellgruppen betroffen

6. Gewebsantwort

Keine

Entzindung
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Tabelle 2: Biochemische Merkmale der Apoptose und Nekrose
Apoptose Nekrose
geregelter Prozess,
DNA- Abbau erfolgt zu
Fragmentierung in 50-300 kb
spaterem Zeitpunkt
1. DNA-Abbau Stiicke
Schmieriges DNA-

typische DNA- Leitern im

Agarosegel

Bandenmuster im Agarosegel

2. Genexpression

fir den Prozess bendtigt

Nicht notwendig

3.mitochondrialer DNA-

Schaden

bleibt aus

tritt frih ein

4. Membranfunktion

Intakt

Funktionsverlust

5.Intrazellulares Milieu
a. ph
b. Ca2+
c. Na+/K+ ATPase

d. ATP

leichte Aziditat (pH 6,4)
oftmals intrazellular erhoht
oft intakt

verbraucht

sauer
immer i.z. erhoht
defekt

verbraucht

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

apoptoseauslésenden Mechanismen zahlen im Folgenden:

Liganden, welche Uber Zelltodrezeptoren agieren (13, 14, 15), Granzym B (16),
Glukokortikoide, Zytostatika, Hitzeschock, y -Strahlung, UV-Strahlung, Bax, Bid,

Bad, Bak (17,

18),

Ceramide,

Staurosporin,

Onkogen  Myc,

Wachstumsfaktorentzug und Tumorsupressorgen p53.

Die Zelle verfugt Uber Mechanismen, welche die Apoptose verhindern konnen.

Dazu zahlen:

¢ Proteaseinhibitoren: IAP-Familie (19) (c-IAP-1, c-IAP-2, N-IAP, x-AlP), diese

agieren als Pseudosubstrate von Caspasen und regulieren deren Aktivitat hinunter

e Pseudocaspasen:

c-FLIP: ein kompetitiver Antagonist von Caspase-8
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intrazellularen FADD-Molekul der Rezeptoren CD-95/Fas/ APO-1, somit kann die
Caspasenkaskade gar nicht erst aktiviert werden (20)

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

e Granulozyten- Kolonie- stimulierender- Faktor (21)

e Hitzeschockproteine / HSP70 (22). HSP 70 kann Thymozyten vor

strahleninduzierter Apoptose schutzen

1.2.1 Die Komponenten des apoptotischen Programms

1.2.1.1 Caenorhabditis elegans

Die Proteasenaktivierung ist eines der wichtigsten biochemischen Kennzeichen
der Apoptose. Die Proteasen Ubernehmen bei der Apoptose die Spaltung
unzahliger nuklearer und cytoplasmatischer Proteine. Am Modell des Fadenwurms
Caenorhabditis elegans konnten grundlegende Mechanismen der Apoptose
untersucht werden (23).
Caenorhabditis elegans verfugt Uber drei essentielle Zelltodgene (Caenorhabditis
elegans death gene): CED- 3, CED- 4,CED- 9.
CED- 3 und CED- 4 sind fur die Ausfuhrung des Zelltodprogramms zustandig.
Eine Aktivierung von CED-9 kann eine inhibitorische Wirkung auf die Apoptose
ausiiben. Eine Uberexpression von CED- 3 Genen resultiert in Zelltod mit
apoptotischer Morphologie.
Im Saugetierreich findet man den CEDs homologe Proteine, deren Funktion in den
Kapiteln 1.2.1.3 und 1.2.1.4 erlautert werden:

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

e CED- 3 entspricht den Caspasen (25)

e CED- 9 entspricht den BCL- 2 Proteinen (26)
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C.elegans Sadugetiere

v v v
ceD->
v - v
Apoptose Apoptose Apoptose

Abbildung 2: nach J. Adams und S. Cory (1998) (27) Links im Bild:
Apoptosemechanismus bei C. elegans. In der Mitte und rechts: der
Apoptosemachanismus fiir S&ugetiere. Der Bcl-2- Apoptoseweg (hier: Mitte des Bildes)
kann durch zytotoxische Stimuli (Zytokinentzug, Kortison, DNA-Schédigung oder
Staurosporin) ausgelést werden. Rechts im Bild: der CD-95-Zelltodrezeptor- Mechanismus

1.2.1.2 Caspasen, die Effektoren der Apoptose

Caspasen (cystein aspartat protease) sind Cysteinproteasen, die eine zentrale
Rolle im Apoptose- Signaltransduktionsweg einnehmen. Sie sind in der Lage
verschiedenste Proteine zu spalten. Caspasen besitzen in ihrem aktiven Zentrum
einen Cystein- Rest und spalten ihre Substrate nach einem bestimmten
Erkennungsmuster von 4 Aminosauresequenzen (nach Aspartat:-XXXD), X steht
fur eine beliebige Aminosaure, D steht fur Aspartat (28). Die Caspasen werden als

inaktive Proenzyme gebildet.

Ihr Aufbau setzt sich wie folgt zusammen:

1. Prodomane: sie bildet die Verbindung zwischen Zelltodstimulus (z.B. nach
Chemotherapie) und Caspasenaktivierung

2. lange Untereinheit

3. kurze Untereinheit.

Caspasen kdonnen Caspasen selbst oder auch andere Caspasen aktivieren. Die
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proteolytisch aktivierte Caspasenform bestehet aus zwei Heterodimeren/ zwei

grol3en und zwei kleinen Untereinheiten (29, 30, 31).

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

zwei Gruppen eingeteilt: die Aktivatorcaspasen und die Effektorcaspasen.

Die Aktivatorcaspasen verfligen uber eine lange Prodomane (Caspase-8,
Caspase—9 und Caspase-10). Casp-8 und-9 kdénnen sich selbst aktivieren

(Autocleavage).

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

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

Eine weitere gelaufige Form der Caspaseneinteilung ist die nach
Substratspezifitat: (32, 33)

Caspasengruppe mit Erkennungssequenz- WEXD : Casp-1,Casp-4,Casp-5.
Caspasengruppe mit Erkennungssequenz- DEXD : Casp-2, Casp-3, Casp-7 und
CED.

Caspasengruppe mit Erkennungssequenz- L -/VEXD : Casp-6, Casp-8 und Casp-
9.

Insgesamt sind 14 Caspasen bekannt, deren Aufgabe von Umsetzung des
apoptotischen Programms bis hin  zur Interleukinprozessierung und
Immunregulation (caspase-1-like-protease) reicht. Dadurch sind Caspasen
entscheidend an der Regulation der Gewebshomdostase sowie Embryogenese
beteiligt. So ist eindrucksvoll am Beispiel der Caspase-8 knockout- Maus bewiesen
worden, dass diese in utero nicht Uberlebt. Dies ist auf eine gestorte
Myokardentwicklung zurtickzuflhren (34).

Caspase-3 knockout- Mause imponieren durch neurodegenerative Erscheinungen

mit erhohter postmitotischer Neuronenzahl (35).



Einleitung 11

Prodomiine grofie Untereinheit kleine Untereinheit

Ve
N\ B

Caspasenproform Aktivierte Caspase

Initiatorcaspasen Effektorcaspasen

Todesrezeptorassoziiert :
Caspase 8,10 mglw.2
Intrinsischer Weg : Caspase 3

Caspase 3,6, und 7

Abbildung 3: (nach Studzinski et al., 1999) (36) Schematische Darstellung der
proteolytischen Caspasenaktivierung. Die Caspasen besitzen drei Untereinheiten. Die
Spaltung der inaktiven Caspase fiihrt zur proteolytisch aktiven Caspase, wobei sowohl die
Prodoméne als auch die kleinen Untereinheiten abgespalten werden. Es entsteht ein
Heterotetramer. Die Caspasen mitlanger Prodoméne wirken als Aktivatorcaspasen an der
Spitze der Apoptosenkaskade. Caspasen mit kleiner Untereinheit induzieren die Spaltung

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

Cytoskelett- und Strukturproteine

Proteinkinasen in der Signaltransduktion

Protein Funktion Protein Funktion
Aktin Cytoskelettprotein Calmodulin- Signaltransduktion
B-Catenin Zelladhasion abhangige
Fodrin Kortikales ~ Cytoskelett | Kinase Zelladhasion
Gelsolin Aktinbindendes Protein | Fokale
Gas-2 Mikrofilamentorganisation | Adhasionskinase MAP-Kinase-Weg
Keratin 18,19 Intermediarfilamente MEKK-1 Signaltransduktion
Lamin Kernhlle Proteinkinsase  Cd | Zellzyklusregulation
Plakoglobin Zelladhasion und © MAP-Kinase-Weg
MST/ksr Zellzyklus
p-21 aktivierte Kinase
PITQlI PE Kinaca
Zellzyklus und Replikation Signalvermittler
Molekdil Funktion Molekiil Funktion
Cdc27 Zellzyklus Bcl-2 und Bcl-xL Apoptoseinhibitoren
Cyclin A Zellzyklus Bid Apoptoseaktivator

DNA-Replikationskomplex C
MCM3 Replikationsfaktor
MDM2/HDM2

NuMA

p21

p27

Retinoblastomprotein
Topoisomerase- 1

Wee 1

DNA-Replikation
DNA-Replikation
p53-Inhibitor
Mitoseapparat
Cdk2 Inhibitor
Cdk- Inhibitor

Repressorkomplexbildun

9
DNA-replikation

Kinase, Cdc2-Inhibitor

cytosolisches PLA2
D4 GTP
Procaspasen
Proteinphosphatase

p28 Bap 31

D4-GDP dissociation
Inhibitor (D4-GDI)
Ras GAP

Phospholipidmetabolismus
Inhibitor der kleinen GTP-
asen

Apoptosekaskade
Signaltransduktion

Bcl-2 Adaptor des ER
Inhibitor von kleinen GTP-
asen, Rho-Weg
Ras-GTP-ase aktivierendes
Protein

