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1 Einleitung 

1.1 Apoptose 

Der Begriff Apoptose ist griechischen Ursprungs (apo „weg“, ptosis „fallen“) und bezeichnet 

sinngemäß das Fallen der Blätter im Herbst (Kerr et al., 1972). Der Prozess der Apoptose 

nimmt vor allem in der embryonalen Entwicklung, in der Aufrechterhaltung der 

Gewebshomöostase und bei der Eliminierung von Zellen, die dem Organismus gefährlich 

werden können (z.B. Tumorzellen und Virus-infizierte Zellen), eine wichtige Stellung ein. 

Auch im Immunsystem sind apoptotische Vorgänge zur klonalen Deletion autoreaktiver oder 

nutzloser Immunzellen unabdinglich. Charakterisiert wird die Apoptose durch verschiedene 

morphologische und biochemische Kriterien (Strasser et al., 2000). Die Zellen schrumpfen 

und lösen sich in der Folge vom Zellverband ab. Ferner ist die Kondensation des Chromatins 

und des Zytoplasmas zu beobachten. Die genomische DNA wird zwischen den Nukleosomen 

gespalten, wodurch Vielfache von 185 Basenpaaren entstehen (Nagata, 2000). Darüber hinaus 

kommt es in der Zelle während des apoptotischen Prozesses zum Zusammenbruch des 

mitochondrialen Membranpotenzials und zu einem Abfall des pH-Wertes (Ly et al., 2003; 

Matsuyama et al., 2000; Nilsson et al., 2006). Nach der Fragmentierung des Zellkerns kommt 

es zum Zerfall der Zelle in kleine, membranumgebene Partikel, wodurch es während der 

Apoptose im Gegensatz zu nekrotischen Prozessen zu keiner Freisetzung von zellulärem 

Inhalt ins umliegende Gewebe kommt („stiller“ Zelltod) (Fink und Cookson, 2005; Leist und 

Jäättelä, 2001; Strasser et al., 2000) (Abbildung 1.1). Das Phospholipid Phosphatidylserin, das 

in gesunden Zellen überwiegend auf der zytosolischen Seite der Zellmembran zu finden ist, 

erscheint während der Apoptose auf der Zelloberfläche (Fadok et al., 1992), was zur 

Erkennung, Aufnahme und Verdau der apoptotischen Körperchen durch Phagozyten beiträgt 

(Savill und Fadok, 2000). Liegt bei der Eliminierung eine Störung vor, so werden die Zellen 

sekundär nekrotisch, was das Austreten des zellulären Inhalts zur Folge hat und 

inflammatorische Reaktionen hervorruft (Farber, 1994; Lauber et al., 2004; Wu et al., 2001). 

Der Prozess der Apoptose wurde lange Zeit ausschließlich in Metazoen beobachtet. 

Allerdings haben Madeo et al. zeigen können, dass auch einzellige Organismen wie 

Saccharomyces cerevisae ein Apoptose-ähnliches Selbstmordprogramm aktivieren können. 

(Madeo et al., 1997; Madeo et al., 2002). 

Aus der Störung der apoptotischen Regulationsmechanismen resultiert die Entwicklung 

verschiedener Erkrankungen (Hetts, 1998). So führt zum Beispiel eine zu hohe Apoptoserate 

zu hepatobiliären Erkrankungen, chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen, aber auch zu 
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neurodegenerativen Erscheinungen. Im Gegensatz dazu steht eine zu geringe Apoptoserate 

zum Beispiel in Verbindung zu Tumoren und der Entstehung latenter viraler Infektionen. 

 

 

 

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der morphologischen Veränderungen während der 
Apoptose und der Nekrose 

Während der Apoptose erfährt die Zelle verschiedene morphologische Veränderungen wie Zellschrumpfung, 
Kondensation des Chromatins und Externalisierung von Phosphatidylserin. Nach der Ausbildung der 
apoptotischen Körperchen kommt es zur Phagozytose durch professionelle Phagozyten oder Nachbarzellen. 
Dadurch gelangt kein zellulärer Inhalt in die Umgebung, so dass der Vorgang der Apoptose auch als „stiller“ 
Zelltod bezeichnet wird. Während der Nekrose hingegen erfolgt eine Zellschwellung, was die Zelllyse mit 
Verlust der Membranintegrität und die Freisetzung von Zellinhalt zur Folge hat. Liegt eine Störung bei der 
Eliminierung der apoptotischen Zellen vor, so verlieren diese mit der Zeit ihre Membranintegrität und werden 
sekundär nekrotisch. Aufgrund dessen kann ebenso wie durch primär nekrotische Zellen eine inflammatorische 
Reaktion ausgelöst werden (Nach Lauber (Dissertation, 2003, Eberhard-Karls-Universität Tübingen)). 
 

1.2 Signalwege der Apoptose 

1.2.1 Extrinsischer Apoptose-Signalweg 

Zur gezielten Eliminierung von Zellen aus dem Organismus ist eine komplexe inter- und 

intrazelluläre Kommunikation erforderlich. Dies spiegelt sich in den bis heute bekannten zwei 
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Hauptwegen der Apoptose, die als der extrinsische und der intrinsische Signalweg der 

Apoptose bezeichnet werden, wider. 

Das Signal des extrinsischen Apoptose-Signalweges, welcher auch als 

Todesrezeptorsignalweg bezeichnet wird, wird mit Hilfe der mehr als 20 Proteine 

umfassenden Superfamilie der TNF-Rezeptoren in die Zelle übertragen und trägt somit zur 

Regulation von Zelltod und Überleben, aber auch der Differenzierung und der 

Immunregulation bei (Ashkenazi und Dixit, 1998; Krammer, 2000; Walczak und Krammer, 

2000). Charakterisiert sind die TNF-Rezeptoren durch mehrere verschiedene extrazelluläre 

Domänen, eine Transmembranregion und eine zytoplasmatische Todesdomäne (DD; death 

domain) aus ca. 80 Aminosäuren, welche eine entscheidende Rolle bei der 

Signalweiterleitung in die Zelle spielt. Der am besten beschriebene Todesrezeptor ist CD95 

(APO-1/Fas) (Itoh et al., 1991). Insgesamt sind mittlerweile 6 Mitglieder der 

Todesrezeptorfamilie identifiziert worden (TNF-R1, CD95, TRAMP, TRAIL-R1, TRAIL-R2, 

DR6) (Schulze-Osthoff et al., 1998).  

