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1 Einleitung 

1.1 Hintergrund 

Durch Fortschritte in Diagnose, Operationstechnik, Radio- und Chemotherapie 

konnte die Überlebenswahrscheinlichkeit von Tumorpatienten in den letzten 50 

Jahren entscheidend verbessert werden. Dennoch ist die Prognose vieler Patienten, 

insbesondere bei fortgeschrittener Tumorerkrankung, trotz optimierter 

Chemotherapie nicht zufriedenstellend. Viele Tumore zeigen sich primär resistent 

gegenüber konventionellen Zytostatika oder entwickeln sekundär Chemoresistenz in 

Folge vorangehender zytostatischer Behandlungen. Das Auftreten 

therapieresistenter Tumorzellen stellt eines der Hauptprobleme in der Therapie 

bösartiger Tumore dar.  

Die meisten Chemotherapeutika, die heute in der Tumortherapie eingesetzt werden, 

lösen in Tumorzellen Apoptose aus (Kaufmann et al., 2000, Herr et al., 2001). 

Apoptose oder auch physiologischer Zelltod ist, ebenso wie die Zellteilung, ein 

feinregulierter physiologischer Mechanismus, der nach einem festem Schema 

verläuft und deshalb auch durch den Begriff „programmierter Zelltod“ geprägt wird. 

Wyllie et al. beschreiben bereits 1980 die charakteristischen morphologischen und 

biochemischen Veränderungen apoptotischer Zellen. Stirbt eine Zelle durch 

Apoptose, kommt es zur Abnahme des Zellvolumens. Die Zelle schrumpft, Membran 

und Kernmembran stülpen sich ein und schnüren einzelne Zellteile voneinander ab. 

Die apoptotischen Zellkörperchen werden anschließend von Nachbarzellen 

phagozytiert und lysosomal abgebaut. Auf diese Weise wird die Zelle ohne 

Freisetzung entzündungsauslösender Moleküle aus dem Gewebe entfernt 

(Hengartner, 2000). 

1.2 Todesliganden und ihre Rezeptoren 

Todesliganden vermitteln nach Anbindung an ihre Rezeptoren ein Signal, welches 

über die Aktivierung einer intrazellulären Signalkaskade zum Absterben der Zelle 

führt. Tumor Nekrose Faktor α (TNF α) ist das älteste und namensgebende Mitglied 

der TNF Familie, zu der auch CD95L und TNF-related apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL) gezählt werden. Todesliganden liegen in aktiver Form als Trimer vor und 

aktivieren ihren Rezeptor bei Bindung über korrespondierende 
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Rezeptormultimerisierung. Allen Todesrezeptoren ist eine spezielle zytoplasmatische 

Domäne gemeinsam, die aus circa 80 spezifischen Aminosäuren besteht. Diese 

sogenannte Todesdomäne oder Death Domain (DD) ist entscheidend an der 

Übermittlung des Todessignals von der Zelloberfläche an die ausführenden Proteine 

der Signalkaskade innerhalb der Zelle beteiligt. Zu den am besten charakterisierten 

Todesrezeptoren zählen CD95 (Apo-1/ Fas), TNF-R1 und TNF-R2 sowie TRAIL-R1 

und TRAIL-R2 (Debatin und Krammer, 2004). 

1.3 TRAIL als potentielles Tumortherapeutikum 

Da Todesliganden in zahlreichen Tumorzellen effektiv Zelltod induzieren, sind die 

CD95, TNF und TRAIL Rezeptor-Liganden-Systeme als potentielle neue 

Therapeutika in der Tumortherapie Gegenstand der Forschung. Erste Versuche mit 

TNF und CD95 in vivo zeigen jedoch enttäuschende Ergebnisse. Während TNF bei 

systemischer Gabe letale Entzündungsreaktionen hervorruft (Tartaglia et al., 1992), 

führt CD95L zu massiver Apoptoseinduktion gesunder Hepatozyten (Ogasawara et 

al., 1993). Aufgrund der starken Toxizität in vivo ist bisher weder das CD95- noch 

das TNF-System Bestandteil der klinisch eingesetzten Tumortherapie.  

Im Gegensatz zu CD95 und TNF hat die systemische Gabe von TRAIL bei Mäusen, 

Primaten und Menschen (Phase I Studie) kaum Nebenwirkungen zur Folge 

(Ashkenazi et al., 1999, Walczack et al., 1999, Buchsbaum et al. 2006). Zahlreiche 

Studien in vitro zeigen, dass TRAIL in Tumorzellen verschiedensten Ursprungs 

effektiv Apoptose induziert (Kaufmann und Steensma, 2005). In Maus Xenograft 

Modellen unterschiedlicher Tumorarten führt TRAIL zu vermindertem Wachstum und 

Tumorregression (Walczack et al., 1999, Fischer und Schulze-Osthoff, 2005). 

Seitdem bekannt ist, dass sich die zelltodinduzierende Wirkung von TRAIL auf 

Tumorzellen beschränkt, die meisten normalen Zellen jedoch TRAIL-resistent zu sein 

scheinen, gilt TRAIL als vielversprechendes neues Tumortherapeutikum (Fulda und 

Debatin, 2004). Dennoch kann eine mögliche toxische Wirkung von TRAIL auf 

normale Zellen nicht vollständig ausgeschlossen werden (Jo et al., 2000, Nitsch et 

al., 2000). Untersuchungen zeigen, dass die Zytotoxizität in Abhängigkeit des jeweils 

verwendeten TRAIL-Derivats variiert (Le Blanc und Ashkenazi, 2003). Im Gegensatz 

zu den an FLAG oder Polyhistidin gekoppelten TRAIL-Derivaten erweist sich die 

native, Zink-gebundene homotrimere Form an menschlichen Hepatozyten und 

Keratinozyten in vitro als nicht toxisch (Lawrence et al., 2001, Qin et al., 2001). 
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TRAIL scheint, insbesondere in seiner nativen ungekoppelten Form, ein wenig 

toxisches und vielversprechendes neues Therapeutikum zu sein, das in zahlreichen 

Tumorzellinien in vitro sowie Tumor Xenografts in vivo potent Apoptose induziert. In 

der klinischen Forschung befinden sich derzeit ebenso agonistische Antikörper 

gegen die TRAIL-Rezeptoren (U.Fischer und K. Schulze-Osthoff, 2005).  

1.4 TRAIL und seine Rezeptoren 

TRAIL ist, wie die meisten Mitglieder der TNF Familie, ein Typ II 

Transmembranprotein, dessen extrazelluläre Domäne durch Metalloproteasen 

abgespalten wird. TRAIL induziert sowohl in membrangebundener als auch in 

löslicher Form Apoptose (Held und Schulze-Osthoff, 2001). Aktives TRAIL liegt als 

Homotrimer vor und bindet drei Rezeptormoleküle. An jeder Untereinheit des 

trimeren Proteins ist ein Zink-Ion gebunden, welches entscheidend zur Stabilität und 

optimalen biologischen Aktivität des Liganden beiträgt (Bodmer et al., 2000). Bisher 

sind 5 verschiedene Rezeptoren beschrieben, an die TRAIL anbindet (Abbildung 1-

1). Die TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 (DR4) und TRAIL-R2 (DR5) besitzen eine 

intrazelluläre Todesdomäne (death domain, DD) und sind somit in der Lage, nach 

Ligandenbindung ein Todessignal zu übermitteln. Im Gegensatz dazu können die 

TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R3 (DcR1) und TRAIL-R4 (DcR2) aufgrund einer 

funktionslosen bzw. fehlenden DD in der Zielzelle keinen Zelltod auslösen (Almasan 

und Ashkenazi, 2003). Es wird vermutet, dass Rezeptoren ohne zelltodauslösende 

Funktion als sogenannte „Decoy“ Rezeptoren wirken und mit den 

apoptoseinduzierenden Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 um Liganden 

konkurrieren (Srivastava, 2001). Der lösliche Rezeptor Osteoprotegerin (OPG) bindet 

TRAIL, weist aber im Vergleich zu den übrigen TRAIL-Rezeptoren nur geringe 

Affinität zum Liganden auf und scheint primär an der Regulation der 

Osteoklastogenese beteiligt zu sein (Emery et al., 1998). 
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Abbildung 1-1: TRAIL, seine Rezeptoren und die Bildung des DISC 
Die Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 besitzen eine intrazelluläre death domain (DD) über 
die sie ein Todessignal weitergeben. Bindung eines trimeren Ligandenproteins führt zu 
Rezeptortrimerisierung und Anlagerung des Adaptermoleküls FADD an die intrazelluläre DD des 
Rezeptors. Caspase-8 besitzt eine death effector domain (DED), mit der sie an die korrespondierende 
DED von FADD bindet und durch Approximierung aktiviert wird. Die Decoy Rezeptoren TRAIL-R3 und 
–R4 (DcR1 und DcR2), sowie Osteoprotegerin (OPG) können aufgrund einer fehlenden oder 
funktionslosen DD kein Todessignal in Zellinnere übermitteln. 

1.5 Apoptosesignalweg 

1.5.1 Bildung des Death Inducing Signaling Complex (DISC) 

TRAIL löst in der Zielzelle Apoptose aus, indem es an TRAIL-Rezeptoren anbindet, 

die in der Lage sind, mittels ihrer DD ein Todessignal zu vermitteln und die 

Signalkaskade zu aktivieren. Dazu gehören die TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 und 

TRAIL-R2. Zur Stimulation der Zelle lagert sich ein trimeres Ligandenprotein an den 

Rezeptor, was an der Zellmembran zur Trimerisierung oder Multimerisierung des 

Rezeptors mit Bildung eines Proteinkomplexes, des sogenannten death inducing 

signaling complex (DISC) führt (Abbildung 1-1). Dabei kommt es zur Anlagerung des 

Adaptermoleküls Fas-associated polypeptide with death domain (FADD) an die 

intrazelluläre DD des Rezeptors. FADD besitzt neben der DD eine als death effector 

domain (DED) bezeichnete Sequenz, an die Caspasen binden können, die ebenfalls 
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eine DED besitzen. Durch Protein-Protein Interaktion kommt es zu autokatalytischer 

Spaltung und Aktivierung von Caspase-8, die ihrerseits Effektor-Caspasen 

(Caspase-3, -6, -7) spalten und aktivieren kann. Es wurde gezeigt, dass nicht nur 

Caspase-8, sondern auch Caspase-10, die ebenfalls eine DED besitzt, an den DISC 

gebunden wird (Walczak und Sprick, 2001) und zelltypspezifisch Caspase-8 ersetzen 

kann (Kischkel et al., 2001). 

1.5.2 Caspasen 

Nach Anbinden eines Todesliganden an den Rezeptor und Bildung des DISC wird 

das Todessignal mit Hilfe des zwischengeschalteten Adaptermoleküls FADD durch 

spezifische intrazelluläre Proteasen vermittelt. Aufgrund des Cystin im aktiven 

Zentrum sowie der Eigenschaft, Substrate an ihrem Aspartatrest zu spalten, werden 

diese Proteasen auch Caspasen genannt. Bisher sind 11 menschliche Caspasen mit 

unterschiedlicher Substratspezifität beschrieben, die an der Ausführung von 

Apoptose beteiligt sind. Caspasen werden in Form inaktiver Proenzyme synthetisiert 

und durch proteolytische Spaltung von anderen Caspasen oder autokatalytisch über 

regulierte Protein-Protein Interaktionen aktiviert (Hengartner et al., 2000). 

Basierend auf ihrer Anordnung in der Apoptosesignalkaskade werden zwei Arten von 

Caspasen unterschieden. Initiator-Caspasen, wie Caspase-8 (FLICE), -9 und –10 

übernehmen regulatorische Funktionen und werden autokatalytisch durch Bindung 

an spezielle signalübermittelnde Proteine aktiviert. Sie spalten und aktivieren 

Caspasen, die weiter distal in der Signalkaskade lokalisiert sind. Da die distalen 

Caspasen verschiedenste strukturgebende Proteine (Fodrin, Actin) sowie Substrate 

(Caspaseaktivierte DNAse (CAD)) spalten, die schließlich zum Abbau der Zelle 

führen, werden diese Caspasen auch Effektor-Caspasen genannt. Zu dieser Gruppe 

gehören die Caspasen –3, -6, und –7 (Thornberry et al., 1998, Fischer et al., 2003).  

1.5.3 Extrinsischer und intrinsischer Signalweg 

Grundsätzlich gibt es zwei Signalwege, über die Apoptose in der Zielzelle ausgelöst 

werden kann (Abbildung 1-2). TRAIL und andere Todesliganden der TNF-Familie 

induzieren Zelltod über den sogenannten extrinsischen Signalweg. Dabei kommt es 

nach Anlagerung von TRAIL an TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 zur Bildung des DISC an 

der Zelloberfläche, Aktivierung der Initiator-Caspasen-8 und -10 und darauffolgende 
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direkte Aktivierung verschiedener Effektor-Caspasen (Caspase-3, -6, -7), die 

zelluläre Proteine spalten und so zum Absterben der Zelle führen.  

Im Gegensatz dazu wird nach Schädigung der DNA, beispielsweise durch 

zytostatische Therapie oder γ-Strahlung, Apoptose über den intrinsischen Signalweg 

ausgelöst (Rich et al., 2000). Im Verlauf dieses Signalweges spielt das 

Mitochondrium eine wichtige Rolle. Nach Verringerung des 

Mitochondrienmembranpotentials (∆ψ) werden Cytochrom c sowie der 

Apoptoseinduzierende Faktor (AIF) und second mitochondria-derived activator of 

caspases/ direct IAP binding protein with low p/ (Smac/DIABLO) in das Zytosol der 

Zelle freigesetzt (Green und Kroemer, 2004). Dort lagert sich Cytochrom c mit ATP 

sowie apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1), einem weiteren 

Adaptermolekül, zu einem Proteinkomplex zusammen, dem Apoptosom. Die 

erfolgreiche Bildung des Apoptosoms führt zur Rekrutierung der Initiator-Caspase-9 

an den Apoptosom-Komplex. Durch Protein-Protein Interaktion wird Caspase-9 

aktiviert und kann nachfolgende Effektor-Caspasen (Caspase-3, -7) durch Spaltung 

aktivieren (Hengartner, 2000). AIF induziert parallel Caspase-unabhängig Apoptose, 

während Smac an das regulatorische Protein XIAP (X-linked IAP; vgl. 1.6) anbindet 

und dessen apoptosehemmende Wirkung auf Caspase-3 und -9 antagonisiert 

(Kaufmann und Steensma, 2005).  