Transkription und Translation

Sonstige Substrate

Molekiil Funktion Molekiil Funktion

hnRNP  (heteronukleare, | RNA- Splicing Atrophin-1 Neurodegeneration

ribonukleare Proteine) Ataxin-3 Neurodegeneration

IkB-a NF-kB Inhibitor APC-protein Adenomatése  Polyposis

NF-kB (p50,p65) Zytokine und Coli Gen
Antiapoptosegene Calpastatin

STAT-1 Signaltransduktion von | Huntingtin Calpaininhibitor
Zytokinen hsp-90 Huntingtonerkrankung

SREBP (sterol-regulatory | Cholesterinmetabolismus | Presenilin Hitzeschockprotein

element binding proteins) Rapaptin-5 Alzheimererkrankung

Sp-1 Transkriptionsfaktor Nedd 4 | Endosomenfusion

U1-70 kd sRNP RNA-Splicing Ubiquitin-Proteinligase

h-RNP C1/2 Splicen von m-RNA

(heteronukleér,ribonukleare

s Protein)

DNA-Spaltung und DNA-Reparatur Zytokinvorstufen

Molekiil Funktion Molekiil Funktion

DNA-abhangige DNA-Reparatur Prointerleukin 1B | Immunregulation

Proteinkinase (DNA-PK) Prointerleukin 16 | Immunregulation

Poly-ADP-Ribose-
Polymerase (PARP)
Inhibitoren der Caspasen-
aktivierten DNAse

DNA-Reparatur

DNA-Spaltung

Prointerleukin 8

Immunregulation
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1.2.1.3 Der mitochondriale Apoptoseweg

Es werden zwei Apoptosemechanismen unterschieden. 1. der
zelltodrezeptorvermittelte Weg und 2. der Cytochrom-c abhangige mitochondriale
Mechanismus.

Die durch DNA- Schaden induzierte Apoptose impliziert ein intaktes p- 53 System
(38). p53/ auch als Tumorsupressorgen bekannt, bewirkt die Transkription des

Bax Molekuls (39). Bax ist ein Protein der grof3en Bcl-2 Proteinfamilie.

Bax wiederum vermittelt die Freisetzung von Cytochrom-c aus dem
Mitochondrium.

Der genaue Mechanismus der Cytochrom-c Freisetzung ist noch umstritten. Einige
Autoren fuhren den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, (Ay
m) (40) auf die Bildung eines so genannten PT- Kanals (so genannte
~permeability transition pore“) zuriick (41). Offnet sich die PT- Pore, kommt es zu
einem Protoneneinstrom, mit Folge der osmotischen Schwellung des
Mitochondriums und Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials
(42).

, PORIN/VDAC
S 1

AuBere
mutochondriale
Membrans__

Innere S
mitochondriale i 8

Membran " £

cyclophilin D

Abbildung 4: (nach D.R. Green und J.C. Reed, 1998) (43) Schematische Darstellung des
mitochondrialen PT-Kanals, bestehend aus dem Transporterprotein ANT, dem

Kanalprotein VADC und Cyclophilin.
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Andere Modelle zeigen, dass eine Cytochrom-c Freisetzung und
Caspasenaktivierung vor Zusammenbruch des mitochondrialen
Membranpotentials mdglich ist und damit die Offnung des PT- Kanals am Ende
der Apoptosenkaskade erfolgt (44, 45).
Letztendlich bewirkt die Cytochrom-c Freisetzung die Bildung des so genannten
Apoptosoms (46), ein Komplex aus:

- Cytochrom-c

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

- und Procaspase- 9 (das Homologe zu CED- 3).
Das Adapterprotein Apaf- 1 rekrutiert die Procaspase- 9 an ihrer CARD (,Caspase
Recruitement Domain®) und prozessiert diese in ihre aktive Caspase- 9- Form.
Caspase- 9 veranlasst die Aktivierung der Caspasenkaskade, welche den

apoptotischen Zelltod initiiert.
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Abbildung 5 (nach D.R. Green und J.C. Reed, 1998)(43) Der mitochondriale Apoptoseweg.
Zelltodtrigger wie Oxidantien, Bax und andere bewirken entweder eine mitochondriale
Membranschwellung und —ruptur, oder eine Offnung von Kanélen. Daraufhin erfolgt die
Freisetzung von Cytochrom- ¢ und die Bildung des Apoptosoms. Die aktivierte Caspase 9

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

Ein dem CED- 9 vergleichbares Molekul in Saugetierzellen ist das Bcl- 2 Protein.
Bcl-2 wurde zuerst in B-Zellymphomen entdeckt (B-cell- lymphoma/ leucemia).
Mittlerweile sind 15 Mitglieder der Bcl-2 Familie bekannt. Diese werden in pro- und
antiapoptotische Molekile unterschieden (27). Als Onkoprotein verhindert Bcl- 2
die Einleitung des apoptotischen Programms und schutzt Zellen vor folgenden
Zelltodmediatoren: Dexamethason, Staurosporin, Wachstumsfaktorentzug, y- und
UV- Strahlung (47-51). Seine relative Konzentration kann fiir das Uberleben oder
die Apoptose der Zelle entscheidend sein (52).

Bcel- 2 ist zellular am endoplasmatischen Retikulum, an der mitochondrialen
zytoplasmatischen Membran und an der Kernhulle lokalisiert und hemmt die
Cytochrom-c Freisetzung aus dem Mitochondrium (43, 53, 54). Es konnte gezeigt
werde, dass die strahleninduzierte Apoptose sowohl durch endoplasmatisch, als
auch mitochondrial lokalisiertes Bcl- 2 modifiziert werden kann. (55).

Bcl-2 schitzt nicht vollstandig vor allen Zelltodstimuli, z.B. kann Bcl- 2 nicht die
CD- 95 induzierte Apoptose verhindern. Denn CD-95 Stimulation erfolgt Uber
Zelltodrezeptoren und somit unabhangig von der mitochondrialen Apoptose auf die
Bcl-2 Einflufd Ubt (56-58).

1.2.1.5 Der zelltodrezeptor- vermittelte Apoptoseweg

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

sind mittlerweile verschiedenste Zelltodrezeptoren identifiziert:

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

e TNFR-1 (61) agonistische Rezeptoren

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

¢ und die TRAIL-Rezeptoren: TRAIL R1, TRAIL R2 TRAIL R3, TRAIL R4 und
OPG (siehe Kapitel 1.2.1.6).

Der bestuntersuchte Rezeptor ist der Fas- Rezeptor, welcher durch den Liganden
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Fas- L (auch CD-95-L/APO-1L genannt) aktiviert wird. Nach Bindung des Liganden
an den Rezeptor kommt es zur Assoziation von FADD und der intrazellularen
,Death Domain“ des Zelltodrezeptors (66-68). Beide Molekule gehdren zum so
genannten DISC-Komplex (Death Inducing Signaling Complex).

FADD besitzt eine Todeseffektordomane (DED, death effector domain)(66-68),
welche an die DED von Caspase-8 bindet (69-71). Die hiermit aktivierte Caspase-8
leitet die proteolytische Aktivierung von Effektorcaspasen, wie Caspase-3 ein (72).
Diese ist ihrerseits flr die Spaltung verschiedenster zellularer Proteine zustandig.
Es konnte aufgezeigt werden, dass neben diesem Modell ein weiterer
Signaltransduktionsweg durch Zelltodrezeptoren ermdglicht werden kann.
Caspase- 8 fuhrt ebenfalls zur Bid- Aktivierung (73-75). Bid wird gespalten,
letztendlich wird die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom-c induziert. Somit
findet ein ,cross talk® zwischen der mitochondrialen und der rezeptorvermittelten
Apoptose statt. In welcher Weise die Cytochrom-c Freisetzung erfolgt, ist noch
ungeklart; Fakt ist jedoch, dass diese durch Bcl- 2 und Bcl- xl reguliert wird (76,
77). In Zellen mit geringer initialer Caspasen- 8 Aktivierung, kann der direkte Effekt
von Caspase-8 auf Caspase-3 durch den mitochondrialen Apoptosemechanismus

uber Bid amplifiziert werden.

1.2.1.6 TRAIL-Rezeptoren

Neben Fas /CD-95-L konnte ein weiterer Apoptose induzierender Ligand
identifiziert werden: TNF- related-apoptosis-inducing ligand/ TRAIL (78-80).

Die Signaltransduktionswege von TRAIL und CD-95- L sind &hnlich. Im Gegensatz
zu CD —-95-L, dessen Effekt Uber einen Rezeptor (CD-95/ Fas / APO-1) vermittelt

wird, konnten bisher finf TRAIL-Rezeptoren identifiziert werden:

TRAIL R1/DR4/APO-2L (81) agonistischer Rezeptor
TRAIL R2/DRS (82-84) agonistischer Rezeptor
TRAIL R3/TRID/DcR1 (TRAIL- receptor without intracellular

domain)



18 Einleitung

TRAIL R4/DcR2 (decoy receptor 2)

(»truncated”) (TRAIL Rezeptor mit inkompletter
zytoplasmatischer Todesdomane

OPG /Osteoprotegerin (85, 86) antagonistischer  Rezeptor /decoy
receptor in fibroblastenahnlichen
Synovialzellen, dieser Rezeptor ist in
|6slicher Form in den Synovialzellen

enthalten

Alle Rezeptoren, aulder OPG (I6slicher Rezeptor) besitzen eine extrazellulare
TRAIL- Bindungsdomane (87), sowie eine hydrophobe transmembranare Domane.
Die beiden Rezeptoren: TRAIL- R1 und TRAIL- R2 kdnnen das Apoptosesignal in
die Zelle weiterleiten (88- 90); beide besitzen eine death domain- Region, eine fur
die Apoptoseinduktion unabdingbare Vorraussetzung (61, 91).

TRAIL- R3,- R4 und Osteoprotegerin sind nicht in der Lage apoptoseinduzierend
zu wirken. Dies ist darauf zurlckzufliihren, dass dem TRAIL- R3 die komplette
intrazellulare Todesdomane fehlt. Bei TRAIL- R4 ist dieses intrazellulare Molekul
nur inkomplett vorhanden (88, 92).

