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1 Einleitung  

 
1.1 Die TNF-Liganden- und TNF-Rezeptorfamilie 

1975 konnte ein durch Zellen des Immunsystems sezerniertes Zytokin identifiziert 

werden, das besonders aufgrund seiner Tumorzell-toxischen Wirkung Aufsehen erregte 

(Carswell et al., 1975; Helson et al., 1975). Dieses daraufhin Tumor Nekrose Faktor 

(TNF) genannte Zytokin wurde zum namengebenden Prototypen einer Gruppe von in 

der Folge entdeckten Zytokinen und zugehörigen Rezeptoren, die aufgrund von 

strukturellen Gemeinsamkeiten zur TNF-Liganden-Familie bzw. TNF-Rezeptor 

(TNFR)-Familie zusammengefasst werden. Die Liganden und korrespondierenden 

Rezeptoren der TNF-Familie bzw. TNFR-Familie werden hauptsächlich durch Zellen 

des Immunsystems exprimiert und spielen insbesondere bei der Koordination und 

Modulation zellulärer Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Inflammation, 

Nekrose und Apoptose eine entscheidende Rolle (Locksley et al., 2001). Die 

Funktionen der Mitglieder der TNF- und TNFR-Familie umfassen auf der einen Seite 

für den Organismus vorteilhafte und protektive Effekte wie die Regulation von 

Entzündungsprozessen oder die Vermittlung einer adäquaten Immunantwort. Auf der 

anderen Seite resultiert die Dysregulation dieses Systems in chronischer Entzündung, 

dem Syndrom des septischen Schocks, Kachexie oder der Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen (Hehlgans & Pfeffer, 2005). Weiterhin spielen die Mitglieder 

der TNF- und TNFR-Familie eine wichtige Rolle in der Pathogenese von 

Krebserkrankungen (Aggarwal et al., 2002). Somit kann die Erforschung der 

Wirkmechanismen dieses komplexen Ligand-Rezeptor-Systems der Schlüssel zu einem 

besseren Verständnis der Pathogenese und besserer Therapie von 

Autoimmunkrankheiten, entzündlichen- und neoplastischen Erkrankungen sein. 

Die Liganden der TNF-Familie sind Typ II Transmembranproteine, die als 

membranständige oder lösliche Form, mit zum Teil veränderten Eigenschaften, 

vorkommen können (Idriss & Naismith, 2000). So kann membranständiger TNFα durch 

die Metalloprotease TACE („TNF-Alpha Converting Enzyme“) abgespalten und in 

löslicher Form freigesetzt werden, die sich von der membranständigen Form bezüglich 

ihrer Aktivität gegenüber den beiden TNF-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 

unterscheidet (Black et al., 1997; Grell et al., 1995). Die Liganden der TNF-Familie 

entfalten ihre biologische Funktion mittels korrespondierender Rezeptoren, die aufgrund 
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struktureller Homologien einer gemeinsamen Proteinfamilie zugeordnet werden können, 

der TNFR-Familie (Locksley et al., 2001). Die Mitglieder der TNFR-Familie sind Typ I 

Transmembranproteine und besitzen keine intrinsische Enzymaktivität. Als 

charakteristisches Merkmal enthalten sie in ihrer extrazellulären Domäne eine bis sechs 

Kopien einer cysteinreichen Subdomäne (CRD), welche typischerweise jeweils drei 

Disulfid-Brücken enthält (Smith et al., 1994).  

Sowohl die membranständige als auch die lösliche TNF-Form sind als Homotrimere 

aktiv, welche nach früherer Meinung durch Trimerisierung der monomeren 

Rezeptoruntereinheiten den initialen Schritt für die Aktivierung der Rezeptoren 

induzieren (Smith et al., 1994). Nach neueren Erkenntnissen konnte im Gegensatz zu 

diesem als „ligand induced trimerisation model“ bezeichneten Mechanismus, für 

TNFR1, TNFR2, Fas, CD40 und TRAIL-Rezeptor 1 die Bildung Liganden-

unabhängiger, prä-formierter Rezeptorkomplexe gezeigt werden. Diese wird über einen 

als „Pre-Ligand Association Domain“ (PLAD) bezeichneten Bereich der extrazellulären 

Domäne vermittelt und ist für die Rezeptoraktivierung notwendig (Chan et al., 2000, 

Siegel et al., 2000). Die Bindung eines Liganden an die präformierten 

Rezeptorkomplexe führt schließlich zu einer strukturellen Reorganisation der 

Rezeptoruntereinheiten und ermöglicht dadurch die Aktivierung intrazellulärer 

Signalwege. In der zytoplasmatischen Domäne der Rezeptoren der TNFR-Familie 

dienen unterschiedliche Interaktionsmotive als Bindungstelle für zytoplasmatische 

Adaptermoleküle. Aufgrund dieser Interaktionsmotive können die Mitglieder der 

TNFR-Familie in drei Subklassen unterteilt werden (Dempsey et al., 2003). Die TRAF 

(„TNF Receptor Associated Factor“)-bindenden Rezeptoren entfalten ihre 

Signalfunktion in Säugern unter anderem mittels sechs verschiedener TRAF-Moleküle 

(Wajant et al., 1999). Nachdem diese an der TRAF-Bindedomäne gebunden haben, 

aktivieren sie intrazelluläre Kinasen oder binden weitere regulatorische Proteine und 

Adapterproteine. Die in ihrem intrazellulären Teil eine Todesdomäne (DD)-

enthaltenden Rezeptoren der TNFR-Familie üben ihre Signalfunktion durch DD-

enthaltende Adapterproteine über DD-DD Interaktion aus und werden aufgrund ihres in 

manchen Fällen starken zytotoxischen Potentials allgemein als Todesrezeptoren 

bezeichnet. Rezeptoren der dritten Gruppe besitzen keinen zytoplasmatischen 

Rezeptorteil oder zumindest hinsichtlich der apoptotischen Wirkung nur 
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funktionsunfähige zytoplasmatische Interaktionsmotive. Diese Rezeptoren werden als 

„Decoy“ (Köder)-Rezeptoren bezeichnet (s. 1.3.2). 

 

1.2 Apoptose 

Der apoptotische Zelltod ist sowohl für die Entwicklung als auch für die 

Aufrechterhaltung eines mehrzelligen Organismus von zentraler Bedeutung (Jacobson 

et al., 1997). Der Begriff Apoptose oder programmierter Zelltod beschreibt eine Form 

des Zellsterbens, das durch einen spezifischen Stimulus ausgelöst wird und zu keiner 

inflammatorischen Reaktion führt. In Abgrenzung zur Apoptose kommt es im Rahmen 

des nekrotischen Zelltodes zu einem Anschwellen der Zelle, Veränderungen an den 

Mitochondrien und Platzen der Zellmembran sowie der intrazellulären 

Organellenmembranen. Dies bedingt die unkontrollierte Freisetzung des 

zytoplasmatischen Inhalts und inflammatorischer Mediatoren. Zudem kann der 

nekrotische Untergang infizierter Zellen durch Freisetzung intrazellulärer Pathogene zu 

einer Infektionsausbreitung im Organismus führen (Rathmell & Thompson, 1999). Im 

Gegensatz dazu bleibt die Integrität der Plasmamembran beim apoptotischen Zelltod bis 

zum phagozytotischen Abbau der untergegangenen Zelle erhalten (Hengartner, 2000). 

Es kommt vielmehr zur Bildung apoptotischer Membranvesikel, die dann hauptsächlich 

von dendritischen Zellen und Makrophagen ohne Entstehen einer größeren 

Entzündungsreaktion phagozytiert werden (Platt et al., 1998).  

Der apoptotische Zelltod ist an vielen wichtigen physiologischen Prozessen beteiligt. So 

spielt der programmierte Zelltod insbesondere für die funktionelle Aufrechterhaltung 

des normalen Immunsystems eine zentrale Rolle. Hierzu gehören unter anderem die 

Eliminierung aktivierter reifer T-Zellen zur Beendigung einer Immunantwort, die 

Eliminierung Virus-infizierter oder maligner Zellen durch zytotoxische T-Zellen und 

natürliche Killer-Zellen sowie die Tötung von Entzündungszellen an immun-

privilegierten Orten wie z. B. dem Auge (Schultz & Harrington, 2003). Die 

Dysregulation des apoptotischen Programms kann jedoch zur Entstehung von malignen 

Tumoren (Igney & Krammer, 2002), zu Autoimmunerkrankungen (Ravirajan, 1999), 

sowie neurodegenerativen Erkrankungen (Mattson, 2000) führen.  
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1.2.1 Mechanismen der Apoptoseinduktion 

Die Aktivierung des apoptotischen Programms kann durch zwei prototypische 

Signaltransduktionswege induziert werden, die beide letztendlich zur Aktivierung von 

Proteasen, den so genannten Caspasen („Cysteinyl Aspartat-specific Proteinases“) 

führen (Abb. 1). Der intrinsische Signaltransduktionsweg beschreibt die durch 

strukturelle Veränderungen der Mitochondrien ausgelöste Apoptose, welche durch 

Stressfaktoren wie z. B. Wachstumsfaktorenentzug, Chemotherapeutika oder ultra-

violette Strahlung getriggert wird. Die Induktion der Apoptose über den extrinsischen 

Signaltransduktionsweg erfolgt hingegen durch Todesrezeptoren nach exogener 

Stimulation. 

 

1.2.1.1 Todesrezeptor-vermittelte Apoptose 

Das typische Strukturmotiv der Todesrezeptoren der TNFR-Familie stellt die im 

zytoplasmatischen Rezeptorteil liegende Todesdomäne dar. Dieses ca. 80 Aminosäuren 

umfassende und aus sechs antiparallelen-α-Helices bestehende Strukturmotiv konnte 

zuerst für Fas und TNFR1 mittels Deletionsmutagenese beschrieben werden (Itoh & 

Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1991). Neben Fas und TNFR1 konnten weiterhin 

TRAILR1, TRAILR2, DR3, DR6, NGFR und EDAR als Todesrezeptoren identifiziert 

werden. Das am besten untersuchte Beispiel der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose 

ist die Aktivierung des Todesrezeptors Fas durch den Fas-Liganden (FasL). In 

Abwesenheit des Liganden bildet Fas zunächst inaktive prä-formierte Komplexe (Siegel 

et al., 2000). Interaktion mit dem trimeren FasL bedingt dann die Bildung 

supramolekularer FasL-Fas Cluster und die Reorganisation der inaktiven Fas-

Komplexe, was die Bildung des „Death Inducing Signaling Complex“ (DISC) 

ermöglicht. Im Fall von Fas wird zunächst FADD („Fas-Associated Death Domain“) 

(Chinnaiyan et al., 1995), das am C-Terminus eine Todesdomäne und eine als DED 

(„Death-Effector-Domain“) bezeichnete Proteininteraktionsregion am N-Terminus 

besitzt, über DD-DD Interaktion rekrutiert. Die DED von FADD interagiert dann mit 

der DED der inaktiven Caspase-8/10 (Boldin et al., 1996). Der Fas-DISC besteht somit 

aus Fas, FADD und Pro-Caspase-8/10. Seine Bildung führt zur autokatalytischen 

Spaltung und Aktivierung der Caspase-8/10 Pro-Formen durch „induced proximity“ 

(Salvesen & Dixit, 1999). Die aktivierten Caspasen-8/10 prozessieren und aktivieren 
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schließlich Effektor-Caspasen wie Caspase-3, welche durch Spaltung weiterer Proteine 

letztendlich den apoptotischen Zelltod bewirken. 

 

1.2.1.2 Apoptoseinduktion über den intrinsischen Weg 

Der intrinsische Signaltransduktionsweg der Apoptoseinduktion wird im Gegensatz zur 

Weiterleitung spezifischer, körpereigener pro-apoptotischer Stimuli (Todesliganden) via 

Todesrezeptoren durch unspezifische, schädliche Umwelteinflüsse wie z. B. DNA-

Schädigung induziert. Eine zentrale Rolle spielt in diesem Zusammenhang die Bildung 

eines intrazellulären, als Apoptosom bezeichneten Komplexes, der zur Aktivierung von 

Caspase-9 führt (Baliga & Kumar, 2003) (Abb. 1). Von Besonderer Bedeutung ist 

hierbei das Mitochondrium, das Bax/Bak-abhängig neben den pro-apoptotischen 

Faktoren HtrA2/Omi („High temperature requirement protein A2“) und Smac/Diablo 

(„Second Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct IAP Binding Protein with 

Low PI“), Cytochrom c freisetzt (Barnhart et al., 2003). Cytochrom c bildet dann 

zusammen mit APAF-1 („Apoptotic Protease Activating Factor 1“), dATP/ATP und 

Pro-Caspase-9 den als Apoptosom bezeichneten Komplex, der jeweils mehrere 

Moleküle jedes Proteins enthält. Daraufhin wird die inaktive Caspase-9 durch 

Dimerisierung oder Oligomerisierung aktiviert und kann nun ihrerseits andere 

Caspasen, ähnlich der DISC-aktivierten Caspase-8, durch Spaltung aktivieren. 

HtrA2/Omi und Smac/Diablo üben ihre pro-apoptotische Funktion über eine 

Blockierung der Caspase-Inhibition durch Mitglieder der IAP („Inhibitor of Apoptosis 

Protein“)-Familie aus (Verhagen & Vaux, 2002). 

 
Abb. 1: Apoptoseinduktion über den extrinsischen- und intrinsischen 
Signaltransduktionsweg Details s. Text (aus Almasan & Ashkenazi, 2003) 
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1.2.2 Regulation der Apoptoseinduktion 

1.2.2.1 Die Bcl2-Familie 

Aufgrund ihres starken pro-apoptotischen Potentials muss die Freisetzung der 

genannten mitochondrialen Moleküle streng reguliert werden. Die Aufrechterhaltung 

der Integrität der Mitochondrienmembran wird durch Proteine der Bcl2-Familie 

gesteuert (Borner, 2003). Es lassen sich drei funktionelle Gruppen unterscheiden: Anti-

apoptotische Mitglieder, wie Bcl2 oder BclxL, sind mit der äußeren 

Mitochondrienmembran assoziiert und dienen der Aufrechterhaltung der 

mitochondrialen Integrität. Die Mitglieder der zweiten Gruppe, die so genannten „BH3-

only“ Proteine, sind unter normalen Umständen inaktiv, können nach Aktivierung aber 

Mitglieder der dritten Gruppe, wie z. B. die pro-apoptotisch wirkenden Proteine Bax 

und Bak aktivieren (Sprick & Walczak, 2004). Ein gemeinsames Merkmal der anti-

apoptotischen, wie auch der pro-apoptotischen Mitglieder der Bcl2-Familie stellt die 

Konservierung einer oder mehrerer Bcl2 Homologie Domänen (BH1–BH4) dar, welche 

entscheidend für die regulatorische Aktivität und die Vermittlung von Protein-Protein 

Interaktion unter den Bcl2-Proteinen sind. So verhindert die Deletion von BH1 oder 

BH2 in Bcl2 die Heterodimerisierung mit Bax und Bcl2 verliert somit die Fähigkeit, 

Bax-induzierten Zelltod zu inhibieren (Reed, 1996). Eine Verbindung zwischen dem 

oben beschriebenen Rezeptor-vermittelten extrinsischen und dem Mitochondrien-

vermittelten intrinsischen Signaltransduktionsweg ist durch das BH3-only Protein Bid 

gegeben (Luo et al., 1998). Bid wird Caspase-8-vermittelt aktiviert und transloziert 

daraufhin zum Mitochondrium, wodurch es zur Freisetzung von Cytochrom c und somit 

einer Verstärkung des extrinsisch-vermittelten Signals kommt (Abb. 1). Dieser Effekt 

kann sowohl auf der Aktivierung von Bax/Bak beruhen (Wei et al., 2000), als auch 

durch Inhibition anti-apoptotischer Mitglieder der Bcl2-Familie (Marsden & Strasser, 

2003) vermittelt werden. 

Die unterschiedliche Sensibilität von Zelllinien gegenüber FasL/Fas-induzierter 

Apoptose führte zur Unterscheidung von zwei Zelltypen (Schmitz et al., 1999). Typ I 

Zellen sind durch eine starke Fas-vermittelte DISC-Bildung und darauf folgende 

Aktivierung von Effektor-Caspasen charakterisiert. Diese Zellen können nicht durch 

Überexpression anti-apoptotischer Vertreter der Bcl2-Familie vor Fas-vermittelter 

Apoptose geschützt werden. In Typ II Zellen hingegen wird nur eine schwache DISC-
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Bildung nach Stimulation mit FasL erreicht. Diese Zellen benötigen eine Verstärkung 

des extrinsischen apoptotischen Signals über den intrinsischen, mitochondrialen 

Signaltransduktionsweg und können somit durch anti-apoptotisch wirkende Mitglieder 

der Bcl2-Familie vor Fas-vermittelter Apoptose geschützt werden. 