Bei den Liganden der TNF-Familie (CD95L, TNFa, TRAIL, TWEAK und RANKL) handelt 

es sich um homotrimere Proteine, durch die über eine Oligomerisierung der Rezeptoren eine 

Aktivierung dieses Signalweges ausgelöst wird (Banner et al., 1993; Beutler und van Huffel, 

1994; Dhein et al., 1992; Eck und Sprang, 1989; Jones et al., 1992; Wiley et al., 1995). Zwar 

werden die Todesliganden normalerweise als Transmembranproteine synthetisiert, allerdings 

liegen diese infolge alternativen Spleißens oder nach Spaltung durch spezifische 

Metalloproteinasen auch in löslicher Form vor (Suda et al., 1993). Im Falle des am besten 

charakterisierten CD95-Rezeptor/Ligand-System kommt es nach der Ligandenbindung zur 

Trimerisierung des Rezeptors und somit zur Bildung des Todesrezeptorkomplexes (DISC; 

death inducing signaling complex). Hierbei kommt es zur Rekrutierung des Adapterproteins 

FADD (Fas-associating protein with death domain) über die homophile Interaktion der 

Todesdomänen aus Rezeptor und Adapterprotein. Darüber hinaus besitzt FADD eine 

Todeseffektordomäne (DED; death effector domain), über die über eine homophile 

Interaktion an die DED der Pro-Caspase-8 bindet (Boldin et al., 1996; Fernandes-Alnemri et 

al., 1996; Kischkel et al., 1995; Medema et al., 1997; Muzio et al., 1996). Über diese lokale 

Aggregation erfolgt entsprechend des Modells der „induzierten Proximität“ (Salvesen und 

Dixit, 1999) die autokatalytische Aktivierung der Zymogene (Martin et al., 1998; Muzio et 

al., 1998). Nach der Aktivierung und der Freisetzung aus dem Todesrezeptorkomplex spaltet 

die Initiatorcaspase-8 ihre Substrate (v.a. Effektorcaspasen) durch limitierte Proteolyse, was 

infolge der Prozessierung relevanter Apoptose-Substrate endgültig den programmierten 
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Zelltod auslöst. Durch die Caspase-8-vermittelte Spaltung des pro-apoptotischen Bcl-2-

Proteins Bid (Li et al., 1998a; Luo et al., 1998) und der Caspase-6 (Takahashi et al., 1997) 

findet eine Verknüpfung zwischen dem extrinsischen und intrinsischen Signalweg statt. Somit 

kann der mitochondriale Apoptose-Signalweg zusätzlich als Verstärkungsmechanismus des 

extrinsischen Signalweges wirken (Abbildung 1.2).  

Es wird zwischen zwei CD95 (APO-1/Fas) Signalwegen unterschieden (Scaffidi et al., 1998). 

In Typ I-Zellen erfolgt die Aktivierung der Initiatorcaspase-8 am DISC innerhalb von 

Minuten mit darauf folgender Aktivierung der Caspase-3. Dieser Signalweg kann nicht durch 

Bcl-2- oder Bcl-xL-Überexpression blockiert werden. Im Gegensatz dazu erfolgt in den so 

genannten Typ II-Zellen die DISC-Bildung verzögert und die Apoptose-Induktion durch Bid-

Spaltung und anschließender Verwendung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges, was 

eine Blockierung durch die Bcl-2-Proteine Bcl-2 und Bcl-xL ermöglicht. Typ I- und Typ II-

Zellen werden in der Literatur allerdings kontrovers diskutiert. So konnten verschiedene 

Arbeitsgruppen zeigen, dass in Jurkat-Zellen, die als Typ II-Zellen eingeordnet werden, 

TRAIL-induzierte Apoptose stattfinden kann, wenngleich auch verzögert (Engels et al., 2000; 

Rudner et al., 2001). 

 

 

 

Abbildung 1.2 (Legende s. nächste Seite) 
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Abbildung 1.2: Die Hauptsignalwege der Apoptose 

Der extrinsische Apoptose-Signalweg. Nach der Ligandenbindung und Rezeptoroligomerisierung kommt es 
zur Rekrutierung des Adapterproteins FADD (fas-associating protein with death domain) über die 
Todesdomänen (DD; death domain). Der daraus resultierende DISC (death inducing signaling complex) führt 
zur Rekrutierung und Prozessierung der Pro-Caspase-8. Die so aktivierte Caspase-8 spaltet ihre Effektorproteine 
und setzt dadurch das Selbstmordprogramm in Gang.  
Der intrinsische, mitochondriale Apoptose-Signalweg. Zellulärer Stress führt zur Freisetzung von   
Cytochrom c aus dem Mitochondrium. Mit Hilfe dieses second messengers erfolgt eine Konformationsänderung 
am Apaf-1, wodurch nach dATP-Hydrolyse der hochmolekulare Komplex, das Apoptosom, gebildet werden 
kann. Über die Interaktion mit der Apaf-1 CARD-Domäne kommt es zur Rekrutierung der Pro-Caspase-9 in den 
Komplex und auf diese Weise zur Aktivierung dieses Enzyms. In der Folge spaltet Caspase-9 ihre Substrate und 
Apoptose wird initiiert. 
Die Regulation des apoptotischen Prozesses erfolgt über Bcl-2-Proteine. So sind pro-apoptotische Proteine wie 
Bax und Puma an der Freisetzung apoptogener Faktoren aus dem Mitochondrium beteiligt. Das anti-apoptotisch 
wirkende Bcl-2 inhibiert dagegen die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium. Durch die 
Spaltung des pro-apoptotischen Proteins Bid kommt eine Verknüpfung beider Signalwege zustande. 
Des Weiteren übernimmt die Proteinfamilie der IAPs (inhibitors of apoptosis proteins) die Regulation der 
apoptotischen Prozesse, welche direkt an Caspasen binden und dadurch eine Inhibierung bewirken können. 
Dieser Vorgang kann durch Smac/DIABLO (Smac; second mitochondria-derived activator of caspases direct 
IAP-binding protein with low pI; DIABLO; direct IAP binding protein with low pI) aufgehoben werden, der 
ebenfalls aus dem Mitochondrium freigesetzt werden kann. (Nach Lauber (Dissertation, 2003, Eberhard-Karls-
Universität Tübingen)) 
 