Die Entdeckung der funf unterschiedlichen TRAIL- Rezeptoren legte die
Vermutung nahe, dass eine unterschiedliche Verteilung dieser Rezeptoren ein
moglicher Mechanismus fur TRAIL- Resistenz und Empfindlichkeit darstellen
konnte. So lokalisierte man die m- RNA von TRAIL- R3 und TRAIL- R4 in
normalen Gewebszellen, wobei Tumorzellen vollig frei von diesen Rezeptoren
waren (67, 69, 93).

Andere Autoren warnen vor einer Vereinfachung der TRAIL- Mechanismen, so ist
die Expression von TRAIL-R3 in verschiedensten Korpergeweben variabel.
Aulerdem scheint laut DEGLI- ESPOSTI et al. der auf die Apoptose inhibitorische
Effekt von TRAIL-R3 zeitlich begrenzt und in seiner Aktivitat inkomplett zu erfolgen
(92).

Intrazellularen Regulatoren der Apoptose kommt zudem noch eine nicht
unerhebliche Rolle in der Regulation der TRAIL- Rezeptorinduzierten Apoptose zu.

TRAIL-R4 vermag NF-«B zu aktivieren (92) und dieser Transkriptionsfaktor
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wiederum die Synthese antiapoptotischer Proteine.
Zellen mit hdheren FLIP-Spiegeln (FLIP= flice inhibiting protein) sind demnach
resistenter gegenuber TRAIL- Stimulus (94, 95).

Folgende Abbildung verdeutlicht nochmals den Aufbau der vier bekannten
membranstandigen TRAIL-Rezeptoren.

TRAIL-R3

DcR1/TRID
TNFR-1

TRAIL-R2
DRS TRAIL-R4

DR4
TRAIL-R1

CAR-1

16 11 9

: I

221 191 200 210

Abbildung 6: (nach Degli-Esposti et al. 1997) (92) Die membranstédndigen TRAIL-
Rezeptoren im Vergleich. Der intrazelluldren Todesdoméne entspricht das kleine schwarze

Rechteck im Bild. Die Rezeptoren DCR-1 und TRAIL-R4 besitzen keine oder nur eine
unvollstandige Todesdoméne.
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1.3 Therapeutische Nutzung von TRAIL

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Fas- Ligand zur tumorzellspezifischen
Apoptose flhrt, schien ein neues potentes Tumortherapeutikum gefunden zu sein.
Allerdings fuhrte im Tiermodell die Fas Liganden- Injektion zu einer entzindlichen
Gewebsreaktion, einem septischen Schock vergleichbar (96).

Dieser Effekt wurde auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktor NF-kB in
vaskularen Endothelzellen und in Makrophagen zuruckgefihrt (97). Im
Mausmodell scheiterte der Einsatz von Fas- Ligand in der Klinik aufgrund der
bedrohlichen hepatotoxischen Nebenwirkungen. Dieser Effekt wird auf die hohe
Fas Rezeptor- Expression in Hepatozyten zuriuckgefuhrt (98).

Demzufolge ist die Applikation von Fas Ligand in der Tumortherapie aufgrund der
erhohten hepatotoxischen Wirkung nicht moglich.

Umso interessanter schien die Entdeckung von  TRAIL als
zelltodrezeptorvermitteIndes System. Denn die Nebenwirkungen waren bis dahin
noch nicht bekannt.

ASHKENAZ| et al. demonstrierte das therapeutische Potential von TRAIL an
verschiedensten Tumorzellinien. Mause mit einem Tumorxenograft, welche mit
TRAIL behandelt wurden =zeigten eine geringere Tumorprogression als
unbehandelte Tiere auf. TRAIL wirkte apoptoseinduzierend und lebensverlangernd
(99).

In normalen Kérperzellen liel sich nach TRAIL- Applikation auch keine gewebs-
und hepatotoxische Wirkung, wie bei Fas- Ligand- Gabe, beobachten (100).

Die in einer anderen Studie beobachtete hepatotoxische Wirkung von TRAIL (101)
konnte erfreulicherweise auf eine biochemische Praparation der Rekombinanten
Version und nicht auf das TRAIL- Molekll selbst zurickgeflhrt werden (102).
Daher ist TRAIL weiterhin ein viel versprechendes Agens fur die Tumortherapie.
Seit September 2004 ist das so genannte TRAIL/Apo2L auch Gegenstand
klinischer Phase I/ll Studien (mundliche Mitteilung von Avi ASHKENAZI).
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1.4 Fragestellung

TRAIL/APO2-L induziert Apoptose in humanen Tumorzelllinien und scheint
weniger zytotoxische und hepatotoxische Nebenwirkungen zu haben, wie sein
verwandter Ligand CD-95L. In Vorarbeiten konnten supradditive Effekte der
Kombination von TRAIL/APO2-L mit DNA- schadigender ionisierender Strahlung
demonstriert werden (103).

Ziel vorliegender Doktorarbeit war es, essentielle molekulare Komponenten flr die

Kombinationswirkung zu identifizieren.

1. Dazu sollte geklart werden, inwiefern Caspase-8 fur die
Kombinationseffekt von TRAIL und ionisierender Strahlung
verantwortlich ist. Hierzu wurden Caspase-8 negative Zellen
hinsichtlich ihrer Apoptoseinduktion mittels Durchflulizytometrie und
Westernblot untersucht.

2. Ebenfalls wurde das FADD- Molekul auf seine Wirkung in der
Kombinationsbehandlung getestet. Dazu dienten BJAB- Zellen
(Burkittlymphomzellen) mit einem FADD dominant negativen Molekdl
(BJAB-FADD- DN-Zellen).
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2. Material

2.1 Chemikalien

Acrylamid

Roth/ Karlsruhe, Deutschland

Aprotein Leupeptin

Sigma/ Minchen, Deutschland

APS

Roth/ Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma/Miinchen, Deutschland

CCCP Sigma/ Minchen, Deutschland
Deoxycholat Sigma/ Minchen, Deutschland
DMSO Sigma/ Minchen, Deutschland
FCS Biochrom/ Berlin, Deutschland

G418 (Genicitin)

Gibco Life Technologies UK

HEPES

Sigma/ Miinchen Deutschland

Hoechst 33342

Calbiochem/ Bad Soden und Schwalbach,

Deutschland

Lymphoprep (Ficollésung)

Nycomed/ Wien, Osterreich

Methanol

Merck/ Darmstadt, Deutschland

Penicillin Streptomycin

Biochrom/ Berlin, Deutschland

Ponceau S

Sigma/ Minchen, Deutschland

Proteinlésung ( Proteinassay)

BioRad/ Miinchen, Deutschland

Rainbowmarker

Amersham/ Buckinghamshire UK

RPMI- Medium Gibco/ Life Technologies UK
SDS Sigma/ Miinchen, Deutschland
SDS- Puffer Roth/ Karlsruhe, Deutschland

B- Mercaptoethanol

Sigma/ Minchen, Deutschland
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TEMED Roth/ Karlsruhe Deutschland

TMRE Mobitech/

Triton Sigma/ Miinchen, Deutschland

Tropix Biorad/ Miinchen, Deutschland

Trypanblau Sigma/ Minchen, Deutschland

Tween 20 Sigma/ Miinchen, Deutschland
2.2 Ldsungen und Puffer

PBS

8,0 g NaCl

0,2 g Kcl

1,15 g NaHPO4

0,2 g KH2PO4

ad 1000 ml Aqua dest.

ph 7,4

TBS

1,57 g Tris-HCL

8,76 g Na ClI

ad 1000 ml aqua dest.

ph 8,0

TBS-Triton

TBS + 0,02 % Triton
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TBS-Tween

TBS + 0,05 % Tween 20

25 Mol HEPES

0,1 % SDS

0,5 % Desoxycholat

1 % Triton

10 mMol EDTA

10 mMol Napp- Sodiumpyrophosphat

10 mMol NaF

125 mMol NaCl

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

Probenpuffer

2,0 ml Glycerin

2,0 ml 10 %SDS

0,025 g Bromphenolblau

2,5 ml Sammelpuffer

Ad 9,5 ml aqua dest.
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Transferpuffer (Westernblot)

14,4 g Glycerin

3,03 g Tris-Base

0,025-0,1 % SDS

200 ml Methanol

Ad 1000 ml aqua dest.

ph 8,3

Trennpuffer

18,17 g Trisbase

4 ml 10 % SDS

Ad 100 ml aqua dest.

ph 8,8

Sammelpuffer

6,06 g Trisbase

4 ml 10 % SDS

Ad 100 ml dest. Wasser

ph 6,8

Blocklésung/Blotto

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

Elektrophoresekammer

Biometra/ Géttingen, Deutschland

Facs- Gerat

Becton- Dickinson/ Heidelberg, Deutschland

Filmentwickler

Sterling, Diagnostic Imaging/ Greenville USA

Linearbeschleuniger

LINAC SL25, Phillips/ Miinchen, Deutschland

Mikroskop Hund, Wetzlar/ Ludwigshafen, Deutschland
Photometer Ultrospec Plus/ Berlin, Deutschland
Schittler Biometra/ Goettingen, Deutschland
Sterilbank Hereaus Instrument/ Hanau, Deutschland
Stickstofftank Sigma/ Minchen, Deutschland
Tankblot BioRad/ Miinchen, Deutschland
Tischzentrifuge Eppendorf/ Hamburg, Deutschland
Wasserbad Haake/ Dreieich, Deutschland
Zentrifuge Hettich/ Deutschland

2.4 Verbrauchsmaterialien
Filterpapier Whatman 3MM/ Cambridge, UK
Kopierfolie Xerox/ Neuss, Deutschland

Nitrozellulosemembran

Hybond ECL, Amersham/

Buckinghamshire, UK

Roéntgenfilm

Hyperfilm Amersham, Buckinghamshire,

UK
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2.5 Antikorper und Liganden