 

1.2.2.2 Regulation der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose durch FLIP 

Die Steuerung der Caspasenaktivierung stellt einen bedeutsamen Punkt zum Schutz der 

Zelle vor unkontrollierter Auslösung des apoptotischen Programms dar. Natürlich-

vorkommende zelluläre Moleküle, die in der Lage sind, eine Aktivierung von Pro-

Caspase-8 zu verhindern, stellen wichtige Regulatoren der Todesrezeptor-vermittelten 

Apoptose dar. Nach der Entdeckung viraler Moleküle, die eine Aktivierung von Pro-

Caspase-8 inhibieren, konnte auch in Vertebraten ein homologes Molekül identifiziert 

werden. Dieses „cellular Flice-Like Inhibitory Protein“ (FLIP) genannte Molekül 

kommt hauptsächlich in zwei Isoformen vor, FLIP-long (FLIPL) und FLIP-short 

(FLIPS) (Irmler et al, 1997). Beide Proteine besitzen zwei DED-Motive, die denen der 

Pro-Caspase-8 sehr ähnlich sind. Während FLIPS nur aus den zwei DED-Motiven 

besteht, enthält FLIPL daneben eine Caspase-8-Homologie-Domäne, die aufgrund von 

Veränderungen im aktiven Zentrum aber nicht enzymatisch wirksam ist. Während für 

FLIPS eine vollständige Inhibition der proteolytischen Caspase-8-Prozessierung gezeigt 

werden konnte (Krueger et al., 2001), erlaubt die Existenz von FLIPL im DISC immer 

noch eine unvollständige Prozessierung von Caspase-8 (Scaffidi et al., 1999). Für FLIP 

konnte eine direkte Interaktion mit FADD nachgewiesen werden (Irmler et al., 1997). 

Weiterhin wurde die anti-apoptotische Funktion von cFLIP durch Unterbindung der 

Caspasen-Aktivierung eindeutig belegt (Kataoka et al., 1998). FLIP stellt somit einen 

wirksamen Inhibitor der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose dar. 

 

1.2.2.3 Regulation der Caspase-Aktivität durch IAPs 

Neben Bcl2 und cFLIP stellen Mitglieder der IAP („Inhibitor of Apoptosis Protein“)-

Familie eine weitere wichtige Klasse von Apoptose-Inhibitoren dar. Alle Mitglieder der 

IAP-Familie sind durch eine Zink-bindende, BIR („Baculovirus IAP Repeat“) genannte 

Domäne charakterisiert, die für die anti-apoptotische Funktion entscheidend ist 

(Salvesen & Duckett, 2002). Ein weiteres Strukturmerkmal stellt die RING-Domäne 
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dar, welche durch Übertragung von Ubiquitin die proteasomale Degradation von 

Zielmolekülen einleiten kann (Joazeiro & Weissman, 2000). Im Gegensatz zu FLIP ist 

der inhibitorische Effekt nicht nur auf Initiator-Caspasen beschränkt. So übt das am 

besten untersuchte Mitglied der IAP-Familie, XIAP, seine anti-apoptotische Funktion 

durch direkte Interaktion mit der aktivierten Caspase-9 und den Effektor-Caspasen 3 

und 7 aus (Roy et al., 1997). Des Weiteren kann, neben der Caspase-inhibierenden 

Wirkung, die proteasomale Degradation des pro-apoptotischen SMAC/DIABLO durch 

Ubiquitinierung über die RING-Domäne eingeleitet werden (MacFarlane et al., 2002). 

 

1.3 TRAIL 

Apo2-Ligand oder TRAIL (“Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis Inducing 

Ligand”) wurde ursprünglich aufgrund seiner Sequenz-Homologie mit FasL identifiziert 

und ist wie dieser ein typisches Mitglied der TNF-Familie (Wiley et al., 1995; Pitti et 

al., 1996). Während TRAIL mRNA in vielen Geweben konstitutiv exprimiert wird, 

scheint die Expression von funktionellem TRAIL auf Zellen des Immunsystems wie T-

Zellen, natürliche Killerzellen, Monozyten, dendritische Zellen und neutrophile 

Granulozyten beschränkt zu sein (Kayagaki et al., 1999; Griffith et al., 1999a; Fanger et 

al., 1999; Koga et al., 2004). Verstärkte Aufmerksamkeit erlangte TRAIL durch 

Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte, dass rekombinant hergestelltes, 

lösliches TRAIL selektiv Tumorzellen, nicht aber normale Zellen tötet (Ashkenazi et 

al., 1999; Walczak et al., 1999). Während der therapeutische Nutzen anderer Mitglieder 

der TNF-Familie wie FasL und TNF durch deren systemische Toxizität limitiert ist, 

weckte TRAIL aufgrund seiner geringeren Toxizität gegenüber normalen Zellen und 

einem höheren Grad an Spezifität für neoplastische Zellen die Hoffnung auf eine 

mögliche klinische Anwendung.  

TRAIL wird als Typ 2 Transmembranprotein synthetisiert, wobei die extrazelluläre 

Domäne, analog zur Prozessierung von TNF durch TACE, abgespalten werden kann. 

Somit besteht die Möglichkeit, dass TRAIL in vivo auch in löslicher Form vorliegt 

(Wajant et al., 2001; Liabakk et al., 2002). Wie die meisten anderen Liganden der TNF-

Familie bildet TRAIL Homotrimere, die zur Rezeptoraktivierung jeweils drei Rezeptor-

Moleküle zwischen ihren drei Untereinheiten binden (Hymowitz et al., 1999). Auch hier 

ist nach neueren Daten analog zu Fas die Bildung prä-formierter TRAIL-Rezeptor-
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Komplexe über die PLAD wahrscheinlich, die durch Interaktion mit trimerem TRAIL 

reorganisiert werden und die Bildung des DISC ermöglichen (s. 1.3.3). Für optimale 

Stabilität und biologische Aktivität der TRAIL-Homotrimere ist ein Zink-Ion nötig, das 

von Cysteinresten (Cys 230) des trimeren TRAIL gebunden wird (Bodmer et al., 2000). 

So kann die verstärkte Toxizität bestimmter TRAIL-Präparationen gegenüber normalen 

Hepatozyten eventuell auf das Fehlen von Zn2+ und der damit verbundenen schlechteren 

Löslichkeit und Aggregation von TRAIL zu oligomeren TRAIL-Formen zurückgeführt 

werden (Lawrence et al., 2001). Auch Antikörper-vernetzte TRAIL-Formen zeigen 

gleichfalls eine stärkere Toxizität gegenüber einigen normalen Zellen als der trimere, 

Zn2+-enthaltende Ligand (Almasan & Ashkenazi, 2003). 

 
1.3.1 TRAIL-Todesrezeptoren 

TRAIL bindet an vier verschiedene, nahe verwandte membranständige Rezeptoren und 

an einen löslichen Rezeptor, die allesamt der TNF-Rezeptorfamilie zugeordnet werden 

können. TRAIL-Rezeptor 1 (TRAILR1, DR4) (Pan et al., 1997a) und TRAIL-Rezeptor 

2 (TRAILR2, DR5) (MacFarlane et al., 1997) besitzen beide eine zytoplasmatische 

Todesdomäne, die das charakteristische Strukturmotiv aller Todesrezeptoren darstellt. 

Ihre Hauptfunktion besteht in der Vermittlung TRAIL-induzierter Apoptose.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: TRAIL und die TRAIL-Rezeptoren (aus Almasan & Ashkenazi, 2003) 
TRAILR1 (DR4) und TRAILR2 (DR5) besitzen eine zytoplasmatische Todesdomäne, über die 
Apoptose induziert werden kann. TRAILR3 (DcR1) besitzt keine zytoplasmatische Domäne und 
kann wie TRAILR4 (DcR2), der nur eine funktionsunfähige Todesdomäne enthält, keine Apoptose 
induzieren. Osteoprotegerin (OPG) ist ein löslicher Rezeptor für TRAIL. 
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1.3.2 TRAIL-„Decoy“-Rezeptoren 

Neben den beiden Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAILR2 bindet TRAIL an drei 

weitere Rezeptoren, die aufgrund ihrer fehlenden oder nicht funktionsfähigen 

Todesdomäne und ihrer in Transfektionsexperimenten gezeigten antagonistischen 

Wirkung gegenüber TRAILR1- und TRAILR2-vermittelter Apoptose, als „Decoy“- 

Rezeptoren bezeichnet werden.  

TRAIL-Rezeptor 3 (TRAILR3, DcR1) besitzt keine zytoplasmatische Domäne und ist 

durch einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker mit der Zellmembran verbunden 

(MacFarlane et al., 1997). TRAILR3 wird in nur wenigen Geweben exprimiert und 

kommt hauptsächlich auf peripheren Lymphozyten vor (Mongkolsapaya et al., 1998). In 

Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Überexpression von TRAILR3 Zellen vor 

TRAIL-induzierter Apoptose über TRAILR1 und TRAILR2 schützt, wogegen die 

Entfernung von TRAILR3 von der Zelloberfläche zu verstärkter TRAIL-induzierter 

Toxizität führte (Sheridan et al. 1997; Pan et al, 1997b).  

TRAIL-Rezeptor 4 (TRAILR4, DcR2) (Marsters et al., 1997) wird in vielen Geweben 

exprimiert und besitzt eine nur unvollständige zytoplasmatische Todesdomäne, so dass 

davon ausgegangen werden kann, dass auch TRAILR4 keine apoptotische 

Signaltransduktion induzieren kann und ebenfalls eine „Decoy“-Funktion erfüllt. 

Aufgrund der Größe der zytoplasmatischen Domäne von TRAILR4 ist allerdings nicht 

ausgeschlossen, dass seine Funktion als „Decoy“-Rezeptor nicht nur auf der 

inkompletten Todesdomäne beruht, sondern auch auf Mechanismen, wie z. B. 

TRAILR4- vermittelter NFκB-Aktivierung (Degli-Esposti et al, 1997).  

Die physiologische Funktion, sowie der Wirkmechanismus über den apoptotische 

Signaltransduktion durch TRAILR3 und TRAILR4 inhibiert wird, sind noch nicht 

verstanden. Die klassische „Decoy“-Theorie geht davon aus, dass TRAIL kompetitiv 

durch TRAILR3 und TRAILR4 depletiert wird und somit keine ausreichende 

Stimulation von TRAILR1 und TRAILR2 gegeben ist, um Apoptose zu induzieren. 

Zweitens gibt es wie schon erwähnt Hinweise, dass NFκB TRAILR4-vermittelt aktiviert 

werden kann und so durch die Induktion anti-apoptotischer Gene (s. 1.3.4.2) 

TRAILR1/2-vermittelte Apoptose inhibiert wird. Die Aktivierung von NFκB durch 

TRAILR4 konnte allerdings nicht bestätigt werden. Weiterhin könnte die 

wahrscheinliche Existenz einer PLAD in den „Decoy“- und TRAIL-Todesrezeptoren, 
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die Bildung gemischter Liganden-unabhängiger Prä-Aggregate zwischen Todes- und 

„Decoy“-Rezeptoren vermitteln, die dann z. B. zur Bildung eines unvollständigen DISC 

führt, der nicht ausreichend für die Apoptoseinduktion ist. (Kimberley & Screaton, 

2004).  

Während TRAILR1 bis TRAILR4 sehr ähnliche extrazelluläre Domänen besitzen, ist 

der fünfte TRAIL-Rezeptor, Osteoprotegerin (OPG), nur entfernt mit diesen verwandt. 

OPG ist ein löslicher Rezeptor der TNFR-Familie, und wurde zunächst als Rezeptor für 

RANK-L („Receptor Activator of NFκB Ligand“) und Inhibitor der RANK-L-

vermittelten Differenzierung von Osteoklasten und Knochenresorption entdeckt, bis die 

Bindung an TRAIL gezeigt werden konnte (Emery et al, 1998). Es zeigte sich 

allerdings, dass die Affinität von OPG für TRAIL bei physiologischer Körpertemperatur 

schwach ist (Truneh et al., 2000). In einigen Modellsystemen konnte nachgewiesen 

werden, dass OPG TRAIL-induzierte Apoptose behindert (Holen et al., 2002; Shipman 

& Croucher, 2003).  

 

1.3.3 TRAIL-induzierte Apoptose 

Die Mechanismen der Apoptoseinduktion durch TRAIL entsprechen denen der FasL-

induzierten Apoptose. Wie oben beschrieben konnte auch für TRAILR1 die Bildung 

nicht-signalisierender, prä-formierter Rezeptorkomplexe gezeigt werden, welche durch 

Interaktion der Rezeptor-Monomere über eine PLAD vermittelt wird (Chan et al., 

2000). Aufgrund der Strukturähnlichkeit mit TRAILR1 ist die Existenz der PLAD und 

die Bildung prä-formierter inaktiver Rezeptorkomplexe auch für TRAILR2, TRAILR3 

und TRAILR4 wahrscheinlich (Wajant, 2004). Analog zu Fas bewirkt eine Interaktion 

von TRAIL mit den prä-formierten TRAILR1- und TRAILR2-Rezeptorkomplexen 

daraufhin deren strukturelle Reorganisation und erlaubt so die Induktion des 

intrazellulären apoptotischen Signalwegs. 

In Zellen, die für TRAIL-induzierte Apoptose sensibel sind, führt dies zur Rekrutierung 

zytoplasmatischer Proteine an TRAILR1 und TRAILR2, die den DISC bilden. 

Eingeleitet wird die DISC-Bildung analog zu Fas durch die Rekrutierung mehrerer 

FADD-Proteine über homophile DD-DD-Interaktion (Kischkel et al., 2000). 

Rezeptorgebundenes FADD führt dann, durch homophile DED-DED Interaktion 

vermittelt, zur Anlagerung von Pro-Caspase-8 und/oder Pro-Caspase-10 an die 
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Rezeptor-gebundenen FADD Proteine. Dort erfolgt die DISC-induzierte 

autoproteolytische Aktivierung der Pro-Formen zu aktivierter Caspase-8/10 durch  

„induced proximity“ (Schneider & Tschopp, 2000; Salvesen & Dixit, 1999). Das 

Auslösen von Apoptose durch TRAIL kann unabhängig über TRAILR1 oder TRAILR2 

vermittelt werden. In Zellen, die gleichzeitig TRAILR1 und TRAILR2 exprimieren, 

kann es zur Bildung von Rezeptor-Heterokomplexen kommen (Kischkel et al., 2000).  

 

 

 

 

 

Ebenfalls analog zur Fas-vermittelten Apoptose erfolgt die Weiterleitung des 

apoptotischen Signals je nach Zelltyp auf unterschiedliche Art und Weise (s. 1.2.2.1). 

Demnach ist die TRAILR1/2-vermittelte Caspase-8 Aktivierung in Typ I Zellen 

ausreichend für die direkte Aktivierung der Effektor-Caspase-3 (Schneider & Tschopp, 

2000). Typ II Zellen, die nur über eine limitierte TRAILR1/2-vermittelte Caspase-8-

Aktivierung verfügen, sind auf eine Verstärkung des extrinsischen apoptotischen 

Signals angewiesen. Diese wird durch die Caspase-8-vermittelte Spaltung des Bcl2-

Proteins Bid zu tBid („truncated Bid“) initiiert (Li et al., 1998). tBid bewirkt die 

Abb. 3: TRAIL-induzierte Apoptose (aus Yagita et al., 2004) 
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Oligomerisierung von Bax und Bak in der äußeren Mitochondrienmembran  und 

vermittelt die Freisetzung von Cytochrom c (Korsmeyer et al., 2000), was letztendlich 

zur Bildung des Apoptosoms und Aktivierung von Caspase-3 führt. Die Verstärkung 

des TRAIL-induzierten apoptotischen Signals erfolgt dann durch Prozessierung und 

Aktivierung von Caspase-8 und Caspase-9 durch Caspase-3 im Sinne eines positiven 

Rückkopplungsmechanismus (Tang et al., 2000). Die Überexpression von Bcl2, das die 

Bax/Bak-vermittelte Apoptose inhibiert, kann zur Unterscheidung von Typ I und Typ II 

Zellen genutzt werden, da eine Resistenz gegenüber Todesrezeptor-vermittelter 

Apoptose nur in Typ II Zellen, nicht aber in Typ I Zellen durch dieses Verfahren 

bewirkt werden kann (Scaffidi et al., 1998). 