Todesliganden lösen Zelltod nicht nur über den extrinsischen Signalweg mittels 

direkter Aktivierung von Caspasen aus, sondern können Apoptose in einigen 

Zellinien auch unter Einbeziehung des Mitochondriums induzieren. Über Bid, einem 

proapoptotischen Mitglied der B-cell lymphoma/leukemia protein-2 (Bcl-2) Familie 

(vgl. 1.6), stehen extrinsischer und intrinsischer Signalweg miteinander in 

Verbindung. Bid, welches in inaktiver, ungespaltener Form im Zytosol vorliegt, wird 

nach Rezeptorstimulation durch Caspase-8 gespalten. Daraufhin transloziert Bid vom 

Zytosol zum Mitochondrium und führt dort zur Abnahme des 

Mitochondrienmembranpotentials (∆ψ) mit Freisetzung von Cytochrom c und 

nachfolgender Bildung des Apoptosom-Komplexes (Kroemer und Reed, 2000). Ein 

rezeptorvermitteltes, extrinsisches Todessignal kann auf diese Weise durch die 

Beteiligung des intrinsischen, mitochondrialen Signalweges verstärkt werden. Die 

Abhängigkeit einer Zelle von der Verstärkung des apoptotischen Signals variiert 

zwischen den verschiedenen Zellinien (Wang und El-Deiry, 2003). So ist die Existenz 

zweier Zelltypen nachgewiesen, die sich in ihrer Abhängigkeit vom mitochondrialen 
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Signalweg unterscheiden (Scaffidi et al., 1998, Burns und El-Deiry, 2001, Ozoren 

und El-Deiry, 2002). Während es in Typ I Zellen zu starker Aktivierung von Caspase-

8 im DISC und nachfolgender Spaltung der Effektor-Caspasen unter Umgehung des 

Mitochondriums kommt, wird in Typ II Zellen Caspase-8 nur unzureichend aktiviert. 

Geringe Mengen aktiver Caspase-8 sind in diesen Zellen jedoch ausreichend, um 

über die Aktivierung des Mitochondriums und nachfolgende Spaltung von Caspase-

3, -6 und –7 sowie über einen Feedback Loop mit weiterer Spaltung von Caspase-8 

Zelltod zu induzieren.  

Viele Zytostatika wirken primär über den intrinsischen Signalweg (Debatin, 2004). 

Zelltypspezifisch spielt jedoch auch der extrinsische rezeptorvermittelte Signalweg 

eine Rolle bei der Induktion von Zelltod durch Chemotherapeutika (Friesen et al., 

1996, Fulda et al., 2001). 
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Abbildung 1-2: Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg 
Anlagerung von TRAIL an den Rezeptor führt über den extrinsischen Signalweg zur Spaltung und Aktivierung von Caspase-8 und direkter Aktivierung der 
Effektor-Caspasen –3 und –7 (schwarze Pfeile). Schädigung der DNA löst Apoptose über den intrinsischen Signalweg aus (graue Pfeile). Dabei kommt es zur 
Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium und Aktivierung der Effektor-Caspasen –3 und –7 über den Apoptosom-Komplex (Cytochrom c, Apaf-1, 
ATP, Caspase-9). Über Bid stehen extrinsischer und intrinsischer Signalweg in Verbindung. In Typ II Zellen wird ein rezeptorvermitteltes Todessignal durch 
Aktivierung des Mitochondriums über Bid verstärkt.Die Aktivierung von Caspasen kann durch FLIP, anti-apoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie, wie Bcl-2 oder 
Bcl-XL sowie durch Mitglieder der IAP Familie, wie cIAP-1/-2 oder XIAP, negativ reguliert werden. Bid wird über Caspase-8 aktiviert und führt zur Aktivierung pro-
apoptotischer Bcl-2 Proteine, wie Bax und Bak, an der äußeren Mitochondrienmembran. 
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1.6 Regulatorische Proteine des Apoptosesignalwegs 

Verschiedene Klassen von Proteinen beeinflussen den Apoptosesignalweg an 

entscheidenden Stellen positiv oder negativ, beispielsweise bei der Bildung des 

DISC und nachfolgenden Aktivierung von Caspase-8, am Mitochondrium oder bei der 

Spaltung und Aktivierung von Effektor-Caspasen (Abbildung 1-2).  

Da die Zelltodinduktion über Todesrezeptoren von der vollständigen DISC-Bildung 

und einer funktionstüchtigen Caspase-8 abhängt, wird die Weitergabe des 

Todessignals an dieser Stelle verhindert. FADD-like interleukin-1-converting enzyme-

inhibitory potein (FLIP) weist Caspase-8 homologe Sequenzen auf, besitzt aber im 

Gegensatz zu Caspase-8 keine Proteaseaktivität, da entscheidende katalytische 

Reste fehlen (Krueger et al., 2001). FLIP wird anstelle von Caspase-8 an den DISC 

gebunden und blockiert auf diese Weise die Übermittlung des Todessignals an weiter 

distal gelegene Moleküle des Signalwegs.  

Das Mitochondrium ist eine weitere wichtige Stelle, an der regulatorische Proteine 

auf die Zelltodinduktion einwirken. Dabei spielen die Mitglieder der Bcl-2 Familie eine 

entscheidende Rolle. Über ihre Lokalisation in der Mitochondrienmembran sind sie in 

der Lage, die Apoptoseinduktion positiv oder negativ zu beeinflussen. Pro-

apoptotische Proteine, wie Bcl-2-associated X protein (Bax), welches in inaktiver 

Form im Zytosol vorliegt und das lose ans Mitochondrium gebundene Homolog Bcl-2 

antagonist/killer (Bak) translozieren bei Aktivierung zur äußeren 

Mitochondrienmembran. Dort bilden sie Poren- ähnliche Strukturen, über die 

Cytochrom c aus dem Mitochondrium freigesetzt wird (Hengartner, 2000). Die 

Aktivierung von Bax und Bak kann von Bid, einem weiteren pro-apoptotischen 

Mitglied der Bcl-2 Familie, getriggert werden (Kaufmann und Steensma, 2005). Bid 

wird von Caspase-8 durch Spaltung aktiviert und fungiert so als wichtiges 

Verbindungsglied zwischen extrinsischem und intrinsischem Signalweg. Anti-

apoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie, wie Bcl-2 und Bcl-xL, wirken als 

Gegenspieler der pro-apoptotischen Proteine indem sie die Freisetzung von 

Cytochrom c direkt am Mitochondrium blockieren (Kroemer und Reed, 2000) und so 

die Bildung des Apoptosoms zur Aktivierung von Caspase-9 verhindern. 

Während FLIP in erster Linie den rezeptorvermittelten Zelltod beeinflusst und die 

Mitglieder der Bcl-2 Familie Apoptose primär über ihre Wirkung am Mitochondrium 

regulieren, hemmen die Mitglieder der IAP-Familie (inhibitor of apoptosis protein) 
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beide Signalwege, indem sie Caspasen über direkte Bindung antagonisieren. IAPs 

wie XIAP, c-IAP1, c-IAP2 und Survivin binden an die Initiator-Caspase-9 und die 

Effektor-Caspasen –3 und –7 und hemmen diese in ihrer Funktion (Salvesen et al., 

2002). 

1.7 Regulation der TRAIL-Sensitivität 

Während TRAIL auf vielen primären Tumorzellen und Tumorzellinien mehr oder 

weniger effektiv Apoptose auslöst, ist bei normalen Zellen keine zelltodinduzierende 

Wirkung nachgewiesen. Bisher sind die zugrundeliegenden Mechanismen für die 

tumorspezifische Wirkung von TRAIL bzw. die TRAIL-Resistenz einiger 

Tumorzellinien nicht eindeutig geklärt. Es wird heute angenommen, dass die 

Sensitivität einer Zelle für die Apoptoseinduktion durch TRAIL auf verschiedenen 

Ebenen des Signalwegs, beispielsweise über die Rezeptorexpression an der 

Zelloberfläche oder das Verhältnis von anti-apoptotischen und pro-apoptotischen 

Molekülen innerhalb der Zelle, beeinflusst wird (Held und Schulze-Osthoff, 2001). 

Aufgrund der entscheidenden Rolle, die Caspasen bei der Übermittlung des 

apoptotischen Signals übernehmen, ist ein funktionstüchtiges Caspasen-System ein 

wichtiger Faktor dafür, ob TRAIL nach Anbindung an TRAIL-R1 oder TAIL-R2 Zelltod 

induziert. Studien an knock-out Mäusen zeigen, dass insbesondere Caspase-8 eine 

zentrale Bedeutung bei der Induktion von Zelltod zukommt (Varfolomeev et al., 

1998). Versuche mit verschiedenen Caspase-8 defizienten Zellinien in vitro und in 

vivo ergeben Hinweise auf den direkten Zusammenhang von TRAIL-Resistenz und 

dem Verlust von Caspase-8 (Ehrhardt et al., 2003, Eggert et al., 2001, Grotzer et al., 

2000, Kim et al., 2001, Zuzak et al., 2001). Apoptoseresistenz kann jedoch nicht nur 

bei Verlust oder reduzierter Expression von Apoptosemolekülen entstehen, sondern 

auch durch Überwiegen anti-apoptotischer Signale wie beispielsweise FLIP 

(Hernandez et al., 2001) oder verschiedener Mitglieder der IAP-Familie (Debatin und 

Krammer, 2004).  

Nuclear Factor κB (NFκB) ist ein Transkriptionsfaktor, der über Bindung an die DNA 

die Transkription verschiedenster Gene induziert. Darunter befinden sich zahlreiche 

Gene, die anti-apoptotische oder proliferationsfördernde Proteine codieren, wie FLIP, 

einige Mitglieder der IAP Familie und Bcl-xL. (Karin et al., 2002). TRAIL selbst 

aktiviert nach Bindung an den Rezeptor über das Adaptermolekül RIP NFκB (Lin et 

al., 2000, Di Pietro und Zauli, 2004) und schützt die Zellen über eine vermehrte 
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Expression anti-apoptotischer Proteine vor der Apoptoseinduktion, insbesondere 

wenn die Signalkaskade durch ein fehlendes oder funktionsloses Protein 

unterbrochen ist. Die Stimulation mit TRAIL führt auf diesen Tumorzellen über die 

Aktivierung von NFκB zu erhöhten Überlebensraten und Proliferation (Ehrhardt et al., 

2003, Baader et al., 2005) (Abbildung 1-3). 
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Abbildung 1-3: Aktivierung des Tanskriptionsfaktors NFκκκκB durch TRAIL 
TRAIL aktiviert über das Adaptermolekül RIP den Transkriptionsfaktor NFκB und induziert die 
Transkription verschiedener Gene, die anti-apoptotische oder proliferationsfördernde Proteine 
codieren. Insbesondere bei unterbrochener Signalkaskade, wie beispielsweise in Caspase-8 
negativen Zellen, führt die Stimulation mit TRAIL so zu verstärktem Überleben und sogar Proliferation 
der Tumorzellen. 

Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der die Apoptose-Sensitivität einer Zelle über die 

Induktion regulatorischer Proteine beeinflussen kann, ist der Tumorsuppressor p53. 

p53 wird bei Schädigung der DNA, wie zum Beispiel durch Zytostatika oder γ-

Strahlung, aktiviert und induziert zahlreiche pro-apoptotische Proteine, darunter Bax 

und Bid, sowie den TRAIL-Rezeptor TRAIL-R2 (Fridmann und Lowe, 2003). p53 löst 

auf diese Weise direkt Zelltod aus oder verstärkt die Apoptoseinduktion durch TRAIL 

indirekt über die vermehrte Expression des pro-apoptotischen TRAIL-Rezeptors 

TRAIL-R2. Mehr als die Hälfte aller menschlichen Tumore weist Mutationen auf, die 
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zur Inaktivität des p53 Tumorsuppressors führen (Nagane et al., 2001). Da vor allem 

Zytostatika auf ein intaktes p53 angewiesen sind, um in Tumorzellen Apoptose 

auszulösen, ist dessen Aktivitätszustand ein wichtiger Faktor bei der Entstehung von 

Chemoresistenz. Im Gegensatz dazu ist die Aktivierung des rezeptorvermittelten 

Signalwegs durch TRAIL nicht an ein funktionstüchtiges p53 gekoppelt (Wang und 

El-Deiry, 2003). 

1.8 Überwindung von Apoptoseresistenz durch sensitivierende Wirkung 

von Zytostatika auf die TRAIL-induzierte Apoptose 

Das Auftreten von Resistenz gegenüber zytostatischer Therapie ist immer noch eines 

der Hauptprobleme in der Therapie bösartiger Tumore. Eine mögliche Ursache für 

die Ausbildung von Apoptose-Resistenz sind Veränderungen im Zelltodsignalweg der 

Tumorzellen (Rodriguez-Nieto und Zhivotovsky, 2006). Dabei kann es zu Verlust 

oder verminderter Expression pro-apototischer Moleküle oder Überexpression anti-

apoptotischer Proteine kommen.  

Ein wichtiges pro-aptotisches Protein, welches bei Verlust oder zu geringer 

Expression zur Entwicklung von Apoptoseresistenz mit verstärkter Tumorprogression 

und schlechter Prognose des Patienten führt, ist Caspase-8 (Pingoud-Meier et al., 

2003, Soung et al. 2005). Der Caspase-8 Status stellt einen wichtigen Faktor für die 

Ausbildung von Chemoresistenz bzw. die Voraussage der 

Überlebenswahrscheinlichkeit oder die Entwicklung eines Rezidivs dar. Abbildung 1-

4 gibt einen Ueberblick über die zentrale Rolle von Caspase-8 bei der 

Apoptoseinduktion. Verminderte oder fehlende Caspase-8 Expression ist bei 

verschiedensten Tumorzellen nachweisbar. Meist ist der Verlust durch 

Hypermethylierung des Promotors bedingt und durch Azacythidin, eine 

demethylierende Substanz, revertierbar (Eggert et al., 2001, Fulda et al., 2001, 

Grotzer et al., 2000, Teitz et al., 2000). INFγ, ein physiologisches Zytokin, ist eine 

weitere Substanz, die über die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren STAT-1 und 

IRF-1 zu einer Re-expression von Caspase-8 in defizienten Zellen führt (Fulda et al., 

2002, Ruiz-Ruiz et al., 2004). Beide Substanzen sind jedoch aufgrund ihrer 

ausgeprägten klinischen Nebenwirkungen nur bedingt therapeutisch einsetzbar.  

Methotrexat ist ein seit langem in vielen klinischen Studien erfolgreich eingesetztes 

Zytostatikum. Es wirkt primär über die Hemmung der Dihyrofolatreduktase und führt 

so zu einer verminderten Bildung von Thymidin und reduzierter de novo Synthese 
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von Purinen mit konsekutiver Inhibition der DNA Replikation (Estlin et al., 2000). 

Weitere bisher beschriebene Wirkungsmechanismen umfassen die Hemmung 

verschiedener Enzyme, Zytokine und Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise 

NFκB. Der genaue intrazelluläre Signalweg, über den Methotrexat in Zellen Apoptose 

auslöst, ist heute jedoch noch nicht vollständig verstanden.  