1.2.2 Intrinsische Apoptose-Signalwege 

1.2.2.1 Der mitochondriale Apoptose-Signalweg 

Zusätzlich zu seiner Funktion als Energie generierendes Organell konnte das Mitochondrium 

als Zentrum für Überlebens- und Todessignale identifiziert werden (Adrain und Martin, 2001; 

Li et al., 2001; Liu et al., 1996; Susin et al., 1999; Suzuki et al., 2001) und ist heute als 

zentrales Organell des mitochondrialen Apoptose-Signalweges bekannt. Die Apoptose-

Induktion über den intrinsischen Apoptose-Signalweg erfolgt aufgrund zellulären Stresses 

(z.B. DNA-Schädigung, oxidativer Stress), der durch Zytostatika, UV- oder Gammastrahlung 

hervorgerufen werden kann und zu p53-vermittelten Zellzyklus-Arrest, DNA-Reparatur oder 

Apoptose führt. p53 induziert Apoptose durch die transkriptionelle Expression pro-

apoptotischer Proteine wie z.B. Bax, Puma (p53-upregulated modulator of apoptosis) und 

Noxa, die zum Verlust der Membranintegrität und dadurch zur Freisetzung von Cytochrom c 

aus dem Mitochondrium beitragen (Liu et al., 1996; Nakano und Vousden, 2001; Oda et al., 

2000). Cytochrom c übernimmt in vitalen Zellen die Elektronenübertragung von Komplex III 

auf Komplex IV während der Atmungskette, fungiert aber nach seiner Freisetzung ins Zytosol 

während der Apoptose als second messenger und trägt durch eine Konformationsänderung 

des Adapterproteins Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) zur Bildung des 

Apoptosoms bei (Acehan et al., 2002; Adrain et al., 1999; Cain et al., 2002; Cain et al., 1999; 

Li et al., 1997a; Ott et al., 2002; Shi, 2001; Zou et al., 1999). Das Adapterprotein Apaf-1 
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besteht aus drei funktionalen Domänen: einer N-terminalen Caspase-Rekrutierungsdomäne 

(CARD; caspase-recruitment domain), einer zentralen Nukleotid-Bindungsstelle und zwölf 

bis dreizehn WD-40-Repeats am C-Terminus des Moleküls (Hill et al., 2003). Nach der 

Bindung von Cytochrom c an die WD-Repeats-Region der so genannten geschlossenen Form 

von Apaf-1 und der Hydrolyse von dATP kommt es zur Konformationsänderung und 

anschließend zu einer Oligomerisierung von Apaf-1 (Riedl und Salvesen, 2007; Saleh et al., 

1999) und damit zur Bildung des hochmolekularen Apoptosom-Komplexes (Abbildung 1.3).  

 

 

 

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Apoptosom-Bildung 

Das Adapterprotein liegt in einer so genannten geschlossenen Form vor. Nach der Bindung von Cytochrom c an 
die WD40-Repeats-Region (grün) von Apaf-1 und dATP-Hydrolyse kommt es aufgrund einer 
Konformationsänderung zur Freilegung der CARD-Domäne (blau) und zur Oligomerisierung von sieben Apaf-1-
Molekülen, was eine Voraussetzung für die Rekrutierung und Aktivierung der Caspase-9 darstellt. (Nach Kim et 
al. (Kim et al., 2005) 
 

Darüber hinaus erfolgt während dieses Vorgangs die Freilegung der CARD-Domäne und 

ermöglicht nun über eine homophile Interaktion die Rekrutierung der Pro-Caspase-9 in das 
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Apoptosom. Ähnlich der Aktivierung der Caspase-8 durch den Todesrezeptorkomplex bietet 

das Apoptosom eine Plattform zur Aktivierung der Pro-Caspase-9 nach dem Modell der 

„induzierten Proximität“ (Rodriguez und Lazebnik, 1999). Durch die Prozessierung der 

Initiatorcaspase-9 und der Spaltung ihrer Substrate wird die Caspase-Kaskade ausgelöst und 

das Apoptose-Programm kann ablaufen (Abbildung 1.2) Für die Aktivierung der Caspase-9 

mit Hilfe des Apoptosoms werden neben dem Modell der „induzierten Proximität“ 

(Rodriguez und Lazebnik, 1999) auch ein Modell der „Proximitäts-basierten Dimerisierung“ 

(Boatright, 2003; Renatus et al., 2001)und der „induzierten Konformation“ (Shi, 2004b; 

Shiozaki et al., 2003) diskutiert. Für beide Modelle stellt die räumliche Nähe innerhalb des 

Apoptosoms eine Grundvoraussetzung für die Aktivierung dar. Im Falle des Modells der 

„Proximitäts-basierten Dimerisierung“ resultiert daraus die Dimerisierung der Caspase-9 und 

damit ihre Aktivierung. Im Gegensatz zum Modell der „induzierten Konformation“, bei dem 

durch eine Konformationsänderung (z.B. des aktiven Zentrums der Apoptosom-gebundenen 

Caspase-9) der Übergang in den aktiven Zustand erfolgt.  