 

1.3.4 TRAIL und NF κB 

1.3.4.1 NFκB 

Die phylogenetisch konservierten homo- und heterodimeren Transkriptionsfaktoren der 

NFκB Familie werden durch extrazelluläre Stimuli und physikalischen Stress aktiviert 

und regulieren viele mit Inflammation, Differenzierung und Apoptose-Steuerung 

assoziierte Gene. Die Homo- und Heterodimere der NFκB-Familie setzen sich aus cRel, 

RelA-, RelB-, NFκB1 (p50)- und NFκB2 (p52)-Proteinen zusammen. Gemeinsames 

Strukturmerkmal der Mitglieder der NFκB-Familie ist die als „Rel Homology Domain“ 

(RHD) bezeichnete Domäne. Neben Ihrer Funktion als DNA-Bindungs- und 

Dimerisierungs-Domäne besitzt sie eine Kern-Lokalisierungs-Sequenz und vermittelt 

die Assoziation mit einer Gruppe inhibitorischer, IκB genannter Proteine (Ghosh et al., 

1998). Die humanen IκB-Proteine umfassen IκBα, IκBβ, IkBγ, IκBε, Bcl3 sowie die 

NFκB1/2 Vorläuferproteine p100 und p105. IκB-Proteine üben ihre NFκB-inhibierende 

Funktion durch die Maskierung der Kern-Lokalisierungs-Sequenz aus, wodurch sie 

diese Transkriptionsfaktoren aus dem Kern heraus halten und so die NFκB-Proteine an 

der Transkriptionsinitiation hindern (Rothwarf & Karin, 1999). Zur Aktivierung der 

NFκB-Proteine müssen die inhibierenden IκBs abgebaut werden. Dies wird durch einen 

Phosphorylierungsschritt eingeleitet, der von einem Multiproteinkomplex vermittelt 

wird, welcher aus den Kinasen IKKα und IKKβ (Mercurio et al., 1997), einer 

regulatorischen Untereinheit NEMO/IKKγ (Yamaoka et al., 1998) und den Chaperonen 

Hsp90 und Cdc37 (Chen et al., 2002) besteht. Die Phosphorylierung durch diesen IκB-
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Kinase-Komplex (IKK) induziert die Ubiquitinierung und schließlich die Degradation 

der IκBs durch das Proteasom (Scherer et al., 1995). Nach der Degradation der IκB-

Proteine können die NFκB-Proteine in den Nukleus translozieren und dort durch 

Bindung an spezifische „κB-sites“ die Transkription ihrer Zielgene, z. B. IL8, einleiten. 

 

1.3.4.2 Regulation der TRAIL-induzierten Apoptose durch NFκB 

Für viele durch NFκB aktivierte Zielgene und durch diese kodierte Proteine konnte eine 

anti-apoptotische Funktion nachgewiesen werden. Dazu gehören unter anderem die 

oben beschriebenen Proteine der Bcl2-Familie (Lee et al., 1999) und FLIP (Kreuz et al., 

2001). Auf der anderen Seite werden wichtige Komponenten des NFκB-

Signaltransduktionsweges, wie z. B. IκBα (Barkett et al., 1997) durch aktivierte 

Caspasen gespalten, so dass der pro-apoptotische und der NFκB-aktivierende Signalweg 

einer wechselseitigen Inhibition unterliegen. Von zentraler Bedeutung für die 

Regulation der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose ist hierbei die Induktion von FLIP 

durch NFκB, da beide Spliceformen, sowohl FLIPL als auch FLIPS, in den DISC von 

TRAILR1, TRAILR2 und Fas rekrutiert werden und die Aktivierung von Caspase-8 

inhibieren (Krueger et al., 2001). Während auf den meisten Zellen mindestens ein 

TRAIL-Todesrezeptor gefunden werden kann, werden die „Decoy“-Rezeptoren 

TRAILR3 und TRAILR4 nur selten konstitutiv exprimiert. Unter bestimmten 

Bedingungen kann deren Expression aber induziert werden. So konnte ein Einfluss von 

NFκB auf die Expression der TRAIL-Rezeptoren TRAILR2 (Ravi et al., 2001) und 

TRAILR3 (Bernard et al., 2001) gezeigt werden. Weiterhin konnte auch ein Einfluss 

von NFκB auf die TRAIL-Expression nachgewiesen werden (Siegmund et al., 2001). 

 

1.3.4.3 TRAIL-induzierte NF κB-Aktivierung 

Neben der dominanten pro-apoptotischen Signaltransduktion konnte mittlerweile auch 

eine TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung nachgewiesen werden (Chaudhary et al., 

1997; Schneider et al., 1997). Für den Prototypen der Todesrezeptoren, Fas, konnte 

gezeigt werden, dass die Fas-vermittelte Aktivierung von NFκB durch FADD, Caspase-

8 und RIP vermittelt und durch FLIP inhibiert wird (Kreuz et al., 2004). Während eine 

zentrale Rolle von FADD für die TRAIL-induzierte Apoptose nachgewiesen werden 

konnte (Kuang et al., 2000), ist über die Rolle von FADD in der TRAILR1- und 
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TRAILR2-vermittelten NFκB-Aktivierung weniger bekannt. Es konnte gezeigt werden, 

dass Überexpression von FADD zu einer NFκB-Aktivierung führt und die TRAIL-

induzierte NFκB-Aktivierung in FADD-defizienten Zellen reduziert ist (Wajant et al., 

2000). Weiterhin konnte die FADD-vermittelte Rekrutierung von RIP („Receptor 

Interacting Protein“) in den TRAILR1-Signalkomplex nachgewiesen werden (Lin et al., 

2000). Nachdem ursprünglich gezeigt werden konnte, dass RIP als Teil des TNFR1-

Signalkomplexes die Kinasen des IKK-Komplexes aktiviert (Devin et al., 2000), wurde 

durch Versuche mit RIP-defizienten Zellen auch eine entscheidende Funktion für die 

TRAIL-Signaltransduktion deutlich (Lin et al., 2000). RIP gehört außerdem zu den 

Caspase-8 Substraten (Lin et al., 1999), so dass Spaltung von RIP durch TRAILR1/2-

aktivierte Caspase-8 zu einer Inhibition der NFκB-Signaltransduktion führen könnte. 

Übereinstimmend damit führt die Inhibition der Apoptose durch Caspase-Inhibitoren zu 

einer verstärkten TRAIL-induzierten NFκB-Aktivierung (Wajant et al., 2000). Einen 

möglichen Mechanismus für die TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung stellt somit die 

FADD-vermittelte Rekrutierung von RIP in den TRAILR1/2 Signalkomplex dar.  

Daneben gibt es Hinweise auf einen weiteren Caspase-abhängigen 

Signaltransduktionsweg (Secchiero et al., 2003). Als Komponenten des NFκB-

induzierenden Signalkomplexes kommen FADD, Caspase-8 und FLIP in Frage, da 

diese alle an der Regulation der Caspasenaktivität durch die TRAIL-Rezeptoren 

beteiligt sind und nach Überexpression eine NFκB-Aktivierung bewirken (Hu et al., 

2000). Insbesondere die Rolle von FLIP wirft hier Fragen auf. Auf der einen Seite 

führte die Überexpression von FLIPL zu einer verstärkten basalen NFκB-Aktivierung. 

Auf der anderen Seite konnte neben der Apoptose-inhibierenden Wirkung auch eine 

inhibierende Funktion von FLIP für Todesrezeptor-vermittelte NFκB-Aktivierung 

gezeigt werden (Wajant et al., 2000). Die widersprüchliche Bedeutung von FLIP für die 

Todesrezeptor-vermittelte NFκB-Aktivierung bedarf daher weiterer Untersuchung. 

  

1.3.5 TRAIL und IFN γ 

Interferone sind Mitglieder einer Zytokinfamilie, die eine zentrale Rolle bei der Abwehr 

viraler Infektionen spielen und immunmodulatorische Kompetenz besitzen. Außerdem 

können sie Apoptose induzieren und besitzen anti-angiogene und anti-proliferative 

Eigenschaften. Man unterscheidet Typ I Interferone (IFNα, β, ω, κ), die in den meisten 
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Zellen durch Viren und doppelsträngige RNA induziert werden, und Typ II Interferon 

(IFNγ) (Stark et al., 1998). IFNγ wird wie TRAIL von aktivierten T-Zellen und 

natürlichen Killerzellen exprimiert (Chawla-Sarkar et al., 2003) und besitzt neben seiner 

antiviralen Aktivität zusätzlich pro-apoptotische und immunsupprimierende Funktion 

(Murphy et al., 1988). IFNγ allein kann in einigen Zellen ausreichend für die Induktion 

von Apoptose sein oder Zellen für Todesrezeptor-vermittelte Apoptose sensibilisieren, 

ohne selbst apoptotische Wirkung zu entfalten (Chawla-Sarkar et al., 2003). So konnte 

die apoptotische Wirkung von TRAIL auf Ewing-Sarkom-Zellen durch IFNγ gesteigert 

werden (Merchant et al., 2004). Es konnte außerdem gezeigt werden, dass sowohl die 

Expression von TRAIL als auch die Expression der TRAIL-Rezeptoren durch 

Interferone moduliert werden kann. So induzieren Typ I und Typ II Interferone die 

TRAIL-Expression auf natürlichen Killerzellen, Monozyten, dendritischen Zellen und 

neutrophilen Granulozyten und modulieren deren zytotoxische Wirkung auf TRAIL-

sensitive Tumorzellen in vitro (Yagita et al., 2004). Ob das Zusammenspiel von TRAIL 

und IFNγ neben der synergistischen Wirkung auf die apoptotische Signaltransduktion 

auch Einfluss auf die nicht-apoptotische Signaltransduktion und insbesondere die 

Aktivierung von NFκB hat, ist bisher noch nicht klar geworden. 

 

1.4 Zielsetzung 

TRAIL wurde bislang hauptsächlich hinsichtlich seiner dominanten apoptotischen 

Wirkung erforscht. Die TRAIL-induzierten nicht-apoptotischen Signalwege stellen 

dagegen ein weniger erforschtes Gebiet dar. In der vorliegenden Arbeit sollte daher die 

TRAIL-induzierte nicht-apoptotische Signaltransduktion näher untersucht werden. 

Dabei konzentrieren sich die Untersuchungen auf die TRAIL-induzierte Aktivierung 

des Transkriptionsfaktors NFκB und deren Modulation durch FLIP und IFNγ. 
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2 Material 

 
2.1 Chemikalien, Reagenzien, Zellkulturmedien, Materialien 

ABTS        Boehringer, Mannheim 

Acrylamidlösung (30 %)     Roth, Karlsruhe 

αTRAILR1-Serum      AG Wajant 

αTRAILR2-Serum      AG Wajant 

APS        Sigma, Deisenhofen 

Bio-Rad-Lösung      Bio-Rad, München 

Cycloheximid       Sigma, Deisenhofen 

DMSO        Roth, Karlsruhe 

ECL        Amersham, Braunschweig 

FasL-Flag       AG Wajant 

FCS      PAA Lab. GmbH,  

      Linz, Österreich 

Isopropanol       Roth, Karlsruhe 

Methanol       Roth, Karlsruhe 

Nonidet-P40       Sigma, Deisenhofen 

Phosphatase-Inhibotor-Cocktail I/II    Sigma, Deisenhofen 

Protein A       Sigma, Deisenhofen 

Protease-Inhibitor-Cocktail     Roche, Mannheim 

PVDF-Membran      Amersham, Braunschweig 

RPMI        Seromed, Berlin 

siRNAs       Ribopharma AG, 

         Kulmbach 

TEMED       Sigma, Deisenhofen 

TNF        Knoll AG, Ludwigshafen 

Trypsin/EDTA-Lösung     PAA. Lab. GmbH, 

        Linz, Österreich 

zVAD-fmk       Bachem, Heidelberg 
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2.2 Puffer und Lösungen 

Blot-Puffer      25 mM Tris, 192 mM Glycin, 

       20 % Methanol, pH 8,3 

Coating-Puffer 100 mM Carbonat, pH 9,5 

Kristallviolettlösung  0,5 % Kristalllviolett, 20 % 

Methanol 

Lauf-Puffer (SDS-PAGE)  0,05 M Tris, 0,38 M Glycin, 

   0,004 M SDS, pH 8,3 

Lyse-Puffer 20 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 % 

Nonidet P40, pH 7,4 

Hypotoner Puffer (Kernextrakte) 20 mM Hepes, 5 mM NaF, 10 µM 

Na2MoO4, 0,1 mM EDTA, pH 7,5 

PBA       1 x PBS, 0,025 % BSA 

PBS (10 x)  80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4, 

0,7 % NaCl, pH 7,2 

PBS-F  1 x PBS + 10 % FCS (v/v) 

PBS-T       1 x PBS, 0,05 % (v/v) Tween-20 

Probenpuffer (SDS-PAGE, 5-fach)  0,05 M Tris-HCl, 5 mM EDTA, 100 

mM DTT, 5 % SDS, 50 % Glycerin, 

0,5 % Bromphenolblau, pH 8,0 

Puffer A  10 mM KCl, 10mM HEPES, 0,1 

mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1mM 

DTT, 1mM PMSF, pH 7,9 

Sammelgelpuffer (SDS-Page)   0,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 6,8 

Trenngelpuffer     1,5 M Tris, 0,015 M SDS, pH 8,8 

Trypsin-PBS  1 x Trypsin/EDTA-Lösung in 

   1 x PBS 
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2.3 Antikörper 

anti-Flag (M2), Maus, monoklonal   Sigma, Deisenhofen 

anti-human-Vinculin, Maus, monoklonal  Sigma, Deisenhofen 

anti-IκBα, Kaninchen, polyklonal   Santa Cruz, Santa Cruz, USA 

anti-Kaninchen-HRP     Dako, Glostrup, Dänemark 

anti-Maus-HRP     Dako, Glostrup, Dänemark 

anti-TRAILR1, Maus, monoklonal, FITC  Apotech, Epalinges, Schweiz 

anti-TRAILR2, Maus, monoklonal, FITC  Apotech, Epalinges, Schweiz 

anti-TRAILR3, Maus, monoklonal, PE  R&D Systems, Minneapolis, USA 

anti-TRAILR4, Maus, monoklonal, PE  R&D Systems, Minneapolis, USA 

IgG1, Maus, FITC     R&D Systems, Minneapolis, USA 

IgG1, Maus, PE     R&D Systems, Minneapolis, USA 

 

2.4 Zelllinien 

KB  Keratinocyten, Dr. Michael Kracht, 

Medizinische Hochschule Hannover 

KB-FLIPS  AG Wajant 

KB-FLIPL AG Wajant 

KB-Bcl2-GFP  AG Wajant
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3 Methoden 

 
3.1 Kultivierung und Konservierung der KB-Zellen 

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien erfolgte in RPMI 1640 

Medium mit hitze-inaktiviertem FCS (Endkonzentration 10 %). Die Inkubation der 

Zellen erfolgte in Brutschränken bei 37 °C und konstanter CO2-Begasung (5 %, 

Luftfeuchtigkeit 96 %). Um die adhärent wachsenden KB-Zellen zu verdünnen, wurden 

diese mit einem geeigneten Volumen Trypsin-PBS versetzt und im Brutschrank 

inkubiert, bis sich die Zellen vom Boden der Kulturflaschen ablösten. Danach wurde die 

Suspension in einen 15 mL Falcon gegeben und für fünf Minuten bei 1500 U/min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die sedimentierten Zellen in einem 

geeigneten Volumen frischer Nährlösung resuspendiert um dann in der gewünschten 

Verdünnung in die Kulturflaschen ausgesät zu werden. 

Zur Langzeitlagerung der Zellen mittels Kryokonservierung wurden die Zellen wie 

beschrieben geerntet, in hitzeinaktiviertem FCS mit DMSO (Endkonzentration 10 %) 

resuspendiert und in 1,5 mL Polypropylenröhrchen überführt. Um ein schonendes 

Einfrieren der Zellen zu ermöglichen, wurde die Kryokonservierung zunächst für 24 h 

in einem mit Isopropanol gefüllten Behälter bei -80 °C begonnen, bevor die Zellen dann 

endgültig bei  -80 °C gelagert wurden. 

 

3.2 Ermittlung von Zellzahlen 

Zur Ermittlung der Anzahl von Zellen wurden diese in einer Neubauer-Kammer gezählt. 

Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit einer Tryptanblau-Lösung 

(Stammlösung 1:5 in PBS) 1:1 verdünnt. Das Tryptanblau wird von toten Zellen 

aufgenommen und ermöglicht somit eine Unterscheidung von lebenden Zellen. 20 µL 

der Zellverdünnung wurden anschließend unter das Deckgläschen einer Neubauer-

Zählkammer pipettiert und die lebenden Zellen in 2 Quadranten gezählt. Die Zellzahl 

wurde gemäß der Formel Mittelwert gezählter Zellen/Quadrant x Verdünnungsfaktor x 

104 = Zellzahl/mL berechnet. 