Primarantikorper fir den Westernblot nach Santa Cruz

anti- Caspase- 8, mouse

freundlicherweise erhalten von der
Arbeitsgruppe Schulze-Osthoff / Minster,

Deutschland

anti- Caspase- 3,mouse

Biolabs/ Ipswich, UK

anti- Caspase- 9, mouse

Biolabs/ Ipswich, UK

anti- Caspase-10, mouse

Biolabs/ Ipswich, UK

anti- PARP, rabbit

Biolabs/ Ipswich, UK

anti- Bid, rat

Biolabs/ Ipswich UK

anti- FADD

Transductionlabs

Sekundarantikorper fir den Westernblot

anti- rabbit IgG- AP

SantaCruz Biotechnology/ Heidelberg,

Deutschland

anti- mouse IgG- AP

SantaCruz Biotechnology/ Heidelberg,

Deutschland

anti- rat IgG- AP

SantaCruz Biotechnology/ Heidelberg,

Deutschland

Liganden

TRAIL (rekomb. human mit FLAG- TAG)

Alexis/ Griinberg, Deutschland

Enhancer (monoklonaler Ak gg. FLAG-TAG)

Alexis/ Griinberg, Deutschland

CD95, APO- 01, CH- 11

Biomol/ Hamburg, Deutschland
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2.6 Zellinien

Humane T- Zellymphomlinien Jurkat und deren Klone

Jurkat A3 Freundlicherweise erhalten von J.Blenis,
Boston

Caspase- 8 negative Jurkat Zellen Freundlicherweise erhalten von J.Blenis,
Boston

BJAB- Vector / Burkittlymphom- Zellinie Freundlicherweise erhalten von der

Arbeitsgruppe Schulze- Osthoff

BJAB- FADD- DN/ Burkittlymphom Zellinie Freundlicherweise erhalten von der

Arbeitsgruppe Schulze- Osthoff
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3. Methoden

3.1 Zellkulturen

Verwendet wurde die humane T- Lymphomzellinie Jurkat und die Burkittlymphom-
Zellinie BJAB.

Die Erhaltkultur wurde jeweils mit 0.5 x10 ¢ Zellen in 30 ml Medium ausgesat und
im Brutschrank unter sterilen Bedingungen bei einer Temperatur von 37°C, 5%
CO: und 100% Luftfeuchtigkeit gehalten. Als Kulturmedium diente RPMI, dem 10%
FCS und 1% Antibiotikalésung (100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin)
zugesetzt wurde.

Der Medienwechsel erfolgte in zweitagigem Abstand.

Die Lagerung Uber einen langeren Zeitraum erfolgt in flussigem Stickstoff bei
-196°C in 5 % DMSO/ 20% FCS und 75 % Medium.

3.1.1 Stimulierung mit TRAIL

TRAIL (TNF- related apoptosis inducing ligand) wurde den Zellen unter sterilen
Bedingungen zugesetzt. 15 min vor der TRAIL- Applikation erfolgte der Zusatz
monoklonaler Antikérper (FLAG-TAG/ Enhancer) in einer Konzentration von 1
pg/ml.

Die Stimulierung der Zellen wurde zu Teil in Kombination mit Bestrahlung
durchgefuhrt.
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3.2 Nachweis der Caspasenaktivitat

3.2.1 Herstellung der Zellysate

50 yl Zellsuspension wurden mit 50 ul Trypanblauldsung verdunnt. Die Anzahl der
Zellen wurde in der Fuchs-Rosenthalkammer bestimmt (Anzahl der Zellen in 16
Felder x 5000 ergibt die Zellzahl in einem Milliliter).

Ein Zellysat bestand aus 2x 10 ® Zellen bestehen und wurde in 150-200 pl
Lysepuffer (s.0.) aufgenommen; es folgte die Inkubation auf Eis fir 30 Minuten,
daraufhin die Zentrifugation bei 6° C und 12000 U/min. Der Uberstand wurde fir

die Versuche verwendet werden.

3.2.2  Proteinbestimmung

Vor Beladung der Tragergele fur die Westernblotanalyse wurde die
Proteinkonzentration in den Lysaten bestimmt. Dies erfolgte anhand des
Proteinassays nach Biorad. Das Konzentrat wurde 1:5 mit Wasser verdiinnt und
zu 1 ml Losung kamen 3ul Lysat; der sich so gebildete Farbstoff wurde mittels
Extinktionszunahme bei einer Wellenlange von 595nm photometrisch bestimmt.
Dabei entsprach die Extinktionszunahme der Gesamtproteinmenge. Im Anschluss

wurden die Proben auf gleiche Mengen Protein normalisiert.

3.2.3  Aufnahme der Proteine in Probenpuffer

Den Lysaten erfolgte die Zusetzung von 7 pl Probenpuffer (zur sichtbaren
Darstellung der Probe) und 1ul B-Mercaptoethanol, dessen reduzierende
Eigenschaften zur Spaltung der Disulfidbricken genutzt wurde, um den Zerfall der

Proteinkomplexe in ihre Einzelbestandteile zu ermaoglichen.
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3.24  SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese

Um die isolierten Proteine aufzutrennen wurden 12 und 14%-iges
Polyacrylamidgele hergestellt (s.u.). Das Trenngel wurde in eine Vertikalkammer
gegossen und mit destilliertem Wasser Uberschichtet. Nach einer
Polymerisationszeit von 45 min wurde das Wasser entfernt und ein Sammelgel auf
ein Trenngel gegossen. Nach einer zweistundigen Polymerisationszeit konnten
die Proben (3.2.2) aufgetragen werden. Die Trennung der Proteine erfolgte in
einem SDS- PAGE- Laufpuffer der Firma Roth bei 50mA (Sammelgel) bzw.
150mA (Trenngel). Als GroRenstandard diente ein Rainbowmarker von Amersham
(Buckinghamshire UK).

Tabelle 4: Die Gelzusammensetzung

Komponente Sammelgel Trenngel

12 %ig 14%ig
Trennpuffer / 3,75ml | 3,75 ml
Sammelpuffer 1,25 ml / /
Wasser 3,00 ml 5,25 ml | 4,25 ml
Gel 30 0,75 ml 6,00 ml | 7,00 ml
APS 10% 50 75 pl 75 pl
Temed 5ul 7,5 ul 7,5 pl
20 % SDS / 75 75 pl
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3.25 Westernblot

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine auf Nitrocellulosemembran
(ECL- Hybond, Amersham, Buckinghamshire UK) geblottet. Nach dem Transfer
konnte das Bandenmuster durch 1 minutige Inkubation mit Ponceau- S- Lésung
sichtbar gemacht werden, anschlielendes Waschen mit destilliertem Wasser
spulte den Farbstoff wieder aus. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
wurde die Membran in 5% FCS/0,05% und Tween20/TBS, ph 8,0 bei
Raumtemperatur auf einem Wippschuttler inkubiert. AnschlieRend wurde die
Membran mit dem primaren Antikorper benetzt. Die nicht-spezifisch gebundenen
Antikorper wurden durch Waschen mit TBS- Triton entfernt (3x5 min). Es folgte ein
weiterer Inkubationsschritt fur 30 Minuten bei RT mit dem sekundaren Antikorper
(Anti- Maus gekoppelt mit Alkalische Phosphatase 1:200000 (Santa Cruz). Die
Membran wurde erneut fur ca. 30 Minuten mit TBS- Triton gewaschen. Als letzter
Schritt erfolgte der Zusatz einer TBS, ph 9,5 1:100 verdinnten CSPD Ldsung. Die
Detektion der Proteinbande erfolgte daraufhin in einer Rontgenfilmkassette durch

Exposition mit einem Hyperfilm.
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Fiber pad
Filter paper

Membrane

Gel
Filter paper
Fiber pad

Cathode (-) side

Abbildung 7: Blotaufbau als Tankblot

3.2.6 FACS-Analyse (Fluorescent activated cell scan)

3.2.6.1 Apoptosebestimmung nach Morphologie

Angewendet wurde die DurchfluBzytometrie zur Analyse von Einzelzellen
hinsichtlich Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Die
Fluoreszenzeigenschaften der Zelle sind abhangig von der Zellkonstitution, der
Granularitat, der relativen Zellgrof3e, der Chromatinkondensation und der DNA-
Degradierung.

Bei der Apoptosemessung erfolgte im FACS- Gerat anhand von 2 Laserstrahlen
(dem Forwardscatter FSC und dem Sideward Scatter SSC).

Der FSC informiert Uber ZellgroRe und -struktur, der SSC Uuber optische
Homogenitat, intrazellulare Granularitat, Zytoplasma- und Kernkondensation.
Apoptotische und lebendige Zellpopulationen wurden in Darstellung im
Koordinatensystem sichtbar, in welchem der SSC (Y-Achse) und FSC (X-Achse) in
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logarithmischer Darstellung aufgetragen werden.

Jeder Punkt im Koordinatensystem entspricht einer Zelle. Frihe Apoptoseformen
erkennt man am erniedrigtem FSC (Zellschrumpfung) und erhdéhtem SSC
(Zellkernkondensation, DNA- Fragmentierung und Chromatinkondensation), spate
Apoptoseformen stellten sich durch eine niedrige Intensitat des FSC und SSC-

Signals dar; die Zelle wird nekrotisch.

3.2.6.2 Analyse des mitochondrialen Membranpotentials

Noch bevor es beim Apoptosemechanismus zur Zellschrumpfung kommt, erfolgt
eine Depolarisation und ein Abfall des mitochondrialen Membranpotentials: AWm.
Zur Fluoreszenzanalyse von AWm eignen sich lipophile und membrangangige
Fluoreszenzfarbstoffe, wie Rhodamin 123 (RH 123) und TMRE
(Tetramethylrhodaminethomidat) ; der Farbstoff wird von lebenden Zellen in den
Mitochondrien akkumuliert ; oben genanntes TMRE lagert sich also an die
mitochondriale Membran und andert bei Laserstrahlanregung , je nach
Depolarisation der Membran, die Intensitat des Fluoreszenzsignals; die Intensitat
des Fluoreszenzsignals kann im Fluoreszenzkanal 2 (FL-2) des
DurchfluRzytometers abgelesen werden.