1.2.2.2 Der ER-Stress-Signalweg 

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) spielt in der Zelle eine entscheidende Rolle bei der 

Proteinsynthese, der Proteinfaltung und der Speicherung von Ca2+ (Paschen, 2001; Paschen 

und Mengesdorf, 2005). Die Störung der Ca2+-Homöostase, Bildung freier Radikale, 

Inhibierung der Proteinglykosylierung und die Akkumulierung falsch gefalteter Proteine führt 

zu ER-Stress in der Zelle. Dauert der ER-Stress an, so induziert dies Apoptose. Zunächst 

wurde Caspase-12 als beteiligte Initiatorcaspase im Maussystem beschrieben (Nakagawa et 

al., 2000), die durch direkte Aktivierung von Caspase-9 Cytochrom c- und Apoptosom-

unabhängig Apoptose induzieren kann (Reimertz et al., 2003). Mittlerweile werden jedoch 

sowohl die Beteiligung der Caspase-12 (Di Sano et al., 2006) als auch die Apoptosom-

Unabhängigkeit dieses Signalweges in Frage gestellt (Saleh et al., 2006). Im humanen System 

ist der Mechanismus des ER-Stress induzierten Signalweges noch weitgehend ungeklärt. 

Aufgrund der Abwesenheit von Caspase-12 im humanen Genom läuft die Aktivierung der 

ER-Stress induzierten Apoptose vermutlich über den mitochondrialen Signalweg, unter 

Beteiligung von c-Abl (Ito et al., 2001) oder Ca2+ ab (Pinton et al., 2001). 

1.2.2.3 Das PIDDosom 

Seit einiger Zeit wird das PIDDosom als nukleärer Komplex zur Apoptose-Induktion 

diskutiert (Tinel und Tschopp, 2004). Dieser Komplex entsteht durch DNA-schädigende 

Agenzien, durch die eine Hochregulation von p53 induziert wird und durch die es in der Folge 
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zur Komplexbildung, ähnlich dem DISC oder Apoptosom, kommt. Das verstärkt exprimierte 

PIDD (p53-induced protein with death domain) rekrutiert durch homophile Interaktion der 

Todesdomänen das Adapterprotein RAIDD (RIP-associated ICH1/CED-3-homologous 

protein with death domain). Dieses verfügt neben der Todesdomäne auch über eine CARD-

Domäne, über die die Pro-Caspase-2 rekrutiert und ähnlich der Caspase-8 und Caspase-9 in 

diesem Komplex aktiviert werden kann (Modell der „induzierten Proximität“). Die 

Weiterleitung des apoptotischen Signals erfolgt durch die Caspase-2-abhängige Spaltung des 

pro-apoptotischen Proteins Bid (Gao et al., 2005; Lassus et al., 2002), was zur Aktivierung 

von Bax/Bak und zur Freisetzung von Cytochrom c (Robertson et al., 2002) und damit zur 

Aktivierung der mitochondrialen Apoptose-Maschinerie führt (Guo et al., 2002). Trotz der 

oben genannten Befunde ist die Existenz dieses Komplexes weiterhin umstritten (Samraj et 

al., 2007). 

1.2.2.4 Apaf-1-unabhängige Signalwege 

Neben den bereits beschriebenen Apoptose-Signalwegen werden weitere, Apaf-1-

unabhängige Signalwege diskutiert (Tabelle 1.1). Einige davon konnten bisher nur in 

Mäusezellen beobachtet werden. So beschreiben Belmokhtar et al. (Belmokhtar et al., 2003) 

einen Apoptosom-unabhängigen und Caspase-3- und -9-unabhängigen und Marsden et al. 

(Marsden et al., 2004) einen Apoptosom-unabhängigen, aber Caspase-abhängigen Signalweg. 

Darüber hinaus veröffentlichten Henderson et al. (Henderson et al., 2005) einen durch 

Proteasominhibitoren induzierten Bcl-2-abhängigen, aber Caspase-9-unabhängigen Signalweg 

in humanen Fibroblasten. Auch besteht die Möglichkeit, dass ER-Stress induzierte Apoptose 

im Humansystem oder auch lysosomaler Zelltod in Mäusefibroblasten Apoptosom-

unabhängig ausgelöst werden kann (Gyrd-Hansen et al., 2006; Lopez-Anton et al., 2006). Die 

Mechanismen der Apaf-1-unabhängigen Signalwege sind bis heute allerdings nicht im Detail 

aufgeklärt. 
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Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Apaf-1-unabhängigen Signalwege 

 

Literatur Signalweg 

Belmokhtar et al., 2003 Apoptosom-unabhängig, 
Caspase-3 und -9 unabhängig 

Marsden et al., 2004 Apoptosom-unabhängig, 
Caspase-abhängig 

Henderson et al., 2005 Bcl-2-abhängig, 
Caspase-9-unabhängig 

Lopez-Anton et al., 2006 Apoptosom-unabhängig 

Gyrd-Hansen et al., 2006 Apoptosom-unabhängig 

 

1.3 Caspasen und ihre Substrate 

Die morphologischen Veränderungen der Zelle, die letztendlich zur Desintegration und 

Eliminierung durch Phagozyten führen, sind eine Konsequenz der proteolytischen 

Prozessierung von Cystein-Aspartat-Proteasen (Caspasen) (Alnemri et al., 1996; Budihardjo 

et al., 1999). Durch den raschen Ablauf irreversibler posttranslationaler 

Proteinmodifikationen erfolgt die Vollstreckung des apoptotischen Prozesses.  