 

 



Methoden 

21 

3.3 Zytotoxizitätsanalyse und IL8-ELISA 

3.3.1 Zellaussaat und Stimulation 

Die Bestimmung der zytotoxischen Wirkung von αTRAILR1-Serum, αTRAILR2-

Serum, FasL und TNF auf die adhärent wachsenden KB-Zellen wurde mittels 

Quantifizierung der Lebendzellzahl durch Kristallviolettfärbung bestimmt. Die IL8-

Produktion wurde mit Hilfe eines IL8-ELISAs quantifiziert.  

Es wurden zunächst 2 x 104 KB-Zellen je well in 96-well-Flachboden-Mikrotiterplatten 

ausgesät und kultiviert. 24 h später konnten die Zellen mit dem gewünschten Reagenz 

(200 µL/well) in konstanten Konzentrationen oder sequentiellen Verdünnungen 

stimuliert werden. Zuvor wurde jedoch das Nährmedium ausgetauscht, um den 

störenden Einfluss von konstitutiv exprimiertem IL8 auf die IL8-Detektion im ELISA 

zu vermeiden. Die stimulierten Zellen wurden dann im Brutschrank inkubiert. Nach 6 h 

wurden 100 µL des Überstandes aus jedem well entnommen und zur Analyse mittels 

IL8-ELISA bei -80 °C eingefroren. Die Platten wurden für die Zytotoxizitätanalyse 

dann weitere 10-14 h inkubiert.  

 

3.3.2 Zytotoxizitätsanalyse 

Nach Ablauf der Inkubationszeit und Verwerfen des Überstandes wurden die Zellen für 

15 Minuten mit einer Kristallviolettlösung (100 µL/well) bei Raumtemperatur 

beschichtet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die überschüssige Lösung durch 

mehrmaliges Waschen in H2O entfernt. Die Mikrotiterplatten wurden nun 

ausgeschlagen, getrocknet und das gebundene Kristallviolett durch Zugabe von 

Methanol (100-150 µL/well) gelöst. Danach wurden die Mikrotiterplatten für ca. 1 h auf 

einen Schüttler gestellt und anschließend die Absorption bei einer Wellenlänge von 590 

nm mittels ELISA-Reader (Anthos Lucy 2) gemessen. 

 

3.3.3 IL8-Bestimmung mittels IL8-ELISA 

Alle für die IL8-Bestimmung verwendeten Antikörper sowie Streptavidin-HRP und 

rekombinantes IL8 stammen aus dem OptEIATM IL8-ELISA-Kit der Firma Pharmingen 

(San Diego, USA). Für die IL8 Detektion in den Zellkulturüberständen aus 3.3.1 wurde 

zunächst die benötigte Anzahl einer 96-well-Flachboden-Mikrotiterplatte mit 50 

µL/well einer IL8-Antikörperlösung (anti-IL8 1:250 in Coating Puffer) versehen und 
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über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde die Antikörperlösung 

entfernt und die Platten drei Mal mit 200 µL/well PBS-T gewaschen. Daraufhin wurden 

200 µL/well PBS-F auf die Platten gegeben und diese bei Raumtemperatur 1 h 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wurden die Platten nun mit den zu 

analysierenden Zellkulturüberständen aus 3.3.1 befüllt und für 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Platten wurden nach Entfernen der Zellkulturüberstände erneut 

gewaschen (fünf Mal in PBS-T) und mit 50 µL/well einer Lösung aus biotinyliertem 

IL8-Antikörper und Streptavidin-HRP (jeweils 1:250 in PBS-F) versehen. Nach 1 h 

Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten sieben Mal mit PBS-T gewaschen 

und danach mit 100 µL/well ABTS-Lösung (1 mg/mL ABTS in ABTS-Puffer) 

versehen. Nach fünf bis zehn Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur konnte die 

Absorption im ELISA-Reader bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen werden. Zur 

Quantifizierung der IL8-Konzentration, wurde auf jeder Platte eine Konzentrationsreihe 

mit definierten Konzentrationen von rekombinantem IL8 als Referenz angelegt.  

 

3.4 Nachweis von Zelloberflächenrezeptoren mittels Durchflusszytometrie 

Fluoreszierende Zellen können mit der Durchflusszytometrie untersucht werden. Die 

Fluoreszenz kann hierbei entweder von einer vorher durchgeführten Färbung herrühren 

oder durch die Expression eines Fluoreszenzproteins, das durch Transfektion/Infektion 

eingeführt wurde, verursacht sein. Die Färbungen können sowohl intrazelluläre, als 

auch extrazelluläre Strukturen betreffen. Im letzteren Fall kann die Expression von 

Zelloberflächen-Molekülen durch die Verwendung spezifischer, Fluoreszenzfarbstoff-

konjugierter Antikörper auf Einzelzell-Niveau untersucht werden. Die 

Fluoreszenzfarbstoffe werden durch einen Laserstrahl im „Fluorescence Activated Cell 

Scan“ (FACScan) angeregt und emittieren anschließend Licht charakteristischer 

Wellenlänge, welches detektiert wird. Zusätzlich zu den Fluoreszenzen gibt das an den 

Zellen gestreute Laserlicht Aufschluss über die Parameter Größe („forward scatter“) 

und Granularität („side scatter“) der Zellen.  

Zur Untersuchung der TRAIL-Rezeptorexpression wurden je Probe ca. 106 KB-Zellen 

geerntet, bei 2000 U/min fünf Minuten zentrifugiert und darauf in 200 µL PBS 

resuspendiert. Zur Antikörpermarkierung wurde die Zellsuspension in ein well einer 96-

well-Spitzbodenplatte gegeben und nach Herstellerangaben mit dem jeweiligen TRAIL-
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Rezeptor-Antikörper oder der IgG1 Isotyp Kontrolle gefärbt. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurden die Zellen wiederum mit 200 µL PBS gewaschen, anschließend 

in 400 µL PBS resuspendiert und am FACSCaliburTM (BD, San Jose, USA) analysiert. 

Ausgewertet wurden die FACS-Daten mit der Cell Quest Software für Apple-

Macintosh.    

 

3.5 Transienter Transfer von siRNA 

Die Transfektion von siRNA in KB-Zellen wurde durch das Elektroporationsverfahren 

erreicht. Dafür wurden 6 x 106 Zellen in 1 mL Nährmedium resuspendiert und mit der 

gewünschten siRNA versetzt. Die Endkonzentration wurde auf 300 nM eingestellt. Für 

die folgende Elektroporation, die mit 250 V/1800 F erfolgte, wurden 800 µL in eine 4 

mm Elektroporationsküvette (PeqLab, Erlangen) überführt. Die elektroporierten Zellen 

wurden dann in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesät und am nächsten Tag für die 

geplanten Versuche verwendet. 

 

3.6 Westernblotanalysen 

3.6.1 Herstellung der Zelllysate 

Die KB-Zellen wurden in Petrischalen (Ø 6 cm) ausgesät und konnten nach Erreichen 

subkonfluenter Zelldichten mit den gewünschten Reagenzien stimuliert und nach 

Ablauf der Inkubationszeit geerntet werden. Nach der Ernte wurden die zu 

analysierenden, sedimentierten KB-Zellen in Puffer A + 0,6 % Nonidet-P40 (120 µL 

Puffer für 106 KB-Zellen) resuspendiert. Der genannte Lysepuffer wurde vorher mit 

einer Lösung verschiedener Proteaseinhibitoren (Complete Mini, Roche) versetzt. 

Danach wurden die Zellsuspensionen für 20 Minuten auf Eis inkubiert und daraufhin 10 

Minuten zentrifugiert (13000 U/min, 4 °C), um lösliche und unlösliche Bestandteile der 

Ansätze zu trennen. Die Überstände wurden in frische Reaktionsgefäße überführt und 

bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C gelagert. 

 

3.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford-Methode. Zu 

diesem Zweck wurde jeweils 1 µL der zu analysierenden Überstände in 1 mL Bradford-

Lösung (1:5 in H2O verdünnt) gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur in 
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Plastikküvetten inkubiert. Im Anschluss wurde die Absorption bei 595 nm im 

Photometer gemessen. Die zur Analyse verwendeten Volumina der Ansätze wurden 

dann anhand der gemessen Absorption so gewählt, dass die zu vergleichenden Proben 

die gleiche Proteinmenge enthielten. 

 

3.6.3 SDS-PAGE 

Das Auftrennen der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte in SDS-

Polyacrylamid-Gelen, die aus einer Sammelgel- und einer Trenngelphase bestanden. 

Zur Herstellung eines Trenngels wurden 2,75 mL Trenngelpuffer, 3,9 mL H2O, 187 µL 

APS-Lösung (10 % in H2O) und verschiedene Konzentrationen von Acrylamid (10 %, 

12 %, 13,5 %) verwendet. Die Polymerisierungsreaktion wurde durch Zugabe von  

TEMED initiiert. Die Lösung wurde nun in den Spalt zwischen zwei 

zusammengeklemmten Glasplatten gegeben und anschließend mit Isopropanol 

überschichtet, um eine glatte Oberfläche zu erhalten. Nach Auspolymerisierung des 

Trenngels, wurde das Isopropanol entfernt und die Sammelgellösung (1,4 mL 

Acrylamidlösung, 1,75 mL Sammelgelpuffer, 3,8 mL H2O, 84 µL der APS-Lösung und 

7 µL TEMED) auf das Trenngel gegeben. Vor der Auspolymerisierung wurde das 

Sammelgel mit einem Kamm versehen. Die Proteinlysate wurden zur 

gelelektrophoretischen Auftrennung mit fünffach konzentriertem Probenpuffer versehen 

und für 5 Minuten auf 90 °C erhitzt, bevor sie nach Entfernen des Kamms in die 

Taschen des Sammelgels pipettiert werden konnten. Die Elektrophorese erfolgte für 90 

Minuten bei 90-120 Volt in vertikalen Elektrophoresekammern. 

 

3.6.4 Westernblot 

Der Transfer der Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran erfolgte 

mittels Elektroblotverfahren in horizontalen Blotkammern (Peqlab, Erlangen). Zu 

diesem Zweck wurden 4 Lagen Whatman-Filterpapier sowie ein Stück PVDF-

Membran, welches kurz mit Methanol geblockt wurde, in der Größe des Trenngels 

zugeschnitten und in Blot-Puffer getränkt. Das Sammelgel wurde vom Trenngel 

abgetrennt und verworfen. Für den Aufbau der Elektroblotvorrichtung (vom Plus- zum 

Minuspol) wurden nun 2 Lagen Whatman-Filterpapier, die PVDF-Membran, das 

Trenngel und erneut 2 Lagen Whatman-Filterpapier möglichst luftblasenfrei 
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übereinander gelegt. Nach Anschließen der Blotapparatur an eine Spannungsquelle 

wurden die negativ geladenen Proteine bei einer Stromstärke von 1,5 mA pro cm2 

Membranfläche in Richtung Pluspol auf die PVDF-Membran übertragen. Die Blotdauer 

betrug je nach Größe der Proteine 80-100 Minuten. 

 

3.6.5 Immunodetektion 

Nach der Übertragung der Proteine auf die PVDF-Membran, wurde diese zur 

Absättigung von unspezifischen Bindungsstellen für  1 h auf einem Schüttler in einer 3 

%igen Milchlösung (3 % Milchpulver in PBS-T) bei Raumtemperatur inkubiert. 

Daraufhin wurde die Membran gewaschen (drei mal fünf Minuten in PBS-T) und 

anschließend mit dem gewünschten  Primär-Antikörper (anti-IκBα oder anti-Vinculin) 

über Nacht bei 4 °C oder für 2 h bei Raumtemperatur unter ständigem Schütteln 

inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde der Primärantikörper entfernt und die 

Membran nach dem Waschen (drei Mal fünf Minuten in PBS-T) mit einem Peroxidase-

markierten Sekundär-Antikörper (1:10000 in PBS-T) für 45 Minuten auf einem 

Schüttler inkubiert. Die PVDF-Membran wurde dann noch drei Mal 15 Minuten in 

PBS-T gewaschen und darauf für 1 Minute mit Luciferase-Lösung beschichtet. Nun 

konnten Filme bis zum Erhalt der gewünschten Signalintensität belichtet und entwickelt 

werden. 

 

3.7 NFκB-ELISA 

3.7.1 Herstellung der Zellkernextrakte 

KB-Zellen wurden in Petrischalen (Ø 10 cm) ausgesät, über Nacht kultiviert und am 

nächsten Tag mit den für den Versuch benötigten Reagenzien stimuliert oder ohne 

Stimulation weiter inkubiert. Nach Beendigung der Stimulation wurden alle Zellen 

zunächst mit 10 mL eiskaltem PBS, das mit einem Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (PI, 

Sigma, Deisenhofen) versetzt war, gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 10 

mL eiskaltem PBS + PI mit einem Gummispatel geerntet und mit 300 x g fünf Minuten 

bei 4 °C zentrifugiert. Nun wurden die Pellets in 1 mL eiskaltem hypotonem Puffer 

resuspendiert und in 1,5 mL Polypropylenröhrchen überführt. Nach 15 Minuten 

Inkubationszeit auf Eis wurden 50 µL 10 % Nonidet P-40 zugegeben und das Gemisch 

30 sek mit der Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde daraufhin mit 50 µL 
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„Complete Lysis Buffer“ resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurde das Gemisch 10 Minuten bei 4 °C und 14000 x g zentrifugiert und danach der 

Überstand bei -80 °C aufbewahrt. Die Proteinbestimmung zum Abgleich der 

Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit dem Bradford-Assay. 

 

3.7.2 Detektion 

In die mit einem spezifisch NFκB bindenden Oligonucleotid (5´ -GGGACTTTCC- 3´) 

versehenen Mikrotiterplatten wurden zunächst 30 µL/well  „Complete Binding Buffer“ 

und 20 µL/well der Proben gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde darauf versiegelt und 

bei Raumtemperatur 1 h auf dem Schütter inkubiert. Dann wurde die Mikrotiterplatte 

drei Mal mit „Washing Buffer“ gewaschen und getrocknet. Als nächstes wurden die 

benutzten wells mit 100 µL/well NFκB-Antikörper (1:1000 in „Antibody Binding 

Buffer“) versehen, wiederum 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und danach drei Mal 

gewaschen und getrocknet. Nun wurden 100 µL/well HRP-Antikörper (1:1000 in 

„Antibody Binding Buffer“) in die wells gegeben. Nach 1 h Inkubationszeit bei 

Raumtemperatur wurden die Wells vier Mal mit 200 µL/well „Washing Buffer“ 

gewaschen. Zur Entwicklung wurden 100 µL/well der Entwickler-Lösung zugegeben. 

Nach 4 Minuten Entwicklungszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µL/well 

„Stop Solution“ gestoppt. Nun konnte die Absorption mittels Spektrophotemeter bei 

450 nm bestimmt werden. Alle für die NFκB-Detektion verwendeten Antikörper und 

Pufferlösungen (außer hypotoner Puffer, PBS) stammen aus dem TransAMTM  NFκB 

Transcription Factor Assay Kit der Firma Activemotif (Carlsbad, USA).
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4 Ergebnisse 

 
4.1 Apoptotische und nicht-apoptotische Fas-Signaltransduktion 

Die Todesrezeptoren der TNFR-Familie Fas, TRAILR1 (DR4) und TRAILR2 (DR5) 

wurden bisher vornehmlich hinsichtlich ihrer dominanten Funktion als Auslöser des 

apoptotischen Programms untersucht. Mittlerweile konnte aber in einer Reihe von 

Untersuchungen gezeigt werden, dass sowohl der klassische Todesrezeptor Fas als auch 

die TRAIL-Todesrezeptoren nicht nur bei der Induktion von Apoptose sondern auch bei 

der Vermittlung nicht-apoptotischer Signalwege wie Proliferation oder NFκB-

Aktivierung eine Rolle spielen können. In Studien zur nicht-apoptotischen 

Signaltransduktion durch Fas/FasL (Kreuz et al., 2004) konnte gezeigt werden, dass 

FasL unter bestimmten Bedingungen in KB-Zellen nicht nur apoptotischen Zelltod 

auslösen kann, sondern auch eine deutlich Hochregulation des bekannten NFκB-

Zielgens IL8 induziert. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB ist in diesem 

Zusammenhang von besonderer Bedeutung, da dieser durch Induktion anti-

apoptotischer Gene zu einer Inhibition der apoptotischen Signaltransduktion führen 

kann und außerdem eine zentrale Rolle bei der Steuerung von Entzündungsreaktionen 

durch Aktivierung pro-inflammatorischer Gene und verschiedener Chemokine, wie z. B. 

IL8, einnimmt. 