Die Datenauswertung erfolgt hier jedoch in Histogrammen, deren horizontale
Achse die Fluoreszenz, und vertikale Achse die Anzahl der Ereignisse pro Klasse

angibt.
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3.2.6.3 Die Hoechst-Farbung

Eine anschauliche Moglichkeit der Apoptosedarstellungist die Hoechstfarbung bei
der 10° Zellen benétigt wurden; im pelletierten Zustand erfolgte diesen der Zusatz
von 1ml RPMI-Medium und 1ug/ml Hoechstfarbstoff 33342. Die statistische
Auswertung wurde nach viertelstundiger Inkubation im Fluoreszenzmikroskop bei
einem Filter von 350nm durchgefliihrt, wobei apoptotische Zellen durch hell
leuchtende segmentierte Kerne und nekrotische Zellen durch hell leuchtende

unsegmentierte Nuclei auffielen.

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

mindestens drei unabhangig durchgefihrten Versuchen.
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4. Ergebnisse

4.1 Apoptosemessung bei TRAIL-Behandlung und bei
Bestrahlung in Jurkat- und BJAB-Zellen

lonisierende Strahlung und TRAIL bewirken eine Apoptoseinduktion.

Es wurden Lymphomzellen der Reihe BJAB in den folgenden Versuchen
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von
TRAIL (25 ng und 100 ng) stimuliert. Nachfolgende Abbildung veranschaulicht die in
folgenden Versuchen gewonnenen Daten. Ein Punkt entspricht einer Zelle. Die
apoptotischen Zellen werden markiert und es kann ihr prozentualer Anteil an der
Gesamtzellpopulation errechnet werden. Dabei ist zu beachten, dass die

Spontanapoptose von der spezifischen Apoptose abzuziehen ist.

Jurkat A3 Zellen ohne Behandlung

SSC-H

200 400 600 800 1000

lllllllllIIIlllllllIllIlll

0

0 200 400 600 800 1000

FSC-H

Abbildung 8(a): Unbehandelte Jurkat Zellen, die Fldche R1 entspricht der
Spontanapoptose
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Jurkat A3-ZellenTRAIL 100ng 48h

1000

SSC-H

0O 200 400 600 800 1000
FSC-H

Abbildung 8(b): Jurkat- Zellen mit 100 ng TRAIL behandelt und nach 48 h gemessen. Die
markierte Fldche entspricht der Apoptoserate nach 48 Stunden.

Um die Ergebnisse der Durchflul3zytometrie durch ein zusatzliches Messverfahren
zu verifizieren, wurde die Hoechst Kernfarbung angewendet. Der Kernfarbstoff
ermoglichte die Differenzierung von apoptotischen (hell- leuchtend- segmentierten)
und nekrotischen (matt- leuchtenden und nicht segmentierten) Zellkernen. Es
konnten in beiden Methoden vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Daher
wurde in folgenden Versuchen nur die weniger zeitaufwendige Methode der

DurchfluRzytometrie angewandt.
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411  Zeit und Dosisabhangigkeit von TRAIL

TRAIL ist zeit- und dosisabhangig. Abbildung 8 soll dies demonstrieren. Die
Applikation von TRAIL erfolgte immer mit einem Zusatz von 1ug/ ml Enhancer
(Antikorper, der TRAIL- Molekule oligomerisiert und so auch zur Oligomerisierung

der Rezeptoren und damit zur Verstarkung der TRAIL- Signaltransduktion fihrt).

Dosis- und zeitabhédngige Induktion von Apoptose in BJAB-
Vektorzellen durch TRAIL- Stimulierung

025 ng TRAIL
H 100 ng TRAIL

Apoptoserate [%]

31,4%

22%

- N
o o o
|

12h 48h
Zeit [h]

Abbildung 9: Zeit- und dosisabhdngige Apoptose in BJAB- Lymphomzellen. Die
Balken stellen die Standardabweichung dar.

In einem zweiten Schritt erfolgte die Apoptoseinduktion durch Bestrahlung. In

folgendem Diagramm ist die Apoptoserate nach Bestrahlung von BJAB- Zellen mit
5 und 10 Gray ersichtlich.
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Dosis- und zeitabhangige Induktion von Apoptose durch
ionisierende Strahlung in BJAB-Zellen

40

35
30

25

20

O5Gy m10Gy

15 1

Apoptoserate [%]

10

5.6% 6,3%

12h 48h
Zeit [h]

Abbildung 10: Dosis- und zeitabhdngige Apoptose durch ionisierende Strahlung in
BJAB- Zellen. Die Balken stellen die Standardabweichung dar.

4.2 Die Rolle von FADD

Das FADD Molekul steht im zelltodvermittelten Rezeptorweg als Adapterprotein
zwischen Rezeptor und Caspasen an oberster Stelle. Forschungsergebnisse
zeigten, dass das FADD Molekul im TRAIL- Rezeptorweg moglicherweise keine
essentielle Rolle spielt (67). Daher soll nun in folgenden Versuchen die Rolle des
FADD- Molekduls in der TRAIL- induzierten Apoptose verifiziert werden.

Dazu wurden zwei Lymphomzellinien verwendet. Einerseits die BJAB-
Lymphomzellen, welche das FADD- Molekul exprimieren. Andererseits die BJAB-
FADD-DN Lymphomzellen (FADD dominant negative Mutante). Diese Zellreihe
zeichnete sich durch ein trunkiertes FADD- DN Molekdil aus; durch Uberexpression
dieser defekten FADD- Form besteht also eine blockierte FADD- Funktion. Die
Expression des trunkierten FADD- DN Molekulls konnte mittels Western-Blott
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verifiziert werden.

- - 24

Abbildung 11: Nachweis des FADD- DN- Moleklils. Das trunkierte FADD- DN
Molekiil kann nur in der in der BJAB- FADD- DN- Zellkultur nachgewiesen werden.
Die obere Doppelbande, bei beiden Zellinien sichtbar, weist das untrunkierte FADD-

Molekiil nach.

4.21 Einfluss der Uberexpression von FADD- DN auf die TRAIL-

induzierte Apoptose

In folgendem Experiment sollte untersucht werden, welche Wirkung TRAIL auf
BJAB und BJAB- FADD- DN- Zellen ausubt. Beide Zellreihen wurden mit 25 und
100 ng TRAIL/mI stimuliert.

Die Apoptoserate wurde fur beide Zellreihen jeweils nach 12, 24, 36, 48 Stunden
mittels Durchflul3izytometrie ermittelt. Jedes Experiment wurde mindestens drei
Mal durchgefihrt und die Apoptoserate statistisch ausgewertet.

Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass TRAIL- Stimulation bei der BJAB- FADD-
DN-Zellpopulation keine Apoptose hervorrief, im Gegensatz zu einer Apoptoserate
von 70 % bei der BJAB - Vektorzelllinie.
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BJAB-Vektor und FADD-DN nach TRAIL-Stimulierung (25ng/ml
und 100 ng/ml)

100

90 —
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‘;‘ —&— Vektor 25ng
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] FADD 25ng
8 FADD 100ng
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Abbildung 12: Nachweis von Apoptose nach TRAIL- Stimulierung mit 25 und 100
ng/ml in BJAB- Vektor und BJAB- FADD-DN-Zellen; die Ergebnisse wurden mittels
DurchfluBzytometrie gewonnen; die Uberexpression von FADD-DN hemmt die

TRAIL-induzierte Apoptose. Die Balken stellen die Standardabweichung dar (n=3).

Die TRAIL- Apoptose scheint somit bei BJAB- FADD- DN- Zellen vollstandig
gehemmt.

4.2.2 Einfluss der Uberexpression von FADD- DN auf

strahleninduzierte Apoptose

Zur Beantwortung der Fragestellung der FADD- Abhangigkeit der
strahleninduzierten Apoptose wurden im Folgenden BJAB- Lymphomzellen
(Kontroll- Vektor- Zellen) und BJAB- FADD- DN untersucht. Die beiden Zellinien

wurden mit jeweils 5 und 10 Gray bestrahlt. Der strahleninduzierte Apoptoseweg
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lauft hauptsachlich uber das Mitochondrium (siehe Kapitel 1.2.1.3) und nutzt die

Caspasenaktivierung als Verstarkungsmechanismus.

Abbildung 13 zeigt: fur beide Zellinien gilt, je hoher die Strahlenwirkung, umso
groler die prozentuale Apoptoserate. Die BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN-
Zellen zeigten bei 10 Gy nach 48h eine Apoptoserate von 30% und 17%. Bei 5 Gy
ist kein signifikanter Unterschied in der Apoptoserate nachweisbar: FADD- DN: 4%

Apoptoserate und BJAB- Vektor: 6 % Apoptoserate.

BJAB-Vektor und FADD-DN Zellen nach Bestrahlung mit 5 und 10 Gy
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Abbildung 13: Zeitlicher Verlauf der Induktion von Apoptose durch Bestrahlung mit
5 und 10 Gy in Vektor und FADD- DN- Zellen; in Zellen mit Uberexprimierung von
FADD-DN ist Apoptose im Gegensatz zu TRAIL- Apoptose nachweisbar. Die Balken
stellen die Standardabweichung dar (n=3).
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4.2.3 Kombinationswirkung von Bestrahlung und TRAIL-

Stimulation

FADD ist fur den TRAIL- induzierten Apoptosemechanismus essentiell. Dagegen
reagieren BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN- Zellen auf Bestrahlung ohne
signifikanten Unterschied. Um die Frage der FADD- Abhangigkeit der
Kombinationsbehandlung zu klaren, wurden nun BJAB- Vektor und BJAB- FADD-
DN Zellen mit der Kombination aus beiden Apoptosestimuli behandelt.

Beide Zelllinien wurden mit einer TRAIL-Dosis von 100 ng/ml vorbehandelt und 10
Stunden spater mit 10 Gy bestrahilt.

Abbildung 14 =zeigt folgende Ergebnisse: Die Vektorzellen zeigten unter

Behandlung mit 10 Gy eine Apoptoserate von 17,1 %, die Behandlung mit 100 ng
TRAIL erzielte eine Apoptoserate von 71,1 %. In der Kombinationsbehandlung war
eine Apoptoserate von 84,9 % zu verzeichnen.

