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1 Einleitung  

1.1 Apoptose 

Die gezielte Elimination einzelner Zellen innerhalb eines Zellverbandes ist sowohl wäh-

rend der Embryogenese als auch für die Aufrechterhaltung der Homöostase adulter Or-

ganismen unerlässlich (Kerr et al. 1972, Corry und Adams 2002, Elmore 2007). Dieser 

als Apoptose (griech. apo „weg“ und ptosis „Fall“) bezeichnete Vorgang stellt ein gene-

tisch determiniertes Programm zur gezielten und entzündungsfreien Beseitigung über-

flüssiger, beschädigter oder infizierter Zellen dar (Adams 2003). Im Verlauf der 

Apoptose (Synonym: programmierter Zelltod) kommt es zunächst zu Chromatinkon-

densierung, Zellschrumpfung, Kernfragmentierung sowie zur Bildung von Ausstülpun-

gen der Zellmembran („membrane blebbing“) mit nachfolgender Ausbildung von 

Membranvesikeln („apoptotic bodies“) (Kerr et al. 1972, Bredesen 1995, Häcker 2000). 

Diese werden schließlich von Makrophagen phagozytiert, ohne eine Entzündungsreak-

tion auszulösen (Majno und Joris 1995). In Abgrenzung zu dieser sehr geordneten und 

unter Erhalt der Membranintegrität ablaufenden Form des Zelltods muss die Nekrose 

(griech. nekros „Tod“) betrachtet werden. Hier kommt es im Gegensatz zur Apoptose 

induziert durch thermische, mechanische oder chemische Schädigung der Zelle sehr 

früh zu einer Permeabilisierung der Zellmembran sowie zur Anschwellung von Zellkern 

und Zellorganellen (Bredesen 1995, Majno und Joris 1995). Die daraus resultierende 

Freisetzung von Zellbestandteilen in den Extrazellulärraum führt zu einer Entzündungs-

reaktion (Bredesen 1995). Erst kürzlich konnte zudem eine weitere bedeutende Form 

des Zelltods, die Nekroptose, identifiziert werden (Detergev et al. 2005). Diese auch als 

programmierte Nekrose bezeichnete Form des Zelltods wird ähnlich wie die Apoptose 

durch die Aktivierung von Todesrezeptoren eingeleitet (Wu et al. 2012). Während eini-

ge maßgeblich am Nekroptose-Signalweg beteiligte Proteine wie die „receptor-

interacting protein kinase 1“ (RIPK1) bereits identifiziert werden konnten, ist das kom-

plizierte Zusammenspiel zwischen Apoptose, Nekrose und Nekroptose noch unvoll-

ständig verstanden (Feoktistova und Leverkus 2016). 

1.2 Caspasen  

Hauptverantwortlich für das Auslösen der zur Apoptose führenden intrazellulären Ver-

änderungen ist eine Gruppe proteolytischer Enzyme, die als „cysteinyl-aspartate-
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specific-proteases“ (Caspasen) bezeichnet werden. Die Namensgebung dieser Enzym-

gruppe resultiert sowohl aus dem charakteristischen Cystein-Rest im aktiven Zentrum 

als auch aus der Eigenschaft, Substratproteine nach einem Aspartat-Rest zu spalten (Al-

nemri et al. 1996). Die Synthese der Caspasen erfolgt zunächst in Form inaktiver Vor-

stufen, sogenannter Zymogene (auch als Procaspasen bezeichnet) (Alnemri et al. 1996, 

McIlwain et al. 2013). Mittlerweile wurden insgesamt 14 Säugetiercaspasen identifi-

ziert, darunter befinden sich 12 humane Caspasen (McIlwain et al. 2013). Weiterhin 

erfolgt eine Einteilung der Caspasen in zwei Hauptgruppen: inflammatorische sowie 

apoptotische Caspasen (Zimmermann et al. 2001). Zurückführen lässt sich die Gruppe 

der inflammatorischen Caspasen auf das Gen „Interleukin-1β-converting enzyme“ 

(ICE), die Gruppe der apoptotischen Caspasen hingegen auf das Genprodukt „Caenor-

habditis elegans death gene-3“ (CED-3), welches sich als essenziell für die Apoptose im 

Nematoden Caenorhabditis elegans erwies (Xue et al. 1996). Während die Inflammati-

onscaspasen an der Regulation von Entzündungsvorgängen beteiligt sind, werden die an 

der Apoptose beteiligten Caspasen weiter in Initiator- (Caspase-2, -8, -9 und -10) und 

Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, und -7) untergliedert.  

 

Abbildung 1: Darstellung der Caspase-Familie (aus McIlwain et al. 2013 mit freundlicher Genehmigung 

des Verlags). Caspasen werden entsprechend ihrer physiologischen Funktion in verschiedene Subfamilien 

untergliedert. Besonders hervorzuheben sind dabei die an der Apoptose beteiligten Initiator- und Ef-

fektorcaspasen. Während die Initiatorcaspasen im Verlauf des extrinsischen oder intrinsischen Apoptose-

weges in Multienzymkomplexen aktiviert werden, erfolgt die Aktivierung der Effektorcaspasen mittels 

limitierter Proteolyse durch übergeordnete Initiatorcaspasen.  



3 

Der Aufbau der Caspasen selbst besteht aus drei Untereinheiten: einer N-terminalen 

Prodomäne, einer großen, das aktive Zentrum enthaltenden und einer kleinen C-

terminalen Untereinheit (Cohen 1997, Woolf und Green 1999, Zimmermann et al. 

2001). Dabei variiert die Länge und Sequenz der Prodomäne zwischen Initiator- und 

Effektorcaspasen (Zimmermann et al. 2001). Initiatorcaspasen besitzen eine gegenüber 

den Effektorcaspasen längere Prodomäne, die spezielle Sequenzmotive enthält, durch 

die eine Interaktion mit Adaptermolekülen ermöglicht wird. Dabei handelt es sich im 

Fall von Caspase-2 und -9 um eine „caspase-recruitment domain“ (CARD) bzw. eine 

„death effector domain“ (DED) im Falle von Caspase-8 und -10 (Ashkenazi und Dixit 

1998). Im Gegensatz dazu werden die mit einer kürzeren Prodomäne ausgestatteten Ef-

fektorcaspasen in der Regel mittels limitierter Proteolyse durch übergeordnete Initiator-

caspasen aktiviert. So aktivierte Effektorcaspasen lösen intrazellulär verschiedene Me-

chanismen aus, die schließlich zum Untergang der Zelle führen. Dazu zählt beispiels-

weise der Abbau von Strukturproteinen wie Lamin und Aktin oder die Aktivierung von 

DNasen, die am Abbau der DNA in 180 bp lange Fragmente (DNA-Leiter) beteiligt 

sind (Dhein et al. 1992, Martin und Green 1995, Schulze-Osthoff et al. 1998). Der Vor-

gang der Apoptose und die damit verbundene Aktivierung der Initiatorcaspasen kann 

sowohl über Ligandenbindung an zellmembranständige Rezeptoren (extrinsischer Sig-

nalweg) induziert werden als auch intrazellulären Ursprungs sein (intrinsischer oder 

mitochondrialer Signalweg) (Zimmermann et al. 2001, Renault und Chipuk 2014).   

1.3 Extrinsischer Apoptoseweg 

Den Ausgangspunkt des extrinsischen Signalweges bildet die Aktivierung von 

plasmamembranständigen Transmembranrezeptoren durch ihre jeweiligen Liganden. 

Diese zur großen Gruppe der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor-Superfamilie 

gehörigen Rezeptoren besitzen als gemeinsames Merkmal eine intrazellulär lokalisierte 

Todesdomäne (Schulze-Osthoff et al. 1998, Peter und Krammer 2003, Wajant 2003). 

Mittlerweile sind zahlreiche Mitglieder dieser auch als Todesrezeptoren bezeichneten 

Gruppe identifiziert:  hierzu zählen der „tumor necrosis factor receptor 1“ (TNF-R1), 

CD95 (Apo-1, Fas), die „TNF-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL) Rezeptoren 

DR 4 (TRAIL 1) und DR 5 (TRAIL 2), DR3, DR 6, der „ectodysplasin A receptor“ 

(EDA-R) sowie der „nerve growth factor receptor“ (NGF-R) (Aggarwal et al. 2012, 

Golks et al. 2005). Da der CD95-Rezeptor, synonym auch Fas-Rezeptor genannt, einer 
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der bislang am besten charakterisierten Rezeptoren ist, wird exemplarisch die 

Aktivierung des extrinsischen Signalweges anhand dieses Rezeptors dargestellt 

(Schulze-Osthoff et al. 1998, Scaffidi et al. 1999, Krueger et al. 2001a). Zunächst führt 

die Bindung des Liganden CD95L an Cystein-reiche, extrazellulär lokalisierte Domänen 

des Rezeptors zu einer konsekutiven Rezeptortrimerisierung (Daniel et al. 2001, 

MacEwan 2002). Der so aktivierte Rezeptor kann nunmehr mit zytosolischen 

Adaptermolekülen interagieren und das Todessignal intrazellulär weiterleiten. Dies 

erfolgt über eine als „death domain“ (DD) bezeichnete, ca. 80 Aminosäuren lange 

Sequenz mittels derer durch homologe Interaktionen das Adaptermolekül „Fas-

associated death-domain-containing protein“ (FADD) rekrutiert wird (Schulze-Osthoff 

et al. 1998, Daniel et al. 2001, Budd et al. 2006). Dabei ist es wichtig, dass FADD 

neben der DD auch über eine DED zur Interaktion mit der N-terminal lokalisierten DED 

von Procaspase-8 bzw. -10 verfügt (Locksley et al. 2001, Golks et al. 2005, Strasser et 

al. 2009). Der so entstandene Komplex wird als „death-inducing-signaling-complex“ 

(DISC) bezeichnet und besteht aus dem membranständigen Rezeptor, dem 

Adaptermolekül FADD, zwei Isoformen von Procaspase-8 (Procaspase-8a und 

Procaspase-8b), Procaspase-10 und cFLIP (Fricker et al. 2010).  

 

Abbildung 2: Aufbau des DISC (modifiziert nach Best 2008 mit freundlicher Genehmigung des Ver-

lags). Der CD95 (Fas)-Rezeptor rekrutiert nach Aktivierung durch geeignete Liganden wie z.B. CD95L 

das Adaptermolekül FADD mittels homologer Interaktionen zwischen beiden „death domains“ (DD). 

FADD selbst verfügt neben einer DD über zwei „death effector domains“ (DED), mittels derer Procaspa-

se-8 oder -10 Moleküle gebunden werden können.  
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Durch die Bildung des DISC kommt es zu einer räumlichen Annäherung zweier be-

nachbarter Procaspase-8 Moleküle (=Dimerisierung), die so durch das Prinzip der indu-

zierten Nähe („induced proximity“) im Zuge eines zweistufig ablaufenden Prozesses 

autokatalytisch aktiviert werden (Schulze-Osthoff et al. 1998, Krueger et al. 2001a, Fri-

cker et al. 2010). Am Ende dieses Aktivierungsweges steht ein heterotetrameres Caspa-

se-8 Molekül, das sich aus zwei identischen Heterodimeren zusammensetzt, die wiede-

rum jeweils aus einer großen (20 kDa) und einer kleinen (10 kDa) Untereinheit bestehen 

(Schulze-Osthoff et al. 1998, Wolf und Green 1999, Daniel et al. 2001). Die so prozes-

sierte Form der Caspase-8 kann dann je nach Zelltyp und Menge von intrazellulär vor-

handener Caspase-8 verschiedene Apoptose-Signalwege aktivieren (Scaffidi et al. 

1999). In sogenannten Typ-II-Zellen führen kleine Mengen aktivierter Caspase-8 zur 

Spaltung des Proteins „BH3-interacting domain death agonist“ (Bid) (Scaffidi et al. 

1999, Strasser et al. 2009). Das proapoptotische Protein Bid gehört zur „b-cell lympho-

ma-2“ (Bcl-2) Familie und führt am Mitochondrium in seiner aktivierten Form „trun-

cated Bid“ (tBid) unter anderem zur Freisetzung von Cytochrom C, wodurch ein mito-

chondrialer Apoptose-Signalweg in Gang gesetzt wird (Scaffidi et al. 1999, Zimmer-

mann et al. 2001, Strasser et al. 2009). Dieser Mechanismus stellt somit eine Verknüp-

fung beider Signalwege dar (Strasser et al. 2009). In Typ-I-Zellen hingegen führen gro-

ße Mengen von Caspase-8 zur bereits erwähnten direkten Aktivierung untergeordneter 

Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) mittels limitierter Proteolyse (Scaffidi et al. 

1999, Wajant 2003, Neumann et al. 2010).  

1.4 Intrinsischer Apoptoseweg 

Verschiedene Stimuli wie UV-Strahlung, DNA-Schäden, Entzug von Wachstumsfakto-

ren oder oxidativer Stress führen zur Aktivierung des intrinsischen (mitochondrialen) 

Signalweges (Parone et al. 2002). Dabei kommt es zur Freisetzung verschiedener, 

proapoptotischer Moleküle wie Cytochrom C, „second mitochondria-derived activator 

of caspases/-direct IAP binding protein“ (Smac/Diablo), der Serinprotease Omi/HtrA2 

(high-temperature requirement), Endonuklease G sowie den Procaspasen-2, -3, -8 und -

9 aus dem Raum zwischen äußerer und innerer Mitochondrienmembran (Zimmermann 

et al. 2001, Parone et al. 2002). Reguliert wird die Freisetzung dieser Moleküle durch 

Mitglieder der Bcl-2 Familie. Beispielsweise führen Mitglieder der Bcl-2 Familie zu 

einer Porenbildung in der äußeren Mitochondrienmembran, wodurch eben genannte 
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proapoptotische Moleküle ins Zytosol gelangen können (Chipuk und Green 2008). Eine 

wichtige Rolle spielt dabei der „apoptotic protease activating factor-1“ (Apaf-1): Durch 

die Bindung von (Desoxy-) Adenosintriphosphat ((d)ATP) im Zytosol kommt es zu 

einer Konformationsänderung von Apaf-1 (Hu et al. 1999, Parone et al. 2002). Dies 

ermöglicht es Apaf-1, zunächst Cytochrom C sowie anschließend Procaspase-9 zu bin-

den (Parone et al. 2002). Dabei erfolgt die Bindung zwischen Apaf-1 und Procaspase-9 

ähnlich wie die Bindung zwischen FADD und Procaspase-8 im extrinsischen Signalweg 

über homophile CARD-CARD Interaktionen (Zimmermann et al. 2001, Parone et al. 