TRAIL
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Caspase-8

Caspase-3

APOPTOSE

Zytostatika

Mitochondrium

Apoptosom

BID

 
Abbildung 1-4: Zentrale Rolle von Caspase-8 bei der Induktion von Apoptose 
TRAIL induziert Apoptose über Bindung an spezifische Rezeptoren, Bildung des TRAIL DISC und 
Aktivierung von Caspase-8. Aktivierte Caspase-8 aktiviert Caspase-3 sowie weitere Effektor-
Caspasen in Typ I Zellen und spaltet Bid in Typ II Zellen. Bid führt am Mitochondrium zur Freisetzung 
von Cytochrom c, welches über die Bildung des Apoptosom-Komplexes zur Aktivierung von Caspase-
9 und konsekutiver Spaltung und Aktivierung von Caspase-3 führt. Caspase-3 kann nun Caspase-8 
retrograd aktivieren und das Todessignal so verstärken oder weitere Substrate spalten, die den Zelltod 
herbeiführen. Zytostatika lösen Zelltod über Aktivierung des mitochondrialen oder des 
rezeptorvermittelten Signalwegs aus. 

TRAIL ist ein neues Zytostatikum, welches sich bereits in der Phase II der klinischen 

Erprobung befindet. Derzeit wird intensiv untersucht, wie sich TRAIL als zusätzlicher 

Bestandteil einer Polychemotherapie auswirken könnte. Relativ viele primäre 

Tumorzellen und insbesondere solide Tumorzellinien sprechen nicht oder nur 

ungenügend auf eine Behandlung mit TRAIL an. Die Kombination eines 

Standardtherapeutikums der Tumortherapie mit TRAIL führt jedoch vor allem auf 

soliden Tumoren in vielen Fällen zu einer höheren Zelltodinduktion, als es die 
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Wirkung jeder Substanz alleine erwarten lässt. Bisher sind verschiedenste 

Mechanismen für die verbesserte Wirkung einer Kombinationstherapie beschrieben, 

darunter die verminderte Expression anti-apoptotisch wirkender Proteine oder die 

Hochregulation pro-apoptotischer Proteine (Tabelle 1-1).  
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Molekularer Mechanismus Zytostatikum Zellinie Literaturangabe 
    
Verstärkte Expression von DR4  DXR, VP-16 Mammakarzinom Morgan et al., 2002 
 γ-IR Leukämie Di Pietro et al., 2001 
 CDDP Hepatozell.-Karzinom Shin et al.,2002 
    
Verstärkte Expression von DR5 CPT, CDDP, UV Glioblastom Arizono et al., 2003 
 γ-IR Leukämie Belka et al., 2001 
 γ-IR Mammakarzinom Chinnaiyan et al., 2000 
 TO Nierenkarzinom Dejosez et al., 2000 
 γ-IR Leukämie Gong et al., 2000 
 ADR Multiples Myelom Jazirehi et al., 2001 
 CDDP, VP-16 Glioblastom Nagane et al., 2000 
 CPT-11 Kolonkarzinom Naka et al., 2002 
 DXR Sarkom Tomek et al., 2003 
 CPT-11, VP16 Kolonkarzinom Wang et al., 2003 
 AraC, DXR, VP-16 Leukämie Wen et al., 2000 
    
Verstärkte Expression von DR4&DR5 CDDP, DXR, VP-16 Osteosarkom Bouralexis et al., 2003 
 CDDP, DXR, VP-16 Osteosarkom Evdokiou et al., 2001 
 VP-16 Mammakarzinom Gibson et al., 2000 
 TO Prostatakarzinom Griffith et al., 2003 
 CHL, FLU Leukämie Johnston et al., 2003 
 PA Prostatakarzinom Nimmanapalli et al., 2001 
 ADR, CPT, VP-16, PA, VCR, VBL Mammakarzinom Singh et al., 2003 
 CPT-11 Prostatakarzinom Ray et al., 2003 
 CDDP Ovarialkarzinom Siervo-Sassi et al., 2003 
 ADR Nierenkarzinom Wu et al.,2003 
 CPT-11 Kolonkarzinom Xiang et al., 2002 
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Verminderte Expression von IAP TO Prostatakarzinom Griffith et al., 2003 
 CDDP, VP-16 Glioblastom Roa et al., 2003 
 AraC, VP-16 Leukämie Wen et al., 2000 
    
Verminderte Expression von FLIP CDDP Osteosarkom Hotta et al., 2003 
 DXR Prostatakarzinom Kelly et al., 2002 
 5-FU Kolonkarzinom Lacour et al., 2003 
 CDDO Leukämie Suh et al., 2003 
 CDDP Melanom Song et al., 2003 
 CDDP, DXR, VP-16 Osteosarkom van Valen et al., 2003 
 5-FU Hepatozell.-Karzinom Ganten et al., 2004 
    
Verminderte Expression von Bcl-2/-XL ADR, CDDP Epitheliale Tumore Ohtsuka et al., 2003 
 CPT-11 Prostatakarzinom Ray et al., 2003 
 CDDP Ovarialkarzinom Siervo-S. et al., 2003 
    
Verstärkte Expression von Bax/Bak VP-16 Kolonkarzinom Miao et al., 2003 
 CDDP Blasenkarzinom Mizutani et al., 2001 
 5-FU Nierenkarzinom Mizutani et al., 2002 
 CPT-11 Prostatakarzinom Ray et al., et al., 2003 
 CDDP Ovarialkarzinom Siervo-S. et al., 2003 
 5-FU Prostatakarzinom Von Haefen et al.,2004 
    
Verstärkte Cytochrom c Freisetzung CDDP, DXR, VP-16, GEM Mesotheliom Liu et al., 2001 
 CCNU Glioblastom Röhn et al., 2001 
     
ADR: Adriamycin, AraC: Cytarabin, CCNU: Lomustin, CDDO: 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oic Acid, CDDP: Cisplatin, 
CPT: Camptothecin, CPT-11: Irinotecan, CHL: Chlorambucil, DXR: Doxorubicin, FLU: Fludarabin, 5-FU: Fluoruracil, GEM: 
Gemcitabin, PA: Paclitaxel, TO: Topotecan, VBL: Vinblastin, VCR: Vincristin, VP-16: Etoposid, γIR: γ-Bestrahlung 
 
Tabelle 1-1: Sensitivierende Wirkung verschiedener Zytostatika für die TRAIL-induzierte Apoptose
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1.9 Fragestellung 

Der Verlust von Caspase-8 ist ein häufiger Grund für die TRAIL-Resistenz 

verschiedenster Tumore. Fehlt Caspase-8, hat TRAIL eine unerwünschte anti-

apoptotische Wirkung auf die Tumorzellen, welche sogar zu verstärkter Proliferation 

der Zellen führt.  

In der vorliegenden Arbeit wird deshalb erstmals die sensitivierende Wirkung von 

Zytostatika der aktuellen Standardtherapieprotokolle für die TRAIL-induzierte 

Apoptose auf Tumorzellen mit erworbener TRAIL-Resistenz und Verlust von 

Caspase-8 untersucht. Dazu wird die Caspase-8 negative Leukämiezellinie J-TR 

(Ehrhardt et al., 2003) sowie die ebenfalls Caspase-8 negative Leukämiezellinie 

CEM-TR (Ehrhardt et al., 2003) und die soliden Tumorzellinien CADO und KELLY 

(Fulda et al., 2001) mit verschiedenen Zytostatika der aktuellen 

Standardtherapieprotokolle in Kombination mit TRAIL stimuliert und der Einfluss des 

Zytostatikums auf die TRAIL-induzierte Apoptose untersucht. Es wird überprüft, ob 

Zytostatika der Standardtherapie in der Lage sind, Zellen mit erworbener oder 

primärer TRAIL-Resistenz für TRAIL zu sensitivieren bzw. welcher molekulare 

Mechanismus der verbesserten Apoptoseinduktion durch TRAIL zugrunde liegt.  

Bisher wurden nur sehr wenige Untersuchungen mit primären leukämischen Zellen 

durchgeführt. Für einige Zytostatika sind bei Kombination mit TRAIL sensitivierende 

Effekte auf primären Zellen nachweisbar (Jones et al., 2003). Ein weiteres Ziel dieser 

Arbeit ist deshalb die Untersuchung primärer Leukämiezellen auf eine sensitivierende 

Wirkung der Zytostatika für TRAIL im Hinblick auf die mögliche klinische Anwendung 

einer Kombinationstherapie. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Materalien 

2.1.1 Zellkultur 

RPMI-Medium mit Glutamin   Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA) 

FCS       PAN Biotech GmbH (Aidenbach, Germany) 

Hepes Puffer (1M)     Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA) 

L-Glutamin     Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA) 

Trypsin     Biochrom (Berlin, Germany) 

2.1.2 Zytostatika und Stimulantien  

2.1.2.1 Zytostatika 

Asparaginase    Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Arabinose C (Ara C)   Sigma (Deisenhofen, Germany) 

(=Cytosine-beta-D-Arabinofuranosid) 

aktiviertes Cyclophosphamid  Baxter Oncology GmbH (Frankfurt, 

Germany) 

(=4-Hydro-peroxy-cyclophosphamid) 

Dexamethason (H2O löslich)  Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Doxorubicin     Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Etoposid (VP-16)    Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Methotrexat     Calbiochem (San Diego, CA, USA)  

6-Thioguanine    Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Vincristin     USPC Inc (Rockeville, MA, USA) 

2.1.2.2 Stimulantien und Inhibitoren 

TRAIL  exprimiert in P. Pastoris (Jeremias et 

al.,1998)  

(Monomer mit His-tag)   

Vektorkontrolle    exprimert in P. Pastoris  

TRAIL (kommerziell)   Pepro Tech. (Rocky Hill, NJ, USA) 
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(Monomer ohne His-tag) 

TRAIL  (kommerziell)   Alexis Corp. (Lausanne, Schweiz) 

(Trimer mit His-tag) 

Actinomycin D     Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Cycloheximid    Sigma (Deisenhofen, Germany) 

zIETD      Calbiochem (San Diego, CA, USA) 

2.1.3 TRAIL-Rezeptor Bestimmung 

Antikörper gegen TRAIL-R1/2  Alexis Corp. (Lausanne, Schweiz) 

2.1.4 Proteinbestimmung 

BCA micro kit     Pierce Perbio Science (Bonn, Germany) 

BSA      Sigma (Deisenhofen, Germany) 

2.1.5 Proteinaseinhibitoren 

Aprotinin     Sigma (Deisenhofen, Germany) 

DDT       Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Leupeptin      Sigma (Deisenhofen, Germany) 

PMSF      Sigma (Deisenhofen, Germany) 

2.1.6 Westernblot 

Gel 12%      Biorad (München, Germany) 

Rainbowmarker    Amersham (Uppsala, Schweden) 

Whatman-Membran   Biorad (München, Germany) 

Nitrocellulose-Membran   Amersham (Uppsala, Schweden) 

Milchpulver      Merck (Darmstadt, Germany) 

Tween 20      Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Nachweisreagenzien-Kit:   

Pierce Super Signal West Femto  Pierce Perbio (Bonn, Germany) 
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Antikörper: 

 

Anti α-Tubulin    Oncogene (San Diego, CA, USA) 

Anti mouse HRP    Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti rabbit HRP  Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti Caspase-8    Alexis Corp. (Lausanne, Schweiz) 

Anti Caspase-10     MBL,  (Watertown, MA, USA) 

Anti Caspase-3    Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 

Anti Caspase-9    Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 

Anti FLIP     Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 

Anti Bak     Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti Bax     Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti Bcl-2     Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti Bcl-XL     Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti cIAP-1     Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti cIAP-2     Santa Cruz Biotechnologies  

(Santa Cruz, CA, USA) 

Anti XIAP     Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Anti Survivin     Sigma (Deisenhofen, Germany) 

Anti FADD     BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA) 

Anti-RIP     BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA) 

2.1.7 Puffer 

Zytosolischer Lyse-Puffer pro 1 Liter (pH 7.0):  

2,76 g   Hepes  

74,55 mg  KCl  

305 mg  MgCl2 x H2O  
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0,5%   Triton X 100 

 

Nicoletti-Puffer pro Liter H2O : 

10 g   Triton-X 100 

10 g   Na-Citrat 

 

PBS 10 x pro 5 Liter (pH 7,3): 

400 g    NaCl 

10 g    KCl 

72,1 g   Na2HPO4 x 2H2O 

2 g    KH2PO4 

 

Western-Laufpuffer 5 x pro 2,5 Liter: 

37,75 g   Tris Base 

235 g    Glycine aqua ad 

125 ml   SDS 

 

Transferpuffer 1 x pro 1 Liter: 

5,8 g    Tris Base 

1,87 ml   SDS 20% 

2,93 g   Glycine 

200 ml   Methanol 

 

Lämmli 5 x: 

12,5 ml   Tris 1M (pH 6,8) 

25 ml    SDS 20% 

25 ml    Glycerol 100% 

12,5 ml   Aqua ad injectionem 

2.1.8 Sonstige Materialien 

Kollagen-beschichtete Flaschen  BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA) 

Ficoll-Isopaque    Amersham (Uppsala, Schweden) 
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2.1.9 Geräte 

Zentrifuge    Rotana 46R (Hettich Zentrifugen, Germany) 

ELISA-Reader   Bio Photometer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, 

Germany) 

Western-Blot    Biorad (München, Germany) 

FACscan    Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) 

Software Cell Quest (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

USA) 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Zellinien 

2.2.1.1.1 Leukämiezellinien und adhärente Zellen 

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellinien sind in Tabelle 2-1 zusammengestellt. 

 

Bezeichnung Beschreibung 

  
JURKAT S  TRAIL-sensitive Leukämiezellinie (Ehrhardt et al., 2003) 

J-TR Caspase-8 negative, derivative JURKAT Zellinie mit 

erworbener TRAIL-Resistenz (Ehrhardt et al., 2003) 

  
CEM S TRAIL-sensitive Leukämiezellinie (Ehrhardt et al., 2003) 

CEM-TR Caspase-8 negative, derivative CEM Zellinie mit 

erworbener TRAIL-Resistenz (Ehrhardt et al., 2003)  

  
JURKAT A3 TRAIL-sensitive Leukämiezellinie (Juo et al., 1998) 

JURKAT A3 ohne  

Caspase-8  

Caspase-8 negative, derivative Zellinie (Juo et al., 1998) 

  
CADO Caspase-8 negative Ewing-Sarkom-Zellinie; 

Caspase-8 Verlust durch Promotor-Hypermethylierung 

(Fulda et al., 2001) 

KELLY Caspase-8 negative Neuroblastomzellinie; 

Caspase-8 Verlust durch Promotor-Hypermethylierung 

(Fulda et al., 2001) 

   
Tabelle 2-1: Übersicht über die verwendeten Zellinien 
 



 29 

Die verschiedenen Leukämiezellinien wurden in RPMI 1640 Medium angereichert mit 

10% FCS, 1% Hepes-Puffer und 1% L-Glutamin bei 37° C in exponentiellem 

Wachstum gehalten. 

Die adhärenten Zellinien CADO und KELLY wurden in Kollagen-beschichteten 

Flaschen in oben genanntem RPMI-Medium kultiviert und mit Trypsin zum Splitten 

der Zellen bzw. zum Aussäen für Stimulationsexperimente gelöst.  