Caspasen sind eine hoch konservierte Familie von Cystein-Proteasen mit einer Spaltspezifität 

nach Aspartatresten. Zunächst werden diese Enzyme als 30 - 55 kDa große Zymogene mit nur 

sehr geringer enzymatischer Aktivität synthetisiert. Im Rahmen ihrer proteolytischen 

Aktivierung wird diese Proform in eine große (ca. 20 kDa) und eine kleine Untereinheit     

(ca. 10 kDa) gespalten und die N-terminale Prodomäne entfernt. In ihrer aktiven Form liegen 

Caspasen in der Regel als Heterotetramere bestehend aus je zwei großen und zwei kleinen 

Untereinheiten vor. Die Aktivierung von Caspasen erfolgt entweder durch proteolytische 

Prozessierung oder durch die Rekrutierung in Komplexe (Apoptosom, DISC, PIDDosom,      

s. oben). Diese Aggregation führt zur autokatalytischen Prozessierung nach dem Modell der 

„induzierten Proximität“ (Salvesen und Dixit, 1999).  

Die bisher bekannten 11 Mitglieder der humanen Caspase-Familie (Degterev und Yuan, 

2008) (von insgesamt 14 beschriebene Caspasen bei Säugern) können phylogenetisch in zwei 

Subfamilien eingeteilt werden (Abbildung 1.4). So spielen die bekannten Caspasen entweder 

in der Zytokinreifung in der Inflammation oder während der Apoptose eine zentrale Rolle. 

Die apoptotischen Caspasen lassen sich, basierend auf der Länge ihrer Prodomänen, weiter in 

Initiator- und Effektorcaspasen einteilen. Während die Initiatorcaspasen sehr lange               
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N-terminale Prodomänen besitzen, die für die Rekrutierung in die Komplexe und damit für 

die Aktivierung der Caspasen essentiell sind, bestehen die Prodomänen der Effektorcaspasen 

oftmals nur aus wenigen Aminosäuren, was eine autokatalytische Spaltung dieser Enzyme 

verhindert.  

Neben der allen Caspasen gemeinsamen Spezifität für einen Aspartatrest an der P1-Position 

der Spaltstelle wird die Substratspezifität des Weiteren durch die vorangehenden 

Aminosäuren an P4 und P3 bestimmt. Darüber hinaus scheint auch die Aminosäure an der 

P1'-Position von Bedeutung zu sein, so dass eine geladene oder räumlich sperrige Aminosäure 

die Proteolyse negativ beeinflussen könnte (Stennicke et al., 2000). Nach intensiven 

Untersuchungen ließ sich für jede Caspase näherungsweise ein Konsensus-Motiv ermitteln 

(Abbildung 1.4) (Rano et al., 1997; Thornberry und Lazebnik, 1998). Vergleichbar mit der 

Blutgerinnung oder dem Komplementsystem erfolgt während der Apoptose-Initiation eine 

Kaskade von proteolytischen Auto- und Transaktivierungen, die schnell und irreversibel 

abläuft (Slee et al., 1999).  

Inzwischen sind einige Proteine als Caspasesubstrate bekannt, deren Funktion durch die 

Prozessierung irreversibel beeinflusst wird. So kommt es durch die Prozessierung der 

Effektorcaspasen z.B. zur Spaltung von Zytoskelett- und Strukturproteinen, zur Inaktivierung 

von Zelladhäsionsmolekülen, aber auch zur Beeinflussung von Zellzyklus-Proteinen oder 

DNA-Reparatur-Proteinen (Fischer et al., 2003; Stroh und Schulze-Osthoff, 1998). Alles in 

allem führen diese Vorgänge zum Zellzyklusarrest, zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten, 

Zeiose (membrane blebbing), zur Markierung von apoptotischen Zellen für die Phagozytose, 

Attraktion von Phagozyten und zur Auflösung der Zelle. 
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Abbildung 1.4: Die Familie der humanen Caspasen nach Hill et al.(Hill et al., 2003) 

Jede Caspase besteht aus einer großen und einer kleinen Untereinheit. Außerdem besitzen die Initiatorcaspasen 
eine CARD (caspase recruitment domain) oder eine DED (death effector domain)-Domäne. Außerdem zeigt die 
Abbildung die internen Prozessierungstellen, die Substratsequenzen und die Funktion der jeweiligen Caspase. 
(Nach Hill et al. (Hill et al., 2003)) 
 

1.4 Regulationsmechanismen 

Durch die Aktivierung der Caspasen läuft in der Zelle unweigerlich das Selbstmordprogramm 

ab. Deshalb ist es von essentieller Bedeutung, dass der Vorgang der Apoptose durch 

verschiedene Mechanismen reguliert wird. Zum einen werden Caspasen als Zymogene 

synthetisiert und bedürfen einer Prozessierung, um das Apoptose-Programm zu induzieren. 

Doch auch die Vorstufen der Caspasen weisen eine geringe Aktivität auf (Kumar, 2007), so 

dass neben diesem Mechanismus noch weitere nötig sind, um gewährleisten zu können, dass 

die Zelle nur gezielt in die Apoptose geht. 
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1.4.1 Die Bcl-2-Proteinfamilie 

Der mitochondriale Apoptose-Signalweg ist abhängig von der Bcl-2-Proteinfamilie, da diese 

für die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren (Cytochrom c, Smac/DIABLO) aus dem 

Mitochondrium und dadurch in der Folge für die Aktivierung des intrinsischen Signalweges 

verantwortlich ist (Chipuk und Green, 2008). Die Einteilung der verschiedenen Mitglieder der 

Bcl-2-Proteinfamilie basiert auf vier verschiedenen Bcl-2-Homologie-Domänen (BH1 - 4) 

(Youle und Strasser, 2008) (Abbildung 1.5). Mitglieder, die alle vier BH-Domänen 

aufweisen, wirken anti-apoptotisch (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, A1, Mcl-1) und Mitglieder mit 

weniger Bcl-2-Homologie-Domänen pro-apoptotisch. Diese Gruppe wird nochmals unterteilt 

in Effektoren (Bak, Bax) und die so genannten BH3-only-Mitglieder, die demnach 

ausschließlich die BH3-Struktur-Domäne besitzen (Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, nBIP3, Hrk, 