2002). Die beiden Rekrutierungsdomänen DED und CARD zeigen zwar nur eine gerin-

ge Übereinstimmung ihrer Aminosäuresequenz, besitzen dafür aber eine sehr ähnliche 

dreidimensionale Struktur in Form von sechs antiparallelen α-Helices (Hengartner 

2000). Dieser Umstand legt die Vermutung nahe, dass beide Domänen denselben Ur-

sprung haben (Hofmann 1999). Der gebildete Komplex aus Apaf-1, (d)ATP, Cytochrom 

C und Procaspase-9 wird als Apoptosom bezeichnet (Zou et al. 1999). Durch die ent-

standene räumliche Nähe mehrerer Procaspase-9-Moleküle kommt es auch hier zu einer 

autokatalytischen Aktivierung mit Generierung aktiver Caspase-9-Moleküle (Parone et 

al. 2002). Diese aktivieren nun ebenfalls die Effektorcaspasen-3, -6 und -7, die in akti-

vierter Form zum Zelluntergang führen (Hu et al. 1999, Parone et al. 2002). 
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Abbildung 3: Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Signalweges (aus Zaman et al. 2014 mit 

freundlicher Genehmigung des Verlags). Der extrinsische Signalweg wird durch die Bindung entspre-

chender Liganden an den Todesrezeptor vermittelt. Die Ligandenbindung führt zu einer Aktivierung des 

Rezeptors mit Folge der Bildung eines als DISC bezeichneten Komplexes. Dieser Komplex führt zu einer 

Aktivierung von Procaspase-8 und -10. Die reifen Caspase-8 und -10 Moleküle können analog zu Caspa-

se-9 die Effektorcaspasen aktivieren. Durch die Aktivierung des proapoptotischen Moleküls Bid zu tBid, 

vermittelt durch Caspase-8, besteht eine Verbindung zwischen extrinsischem und intrinsischem Signal-

weg. Der intrinsische Signalweg wird hier exemplarisch durch zellulären Stress in Gang gesetzt. Dies 

führt zur Aktivierung von BH3-only Proteinen, die wiederum antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 hem-

men. Vermittelt durch die Bax-homologen Protein Bax und Bak kommt es zu einer Porenbildung in der 

äußeren Mitochondrienmembran, gefolgt von der Freisetzung von Cytochrom C sowie Smac/Diablo aus 

dem Raum zwischen innerer und äußerer Mitochondrienmembran. Cytochrom C bildet einen Komplex 

mit Procaspase-9 sowie Apaf-1, der als Apoptosom bezeichnet wird. Die so aktivierte Caspase-9 aktiviert 

nun die Effektorcaspasen-3, -6 und-7, was schließlich den Zelluntergang bedingt.  

1.5 Regulation der Apoptose  

1.5.1 cFLIP-Proteine  

Zu den wichtigsten Vertretern antiapoptotischer Proteine zählt die Familie der „cellular 

Fas-associated death domain-like interleukin-1β-converting enzyme-inhibitory protein“ 

(cFLIP)-Proteine. Ihre herausragende Rolle für Überleben oder Tod einer Zelle liegt 

begründet in ihrem essenziellen Einfluss nicht nur auf die Rezeptor-vermittelte Apopto-

se, sondern auch auf die noch weitaus weniger erforschte Nekroptose (Tsuchiya et al. 
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2016). Zunächst führte die Suche nach Proteinen, die eine DED-Domäne enthalten, zur 

Entdeckung des viralen Genproduktes vFLIP (Thome et al. 1997, Budd et al. 2006). 

Dieses erstmals in γ-Herpesviren entdeckte Protein verfügt über zwei DED-Domänen 

und ist Mitglied der DED-enthaltenden Proteinfamilie, zu der neben cFLIP auch FADD, 

Caspase-8, Caspase-10 und „phosphoprotein enriched in astrocytes 15“ (PEA 15) gehö-

ren (Budd et al. 2006). Das im Anschluss daran identifizierte humane Homolog wurde 

als cFLIP bezeichnet (Budd et al. 2006). Obwohl auf mRNA-Ebene bereits eine Viel-

zahl von cFLIP-Splicevarianten identifiziert wurden, gelang bisher auf Protein-ebene 

nur der Nachweis von drei Isoformen (Budd et al. 2006, Golks et al. 2006, Fricker et al. 

2010). Dazu zählt neben „cFLIP short“ (cFLIPS), das aus Raji-B-Zellen isolierte cFLIPR 

sowie „cFLIP long“ (cFLIPL) (Golks et al. 2005, Budd et al. 2006, Tsuchiya et al. 

2016).  

 

Abbildung 4: Darstellung der molekularen Struktur der cFLIP-Splicevarianten sowie von Caspase-8 

(modifiziert nach Budd et al. 2006 mit freundlicher Genehmigung des Verlags). Alle cFLIP Vertreter 

enthalten analog zu Caspase-8 zwei DED-Domänen, während die Länge und Sequenz der C-terminalen 

Region variiert. cFLIPL verfügt im Gegensatz zu cFLIPS und cFLIPR über eine C-terminal lokalisierte, 

enzymatisch inaktive Caspase-like Domäne.   

Alle drei Vertreter verfügen wie Caspase-8 über zwei DED-Domänen (Budd et al. 

2006). In Bezug auf den übrigen Aufbau weist cFLIPL große strukturelle Ähnlichkeiten 

zu Caspase-8 auf und enthält ebenfalls eine C-terminal lokalisierte Caspase-ähnliche 

Domäne (Krueger et al. 2001a, Strasser et al. 2009, Kavuri et al. 2011). Allerdings ver-

fügt diese Domäne über kein katalytisch aktives Zentrum, so dass cFLIPL im Gegensatz 

zu Caspase-8 nicht selbst proteolytisch aktiv ist (Krueger et al. 2001a, Budd et al. 2006, 

Tsuchiya et al. 2016). Die kurze Form von cFLIP, cFLIPS, ähnelt in ihrem Aufbau hin-

gegen vFLIPS und besitzt keine Caspase-ähnliche Domäne (Krueger et al. 2001a, Budd 

et al. 2006). Die dritte Isoform cFLIPR wurde bislang in verschiedenen Zelllinien wie 

Raji (B-Zell-Lymphom-Zelllinie), SKW 6.4 (humane B-Zell-Lymphoblasten-Zelllinie) 
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sowie humanen primären T-Zellen nachgewiesen (Golks et al. 2005, Tsuchiya et al. 

2016). Sie unterscheidet sich strukturell lediglich durch den um 8 Aminosäuren kürze-

ren C-Terminus von cFLIPS (Golks et al. 2005). Golks et al. konnten zudem demonstrie-

ren, dass cFLIPS und cFLIPR ähnliche biochemische Eigenschaften in Hinblick auf 

Halbwertszeit und Rekrutierung zum CD95-DISC aufweisen (Golks et al. 2005). Durch 

die Ausstattung mit eben erwähnten DED-Domänen können cFLIPL, cFLIPS und 

cFLIPR mit dem Adaptermolekül FADD (vgl. 1.3 Extrinsischer Signalweg) interagieren 

und so vor allem die über den CD95-Rezeptor vermittelte Apoptose beeinflussen (Budd 

et al. 2006, Lavrik und Krammer 2012). Welche intrazellulären Effekte durch cFLIP 

vermittelt werden, hängt sowohl von der jeweiligen Isoform als auch von der intrazellu-

lären cFLIP-Konzentration ab (Dickens et al. 2012). Die kurzen Isoformen cFLIPS und 

cFLIPR können durch homophile Interaktionen mit FADD an den DISC rekrutiert wer-

den und so die Todesrezeptor-mediierte Apoptose durch Hemmung der Aktivierung von 

Caspase-8 unterbrechen (Fricker et al. 2010, Kavuri et al. 2011, Dickens et al. 2012). 

Die Funktion von cFLIPL hingegen gestaltet sich komplexer und ist abhängig vom intra-

zellulären Kontext. Niedrige physiologische intrazelluläre Konzentrationen von cFLIPL 

führen zu einer Heterodimerisierung von cFLIPL mit Procaspase-8 im DISC, wodurch 

die Aktivierung von Caspase-8 gefördert wird (Chang et al. 2002, Strasser et al. 2009, 

Dickens et al. 2012). In diesem Zusammenhang wirkt cFLIPL also proapoptotisch. Im 

Gegensatz dazu führen hohe Expressionslevel von cFLIPL zunächst zu einer allosteri-

schen Aktivierung von Caspase-8. Allerdings wird durch die Anwesenheit von cFLIPL 

die in mehreren Teilschritten ablaufende Aktivierung von Caspase-8 nach Entstehung 

des Spaltproduktes p43/p10 unterbrochen. Dies hat zur Folge, dass Caspase-8 im DISC 

verankert bleibt und nur lokale Substrate spalten kann, was die apoptotische Signal-

kaskade blockiert (Dickens et al. 2012). Somit kann cFLIPL abhängig von der intrazellu-

lären Konzentration sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirksam sein (Chang et al. 

2002).  
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Abbildung 5: Funktionelle Rolle von cFLIP während der klassischen Rezeptor-vermittelten Apoptose 

(aus Tsuchiya et al. 2016 mit freundlicher Genehmigung des Verlags). Nach Stimulierung des Todesre-

zeptors durch einen entsprechenden Liganden kommt es zu einer Trimerisierung und Aktivierung des 

Rezeptors. Das Adapterprotein FADD bindet mittels DD-Interaktionen an den aktivierten Rezeptor. In-

folgedessen wird durch Rekrutierung DED-Domänen enthaltender Proteine wie Procaspase-8, cFLIPL, 

cFLIPS und cFLIPR der DISC gebildet. Die Homodimerisierung von Procaspase-8 führt zur Bildung einer 

voll funktionsfähigen, aktiven Caspase-8 und somit über die Aktivierung von Effektorcaspasen zur 

Apoptose. Die Heterodimerisierung von Procaspase-8 und cFLIPL hingegen führt nicht zur vollständigen 

Prozessierung von Caspase-8 sondern zur Entstehung der Spaltprodukte p43-FLIP und p22-FLIP und 

somit zum Überleben der Zelle. Die Heterodimerisierung von Procaspase-8 und cFLIPS inhibiert die 

Aktivierung von Procaspase-8 und verhindert ebenfalls die Apoptose der Zelle.  

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass cFLIP nicht nur maßgeblichen Einfluss auf die Rezep-

tor-vermittelte Apoptose ausübt, sondern darüber hinaus auch an der Regulation der 

Nekroptose beteiligt ist. Von entscheidender Bedeutung für diese alternative Form des 

Zelltods ist die Bildung eines als Ripoptosom bezeichneten Komplexes (Feoktistova et 

al. 2016). Die Hauptbestandteile dieses Komplexes bestehen aus RIPK1, FADD, Caspa-

se-8 sowie cFLIP (Feoktistova et al. 2016, Feoktistova und Leverkus 2016, Tsuchiya et 

al. 2016). Analog zur Rezeptor-vermittelten Apoptose führt die Heterodimerisierung 

von Procaspase-8 und cFLIPL zur Entstehung von Spaltprodukten, die zwar in der Lage 
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sind, RIPK1 zu inaktiveren, aber nach Zerfall des Ripoptosoms selbst ihre Funktion 

verlieren (Tsuchiya et al. 2016). Im Gegensatz dazu führt die Heterodimerisierung mit 

cFLIPS zu einer nicht funktionsfähigen Form von Caspase-8, die somit nicht in der Lage 

ist, RIPK1 zu inaktivieren (Tsuchiya et al. 2016). In Folge dessen durchläuft die Zelle 

die auch als kontrollierte Nekrose bezeichnete Form des Zelltods. Zusätzlich zur Regu-

lation von Rezeptor-vermittelter Apoptose sowie Nekroptose übt cFLIP auch noch wei-

tere Funktionen aus. Dazu zählt beispielsweise die Aktivierung des „nuclear factor-κB“ 

(NF-κB) -Signalweges durch die cFLIP-Spaltprodukte p43-FLIP und p22-FLIP (Fricker 

et al. 2010, Neumann et al. 2010). Die Familie der NF-κB-Transkriptionsfaktoren regu-

liert die Expression von Genen, die entscheidend an Zelldifferenzierung, angeborener 

und adaptiver Immunabwehr sowie Apoptose beteiligt sind (Golks et al. 2006). p43-

FLIP entsteht abhängig von der Stimulation des CD95-Rezeptors nach Spaltung durch 

Procaspase-8 im DISC und interagiert mit Komponenten des TNFR-vermittelten NF-

κB-Aktivierungssignalweges wie „tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor“ 

(TRAF)1, TRAF2 und „receptor-interacting protein 1“ (RIP1) (Neumann et al. 2010, 

Lavrik und Krammer 2012). Das Spaltprodukt p22-FLIP hingegen entsteht interessan-

terweise unabhängig von der Stimulation durch Todesrezeptoren im Zytosol und akti-

viert den NF-κB-Signalweg durch direkte Bindung an den IκB Kinase Komplex (IKK) 

(Golks et al. 2006, Neumann et al. 2010, Lavrik und Krammer 2012).  

 

Abbildung 6: NF-κB-Aktivierung durch das cFLIPL Spaltprodukt p43-FLIP (modifiziert aus Budd et al. 