2.2.1.1.2 Primäre Patientenzellen 

Es wurden Überreste von Knochenmarkspunktaten, die für die Routinediagnostik 

nicht mehr benötigt worden waren, von 66 Kindern, die zwischen 2001 und 2003 

aufgrund einer akuten Leukämie am Dr. von Haunerschen Kinderspital behandelt 

wurden, anonymisiert und untersucht. Die Proben wurden vor Therapiebeginn bei 

Erstdiagnose bzw. der Diagnose eines Rezidivs durch Knochenmarkspunktion für die 

Routinediagnostik gewonnen und die Zellen mit Hilfe der Methode nach Ficoll (Ficoll 

Isopaque, Amersham, Uppsala, Schweden) isoliert. Die Zellen wurden mit oben 

beschriebenem RPMI-Medium, das mit 20% FCS angereichert war, aufgenommen 

und auf eine Dichte von 1 Million Zellen/ml eingestellt. Anschließend wurden die 

Zellen sofort gemäss Versuchsprotokoll stimuliert.  

2.2.1.2 Stimulationsexperimente 

2.2.1.2.1 Leukämiezellinien und adhärente Zellen 

TRAIL-sensitive, sowie TRAIL-resistente, Caspase-8 negative Leukämiezellinien 

wurden in einer Dichte von 250 000 Zellen/ml in 48-Well Platten ausgesät (1ml/Well) 

und mit den jeweils angegebenen Zytostatika im Brutschrank bei 37°C vorinkubiert. 

Es wurden 9 Zytostatika aus den aktuellen Standardtherapieprotokollen zur 

Behandlung der akuten Leukämie untersucht (co-ALL Protokoll, BFM Protokoll, AML-

Protokoll). Dazu wurden Dosierungen verwendet, die therapeutisch relevante 

Konzentrationen widerspiegeln und die maximale, während der Therapie im Serum 

erreichte Konzentration (Peak-Plasma Konzentration) nicht überschreiten. Tabelle 2-

2 gibt eine Übersicht über alle getesteten Zytostatika. Angegeben sind sowohl die 

Peak-Plasma Konzentration, als auch die in den Stimulationsexperimenten für diese 

Arbeit verwendeten Dosierungen. Diese wurden so gewählt, dass eine spezifische 

Apoptoserate zwischen 5% und 40% durch das Zytostatikum erreicht wurde (vgl. 
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Zielkriterien 2.2.2.2.), wobei oftmals Konzentrationen gewählt wurden, die unterhalb 

des Peak-Plasma Bereichs lagen.  

 

Zytostatikum 
Peak-Plasma 

Spiegel Literaturangabe 
Dosierung im 
Experiment 

    
Cytarabin 5-20 µM Estlin et al., 2001 10-100 nM 

    
6-Thioguanin 0,52-4,1 µM Lowe et al., 2001 0,03-3 µM 

    
Doxorubicin 22,6-334 ng/ml Frosr et al., 2002 1-30 ng/ml 

    
Methotrexat 5,4-33,7 µM Evans et al., 1983 3-100 nM 

    
Vincristin 99-370 ng/ml Estlin et al., 2000 3-100 ng/ml 

    
Etoposid 13,1-54,2 µM Lowis et al., 1993 0,03-1 µM 

    
Dexamethason 0,65-1,01 µM Charles et al., 1993 0,001-1 µM 

    
Cyclophosphamid 0,18-1,1 µM Hassan et al.,1999 0,1-1 µM 

    
Asparaginase 1 IU/ml Appel et al., 2003 0,3-1 U/ml 

    
    

Tabelle 2-2: Übersicht über verwendete Zytostatika und ihre Dosierung im Experiment 
 

Nach 24 bzw. 48 Stunden Präinkubationszeit wurde TRAIL in einer Konzentration 

von 10 ng/ml hinzugefügt. In Vorversuchen konnte bei dieser Dosierung auf den 

TRAIL-sensitiven Leukämiezellinien eine relativ konstante TRAIL-induzierte 

Apoptose zwischen 10% und 20% erzielt werden (vgl. Zielkriterien). In höheren 

Dosen wirkte TRAIL stark apoptotisch auf diese Zellinie (Apoptoseraten > 60%), so 

dass die entsprechenden Versuche nicht in die Auswertung eingeschlossen wurden 

(vgl. Zielkriterien). Die TRAIL-resistenten Zellinien wurden mit TRAIL in einer 

Konzentration von 1 µg/ml stimuliert. Diese Dosierung wird in der Literatur als nicht 

toxisch beschrieben (Kelley et al., 2001) und könnte somit eine therapeutisch 

einsetzbare Konzentration in vivo wiederspiegeln. Sie induzierte in Vorversuchen auf 

allen untersuchten TRAIL-resistenten Zellinien auch bei längerer Inkubationszeit 
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keinen Zelltod. Die Apoptosemessung erfolgte weitere 24 Stunden nach TRAIL-

Zugabe mittels FACscan. 

Die TRAIL-resistenten, adhärenten Zellinien CADO und KELLY wurden in einer 

Dichte von 100 000/ml auf Kollagen beschichteten 6-Well Platten (1ml/Well) 

ausgesät. Da adhärente Zellen nach Stimulation mit einem Zytostatikum langsamer 

sterben, wurde TRAIL erst nach 72-stündiger Präinkubationszeit in einer 

Konzentration von 1 µg/ml für weitere 24 Stunden hinzugefügt. Die 

Apoptosemessung erfolgte mittels Färbung nach Nicoletti (2.2.1.1.) im FACscan. 

In allen Experimenten wurde ein TRAIL Monomer mit His-tag verwendet, das in der 

Hefe P. Pastoris exprimiert wurde (Jeremias et al., 1998). Kontrollversuche mit 

kommerziell erwerblichen TRAIL Derivaten (super KILLER-TRAIL, Alexis Corp.: 

Trimer mit His-tag und TRAIL, Pepro Tech.: Monomer ohne His-tag) führten zu 

gleichen Ergebnissen (Abbildung 2-1).  
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Abbildung 2-1: Vergleich der Wirkung verschiedener TRAIL-Derivate 
Parentale JURKAT S (JS) Zellen wurden mit verschiedenen TRAIL Derivaten in jeweils 3 
unterschiedlichen Dosen (TRAIL Alexis: 0,001 µg/ml (Dosis 1); 0,003 µg/ml (Dosis 2); 0,3 µg/ml (Dosis 
3); TRAIL P. Pastoris: 0,001 µg/ml (Dosis 1); 0,01 µg/ml (Dosis 2); 0,1 µg/ml (Dosis 3); TRAIL Pepro: 
0,06 µg/ml (Dosis 1); 0,1 µg/ml (Dosis 2); 1 µg/ml (Dosis 3)) für 24 Stunden inkubiert. Die 
Apoptoserate wurde mittels FACscan bestimmt. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus 3 
unabhängigen Einzelexperimenten.  
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2.2.1.2.2 Primäre Patientenzellen 

Die Zellen wurden in 96-Well Platten à 1x106 Zellem pro ml ausgesät (100µl/Well) 

und sofort mit Methotrexat (in PBS verdünnt) in verschiedenen Dosen nach Protokoll 

stimuliert. Da primäre Leukämiezellen in vitro sehr rasch absterben, wurden die 

Zellen nicht zeitversetzt stimuliert, sondern beide Substanzen simultan zugegeben 

(TRAIL 1 µg/ml). In allen Experimenten an primären Patientenzellen wurde ein TRAIL 

Monomer ohne His-tag (TRAIL, Pepro Tech.) verwendet. Nach 24 Stunden wurden 

Kontrollzellen geerntet und die Spontanapoptoserate mittels FACscan bestimmt. Bei 

einer Apoptoserate von mehr als 40% in den Kontrollzellen wurde die FACs-Analyse 

bereits nach 24 Stunden durchgeführt, andernfalls erst nach 48h Stunden. In n=17 

Proben konnten die Versuche aufgrund des zu geringen Volumens der Probe nicht 

vollständig durchgeführt und alle im Protokoll angegebenen Dosierungen untersucht 

werden. Die getesteten MTX-Dosierungen wurden in diesen Proben per 

Zufallsprinzip ausgewählt.  

2.2.1.3 Inhibitionsversuche 

Um den Mechanismus des Synergismus herausarbeiten zu können, wurden 

Reagenzien eingesetzt, welche die Expression von Proteinen der 

Apoptosesignalkaskade auf verschiedenen Ebenen beeinflussen. So wird durch 

Zugabe von Cycloheximid die Proteinsynthese (Translation der mRNA) gehemmt 

oder durch Actinomycin D die Transkription einer Zelle blockiert (Walker et al., 1991), 

während zIETD selektiv die Aktivierung von Caspase-8 hemmt (Griffith et al., 1998) 

Zur Durchführung der Inhibitionsversuche mit Cycloheximid und Actinomycin D 

wurden Caspase-8 negative J-TR Zellen ausgesät und mit Cycloheximid (30, 100, 

300 ng/ml) oder Actinomycin D (10, 30 ng/ml) bei 37°C im Brutschrank für 4 Stunden 

vorinkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit dem Zytostatikum stimuliert wie 

unter 2.2.1.2.1 beschrieben und für 48 Stunden inkubiert, bevor TRAIL (1 µg/ml) 

zugegeben wurde. Die Apoptoserate wurde nach weiteren 24 Stunden 

Inkubationszeit im FACscan gemessen.  

Bei den Inhibitionsversuchen mit zIETD wurde die Versuchsdurchführung in 

folgender Weise abgewandelt: die J-TR Zellen wurden ausgesät, mit dem 

Zytostatikum stimuliert wie unter 2.2.1.2.1 beschrieben und bei 37°C im Brutschrank 

präinkubiert. 48 Stunden nach Methotrexatstimulation wurde zIETD (100 µM) 30 
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Minuten vor der TRAIL-Applikation hinzugefügt. Die Zellen wurden anschließend für 

weitere 24 Stunden inkubiert und die Zelltodinduktion im FACscan ermittelt. 

2.2.2 Apoptose-Messung 

2.2.2.1 Durchflusszytometrie (FACscan) 

Stirbt eine Zelle durch Apoptose, nimmt ihr Zellvolumen ab, die Granularität zu und 

schließlich werden einzelne Zellteile als apoptotische Zellkörperchen abgeschnürt. 

Tote leukämische Zellen können daher durch Messung der zellulären Größe (kleiner, 

FCS) und Granularität (höher, SSC) mittels Durchflusszytometrie (FACscan) von 

intakten Zellen abgegrenzt werden. Dazu wurden jeweils 5000 Zellen gezählt und der 

Anteil apoptotischer Zellen in zweidimensionaler Darstellung (Fowardside Scatter 

Analyse) quantifiziert. 
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Abbildung 2-2: Messung der Apoptoserate mittels FACscan 
Exemplarisch dargestellt ist das Messergebnis einer Leukämiezellprobe mit Quantifizierung der 
Apoptoserate in zweidimensionaler Darstellung mittels Fowardside Scatter Analyse. R1= lebende 
Zellen, R2 = apoptotische Zellen 

Die Apoptoserate der adhärenten Zellinien CADO und KELLY wurde mittels Nicoletti-

Färbung bestimmt (Nicoletti et al., 1991). Der Nicoletti-Puffer zerstört die Membran 

einer Zelle, wodurch sich Propidiumjodid an die freiliegende DNA anlagern kann. Im 

Gegensatz zur gesunden Zelle, bei der die DNA in langen Doppelhelixsträngen 

vorliegt, zerfällt sie beim Absterben einer Zelle in einzelne Bruchstücke. Dadurch wird 
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Spezifische Apoptose (%) 
= 

[(Zytostatikum-induzierte Apoptose - spontane Apoptose) ÷ (100 - spontane Apoptose)] 
x 100 

die Fläche kleiner, an die Propidiumjodid anbinden kann. Die DNA apoptotischer 

Zellen lagert somit weniger Farbe ein und weist bei der FACs-Analyse eine geringere 

Fluoreszenzintensität auf als die gesunder Zellen. 

Zur Durchführung der Nicoletti-Färbung wurden die Zellen pelletiert, im Nicoletti-

Lysepuffer bei 4°C für 30 Minuten lysiert und direkt vor der Messung in einer 

Endkonzentration von 50 µg/ml Propidiumjodid zugegeben. Die Apoptoserate wurde 

mittels FACs-Messung in Fluoreszenz 3 bestimmt. 
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Abbildung 2-3: Messung der Apoptoserate mittels Nicoletti-Färbung im FACscan 
Exemplarisch dargestellt ist das Messergebnis der Probe einer adhärenten Zellinie, welche mittels 
Nicoletti-Färbung vorbereitet wurde. Gezeigt ist die Messung der Fluoreszenzintensität der Zellen.   
M1 = apoptotische Zellen 

2.2.2.2 Auswertung der FACs-Messungen 

Die im FACscan ermittelten Ergebnisse wurden mit Hilfe folgender Formel 

ausgewertet: 

 

Auf diese Weise wurde die Apoptose durch ein Stimulans spezifisch errechnet.  

Um optimale Bedingungen für die Erkennung synergistischer Wirkung zu erreichen, 

wurden folgende Kriterien für die Auswertbarkeit des Einzelexperiments vorgegeben:  

1. Spontane Apoptose: < 10%  
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2. Spezifische Zytostatikum-induzierte Apoptose: 5% - 55% 

3. Spezifische TRAIL-induzierte Apoptose auf TRAIL sensitiven Zellen: < 30% 

Die optimale Zelltodinduktion durch ein Stimulans alleine wurde so ausgewählt, dass 

keine zu hohen (>55%) oder zu niedrigen (<5%) Apoptoseraten erreicht wurden, da 

die hohe Apoptoseinduktion durch eine der angewendeten Substanzen alleine 

synergistische Effekte maskieren könnte, während eine fehlende oder sehr niedrige 

Zelltodinduktion möglicherweise durch die fehlenden Wirkung des Zytostatikums auf 

die Zelle bedingt ist.  

Versuche, die oben genannte Zielkriterien nicht erfüllten, wurden ausgeschlossen 

und in der Auswertung nicht berücksichtigt. Aufgrund der Unmöglichkeit einer 

Versuchswiederholung wurden die oben genannten Zielkriterien für Experimente an 

Patientenzellen nicht angewendet.  

2.2.3 Bestimmung der TRAIL-Rezeptoren 

Durch Antikörperfärbung ist es möglich, die Dichte der verschiedenen TRAIL-

Rezeptoren an der Zelloberfläche mittels Durchflusszytometrie zu bestimmen. 

Dazu wurden 106 Zellen geerntet und mit PBS (1% FCS) zweimal gewaschen. 