Das zweite Diagramm stellt die Apoptoseraten der BJAB- FADD- DN Zellen unter
Einzelbehandlung dar. Nach Stimulierung mit 10 Gray: 29,7 %, nach Behandlung
mit 100 ng TRAIL: 0 %. In der Kombinationsbehandlung lie® sich eine
Apoptoserate von 34,4 % erzielen.

Demzufolge scheint die Kombinationsbehandlung bei BJAB- FADD- DN Zellen
keine nennenswerte Erhdhung der Apoptoserate (34,4 %) im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit 10 Gy (29,7 %) zu bewirken.
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BJAB-Vektor in der Kombinationswirkung
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BJAB-FADD-DN in der Kombinationswirkung
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Abbildung 14: Kombinationsbehandlung von BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN-
Zellen mit 10 Gy und 100 ng /ml TRAIL. Die Ergebnisse wurden mittels
Durchflu3zytometrie ermittelt. Erkennbar ist eine durch Kombinationsbehandlung
erzielbare Apoptoserate von 84,9 % bei BJAB- Vektor- Zellen; im Vergleich dazu
die Einzelbehandlung mit TRAIL: 71,1% und Einzelbehandlung mit ionisierender
Strahlung: 17,1%.
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424  Caspasenaktivierung durch  TRAIL- Behandlung,

ionisierende Strahlung und Kombinationsbehandlung

Parallel zu obigen Versuchen sollte nun die Apoptoseinduktion durch ionisierende
Strahlung, TRAIL oder Kombinationsbehandlung, wie in Kapitel 4.2.1 bis 4.2.3
gezeigt wurde, biochemisch mittels Westernblottechnik erfasst werden.

Dazu wurden BJAB- Vektor und BJAB- FADD-DN Zellen mit 10 Gy bestrahlt. Nach
12 Stunden erfolgte die Herstellung der Zellysate. In einer zweiten Versuchsreihe
wurden beide Zellinien mit 100 ng /ml TRAIL stimuliert und in einer dritten
Versuchsreihe wurden beide Zellinien in einer Kombination aus 100 ng/ml TRAIL
und 10 Gy behandelt. In Abbildung 15 erkennt man die ungespaltene
Procaspasenform (Procaspase- 8) und die durch Caspasenspaltung entstandene
aktive Form: hier p 43/41 Caspase-8. Die Caspasenaktivitat lasst sich je nach
Filmbelichtung durch Zunahme der Spaltprodukte (hier PARP-cleaved p85) oder
Abnahme der Procaspasenform (Procaspase 8 p55/54) nachweisen.
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Abbildung 15: Aktivierung von Caspase- 8 und dem Caspase- 8 Spaltprodukt (PARP-
cleaved) in der Einzelbehandlung mit TRAIL und 10 Gray Bestrahlung, sowie in der
Kombinationsbehandlung in BJAB- Vektor und BJAB- FADD- DN- Zellen. Die
Abkiirzung Ko steht fir die unbehandelten Zellen. Die Zunahme der
Caspasenaktivierung bei Kombinationsbehandlung in der BJAB- Vektorzellreihe ist an
der Abnahme der inaktiven Proform von Caspase- 8 ersichtlich. Caspase 8 wird nach
Kombinationsbehandlung in BJAB- Vektorzellen stédrker gespalten, als in FADD- DN
Zellen. Die Einzelbehandlung von FADD- DN Zellen mit TRAIL fiihrt zu keiner
signifikanten Caspase- 8- Spaltung.
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4.3 Weitere molekulare Mechanismen bei der Kombination des

TRAIL-Zelltodliganden mit ionisierender Strahlung

Die Kombination von TRAIL mit ionisierender Strahlung fuhrt zu deutlich erhdhten
Effekten bei der Apoptose in malignen Zellsystemen. In den vorangegangenen
Versuchen wurde demonstriert, dass FADD essentiell fur die Kombinationswirkung
ist und der Kombinationseffekt nur in Zellsystemen zu beobachten ist, welche das

FADD-Molekul exprimieren.

4.3.1 Nachweis von Caspase- 8

Zur Uberpriifung der Rolle von Caspase- 8 in der zelltodrezeptorvermittelten,
strahlungsinduzierten und kombinierten Apoptose wurden zwei Zellinien
untersucht : die Kontrollzellinie : Jurkat A3 (diese Zellinie ist Caspase- 8 positiv)
und die Caspase-8 negative Zellinie, ohne Caspase- 8.

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

Procaspase-8 nicht nachweisbar ist.

S —— Caspase-T Proform pisid

Abbildung 16 : Nachweis von Procaspase 8. In der Kontrollzellinie: Jurkat A3 ist die
Procaspase 8 vorhanden, in Caspase- 8 negativen Zellen lasst sich die Procaspase 8

nicht nachweisen.
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4.3.2 Rolle von Caspase-8 fur die TRAIL- induzierte Apoptose,
die strahleninduzierte Apoptose und die

Kombinationsbehandlung

In der Literatur (siehe Kapitel 1.2.1.6) gibt es mehrere Hinweise, dass Apoptose,
ausgeldst durch Zelltodrezeptoren, wie beispielsweise Fas, TRAMP/DR-3 und
TNFa abhangig von Caspase-8 sind. Demnach erwiesen sich Zellen mit erhdhtem
FLIP- (flice inhinbiting protein) Spiegel resistent gegenuber dem TRAIL- Stimulus
(94, 95).

Ziel nachfolgender Experimente ist die Caspase- 8 Abhangigkeit flr die TRAIL-
Behandlung und Bestrahlung zu untersuchen. Folgende Versuche zeigen die
Apoptoseraten nach Einzelstimulus (Abbildung 17) und Kombinationsbehandlung
(Abbildung 18). Wie in vorigen Versuche erfolgte die Auswertung der
Apoptoseraten mittels FACS- Analyse.

Aus Abbildung 16 ist ersichtlich: Caspase- 8- negative und Jurkat A3- Zellen
zeigen unter Bestrahlung mit 5 und 10 Gray vergleichsweise ahnliche
Apoptoseraten.

Unter TRAIL- Einzelstimulus (100 ng) lassen sich in der Jurkat- Zellpopulation
Apoptoseraten von 97,01 % erzielen, in der Caspase- 8- negativen Zellreihe: 30
%.

Die Kombination aus beiden Stimuli zeigt in Jurkat A3- Zellen keine nennenswerte
Steigerung der Apoptoserate. Unter TRAIL- Einzelstimulus zeigt sich eine
Apoptoserate von 83,5 % unter Kombinationsbehandlung: 84,4 %. Demnach
berechnet sich ein Zuwachs der Apoptoserate in der Kombinationsbehandlung um
0,9 %.

Die Caspase 8- negative Zellinie hingegen reagiert bei Kombination der beiden
Einzelstimuli (10 Gy Einzelbehandlung: 21,19 % Apoptoserate, 100 ng TRAIL
Einzelbehandlung: 21,09 % Apoptoserate) mit einem supraadditiven Effekt. Denn
in der Kombinationsbehandlung ist eine Apoptoserate von 57,09 % zZu

verzeichnen.
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Wirkung von Bestrahlung auf Jurkat A3 und Caspase-8-negative
Zellen
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Abbildung 17: Apoptoseinduktion nach TRAIL- Stimulus (oben) und Bestrahlung
(unten) in Caspase- 8- negativen-Zellen(hier abgekdirzt als 8-/-) und in deren Jurkat A3-
Kontrollzellen. TRAIL fiihrt in 8-/- Zellen zu einer reduzierten Apoptose. Im Vergleich
dazu reagieren Jurkat und 8-/- Zellen auf Bestrahlung etwa gleich. Die
Spontanapoptose  wurde  berlicksichtigt, die Balken entsprechen der

Standardabweichung.
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Abbildung 18: Apoptoseinduktion nach Kombinationsbehandlung in Jurkat A3- Zellen
(oben) und Caspase 8-/- Zellen (unten). In beiden Zellpopulationen ldsst sich eine
Kombinationswirkung nachweisen. Die Caspase 8-negative Zellinie reagiert bei

Kombination der beiden Stimuli mit einem supraadditiven Effekt.
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Der TRAIL- Rezeptorweg impliziert die Rekrutierung von FADD als Adaptermolekdl
an den Rezeptor. Es folgt daraufhin die autoproteolytische Aktivierung von
Caspase-8 und danach Caspase-3. Der simple Kaskadenweg wird durch die
Anwesenheit einer mitochondrialen Verstarkungskaskade kompliziert, welche die
Caspase-8 vermittelte Aktivierung des Bid- Molekuls beinhaltet. PARP fungiert als
Spaltsubstrat von Caspase-8. Daher wurde parallel zu den oben einsehbaren
Ergebnissen der Durchflusszytometriemessung in der Caspase-8 negativen und
Jurkat A3 Zellinie die Aktivitat von Caspase-3, Bid und PARP durch Westernblot
fur die Einzelstimuli und Kombinationsbehandlung biochemisch ermittelt. Alle
Lysate wurden nach jeweils 20 Stunden hergestellt.

Abbildung 19 zeigt, dass 20 Stunden nach Stimulation von Jurkat A3 Zellen mit
100 ng/ml TRAIL ein Teil der Procaspase 3 und fast der komplette Teil der PARP-
Proform aufgebraucht wurde. Dagegen sind die inaktiven Formen nach
Kombinationsbehandlung der Jurkat- A3 Zellen deutlich reduziert, zugunsten ihrer
Spaltprodukte. Bei den Caspase- 8 negativen Zellen zeigen sich in der
Einzelbehandlung kaum Spaltprodukte im Sinne von aktivierter Caspase- 3 und
dem PARP- Spaltprodukt p85. Erstaunlich hingegen ist das deutlich nachweisbare
PARP Spaltprodukt in der Kombinationsbehandlung, wobei PARP- Proform noch
fast unverbraucht zur Darstellung kommt.

Caspase- 8 spielt demnach keine Rolle fir die Kombinationsbehandlung.
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Abbildung 19: Westernblotergebnisse der Einzelbehandlung (10 Gray Bestrahlung und
Stimulierung mit 100 ng/mITRAIL) und Kombinationsbehandlung Caspase- 8- negativer
und Jurkat-A3-Zelle; Zunahme der Caspasenaktivierung bei der Kombinationsbehandlung
ist bei den Jurkat A3 Zellen an der Abnahme der inaktiven Proformen von Caspase- 3 und

PARP zu erkennen.