NOXA, PUMA). Die anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2-Proteine binden direkt und inhibieren 

dadurch die pro-apoptotischen Mitglieder. Dagegen bewirken Bax und Bak als Effektoren die 

Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium, indem sie zur Bildung einer 

Proteolipid-Pore beitragen (Leber et al., 2007). Die BH3-only-Proteine sind außerdem in 

verschiedenen Signalwegen beteiligt und sorgen durch die Interaktion weiterer Bcl-2-Proteine 

für die Weiterleitung von zellulärem Stress in der Zelle. Das Zusammenspiel der einzelnen 

Bcl-2-Mitglieder ist von großer Bedeutung für die Induktion der Mitochondrienmembran-

Permeabilisierung und damit für das Schicksal der Zelle. Der Mechanismus hierfür wird in 

der Literatur diskutiert. Momentan werden zwei Hypothesen favorisiert (Chipuk und Green, 

2008). Das erste Modell, auch als anti-apoptotisches Protein-Neutralisierungs-Modell 

bezeichnet, besagt, dass durch die Bindung der pro-apoptotischen Mitglieder Bax und Bak an 

anti-apoptotische Mitglieder ihre Funktion inhibiert wird. Die Aktivierung von BH3-only-

Proteinen sorgt nach einem Apoptose-Signal für die Ablösung von Bax und Bak von den anti-

apoptotischen Proteinen, Homo-Oligomerisierung zur Proteolipid-Pore und damit für die 

Freisetzung von Cytochrom c. Das zweite Modell, auch als Modell der direkten Aktivierung 

von Bax und Bak bezeichnet, postuliert eine durch die Interaktion mit BH3-only-Proteinen 

bewirkte Konformationsänderung von Bax und Bak (Kuwana et al., 2002; Wei et al., 2000) 

und damit einhergehende Aktivierung.  
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Abbildung 1.5: Einteilung der Bcl-2-Proteine 

Die Bcl-2-Proteinfamilie ist, basierend auf der Zusammensetzung ihrer Bcl-2-Homologie-Domänen, in drei 
funktionelle Gruppen eingeteilt. Die anti-apoptotischen Mitglieder schließen Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, A1 und Mcl-1 
ein und besitzen vier Bcl-2-Homologie-Domänen (gekennzeichnet als BH1 - 4). Die pro-apoptotischen Proteine 
Bax und Bak weisen BH1 - 3 auf und werden auch als Effektoren bezeichnet. Im Gegensatz dazu besitzen die 
pro-apoptotischen BH3-only-Proteine nur die BH3-Domäne (Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, bNIP3, NOXA und 
PUMA). In der Abbildung sind die a-Helices der Proteine gezeigt und die in den Domänen enthaltenen 
Regionen mit einem Strich unterhalb jedes Proteins gekennzeichnet. (Nach Chipuk und Green (Chipuk und 
Green, 2008)) 
 

1.4.2 IAPs 

Die Mitglieder der Familie von Apoptose-Inhibitoren (IAP; inhibitors of apoptosis) sind 

charakterisiert durch eine variable Anzahl so genannter BIR-Domänen (BIR; Baculoviral IAP 

repeat), eine zinkbindende Falte von ungefähr 70 Aminosäuren (Hinds et al., 1999). Diese 

Domänen ermöglichen den IAPs direkt an Caspasen zu binden und ihre proteolytische 

Aktivität zu inhibieren (Eckelman und Salvesen, 2006). Doch trotz der strukturellen 

Gemeinsamkeiten gibt es keinen allgemeinen Regulationsmechanismus für die Mitglieder 

dieser Proteinfamilie (Shi, 2004a). Die IAPs selbst können im Rahmen von 

posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Phosphorylierung reguliert werden, wodurch 

sowohl die intrazelluläre Lokalisierung als auch Protein-Protein-Interaktionen und die 

Stabilität durch IAPs beeinflusst werden kann (Kuranaga et al., 2006; Oshima et al., 2006; 

Samuel et al., 2005). Zusätzlich kommt es durch Moleküle, die eine IBM (IAP-binding motif)-

Domäne besitzen, zu einer antagonistischen Wirkung der IAPs, indem diese Moleküle direkt 

an eine BIR-Domäne binden und damit gebundene Caspasen entlassen oder den Abbau der 

IAPs beeinflussen (Vaux und Silke, 2005; Yang und Du, 2004). Hierzu zählt unter anderem 
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Smac/DIABLO (Smac; second mitochondria-derived activator of caspases direct IAP-

binding protein with low pI; DIABLO; direct IAP binding protein with low pI), das aus den 

geschädigten Mitochondrien während der Apoptose frei gesetzt wird, und die Caspasen aus 

ihrer Bindung mit IAPs verdrängen kann (Du et al., 2000; Ekert et al., 2001; Srinivasula et al., 

2000; Srinivasula et al., 2001; Wu et al., 2000). Nachdem in Neoplasmen eine erhöhte 

Expression von IAPs beobachtet werden konnte, sind auch die IAPs als Ziel für die 

Krebstherapie von Bedeutung.  

 

1.5 Posttranslationale Regulation: Die Rolle von Proteinkinasen und 

Phosphatasen in der Apoptose 

Die Zelle ist in der Lage durch posttranslationale Modifikationen, zu denen z.B. 

Phosphorylierungen, Glykosylierungen und Hydroxylierungen zählen, Proteine zu regulieren. 