Anschließend wurden 20 µl des Primärantikörpers (1:10 verdünnt) zugegeben, bei 

4°C für 30 Minuten inkubiert und nochmals mit PBS gewaschen. Danach wurden 20 

µl biotinylierte F(ab´)2 Fragmente (Anti-Maus Ig G, 1:20 verdünnt) hinzugefügt, für 20 

Minuten bei 4°C inkubiert und die Zellen anschließend erneut gewaschen. Nach 

Zugabe von 20 µl Streptavidin-PE (1:20 verdünnt) wurden die Zellen für 20 Minuten 

bei 4°C im Dunkeln inkubiert und die Rezeptordichte an der Zelloberfläche nach 

zweimaligem Waschen mit PBS im FACscan in Fluoreszenz 2 ermittelt. 

2.2.4 Statistik 

Der Grad der sensitivierenden Wirkung eines Zytostatikums für die TRAIL-induzierte 

Apoptose wurde mit Hilfe der Formel von Webb et al. bestimmt (Abbildung 2-4). 

Dabei wurde der erwartete Effekt bei simultaner Stimulation errechnet als Produkt 

aus spezifischem Überleben nach Zytostatikum alleine mal spezifischem Überleben 

nach TRAIL alleine. Das spezifische Überleben wurde berechnet als 1- spezifische 

Apoptose. Bei sensitivierender Wirkung war das erwartete Überleben grösser als das 

gemessene Überleben bei simultaner Stimulation. Fractional Product (FP) Werte > 
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0,1 wurden als relevant angesehen. Negative FP Werte < 0 wurden in der 

Auswertung nicht berücksichtigt. 
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Abbildung 2-4: Fractional Product Methode nach Webb et al. zur Bestimmung des Grades der 
Sensitivierung 
Exemplarisch dargestellt ist die sensitivierende Wirkung von Etoposid (VP-16) für die TRAIL-induzierte 
Apoptose auf einer Probe primärer Leukämiezellen. Das erwartete Überleben nach gemeinsamer 
Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von VP-16 und TRAIL (1µg/ml; ▲) wurde berechnet 
als [spezifisches Überleben (TRAIL,◊ unterbrochene Linie) * spezifisches Überleben (VP-16, ●)]. Das 
Fractional Product (FP) wurde berechnet als [erwartetes Überleben – gemessenes spezifisches 
Überleben nach Koinkubation mit TRAIL plus VP-16 (■)]. FP Werte >0,1 wurden als relevante 
Sensitivierung angesehen, wie hier dargestellt bei VP-16 1µM. 

Eine Zellinie wurde dann als „sensitiv“ für TRAIL bezeichnet, wenn die spezifische 

Apoptoserate nach Stimulation mit 1ng/ml TRAIL 5% oder mehr betrug. 

Zum Nachweis statistisch signifikanter Unterschiede wurde der paired t-test bzw. bei 

fehlender Normalverteilung der signed rank test für die paarweise Untersuchung 

verwendet. Für die multivariante Analyse wurde der One way repeated 

measurements ANOVA bzw. ANOVA on ranks bei nicht-normalverteilten Werten 

angewendet. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angenommen.  
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2.2.5 Zellyse 

Zur Analyse von zytosolischem Protein wurde ein Lysepuffer verwendet, der selektiv 

das Zytosol sowie darin enthaltene Zellorganellen lysiert, den Zellkern hingegen 

intakt lässt. 

Dazu wurden Zellen vor und nach Stimulation mit dem Zytostatikum bzw. nach 

zusätzlicher Stimulation mit TRAIL zu den Zeitpunkten 0h, 24h, 48h und 72h geerntet 

und bei 1000 U/min abzentrifugiert. Anschließend wurden die Überstände 

abgenommen und die Zellpellets bei –80°C aufbewahrt. Zur Durchführung der Lyse 

wurden die Pellets auf Eis aufgetaut. Der Lysepuffer (Puffer Kern A) wurde mit den 

erforderlichen Proteinaseinhibitoren Aprotinin (80 ug/ml bei 4°C), DDT (1 mM bei –

20°C), Leupeptin (20 µg/ml bei –20°C) und PMSF (1 mM 170µg/ml bei –20°C, Stock 

100 mM in Ethanol) (jeweils 10 µl/ml Puffer bzw. 1 µl/ml Puffer DDT) versetzt, in 10-

facher Menge zugegeben und die Zellpellets bei 4°C unter wiederholtem Vortexen für 

20 Minuten lysiert. Anschliessend wurden die Zellen bei 1000 U/min (5 Minuten bei 

4°C) abzentrifugiert. Der dem Zytosol-Lysat entsprechende Überstand wurde 

abgenommen und die Proteinkonzentration der jeweiligen Probe bestimmt (2.2.6) 

2.2.6 Proteinbestimmung 

Um Zellysate mit vergleichbarem Proteingehalt zu untersuchen, wurde die 

Proteinmenge für jede Probe einzeln ermittelt. Die Proteinbestimmung wurde mit 

dem *BCA mikro kit von Pierce durchgeführt. Zur Erstellung der Eichkurve wurden 

BSA-Verdünnungen als Standard verwendet, die eine definierte Proteinmenge 

zwischen 0,125 mg/ml und 4 mg/ml enthalten. Die Extinktion wurde im ELISA-Reader 

bei 650nm photometrisch bestimmt. Dabei entspricht die Stärke der Blaufärbung der 

in der Probe enthaltenen Proteinmenge. Anschließend wurde jede Probe mit PBS auf 

1 µg Protein/µl eingestellt, aliquotiert und bei –80°C aufbewahrt. 

2.2.7 Western Blot  

Mit Hilfe des Western Blots wird nach Lyse der Zelle die zytosolische Expression 

einzelner Proteine der Apoptosesignalkaskade bestimmt. Somit ist es möglich, die 

Zellen nach Stimulation auf Veränderungen in ihrer Proteinexpression zu 

untersuchen und mit der Proteinexpression unbehandelter Zellen zu vergleichen. 
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Zunächst wurden die Proteinlysate in einem Polyacrylamid-Gel biphasisch 

elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu wurden die Zelllysate bei 4°C aufgetaut und im 

Verhältnis 1:2 mit Lämmli-Puffer versetzt. Anschließend wurden die Proben für 3 

Minuten bei 95°C denaturiert und sofort wieder auf Eis gestellt. Danach wurde jeweils 

10 µg/µl Protein pro Bahn auf das Gel aufgetragen und die erste Bahn mit 1 µl 

Rainbow-Marker als Standard beladen. Dieser Marker wird ebenfalls 

elektrophoretisch aufgetrennt, wobei definierte Standardproteingrößen farblich 

unterschieden werden können und als Standard zur Bestimmung der Proteingröße 

der zu untersuchenden Proben dienen. Um eine veränderte Proteinexpression nach 

Stimulation im Western Blot besser untersuchen zu können, wurden die 

weiterführenden Experimente nach primär positivem Experiment mit 50 µg/µl Protein 

pro Bahn durchgeführt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach 30-minütiger 

Einlaufzeit (60V) im Sammelgel (4%) bei einer konstanten Spannung von 160V im 

Trenngel (12%). Die Gelkammer wurde von Außen mit Eis gekühlt. Anschließend 

wurden die aufgetrennten Proteine mittels einer Blotting-Apparatur im halbtrockenen 

Verfahren für 75 Minuten bei 20V auf Nitrozellulose als Sekundär-Träger transferiert 

und die Standardbanden des Rainbow-Markers nach dem Transfer auf der Membran 

markiert. Die Nitrozellulose-Membranen wurden für 30 Minuten mit PBS-Tween + 

Milchpulver (5%) überschichtet, um die unspezifischen Bindungen der Antikörper zu 

blockieren. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween für je 10 Minuten wurden die 

Membranen mit einem Primärantikörper (1: 25 – 1: 5000 in PBS-Tween verdünnt) für 

1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach wiederum 3x10 Minuten mit 

PBS-Tween gewaschen. Anschließend wurden die Membranen für mindestens 1 

Stunde mit einem HRP (horseradish-peroxidase)-konjugierten Sekundärantkörper (1: 

5000 in PBS-Tween verdünnt) inkubiert und nach dreimaligem Waschen mit PBS-

Tween 1 Minute lang mit dem Nachweisreagens (ECL) überschichtet. Hierbei wurden 

10 ml Reagenz I, 50 µl Reagenz II und 22 µl Reagenz III, sowie direkt vor der 

Inkubation 3 µl H202 zugefügt. Nach Abtrocknen der Membran wurde die 

Chemolumineszenz-Reaktion in der Photokammer für Inkubationszeiten zwischen 5 

Sekunden und 15 Minuten auf Röntgenfilm festgehalten. Die Expressionsstärke des 

untersuchten Proteins wurde anhand der Bandendicke ermittelt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Untersuchung von Leukämiezellinien auf Auftreten und Häufigkeit 

einer Sensitivierung für TRAIL-induzierte Apoptose durch 

konventionelle Zytostatika 

Um die Wirkung verschiedener Chemotherapeutika in Kombination mit TRAIL zu 

untersuchen, wurde die TRAIL-resistente Zellinie J-TR (Ehrhardt et al., 2003) und 

ihre parentale, TRAIL-sensitive Ausgangszellinie JURKAT S (JS) verwendet 

(Abbildung 3-1).  
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Abbildung 3-1: TRAIL-induzierte Apoptose auf Caspase-8 positiven und Caspase-8 negativen 
JURKAT Zellen 
Parentale JURKAT S (JS) Zellen und derivative JURKAT TR (J-TR) Zellen wurden für 12 Stunden mit 
TRAIL in angegebener Konzentration inkubiert. Die Apoptoserate wurde mittels FACscan gemessen. 
Zelluläres Protein unstimulierter Zellen wurde entnommen und die Western Blot Analyse mit α-Tubulin 
als Kontrolle der geladenen Proteinmenge durchgeführt. Dargestellt ist ein repräsentatives 
Einzelexperiment aus drei voneinander unabhängigen Experimenten 

Zunächst wurden 9 Zytostatika aus den aktuellen Standardtherapieprotokollen (co-

ALL Protokoll, BMF Protokoll, AML-Protokoll, vgl. Tabelle 2-2, 2.2.1.2.1) in 

Kombination mit TRAIL auf den Caspase-8 negativen, TRAIL-resistenten J-TR Zellen 
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auf Auftreten und Häufigkeit einer Sensitivierung getestet. Da die Stimulation 

menschlicher Hepatozyten mit Polyhistidin-gekoppeltem, rekombinantem TRAIL in 

vitro zum Absterben von über 60% der Zellen führte (Jo et al., 2000) und somit 

Hepatotoxizität bei Anwendung eines His-tagged TRAIL-Derivates in vivo nicht 

ausgeschlossen werden kann (vgl. 1.3), wurde in allen Versuchen ein ungekoppeltes 

TRAIL-Monomer verwendet. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 3-

2 A dargestellt.  

Vergleicht man in der Abbildung die spezifische Apoptose nach Stimulation mit einem 

Zytostatikum alleine (weiße Balken) mit der spezifischen Zelltodinduktion nach 

kombinierter Stimulation mit TRAIL (schwarze Balken), so zeigt sich bei kompletter 

TRAIL-Resistenz ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate für Cytarabin (12% auf 

18%), 6-Thioguanin (17% auf 30%), Vincristin (10% auf 21%) und Methotrexat (20% 

auf 36%) (*p < 0,05). Für alle übrigen getesteten Zytostatika (Dexamethason, 

Cyclophosphamid, Asparaginase, Doxorubicin, Etoposid) wurde kein oder nur ein 

geringer Anstieg der Apoptoserate bei kombinierter Stimulation nachgewiesen.  

Um die erzielten Ergebnisse bezüglich erwarteter und gemessener Wirkung zu 

vergleichen und die Ausprägung der Sensitivierung zu bestimmen, wurde der FP 

Wert für jedes Zytostatikum berechnet (vgl. 2.2.4). Ein relevanter FP Wert grösser 

0,1 wurde für Methotrexat (0,17) und Vincristin (0,11) errechnet.  

Parallel zu den Versuchen auf der TRAIL-resistenten Zellinie J-TR wurde die 

parentale TRAIL sensitive Zellinie JS untersucht und die Ergebnisse dieser 

Experimente mit denen der J-TR Zellinie verglichen. Im Gegensatz zu den 

Experimenten an J-TR Zellen wurden dabei geringere TRAIL-Konzentrationen und 

zum Teil auch geringere Zytostatikadosierungen verwendet. Abbildung 3-2 B zeigt 

die Ergebnisse dieser Versuche. 

Bei einer TRAIL-induzierten spezifischen Apoptose von 11% wurde die Apoptoserate 

bei simultaner Applikation von TRAIL und Dexamethason, Cytarabin sowie 

Asparaginase über den erwarteten Wert bei Addition der Werte bei jeweils getrennter 

Stimulation gesteigert. Nach Berechnung des Grades der Sensitivierung mittels der 

Fractional Product Methode zeigte sich für keines der getesteten Zytostatika eine 

relevante Ausprägung (FP ≤ 0,1). Lediglich bei kombinierter Stimulation von 

Dexamethason und TRAIL wurde eine signifikante Erhöhung der Apoptose bei 

kombinierter Stimulation (*p<0,05) mit einem FP Wert von 0,1 erreicht. Im Vergleich 

zu oben beschriebenen Experimenten an den TRAIL resistenten J-TR Zellen führte 
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die Kombination von Methotrexat und TRAIL auf der Zellinie JS nicht zu einer 

relevanten Sensitivierung.  

Da für Methotrexat auf TRAIL resistenten J-TR Zellen der Nachweis einer 

ausgeprägten Sensitivierung für die TRAIL-induzierte Apoptose gelang, wurde die 

Wirkung dieses Zytostatikums auf J-TR Zellen im Folgenden genauer untersucht.  
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Abbildung 3-2 A und B: Sensitivierung von Zytostatika der Standardtherapie für TRAIL-
induzierte Apoptose  auf J-TR und JS Zellen 
J-TR Zellen (A) und parentale JS Zellen (B) wurden für 48 Stunden mit Cytarabin (AraC, 30 nM (A) 
bzw. 50 nM (B)), 6-Thioguanin (6-TG, 1 µM (A) bzw. 0,3 µM (B)), Doxorubicin (Doxo, 30 ng/ml (A) 
bzw. 6 ng/ml (B)), Methotrexat (MTX, 10 nM (A und B)), Vincristin (VCR, 30 ng/ml (A) bzw. 0,6 ng/ml 
(B)), Etoposid (VP-16, 0,3 µM (A) bzw. 0,06 µg/ml (B)), Dexamethason (Dexa, 10-6  M (A und B)), 
Cyclophosphamid (Cyclo, 0,6 µM (A) bzw. 0,3 µM (B)) oder Asparaginase (Asp, 1 U/ml (A) bzw. 0,6 
U/ml (B)) präinkubiert und anschliessend für weitere 24 Stunden mit (schwarze Balken) oder ohne 
(weiße Balken) TRAIL (1 µg/ml (A) bzw. 10 ng/ml (B)) inkubiert. Die Apoptose wurde mittels FACscan 
bestimmt.. co = Kontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert aus mindestens 3 Einzelexperimenten ± SEM. 
*p<0,05 RM ANOVA on ranks 

A 

B 
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3.2 Untersuchung der sensitivierenden Wirkung von Methotrexat auf die 

Apoptoseinduktion durch TRAIL 

3.2.1 TRAIL-resistente JURKAT Zellen 

Um den sensitivierenden Effekt auf J-TR Zellen weiter zu charakterisieren, wurde 

zunächst die Abhängigkeit der Sensitivierung für TRAIL von der Konzentration des 

Zytostatikums untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 3-3 

A dargestellt.  