2006 mit freundlicher Genehmigung des Verlags). p43-FLIP kann als Spaltprodukt von Caspase-8 mit 

RIP1 und TRAF2 interagieren und so den NF-κB-Signalweg aktivieren.  
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1.5.2 Die Rolle von cFLIP bei der Entstehung von Tumoren 

Fehlfunktionen im Ablauf sowie der Regulation von Apoptose können das fragile 

Gleichgewicht von kontrolliertem Wachstum und Differenzierung von Geweben und 

Zellen empfindlich stören. Apoptoseresistenzmechanismen spielen eine wichtige Rolle 

bei der Entstehung maligner Erkrankungen (Ashwell et al. 1994). Dabei stellt der 

Schutz vor Todesrezeptor-vermittelter Apoptose einen von mehreren Mechanismen dar, 

der Tumorzellen nicht nur zu überleben hilft, sondern ihnen sogar eine Resistenz gegen 

Chemotherapeutika ermöglichen kann (Leverkus et al. 2008). Demnach können Mole-

küle, die die intrazelluläre Weiterleitung Todesrezeptor-vermittelter Signale hemmen, 

als Onkogene betrachtet werden (Leverkus et al. 2008). Zu dieser Gruppe gehören somit 

cFLIPs als auch cFLIPL, die, wie bereits erwähnt, rezeptornah die Aktivierung der Initi-

atorcaspase-8 und somit die Weiterleitung der Rezeptor-vermittelten apoptotischen Sig-

nalkaskade verhindern können (Shirley und Micheau 2010). Die These, dass cFLIP eine 

tragende Rolle bei der Entstehung von Tumoren zukommt, wird durch den Nachweis 

erhöhter intrazellulärer Konzentrationen von cFLIP in verschiedenen Tumoren unter-

mauert (Shirley und Micheau 2010). Dies zeigte sich neben dem kolorektalen Karzinom 

auch in Melanomzelllinien sowie in Tumoren des Pankreas, der Ovarien und der Prosta-

ta (Griffith 1998, Elnemr et al. 2001, Hernandez et al. 2001, Xiao et al. 2003, Zhang et 

al. 2004). Somit stellt cFLIP auch einen wichtigen Ansatzpunkt für die Suche nach in-

novativen Tumortherapien dar. 
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1.6 Fragestellung 

Die Resistenz von Tumorzellen gegenüber Apoptose stellt einen zentralen Baustein in 

der Pathogenese von Tumorerkrankungen dar. cFLIP ist ein bedeutender Regulator der 

Apoptose und eine verstärkte Expression kann somit hinweisend auf eine Fehlregulation 

der Apoptose bei der Entstehung und Progression von Tumoren sein. Bisher ist über die 

Expression von cFLIP in Hauttumoren nur wenig bekannt. 

Zur Klärung der Frage inwieweit cFLIP in verschiedenen epithelialen und melanozytä-

ren Hauttumoren exprimiert wird, sollten in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestel-

lungen geklärt werden: 

1. Analyse der Spezifität der zu verwendenden cFLIP-Antikörper in der Immunhisto-

chemie.  

2. Analyse der cFLIP-Expression epithelialer kutaner Tumore (aktinische Keratose, 

Morbus Bowen, Keratoakanthom, Plattenepithelkarzinom inkl. dessen Metastasen, Ba-

salzellkarzinom) anhand von paraffinierten Gewebeschnitten. 

3. Untersuchung der cFLIP-Expression in melanozytären Tumoren (Nävus, unterschied-

liche Melanomtypen und deren Metastasen) anhand von paraffinierten Gewebeschnit-

ten.  
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2 Material und Methoden  

2.1 Material  

2.1.1 Chemikalien 

AEC ImmPACT     Vector Laboratories, Burlingame, USA  

Ampuwa Spüllösung    Fresenius Kabi, Bad Homburg  

Aqua Spüllösung     B. Braun, Melsungen 

Aquatex Eindeckmittel   Merck, Darmstadt 

Bis-Tris Protein Gel 10   Life Technologies, Darmstadt  

CaCl2 Lösung      PromoCell, Heidelberg  

Chloralhydrat     Merck, Darmstadt  

DMEM     Sigma-Aldrich, Steinheim  

DMSO      Sigma-Aldrich, Steinheim  

DPBS       Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA  

ECL      Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA  

EDTA      AppliChem, Darmstadt   

EDTA Puffer pH 9    Dako, Hamburg  

Eosin, gelblich    Merck, Darmstadt  

Ethanol     Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natrium-Pyruvat    Pan Biotech, Aidenbach 

NEA      Pan Biotech, Aidenbach  

FCS      Sigma-Aldrich, Steinheim  

Glutamin     Pan Biotech, Aidenbach  
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Hämatoxylin-Lösung    Sigma-Aldrich, Steinheim   

Hämatoxylin-Pulver     Merck, Darmstadt  

Hepes BSS      PromoCell, Heidelberg  

Horse Serum Blocking Solution 2,5 % Vector Laboratories, Burlingame, USA  

Kalialaun     Merck, Darmstadt  

KGM      PromoCell, Heidelberg  

Magermilchpulver     AppliChem, Darmstadt 

Natriumiodat     Merck, Darmstadt  

NuPAGE® Antioxidant   Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA  

Peroxidase-Blocking Solution   Dako, Hamburg  

Ponceau S     Sigma-Aldrich, Steinheim 

Prestained Protein Standard   Life Technologies, Darmstadt  

Sekundärantikörper, biotinyliert   Dako, Hamburg  

Signal Stain Diluent    Cell Signaling Technology, Cambridge, UK  

Streptavidin-Peroxidase   Dako, Hamburg   

TNS      PromoCell, Heidelberg  

Trypsin/EDTA    Pan Biotech, Aidenbach 

Tween 20      AppliChem, Darmstadt 

 Xylol      Sigma-Aldrich, Steinheim   

Zitronensäure      Merck, Darmstadt  

2.1.2 Geräte und Gebrauchsmaterial  

Autostainer XL ST 5010   Leica, Wetzlar  
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Brutschrank     Heraeus, Hanau  

Dampfgarer „Multi Gourmet“   Braun, Kronberg  

Deckgläschen     Marienfeld, Lauda-Königshofen 

Eindeckautomat CV 5030   Leica, Wetzlar  

Elektrophoreseapparatur   Life Technologies, Carlsbad, USA   

Glaspipetten     Marienfeld, Lauda-Königshofen  

HeraeusTM Megafuge    Thermo Fisher Scientific, Braunschweig  

Inkubationskammer    Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Holland 

Kryoröhrchen     Thermo Fisher Scientific, Braunschweig  

Lichtmikroskop DM IL   Leica, Wetzlar  

Lichtmikroskop Laborlux S   Leica, Wetzlar  

Messbecher Glas 100 ml, 200 ml  Marienfeld, Lauda-Königshofen  

Mikrotom HM 355 S     Thermo Fisher Scientific, Braunschweig    

Neubauzählkammer    Labor Optik, Friedrichsdorf  

Objektträger     R. Langenbrinck, Emmendingen  

Paraffinstreckbad TFB 45   Medite, Burgdorf  

Pipetten 10 μl, 100 μl, 1000 μl   Eppendorf, Hamburg  

Pipettenspitzen    Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettierhilfe „accu-jet pro“    Brand, Wertheim  

Sicherheitswerkbank Nu 440   NuAire, Plymouth, USA   

Vortexer     Bender & Hobein, Zürich, Schweiz 

Wasserbad EH 4 basic   IKA, Staufen  
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Whatman® Papier     GE Healthcare, Little Chalfont, UK   

Zellkulturflaschen     Greiner, Frickenhausen  

12 well chamber     ibidi, Planegg/ Martinsried  

2.1.3 Puffer und Lösungen  

Histologie:  

Eosinlösung   10 g Eosin  

    Aqua dest ad 1000 ml 

 

Hämalaun   1 g Hämatoxilin  

    200 mg Kalilaun  

    50 g Chloralhydrat  

    1 g Zitronensäure  

    1000 ml Aqua dest  

 

PBS    140 mM NaCl 

    8,1 mM Na2HPO4 

    2,7 mM KCl 

    1,5 mM KH2PO4 

Western Blot:  

2× SDS-Probenpuffer  4 % SDS 

    10 % β-Mercaptoethanol  

    20 % Glycerol  
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    0,04 % Bromophenolblau  

    in 0,125 M Trizma-HCl pH 6,8  

 

TBS (pH 7,4)   25 mM Tris 

    137 mM NaCl 

    5 mM KCl 

    7 mM CaCl2 

    0,5 mM MgCl2 

    0,6 mM Na2HPO4 

 

TBS-Tween-Puffer  10×TBS 100 ml 

    Tween 20 1 ml    

    Aqua dest ad 1000 ml  

 

5× SDS-Laufpuffer  30,2 g Tris base  

    18,8 g Glycerin  

    50 ml 20 % SDS 

    Aqua dest ad 2000 ml 

 

Transferpuffer   3,025 g Tris base 

    14,4 g Glycerin 

    200 ml Methanol  
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    Aqua dest ad 1000 ml  

 

Block-Lösung   Magermilchpulver 5 % (w/v) 

    TBS-T ad 1000 ml  

2.1.4 Histologische Präparate  

Das für die immunhistochemischen Untersuchungen verwendete Gewebe stammt aus 

dem Archiv der Klinik für Dermatologie, Venerologie und Allergologie des Universi-

tätsklinikums Würzburg. Insgesamt wurde dabei Material von ca. 240 Patienten unter-

sucht, die sich dort im Zeitraum zwischen 2007 und 2014 in dermatologischer Behand-

lung befanden. Untersucht wurden verschiedene epitheliale (aktinische Keratose, Mor-

bus Bowen, Keratoakanthom, Plattenepithelkarzinom inkl. Metastasen, Basalzellkarzi-

nom) und melanozytäre (Nävus, unterschiedliche Melanomtypen, Metastasen) Tumoren 

der Haut. Die Tumordicke der untersuchten Präparate betrug mindestens 0,3 mm. Bei 

der Identifizierung der Gewebeproben wurden darauf geachtet, dass ein zu analysieren-

der Hauttumor (und nicht mehrere) von je einem Patienten stammt, das galt auch für 

Metastasen. Nach Identifizierung wurden die Proben für die weitere Bearbeitung ano-

nymisiert. Bezüglich der Durchführung an anonymisierten Hautproben bestehen seitens 

der Ethikkommission, Medizinische Fakultät der Universität Würzburg, keine ethischen 

Bedenken (Votum Az. 169/12).   

2.1.5 Zelllinien  

Tumorzelllinie:  

HaCaT :  Humane Keratinozytenzelllinie 

Primäre humane Keratinozyten:  

Verwendet wurden käuflich erworbene, juvenile Keratinozyten der Firma promoCell, 

Heidelberg 

2.1.6 Antibiotika  

Penicillin    PAA Laboratories, Cölbe  
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Streptomycin    PAA Laboratories, Cölbe 

2.1.7 Zellkulturmedien  

DMEM Medium    500 ml  DMEM  

     5 ml   100× nicht essenzielle Aminosäuren 

5 ml  100 mM Natriumpyruvat 

7 ml   mM Glutamin  

     1×105 IE  Penicillin G  

     1×105 IE Streptomycin 

     5 %   FCS  

 

KGM Medium   500 ml  KGM   

     12, 3 ml Supplement Mix  

     105 μl  CaCl2 

     1×105 IE Penicillin G   

     1×105 IE Streptomycin  

      

2.1.8 Antikörper   

2.1.8.1 Primärantikörper  

In dieser Arbeit wurden die folgenden Antikörper verwendet:  

Antigen Spezies monoklonal/ 

polyklonal 

Konzentration Hersteller 

cFLIP Maus monoklonal 

Klon G11 

20 µg/ml (IHC) 

2 µg/ml (WB) 

Santa Cruz  

Biotechnology, Heidelberg 

cFLIP Maus monoklonal  

Klon NF6 

2 µg/ml (WB) Enzo Life Sciences,  

Lörrach 

cFLIP Kaninchen monoklonal  

Klon 

EPR8438(2) 

0,27 µg/ml (WB) Abcam,  

Cambridge, UK 

 

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Antikörper.  
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2.1.8.2 Sekundärantikörper  

Verwendet wurde ein biotinylierter Sekundärantikörper der Firma Dako, Hamburg, der 

sowohl primäre Kaninchen- als auch Mausantikörper erkennt.  

2.2 Methoden  

2.2.1 Histologie  

Bei den zu untersuchenden Proben handelt es sich um formalinfixiertes, paraffineinge-

bettes Gewebe. Mittels eines Rotationsmikrotoms wurden aus den Paraffinblöcken 4 μm 

dünne Schnitte angefertigt. Die so hergestellten Gewebeschnitte wurden je nach Ver-

wendung auf verschiedene, beschriftete Objektträger aufgezogen. Während für die im-

munhistochemischen Färbungen „Super Frost Plus“ Objektträger der Größe 25×75×1 

mm verwendet wurden, kamen für die Hämatoxylin-Eosin (H.E.) Färbung herkömmli-

che Objektträger der Größe 26× 76 mm zum Einsatz. Anschließend wurden die Präpara-

te über Nacht luftgetrocknet und bis zur Verwendung in Setzkästen aufbewahrt.  

2.2.1.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  

Die H.E.-Färbung zählt zu den am häufigsten angewandten Färbemethoden der Histolo-

gie. Mit vergleichsweise geringem Aufwand gelingt es, mithilfe dieser Standardfärbung 

einen ersten Überblick über das zu untersuchende Gewebe zu gewinnen. Zur Kernfär-

bung wird hierbei Hämatoxylin, ein zu den Flavinoiden gehörender Naturfarbstoff aus 

Blauholz verwendet, der Zellkerne blau-violett färbt. Die Zytoplasmafärbung erfolgt 

anschließend in Form einer Gegenfärbung mit dem Xanthenfarbstoff Eosin, wodurch 

unter anderem das Zytoplasma rot gefärbt wird.  

Die maschinell durchgeführte Färbung erfolgte gemäß folgendem Protokoll: Entparaffi-

nieren der Gewebeschnitte für 3×5 Minuten in Xylol und absteigender Alkoholreihe 

(100 %, 95 %, 70 %, 50 %) für je 2 Minuten, sowie 4×1 Minute Rehydrierung in Aqua 

dest. Im Anschluss wurde die Kernfärbung in Hämatoxylin für 4 Minuten durchgeführt, 

gefolgt vom sogenannten „Bläuen“ für 3×5 Minuten in Leitungswasser. Zuletzt erfolgte 

die Zytoplasmafärbung in Form einer Gegenfärbung für 3 Minuten in 1%igem Eosin. 