 

4.1.1 IFNγ verstärkt die FasL-induzierte Apoptose in KB-Zellen 

Es konnte gezeigt werden, dass für die FasL-induzierte Apoptose in KB-Zellen eine 

Sensibilisierung durch den Proteinsynthese-Inhibitor Cycloheximid (CHX) notwendig 

ist (Kreuz et al., 2004). Aus der in Abb. 4 gezeigten Zytotoxizitätsanalyse ist ersichtlich, 

dass wie in der Literatur beschrieben, eine Vorbehandlung der KB-Zellen mit CHX, 

aber auch mit IFNγ ausreichend ist, um diese für FasL-vermittelte Apoptose zu 

sensibilisieren. Die verwendete Konzentration von CHX (2,5 µg/mL) führte dabei nur 

zu einer partiellen Blockade der Proteinsynthese und sowohl die alleinige Behandlung 

der Zellen mit CHX, als auch mit IFNγ resultierte in nur gering verstärktem 

Zelluntergang. Die Tötung der Zellen erfolgte in beiden Fällen über die Aktivierung von 

Caspasen, da der Zelltod durch den Caspase-Inhibitor zVAD-fmk inhibiert werden 

konnte. Die Vorbehandlung der KB-Zellen mit IFNγ hatte keinen Einfluss auf die 
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zytotoxische Wirkung von TNF. Die FasL- und TNF-induzierte Apoptose müssen also 

zumindest teilweise unterschiedlich reguliert sein. 
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4.1.2 IFNγ verstärkt die FasL-induzierte NFκB-Aktivierung in KB-Zellen 

In 4.1.1 konnte gezeigt werden, dass eine Sensibilisierung der KB-Zellen durch CHX 

oder IFNγ ausreichend ist, um FasL die Induktion von Apoptose zu ermöglichen. Um 

die Auswirkung von IFNγ und CHX auf die nicht-apoptotische Fas-Signaltransduktion 

in KB-Zellen zu untersuchen, wurde die FasL-induzierte IL8-Produktion in An- und 

Abwesenheit von IFNγ und CHX mittels IL8-ELISA untersucht. Da IL8 NFκB-

abhängig hochreguliert wird (Hoffmann et al., 2002), kann es als Indikator für eine 

Abb. 4: KB-Zellen werden durch IFNγ und CHX für FasL- induzierte Apoptose 
sensibilisiert. 
2 x 104 KB-Zellen/well wurden in 96-well Mikrotiterplatten ausgesät und über Nacht 
im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurde eine Gruppe für 24 h mit IFNγ (20 
ng/mL) inkubiert und anschließend für 16 h mit FasL-Flag (200 ng/mL) + anti-Flag-
Ak (M2, 0,5 µg/mL) oder TNF (10 ng/mL) in Gegenwart von IFNγ stimuliert. Die 
andere Gruppe wurde 16 h in Gegenwart von CHX mit FasL oder TNF stimuliert. 
CHX (2,5 µg/mL) und zVAD-fmk (20 µM) wurden dabei 1,5 h vor Beginn der 
Stimulation zugegeben. Die Zytotoxizitätsanalyse erfolgte mittels 
Kristallviolettfärbung. Abkürzungen: C: CHX, I: IFNγ, Z: zVAD-fmk. 
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NFκB-Aktivierung dienen. IFNγ zeigte, neben der oben beschriebenen Funktion als 

Sensibilisator für FasL-induzierte Apoptose auch eine verstärkende Wirkung auf die 

IL8-Produktion und somit NFκB-Aktivierung durch FasL in KB-Zellen (Abb. 5). Im 

Gegensatz dazu war die TNF-induzierte IL8-Produktion nicht durch IFNγ zu 

beeinflussen. Lediglich unter apoptotischen Bedingungen nach CHX-Behandlung war 

die TNF-induzierte IL8-Produktion vermindert. Weiterhin fiel auf, dass die FasL-

induzierte IL8-Produktion auch unter apoptotischen Bedingungen nach IFNγ-

Vorbehandlung verstärkt war. Dies lässt darauf schließen, dass apoptotische und 

geninduzierende Prozesse gleichzeitig ablaufen können. Wie erwartet führte eine 

Blockierung der Caspasen und somit des apoptotischen Signalwegs durch zVAD-fmk 

zu einer Verstärkung der IL8-Produktion. Weiterhin war zu beobachten, dass durch die 

alleinige Behandlung mit CHX, im Gegensatz zur Behandlung mit IFNγ, bereits eine 

deutliche IL8-Produktion in den KB-Zellen ausgelöst wurde. 
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Abb. 5: IFNγ und CHX sensibilisieren KB-Zellen für Fas-vermittelte IL8-
Produktion 
Es wurden 2 x 104 KB-Zellen/well in 96-well Mikrotiterplatten ausgesät und über 
Nacht im Brutschrank inkubiert. Eine Gruppe wurde daraufhin für 24 h mit IFNγ (20 
ng/mL) inkubiert und anschließend mit FasL-Flag (200 ng/mL) + M2 (0,5 µg/mL) 
oder TNF (10 ng/mL) in Gegenwart von IFNγ stimuliert. Die andere Gruppe wurde in 
Gegenwart von CHX mit FasL-Flag oder TNF stimuliert. CHX (2,5 µg/mL) und 
zVAD-fmk (20 µM) wurden 1,5 h vor Beginn der Stimulation zugegeben. 6 h nach 
Zugabe von quervernetztem FasL-Flag bzw. TNF wurden 100 µL der 
Kulturüberstände zur Analyse entnommen und mit Hilfe eines IL8-ELISA Kits 
untersucht. Abkürzungen: C: CHX, I: IFNγ, Z: zVAD-fmk. 
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4.2 Untersuchung der FasL-induzierten Signaltransduktion in Bcl2-

exprimierenden Zellen 

Als zentrales Ereignis bei der malignen Transformation von Zellen und der Entstehung 

von Tumoren gilt die Inhibierung des apoptotischen Programms (Hanahan & Weinberg, 

2000). Übereinstimmend mit Untersuchungen, die eine wechselseitige negative 

Regulation des apoptotischen und NFκB-aktivierenden Signalweges zeigen, konnte in 

den unter 4.1.2 beschriebenen Versuchen eine Verstärkung der NFκB-Aktivierung nach 

Blockierung des apoptotischen Signalwegs durch den pharmakologischen Caspase-

Inhibitor zVAD-fmk beobachtet werden. Eine andere,  physiologische Möglichkeit zur 

Blockierung des apoptotischen Programms stellt die Expression des anti-apoptotisch 

wirkenden Bcl2-Proteins dar. Wie in 1.2.2.1 beschrieben kann die Auslösung des 

apoptotische Programms durch Todesrezeptoren zelltypspezifisch über zwei 

verschiedene Signalwege erfolgen. In Typ I Zellen ist eine direkte Aktivierung von 

Effektor-Caspasen möglich und ausreichend, um Apoptose auszulösen. Typ II Zellen 

hingegen benötigen eine Verstärkung des apoptotischen Signals über den intrinsischen 

Weg der Apoptoseinduktion, um genügend Effektor-Caspasen zur Ausführung der 

Apoptose zu aktivieren. Da Bcl2 den intrinsischen Signalweg inhibiert, eignet sich die 

Überexpression von Bcl2 zur Unterscheidung zwischen Typ I und Typ II Zellen. In den 

folgenden Versuchen wurde nun die Bedeutung der Bcl2-Expression für Apoptose und 

NFκB-Aktivierung in KB-Zellen untersucht. 

 

4.2.1 Bcl2-Expression inhibiert die FasL-induzierte Apoptose  

Die Expression von Bcl2-GFP in KB-Zellen bewirkt einen effektiven Schutz vor FasL-

vermittelter Apoptose (Abb. 6). Dies gilt sowohl in CHX- als auch in IFNγ-

sensibilisierten Zellen. Nach der in 1.2.2.1 beschriebenen Vorstellung gehören KB-

Zellen somit zur Gruppe der Typ II Zellen, die eine Verstärkung des initialen 

apoptotischen Signals über den intrinsischen Weg benötigen, um die apoptotischen 

Effektorfunktionen robust zu stimulieren. Diese Zellen sind somit in besonderer Weise 

zur Untersuchung der nicht-apoptotischen Fas-Signaltransduktion geeignet. 
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4.2.2 Die FasL-induzierte IL8-Produktion ist im Vergleich zu den parentalen KB-

Zellen in Bcl2-exprimierenden KB-Zellen verstärkt 

Um zu Untersuchen, ob die Blockade der apoptotischen Signaltransduktion durch Bcl2 

eine Verstärkung der nicht-apoptotischen Signaltransduktion analog zur Behandlung 

mit zVAD-fmk bewirkt, wurde die FasL-induzierte IL8-Produktion der parentalen und 

Bcl2-GFP exprimierenden KB-Zellen verglichen. Es zeigte sich, dass die Inhibition des 

intrinsischen apoptotischen Signalwegs durch Bcl2 auch in Abwesenheit von zVAD-

fmk zu einer verstärkten IL8-Produktion führt (Abb. 7). Auch unter verstärkt 

apoptotischen Bedingungen, durch Vorbehandlung mit CHX oder IFNγ, konnte eine im 

Vergleich zu den parentalen KB-Zellen deutliche IL8-Produktion in den KB-Bcl2-GFP-

Zellen durch quervernetzten FasL erreicht werden. Die Expression von Bcl2 führte 

somit nicht nur zur Inhibition des intrinsischen apoptotischen Signalweges, sondern 

verstärkte analog zu einer Behandlung mit zVAD-fmk, die nicht-apoptotische 

Signaltransduktion in KB-Zellen. 

 

Abb. 6: Bcl2 schützt KB-Zellen 
vor FasL-induzierter Apoptose 
2 x 104 KB- und KB-Bcl2-GFP-
Zellen wurden in 96-well-
Mikrotiterplatten ausgesät und über 
Nacht kultiviert. Die IFNγ-Gruppe 
wurde 24 h mit IFNγ (20 ng/mL) 
vorbehandelt. Daraufhin wurden die 
Zellen mit durch M2 (0,5 µg/mL) 
komplexiertem FasL-Flag bei einer 
Anfangskonzentration von 1 µg/mL 
in Anwesenheit von IFNγ oder CHX 
(2,5 µg/mL) stimuliert. CHX und 
zVAD-fmk (20 µM) wurden 1,5 h 
vor Stimulationsbeginn zugegeben. 
Die Verdünnungsschritte erfolgten 
im Verhältnis 1:5 beginnend bei 
1000 ng/mL FasL-M2-Komplex. Die 
Stimulationsdauer betrug 16 h. 
Abkürzungen: WT: KB-wildtyp, 
Bcl2: KB-Bcl2-GFP, C: CHX, I: 
IFNγ. 
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4.3 KB-Zellen exprimieren TRAILR1, TRAILR2 und TRAILR4 

Nachdem in den in 4.1 und 4.2 beschriebenen Versuchen gezeigt wurde, dass FasL in 

KB-Zellen unter bestimmten Bedingungen sowohl apoptotische als auch nicht-

apoptotisches Signaltransduktion induzieren kann und dass beides durch IFNγ verstärkt 

wird, sollte nun untersucht werden, ob dies auch für andere Todesrezeptoren der TNF-

Rezeptorfamilie, nämlich TRAILR1 und TRAILR2, gilt. TRAIL und IFNγ werden von 

aktivierten T-Zellen und natürlichen Killerzellen produziert und wirken synergistisch 

auf ihre Zielzellen (s. 1.3.5). Des Weiteren unterliegt die Expression der TRAIL- 

Abb. 7: Die IL8-Induktion durch FasL ist in KB-Bcl2  Zellen verstärkt 
2 x 104 KB- und KB-Bcl2-GFP-Zellen pro well wurden in 96-well Mikrotiterplatten 
ausgesät und über Nacht kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde für 24 h mit IFNγ (20 
ng/mL) vorbehandelt. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit M2-quervernetztem 
FasL-Flag (200 ng/mL) in Anwesenheit von IFNγ oder CHX stimuliert. Cycloheximid 
(2,5 µg/mL) und zVAD-fmk (20 µM) wurden 1,5 h vor Stimulation mit FasL zugegeben. 
Die Kulturüberstände wurden nach 6 h Inkubationszeit zur Analyse mittels IL8-ELISA 
entnommen und untersucht. Abkürzungen: WT: KB-wildtyp, Bcl2: KB-Bcl2-GFP C: 
CHX, I: IFNγ, Z: zVAD-fmk. 
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Rezeptoren und TRAIL selbst dem Einfluss von IFNγ (Sedger et al., 1999). Um sicher 

zu stellen, dass KB-Zellen zur Untersuchung der TRAIL-induzierten apoptotischen und 

nicht-apoptotischen Signaltransduktion geeignet sind, wurden die KB-Zellen zunächst 

mittels FACS-Analyse hinsichtlich Expression der TRAIL-Rezeptoren charakterisiert. 

Dabei wurden für die vier TRAIL-Rezeptoren spezifische, Phycoerythrin (PE)- oder 

Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-markierte Antikörper verwendet. In Abb. 8 ist 

gezeigt, dass KB-Zellen TRAILR1, TRAILR2 und TRAILR4 exprimieren, jedoch keine 

wesentlichen Mengen TRAILR3. 

 

 

 

 

 

Abb. 8: FACS-Analyse der Expression von TRAIL-R1, -R2, -R3 und -R4 in KB-WT-
Zellen 
Die blau dargestellten Verteilungskurven repräsentieren die mit αTRAILR1, -R2, -R3, -R4 und 
Sekundärantikörper behandelten KB-Zellen. Die grüne Kurve stellt die mit αTRAIL-R1, -R2,  
-R3, -R4 behandelten Zellen dar, die zuvor für 24 h mit IFNγ (20 ng/mL) behandelt wurden. 
Die mit Kontroll-IgG1 behandelten Zellen sind durch die rote- (ohne IFNγ- Vorstimulation) 
und die hellblaue Kurve (mit IFNγ-Vorstimulation) dargestellt. 

Fluoreszenz-Intensität (log)                            Fluoreszenz-Intensität (log) 
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4.3.1 IFNγ bewirkt eine Reduktion der TRAILR4-Expression in KB-Zellen  

Um einen möglichen Einfluss von IFNγ auf die TRAIL-Rezeptor-Expression zu 

untersuchen, wurden die KB-Zellen für 24 h mit IFNγ vorbehandelt und anschließend 

wiederum mittels FACS-Analyse untersucht. Es fiel auf, dass nach 24 h Stimulation mit 

IFNγ, eine Abnahme der TRAILR2-Expression, sowie eine völlige Reduktion der 

TRAILR4-Expression auf der Zelloberfläche nachweisbar war (Abb. 8). Die 

Herunterregulierung des „Decoy“-Rezeptors TRAILR4 durch IFNγ könnte zumindest 

zum Teil die verstärkte TRAIL-induzierte Apoptose, die in diesen Zellen beobachtet 

wird erklären. 