Es zeigte sich das konstante Vorhandensein eines sensitivierenden Effektes bei 

Zytostatikumkonzentrationen zwischen 6 und 30 nM mit signifikanter Erhöhung der 

Apoptoserate bei kombinierter Stimulation mit Methotrexat und TRAIL (*p < 0,05). 

Die Berechnung des FP Wertes zur genaueren Bestimmung des Grades der 

Sensitivierung liess eine Zunahme der Ausprägung mit steigender Methotrexatdosis 

erkennen. Für Dosen > 6 nM (10 und 30 nM) wurden mit 0,15 (10 nM) bzw. 0,18 (30 

nM) relevante FP Werte > 0,1 errechnet. Um vergleichbare, stabile 

Versuchsbedingungen zu schaffen, wurde in allen weiteren Versuchen mit einer 

Methotrexatkonzentration von 10 nM gearbeitet, da die durch diese Konzentration 

erreichten Apoptoseraten die Zielkriterien (vgl. 2.2.2.2) erfüllten und konstant zu 

sensitivierenden Effekten bei kombinierter Applikation mit TRAIL führten.  

In einem nächsten Schritt wurde genauer untersucht, wie sich Auftreten und 

Ausprägung der sensitivierenden Wirkung von Methotrexat für TRAIL in Abhängigkeit 

von der Gesamtinkubationszeit verhielten (Abbildung 3-3 B). 

Vergleicht man in der Abbildung die spezifische Apoptose nach Stimulation mit 

Methotrexat alleine (weiße Balken) mit der Zelltodinduktion durch kombinierte 

Stimulation mit TRAIL (schwarze Balken) unter Berücksichtigung der angegebenen 

Inkubationszeiten, so erkennt man eine Verstärkung des sensitivierenden Effekts mit 

der Länge der Gesamtinkubationszeit.  

Eine signifikante Erhöhung der Apoptoserate bei kombinierter Stimulation im 

Vergleich zur Applikation der jeweiligen Substanz alleine war für 

Gesamtinkubationszeiten > 24 Stunden (48, 72, 96 Stunden) nachweisbar (*p < 

0,05). 
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Abbildung 3-3 A und B: Sensitivierende Wirkung von MTX für TRAIL-induzierte Apoptose auf J-
TR Zellen in Abhängigkeit von der MTX-Konzentration und der Inkubationszeit mit MTX 
J-TR Zellen wurden für 48 Stunden mit Methotrexat (MTX 3, 6, 10, 30 nM) präinkubiert und 
anschliessend für weitere 24 Stunden mit (schwarze Balken) oder ohne (weiße Balken) TRAIL (1 
µg/ml) inkubiert (A). J-TR wurden mit Methotrexat (MTX 10 nM) inkubiert, mit TRAIL stimuliert wie 
beschrieben. Angegeben ist die jeweilige Gesamtinkubationszeit (B). Die Apoptoserate wurde mittels 
FACscan gemessen. Der errechnete Fractional Product Wert für jede Konzentration ist über dem 
schwarzen Balken angegeben. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus mindestens 3 unabhängigen 
Einzelexperimenten ± SEM. *p<0,05 RM ANOVA on ranks 

A 

B 
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Die Berechnung des FP Wertes zeigte, dass die Sensitivierung nach 72-stündiger 

Inkubationszeit am stärksten ausgeprägt war (FP: 0,19), während durch eine weitere 

Verlängerung der Gesamtinkubationszeit auf 96 Stunden keine weitere Steigerung 

der Ausprägung erreicht wurde (FP: 0,16). Für alle folgenden Versuche wurde daher, 

wenn nicht anders angegeben, eine Inkubationszeit von 72 Stunden festgelegt.  

3.2.2 Ausweitung der Versuche auf andere Leukämiezellinien und 

adhärente Zellen mit Verlust von Caspase-8 Protein 

In vorangehenden Versuchen wurde gezeigt, dass die kombinierte Stimulation der 

TRAIL-resistenten Leukämiezellinie J-TR mit Methotrexat und TRAIL zu einer 

relevanten Wirkungsverstärkung führt, welche sich auf der Caspase-8 

exprimierenden, parentalen Zellinie JS nicht nachweisen liess. In einem nächsten 

Schritt wurde untersucht, ob die Sensitivierung für TRAIL durch dieses Zytostatikum 

auch bei verschiedenen anderen Caspase-8 negativen Zellinien auftritt. Dazu wurden 

zwei weitere TRAIL-resistente Leukämiezellinien (JA3 ohne Caspase-8 und CEM-

TR) sowie die ebenfalls Caspase-8 negativen, TRAIL-resistenten adhärenten 

Zellinien CADO und KELLY auf das Vorhandensein einer Sensitivierung durch 

Methotrexat untersucht. Während JA3 Caspase-8 primär verloren haben (Juo et al., 

1998), ist der Caspase-8 Verlust bei CEM-TR sekundär durch Inkubation mit TRAIL 

erworben (Ehrhardt et al., 2003). 

Da bisher ausschließlich Leukämiezellinien auf sensitivierende Effekte durch 

Methotrexat untersucht wurden, wurden zusätzlich solide Zellinien mit Verlust von 

Caspase-8 Protein in die Versuchsreihe eingeschlossen. Hierzu wurden die TRAIL-

resistente Ewing-Sarkom-Zellinie CADO sowie die ebenfalls TRAIL-resistente 

Neuroblastomzellinie KELLY untersucht, deren Caspase-8 Verlust durch Promotor-

Hypermethylierung bedingt ist (Fulda et al., 2001). Abbildung 3-4 zeigt die 

Ergebnisse dieser Experimente. 

Durch kombinierte Stimulation von Methotrexat und TRAIL wurde die Apoptoserate 

auf den beiden Leukämiezellinien CEM-TR und JA3 ohne Caspase-8 sowie der 

adhärenten Zellinie CADO im Vergleich zum erwarteten Wert signifikant gesteigert 

(*p < 0,05). Auch auf der adhärenten Zellinie KELLY wurde eine, wenn auch weniger 

ausgeprägte, Steigerung der spezifischen Apoptose bei kombinierter Applikation von 

TRAIL und dem Zytostatikum erreicht. Die Berechnung des Grades der 

Sensitivierung auf diesen Zellinien mittels der Fractional Product Methode ergab eine 
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relevante Ausprägung auf den getesteten Leukämiezellinien CEM-TR (FP: 0,16) und 

JA3 ohne Caspase-8 (FP: 0,12). Der sensitivierende Effekt von Methotrexat für die 

kombinierte Stimulation mit TRAIL war, verglichen mit den leukämischen Zellen, auf 

den beiden untersuchten adhärenten Zellinien weniger stark ausgeprägt (FP: 0,08 

(CADO) bzw. FP: 0,05 (Kelly)).  

In Anlehnung an oben beschriebene parallele Untersuchung der parentalen Zellinie 

JS wurden zusätzlich identische Versuche an den parentalen, Caspase-8 

exprimierenden Zellinien CEM und J-A3 durchgeführt. In Übereinstimmung mit den 

bisher erhobenen Ergebnissen am Zellmodel J-TR/JS (vgl. 3.1) wurden auch auf 

diesen TRAIL-sensitiven, Caspase-8 exprimierenden Zellinien keine synergistischen 

Effekte für Methotrexat und TRAIL nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3-4: Sensitivierende Wirkung von MTX für TRAIL-induzierte Apoptose auf weiteren 
Zellinien 
CADO und KELLY Zellen sowie J-A3-Casp-8-/-und CEM-TR Zellen wurden für 72 Stunden 
(CADO/KELLY) bzw. für 48 Stunden (J-A3-Casp-8-/-/CEM-TR) mit TRAIL alleine (graue Balken) bzw. 
Methotrexat inkubiert und anschliessend für weitere 24 Stunden mit (schwarze Balken) bzw. ohne 
TRAIL (1µg/ml) (weisse Balken) inkubiert. Die Apoptoserate wurde mittels FACscan bestimmt. Der 
errechnete Fractional Product Wert ist über dem schwarzen Balken angegeben. Dargestellt ist jeweils 
der Mittelwert aus mindestens 3 unabhängigen Einzelexperimenten ± SEM. *p<0,05 RM ANOVA on 
ranks  



 47 

3.2.3 Untersuchung primärer kindlicher Leukämiezellen auf eine 

Sensitivierung durch Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose 

Bisher erfolgten Untersuchungen der sensitivierenden Wirkung von Methotrexat für 

TRAIL ausschließlich auf Zellinien in vitro. Um die Bedeutung dieses Phänomens für 

primäre Tumorzellen besser abschätzen zu können, wurden zusätzlich primäre 

Patientenzellen mit Methotrexat und TRAIL in vitro stimuliert und die Ergebnisse mit 

den entsprechenden klinischen Daten korreliert. 

Dazu wurden Knochenmarkspunktate von 66 Kindern untersucht, die an akuter 

Leukämie erkrankt waren. Ähnlich den Experimenten am Zellmodel wurde die 

Zelltodinduktion durch jede Substanz alleine verglichen mit der Zelltodinduktion nach 

gemeinsamer Stimulation und die Ausprägung der Sensitivierung von Methotrexat für 

TRAIL wie bei den vorhergehenden Experimenten mittels der Fractional Product 

Methode nach Webb et al. errechnet. Abbildung 3-5 gibt einen Überblick über 

Auftreten und Häufigkeit relevanter sensitivierender Effekte nach kombinierter 

Stimulation mit Methotrexat und TRAIL auf primären Leukämiezellen. Dargestellt sind 

alle Proben mit FP Werten > 0, in denen nach kombinierter Stimulation eine höhere 

Zelltodinduktion auftrat als es die Zelltodinduktion durch jede Substanz alleine 

erwarten lässt (n=47). In 19 der 66 Proben wurde die Apoptose durch simultane 

Applikation von Methotrexat und TRAIL nicht gesteigert (FP≤0).  

Um die Ausprägung der Sensitivierung beurteilen zu können, wurde ein cut off des 

FP von 0,1 verwendet. Es zeigten sich bei 18 der insgesamt 66 getesteten 

Patientenproben (27 %) relevante sensitivierende Effekte. Da die Sensitivierung 

durch Methotrexat für die TRAIL-induzierte Apoptose in oben beschriebenen 

Experimenten ausschliesslich auf TRAIL-resistenten Zellinien nachweisbar war, 

wurden alle Patientenproben bezüglich TRAIL-Sensitivität (spezifische Apoptose ≥ 

5%, weisse Balken) bzw. TRAIL-Resistenz (spezifische Apoptose < 5%, schwarze 

Balken) aufgetrennt und auf Häufigkeit und Ausprägung der Sensitivierung 

untersucht. Insgesamt waren 11 der 47 Patientenproben TRAIL-sensitiv, 36 Proben 

hingegen TRAIL-resistent. Bei 18 (38 %) der 47 abgebildeten Patientenproben wurde 

die Apoptoserate durch kombinierte Stimulation relevant erhöht. Unter diesen Proben 

befanden sich 14 Patientenproben (78 %) mit TRAIL-Resistenz. Somit kam es auf 14 

von 36 Patientenproben mit TRAIL-Resistenz (39 %) zu relevanten sensitivierenden 

Effekten durch Methotrexat für die TRAIL-induzierte Apoptose. Zusätzlich wurden auf 

TRAIL-resistenten Patientenproben (FP: 0,12<x<0,82), im Vergleich zu den 



 48 

sensitiven Proben (FP: 0,11<x<0,16), stärker ausgeprägte Effekte nachgewiesen. 

Insgesamt liess sich für den Vergleich der relevanten sensitivierenden Effekte bei 

TRAIL-Resistenz gegenüber TRAIL-Sensitivität ein beinahe signifikanter Unterschied 

(p= 0,054) nachweisen. 

In Tabelle 3-1 wurden die FP Werte der oben beschriebenen Experimente mit 

klinischen Daten der Patienten bezüglich Alter, Geschlecht, Leukämietyp, 

Erstdiagnose bzw. Rezidiv, sowie Risikostratifizierung korreliert und auf statistische 

Unterschiede getestet. Der Nachweis eines statistisch signifikanten Unterschiedes 

(*p<0,05) zwischen den Gruppen wurde nicht erbracht, jedoch zeigte sich eine 

Tendenz zur seltenen Sensitivierung in den prognostisch ungünstigen Situationen 

Alter < 2 Jahre und T-Zell Leukämie.  
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Abbildung 3-5: Sensitivierende Wirkung von Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose auf primären Leukämiezellen 
Primäre Leukämiezellen von 66 Kindern mit akuter Leukämie wurden mit Methotrexat (3, 10, 30 nM) und TRAIL (10 ng/ml) für 24 bzw. 48 Stunden inkubiert. Das 
Fractional Product (FP) wurde für jede Methotrexatkonzentration berechnet wie in 3.2.4 beschrieben. Die Apoptoserate wurde mittels FACscan bestimmt. 
Dargestellt ist jeweils die maximale Sensitivierung, die bei einer der getesteten Konzentrationen aufgetrat. FP-Werte >0,1 wurden als relevante Sensitivierung 
angesehen (gepunktete Linie). Gezeigt werden alle Proben (n = 47) mit FP Werten > 0.  
Schwarze Balken= TRAIL-Resistenz (spezifisches Apoptose durch TRAIL < 5%), weiße Balken= TRAIL-Sensitivität (spezifische Apoptose durch TRAIL ≥ 5%).
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               Fractional Product 
 
                 Anzahl der Proben      median 

mit       Fractional 
     Anzahl der  Fractional Product      Product 

    Patienten  < 0,1  ≥≥≥≥ 0,1         (%)           p - Wert 
 

Alter (Jahre) 
< 2          6      6     0       0,0135    (p=0,113) 
2 – 9        47    30   17       0,0525 
≥≥≥≥ 10        13    12     1       0,021 

 
Geschlecht 
weiblich       36    27     9       0,0289    (p=0,523) 
männlich       30    21     9       0,0376         

 
Stadium 
Diagnose       54    38   16       0,0383    (p=0,382) 
Rezidiv       12    10     2       0,0206 
 
Leukämie 
c-ALL       35    23   12       0,0459    (p=0,283) 
B-cell-ALL       14    13     1       0,0135   
T-cell-ALL         7      6     1       0,0079 
AML        10      6     4       0,0356 

 
Risikostratifizierung für ALL bei Erstdiagnose (n=28) 
standard risk      22     17     5       0,0407    (p=0,605) 
high risk       25     17     8       0,0392 
 
TRAIL-Sensitivität (spezifische Apoptose durch TRAIL) 
TS (≥ 5%)       21     17     4       0,0210    (p=0,054) 
TR (< 5%)       45     31   14       0,0453 
 

 
ALL   = akute lymphatische Leukämie 
AML   = akute myeloische Leukämie 
c   = common 
standard risk  = low and medium risk  
 

Tabelle 3-1: Korrelation klinischer Daten zur Sensitivierung durch Methotrexat für TRAIL-
induzierte Apoptose auf primären Leukämiezellen in vitro 
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3.3 Inhibition der Sensitivierung für die TRAIL-induzierte Apoptose durch 

Methotrexat 

Im Folgenden wurde untersucht, über welchen intrazellulären Mechanismus 

Methotrexat in der Lage ist, TRAIL-resistente Tumorzellen für die TRAIL-induzierte 

Apoptose zu sensitivieren.  