An einen weiteren Waschschritt schloss sich die aufsteigende Alkoholreihe (50 %, 70 

%, 95 %, 100 %) für 2 Minuten sowie die erneute Inkubation in Xylol für 3×5 Minuten 
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an. Nach Eindecken der Paraffinschnitte konnten diese lichtmikroskopisch beurteilt 

werden.  

2.2.1.2 Immunhistochemie  

Das Ziel der Immunhistochemie besteht darin, Antigene in Gewebeschnitten nachzu-

weisen. Dabei macht man sich die Affinität von Antikörpern zu einer bestimmten Ge-

webeeigenschaft (Epitop) zunutze. Im Idealfall kommt es zu einer spezifischen Bindung 

zwischen Antigen und Antikörper im Sinne eines Antigen-Antikörper-Komplexes. 

Sichtbar gemacht wird diese Reaktion durch Koppelung eines Detektionssystems an den 

Antikörper, wodurch bereits kleine Mengen des Epitops verstärkt dargestellt werden 

können. Unterschieden wird dabei die direkte (Ein-Schritt-) von der indirekten (Zwei-

Schritt-) Methode, wobei letztere Methode den Vorteil einer höheren Sensitivität sowie 

der größeren Auswahl an unkonjugierten Primärantikörpern bietet.  

2.2.1.2.1 LSAB-Methode  

Die „Labeled-Strept-Avidin-Biotin“ (LSAB)-Methode zählt zu den indirekten Metho-

den und umfasst mehrere Einzelschritte. Zunächst wird das Gewebe mit einem unkon-

jugierten Primärantikörper inkubiert, der an das Antigen bindet. Nach einem Wasch-

schritt erfolgt die Zugabe eines mit Biotin markierten Sekundärantikörpers. Dabei 

kommt es durch die Bindung mehrerer Sekundärantikörper an einen Primärantikörper 

zu einer Signalverstärkung. Im Anschluss werden die Gewebeproben mit Avidin oder 

Streptavidin inkubiert. Während es sich bei Avidin um ein aus Hühnereiweiß hergestell-

tes Glykoprotein handelt, ist Streptavidin ein Protein bakteriellen Ursprungs. Beide be-

sitzen vier identische Untereinheiten, wovon jede Untereinheit ein Molekül Biotin bin-

den kann. Bedingt durch die starke Affinität von (Strept-) Avidin gegenüber Biotin er-

folgt die Verknüpfung zwischen biotinyliertem Sekundärantikörper und (Strept-) Avidin 

Peroxidase. Avidin und Streptavidin selbst können beispielsweise mit Enzymen oder 

Fluorochromen markiert werden. Ein sehr gebräuchliches Enzym ist die Meerrettich-

Peroxidase, die Chromogene wie Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) oder Ami-

no-Ethyl-Carbazol (AEC) in farbige Endprodukte überführen kann.  

2.2.1.2.2 Primärantikörper  
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Für die Darstellung von cFLIPS/L in humanem Gewebe wurde nach Austestung aller 

drei genannten Primärantikörper (vgl. 2.1.8.1 Primärantikörper sowie 3.1.2 

Immunhistochemie) der monoklonale, aus der Maus stammender Antikörper der Firma 

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, verwendet. Dieser richtet sich gegen die 

Aminosäuren 1 bis 202 von FLIP humanen Ursprungs. Die Verdünnung des 

verwendeten Antikörpers betrug 1:10 (ca. 20 µg/ml) in 1 % „normal horse serum“ 

(NHS).  

2.2.1.2.3 Optimierung des Färbeprotokolls 

Um ein bestmögliches Ergebnis zu erreichen, wurden folgende Variablen optimiert: 

Kochzeit zur Antigendemaskierung, Konzentration des Primärantikörpers und Färbeme-

thode. Das beste Färbeergebnis zeigte sich nach mehreren Probefärbungen bei einer 

Kochzeit von 20 Minuten in EDTA-Puffer (pH 9), eine Verdünnung des Primärantikör-

pers in einer Konzentration von 1:10 (entspricht einer finalen Konzentration von 20 

μg/ml) sowie der Anwendung der bereits beschriebenen LSAB-Methode. Die Verdün-

nung des Primärantikörpers erfolgte in 1 % NHS.  

2.2.1.2.4 Färbeprotokoll cFLIP 

Vor Beginn der eigentlichen Färbung wurden die Gewebeschnitte jeweils 3×5 Minuten 

in Xylol entparaffiniert und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe (100 %, 

95 %, 70 %, 50 %) für je 2 Minuten, sowie 4×1 Minute in Aqua dest. rehydriert. Zur 

Vermeidung des Austrocknens der Schnitte wurden alle Inkubationsschritte in einer 

feuchten Kammer vorgenommen. Um eine Demaskierung des zu untersuchenden Anti-

gens zu erreichen, wurden die Präparate für 20 Minuten in EDTA-Puffer (pH 9) im 

Dampfgarer gekocht. Nach 20-minütigem Abkühlen erfolgte ein Waschvorgang von 

2×5 Minuten in PBS. Zur Verringerung von Hintergrundfärbungen erfolgte sowohl ein 

Blocken unspezifischer Bindungen des Sekundärantikörpers mittels „normal horse se-

rum blocking solution“ (2,5 %) (Inkubationszeit 30 Minuten, anschließend Waschvor-

gang 2×5 Minuten PBS) als auch der endogenen Peroxidase mittels Peroxidase-

Blocking Solution (Inkubationszeit 30 Minuten, anschließend Waschvorgang 2×5 Mi-

nuten PBS). Erst danach folgten die Färbeschritte nach der bereits vorgestellten LSAB-

Methode, die folgende Einzelschritte umfasst:  
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1. Primärantikörper 

2. biotinylierter Sekundärantikörper  

3. LSA-Konjugat  

4. Chromogen  

5. Gegenfärbung  

 

Dabei wurden folgende Inkubationszeiten gewählt: Inkubation des Primärantikörpers 

über Nacht (14 h), 30 Minuten Inkubation mit dem biotinylierten Sekundärantikörper, 

30 Minuten Inkubation mit dem Streptavidin-Peroxidase-Komplex, sowie 30 Minuten 

Inkubation mit dem hier verwendeten Chromogen AEC (angesetzt gemäß den Angaben 

des Herstellers Vector Laboratories). AEC wird durch die Enzymaktivität der Peroxi-

dase in ein rötliches Endprodukt überführt. Die verwendete Menge an Substanz betrug 

pro Schnitt jeweils 100 μl. Außerdem wurde zwischen jedem Färbeschritt ein Wasch-

vorgang von 2×5 Minuten in PBS durchgeführt.  

Abschließend erfolgte die Gegenfärbung mit Hämatoxylin für 7 Sekunden, gefolgt von 

5-minütigem „Bläuen“ unter fließendem Leitungswasser. Eingedeckt wurden die Ge-

webeschnitte mit dem wässrigen Eindeckmittel Aquatex.  

2.2.1.2.5 Kontrollen  

2.2.1.2.5.1 Positivkontrolle  

Als Positivkontrolle bezeichnet man einen Gewebeschnitt, der das gesuchte Antigen 

sicher enthält. Zu diesem Zweck wurde hier ein Schnittpräparat eines humanen Plat-

tenepithelkarzinoms der Haut mit bekannter Positivität verwendet. Dieses Präparat wur-

de zur Qualitätskontrolle bei jedem Färbedurchlauf auf einem gesonderten Objektträger 

mitgeführt.  

2.2.1.2.5.2 Negativkontrolle  

Negativkontrollen dienen zur Aufdeckung unspezifischer Reaktionen. Die gebräuchli-

chere und hier eingesetzte Methode ist das Austauschen des Primärantikörpers durch 

Normalserum (Serum derselben Spezies vor der Immunisierung) in einem zusätzlich 

mitgeführten Gewebeschnitt. Zum Einsatz kam Maus-IgG in derselben Konzentration 
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des Primärantikörpers, ebenfalls gefolgt vom regulären Färbeprotokoll. Dabei zeigten 

sich konsistent negative Ergebnisse. 

2.2.1.2.6 Histologische Auswertung 

Um die Qualität der Färbung zu gewährleisten, erfolgte vor Beginn der eigentlichen 

Auswertung zunächst die Überprüfung der bei jedem Färbedurchgang mitgeführten Po-

sitiv- und Negativkontrolle. Erst danach wurden die immunhistochemisch gefärbten 

Schnittpräparate von zwei Bewertern unabhängig voneinander sowie ohne Kenntnis des 

vorgelegten Materials lichtmikroskopisch ausgewertet. Dazu wurde zunächst bei 25-

facher Vergrößerung der repräsentative Ausschnitt des Tumors aufgesucht und bei 100-

facher Vergrößerung analysiert. Zur erweiterten Beurteilung der Präparate wurden in 

Einzelfällen auch die H.E.-gefärbten Standardschnitte hinzugezogen. Die Gewebe-

schnitte wurden entsprechend dem prozentualen Anteil gefärbter Zellen sowie der In-

tensität der Färbereaktion bewertet. Für die Intensität der Färbereaktion wurde folgender 

Score herangezogen: 0 für keine, 1 für schwache, 2 für mäßige und 3 für starke Anfär-

bung. Um einer möglichen Variabilität der Färbeintensität in den einzelnen Durchgän-

gen gerecht zu werden, wurde diese immer im Verhältnis zur Intensität der Positivkon-

trolle beurteilt. Es wurden nur diejenigen Präparate als positiv gewertet, deren Anteil 

positiver Zellen ≥ 30 % betrug und deren Färbeintensität mindestens mäßig war. 

2.2.2 Zellkultur 

2.2.2.1 Kultivieren und Passagieren der Zelllinien 

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 im Brut-

schrank kultiviert. Außerdem wurden alle Arbeitsschritte mit Zelllinien unter sterilen 

Bedingungen durchgeführt.  

Tumorzelllinie HaCaT 

Für die adhärent wachsende Zelllinie HaCaT wurde als Zellkulturmedium DMEM ver-

wendet. Vor Verwendung wurde das Kulturmedium im Wasserbad auf 37 °C erwärmt, 

ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 2-3 Tage. Um optimale Wachstumsbedin-

gungen garantieren zu können, mussten die Zellen nach Erreichen einer gewissen Zell-

dichte geteilt werden. Der Zeitpunkt wurde dabei in Abhängigkeit von den spezifischen 
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Eigenschaften der Zellen gewählt, adhärent wachsende Zellen sollten ungefähr bei einer 

Konfluenz von 70-80 % passagiert werden. Dazu wurden zunächst alle benötigten Rea-

genzien im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Im Anschluss musste das alte Medium abge-

saugt und die Zellen in PBS gewaschen werden. Danach wurde der Monolayer mit 5 ml 

EDTA überschichtet, dieses wurde nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten im Brut-

schrank wieder abgesaugt. Um den Zellrasen enzymatisch von seiner Unterlage zu lö-

sen, erfolgte im nächsten Schritt die Zugabe von 5 ml einer Trypsin/EDTA-Lösung. 

Diese wurde ebenfalls vor Verwendung im Wasserbad auf 37 °C erwärmt, da diese 

Temperatur dem Aktivitätsoptimum von Trypsin entspricht. Die enzymatische Reaktion 

wurde nach 5-minütiger Inkubation durch die Zugabe von 5 ml Medium abgestoppt. 

Nach Zentrifugation bei 250 × g für 5 Minuten und einer Temperatur von 4 °C sowie 

Absaugen des Überstandes wurde das Pellet in ein definiertes Volumen neuen Mediums 

überführt und auf neue Kulturflaschen verteilt.  

Humane primäre Keratinozyten 

Als Kulturmedium wurde für die Keratinozyten „Keratinocyte Growth Medium“ 

(KGM) verwendet, welches vor Gebrauch auf 37 °C erwärmt und alle 2-3 Tage erneuert 

wurde. Bei ca. 80 % Konfluenz der Zellen wurden diese passagiert. Dazu wurden das 

Kulturmedium sowie alle Komponenten des verwendeten Deteach Kits (enthält HEPES 

BSS, Trypsin/EDTA Lösung sowie TNS Lösung) der Firma PromoCell im Wasserbad 

auf 37 °C erwärmt. Nach Absaugen des Überstandes des alten Mediums sowie Waschen 

der Zellen in BSS erfolgte die Zugabe von 10 ml der Trypsin/EDTA-Lösung. Die en-

zymatische Ablösung der adhärent wachsenden Zellen wurde nach einer Inkubationszeit 

von 10-15 Minuten bei Raumtemperatur durch die Zugabe von TNS beendet. Die so 

vorbehandelten Zellen wurden in ein Falcontube überführt und für 3 Minuten bei 400 × 

g zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurde das Zellpellet in frischem Zell-

kulturmedium resuspendiert und zur Weiteranzucht auf Zellkulturflaschen verteilt.  

2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl  

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauzählkammer. Dazu wurden 

20 μl der jeweiligen Zellsuspension mit 20 μl einer 0,5%igen Trypanblau-Lösung ge-

mischt. Der Farbstoff Trypanblau wird nur von toten Zellen aufgenommen und erlaubte 

somit eine Differenzierung zwischen toten, blau gefärbten und lebenden, ungefärbten 
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Zellen. Um die Zellen auszählen zu können, wurde zunächst das Zählnetz der Kammer 

mit der gefärbten Zellsuspension befüllt. Danach konnten unter dem Lichtmikroskop bei 

10-facher Vergrößerung vier Großquadrate ausgezählt werden. Zur Berechnung der 

Zelldichte (Zellen/ml) muss der Mittelwert der Zellzahl in den einzelnen Großquadraten 

mit dem Verdünnungsfaktor 2 (1:2 Verdünnung mit der Trypanblau-Lösung) und dem 

Volumenfaktor 104 multipliziert werden.  

2.2.2.3 Auftauen der Zelllinien  

Tumorzelllinie HaCaT 

Um die in flüssigem Stickstoff konservierten Zellen aufzutauen, wurde zunächst das 

entsprechende Zellkulturmedium im Wasserbad auf 37 °C erwärmt. Die in Kryoröhr-

chen eingefrorenen Zellen wurden dann durch Zugabe des vorgewärmten Mediums so-

wie zügiges Auf- und Abpippetieren aufgetaut. Daraufhin erfolgte die Zentrifugation 

der Zellsuspension für 5 Minuten bei 250 × g. Nach Verwerfen des Überstandes wurde 

das Zellpellet in frischem Medium für die weitere Kultivierung resuspendiert.  