 

4.4 Einfluss von IFNγ auf die TRAIL-induzierte Apoptose und nicht-apoptotische 

Signaltransduktion 

In den in 4.1 und 4.2 beschriebenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass KB-Zellen 

durch Cycloheximid und durch IFNγ für die FasL-induzierte nicht-apoptotische 

Signaltransduktion sensibilisiert werden können. Obwohl die Inhibition der 

Proteinsynthese durch das Chemotherapeutikum Cycloheximid die Situation viral 

infizierter Zellen zum Teil simuliert, muss diese Methode jedoch als unphysiologisch 

betrachtet werden. Es ist bekannt, dass Krebszellen durch Behandlung mit IFNγ, das 

wie TRAIL in vivo von aktivierten T-Zellen und natürlichen Killerzellen exprimiert 

wird, für TRAIL-Rezeptor-vermittelte Apoptose sensibilisiert werden können (Park et 

al., 2004; Merchant et al., 2004). Das Zusammenwirken von IFNγ und TRAIL ist daher 

vermutlich von physiologischer Relevanz. Da in letzter Zeit klar geworden ist, dass 

auch TRAIL die Fähigkeit besitzt NFκB zu aktivieren, sollte nun untersucht werden, ob 

sich der Einfluss von IFNγ nicht nur auf die apoptotischen-, sondern auch auf die 

geninduzierenden Eigenschaften von TRAIL auswirkt. Zu diesem Zwecke wurden KB-

Zellen mit αTRAILR1-Serum und αTRAILR2-Serum in An- und Abwesenheit von 

IFNγ stimuliert. 
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4.4.1 IFNγ sensibilisiert KB-Zellen für TRAILR1- und TRAILR2- vermittelte 

Apoptose 

Wie Fas besitzen TRAILR1 und TRAILR2 eine Todesdomäne. Im folgenden Versuch 

sollte geklärt werden, ob auch für diese Todesrezeptoren eine Sensibilisierung der KB-

Zellen nötig ist, um effektiv Apoptose induzieren zu können. Es zeigte sich, dass eine 

Vorbehandlung der KB-Zellen mit IFNγ oder CHX suffizient ist, um diese für 

TRAILR1- und TRAILR2-vermittelte Apoptose zu sensibilisieren (Abb. 9). Es fiel 

jedoch auf, dass die TRAILR1- und TRAILR2-vermittelte Apoptose in den IFNγ-

sensitivierten Zellen weniger effizient induziert wurde als in den mit CHX behandelten 

Zellen. Die Tötung der Zellen erfolgte analog zur Fas-vermittelten Apoptose über 

Caspasen. Dies ist daraus ersichtlich, dass die Behandlung der Zellen mit einem 

Caspase-Inhibitor diese vollständig vor TRAILR1- und TRAILR2-vermittelter 

Apoptose zu schützen vermochte (Abb. 9). 
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Abb. 9: IFNγ sensibilisiert KB-Zellen für TRAILR1- und TRAILR2- induzierte 
Apoptose 
2 x 104 KB-Zellen/well wurden in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesät und über Nacht 
kultiviert. Am nächsten Tag wurde zu einer Gruppe IFNγ (20 ng/mL) zugegeben und diese 
für weitere 24 h kultiviert. CHX (2,5 µg/mL) und zVAD-fmk (20µM) wurden 1,5 h vor 
Stimulation zugegeben. Anschließend wurden die Zellen mit einer bei 1/50 beginnenden 
Verdünnung von durch Protein A (2,5 µg/mL)-quervernetztem αTRAILR1- oder 
αTRAILR2-Serum versehen. Die Inkubationsdauer betrug 16 h. Die Verdünnungsschritte 
erfolgten im Verhältnis 1:4. Die Vitalitätsbestimmung erfolgte durch Zytotoxizitätsanalyse 
mittels Kristallviolettfärbung. Abkürzungen: C: Cycloheximid, I: IFNγ, Z: zVAD-fmk. 
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4.4.2 IFNγ verstärkt die TRAILR1-vermittelte IL8-Produktion i n KB-Zellen 

Nachdem eine Verstärkung der TRAIL-induzierten Apoptose durch IFNγ in 4.4.1 

gezeigt werden konnte, sollte im Folgenden der Einfluss von IFNγ auf die nicht-

apoptotische Signaltransduktion untersucht werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: TRAILR1 und TRAILR2 vermitteln IL8-Produkt ion 
Es wurden 2 x 104 KB-Zellen pro well in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesät. Nach Erreichen 
subkonfluenter Zelldichten wurde ein Teil der Zellen für 24 h mit IFNγ (20 ng/mL) vorbehandelt. 
Darauf wurden die IFNγ-vorbehandelten Zellen in Anwesenheit und die nicht-vorbehandelten 
Zellen in Abwesenheit von IFNγ mit durch PA (0,5 µg/mL)-quervernetztem αTRAILR1-Serum, 
αTRAILR2-Serum (Anfangskonzentration jeweils 1/50, Verdünnungsschritte 1:4), quervernetztem 
FasL-Flag (Anfangskonzentration 1 µg/mL, Verdünnungsschritte 1:5) und TNF 
(Anfangskonzentration 100 ng/mL, Verdünnungsschritte 1:6) stimuliert. Die Zellen wurden  1 h 
vor Stimulation mit zVAD-fmk (20 µM) behandelt, um diese vor Apoptose zu schützen. Nach 6 h 
Inkubationszeit wurden 100 µL des Überstandes zur Analyse mittels IL8-ELISA abgenommen. 
Abkürzungen: I: IFNγ, Z: zVAD-fmk. 
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Um die Auswirkungen von IFNγ auf die TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung zu 

studieren, wurden die mit αTRAILR1-Serum und αTRAILR2-Serum stimulierten 

Zellen auf ihre IL8-Produktion hin untersucht. Zum Vergleich wurde zusätzlich die 

FasL- und TNF-vermittelte IL8-Produktion bestimmt. Die in Abb. 10 dargestellten 

Versuchsergebnisse zeigen, dass durch Vorbehandlung mit IFNγ eine deutlich 

verstärkte IL8-Produktion in den mit αTRAILR1-Serum stimulierten Zellen erreicht 

werden konnte. Die IL8-Produktion unter verstärkt apoptotischen Bedingungen nach 

IFNγ-Vorbehandlung ist höher als die der mit zVAD-fmk geschützten KB-Zellen, was 

auch hier, analog zur FasL-vermittelten Geninduktion auf gleichzeitig ablaufende 

apoptotische und nicht-apoptotische Signalwege schließen lässt. Durch Schutz der 

IFNγ-vorbehandelten Zellen vor Apoptose mittels zVAD-fmk erhöhte sich die IL8-

Konzentration im Überstand noch einmal. Es fiel auf, dass die durch αTRAILR2-Serum 

induzierte IL8-Produktion im Vergleich mit der durch αTRAILR1-Serum induzierten 

IL8-Produktion schwächer ausfiel und durch IFNγ scheinbar nicht verstärkt wurde. Die 

IL8-Konzentration in den Überständen der mit αTRAILR1, zVAD-fmk und IFNγ 

behandelten Zellen erreichte hingegen Werte im Bereich der durch TNF-induzierten 

IL8-Produktion. TRAILR1 verhielt sich hinsichtlich der IL8-Produktion sowie im 

Hinblick auf die Auswirkungen der Vorbehandlung mit IFNγ wie Fas, wogegen für 

TNF keine Verstärkung des IL8-Signals durch IFNγ nachgewiesen werden konnte. 

 

4.5 Bcl2 schützt KB-Zellen vor TRAILR1- und TRAILR2-ver mittelter Apoptose  

In 4.2.1 konnte gezeigt werden, dass das anti-apoptotisch wirkende Bcl2-Protein in KB-

Zellen einen guten Schutz vor FasL-induzierter Apoptose bewirkt. Im folgenden 

Versuch wurde nun gefunden, dass die Expression von Bcl2 in KB-Zellen auch vor 

TRAILR1- und TRAILR2- induzierter Apoptose schützt (Abb. 11). Wie für Fas 

beschrieben, zeigte sich auch für TRAILR1 und TRAILR2, dass die Effizienz der 

Apoptoseinduktion in den IFNγ-vorbehandelten Zellen gegenüber den mit CHX 

behandelten Zellen etwas geringer ist. 
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4.6 Bcl2-Expression verstärkt die TRAIL-induzierte IL8- Produktion 

Die Expression von Bcl2 in KB-Zellen schützt diese vor FasL-vermittelter Apoptose 

und bewirkt außerdem wie zVAD-fmk eine verstärkte FasL-induzierte IL8-Produktion 

(4.2.2). Da in 4.4.3 gezeigt werden konnte, dass die Expression von Bcl2 in KB-Zellen 

auch vor TRAILR1- und TRAILR2- vermittelter Apoptose schützt, sollte nun 

untersucht werden, ob sich analog zur Untersuchung mit FasL auch eine verstärkte IL8-

Produktion nach Stimulation mit αTRAIL-Rezeptor-Seren nachweisen lässt. Da sich 

herausgestellt hatte, dass αTRAILR1-Serum in Verbindung mit IFNγ die effektivste 

IL8-Produktion bewirkt, wurde für die folgenden Versuche αTRAILR1-Serum in 

Kombination mit einer IFNγ-Vorbehandlung verwendet. Es zeigte sich 

erwartungsgemäß, dass in den durch Bcl2-GFP-Expression vor Apoptose geschützten 

KB-Zellen eine stärkere IL8-Produktion durch αTRAILR1-Serum erreicht werden 

konnte als in den parentalen KB-Zellen (Abb. 12). 

Abb. 11: KB-Zellen werden durch Expression von Bcl2 gegen TRAILR1- und TRAILR2-
vermittelte Apoptose geschützt. 
2 x 104 KB- und KB-Bcl2-GFP-Zellen wurden in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesät und über 
Nacht kultiviert. Eine Gruppe wurde zunächst 24 h mit IFNγ (20 ng/mL) vorbehandelt. CHX 
(2,5 µg/mL) und zVAD-fmk wurden 1,5 h vor Stimulation zugegeben. Die Zellen wurden dann 
mit einer bei 1/50 beginnenden Verdünnung von durch Protein A (2,5µg/mL) quervernetztem 
αTRAILR1- oder αTRAILR2-Serum versehen. Die Verdünnungsschritte erfolgten im Verhältnis 
1:4 und die Inkubationsdauer betrug 16 h. Die Vitalitätsbestimmung erfolgte durch 
Zytotoxizitätsanalyse mittels Kristallviolettfärbung. Abkürzungen: WT: KB-wildtyp, Bcl2: KB-
Bcl2-GFP, C: Cycloheximid, I: IFNγ PA: Protein A. 
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4.7 TRAILR1 aktiviert NF κB 

In Abb. 10 ist dargestellt, dass durch αTRAILR1-Serum-Stimulation in Kombination 

mit Vorbehandlung durch IFNγ und zVAD-fmk in KB-Zellen IL8-Konzentrationen 

erreicht werden konnten, die denen der durch TNF-induzierten IL8-Produktion 

vergleichbar sind. IL8 diente hierbei als Indikator für die Aktivierung von NFκB, da IL8 

NFκB-abhängig reguliert wird (Hoffmann et al., 2002). Da neben dem NFκB-Signalweg 

auch andere Signalwege, wie z. B. der JNK-Signalweg an der IL8-Induktion beteiligt 

sein können, sollte nun in den folgenden Versuchen untersucht werden, ob es durch die 

Stimulation der KB-Zellen mit αTRAILR1-Serum tatsächlich zur Aktivierung von 

NFκB kommt. 

Abb. 12: Analyse der αTRAILR1-Serum-vermittelten IL8-Induktion in KB- 
und KB-Bcl2-GFP-Zellen 
KB-Zellen und KB-Bcl2-GFP -Zellen wurden in 96-well-Mikrotiterplatten (2 x 104 

Zellen pro well) ausgesät und kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde für 24 h mit 
IFNγ vorbehandelt. Daraufhin wurde der Überstand entfernt und die Zellen in An- 
oder Abwesenheit von IFNγ (20 ng/mL) mit durch  PA (0,5 µg/mL) 
quervernetztem αTRAILR1-Serum (Verdünnung: 1/50) stimuliert. Nach 6 h 
Inkubationszeit wurden 100 µL des Überstandes zur Analyse mittels IL8-ELISA 
entnommen. Abkürzungen: WT: KB-wildtyp, Bcl2: KB-Bcl2-GFP, I: IFNγ, PA: 
Protein A. 

 -                                I                   αTRAILR1-PA-       αTRAILR1-PA 
                                                            Komplex                Komplex+I 



Ergebnisse 

40 

4.7.1 TRAILR1 vermittelt die Degradation von I κBα in KB-Zellen 

In Untersuchungen zur TNF-induzierten Aktivierung von NFκB konnte gezeigt werden, 

dass eine  Phosphorylierung der IκBs und die daran anschließende Degradation dieser 

durch das Proteasom notwendig sind, um NFκB zu aktivieren. Da sich in den oben 

gezeigten Versuchen herausgestellt hatte, dass die TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung 

in KB-Zellen unter nicht-apoptotischen Bedingungen und nach Sensibilisierung durch 

CHX oder IFNγ am effektivsten ist, wurden die mit αTRAILR1-Serum stimulierten 

Zellen mit CHX oder IFNγ und zVAD-fmk vorbehandelt. Die darauf folgende 

Stimulation mit αTRAILR1-Serum bewirkte ebenso wie eine Stimulation mit TNF eine 

deutliche transiente Abnahme des IκBα-Signals im Westernblot (Abb. 13). Es zeigte 

sich jedoch, dass die TNF-induzierte IκBα-Degradation mit einer anderen Kinetik 

verläuft als die TRAILR1-vermittelten IκBα-Degradation. Die durch TRAILR1-

vermittelte Degradation von IκBα begann nach einer Stunde mit einem Maximum nach 

zwei Stunden, während bei der TNF-vermittelten IκBα-Degradation eine Abnahme des 

IκBα-Signals schon nach zehn Minuten zu beobachten war. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 13: IκBα-Degradation nach Stimulation mit αTRAILR1-Serum 
KB-Zellen wurden in 6 cm Petrischalen ausgesät und kultiviert. Am folgenden Tag wurde ein Teil der 
Zellen für 24 h mit IFNγ (20 ng/mL) behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit Protein A-
quervernetztem αTRAILR1-Serum (Verd.: 1/50) für die angegebenen Zeiten stimuliert, geerntet und 
lysiert. Für die CHX-Gruppe wurde CHX (2,5 µg/mL) 2,5 h vor Stimulation zugegeben. Zur Kontrolle 
wurden die letzte Gruppe allein mit IFNγ für 28 h oder CHX für 8,5 h stimuliert. In beiden Gruppen 
wurden die Zellen durch Zugabe von zVAD-fmk (20 µM) vor Apoptose geschützt. Für die TNF-
Gruppe wurden die Zellen mit TNF (10 ng/mL) stimuliert und nach den angegebenen Zeiten geerntet 
und lysiert. 
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Die nur transiente Abnahme des IκBα-Signals ist auf die unter nicht-apoptotischen 

Bedingungen mögliche Resynthese von IκBα durch verstärkte Transkription des Gens 

zurückzuführen, die unter apoptotischen Bedingungen, in denen die Proteinsynthese 

blockiert ist, nicht möglich ist. 

 

4.7.2 NFκB Kernlokalisation  

Neben der IκBα-Degradation durch das Proteasom kann auch die Translokalisation von 

aktiviertem NFκB in den Kern als Indikator für eine Aktivierung des NFκB-Signalwegs 

dienen. Um dies zu untersuchen, wurden KB-Zellen mit αTRAILR1-Serum nach 

Vorbehandlung mit IFNγ und zVAD-fmk stimuliert. Die Kernlysate wurden 

anschließend mittels NFκB-ELISA (Active Motif, TransAM-NFκB-Kit) untersucht. Im 

Vergleich zur Kontrolle zeigte sich eine deutliche Zunahme des NFκB-Signals im 

Zellkern nach Stimulation der Zellen mit αTRAILR1-Serum. Dieses erreichte, wie 

schon im IL8-ELISA zu sehen war, annähernd das Niveau der TNF-induzierten NFκB-

Antwort (Abb. 14). 
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Abb. 14: αTRAILR1-Serum induziert die Translokalisation von 
NFκB in den Zellkern 
KB-Zellen wurden 24 h mit IFNγ (20 ng/mL) vorbehandelt und 
anschließend mit Protein A (0,5 µg/mL)-vernetztem αTRAILR1-
Serum (Konz.: 1/50) in Anwesenheit von zVAD-fmk (20 µM) 
stimuliert. Die Zellen wurden nach 2 h geerntet und es wurden 
Zellkernlysate zur Analyse im NFκB-ELISA angefertigt. Zum 
Vergleich ist die TNF (10 ng/mL)-induzierte NFκB-Kerntransloka-
lisation gezeigt. Abkürzungen: I: IFNγ, Z: zVAD-fmk, PA: Protein 
A. 

  I+Z                    αTRAILR1-PA-               TNF 
       Komplex 
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4.8 Modulation der TRAIL-Rezeptor-vermittelten Geninduk tion durch FLIP 

Wie in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt wurde, benötigt die TRAIL-induzierte 

apoptotische als auch die nicht-apoptotische Signaltransduktion in KB-Zellen eine 

Sensibilisierung durch IFNγ oder CHX. Die Existenz eines Inhibitors mit hohem 

Umsatz, der durch Hemmung der Proteinsynthese mittels CHX oder durch Steigerung 

der proteasomalen Proteindegradation durch IFNγ depletiert wird, stellt eine mögliche 

Erklärung für dieses Phänomen dar. Für das Caspase-8 homologe FLIP konnte sowohl 

eine stark ausgeprägte Sensitivität gegenüber CHX nachgewiesen, als auch ein 

inhibitorischer Effekt auf die FasL- und TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung  gezeigt 

werden (Wajant et al, 2000). Um weitere Einblicke in die TRAIL-induzierte NFκB-

Aktivierung zu erhalten, sollte daher der mögliche Einfluss von FLIP auf die TRAIL-

induzierte IL8-Produktion untersucht werden. 