Dazu wurde die Protein-Neosynthese der Zellen chemisch auf verschiedenen Stufen 

gehemmt. Die Caspase-8 negativen J-TR Zellen wurden mit Cycloheximid (CHX), 

einem Inhibitor der Proteinsynthese, oder Actinomycin D (ActD), einem Hemmstoff 

der Transkription, vorbehandelt und anschliessend wie in den vorhergehenden 

Versuchen mit Methotrexat und TRAIL stimuliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-

6 A (ActD) und B (CHX) dargestellt.  

Die Präinkubation mit Actinomycin D führte zu einer signifikanten Abschwächung der 

Sensitivierung durch Methotrexat (Spezifische Apoptose 43%) im Vergleich zur 

Stimulation ohne den Proteinsyntheseinhibitor (Spezifische Apoptose 55%). Die 

Berechnung des FP Wertes zeigte zudem eine geringere Ausprägung des Effektes in 

Anwesenheit von Actinomycin D (FP: 0,09) verglichen mit der kombinierten 

Stimulation ohne Actinomycin D (FP: 0,18). Bei Präinkubation mit Cycloheximid war 

ein ähnlicher Effekt nachweisbar. Der FP Wert von 0,13 bei alleiniger Stimulation mit 

Methotrexat und TRAIL verringerte sich signifikant auf 0,06 bei Stimulation mit 

Methotrexat, TRAIL und Cycloheximid. Dies entspricht einer Verminderung der 

Apoptoserate von 31% auf 20%.  

Durch Applikation von Inhibitoren der Protein-Neosynthese wurde der sensitivierende 

Effekt von Methotrexat in oben beschriebenen Versuchen signifikant abgeschwächt. 

Es ist daher denkbar, dass die Synthese intrazellulärer Proteine im verwendeten 

Zellmodell massgeblich an der Regulation der Apoptose-Sensitivität beteiligt ist. 
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Abbildung 3-6 A und B: Inhibition der Sensitivierung von Methotrexat für TRAIL 
J-TR Zellen wurden mit Actinomycin D (ActD, 10 ng/ml (A)) oder Cycloheximid (CHX, 30 ng/ml (B)) für 
4 Stunden inkubiert und anschliessend mit Methotrexat (10 nM) für 48 Stunden, gefolgt von TRAIL (1 
µg/ml; wo angegeben) für weitere 24 Stunden behandelt. Die Apoptose wurde mittels FACscan 
gemessen. Der errechnete Fractional Product Wert ist über dem schwarzen Balken angegeben 
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus mindestens 3 unabhängigen Einzelexperimenten ± SEM. 
*p<0,05 RM ANOVA on ranks 

A 

B 
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3.4 Analyse von Proteinen der Apoptosesignalkaskade 

In den folgenden Versuchen wurde die Expression einzelner, für die Zelltodinduktion 

relevanter Proteine der TRAIL-Apoptosesignalkaskade vor und nach Applikation von 

Methotrexat überprüft und die Veränderung einzelner Proteine bzw. die 

Funktionstüchtigkeit des Apoptosesignalwegs nach Stimulation beurteilt. Neben der 

Rezeptorebene wurden die wichtigsten intrazellulären Signalproteine auf 

Veränderungen nach Stimulation mit Methotrexat untersucht, um die Auswirkung des 

Zytostatikums auf die effizientere Zelltodinduktion durch TRAIL genauer zu 

charakterisieren. 

3.4.1 Rezeptorebene 

Als erstes Glied innerhalb der TRAIL-Apoptosesignalkaskade wurden die TRAIL-

Rezeptoren auf der Zellmembran untersucht. Dabei wurde die Expressionsdichte der 

einzelnen Rezeptoren auf der Zelloberfläche bestimmt und das Verhältnis der 

Zelltod-vermittelnden TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 zu den beiden 

„Decoy“ Rezeptoren TRAIL-R3 (DcR1) und TRAIL-R4 (DcR2), die selbst keine 

Zelltod-induzierende Funktion aufweisen, vor und nach Stimulation mit Methotrexat 

ermittelt. Die in Abbildung 3-7 dargestellte mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) 

entspricht der Expressionsdichte der verschiedenen Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche. 

Es zeigte sich, dass sowohl die zelltodvermittelnden Rezeptoren TRAIL-R1 und 

TRAIL-R2 als auch die „Decoy“ Rezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 auf der 

Zellmembran exprimiert wurden. Nach Stimulation mit Methotrexat war die Zunahme 

der Expressionsdichte aller TRAIL-Rezeptoren nachweisbar. Insgesamt erhöhte sich 

insbesondere die Oberflächenexpression des „Decoy“ Rezeptors TRAIL-R4 (MFI: 34) 

und der TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 (MFI: 58) sowie TRAIL-R2 (MFI: 148), 

während TRAIL-R3 auch nach Inkubation mit Methotrexat nur sehr gering exprimiert 

wurde (MFI: 7). Insgesamt hatte sich das Verhältnis der zelltodvermittelnden „Death“ 

Rezeptoren zu den „Decoy“ Rezeptoren auf der Zelloberfläche jedoch nicht 

verändert.  
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Abbildung 3-7: Hochregulation der vier TRAIL-Rezeptoren durch Methotrexat 
J-TR Zellen wurden für 72 Stunden mit oder ohne Methotrexat (MTX, 10 nM) inkubiert und die TRAIL-
Rezeptor Expression mittels FACscan gemessen. Dargestellt ist jeweils die mittlere 
Fluoreszenzintensität (MFI) repräsentativ als eines von 6 voneinander unabhängigen Experimenten. 
co = Kontrolle. Graue Linie = Isotyp Kontrolle. *p<0,05 paired t-test gegenüber unstimmulierten Zellen 

3.4.2 Western Blot Analyse intrazellulärer Proteine  

Im nächsten Schritt wurden die intrazellulären Proteine des proximalen und distalen 

Apoptosesignalwegs mit Hilfe entsprechender Antikörper vor und zu verschiedenen 

Inkubationszeitpunkten nach Stimulation mit Methotrexat mittels Western Blot auf 

mögliche Veränderungen ihrer Expressionsstärke untersucht. Die Ergebnisse der 

Western Blot Experimente sind in Abbildung 3-8 dargestellt.  

Bei initial fehlender Caspase-8 Bande kam es durch Stimulation mit Methotrexat 

nach 48 Stunden erstmals zur Ausbildung einer sichtbaren Caspase-8 Bande, deren 

Expressionsstärke sich über weitere 24 Stunden, nach einer Gesamtinkubationszeit 

von 72 Stunden, nochmals verstärkte. Die Expressionslevel von Caspase-10, FADD, 

FLIP und RIP zeigten sich über die Gesamtinkubationszeit von 72 Stunden hingegen 

unverändert.  



 55 

Bax

Bak

Bcl-2

Bcl-XL

XIAP

cIAP-1

cIAP-2

survivin

αααα-Tubulin

FLIP

RIP

FADD

Caspase-3

Caspase-8

Caspase-9

Caspase-10

0 24 48 72MTX (h)

 
Abbildung 3-8: Einfluss von MTX auf Proteine der TRAIL-Apoptosesignalkaskade 
J-TR Zellen wurden mit Methotrexat (MTX, 10 nM) inkubiert. Zelluläres Protein wurde jeweils zu den 
angegebenen Zeitpunkten entnommen und die Western Blot Analyse durchgeführt. α-Tubulin diente 
als Kontrolle der geladenen Proteinmenge. Dargestellt ist ein repräsentatives Einzelexperiment aus 
drei voneinander unabhängigen Experimenten 
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Des weiteren wurden verschiedene Moleküle des distalen Abschnitts überprüft. Da 

JURKAT Zellen zu sogenannten Typ 2 Zellen gezählt werden (Scaffidi et al., 1998), 

in denen das Mitochondrium eine wichtige Aufgabe bei der rezeptorvermittelten 

Apoptose übernimmt, wurden die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie, Bcl-

2 und Bcl-XL, sowie die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak untersucht, welche 

die TRAIL-induzierte Apoptose über ihre Wirkung am Mitochondrium regulieren. Zur 

Überprüfung dieses Teilabschnitts der Signalkaskade wurde Caspase-9 und –3 im 

Western Blot untersucht. Auch die Mitglieder der IAP-Familie, XIAP, cIAP-1 und 

cIAP-2, sowie Survivin spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Apoptose 

distal des Mitochondriums, indem sie Caspasen (Caspase-3, -7, -9) binden und diese 

so wirkungsvoll inhibieren (Hengartner, 2000). Über die Gesamtinkubationszeit von 

72 Stunden zeigten sich jedoch bei keinem der genannten Proteine Veränderungen 

im Expressionslevel nach Stimulation mit Methotrexat. 

Um herauszuarbeiten, ob es sich um eine generelle Eigenschaft von Methotrexat 

handelt, die Caspase-8 Expression zu erhöhen, wurden zusätzliche Western-Blot 

Experimente mit weitern Caspase-8 negativen Zellinien (vgl. 3.2.2) durchgeführt 

(Abbildung 3-9). Sowohl bei der Leukämiezellinie CEM-TR, als auch bei den 

getesteten adhärenten Zellinien CADO und KELLY war bei initial fehlender Caspase-

8 72 Stunden nach Stimulation mit Methotrexat die Expression von Caspase-8 

nachweisbar. In Übereinstimmung mit den geringer ausgeprägten sensitivierenden 

Effekten auf diesen Zellinien, welche in den Stimulationsexperimenten gezeigt (3.2.2) 

wurden, war das Re-expressionslevel von Caspase-8, insbesondere bei der Zellinie 

KELLY, weniger stark ausgebildet.  

JS

MTX

Caspase-8

- + - + - +

CEM-TR CADO KELLY

-
 

Abbildung 3-9: Einfluss von MTX auf die Expression von Caspase-8  
CEM-TR Zellen sowie die adhärenten Zellinien CADO und KELLY wurden mit Methotrexat (MTX, 10 
nM) inkubiert wo angezeigt und die Western Blot Analyse durchgeführt. Die Caspase-8 exprimierende 
Zellinie JS diente als Positiv- Kontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives Einzelexperiment aus drei 
voneinander unabhängigen Experimenten. 
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3.5 Inhibition von Caspase-8 

Durch die vorhergehende Western Blot Versuche gelang der Nachweis einer 

Caspase-8 Re-expression durch Methotrexat in allen getesteten primär Caspase-8 

negativen Zellinien. Um zu überprüfen, ob die Re-expression die Ursache der 

verbesserten Sensitivität für TRAIL-induzierte Apoptose war, wurde in einem 

nächsten Schritt untersucht, ob die sensitivierende Wirkung von Methotrexat für 

TRAIL durch funktionelle Hemmung von Caspase-8 mittels zIETD, einem 

spezifischen, irreversiblen Inhibitor, aufgehoben wird (Abbildung 3-10). 
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Abbildung 3-10: Inhibition der sensitivierenden Wirkung von Methotrexat für TRAIL-induzierte 
Apoptose durch Hemmung von Caspase-8 
J-TR Zellen wurden mit Methotrexat (10 nM) für 48 Stunden gefolgt von TRAIL (1 µg/ml; wo 
angegeben) für weitere 24 Stunden behandelt. 30 Minuten vor TRAIL-Zugabe wurden die Zellen mit 
zIETD (100µM) inkubiert. Die Apoptoserate wurde mittels FACscan gemessen. Der errechnete 
Fractional Product Wert ist über dem schwarzen Balken angegeben. Dargestellt ist jeweils der 
Mittelwert aus mindestens 3 unabhängigen Einzelexperimenten ± SEM. *p<0,05 RM ANOVA on ranks 
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Es zeigte sich eine beinahe vollständige Aufhebung der verstärkten 

Apoptoseinduktion bei Kombination von Methotrexat und TRAIL in Anwesenheit von 

zIETD. Dies entspricht einer signifikanten Verringerung des FP Wertes von 0,19 bei 

Stimulation mit Methotrexat und TRAIL auf 0,03 bei Hemmung von Caspase-8 durch 

zIETD. Somit spielt Caspase-8 im verwendeten Zellmodell eine wichtige Rolle für die 

verbesserten Zelltodinduktion durch TRAIL nach Stimulation mit Methotrexat. 

Die Apoptoseinduktion durch Methotrexat alleine wurde durch die Zugabe von zIETD 

nicht beeinflusst. Parallel dazu durchgeführte Versuche mit der parentalen, Caspase-

8 positiven Zellinie JS zeigten ebenfalls eine nahezu vollständige Inhibition der 

TRAIL-induzierten Apoptose durch zIETD. 

Im Anschluss an diese Arbeit wurde in Folgeversuchen gezeigt, dass eine Inhibition 

der Hochregulation von Caspase-8 mittels shRNA die sensitivierende Wirkung von 

Methotrexat auf die TRAIL-induzierte Apoptose wirkungsvoll verhindert. Umgekehrt 

führte die Transfektion der J-TR Zellen mit einem Expressionsplasmid für Caspase-8 

zur Wiederherstellung der TRAIL-Sensitivität.  