Humane primäre Keratinozyten  

Für das Auftauen der Keratinozyten wurde eine 75 cm2 Zellkulturflasche mit 30 ml Me-

dium befüllt und für 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 vorequilibriert. Danach wurden 

die aufzutauenden Zellen für ca. 90 Sekunden im Wasserbad erwärmt und nach Zentri-

fugation (analog zu den Tumorzelllinien) in die bereits vorbereitete Zellkulturflasche 

überführt.  

2.2.2.4 Einfrieren der Zelllinien  

Tumorzelllinie HaCaT  

Das verwendete Einfriermedium setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 

40 % Kulturmedium (DMEM), 50 % FCS sowie 10 % DMSO. Da das verwendete Ge-

frierschutzmittel DMSO bei Raumtemperatur zytotoxisch ist, wurde darauf geachtet, 

mit vorgekühltem Gefriermedium zu arbeiten. Nach Zentrifugation und Entfernen des 

Überstandes wurden die einzufrierenden Zellpellets vorsichtig im Gefriermedium resus-

pendiert. Die so befüllten und vorher beschrifteten Kryoröhrchen wurden zunächst für 
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24 Stunden bei -80 °C gekühlt und am nächsten Tag zur Langzeitlagerung in flüssigen 

Stickstoff überführt.  

Primäre humane Keratinozyten 

Das Einfrieren der Keratinozyten erfolgte weitestgehend analog zu den Tumorzelllinien. 

Als Einfriermedium wurde ein Medium der Firma PromoCell verwendet. Nach enzyma-

tischem Ablösen der adhärent wachsenden Zellen, Zentrifugation und Einstellen der 

Zellzahl pro Kryoröhrchen auf 5×105/ml erfolgte auch hier nach 24-stündiger Kühlung 

bei -80 °C die Überführung der zu lagernden Zellen in flüssigen Stickstoff.  

2.2.2.5 Kultur der Zellen auf gekammerten Objektträgern  

In der vorliegenden Arbeit wurden sterile Objektträger der Firma ibidi im 12-well For-

mat verwendet. Zur Vorbereitung wurden diese zunächst bei Raumtemperatur für 

10 Minuten mit 100 μl 0,01%igem Poly-L-Lysine (PLL) pro well beschichtet. Nach 

einem Waschschritt mit PBS wurden die Objektträger unter der Sterilbank offen ge-

trocknet. Im Anschluss wurden pro well jeweils 1×105 Zellen gelöst in 100 μl PBS pi-

pettiert. Danach erfolgte die Zentrifugation der Objektträger bei 250 × g für 10 Minuten 

bei einer Temperatur von 4 °C, gefolgt von vorsichtigem Absaugen des PBS-

Überstandes. Zur Fixierung der Zellen wurden die Objektträger 30 Minuten lang mit 

3,5%igem Formalin inkubiert. Nach Absaugen des Formalinüberstandes wurden die 

Objektträger schließlich 30 Minuten lang offen unter dem Abzug getrocknet. Die so 

hergestellten Objektträger wurden im Anschluss demselben immunhistochemischen 

Färbeprotokoll unterzogen wie das formalinfixierte, paraffineingebette Gewebe (vgl. 

2.2.1.2.4 Färbeprotokoll cFLIP).  

 2.2.3 Western Blot  

Die Methode des Western Blots dient dazu, einzelne Proteine innerhalb eines Protein-

gemisches zu identifizieren und umfasst folgende Einzelschritte: Nach Vorbereitung der 

zu verwendenden Proben wird das Proteingemisch zunächst mittels einer SDS-

Gelelektrophorese entsprechend Größe und elektrischer Ladung in Proteinbanden aufge-

trennt. Im nächsten Schritt erfolgt dann das eigentliche „Blotten“. Darunter versteht 

man den Transfer der zuvor aufgetrennten Proteine auf eine (Nitrocellulose-) Membran. 
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Anschließend können die zu untersuchenden Antigene mittels immunhistochemischer 

Färbemethoden detektiert werden.  

2.2.3.1 Herstellung der Zelllysate 

Zur Herstellung der Zelllysate wurden die Zellen zunächst entsprechend Punkt 2.2.2.2 

Kultivieren und Passagieren der Zelllinien vorbehandelt und bei ca. 70-80 % Konfluenz 

in den Versuch eingesetzt. Hierfür wurden die mit Hilfe der EDTA/Trypsin-Lösung 

enzymatisch abgelösten Zellen in PBS gewaschen, zentrifugiert und die Zellzahl be-

stimmt. Zur Vorbereitung auf die SDS-Gelelektrophorese wurden jeweils 5×105 Zellen 

in 500 μl 2×-SDS Probenpuffer (Laemmli Puffer) resuspendiert und 5 Minuten lang bei 

95 °C gekocht. Nach kurzem Kühlen auf Eis erfolgte eine erneute Zentrifugation für 

5 Minuten bei 250 × g. Das so gewonnene Zelllysat wurde entweder sofort verwendet 

oder bei -20 °C gelagert.  

2.2.3.2 SDS-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine diskontinuierli-

che SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970) durchgeführt. Dabei durch-

laufen die aufzutrennenden Proteine zunächst ein niedrig prozentiges Sammelgel, um 

anschließend in einem höher prozentigen Trenngel entsprechend ihres Molekularge-

wichtes aufgetrennt zu werden. Im vorliegenden Versuch wurde hierzu ein vorgefertig-

tes Polyacrylamidgel (4-12 % Bis-Tris Protein Gel) mit 10 Kammern verwendet. Nach 

Spülen der Taschen wurden diese mit jeweils 15 μl der vorbereiteten Proben befüllt, 

zusätzlich wurde eine Kammer mit 10 μl Proteinstandard geladen. Durch das Mitführen 

eines Proteinstandards konnten die Western Blot-Banden den entsprechenden Moleku-

largewichten zugeordnet werden. Das so vorbereitete Gel wurde anschließend in die mit 

Laufpuffer (25 ml 20x MES, 475 ml dH2O) befüllte Elektrophoresekammer eingebracht 

und zur Auftrennung der Proteine eine Spannung von 90 V angelegt. Nach 10 Minuten 

erfolgte eine Erhöhung der Spannung auf konstant 130 V für ca. 90 Minuten. Sobald die 

Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die SDS- Gelelektrophorese gestoppt.   

2.2.3.3 Membrantransfer 

Im Anschluss an die SDS-Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Proteine auf eine 

Membran. Dazu wurde zunächst das auf die richtige Größe zugeschnittene Polyac-
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rylamid-Gel auf eine mit Transferpuffer äquilibrierte Nitrocellulose-Membran aufge-

bracht. Umgeben von ebenfalls in Transferpuffer getränktem Filterpapier wurde der 

Membran-/Gelkomplex unter Vermeidung von Luftblasen in die Blotkammer einge-

spannt. Diese wurde mit Transferpuffer gefüllt und für 60 Minuten eine Spannung von 

konstant 30 V angelegt, um die Proteine auf die Membran zu transferieren. Die Kontrol-

le des Proteintransfers erfolgte mittels einer Färbung mit Ponceau S-Lösung. Dazu wur-

de die Membran nach dem Blotten 10 Minuten in der Ponceau S-Lösung geschwenkt, 

danach mit H2O entfärbt, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar wurden. Nach fotogra-

fischer Dokumentation des Ergebnisses wurde die Membran 1× 5 Minuten in TBS-

Tween entfärbt und gewaschen. Die Blots wurden entweder direkt weiterverwendet 

oder bis zum Gebrauch auf Whatman-Papier getrocknet und gelagert.  

2.2.3.4 Antikörperdetektion   

Um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen, erfolgte zunächst das Blocken der 

Membran mit 5 % Magermilch/TBS-Tween für 60 Minuten. Anschließend wurde die 

Membran unter ständigem Schütteln 3 × 5 Minuten in TBS-Tween gewaschen und da-

nach über Nacht unter ebenfalls ständigem Schwenken mit dem in Magermilch ver-

dünnten Primärantikörpern inkubiert. Dabei wurde der monoklonale Antikörper der 

Firma Santa Cruz Biotechnology (Klon G11) in einer Verdünnung von 1:10 (entspricht 

2 μg/ml), der Antikörper der Firma Enzo Life Sciences (Klon NF6) in einer Verdün-

nung von 1:500 (entspricht 2 μg/ml) und der Antikörper der Firma Abcam (Klon 

EPR8438(2)) in einer Verdünnung von 1:1000 (entspricht 0,27 μg/ml) in 5 % Mager-

milchpulver verwendet. Am nächsten Tag wurde der überschüssige Primärantikörper 

durch erneutes Waschen in TBS-Tween entfernt und der jeweilige Peroxidase-

gekoppelte Sekundärantikörper (anti-rabbit, anti-mouse) im Verhältnis 1:2000 in 5 % 

Magermilch verdünnt aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten und ei-

nem erneuten Waschschritt erfolgte schließlich die Immunodetektion der nachzuwei-

senden Proteine unter Anwendung eines „Enhanced Chemiluminescence“ (ECL)-Kits 

gemäß den Herstellerangaben. Direkt im Anschluss erfolgte die Belichtung der Rönt-

genfilme mit anschließender Entwicklung. 
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3 Ergebnisse  

In bisherigen Arbeiten erfolgte üblicherweise der Nachweis von cFLIP mittels Western 

Blot Analysen (Irmler et al. 1997, Griffith et al. 1998, Scaffidi et al. 1999, Kamarajan et 

al. 2003, Leverkus et al. 2003). Daher war ein erstes Ziel der vorliegenden Arbeit, zu-

nächst die Spezifität von käuflich erworbenen cFLIP-Antikörpern bei der Verwendung 

von formalinfixierten und paraffinierten Gewebeproben zu bestimmen. Hierzu wurden 

etablierte cFLIP-überexprimierende HaCaT-Keratinozyten (Diessenbacher et al. 2008, 

Armbruster et al. 2009) verwendet, mit denen zum einen Western Blot-Analysen, zum 

anderen die Detektionseigenschaften nach Formalinfixierung der Zelllinien in situ, d.h. 

auf einem Objektträger, bestimmt wurden. 

3.1 Spezifität des verwendeten Antikörpers  

3.1.1 Western Blot  

Für die späteren immunhistochemischen cFLIP-Analysen wurden zwei monoklonale 

Maus-Antikörper verschiedener Hersteller sowie ein monoklonaler Kaninchen-

Antikörper ausgewählt. Vorausgegangene Publikationen belegen die Eignung des mo-

noklonalen Maus-Antikörpers Klon G11 für die Detektion von cFLIP im Western Blot 

(Mathas et al. 2004, Braun et al. 2015). Braun et al. konnten zudem zeigen, dass der 

Antikörper sowohl cFLIPL als auch cFLIPS nachweist (Braun et al. 2015). Auch der 

zweite verwendete monoklonale Maus-Antikörper Klon NF6 fand bereits mehrfach in 

Western Blot Analysen Anwendung und weist ebenfalls beide Splicevarianten nach 

(Scaffidi et al. 1999, Leverkus et al. 2003, Wachter et al. 2004, Geserick et al. 2008, 

Kavuri et al. 2011). Dem monoklonalen Kaninchen-Antikörper Klon EPR8438(2) wur-

de von Herstellerseite eine hohe Spezifität attestiert, allerdings wurden bislang für die-

sen Antikörper noch keine Daten hinsichtlich der Detektion von cFLIP im Western Blot 

veröffentlicht. Für die Analyse der verschiedenen cFLIP-Antikörper wurden die Protei-

nextrakte folgender Zelllinien elektrophoretisch aufgetrennt: cFLIPL-, cFLIPS- und den 

Leervektor PINCO überexprimierende HaCaT-Keratinozyten sowie zwei unabhängige 

Chargen primärer humaner Keratinozyten (nKC#1 und nKC#2). Wie in Abbildung 7 

ersichtlich, zeigte sich bei den cFLIPL-überexprimierenden HaCaT-Keratinozyten unter 

Verwendung der beiden monoklonalen Maus-Antikörper (G11, NF6) eine spezifische, 

singuläre Bande mit einem Molekulargewicht von 55 kDa. Hingegen zeigte sich bei 
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Verwendung des monoklonalen Kaninchen-Antikörpers eine deutliche Bande bei einem 

Molekulargewicht von ca. 59 kDa. In Analogie zu publizierten Daten detektierten die 

beiden monoklonalen Maus-Antikörper spezifisch cFLIPS mit einem Molekulargewicht 

von 26 kDa. Diese cFLIP-Isoform wurde von dem monoklonalen Kaninchen-

Antikörper nicht erkannt. Konsistent fand sich unter Verwendung der Leervektor-

tragenden HaCaTs (PINCO) ein negatives Ergebnis für cFLIPL und cFLIPS bei Ge-

brauch der beiden monoklonalen Maus-Antikörper, wohingegen sich auch hier für den 

monoklonalen Kaninchen-Antikörper ein Signal bei 59 kDa ergab. Bei beiden Chargen 

primärer humaner Keratinozyten (nKC#1 und nkC#2) zeichnete sich unter Verwendung 

der monoklonalen Maus-Antikörpern eine Bande bei 55 kDa ab. Die im Vergleich zu 

den Leervector-tragenden HaCaT-Zellen (PINCO) verstärkte Intensität der Bande ist 

dadurch bedingt, dass primäre Keratinozyten üblicherweise eine höhere Konzentration 

an cFLIP aufweisen (Dissenbacher et al. 2008). Konträr zu diesem Ergebnis zeigt sich 

unter Verwendung des monoklonalen Kaninchen-Antikörpers bei den nKCs eine nicht 

näher spezifizierbare Bande bei 59 kDa. Zudem ist die Intensität der Banden nahezu 

identisch mit den Banden der übrigen untersuchten Zelllinien. Als interne Ladekontrolle 

wurde das „house-keeping-gene“ β-Tubulin (50 kDa) mitgeführt, dass mit geringer Ab-

weichung bei den PINCO-Zellen die gleichmäßige Beladung an Proteinextrakt pro auf-

getrennter Spur belegt.  