Aus Abbildung 17 unteres Diagramm geht eine Apoptoserate von ~20 Prozent
nach TRAIL Stimulierung Caspase- 8 negativer Zellen hervor. Daher war auch hier
die Untersuchung auf Aktivitdt von Caspase- 3, Bid, und PARP nach
Einzelstimulierung mit TRAIL interessant. Abbildung 19 zeigt 48 Stunden nach
TRAIL-Stimulierung bei Jurkat A 3 Zellen eine komplett aufgebrauchte Bid-
Caspase-3 und PARP- Profrom. Bei Caspase 8-/- Zellen kommt es 48 h nach
Stimulus erst zur Darstellung der Spaltprodukte von Bid, Procaspase 3 und PARP.
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Abbildung 20: Apoptoseinduktion in Jurkat A3 und Caspase 8-/- Zellen nach
Einzelstimulus mit TRALI (100ng/ml) Zunahme der Caspasenaktivierung ist in Jurkat
A3 Zellen nach alleiniger TRAIL-Behandlung nach 48h an der Abnahme ihrer inaktiven
Proform von Bid, Caspase-3 und PARP deutlich erkennbar. Nach 48 Stunden findet
man in Caspase 8 negativen Zellen nach Einzelstimulus mit TRAIL erstmals die
Spaltprodukte von Bid (p14), Caspase-3 (p-17 und p12) und PARP (p85).

4.3.3 Einfluld anderer Caspasen in der Kombinationswirkung

Eine Kombination von TRAIL und Bestrahlung ist an das Vorhandensein von
FADD geknuUpft. Da in dem durchgeflhrten Kombinationsexperiment mit Capase-
8 defizienten Zellen trotzdem ein synergistischer Effekt nachweisbar war, sollte der
Fragestellung nachgegangen werden, ob es eine alternative Initiatorcaspase gibt,
die als Surrogat fur Caspase- 8 dienen konnte. Daher wurde die Aktivierung von
Caspase- 10 untersucht. Abbildung 21 zeigt, dass TRAIL in Abwesenheit von
Caspase- 8 zur Aktivierung von Caspase- 10 fuhren kann.
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Abbildung 21: Caspase-10- Aktivierung nach Stimulierung Caspase-8 defizienter Zellen
mit TRAIL- Einzelstimulierung Nach 48h ist in Caspase-8-negativen Zellen die Spaltung

von Caspase-10 erkennbar.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Induktion von Apoptose in Tumorzellen ist ein wichtiges Ziel in der
radioonkologischen und medikamentdsen Tumorbehandlung.

Die Kombination zweier Apoptosemechanismen (Zelltodrezeptorstimulation und
ionisierende Strahlung) kann zu deutlich héheren Apoptoseraten fluhren. Da
unklar ist, welche Molekule fir den Kombinationseffekt verantwortlich sind,
wurde in der vorliegender Doktorarbeit die Frage untersucht, ob FADD und
bestimmte Caspasen (Caspase- 8 und 10) fur den Kombinationseffekt
verantwortlich sind.

Vorliegende Ergebnisse demonstrieren, dass die Caspasenaktivierung uber
Zelltodrezeptoren FADD- abhangig verlaufen kann. TRAIL- Stimulus fuhrt in
BJAB Zellen zur Caspase-8-Aktivierung. Zellen mit trunkiertem FADD Molekul
zeigen im Westernblot keine Caspasenaktivierung.

Verwendet man im Einzelstimulus ionisierende Strahlung, so ist kein
Unterschied in der Caspasenaktivierung von BJAB und BJAB- FADD- DN Zellen
ersichtlich. Strahlentherapie kann FADD- unabhangig Apoptose induzieren.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass nur in Zellen mit intaktem FADD
Molekll ein additiver Apoptoseeffekt nach Kombination von TRAIL und
Bestrahlung erzielt werden kann (Abbildung 14). Es lasst sich demnach
schlie®en, dass das FADD- Molekul essentiell fur den Kombinationseffekt ist.
Tumorzellinien entziehen sich der Apoptoseinduktion durch
Resistenzmechanismen. So wurden von TEITZ et al. Neuroblastomzelllinien
untersucht, die sich durch Caspase- 8- Negativitat auszeichneten (104). Die
weiteren Versuche in vorliegender Doktorarbeit demonstrieren die Rolle von
Caspase- 8 in der Einzelbehandlung und in der Kombination (TRAIL und
ionisierende Strahlung).

TRAIL- Einzelstimulierung fihrt in Caspase- 8 negativen Zellen nach 48 h zu
einer niedrigeren Apoptoserate (30%) als in Jurkat- Zellen (97%). lonisierende

Strahlung fuhrt in Jurkat und Caspase- 8 negativen Zellen zu einer
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vergleichbaren Apoptoserate. Unter Kombinationsbehandlung (100 ng TRAIL
und 10 Gy) zeigte sich in Caspase- 8 besitzenden Zellen kein additiver
Apoptoseeffekt. In Caspase- 8 negativen Zellen hingegen wies die
Kombinationsbehandlung einen synergistischen Apoptoseeffekt auf (Abbildung
18).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse: FADD ist essentiell fur den
Kombinationseffekt und der Kombinationseffekt von TRAIL und Bestrahlung ist
nur partiell von Caspase 8 abhangig. Abbildung 21 demonstriert die Aktivierung
der Caspase 10 in Caspase- 8 negativen Zellen, als maoglichen
Erklarungsversuch  fur den  synergistischen  Apoptoseeffekt nach

Kombinationsbehandlung in Caspase- 8 negativen Zellen.

5.2 Weitere Signaltransduktionsmechansimen von TRAIL

Auler der Caspasenaktivierung fuhrt TRAIL- Stimulierung (&hnlich der TNF-
Stimulierung) zur FADD und Caspasen- unabhangigen Aktivierung vom
Transkriptionsfaktor NF-kB (105). Die Aktivierung von NFkB flhrt zur Aktivierung
von Proteinkinasen, welche das Stress-Signal von der Zelloberflache in den
Zellkern weiterleiten. Es folgt die Transkription antiapoptotischer Gene (106,
107). Unklar erscheint die genaue Beeinflussung der Apoptosemechanismen
durch NFkB. So demonstrierte JEREMIAS et al. dass die Hemmung der NFkB-
Aktivierung in Lymphomzellen zur Wiederherstellung der TRAIL- Sensibilitat
fuhrte (108).

Ebenfalls kann TRAIL zur Stimulation der so genannten stressaktivierten
Proteinkinasen (JNK und SAPK) fiihren (109). MUHLENBECK untersuchte die
JNK- Stimulierung in HelLa Zellen die in diesen caspasenabhangig erfolgte. In
einem weiteren Zellsystem, den Kym-1 Zellen konnte eine
caspasenunabhangige JNK- Aktivierung gezeigt werden. Untersuchungen der
Forschergruppe bestatigten eine FADD- unabhangige Aktivierung des JNK-
Systems. Unklar bleibt, inwiefern die Aktivierung des JNK- Systems zur
Apoptose beitragt. Scheinbar wirkt die JNK- Aktivierung unterstitzend auf die
TRAIL- induzierte Apoptose. Die alleinige JNK- Aktivierung reicht jedoch nicht
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zur Apoptoseinduktion aus.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der JNK- Aktivierung durch TRAIL. Nach
MUHLENBECK et al. 1998 (109). In KYM- 1 Zellen erfolgt die JNK- Aktivierung

caspasenunabhéngig. In HelLa-Zellen ist diese caspasenabhéngig. Die alleinige JNK-
Aktivierung resultiert nicht in der Apoptose der Zelle.
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5.3 FADD- Abhangigkeit der TRAIL- Behandlung und der

Kombinationsbehandlung

Die Signalkaskade uber die Zelltodrezeptoren CD- 95, TRAIL- R1 und TRAIL-
R2 weisen eine gewisse Strukturahnlichkeit auf. Die Bindung von CD- 95
Liganden bewirkt eine Trimerisierung des Rezeptors. Daraufhin folgt die
Rekrutierung von FADD als Adaptermolekul, was zur autoproteolytischen
Aktivierung von Caspase- 8 fuhrt (71, 83). Noch ist unklar, welches
Adaptermolekill der TRAIL- Rezeptor bendtigt. SCHNEIDER et al. zeigte eine
FADD- abhangige Signaltransduktion Uber den TRAIL- R1 und TRAIL- R2
Rezeptor. Ebenso demonstrierte diese Forschergruppe, dass Zellen mit
dominant negativem FADD keine Apoptoseinduktion aufweisen (110).

PAN et al. berichten andererseits Uber einen FADD- unabhangigen
Apoptosemechanismus Uber den TRAIL- Rezeptor- DR 4 (67).

Vorliegende Doktorarbeit demonstriert in FADD- exprimierenden Zellen nach
TRAIL- Applikation im Westernblot eine Caspase- 8 Spaltung. In FADD- DN
Zellen lasst sich im Westernblot keine Caspase- 8 Spaltung nachweisen. Es
kann geschlussfolgert werden, dass die TRAIL- induzierte Apoptose FADD
abhangig verlauft. Insgesamt kann die Wirkung auf den einzelnen Rezeptor DR4

und DRS5 in diesem Setting nicht unterschieden werden.
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Abbildung 23: (nach L.E. French und J. Tschopp ,1999 (111)) Apoptosemechanismus
des TRAIL-Rezeptors TRAIL-R1 und - R2. Beide Rezeptoren sind Typ 1-
transmembranére Proteine und besitzen die zytoplasmatische Todesdoméne death
domain zur Apoptoseinduktion. Im Gegensatz dazu besitzen weder TRAIL- R3 (welches
GPI-gelinkt ist) noch TRAIL-R4 (mit trunkierter zytoplasmatischer Todesdoméne/ death
domain) die Méglichkeit der Apoptoseinduktion. Nach Ligandenbindung an den Rezeptor
erfolgt die Rekrutierung des FADD- Adaptermolekiils an den Rezeptor, welcher die

autoproteolytische Aktivierung von Caspase- 8 initiiert.