In weiteren Experimenten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass Methotrexat über 

die Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53 die Hochregulation von Caspase-8 

bewirkt. Die strukturelle Analyse der Promotor-region des für Caspase-8 codierenden 

Gens ergab Bindestellen für verschiedenste Transkriptionsfaktoren wie 

beispielsweise p53, NFκB, IRF-1, SP-1 oder AP-1 (Liedtke et al., 2003, Ruiz-Ruiz et 

al., 2004). Methotrexat-induzierte Sensitivierung für TRAIL-induzierte Apoptose 

wurde durch Verwendung von p53 Decoy Nukleotiden, welche die Bindestelle für p53 

blockieren, vollständig inhibiert. 
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4 Diskussion 

Apoptose-Resistenz von Tumorzellen gegenüber der Therapie stellt die 

Hauptursache von Therapieversagen dar und ist verantwortlich für die ungünstige 

Prognose vieler Tumorerkrankungen (S. Fulda und KM. Debatin, 2004, Rodriguez-

Nieto und Zhivotovsky, 2006). Veränderungen in Zelltodsignalwegen der Tumorzellen 

können Ursache für Apoptose-Resistenz darstellen, wie zum Beispiel der Verlust der 

Expression intrazellulärer Proteine der Apoptose-Signalkaskade. Ein Beispiel hierfür 

ist der Verlust von Caspase-8 (Pingoud-Meier et al., 2003, Soung et al., 2005), der 

hauptsächlich durch epigenetische Regulationen bedingt ist. Der Verlust von 

Caspase-8 wurde vor allem auf neuroektodermalen Tumoren wie dem kindlichen 

Neuroblastom beschrieben (Teitz et al., 2000), und Patienten, deren Tumoren kein 

Caspase-8 Protein exprimieren, haben eine ungünstigere Prognose. Ziel von 

wissenschaftlichen Anstrengungen ist daher, eine Wiederherstellung der Expresssion 

von Caspase-8 zu bewirken. Die vorliegende Arbeit zeigt einen klinisch umsetzbaren 

Ansatz auf, Caspase-8 in Tumorzellen zu re-exprimieren. 

TRAIL gilt als hoffnungsvolles, neues Zytostatikum in der präklinischen Entwicklung, 

das sich bei selektiver Aktivität gegen Tumorzellen als untoxisch in Tierversuchen 

und der Phase I Studie am Menschen herausstellte. TRAIL-induzierte Apoptose in 

Tumorzellen ist vollkommen abhängig von funktioneller Caspase-8. Methotrexat ist 

ein altbewährtes, Jahrzehnte lang erfolgreich in vielen klinischen Studien 

eingesetztes Zytostatikum für verschiedenste Tumoren. Der intrazelluläre Signalweg, 

über den Methotrexat Apoptose in Tumorzellen auslöst, ist heute nicht vollständig 

verstanden.  

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sowie in weiterführenden Experimenten der 

Arbeitsgruppe nach Beendigung der Doktorarbeit erhobenen Daten zeigen erstmals 

eine neue Wirkungsweise von Methotrexat: In Tumoren ohne Expression von 

Caspase-8 ist Methotrexat in der Lage, eine Hochregulation von Caspase-8 zu 

bewirken und dadurch zu einer Sensitivierung z.B. für TRAIL-induzierte Apoptose zu 

führen. Transfektion der Tumorzellen mit spezifischer shRNA gegen Caspase-8 

sowie der spezifische Caspase-8 Inhibitor zIETD heben die Sensitivierung von 

Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose auf. Hochregulation von Caspase-8 stellt 

somit einen bisher unbekannten Mechanismus dar, über den Methotrexat Apoptose 

in Tumorzellen vorbereitet. 
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Auf molekularer Ebene führte Methotrexat zur Re-expression der zuvor fehlenden 

Caspase-8 und zur gleichzeitigen Hochregulation der Todesrezeptoren TRAIL-R1 

und TRAIL-R2 sowie der Decoy Rezeptoren TRAIL-R3 (DcR1) und TRAIL-R4 (DcR2) 

auf der Zelloberfläche. Die verstärkte Expression der TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 

oder TRAIL-R2 durch Zytostatika auf unterschiedlichsten Zellinien und eine damit 

verbundene verstärkte Apoptoseinduktion durch TRAIL wurde in der Literatur bereits 

mehrfach beschrieben (Fulda und Debatin, 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden 

Caspase-8 negative Zellen verwendet, welche bereits vor Stimulation mit Methotrexat 

beide Todes- und Decoyrezeptoren an der Zelloberfläche exprimierten. Nach 

Stimulation mit Methotrexat war eine verstärkte Expression aller Rezeptoren ohne 

Veränderung des Verhältnisses der Todes- zu den Decoyrezeptoren nachweisbar. 

Weitere Untersuchungen der Arbeitsgruppe nach Abschluss der vorliegenden Arbeit 

zeigten jedoch, dass die TRAIL-Rezeptoren nicht für eine Sensitivierung der 

Tumorzellen für TRAIL-induzierte Apoptose durch Methotrexat verantwortlich sind. 

Seit längerem ist bekannt, dass nicht nur Caspase-8, sondern auch Caspase-10 

mittels ihrer DED ein Todessignal weitergeben kann (Walczak und Sprick, 2001). Ob 

Caspase-10, die ebenfalls an den DISC bindet, Caspase-8 funktionell ersetzen kann 

bzw. ob ihr eine ähnlich wichtige Bedeutung bei der Zelltodinduktion und der 

Entwicklung von Apoptoseresistenz zukommt, wird bisher kontrovers diskutiert 

(Kischkel et al., 2001, Sprick et al., 2002, Engels et al., 2005). Vor Kurzem wurde von 

einer anderen Gruppe beschrieben, dass Caspase-8 und –10, trotz gewisser 

überlappender Funktionen, eine nicht-redundante Rolle im Apoptosesignalweg 

spielen (Fischer et al., 2005). In unserem untersuchten Zellmodell zeigten sich alle 

Caspase-8 negativen Zellinien trotz ausreichender Expression von Caspase-10 auch 

bei langen Inkubationszeiten TRAIL-resistent. Das Expressionslevel von Caspase-10 

änderte sich auch nach Stimulation mit Methotrexat nicht im Vergleich zu den 

unbehandelten Kontrollzellen. Im hier untersuchten Zellmodell war ein funktioneller 

Ersatz der fehlenden Caspase-8 durch Caspase-10 nicht nachweisbar.  

Der Verlust von Caspase-8 führt zu Entwicklung von Resistenz gegen die 

Zelltodinduktion durch TRAIL über die Todesrezeptoren DR4 und DR5 (Debatin et 

al., 2004). Die in dieser Arbeit untersuchten derivativen Zellinien J-TR und CEM-TR 

entstanden durch Inkubation der jeweiligen parentalen Zellinie JURKAT bzw. CEM 

mit ansteigenden TRAIL-Dosen und konsekutivem Verlust der Caspase-8 Expression 

(Ehrhardt at al., 2003). J-TR und CEM-TR Zellen sind stark auf die Expression von 
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Caspase-8 angewiesen. Bereits eine im Western Blot vergleichsweise gering 

ausgeprägte Re-expression von Caspase-8 durch Methotrexat führte auf J-TR und 

CEM-TR Zellen zu einer deutlichen Sensitivierung der Zellen für TRAIL-induzierte 

Apoptose und unterstreicht nochmals die Bedeutung dieser proximalen Caspase für 

die Zelltodinduktion. Die Transfektion der Caspase-8 negativen J-TR Zellen mit 

einem Expressionsplasmid für Caspase-8 führte auch bei geringer Expression des 

rekombinanten Proteins zur Wiederherstellung der Sensitivität für TRAIL-induzierte 

Apoptose (Ehrhardt et al., 2007, data submitted for publication).  

In unserem Zellmodell zeigte sich die Hochregulation von Caspase-8 durch 

Methotrexat als ursächlicher Signalmechanismus der Sensitivierung für die TRAIL-

induzierte Apoptose. Aufgrund bisher erhobener Ergebnisse besitzt Caspase-8 als 

Bestandteil des TRAIL-DISC essentielle Bedeutung für die Apoptoseinduktion über 

Todesrezeptoren (Debatin und Krammer, 2004). Fehlt Caspase-8, wird das 

Todessignal auch bei funktionstüchtigem Rezeptor nicht ins Zellinnere übermittelt. 

Nach irreversibler Hemmung von Caspase-8 mittels zIETD wurde die Sensitivierung 

der Zellen durch Methotrexat vollständig aufgehoben. Ebenso kam es nach 

Transfektion der Zellen mit shRNA gegen Caspase-8 zu einer relevanten 

Abschwächung des sensitivierenden Effektes von Methotrexat (Ehrhardt et al., 2007, 

data submitted for publication). Es wurde somit erstmals gezeigt, dass Methotrexat 

über die Hochregulation von Caspase-8 als eines der zentralen pro-apoptotischen 

Proteine Tumorzellen für die TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert.  

In der Arbeitsgruppe wurde vor Kurzem gezeigt, dass der Verlust der Caspase-8 

Expression bei Stimulation mit TRAIL zur Manifestation eines neuen Phänotyps 

führte: Caspase-8 negative Tumorzellen wie zum Beispiel J-TR Zellen begannen 

nach TRAIL Stimulation durch die Aktivierung von NFκB vermehrt zu proliferieren 

(Ehrhardt et al., 2003, Baader et al., 2005). Diese Daten legen nahe, dass Patienten 

mit Tumorzellen, die nach TRAIL-Stimulation vermehrt proliferieren, von einer 

Therapie mit TRAIL ausgeschlossen werden sollten. Die vorliegenden Ergebnisse 

zeigen jedoch, dass durch Methotrexat eine TRAIL-Therapie in Caspase-8 negativen 

Zellen möglich ist, wenn Methotrexat diese Zellen durch Re-expression von 

Caspase-8 für die Apoptoseinduktion durch TRAIL sensitiviert. 

Insbesondere bei kindlichen Tumoren (Medulloblastom, Neuroblastom) ist der Verlust 

von Caspase-8 zumeist durch epigenetische Regulationsmechanismen wie 

beispielsweise die Hypermethylierung der Promotorsequenz des Zielgens bedingt. 
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Der Verlust von Caspase-8 spielt auch klinisch in Bezug auf Apoptoseresistenz und 

Tumorprogression eine wichtige Rolle. Der Caspase-8-Status von Tumoren gilt als 

ein bedeutender Prognosefaktor für das Ansprechen einer Chemotherapie, die 

Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten bzw. die Entwicklung eines Rezidivs 

(Pingoud-Meier et al., 2003, Soung et al., 2005). Durch demethylierende Substanzen 

wie Azacythidin oder die Aktivierung der STAT-1/IRF-1 Signalkaskade über 

Interferon-γ ist in vitro bereits eine Re-expression von Caspase-8 gelungen (Fulda et 

al., 2001, Fulda et al., 2001, Ruiz-Ruiz et al., 2004, Teitz et al., 2000). Diese beiden 

Substanzen werden wegen des Nebenwirkungsprofils im Rahmen der 

Polychemotherapie in aktuellen Protokollen jedoch nicht angewendet.  

Hier wird erstmals gezeigt, dass Methotrexat, ein vielfach erfolgreich in der 

Tumortherapie eingesetztes Zytostatikum, Caspase-8 in verschiedenen Zellinien re-

exprimiert. Die Hochregulation von Caspase-8 wurde dabei nicht nur auf 

Leukämiezellinien, sondern auch auf den adhärent wachsenden 

Neuroblastomzellinien CADO und KELLY nachgewiesen. Hochregulation von 

Caspase-8 durch Methotrexat stellt demnach einen auf vielen verschiedenen 

Tumorzellen beobachtbaren Mechanismus dar. Der sensitivierende Effekt von 

Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose wurde auch auf primären Leukämiezellen 

untersucht und in zahlreichen Proben nachgewiesen. Von besonderer Relevanz ist 

dabei die Untersuchung der TRAIL-resistenten Patientenproben, die durch 

Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert wurden. Die Re-expression 

von Caspase-8 durch Methotrexat stellt einen wichtigen neuen Mechanismus dar, um 

auch in resistenten Tumorzellen wirkungsvoll Apoptose zu induzieren und eine 

Kombinationstherapie mit TRAIL zu ermöglichen. Zusätzliche Experimente mit 

primären Zellen erwachsener Patienten wären weiterführend von besonderem 

Interesse, da aufgrund des grösseren Proben- bzw. Zellvolumens die Gewinnung von 

Expressionsdaten bezüglich des Caspase-8 Status der Zellen möglich ist. 

Chemotherapie wird grundsätzlich als Gabe von verschiedenen Therapeutika, also 

als Polychemotherapie durchgeführt. TRAIL gilt als Zytostatikum der Zukunft, 

welches in zukünftige Schemata der Polychemotherapie mit aufgenommen werden 

soll. Die dargestellten Daten legen nahe, dass eine Kombination von TRAIL mit 

Methotrexat im klinischen Rahmen sinnvoll wäre, da Methotrexat durch 

Hochregulation von Caspase-8 sowohl TRAIL-induzierte Proliferation verhindert, als 

auch TRAIL-induzierte Apoptose verstärkt. Weitere Studien sind notwendig, um die 
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Wirksamkeit der kombinierten Therapie aus Methotrexat und dem Todesliganden 

TRAIL in vivo zu evaluieren unter besonderer Berücksichtigung der Expression des 

Apoptose-Signalproteins Caspase-8. 
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5 Zusammenfassung 

Eines der Hauptprobleme bei der Behandlung bösartiger Tumore ist das Auftreten 

von Resistenz gegen die Therapie. Apoptose-Resistenz kann durch den Verlust von 

intrazellulären Apoptose-Signalproteinen bedingt sein, wie zum Beispiel dem von 

Caspase-8. Verlust von Caspase-8 führt zur Resistenz gegen Apoptose-Induktion 

zum Beispiel durch TRAIL, einem neuen Zytostatikum, welches sich zur Zeit in  der 

klinischen Erprobung in Phase II befindet. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit Tumorzellen, die einen Verlust von 

Caspase-8 und eine dadurch bedingte Resistenz gegen TRAIL-induzierte Apoptose 

zeigten. Wir fanden, dass Methotrexat, ein klinisch seit Jahrzehnten erfolgreich 

eingesetztes Zytostatikum, eine Sensitivierung dieser Tumorzellen, wie auch 

primärer kindlicher Leukämiezellen für TRAIL-induzierte Apoptose ermöglichte. Auf 

der Suche nach dem zu Grunde liegenden molekularen Mechanismus zeigte sich, 

dass eine Inhibition der Protein-Neosynthese die Sensitivierung von Methotrexat für 

TRAIL-induzierte Apoptose verminderte. Unter verschiedenen untersuchten 

Molekülen der Apoptose-Signalkaskade wurde die Expression des Proteins 

Caspase-8 durch Methotrexat hochreguliert. Die biochemische Inhibition von 

Caspase-8 mit Hilfe eines spezifischen Inhibitors führte zu einer vollständigen 

Aufhebung der Sensitivierung von Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose. 

Experimente, die im Anschluss an die vorliegende Arbeit durchgeführt wurden, 

zeigten, dass eine Inhibition der Hochregulation von Caspase-8 durch shRNA gegen 

Caspase-8 die Sensitivierung von Methotrexat für TRAIL-induzierte Apoptose ebenso 

verhinderte. Somit stellte die Expression von Caspase-8 durch Methotrexat den 

molekularen Mechanismus für die Sensitivierung der Tumorzellen für TRAIL-

induzierte Apoptose dar. 

Unsere Daten identifizierten die Regulation von Caspase-8 als bisher unbekannte 

Wirkungsmethode von Methotrexat bei der Tumortherapie, die eine Sensitivierung 

der Tumorzellen für die Induktion von Apoptose ermöglicht und für die erfolgreiche 

Verwendung des Medikamentes mitverantwortlich sein könnte.  
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