 

Abbildung 7: Western Blot Analyse der monoklonalen Antikörper Klon G11, Klon NF6 sowie 

EPR8438(2). Untersucht wurden jeweils cFLIPL-, cFLIPS- und den Leervektor PINCO-

überexprimierende HaCaT-Zellen sowie zwei unterschiedliche Chargen primärer humaner Keratinozyten 

(nKC#1 und nKC#2). Unter Verwendung von Klon EPR8438 (2) zeigte sich eine unspezifische Bande, 

wohingegen Klon G11 und NF6 die Isoformen cFLIP-long (cFLIPL) und cFLIP-short (cFLIPS) spezifisch 

detektieren. Das „house-keeping-gene“ β-Tubulin diente als interne Ladekontrolle.  
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Unter Berücksichtigung des Ergebnisses der Western-Blot Analyse lassen sich somit 

folgende Schlussfolgerungen treffen: wie bereits in vorausgegangen Publikationen be-

schrieben, detektieren die untersuchten monoklonalen Maus-Antikörper G11 und NF6 

spezifisch beide Isoformen von cFLIP. Im Gegensatz dazu ist der monoklonale Kanin-

chen-Antikörper EPR8438(2) nicht geeignet für die Analyse von cFLIP.  

3.1.2 Immunhistochemie 

Im weiteren Verlauf wurde die Eignung der Antikörper NF6 und G11 für immunhisto-

chemische Analysen überprüft. Hierbei ergaben sich über das dargelegte Protokoll (vgl. 

2.2.1.2.4 Färbeprotokoll cFLIP) konsistent positive Befunde unter Verwendung des 

Klons G11. Daher werden im Weiteren die Ergebnisse unter Verwendung dieses Klons 

dargestellt. Um die Immunhistochemie möglichst realitätsgetreu mit einer Positivkon-

trolle durchzuführen, wurden o.g. Zelllinien auf speziellen Objektträgern kultiviert und 

schließlich in situ mit Formalin fixiert. Die immunhistochemische Analyse ergab, dass 

Klon G11 zuverlässig cFLIPs und cFLIPL in entsprechend überexprimierenden HaCaT-

Zellen detektiert (siehe Abb. 8). Als Negativkontrolle diente Serum derselben Spezies 

vor der Immunisierung, in diesem Fall also Maus-IgG.  

 

Abbildung 8: Immunhistochemie cFLIP-überexprimierender HaCaT-Zellen. cFLIPL und cFLIPS werden 

durch den monoklonalen Maus-Antikörpers G11 detektiert (B, C). Den Leervektor PINCO tragende 

HaCaT-Zellen (A) sowie Serum derselben Spezies vor Immunisierung (D-F) dienten als Negativkontrolle 

(400-fache Vergrößerung).  
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Zusammenfassend decken sich die immunhistochemischen Ergebnisse mit denen der 

Western Blot-Analyse, was belegt, dass der Klon G11 spezifisch die beiden Splicevari-

anten cFLIPL und cFLIPS nachweist.  

3.2 cFLIP-Expression kutaner Tumoren  

In den vergangenen Jahrzehnten ist eine deutliche Zunahme der Inzidenz von Hauttu-

moren zu verzeichnen (Leiter und Garbe 2008, Tarallo et al. 2008, Gurney und 

Newlands 2014). Die Gründe dafür sind vielfältig. Neben veränderten Freizeitaktivitä-

ten, Änderungen des Bekleidungsstils, einer verlängerten Lebenserwartung und der 

Ozondepletion spielen auch genetische Faktoren sowie eine längerfristige (in der Regel 

iatrogene) Immunsuppression eine entscheidende Rolle (Leiter und Garbe 2008). Si-

cherlich ist auch die Einführung von Hautscreening-Programmen in einigen Ländern 

mitverantwortlich für die steigende Zahl von Neuerkrankungen (Lomas et al. 2012).  

Um der Frage nachzugehen, inwieweit möglicherweise das anti-apoptotische Molekül 

cFLIP zu einer Apoptoseresistenz kutaner Hauttumore beiträgt, erfolgten immunhisto-

chemische Analysen epithelialer und melanozytärer Tumoren.  

3.2.1 Epitheliale Tumoren 

Bislang konnten bereits in einigen epithelialen Tumoren erhöhte Mengen cFLIP nach-

gewiesen werden (Shirley und Micheau 2010). Dazu zählen neben dem Kolonkarzinom 

auch Malignome des Pankreas und der Harnblase sowie das Adenokarzinom der Lunge 

(Elnemr et al. 2001, Hernandez et al. 2001, Korkolopoulou et al. 2004, Salon et al. 

2006). Weitaus weniger bekannt ist bisher über die Expression von cFLIP in epithelia-

len kutanen Tumoren der Haut. Daher erfolgte in der folgenden Arbeit die Analyse ver-

schiedener epithelialer Tumoren hinsichtlich der Expression von cFLIP. Untersucht 

wurden jeweils 20 Präparate folgender Tumorentitäten: Basalzellkarzinom (BCC), akti-

nische Keratose (AK), Morbus Bowen (MB), Keratoakanthom (KA), Plattenepithelkar-

zinom (PEC) sowie Metastasen des Plattenepithelkarzinoms. 

Interessanterweise konnte in keinem der analysierten Basalzellkarzinome cFLIP im-

munhistochemisch nachgewiesen werden (Tab. 2 und Abb. 9), wohingegen in jeweils 

acht von 20 Fällen bei aktinischen Keratosen und dem M. Bowen eine Expression be-

legt werden konnte. In Einklang mit den bislang publizierten Daten zur cFLIP-
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Expression in epithelialen Geweben zeigte sich in 100% der Keratoakanthome (TD von 

1,2 mm bis 7,0 mm ± 1,44 SD) eine zum Teil erhebliche Expression von cFLIP (Tab. 2 

und Abb. 9), was sich in 95% der Fälle auch für die überwiegend gut differenzierten 

Plattenepithelkarzinome (TD von 0,7 mm bis 10,0 mm ± 2,57 SD) bestätigte. 

Die hohe Rate einer cFLIP-Überexpression im primären kutanen Plattenepithelkarzinom 

deckt sich mit dem Befund, dass alle untersuchten metastasierten Plattenepithelkarzi-

nome der Haut cFLIP exprimierten. 

 

 

Epithelialer Tumor cFLIP-Expression 

Basalzellkarzinom 0/20 (0 %) 

aktinische Keratose  8/20 (40 %) 

Morbus Bowen 8/20 (40 %) 

Keratoakanthom 20/20 (100 %) 

kutanes Plattenepithelkar-

zinom 
19/20 (95 %) 

Plattenepithelkarzinom- 

metastase 
10/10 (100 %) 

 

Tabelle 2: cFLIP-Expression in epithelialen Tumoren der Haut.  
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Abbildung 9: cFLIP-Expression in epithelialen Tumoren (200-fache Vergrößerung). AK = Aktinische 

Keratose, BCC = Basalzellkarzinom, KA = Keratoakanthom, M. Bowen = Morbus Bowen, PEC = Plat-

tenepithelkarzinom 
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3.2.2 Melanozytäre Tumoren 

Die bisherigen Untersuchungen bezüglich der cFLIP Expression in melanozytären Tu-

moren der Haut beschränken sich nahezu ausschließlich auf die Analyse von Zelllinien. 

Daher erfolgte in der vorliegenden Arbeit die immunhistochemische Analyse mela-

nozytärer Tumoren der Haut. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die verschie-

denen Subtypen des malignen Melanoms gelegt, um zu untersuchen, ob und inwiefern 

sich die cFLIP-Expression zwischen den verschiedenen Subtypen unterscheidet. Kli-

nisch und histologisch können vier verschiedene Subtypen unterschieden werden: das 

superfiziell spreitende Melanom (SSM), das noduläre Melanom (NM), das Lentigo-

maligna Melanom (LMM) sowie das akral-lentiginöse Melanom (ALM). Die Auswahl 

der untersuchten Melanommetastasen erfolgte ohne Kenntnis über den histologischen 

Subtyp des Primärtumors. 

Die immunhistochemische Analyse melanozytärer Tumoren führte zu folgendem Er-

gebnis: In sieben der 20 untersuchten Nävi konnte cFLIP nachgewiesen werden (Tab. 3 

und Abb. 10). Bezüglich der Subtypen des malignen Melanoms ließ sich folgende Aus-

sage treffen: drei von 20 Präparaten des superfiziell spreitenden Melanoms (TD von 0,6 

mm bis 4,5 mm± 0,93 SD) zeigten sich immunhistochemisch positiv für cFLIP. Ähnlich 

war die Anzahl der positiven Lentigo-maligna-Melanome (TD von 0,3 mm bis 5,0 mm 

± 1,41 SD). Hier konnte ebenfalls in drei von 20 Präparaten cFLIP nachgewiesen wer-

den. Außerdem gelang in fünf von 20 untersuchten Präparaten des akral-lentiginösen 

Melanoms (TD von 1,0 mm bis 7,0 mm ± 1,66 SD) der Nachweis von cFLIP. Einen 

weitaus höheren Prozentsatz cFLIP-positiver Präparate ergab die Analyse des nodulären 

Melanoms (TD von 1,2 mm bis 6,0 mm ± 1,75 SD) mit 13 von 20 positiven Präparaten. 

Außerdem konnte cFLIP in zwölf der 20 untersuchten Melanommetastasen nachgewie-

sen werden.  

 

 

 

 

 

 

Tabelle 3: cFLIP-Expression in melanozytären Tumoren. 

Melanozytärer Tumor cFLIP-Expression 

Nävuszellnävus 07/20 (35 %) 

Superfiziell spreitendes Melanom 3/20 (15 %) 

Lentigo-maligna-Melanom  2/20 (10 %) 

Noduläres Melanom  13/20 (65 %) 

Akral-lentiginöses Melanom  5/20 (25 %) 

Melanommetastase 12/20 (60 %) 
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Abbildung 10: cFLIP-Expression in melanozytären Tumoren (200-fache Vergrößerung). ALM = akral 

lentiginöses Melanom, LMM = Lentigo maligna Melanom, NM = noduläres Melanom, NZN = Nävus-

zellnävus, SSM = superfiziell spreitendes Melanom 
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Darüber hinaus erfolgte in insgesamt zehn Fällen die immunhistochemische Analyse 

sowohl des Primärtumors als auch einer zugehörigen Melanommetastase desselben Pa-

tienten. Bei dem Primarius handelte es sich in sechs Fällen um ein superfiziell spreiten-

des Melanom und in zwei Fällen um ein noduläres Melanom.  In zwei weiteren Fällen 

war eine eindeutige Klassifizierung des Primarius nicht möglich. Bei den untersuchten 

Melanommetastasen handelte es sich um drei subkutane, zwei dermale sowie fünf 

Lymphknotenmetastasen. In insgesamt sechs Fällen gelang weder im Primarius noch in 

der jeweiligen Melanommetastase der Nachweis von cFLIP. In einem superfiziell sprei-

tenden Melanom mit einer Tumordicke von 2,5 mm konnte eine Expression von cFLIP 

belegt werden, während die zugehörige Lymphknotenmetastase sich immunhistoche-

misch negativ für cFLIP zeigte (Tab. 4). Umgekehrt konnte in einem weiteren Primär-

tumor dessen Klassifizierung nicht eindeutig möglich war, cFLIP nicht detektiert wer-

den, wohingegen sich hier die Lymphknotenmetastase immunhistochemisch positiv für 

cFLIP zeigte. In zwei weiteren Fällen, einem regressiv veränderten, superfiziell sprei-

tenden Melanom, Tumordicke 0,7 mm, sowie einem nodulären Melanom, Tumordicke 

0,9 mm, gelang sowohl im Primärtumor als auch in den jeweiligen Metastasen (einer 

subkutanen Melanommetastase sowie einer Lymphknotenmetastase) der immunhisto-

chemische Nachweis einer Expression von cFLIP.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Tabelle 4: cFLIP-Expression im Primarius und zugehöriger Metastase. (+) = Nachweis von cFLIP, (-) = 

kein Nachweis von cFLIP, NM = noduläres Melanom, SSM = superfiziell spreitendes Melanom  

Primarius  Metastase 

SSM (+)  Lymphknoten (-)  

SSM (+) subkutan (+) 

SSM (-) subkutan (-) 

SSM (-) subkutan (-) 

SSM (-) dermal (-) 

SSM (-) dermal (-) 

NM (-) Lymphknoten (-) 

NM (+) Lymphknoten (+) 

nicht klassifizierbar (-) Lymphknoten (+) 

nicht klassifizierbar (-) Lymphknoten (-) 
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4 Diskussion  

Vorausgegangene Untersuchungen verdeutlichen, dass cFLIP ein bedeutender Regulator 

der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose ist (Irmler et al. 1997, Wachter et al. 2004). 

Durch die rezeptornahe Hemmung der Aktivierung von Procaspase-8 innerhalb des 

DISC kann cFLIP die apoptotische Signalkaskade sehr effektiv inhibieren (Irmler et al. 

1997, Krueger et al. 2001b, Mathas et al. 2004, Leverkus et al. 2008). Dies hat zur Fol-

ge, dass jegliche Form der Fehlregulation in der Expression von cFLIP weitreichende 

Konsequenzen für Wachstum und Überleben einer Zelle haben kann. Es ist denkbar, 

dass eine cFLIP-vermittelte Apoptoseresistenz einzelnen Zellen die Möglichkeit einer 

ungehinderten Proliferation eröffnet und damit einen von mehreren Bausteinen für die 

potenzielle Entstehung von Tumoren darstellen könnte (Leverkus et al. 2008). In der 

vorliegenden Arbeit konnte durch einen immunhistochemischen Nachweis von cFLIP 

an Paraffin-eingebettetem Gewebe gezeigt werden, dass cFLIP differenziell in verschie-

denen Tumoren der Haut exprimiert wird. 