 

4.8.1 Die TRAIL-induzierte IL8-Produktion wird in KB-Zell en sowohl durch 

FLIP L als auch durch FLIPS inhibiert 

Zur Untersuchung der TRAIL-induzierten IL8-Produktion wurden FLIP-Long-GFP 

(FLIPL) und FLIP-Short-GFP (FLIPS) exprimierende KB-Zellen verwendet. Zunächst 

konnte in Zytotoxizitätsanalysen gezeigt werden, dass KB-Zellen durch die 

Überexpression von FLIPL und FLIPS vollständig vor TRAIL-induzierter Apoptose 

geschützt sind (Daten nicht gezeigt). Als nächstes sollte untersucht werden, wie sich die 

Überexpression der beiden Spliceformen von FLIP auf die TRAIL-induzierte IL8-

Produktion in KB-Zellen auswirkt. Da die TRAILR1-vermittelte IL8-Produktion durch 

IFNγ gesteigert werden kann, wurden die parentalen wie auch die FLIPL/S 

exprimierenden Zellen für 24h mit IFNγ vorbehandelt. Die parentalen KB-WT-Zellen 

wurden zusätzlich mit zVAD-fmk behandelt, um auch diese vor Apoptoseinduktion 

durch TRAIL zu schützen. Das in Abb. 15 dargestellte Versuchsergebnis zeigt, dass 

sowohl in FLIPS- als auch in FLIPL-exprimierenden KB-Zellen die TRAILR1- und 

TRAILR2-vermittelte IL8-Produktion deutlich vermindert ist, während in den 

parentalen KB-Zellen eine deutliche IL8-Produktion nachweisbar war.  

 

 

 



Ergebnisse 

43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 15: FLIPL und FLIPS inhibieren die TRAIL-R1- und TRAIL-R2-vermittelte IL8-
Produktion 
Es wurden 2 x 104 KB-WT, -FLIPS oder -FLIPL Zellen pro well in 96-well-Mikrotiterplatten 
ausgesät und über Nacht kultiviert. Nach Erreichen subkonfluenter Zelldichten wurden die 
Zellen mit IFNγ (20 ng/mL) für 24 h vorbehandelt. Dann wurden die Zellen in Anwesenheit 
von IFNγ mit durch Protein A (0,5 µg/mL)-quervernetztem αTRAILR1 (Verd.: 1/100)- oder 
αTRAILR2 (Verd.: 1/50)-Serum stimuliert. Die Verdünnungsschritte erfolgten im 
Verhältnis 1:4. Die KB-WT-Zellen wurden 1 h vor Stimulation mit zVAD-fmk behandelt. 
Nach 6 h Inkubationszeit wurde der Überstand zur Analyse mittels IL8-ELISA entnommen. 
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4.8.2 Inhibition der TRAIL-Rezeptor-vermittelten IL8-Prod uktion durch endogen 

exprimiertes FLIP 

Wie zuvor gezeigt, benötigt die TRAIL-induzierte Apoptose sowie die TRAIL-

induzierte NFκB-Aktivierung in KB-Zellen eine Sensibilisierung z. B. durch IFNγ und 

kann durch FLIPL- als auch durch FLIPS-Expression inhibiert werden. Die Blockierung 

der TRAIL-vermittelten Signaltransduktion durch endogenes FLIP scheint somit 

wahrscheinlich. 
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Abb. 16: Endogen exprimiertes FLIP beeinflusst die TRAILR1- und TRAILR2-
vermittelte IL8-Produktion  
KB-Zellen wurden mit Kontroll-siRNA (BCL10), F1-, F740- und F1490-siRNA, sowie 
in Abwesenheit von siRNA (Mock) elektroporiert. Die siRNAs wurden mit einer 
Konzentration von 300 nM, bezogen auf das Volumen des Transfektionsansatzes, 
eingesetzt. Die elektroporierten Zellen wurden in 96-well Mikrotiterplatten ausgesät 
und über Nacht kultiviert. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen in An- oder 
Abwesenheit von zVAD-fmk (20 µM) mit Protein A-quervernetztem αTRAILR1-
Serum (Verd.: 1/50), αTRAILR2-Serum (Verd.: 1/100) oder TNF (20 ng/mL) stimuliert 
und für 6 h inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Überstände 
abgenommen und mittels IL8-ELISA untersucht. Abkürzungen: αTR1: αTRAILR1-PA-
Komplex, αTR2: αTRAILR2-PA-Komplex, Z: zVAD-fmk. 

    -                   Z              αTR1         αTR1+Z          αTR2         αTR2+Z          TNF 
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Um zu prüfen, ob endogenes FLIP die TRAIL-induzierte Signaltransduktion in KB-

Zellen blockiert, wurde die Wirkung FLIP-spezifischer siRNA untersucht. Durch die 

Reduktion von endogenem FLIPL und FLIPS durch F1-siRNA oder spezifisch FLIPL 

durch die siRNAs F1490 sowie F740, wurde eine Verstärkung der TRAILR1- und 

TRAILR2- vermittelten Apoptose (Daten nicht gezeigt) und IL8-Produktion bewirkt. 

Der inhibierende Effekt war dabei für TRAILR2 besonders ausgeprägt (Abb. 16). Des 

Weiteren konnte eine erhöhte basale IL8-Produktion in den mit FLIP-siRNA 

behandelten Zellen beobachtet werden. Die TNF-induzierte IL8-Produktion wurde 

durch die Reduktion von endogenem FLIP nicht beeinflusst. Die oben gezeigte 

inhibitorische Funktion von ektopisch exprimiertem FLIP für die TRAIL-vermittelte 

Signaltransduktion in KB-Zellen konnte somit auch für endogenes FLIP bestätigt 

werden. 
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5 Diskussion 

  
5.1 FasL induziert das NFκB-Zielgen IL8 in KB-Zellen 

In dieser Arbeit wurden Mechanismen der nicht-apoptotischen Signaltransduktion am 

Beispiel der Todesrezeptoren TRAILR1 und TRAILR2 untersucht. Den zentralen Punkt 

der Untersuchungen stellte hierbei die Untersuchung der Modulation der TRAIL-

induzierten NFκB-Aktivierung durch FLIP und IFNγ dar. Da Fas und die TRAIL-

Todesrezeptoren Apoptose über sehr ähnliche Mechanismen vermitteln und beide NFκB 

aktivieren können (Wachter et al., 2004; Wajant et al., 2000), wurde zum späteren 

Vergleich zunächst das am besten untersuchte Mitglied der Todesrezeptoren, Fas, 

hinsichtlich apoptotischer und nicht-apoptotischer Signaltransduktion untersucht. Die 

Analyse der Expression bekannter NFκB-Zielgene in mit Todesliganden behandelten 

Zellen stellt eine gute Möglichkeit zur Untersuchung der Todesrezeptor-vermittelten 

NFκB-Aktivierung dar. Zunächst wurde die NFκB-Aktivierung durch den klassischen 

Todesrezeptor Fas in einer humanen Zelllinie (KB-Zellen) anhand der Expression des 

NFκB-Zielgens IL8 untersucht. Dabei konnte eine Hochregulation der Expression von 

IL8 in mit FasL stimulierten KB-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 5). Die Fas-

vermittelte IL8-Produktion war dabei, wie bereits in einer anderen Studie beschrieben 

(Sekine et al., 1996), nicht von der Auslösung des apoptotischen Programms abhängig. 

Die Inhibition der Apoptose mittels des Caspase-Inhibitors zVAD-fmk führte vielmehr 

zu einer verstärkten Fas-vermittelten IL8-Produktion. Unter diesen anti-apoptotischen 

Bedingungen konnte die IL8-Produktion durch den Einsatz des Proteinsynthese-

Inhibitors CHX noch einmal verstärkt werden (Abb. 5). Da Zellen auch durch die 

Vorbehandlung mit IFNγ für Todesrezeptor-vermittelte Apoptose sensibilisiert werden 

können (Chawla-Sarkar et al., 2003) und dies im Gegensatz zur Behandlung mit CHX 

eine „physiologische“ Situation widerspiegelt, sollte untersucht werden, ob hierdurch 

ein vergleichbarer Effekt erreicht werden kann. Nicht unerwartet, bewirkte die 

Behandlung der KB-Zellen mit IFNγ auch eine Sensibilisierung der Zellen hinsichtlich 

Fas-vermittelter Apoptose (Abb. 4). Im Einklang mit anderen Untersuchungen 

(Siegmund et al., 2005) zeigte sich neben den Auswirkungen auf die apoptotische 

Signaltransduktion auch eine deutliche Verstärkung der FasL-induzierten IL8-

Produktion nach IFNγ-Vorbehandlung (Abb. 5). Die Mechanismen der IFNγ-

vermittelten Sensibilisierung von Zellen für Fas-vermittelte Apoptose wie auch NFκB-
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Aktivierung konnten noch nicht vollständig geklärt werden. In verschiedenen Studien 

wurde die Induktion oder Repression von mit der Apoptosesteuerung in Zusammenhang 

stehenden Genen wie z. B. Fas und FasL (Bernassola et al., 1999), TRAIL und 

TRAILRs (Sedger et al., 1999), Bcl2 und BclxL (Spanaus et al., 1998) und Caspase-8 

(Ruiz-Ruiz et al., 2000) durch IFNγ nachgewiesen. Weiterhin konnte auch für das später 

näher erläuterte anti-apoptotisch wirkende Protein FLIP eine IFNγ-vermitttelte 

Reduktion auf Protein-Ebene nachgewiesen werden (Siegmund et al., 2005). 

 

5.2 FasL-induzierte Signaltransduktion in Bcl2-exprimierenden Zellen 

Durch die Blockierung der Apoptose mittels Caspase-Inhibition durch zVAD-fmk 

konnte übereinstimmend mit der in 1.3.4.2 beschriebenen wechselseitigen Repression 

apoptotischer und NFκB-aktivierender Signaltransduktion eine verstärkte Fas-

vermittelte NFκB-Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 4). Die Verwendung von 

zVAD-fmk zur Inhibition apoptotischer Signaltransduktion stellt nun aber einen 

„unphysiologischen“ Mechanismus dar. Eine naturgemäßere Möglichkeit, zumindest 

manche Zellen vor Apoptose zu schützen, ist die Expression des Bcl2-Moleküls. So 

führt die physiologische Expression von Bcl2 in Krebszellen zu einem Schutz vor 

Apoptose und Resistenz gegenüber Chemotherapeutika. In anderen Apoptose-

insensitiven Zellen konnten virale Bcl2-Homologe beschrieben werden (Cheng et al., 

1997; Marshall et al., 1999). Weiterhin kann eine viral-induzierte Hochregulation von 

zellulärem Bcl2 in infizierten Zellen zum Schutz vor Apoptose beitragen, wie dies z. B. 

für das Epstein-Barr Virus gezeigt werden konnte (Henderson et al., 1991). Um sicher 

zu stellen, dass die Bcl2-exprimierenden KB-Zellen geeignet sind, um FasL-vermittelte 

NFκB-Aktivierung zu untersuchen, wurden diese zunächst hinsichtlich der Effektivität 

des Schutzes gegenüber Fas-vermittelter Apoptose untersucht. In Übereinstimmung mit 

anderen Untersuchungen (Kreuz et al., 2004) zeigte sich eine deutliche Inhibition der 

FasL-induzierte Apoptose in den KB-Bcl2-Zellen. Somit können diese den Typ II 

Zellen (s. 1.2.2.1) zugeordnet werden, die zur Auslösung des apoptotischen Programms 

einer Verstärkung des extrinsischen Signals über den mitochondrialen Weg bedürfen. 

Nun konnte die FasL-induzierte NFκB-Aktivierung an den vor Apoptose geschützten 

KB-Bcl2-GFP-Zellen untersucht werden. In den Bcl2-GFP-exprimierenden Zellen 

konnte hierbei gegenüber den parentalen KB-Zellen eine deutlich verstärkte Fas-
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vermittelte IL8-Produktion beobachtet werden  (Abb. 7). Auch ließ sich in den mit 

zVAD-fmk behandelten Bcl2-exprimierenden Zellen eine verstärkte IL8-Produktion 

gegenüber den parentalen mit zVAD-fmk behandelten KB-Zellen beobachten. Die 

Expression von Bcl2 in KB-Zellen führt somit nicht nur zu einer Blockierung der 

apoptotischen Signaltransduktion, sondern vermag auch die Fas-vermittelte NFκB-

Aktivierung analog zu zVAD-fmk signifikant zu verstärken. Hierzu passt auch, dass 

durch die Inhibition der Caspasen-Aktivierung durch Bcl2-Expression in Typ II-Zellen 

die Inaktivierung von Komponenten des NFκB-Signaltransduktionsweges wie RIP (Lin 

et al., 1999) oder IκBα (Barkett et al., 1997) verhindert wird. 

 

5.3 Modulation der TRAIL-Rezeptor Expression durch IFNγ 

Um die Eignung der KB-Zellen zur Untersuchung TRAIL-induzierter apoptotischer und 

nicht-apoptotischer Signaltransduktion sicher zu stellen, wurden diese zunächst 

hinsischtlich der TRAIL-Rezeptor Expression untersucht. Dabei zeigte sich, dass 

TRAILR1, TRAILR2 und TRAILR4 durch KB-Zellen exprimiert werden (Abb. 8) und 

diese somit zur Untersuchung TRAIL-induzierter Signaltransduktion geeignet sind. 

Während in einigen Untersuchungen die Resistenz gegenüber TRAIL-induzierter 

Apoptose auf die Expression von „Decoy“-Rezeptoren zurückgeführt werden konnte 

(Gura, 1997), korrelierte die TRAIL-„Decoy“-Rezeptor Expression in anderen 

Untersuchungen nicht mit der Sensibilität gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose 

(Griffith et al., 1998; Griffith et al., 1999b). Da die TRAIL-induzierte 

Signaltransduktion insbesondere hinsichtlich des Einflusses von IFNγ untersucht 

werden sollte und in anderen Untersuchungen ein Einfluss auf die Expression der 

TRAIL-Rezeptoren durch IFNγ beobachtet werden konnte (z. B. Sedger et al., 1999), 

wurde das Expressionsniveau der TRAIL-Rezeptoren auf den KB-Zellen nach 

Vorbehandlung mit IFNγ untersucht. Neben geringen Veränderungen im 

Expressionsniveau von TRAILR1 und TRAILR2 zeigte sich eine beinahe vollständige 

Reduktion von TRAILR4 auf der Zelloberfläche nach 24-stündiger Behandlung der 

Zellen mit IFNγ (Abb. 8). Dies steht im Einklang mit Untersuchungen, in denen gezeigt 

werden konnte, dass IFNγ die Zelloberflächen-Expression von TRAILR4 inhibiert und 

dessen proteolytische Degradation induziert (Wicovsky et al., 2005). Der Abbau von 

TRAILR4 nach IFNγ-Stimulation über das Proteasom wäre ein möglicher 
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Reduktionsweg, da die Stimulation mit IFNγ zu einer Verstärkung der proteolytischen 

Aktivität des Proteasoms führt (Groettrupp et al., 2001). Die unterschiedliche 

Sensibilität verschiedener Zellen gegenüber TRAILR1/2-vermittelter Apoptose und 

Selektivität für TRAIL-induzierte Apoptose in malignen Zellen wird unter anderem 

auch auf den protektiven Effekt der Decoy-Rezeptoren TRAILR3 und TRAILR4 

zurückgeführt (Sheridan et al., 1997; Pan et al., 1998; Ashkenazi & Dixit, 1998). Der 

IFNγ-induzierte Abbau von TRAILR4 könnte somit Ursache einer Sensibilisierung von 

Zellen für TRAIL-vermittelte Apoptose sein. Da in den folgenden Untersuchungen aber 

spezifische TRAILR1- und TRAILR2-Antiseren verwendet wurden, ist hier ein 

protektiver Effekt von TRAILR4 durch Depletion der TRAILR1/2-Antikörper im Sinne 

der klassischen Decoy-Rezeptor-Theorie ausgeschlossen. Ob die Bildung gemischter 

Rezeptorkomplexe oder die anderen in 1.3.2 beschriebenen Theorien eine Rolle spielen 

bedarf weiterer Klärung.  

 

5.4 IFNγ verstärkt die TRAIL-induzierte Apoptose und NFκB-Aktivierung  

Hinsichtlich der TRAIL-induzierten Apoptose zeigte sich sowohl für TRAILR1 als 

auch für TRAILR2 analog zur Fas-vermittelten Apoptose, dass eine Behandlung der 

KB-Zellen mit IFNγ oder CHX ausreichend ist, um diese für TRAIL-induzierte 

Apoptose zu sensibilisieren (Abb. 9). Der in anderen Untersuchungen beobachtete 

synergistische Effekt von IFNγ und TRAIL hinsichtlich der Apoptoseinduktion 

(Merchant et al., 2004), konnte somit bestätigt werden. Ebenfalls analog zur Fas-

vermittelten Apoptose konnte durch Caspase-Inhibition mittels zVAD-fmk (Abb. 9) 

oder stabiler Expression von Bcl2 (Abb. 11) die Induktion von Apoptose über 

TRAILR1 oder TRAILR2 in den KB-Zellen verhindert werden. Dies bestätigt erneut, 

dass KB-Zellen den Typ II Zellen zugeordnet werden müssen und dass Bcl2-GFP-

exprimierende KB-Zellen zur Untersuchung der nicht-apoptotischen TRAIL-

vermittelten Signaltransduktion geeignet sind. In den parentalen sowie in den 

transgenen KB-Zellen konnte eine vergleichbare Rezeptorexpression nachgewiesen 

werden, so dass die beobachtete Resistenz der KB-Bcl2-Zellen nicht auf eine veränderte 

Rezeptorexpression zurückgeführt werden kann (Daten nicht gezeigt).  