Ebenso ist aus vorliegender Arbeit ersichtlich, dass FADD fur den
Kombinationseffekt essentiell ist, denn nur in BJAB- Zellen konnte nach
Kombinationsbehandlung ein additiver Apoptoseeffekt erzielt werden (siehe
Abbildung 14).
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54 Caspase- 8 Abhangigkeit der TRAIL- Behandlung und

der Kombinationsbehandlung

Der Caspase- 8 Aktivierung wird die wichtigste Rolle in der Apoptoseinduktion
durch TRAIL zugeschrieben. BODMER et al. zeigte, dass Caspase- 8 negative
Zellen keinen DISC- Komplex formen konnten und gegenuber TRAIL-
Konzentrationen von 1 pg/ml 16 h lang apoptoseresistent blieben (112). Die
Forschungsergebnisse der Gruppe KISCHKEL et al. und WANG et al. zeigen
eine Aktivierung von Caspase- 10 nach TRAIL- Stimulus (113, 114). WANG et
al. zeigte: Zellen mit Caspase- 10 Mutation reagieren resistent auf
Einzelbehandlung. Auch die Daten der Forschergruppe PAN et al. legt die
Annahme nahe, dass Caspase- 10 neben Caspase- 8 ebenfalls eine Rolle in der
TRAIL- vermittelten Apoptose spielt: Apoptose uber die Rezeptoren DR4 und
DRS5 liel3 sich durch die dominant negative Form von FLICE (= Caspase 8) nur
partiell blockieren (67).

Abbildung 21 zeigt in Caspase- 8 negativen Zellen 48h nach TRAIL Behandlung
die Aktivierung von Caspase- 10. Im Gegensatz zu BODMER et al. (112) wurde
hier eine Beteiligung von Caspase- 10 in der TRAIL- vermittelten Apoptose
gezeigt. Die Tatsache, dass ahnliche Versuchsanordnungen zu
unterschiedlichen Schlussfolgerungen fuhrten, kann auf die unterschiedlichen
Messzeitpunkte der Apoptoserate zurlckgefihrt werden. So erfolgte in
vorliegender Arbeit eine Messung der Apoptoserate zu einem erheblich spateren
Messzeitpunkt (48h). Eine Restaktivitat von Caspase- 8 in Caspase- 8 negativen
Zellen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Fir die Kombinationsbehandlung ist die Anwesenheit von Caspase- 8 nicht
essentiell notwendig. In Abbildung 18 ist ersichtlich: In Caspase- 8 negativen
Zellen ist nach Kombinationsbehandlung mit einem supraadditiven

Apoptoseeffekt nachweisbar.
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5.5 Erklarungsversuch  far  die Entstehung des

Kombinationseffektes

Zusammenfassend kann gefolgert werden: FADD wird fur den
Kombinationseffekt bendtigt. Der Kombinationseffekt ist caspasenunabhangig.
Chinnayian et al. zeigte, dass Vorbestrahlung von Mammacarcinomzellen zu
einer TRAIL- Sensibilisierung fuhrte (115). Dieser Effekt wurde auf die
Heraufregulierung von TRAIL- Rezeptoren: DR5 zurlckgefuhrt (116). Auch
Leukamiezellen zeigten nach Vorbestrahlung eine vermehrte Expression von
TRAIL- R1 Rezeptoren (117). MARINI et al. untersuchte den Kombinationseffekt
von ionisierender Strahlung und TRAIL in soliden Tumorzellgruppen. Alle
reagierten in der kombinierten Behandlung mit verstarkten Apoptoseraten; der
Kombinationseffekt war am deutlichsten in den Gruppen, in denen die
sequentielle TRAIL- Applikation nach ionisierender Bestrahlung erfolgte. In finf
der sechs Zellinien liel3 sich eine Heraufregulation des TRAIL- Rezeptors DR5
dokumentieren. Die Herraufregulation des Rezeptors korrelierte jedoch nicht mit
der TRAIL Sensibilitat. Schlussfolgernd ist die Herraufregulierung des TRAIL-
Rezeptors nicht der einzige Mechanismus, der fur die TRAIL- Sensibilisierung
verantwortlich gemacht werden kann (117). Abgesehen von der
Heraufregulierung extrazellularer Rezeptoren ermdglichen ebenfalls
intrazellulare Molekille einen Kombinationseffekt. So zeigt BROADDUS et al.,
dass Bid ebenfalls am synergistischen Effekt von TRAIL- und DNA-

destruierenden Stimulus beteiligt ist (118).
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Abbildung 24: nach C. Belka (1999 & 2000)(119 und 120) Méglicher Wirkmechanismus
der Kombinationstherapie von TRAIL und ionisierender Strahlung. TRAIL wirkt via FADD
auf die Caspase-8 und Caspase-3 Spaltung. Caspase 3 und Caspase 8 bewirken via Bid
die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom-c c. Die Cytochrom-c Freisetzung wird
Uber Bcl-2 und Bcel-xl reguliert. Die mittels TRAIL aktivierte Caspase-3 vermag Bcl-2 zu
spalten und dessen inhibitorische Funktion auf strahleninduzierte Apoptose aufzuheben.
lonisierende Strahlung kann (ber p 53 die proapoptotischen Bh3- Proteine Puma, Bax
und Noxa aktivieren. Dies fiihrt intrazelluldr zur Freisetzung von AIF (apoptosis inducing
factor) und zur Cytochrom c Freisetzung. Uber Caspase 9 und Caspase 3 existiert ein
Verstarkermechansimus via Bid. lonisierende Strahlung ihrerseits verbessert die TRAIL-
Wirkung durch Heraufregulation der TRAIL-Rezeptoren.
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56 TRAIL- Effekt in vivo

TRAIL wurde nach der Erprobung im Zellmodell ebenfalls in vivo in athymischen
Mausen untersucht, welche Colonkarzinomzellen als Tumorxenograft trugen.
TRAIL- Injektion bewirkte eine Tumorregression oder Tumorsupression. Mause
mit soliden Tumoren zeigten nach TRAIL- Applikation Tumorzellapoptose, die
mittels Westernblot dokumentiert werden konnte. Auch wirkte sich die TRAIL-
Gabe glnstig auf die Uberlebenszeit aus (99).

TRAIL bietet im Gegensatz zum verwandten Zelltodliganden Fas- L einen
Vorteil. Nach Applikation von Fas- L im Tiermodell traten neben der
gewlnschten Apoptosereaktion toxische Reaktionen (Leberversagen und
septischer Schock) auf (96, 121, 122).

ASHKENAZI| et al. und WALCZAK et al. konnten zeigen, dass keine TRAIL-
toxische Wirkung auf Hepatozyten von Mausen, Rhesus- Affen und Ratten zu
erwarten ist (99, 100).

JO et al. beobachteten die TRAIL- Toxizitat an humanen Hepatozyten (101).
Allerdings widerlegten LAWRENCE et al. die Ergebnisse der Experimente von
JO et al,, indem die angebliche Toxizitat des TRAIL- Molekuls auf dessen
biochemische Aufbereitung zurtickgefuhrt wurde (102). JO et al. arbeiteten mit
einem aufbereiteten TRAIL- Molekul, welches mit einem Polyhistidinrest beladen
war. LAWRENCE et al. anderten ihre TRAIL- Versionen in TRAIL.His und
TRAIL.O um. Die TRAIL.His Version induzierte, genau wie CD-95L in humanen
Hepatozyten Apoptose, wohingegen das TRAIL.O- Molekul keinerlei
apoptotischen Effekt in Hepatozyten hervorrief. Die intravendse Applikation von
TRAIL.0 am Tiermodell (Schimpanse und Maus) wurde ebenfalls ohne klinische
Nebenwirkung (Leberschadigung) vertragen. Somit scheint der Anwendung von

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

In der Statistik der Todesursachen stehen Krebserkrankungen in den
Industrielandern an zweiter Stelle. Der Therapieerfolg der Strahlentherapie ist
jedoch durch Normalgewebstoleranzen und Resistenzmechanismen (Bcl-2 und
Caspase-8- Negativitat) von Tumorzellen eingeschrankt. Deshalb wird nach
Moglichkeiten gesucht, durch Kombination mit zytotoxischen Substanzen die
Strahlendosis maoglichst gering zu halten. TRAIL ist ein neues
tumorzellspezifisches  apoptoseinduzierendes Agenz, ohne relevante
Nebenwirkungen in Normalgewebszellen. Da Tumorzellen Resistenzmechanismen
gegen TRAIL- Stimulierung entwickeln konnen (Caspase-8-Negativitat in
Gehirntumorzellen (123)), ist die alleinige TRAIL- Gabe in der Tumorbekampfung
nicht sinnvoll. Durch Kombination beider Behandlungsschemata, welche
unterschiedliche Signaltransduktionswege benutzen, lassen sich potentielle
Resistenzmechanismen uberwinden und normales Gewebe schonen.

Vorliegende Doktorarbeit demonstriert: das FADD- Molekll wird fur den
Kombinationseffekt bendtigt. Der Nachweis eines Kombinationseffektes in
Caspase- 8 negativen Zellen, die primar wenig auf TRAIL- Rezeptorstimulation
und Radiatio reagieren, zeigt die Mdglichkeit auf, Resistenzmechanismen von
Tumorzellen zu Uberwinden, zumal Caspase- 8 Negativitdt in einigen

Tumorzellinien nachgewiesen wurden (123).

6.1 Ausblick

In zuklnftigen Versuchen sollte nun der Kombinationseffekt von TRAIL und
ionisierender Strahlung in vivo Modellen untersucht werden, um ein neues
Therapiekonzept fur die Behandlung von Tumorerkrankungen zu entwickeln.
Dabei sind auch Untersuchungen mit neuen agonistischen TRAIL-
Rezeptorantikorpern, die bereits in klinischen Phase | und Il Studien getestet
werden, von gro3em Interesse. Ebenfalls sollte die Ursache der TRAIL-

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

intrazellularen Mechanismen vermutet.
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