Die These, dass cFLIP einen wichtigen Anteil an der Tumorgenese haben könnte, wird 

durch den Nachweis erhöhter Konzentrationen von cFLIP in verschiedenen Tumorenti-

täten gestützt. Gezeigt werden konnte dies beispielsweise in Sternberg-Reed-Zellen des 

Hodgkin-Lymphoms (Dutton et al. 2004, Mathas et al. 2004). Ebenso gelang in einigen 

Zelllinien verschiedener Tumoren (Magen-, Kolon-, Pankreas-, Ovarial- und Prosta-

takarzinom) der Nachweis hoher cFLIP-Konzentrationen (Nam et al. 2003, Shirley und 

Micheau 2010). Auch in Melanom-Zelllinien konnte anhand von Western Blot-

Analysen ein hoher intrazellulärer cFLIP-Gehalt nachgewiesen werden (Irmler et al. 

1997, Griffith et al. 1998). Bullani et al. gelang zudem der immunhistochemische 

Nachweis von cFLIP in superfiziell spreitenden und nodulären Melanomen sowie kuta-

nen Melanommetastasen (Bullani et al. 2001). Basierend auf diesem Ergebnis konnte in 

vitro gezeigt werden, dass cFLIP-überexprimierende Jurkat-Zellen eine erhöhte Resis-

tenz gegenüber TRAIL-vermittelter Apoptose aufweisen (Bullani et al. 2001). Im Um-

kehrschluss konnten Geserick et al. zeigen, dass die forcierte Herunterregulation von 

cFLIP mittels siRNA in Melanom-Zelllinien zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber 

TRAIL-/ CD95-vermittelter Apoptose führte (Geserick et al. 2008). Anhand der bishe-

rigen Erkenntnisse liegt also die Vermutung nahe, dass cFLIP durch die Hemmung der 

intrazellulären Weiterleitung Todesrezeptor-vermittelter Signale als (Proto-) Onkogen 
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bei der Entstehung und Proliferation/Progression maligner Erkrankungen fungieren 

könnte (Leverkus et al. 2008, Safa 2012).  

 

Abbildung 11: Potenzielle Rolle von cFLIP in Bezug auf Zellwachstum und Differenzierung (eigene 

Abbildung).  

Zum immunhistochemischen Nachweis von cFLIP an Paraffin-eingebettetem Gewebe 

wurde ein käuflich erworbener, monoklonaler Maus-Antikörper (G11, Santa Cruz Bio-

technology) eingesetzt. Vor der Verwendung erfolgte zunächst die Überprüfung der 

Spezifität des Antikörpers mittels Western Blot. Hierbei zeigten sich wie in Abb. 7 er-

sichtlich deutliche Banden bei 55 kDa und 26 kDa, welche exakt den bekannten Mole-

kulargewichten der beiden Splicevarianten cFLIPL und cFLIPS entsprechen. Im An-

schluss an die Western Blot-Analyse wurde die Spezifität des Antikörpers zusätzlich 

anhand einer cFLIP-überexprimierenden, Formalin-fixierten Zellkultur in situ geprüft. 

Dabei konnte, wie in Abb. 8 gezeigt, das Ergebnis des Western Blots bestätigt werden. 

Aus den durchgeführten Untersuchungen lässt sich ableiten, dass der verwendete Anti-

körper G11 sowohl cFLIPL als auch cFLIPS spezifisch nachweist und für den immunhis-

tochemischen Nachweis von cFLIP geeignet ist. Im Gegensatz dazu erwies sich ein mo-

noklonaler anti-cFLIP Kaninchen-Antikörper als unspezifisch, was nach entsprechender 

Mitteilung an die herstellende Firma zu einer Einstellung der Produktion führte.  

Der Nachweis beider Isoformen von cFLIP durch den verwendeten Antikörper G11 

führt zu der Frage nach einer differenzierten Betrachtung von cFLIPL und cFLIPS. Da-

bei wäre beispielsweise von Interesse, ob einige der untersuchten Tumoren nur eine der 

beiden Isoformen synthetisieren oder ob Unterschiede im prozentualen Verhältnis bei-
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der Splicevarianten zueinander nachweisbar sind. Gerade in Hinblick auf die in Teilbe-

reichen divergenten Auswirkungen auf Apoptose, Nekroptose oder alternative Funktio-

nen wie die Aktivierung des NF-κB-Signalweges wird die Relevanz des Einzelnachwei-

ses beider Isoformen deutlich (Chang et al. 2002, Fricker et al. 2010, Neumann et al. 

2010, Feoktistova und Leverkus 2016). Publizierte Untersuchungen von Tumorzellli-

nien und verschiedenen Primärtumoren (z.B. kolorektales Karzinom, Ovarialkarzinom) 

zeigen, dass in malignen Zellen/Geweben vor allem die Isoform cFLIPL überexprimiert 

wird (Shirley and Micheau 2010). Zusätzlich existieren auch Untersuchungen, die eine 

Überexpression von cFLIPS in Tumorzelllinien beschreiben (Nam et al. 2003, Mori et 

al. 2005, Salon et al. 2006). Aktuell sind allerdings nach unserem Wissensstand für den 

separaten immunhistochemischen Nachweis von cFLIPL und cFLIPS an Paraffinschnit-

ten keine ausreichend spezifischen Antikörper verfügbar. Sobald geeignete Antikörper 

zur Verfügung stehen, sollte zur Beantwortung dieser wichtigen Frage eine getrennte 

immunhistochemische Analyse beider Isoformen erfolgen.  

Wie bereits erwähnt, nimmt cFLIP eine zentrale Rolle als Regulator der Apoptose ein 

und eine vermehrte Expression kann als Hinweis auf eine Fehlregulation der Apoptose 

gedeutet werden. Besonders einleuchtend erscheint dieses Konzept bei unserer Analyse 

der verschiedenen epithelialen Hauttumoren. Dabei konnte lediglich in acht der 20 un-

tersuchten Präparate von aktinischen Keratosen und Morbi Bowen cFLIP nachgewiesen 

werden. Dieses Ergebnis erscheint insofern plausibel, da es sich hierbei um sogenannte 

in situ-Karzinome, also mögliche frühe Vorläuferläsionen eines manifesten Plat-

tenepithelkarzinoms handelt. Beim Übergang der Läsionen in ein Karzinom ist der zeit-

liche Verlauf von entscheidender Bedeutung. Dementsprechend könnten cFLIP-positive 

in situ-Karzinome den drohenden Übergang bzw. einen zeitlichen Progressionsfaktor 

eines initialen Plattenepithelkarzinoms darstellen. Im Gegensatz dazu wiesen fast aus-

nahmslos alle untersuchten Paraffinschnitte des Plattenepithelkarzinoms eine cFLIP-

Expression auf. Dieses Resultat deckt sich mit dem Nachweis erhöhter Mengen von 

cFLIP in einer Reihe weiterer epithelialer Tumoren wie z.B. dem Prostata- oder Ovari-

alkarzinom (Xiao et al. 2003, Zhang et al. 2004, Shirley und Micheau 2010). Auch im-

munhistochemisch konnte mittels eines polyklonalen Kaninchen-Antikörpers eine er-

höhte cFLIP-Expression bei am Kopf oder am Hals lokalisierten Plattenepithelkarzino-

men nachgewiesen werden (Li et al. 2008).  
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In der vorliegenden Arbeit konnte kein eindeutiger Trend bezüglich des Differenzie-

rungsgrades (von gut differenziert bis undifferenziert) der Tumoren festgestellt werden. 

Daher sollte in weiterführenden Arbeiten anhand größerer Fallzahlen ein möglicher Zu-

sammenhang zwischen dem Grad der Differenzierung der Tumoren und der Expression 

von cFLIP untersucht werden. Insbesondere bei Metastasen kutaner Hauttumoren ist zu 

diskutieren, ob cFLIP einen möglichen Promotionsfaktor darstellt. Gestützt wird diese 

Hypothese durch den Nachweis von cFLIP in allen untersuchten Plattenepithelkarzi-

nommetastasen. Auch bisherige Erkenntnisse weisen darauf hin, dass ein erhöhter intra-

zellulärer cFLIP-Gehalt Tumoren zu einem aggressiveren Wachstum verhelfen kann 

und potenziell mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Djerbi et al. 1999, Shirley 

und Micheau 2010, Harris et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit wurde im Fall der 

epithelialen Hauttumoren pro Patient nur ein anonymisierter Gewebeschnitt verwendet, 

wodurch ein möglicher Zusammenhang zwischen Primarius und Metastase wegen des 

Aufbaus der Studie weder belegt noch verneint werden kann. Um einen putativen Ein-

fluss von cFLIP auf die Metastasierung von Hauttumoren zu überprüfen, wäre ein Ver-

gleich einer größeren Anzahl von Primärtumoren und Metastasen desselben Patienten 

von großem Interesse und sollte daher Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein.  

Ebenso konnte in allen 20 Präparaten des Keratoakanthoms cFLIP nachgewiesen wer-

den. Dies erscheint insofern plausibel, da es sich beim Keratoakanthom um ein hochdif-

ferenziertes Plattenepithelkarzinom mit der Tendenz zur spontanen Regression handelt. 

Die enge Verbindung beider Tumorentitäten wird zudem durch Veröffentlichungen be-

legt, die den äußerst seltenen Fall einer Metastasierung klinisch und histopathologisch 

gesicherter Keratoakanthome beschreiben (Hodak et al. 1993, Davis et al. 2006). Tat-

sächlich könnte genauso wie bei Plattenepithelkarzinomen die Hemmung des extrinsi-

schen Apoptoseweges durch cFLIP einen von mehreren Faktoren darstellen, der zur 

ungemein schnellen Proliferation dieses Tumors innerhalb weniger Wochen beiträgt. 

Dies wäre eine denkbare Erklärung für die verstärkte Expression von cFLIP in jedem 

der untersuchten Präparate. Darauf aufbauend wirft die enge Verwandtschaft beider 

Tumorentitäten unweigerlich die Frage auf, welche Mechanismen zur Regression des 

Keratoakanthoms führen, da kutane Plattenepithelkarzinome typischerweise eher selten 

metastasieren, aber nicht die Fähigkeit zur Spontanregression besitzen. Bislang sind die 

zugrundeliegenden Mechanismen noch unvollständig verstanden. Während cFLIP hier-
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bei eine nebensächliche Rolle spielen dürfte, scheinen zytotoxische T-Zellen im Zent-

rum des Geschehens zu stehen (Batinac et al. 2006). In einer 2006 veröffentlichten Pub-

likation äußern Batinac et al. die Vermutung, dass die durch zytotoxische T-Zellen ver-

mittelte Ausschüttung von Granzym B entscheidend an der Tumorregression beteiligt 

sein könnte (Batinac et al. 2006). Hierbei handelt es sich um eine Serinprotease, die 

durch direkte Aufnahme in das Zytoplasma von Zielzellen unter Umgehung der Todes-

rezeptoren apoptotisch wirkt. Daher können die Tumorzellen nicht durch eine erhöhte 

Expression von cFLIP geschützt werden, da cFLIP nur in das Todesrezeptor-Signal ein-

greift. Untermauert wird diese Hypothese durch den Nachweis einer signifikant erhöh-

ten Expression von Granzym B in Gewebeproben sich in Regression befindlicher 

Keratoakanthome (Batinac et al. 2006).  

Im Gegensatz dazu gelang in keinem der untersuchten Basalzellkarzinome der Nach-

weis von cFLIP. Erklärbar ist dies zunächst dadurch, dass es sich hierbei um keinen 

klassischen epithelialen Tumor handelt. Histogenetisch entstammt das Basalzellkarzi-

nom den Zellen der Basalzellschicht bzw. der äußeren Wurzelscheide der Haarfollikel 

(S2k-Leitlinie 032-021 Basalzellkarzinom Aktualisierung 2017/18, Kump et al. 2008). 

Für das lokal invasive und destruierende Wachstum dieses Tumors scheinen also gemäß 

den Ergebnissen unserer Untersuchungen andere Faktoren als cFLIP ausschlaggebend 

zu sein. Zu einem abweichenden Ergebnis kommen Kump et al. (Kump et al. 2008). In 

der genannten Veröffentlichung wird ein Zusammenhang zwischen dem Transkriptions-

faktor „Glioma associated 2“ (Gli2) und der Regulation der Expression von cFLIP in 

Basalzellkarzinomen hergestellt (Kump et al. 2008). Demnach kann Gli2 über die Bin-

dung an der Promoterregion von cFLIP die Expression des Proteins steigern. Zum im-

munhistochemischen Nachweis von cFLIP kam hierbei ein polyklonaler Kaninchen-

Antikörper zum Einsatz (Bachmann et al. 2001). Möglicherweise könnten also die von-

einander abweichenden Ergebnisse unserer Analyse sowie der genannten Publikation 

durch Unterschiede in der Spezifität der jeweils verwendeten Antikörper bedingt sein.  

Durch vorhergehende Arbeiten konnte bereits in einer Vielzahl verschiedener Tumoren 

eine erhöhte intrazelluläre cFLIP-Konzentration nachgewiesen werden (Shirley und 

Micheau 2010). Während diese sich beinahe ausschließlich auf die in vitro-Analysen 

von cFLIP in Melanomzelllinien konzentrierten (Griffith et al. 1998, Geserick et al. 
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2008), erfolgte in der vorliegenden Arbeit die immunhistochemische Analyse verschie-

dener melanozytärer Hauttumoren anhand von Paraffinschnitten. Unsere Ergebnisse 

stehen in Einklang mit bisher publizierten Studien und belegen eine cFLIP-Expression 

in melanozytären Hauttumoren. Zunächst konnten in sieben der 20 untersuchten Präpa-

rate gewöhnlicher melanozytärer Nävi cFLIP nachgewiesen werden. Einen ähnlichen 

Trend zeigt die immunhistochemische Analyse benigner melanozytärer Nävi in einer 

früheren Veröffentlichung (Bullani et al. 2001). Hierbei konnte mittels zweier polyklo-

naler Kaninchen-Antikörper in einem von 23 untersuchten gewöhnlichen melanozytären 

Nävi cFLIP nachgewiesen werden (Bullani et al. 2001). Eine denkbare Erklärung für die 

abweichenden Prozentzahlen liegt in der Heterogenität der Gruppe der benignen mela-

nozytären Nävi. Während in unserer Arbeit vorwiegend „kongenitale Nävuszellnävi 

vom oberflächlichen Typ“ analysiert wurden, erfolgte in der davor genannten Publikati-

on eine Untersuchung 23 „gewöhnlicher Nävi“ sowie 9 „atypischer Nävi“ (Bullani et al. 