Phosphorylierungen spielen in apoptotischen Prozessen eine bedeutende Rolle. In den letzten 

Jahren konnte beobachtet werden, dass der Todesrezeptor CD95 (APO-1/Fas) neben seiner 

Rolle innerhalb des extrinsischen Apoptose-Signalweges, die MAPK-Signalwege von p38, 

JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Lenczowski et al., 1997; Toyoshima et al., 1997) und Erk 

(extracellular signal regulated kinase) (Desbarats et al., 2003), sowie den PI3-Kinase-

Signalweg (Gulbins et al., 1998) (Sancho-Martinez und Martin-Villalba, 2009) aktivieren 

kann. Darüber hinaus sind Signalwege von PKB/Akt, PKA, der PKC-Familie, Ras, Erk und 

JNK in die Regulation apoptotischer Proteine involviert. So konnte eine direkte 

Phosphorylierung von Proteinen der Apoptose-Maschinerie durch PKB/Akt beobachtet 

werden. Zu den Zielproteinen dieser Kinase zählt z.B. das BH3-only-Protein Bad (Datta et al., 

1997), was eine Inhibition der Apoptose zur Folge hat. Des Weiteren vermittelt PKA die 

Phosphorylierung von Bad an S112 und an S155 (Harada et al., 1999; Virdee et al., 2000), 

ebenso wie die Phosphorylierung von Caspase-9 in vitro am S183  (Martin et al., 2005). Vor 

einigen Jahren konnte in zahlreichen Publikationen gezeigt werden, dass die neuartigen und 

konventionellen Mitglieder der Proteinkinase C-Familie in Repressionsmechanismen der 

Apoptose einen entscheidenden Einfluss ausüben (Bredel et al., 1999; Dal Pra et al., 1999; 

Forbes et al., 1992; Illera et al., 1993; Keenan et al., 1999; Khwaja und Tatton, 1999; 

Rodriguez-Tarduchy und Lopez-Rivas, 1989; Rotem-Dai et al., 2009; Savickiene et al., 1999) 

(Kaunisto et al., 2009) und den extrinsischen mit dem intrinsischen Signalweg verknüpfen 

(Scaffidi et al., 1999). Außerdem erfolgt über eine PKC-vermittelte Bcl-2-Phosphorylierung 

am S70 die Blockierung von Apoptose (Ito et al., 1997; Ruvolo et al., 1998). Darüber hinaus 
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konnte auch ein Einfluss des Ras-Signalweges, des Erk-Signalweges und des JNK-

Signalweges während der Regulation der Apoptose beschrieben werden. So sorgt die Erk-

vermittelte Caspase-9-Phosphorylierung von T125 (Allan et al., 2003) und die Ras-vermittelte 

Aktivierung des PI3K/PKB-Signalweg (Khwaja et al., 1997) für die Blockierung 

apoptotischer Prozesse.  

Während der Apoptose bewirken Phosphorylierungen in der Regel eine Inhibierung der 

Apoptose-Maschinerie, wohingegen die Phosphatasen als Gegenspieler der Kinasen für eine 

Aktivierung des zellulären Selbstmordprogramms sorgen (Li et al., 1998b). In verschiedenen 

Tumorentitäten sind dementsprechend sowohl Überexpression und erhöhte Aktivität diverser 

Kinasen als auch verringerte Expression oder geringere Aktivität (Cho et al., 2000; Han et al., 

2002) verschiedener Phosphatasen (Narayan et al., 2003; Padma et al., 2005; Paes und Ringel, 

2008) beobachtet worden. Zu diesen pro-apoptotisch wirkenden Phosphatasen zählen PTEN 

(phosphatase and tensin homologue deleted from chromosome 10), Calcineurin (Asai et al., 

1999; Shibasaki und McKeon, 1995) und die Proteinphosphatasen 2A und 1 (Deng et al., 

1998; Mills et al., 1998; Ruvolo et al., 1999). 

 

1.6 Staurosporin und Staurosporin-Derivate 

Staurosporin ist ein Alkaloid marinen Ursprungs (Abbildung 1.6) und wurde von Omura et al. 

zum ersten Mal aus Saccharothrix aerocolonigensis ssp. staurospore isoliert (Omura et al., 

1977). Einige Zeit später wurde Staurosporin als spezifischer PKC-Inhibitor beschrieben 

(Tamaoki et al., 1986), was allerdings widerlegt werden konnte. Tatsächlich inhibiert 

Staurosporin eine Vielzahl verschiedener Kinasen wie z.B. PKA, Phosphorylase-Kinase, 

ribosomale Protein S6 Kinase, p60v-src, EGF-R-Kinase (EGF-R; epidermal growth factor 

receptor) und Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (Ca/CaM PKII) (Meyer et al., 

1989; Nakano et al., 1987; Secrist et al., 1990; Yanagihara et al., 1991) und wird deshalb auch 

als Breitbandkinaseinhibitor bezeichnet, obwohl der genaue Mechanismus noch nicht geklärt 

werden konnte. Heute wird dieser Kinaseinhibitor als ein äußerst potenter Apoptose-Induktor 

verwendet. Der Mechanismus kann dabei jedoch nicht auf seinen inhibitorischen Einfluss auf 

die PKC-Proteinfamilie zurückgeführt werden. Bis heute konnte keine Kinase identifiziert 

werden, durch die die apoptotische Wirkung des Staurosporins vermittelt wird. Die Apoptose-

Induktion erfolgt im Falle Staurosporins durch Verwendung des mitochondrialen Apoptose-

Signalweges unabhängig vom Todesrezeptorsignalweg (Engels et al., 2000) und kann durch 

Bcl-2 inhibiert werden (Bertrand et al., 1994; Jacobson et al., 1996; Takahashi et al., 1997). 
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Dies widerlegen zum Teil Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe. Zum einen konnte 

Stepzczynska et al. zeigen (Stepczynska et al., 2001), dass Staurosporin in 

Chemotherapeutika-resistenten Jurkat-Zellen Apoptose induzieren kann und somit die 

Aktivierung der Apoptose unabhängig vom Mitochondrium erfolgt. Zum anderen konnte die 

essentielle Bedeutung von Caspase-9 für diesen Signalweg dargelegt werden (Doktorarbeit 

Joachim Manns). Staurosporin ist demnach in der Lage, nicht nur unabhängig vom 

Todesrezeptorsignalweg über den mitochondrialen Apoptose-Signalweg Apoptose zu 

induzieren, sondern scheint darüber hinaus die Aktivierung eines alternativen intrinsischen 

Apoptose-Signalwegs zu bewirken. Aufgrund dieser Beobachtungen könnte Staurosporin eine 

neue Behandlungsmöglichkeit für Chemotherapeutika-resistente Tumore darstellen.  