Um herauszufinden, ob neben der synergistischen Wirkung von TRAIL und IFNγ 

hinsichtlich der apoptotischen Signaltransduktion auch ein möglicher gegenseitiger 
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Einfluss von TRAIL und IFNγ hinsichtlich der nicht-apoptotischen Signaltransduktion 

existiert, wurden die KB-Zellen nun auf TRAILR1- und TRAILR2-vermittelte NFκB-

Aktivierung hin untersucht. Hier zeigte sich besonders für TRAILR1 eine deutliche 

Verstärkung der IL8-Produktion nach Vorbehandlung mit IFNγ (Abb. 12). Somit war 

klar geworden, dass IFNγ nicht nur einen verstärkenden Effekt auf die TRAIL-

induzierte Apoptose besitzt, sondern wiederum analog zur FasL-induzierten  

Signaltransduktion auch deutlichen Einfluss auf die nicht-apoptotische TRAILR1- und 

TRAILR2-vermittelte Signaltransduktion nimmt. Die TRAIL-induzierte NFκB-

Aktivierung konnte durch den Schutz der Zellen vor Apoptose mittels zVAD-fmk oder 

durch Bcl2-Expression nochmals deutlich verstärkt werden (Abb. 10). Weiterhin konnte 

beobachtet werden, dass die TNF-induzierte NFκB-Aktivierung weder durch IFNγ noch 

durch zVAD-fmk zu verstärken war (Abb. 10). Somit scheint die TRAIL-induzierte 

NFκB-Aktivierung eher dem Mechanismus der Fas-, als dem der TNF-induzierten 

NFκB-Aktivierung zu entsprechen. 

 Wie oben beschrieben wird IFNγ wie auch TRAIL von aktivierten T-Zellen und 

natürlichen Killerzellen exprimiert. Die Verstärkung der apoptotischen TRAIL-

Signaltransduktion durch IFNγ steht in gutem Einklang mit der zytotoxischen Funktion 

dieser Zellen. Bcl2 und andere anti-apoptotische Mitglieder der Bcl2-Familie spielen 

bei der Entstehung hämopoetischer Krankheiten wie der akuten Promyelozyten-

Leukämie (Kogan et al., 2001) und auch nicht-hämopoetischer maligner Erkrankungen 

wie dem Mamma-Carcinom eine Rolle (Jäger et al., 1997). Unter diesen 

pathophysiologischen Bedingungen, in denen die Apoptose durch Überexpression von 

Bcl2 inhibiert ist, führt das Zusammenwirken von TRAIL und IFNγ jedoch zu einer 

massiven Verstärkung der nicht-apoptotischen TRAIL-Signaltransduktion. Das durch 

NFκB regulierte Zytokin IL8 besitzt neben seiner inflammatorischen Wirkung auch eine 

Angiogenese-fördernde Wirkung (Koch et al., 1992). Da Angiogenese und 

Tumorwachstum eng miteinander verbunden sind (Bergers & Benjamin, 2003), besteht 

die Möglichkeit, dass das Zusammenwirken von TRAIL und IFNγ unter anti-

apoptotischen Bedingungen sogar eine Tumorprogression begünstigt. So konnte z. B. 

gezeigt werden, dass TRAIL im Tiermodell die Metastasierung des humanen duktalen 

Pankreas-Adenocarcinoms begünstigt (Trauzold et al., 2006). 
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5.5 TRAIL-induzierte I κBα-Degradation und Kerntranslokalisation von NFκB 

In den vorherigen Versuchen wurde die TRAILR1- und TRAILR2-vermittelte nicht-

apoptotische Signaltransduktion anhand des NFκB-Zielgens IL8 untersucht. Die 

Induktion von IL8 benötigt eine Aktivierung von NFκB, unterliegt aber auch der 

Steuerung durch andere induzierbare Signaltransduktionswege. So ist zu einer 

signifikanten Induktion von IL8 die Aktivierung von NFκB und mindestens einer oder 

zweier MAP-Kinasen nötig (Hoffmann et al., 2002). Die entscheidenden Schritte bei 

der Aktivierung von NFκB stellen die Degradation von IκBs durch das Proteasom und 

die anschließende Translokalisation von NFκB in den Kern dar (s. 1.3.4.1). Hier zeigte 

sich, sowohl in den mit CHX als auch in den mit IFNγ behandelten Zellen, eine deutlich 

Abnahme des IκBα-Signals im Western-Blot. Die Kinetik der TRAIL-induzierten IκBα-

Degradation gleicht der in einer anderen Untersuchung (Siegmund et al., 2005) 

dargestellten  Fas-vermittelten IκBα-Degradation und unterscheidet sich von der durch 

TNF-induzierten IκBα-Degradation (Abb. 13). Dies bestätigt erneut die Beobachtung, 

dass der Mechanismus der TRAIL-induzierten nicht-apoptotischen Signaltransduktion 

dem der Fas-vermittelten ähnlich ist, sich aber von dem des Tumor Nekrose Faktors 

unterscheidet. Weiterhin bestätigte sich die im IL8-ELISA gemachte Beobachtung, dass 

die TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung unter nicht-apoptotischen Bedingungen und 

nach Vorbehandlung der KB-Zellen mit IFNγ ebenso effektiv wie die TNF-induzierte 

NFκB-Aktivierung sein kann (Abb. 14). 

 

5.6 Modulation der TRAIL-Rezeptor-vermittelten NF κB-Aktivierung durch FLIP 

Neben der inhibitorischen Wirkung von FLIP auf die Todesrezeptor-vermittelte 

Apoptose, deuten neuere Studien auch auf eine Funktion bei der Regulation der nicht-

apoptotischen Signaltransduktion hin. So konnte eine Inhibition der FasL- und TRAIL-

induzierten NFκB-Aktivierung durch die transiente Überexpression von FLIP 

nachgewiesen werden (Wajant et al., 2000). Weiterhin konnte eine inhibierende 

Funktion von FLIP bei der Fas-vermittelten NFκB-Aktivierung in stabil-exprimierenden 

KB-FLIPL/S-Zellen gezeigt werden (Kreuz et al., 2004). Andere Studien zeigen dagegen 

einen NFκB-induzierenden Einfluss von FLIP (Kataoka et al., 2000). Dies deutet darauf 

hin, dass FLIP eine zentrale Funktion bei der Modulation der Todesrezeptor 

vermittelten Signaltransduktion besitzt. Um einen genaueren Einblick in die 
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Wirkungsweise von FLIP bei der TRAIL-induzierten nicht-apoptotischen 

Signaltransduktion zu erlangen, wurde die TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung in 

stabil FLIPL/S-exprimierenden KB-Zellen untersucht, die erwartungsgemäß gegenüber 

TRAIL-vermittelter Apoptose resistent waren und somit zur Untersuchung der TRAIL-

induzierten NFκB-Aktivierung geeignet sind (Daten nicht gezeigt).  

Im Vergleich mit den parentalen, durch zVAD-fmk vor Apoptose geschützten Zellen, 

zeigte sich eine starke Suppression der TRAILR1- und TRAILR2-vermittelten IL8-

Produktion sowohl in den FLIPL- als auch den FLIPS-exprimierenden KB-Zellen (Abb. 

15). Die in einer früheren Studie mit transient überexprimiertem FLIP (Wajant et al., 

2000) aufgefallene inhibitorische Wirkung von FLIP nicht nur auf die Todesrezeptor-

vermittelte apoptotische Signaltransduktion, sondern auch auf die nicht-apoptotische 

Signaltransduktion, konnte somit bestätigt werden. Die Inhibition sowohl der TRAIL- 

induzierten NFκB-Aktivierung als auch Apoptose durch die Expression von FLIPL/S in 

den mit IFNγ-vorbehandelten KB-Zellen, deutet auf eine Regulation beider 

Signaltransduktionsmechanismen auf der Ebene des DISC hin. 

In den weiter oben beschriebenen Untersuchungen war eine starke Abhängigkeit der 

TRAIL-induzierten Signaltransduktion in KB-Zellen von einer CHX- oder IFNγ-

Vorbehandlung festgestellt worden. In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, 

dass sowohl CHX (Wajant et al., 2000), als auch IFNγ (Siegmund et al., 2005) die 

Expression von FLIP reduzieren können. Hierzu passt, dass die FLIP-Expression auf 

Protein Ebene durch proteasomalen Abbau reguliert wird (Kim et al., 2002) und IFNγ 

die proteolytische Aktivität des Proteasoms stimulieren kann (Groettrupp et al., 2001). 

Somit wäre es möglich, dass die oben gezeigte IFNγ-bedingte Sensibilisierung von KB-

Zellen für die TRAIL-induzierte NFκB-Aktivierung zumindest teilweise auf einem 

verstärkten proteasomalen Abbau von FLIP beruht.  

Nachdem die inhibitorische Wirkung von sowohl stabil-exprimiertem FLIPL als auch 

FLIPS in KB-Zellen auf die TRAIL-induzierte nicht-apoptotische Signaltransduktion 

gezeigt werden konnte, sollte zusätzlich der Einfluss von endogen exprimiertem FLIP 

auf die nicht-apoptotische Signaltransduktion der TRAIL-Todesrezeptoren untersucht 

werden. Wie vermutet führte die Reduktion endogener FLIP-Moleküle durch FLIP-

spezifische siRNA zu einer deutlich verstärkten TRAILR1- und TRAILR2-vermittelten 

IL8-Produktion, sowohl in den ungeschützten als auch in den mit zVAD-fmk vor 
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Apoptose geschützten KB-Zellen (Abb. 16). Wie bereits für die Behandlung der KB-

Zellen mit IFNγ beschrieben, zeigte auch die Reduktion von endogenem FLIP keinerlei 

Auswirkung auf die TNF-induzierte IL8-Produktion. Des Weiteren konnte eine erhöhte 

basale NFκB-Aktivität in den sowohl mit FLIPL/S-reduzierender siRNA-behandelten 

Zellen als auch in den mit nur FLIPL-spezifischer siRNA behandelten KB-Zellen 

beobachtet werden, was die supprimierende Wirkung von FLIP auf die NFκB-

Aktivierung in KB-Zellen zusätzlich bestätigt. 
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6 Zusammenfassung 

 
In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass TRAIL neben der dominanten Funktion 

als Auslöser des apoptotischen Programms unter bestimmten Bedingungen auch eine 

starke Aktivierung nicht-apoptotischer Signalwege bewirken kann. Um die 

Mechanismen der TRAIL-induzierten nicht-apoptotischen Signaltransduktion genauer 

zu untersuchen, wurde in der hier vorliegenden Arbeit besonderes Augenmerk auf die 

TRAIL-vermittelte NFκB-Aktivierung und deren Modulation durch IFNγ und FLIP 

gelegt.  

Zunächst konnte gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung von KB-Zellen mit CHX 

oder IFNγ ausreichend ist, um diese sowohl für die TRAIL-induzierte apoptotische 

Signaltransduktion, als auch nicht-apoptotische Signaltransduktion zu sensibilisieren. 

TRAIL und IFNγ werden physiologisch von aktivierten T-Zellen und natürlichen 

Killerzellen sezerniert und induzieren synergistisch die Auslösung des apoptotischen 

Programms. Hier konnte nun gezeigt werden, dass IFNγ besonders unter nicht-

apoptotischen Bedingungen, die durch Caspase-Inhibition oder Bcl2-Expression 

erreicht wurden, auch eine synergistische Wirkung auf die TRAIL-induzierte NFκB-

Aktivierung entfaltet. Eine IFNγ-Vorbehandlung der KB-Zellen bewirkte weiterhin die 

vollständige Reduktion des „Decoy“-Rezeptors TRAILR4, was ebenfalls zur Regulation 

der TRAIL-vermittelten Signaltransduktion in KB-Zellen beitragen  könnte. Die 

Möglichkeit der Sensibilisierung der KB-Zellen für die TRAIL-induzierte Apoptose und 

NFκB-Aktivierung durch CHX deutet auf einen kurzlebigen Inhibitor der TRAIL-

vermittelten Signaltransduktion hin. Ein möglicher Kandidat hierfür ist das anti-

apoptotisch wirkende FLIP, für das ein Einfluss auf die TRAIL-induzierte NFκB-

Aktivierung gezeigt werden konnte und dessen Expression unter anderem durch IFNγ 

reguliert wird. In Versuchen zur Rolle von FLIP in der TRAIL-induzierten nicht-

apoptotischen Signaltransduktion zeigte sich zusammenfassend sowohl in Versuchen 

mit FLIPL- und FLIPS-exprimierenden Zellen, als auch durch Reduktion von 

endogenem FLIP mittels siRNA eine inhibierende Wirkung von FLIP auf die TRAIL-

induzierte NFκB-Aktivierung. Die Inhibition sowohl der TRAIL-Rezeptor-vermittelten 

Apoptose als auch der NFκB-Aktivierung durch FLIP-Überexpression deutet auf eine 

gemeinsame Regulation beider Mechanismen auf der Ebene des DISC hin. 
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7 Abkürzungen 

Abb.   Abbildung 

APAF-1  Apoptotic Protease Activating Factor 1 

APS   Ammonium-Persulfat 

ATP   Adenosin-Triphosphat 

Bcl   B-Cell Lymphoma (Protein) 

BH   Bcl Homologie (Domäne) 

°C   Grad Celsius 

Caspase  Cysteinyl Aspartat-spezifische Protease 

Cdc   Cell division cycle (Protein) 

cDNA   komplementär DNA 

CHX   Cycloheximid 

CRD   Cysteine-Rich Domain 

dATP   desoxy-Adenosin-Triphosphat 

DcR   Decoy Receptor 

DD   Death Domain 

DED   Death Effector Domain 

DISC   Death Inducing Signaling Complex 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxy-Ribonukleinsäure 

DR   Death Receptor 

DTT   Dithiothreitol 

EDAR   Ectodysplasin A Receptor 

EDTA   Ethylendiamin-Tetra-Essigsäure 

ELISA   Enzyme-Linked Immunoabsorbent Essay 

FACS   Fluorescence Activated Cell Sorting 

FasL   Fas-Ligand 

FCS   Fetal Calf Serum 

FADD   Fas-Associated Death Domain 

FLICE   FADD-Like ICE 

FLIP   FLICE-Inhibitory Protein 

FLIPL   FLIP-Long 
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FLIPS   FLIP-Short 

GFP   Green Fluorescent Protein 

h   Stunde(n) 

HEPES  2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-Ethansulfonsäure 

Hsp   Heat shock protein 

HtrA2   High temperature requirement protein A2 (=Omi) 

IAP   Inhibitor of Apoptosis Protein 

ICE   Interleukin-1beta-Converting Enzyme 

IFN   Interferon 

IKK   I κB Kinase Komplex 

IκB   Inhibitor of NFκB 

IL   Interleukin 

JNK   c-Jun N-terminal Kinase 

M   molar (Mol/Liter) 

mA   Milliampere    

MAP-Kinase  Mitogen-Activated Protein Kinase 

min   Minute 

mRNS   messenger Ribonukleinsäure  

NFκB   Nuclear Factor kappaB 

NGFR   Nerve Growth Factor Receptor 

nm   Nanometer 

nM   Nano-Molar 

OPG   Osteoprotegerin 

PA   Protein A 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

P LAD   Pre-Ligand Association Domain 

RANK-L  Receptor Activator of NFκB Ligand 

R H D   Rel Homology Domain 

RIP   Receptor-Interacting Protein 

s.   siehe 

SDS   Natriumdodecylsulfat 
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siRNA   small interfering RNA 

SMAC   Second Mitochondria-derived Activator of Caspase (=DIABLO) 

TACE   TNFα Converting Enzyme 

TEMED  N, N, N´, N´-Tetramethylendiamin 

TE-PBS  Trypsin/EDTA-PBS 

TNF   Tumor Nekrose Faktor 

TNFR   Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 

TRAF   TNF Receptor Associated Factor 

TRAIL   TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand 

TRAILR  TRAIL-Rezeptor 

U/min   Umdrehungen/Minute 

V   Volt 

Verd.   Verdünnung 

WT   Wildtyp 

XIAP   X-Chromosome-Linked Inhibitor of Apoptosis 

zVAD-fmk  N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-Fluoromethylketon 
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