2001). Um exaktere Angaben in Bezug auf die cFLIP-Expression benigner melanozytä-

rer Nävi treffen zu können wäre somit eine Analyse größerer Fallzahlen mit einer ge-

nauen Aufgliederung verschiedener Subtypen notwendig. Dennoch deuten die vorlie-

genden Ergebnisse darauf hin, dass cFLIP möglicherweise ähnlich wie B rapidly ac-

celerated fibrosarcoma (BRAF) in gewöhnlichen melanozytären Nävi exprimiert wird 

ohne (allein) ein onkogenes Potenzial zu besitzen (Pollock et al. 2003, Shitara et al. 

2015). Sicherlich stellt sich auch hier die Frage nach der Untersuchung einer größeren 

Anzahl dysplastischer Nävi, die gemäß dieser Hypothese analog zu BRAF auch cFLIP 

exprimieren müssten (Hussein 2004, Shitara et al. 2015). Bei der Analyse der verschie-

denen Subtypen melanozytärer Tumore zeigten sich drei der untersuchten SSM, zwei 

der LMM sowie fünf ALM immunhistochemisch positiv für cFLIP. Im Hinblick auf die 

Hypothese, dass cFLIP durch Hemmung des extrinsischen Apoptoseweges einen von 

vielen Bausteinen bei der Entstehung und Progression maligner Erkrankungen darstel-

len könnte, erscheint dieses Ergebnis plausibel. Belegt wird dies auch durch eine Viel-

zahl von Publikationen, in denen ein Zusammenhang zwischen der cFLIP-Expression in 

Melanomzelllinien sowie der Resistenz gegenüber TRAIL-/CD95-vermittelter Apopto-

se belegt wird (Irmler et al. 1997, Griffith et al. 1998, Medema et al. 1999, Geserick et 

al. 2008). Bei Betrachtung des Ergebnisses unserer Analyse fällt auf, dass in dreizehn 

von 20 untersuchten nodulären Melanome cFLIP nachgewiesen werden konnte. Die 
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Prozentzahl positiver Präparate fällt im Vergleich zu den anderen Melanom-Subtypen 

also deutlich höher aus. Interessanterweise führte die immunhistochemische Analyse 

von Bullani et al. zu einem sehr ähnlichen Ergebnis (Bullani et al. 2001). Auch in dieser 

Arbeit war die cFLIP-Expression im nodulären Melanom gegenüber dem superfiziell 

spreitenden Melanom deutlich erhöht (Bullani et al. 2001). Das noduläre Melanom ist 

gekennzeichnet durch eine aggressive vertikale Wachstumstendenz und weist daher 

tendenziell eine im Vergleich zu den anderen Subtypen schlechtere Prognose auf (Garbe 

et al. 2016). Daraus ergibt sich die interessante Frage, ob die Hemmung des extrinsi-

schen Apoptoseweges mittels cFLIP am schnellen Wachstum des Tumors beteiligt sein 

könnte. Erste Anhaltspunkte dafür liefern Publikationen, wonach erhöhte intrazelluläre 

cFLIP-Level mit einem aggressiveren Tumorwachstum korrelieren können (Djerbi et al. 

1999). Erwähnenswert sind auch Untersuchungen, wonach die cFLIP-Expression in 

Non-Hodgkin-Lymphomen Einfluss auf das Gesamtüberleben haben könnte (Valente et 

al. 2006). In Zusammenschau der Befunde sind in Bezug auf das noduläre Melanom 

vertiefende Untersuchungen notwendig, um mehr über die Faktoren zu erfahren, die 

zum aggressiven Wachstum dieser Tumorentität beitragen. Ein besonderes Augenmerk 

liegt auf der Analyse der Melanommetastasen. Für die Behandlung des fortgeschrittenen 

Melanoms wurden in den letzten Jahren eine Reihe neuer Therapien eingeführt, die auf 

dem Nachweis von Mutationen basieren (Eggermont et al. 2014). Dennoch dauert die 

Suche nach weiteren, möglicherweise pharmakologisch interessanten Targets weiterhin 

an. Dies verdeutlicht die Komplexität der Ätiopathogenese des Melanoms. Der Nach-

weis von cFLIP in mehr als der Hälfte der untersuchten Melanommetastasen kann als 

Indikator dafür gesehen werden, dass cFLIP als Inhibitor CD95-vermittelter Apoptose 

möglicherweise als Progressionsfaktor bei der Metastasierung von Melanomen fungie-

ren könnte. Hinweis dafür geben auch Untersuchungen anderer Autoren, die zeigen, 

dass die Hemmung Todesrezeptor-vermittelter Apoptose durch Verlust der Expression 

von CD95-Rezeptoren die Progression der Bildung von Lungenmetastasen von Mela-

nomzelllinien im Tiermodell beschleunigen kann (Owen-Schaub et al. 1998). Um erste 

Erkenntnisse über einen möglichen Einfluss von cFLIP auf die Progression und Metas-

tasierung von Melanomen zu gewinnen, erfolgte im Fall der melanozytären Hauttumo-

ren anhand von zehn Präparaten die immunhistochemische Analyse sowohl des Primär-

tumors als auch einer zugehörigen Metastase desselben Patienten. Hierbei konnte in 
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einem superfiziell spreitenden Melanom eine Expression von cFLIP belegt werden, 

während sich die zugehörige Lymphknotenmetastase immunhistochemisch negativ für 

cFLIP zeigte. Umgekehrt konnte in einem weiteren Primärtumor, dessen Klassifizierung 

nicht eindeutig möglich war, cFLIP nicht detektiert werden, wohingegen sich hier die 

Lymphknotenmetastase immunhistochemisch positiv für cFLIP zeigte. In zwei weiteren 

Fällen, einem regressiv veränderten, superfiziell spreitenden Melanom sowie einem 

nodulären Melanom, gelang sowohl im Primärtumor als auch in den jeweiligen Meta-

stasen der immunhistochemische Nachweis einer Expression von cFLIP. Zusammenfas-

send ist es anhand der kleinen Fallzahl und der Heterogenität nur schwer möglich, eine 

fundierte Aussage über eine mögliche Beteiligung von cFLIP an der Progression und 

Metastasierung von Melanomen zu treffen.  

Eine interessante Frage ist auch, ob die verstärkte Expression von cFLIP mit dem Ge-

samtüberleben der betroffenen Patienten korreliert. Erste Anhaltspunkte zur Beantwor-

tung dieser Frage liefern Untersuchungen zur cFLIP-Expression in Non-Hodgkin-

Lymphomen. Denn ebenso wie für die Pathogenese von Hauttumoren spielt die Hem-

mung von Apoptose eine essenzielle Rolle bei der Entstehung von Lymphomen (Van 

Houdt et al. 2007). Harris et al. befassten sich mit der Fragestellung, ob die cFLIP-

Expression in verschiedenen Subtypen diffuser, großzelliger B-Zell-Lymphome mit 

dem klinischen Outcome der betroffenen Patienten korreliert (Harris et al. 2012). Dabei 

konnten deutliche Unterschiede sowohl in Bezug auf das 5-Jahres-progressionsfreie 

Überleben als auch in Bezug auf das 5-Jahres-Gesamtüberleben im Vergleich von 

cFLIP-positiven und cFLIP-negativen Tumoren festgestellt werden (Harris et al. 2012). 

Diese Ergebnisse decken sich mit weiteren Untersuchungen, die die Auswirkungen der 

cFLIP-Expression auf das Gesamtüberleben beim Burkitt-Lymphom sowie in niedrig 

malignen Lymphomen beleuchten (Valnet-Rabier et al. 2005, Valente et al. 2006). Un-

ter Würdigung der Heterogenität dieser Gruppe von Tumoren lässt dies vermuten, dass 

cFLIP einen prognostischen Marker sowie ein interessantes Target für die zukünftige 

Diagnostik und Therapie von Lymphomen darstellen könnte. Sicherlich lassen sich die-

se Erkenntnisse nicht ohne weiteres auf Hauttumoren übertragen. Dennoch sollte es, 

basierend auf diesen Erkenntnissen, das Ziel zukünftiger Untersuchungen sein, unter 

Berücksichtigung von wichtigen Einflussfaktoren wie beispielsweise Geschlecht, Alter 

und Komorbiditäten zu untersuchen, ob die cFLIP-Expression in Plattenepithelkarzino-
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men oder Melanomen einen relevanten Einfluss auf das Gesamtüberleben der Patienten 

haben kann.  

Bekanntermaßen stellt die UV-Exposition einen bedeutenden Risikofaktor für die Ent-

stehung epithelialer und melanozytärer Hauttumore dar (Feller et al. 2016). Als gefähr-

lich gilt in Abhängigkeit von der jeweiligen Tumorentität die intermittierende oder 

chronisch-kumulative UV-Dosis (Rudolph et al. 2015, Feller et al. 2016). Dies führt zu 

der Fragestellung, ob die UV-Exposition ebenfalls einen Einfluss auf die cFLIP-

Expression in Hauttumoren haben könnte. Unsere Analyse zeigte, dass in jedem der 

untersuchten Paraffinschnitte des Keratoakanthoms cFLIP nachgewiesen werden konn-

te. Die Mehrheit der untersuchten Präparate entstammt stark sonnenlichtexponieren 

Arealen wie dem Gesicht oder den Handrücken. Gleiches gilt für die untersuchten Plat-

tenepithelkarzinome der Haut. Auch in diesem Subtyp epithelialer Hauttumore konnte 

in einem Großteil der an Kopf und Handrücken lokalisierten Tumor cFLIP nachgewie-

sen werden. Im Gegensatz dazu konnte in keinem der untersuchten Basalzellkarzinome 

cFLIP nachgewiesen werden, obwohl auch diese Tumorentität vorwiegend an UV-

exponierten Arealen lokalisiert ist. Zusammenfassend kann auf Grundlage der vorlie-

genden Arbeit also keine Aussage darüber getroffen werden, ob Sonnenlicht eine Aus-

wirkung auf die Expression von cFLIP in epithelialen und melanozytären Tumoren der 

Haut hat.  

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die frühe Hemmung des extrinsi-

schen Apoptoseweges durch das anti-apoptotische Protein cFLIP an der Entstehung und 

dem Wachstum epithelialer und melanozytärer Hauttumore beteiligt sein könnte. Ein 

möglicher Einfluss auf die Tumorprogression bis hin zur Metastasierung wird durch die 

hohe Anzahl cFLIP-positiver Plattenepithel- und Melanommetastasen verdeutlicht. 

Nichtsdestotrotz muss daran erinnert werden, dass cFLIP als bedeutender Regulator 

Todesrezeptor-vermittelter Apoptose nur einen von vielen Bausteinen darstellt, die in 

ihrer Gesamtheit an der Tumorentstehung beteiligt sein dürften. Dies wird im Hinblick 

auf den Anteil cFLIP-negativer Metastasen des Melanoms deutlich, bei denen andere 

Faktoren als cFLIP, die z.B. zur Zellzyklusenthemmung führen können, im Vorder-

grund stehen müssen. 
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5 Zusammenfassung  

Die Resistenz von Tumorzellen gegenüber Apoptose stellt einen zentralen Baustein in 

der Pathogenese von Tumorerkrankungen dar. cFLIP inhibiert rezeptornah die Todesre-

zeptor-vermittelte Apoptose und spielt somit eine bedeutende Rolle als Regulator der 

Apoptose. Eine verstärkte Expression von cFLIP kann folglich hinweisend auf eine 

Fehlregulation der Apoptose bei der Entstehung und Progression von Tumoren sein.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von cFLIP in kutanen epithelialen und 

melanozytären Tumoren mit formalinfixierten und paraffinierten Gewebeproben unter-

sucht. Bei der zunächst durchgeführten Charakterisierung der käuflich erhältlichen mo-

noklonalen cFLIP-Antikörper mittels cFLIP-überexprimierenden HaCaT-Keratinozyten 

wurde überraschenderweise die fehlende Spezifität eines Antikörpers (Klo-

nEPR8438(2)) nachgewiesen, was zur Folge hatte, dass der Hersteller die Produktion 

nach Mitteilung der Befunde eingestellt hat. Daher wurden die weiteren Untersuchun-

gen unter Verwendung des Antikörper-Klons G11, der sowohl im Western Blot als auch 

immunhistochemisch die beiden cFLIP-Splicevarianten cFLIPL und cFLIPS spezifisch 

nachweist, durchgeführt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass cFLIP in epithelialen 

Hauttumoren in erheblichem Maß exprimiert wird. In jeweils 40% der untersuchten 

aktinischen Keratosen und Morbi Bowen konnte cFLIP nachgewiesen werden. Im Ver-

gleich dazu zeigte sich in den fortgeschrittenen Formen epithelialer Hauttumoren eine 

deutlich höhere Expressionsrate. Eine Expression wiesen zudem 100% der untersuchten 

Keratoakanthome und 95% der Plattenepithelkarzinome (mit überwiegend gutem Diffe-

renzierungsgrad) auf. Dementsprechend war es nicht verwunderlich, dass alle unter-

suchten Metastasen von Plattenepithelkarzinomen cFLIP überexprimierten.  

Die Analyse melanozytärer Läsionen ergab, dass cFLIP in melanozytären Nävi wie 

auch superfiziell spreitenden Melanomen, Lentigo-maligna-Melanomen und akral-

lentiginösen Melanomen nur in einer sehr geringen Anzahl der untersuchten Präparate 

überexprimiert wurde. Erstaunlicherweise konnte jedoch in 65% der nodulären Mela-

nome sowie in 60% der Melanommetastasen cFLIP nachgewiesen werden. Bezüglich 

der Expression von cFLIP im Primärtumor sowie der Metastase desselben Patienten 

konnte kein eindeutiger Trend festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten 

darauf hin, dass die frühe Hemmung des extrinsischen Apoptoseweges durch das anti-
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apoptotische Protein cFLIP an der Entstehung, dem Wachstum und möglicherweise der 

Metastasierung epithelialer Hauttumore beteiligt sein dürfte. Die auffallend hohe Ex-

pressionsrate im nodulären Melanom sowie den untersuchten Melanommetastasen 

könnte einen zukünftigen therapeutischen Angriffspunkt darstellen.  
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