Für den Einsatz in klinischen Studien wurden Derivate von Staurosporin synthetisiert 

(Gescher, 2000). Zum momentanen Zeitpunkt befinden sich die Staurosporin-Derivate   

UCN-01 (7-Hydroxystaurosporin) (Hotte et al., 2006), PKC412 (N-Benzoylstaurosporin, 

CGP41251; Midostaurin) (Virchis, 2002), Ruboxistaurin (LY333531) (Casellini, 2007) und 

Enzastaurin (LY317615) (Chen und LaCasce, 2008; Kreisl, 2009) in klinischen Studien. 1991 

wurde durch Akinaga et al. (Akinaga et al., 1991) das Anti-Tumor-Potenzial von UCN-01 

nachgewiesen und seitdem in zahlreichen Studien (Phase I und II) (Hotte et al., 2006; Welch 

et al., 2007) zur Therapie solider Tumore eingesetzt. Die weiteren Derivate befinden sich in 

den Phasen I - III der klinischen Überprüfung und sollen zur Therapie von Leukämien 

(PKC412) (Virchis, 2002), Diabetes mellitus und diabetische Neuropathie (Ruboxistaurin) 

(Casellini, 2007) oder Gliomen (Enzastaurin) (Kreisl, 2009) beitragen. 

Durch die Tatsache, dass Proteinkinasen an vielen Erkrankungen wie z.B. Krebs direkt 

beteiligt sind, rückte in den letzten Jahren diese Proteinfamilie mehr und mehr ins Zentrum 

der Medikamentenentwicklung (Cohen, 2002; Dancey und Freidlin, 2003). Mit der Zulassung 

von Imatinib (Gleevec) zur Behandlung von CML (chronisch myeloider Leukämien), 

Gefitinib (Iressa) und Erlotinib (Tarceva) zur Behandlung von NSCLC (non-small cell lung 

cancer) wurden neue Möglichkeiten zur Behandlung verschiedener Erkrankungen eröffnet. 

Über 30 Kinaseinhibitoren sind zurzeit in der klinischen Entwicklung und viele mehr in 

präklinischen Studien, um das Potenzial dieser Substanzen für die Therapie zu überprüfen.  
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Abbildung 1.6: Die Strukturformeln von Staurosporin und seinem Hydroxyderivat UCN-01 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Zielsetzung   

 

18 

2 Zielsetzung 

Folgende initialen Beobachtungen gingen dieser Arbeit voraus: 

1. Direkte Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges durch Staurosporin ohne 

Beteiligung des Todesrezeptorsignalweges (Doktorarbeit Joachim Manns) 

2. Chemotherapeutika-resistente Jurkat-Zellen (Zellklon JM319) zeigen Sensitivität 

gegenüber Staurosporin (Stepczynska et al., 2001) 

3. Staurosporin-induzierte Apoptose erfolgt Caspase-9-abhängig (Doktorarbeit Joachim 

Manns) 

 

In der vorliegenden Arbeit sollte der Mechanismus der Staurosporin-induzierten Apoptose 

weiter untersucht werden, um zukünftig einen neuen Therapieansatz für Chemotherapeutika-

resistente Tumore zu schaffen. 

Zunächst sollte die Apoptose-Induktion in verschiedenen Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-

Zellen (J16, JE6.1) analysiert werden. In einem weiteren Schritt sollte die Staurosporin-

induzierte Apoptose in DT40-Zellen untersucht werden, wofür Bcl-2-überexprimierende, 

apaf-1 -/- und caspase-9 -/- DT40-Zellen generiert werden sollten. Diese Zelllinien können zur 

weiteren Aufklärung der Staurosporin-induzierten Apoptose beitragen.  

Da Staurosporin ein Breitbandkinaseinhibitor ist, sollte der Zusammenhang zwischen 

Apoptose-Induktion und eventueller Hemmung apoptotischer Kinasen näher untersucht 

werden. Zum einen sollte der Effekt von Kinaseinhibitoren bekannter und putativer    

Caspase-9-Kinasen auf die Apoptose-Induktion analysiert werden. Zum anderen sollte durch 

Mutation bekannter Phosphorylierungsreste der Caspase-9 eine etwaige Rolle dieser Motive 

überprüft werden.  

Die mechanistische Aufklärung der Staurosporin-induzierten Apoptose soll ultimativ einen 

Beitrag zur Entwicklung neuer Therapien für Chemotherapie-resistente Tumore leisten. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Herstellerverzeichnis 

Amersham Pharmacia, Freiburg  

PVDF-Membranen (HybondP-ECL-Membran), Westernblot-ECL-Detection-Kit 

 

Apotheke des Universitätsklinikums Tübingen 

Daunorubicin, Mitomycin C, Ethanol, Methanol 

 

Bachem, Heidelberg 

Benzoyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketon (zVAD-fmk) 

 

Biomol, Hamburg 

Fluorogenes Caspase-Substrat (DEVD-AMC), Staurosporin, U-0126 

 

BioRad, München 

Bradford-Reagens, Elektroporationsküvetten 

 

Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden 

Etoposid, QVD-OPh, Akti1/2, PKCzeta-PS, Purvalanol, Caseinkinase 1-Inhibitor, 

Caseinkinase 2-Inhibitor, ATM/ATR Kinase-Inhibitor, DNA-Proteinkinase-Inhibitor, 

PD98059, Aloisine, TG003, Gö6976 

 

Eurogentec, Seraing (Belgien) 

DNA-Leiter (“Smart-Ladder”) 

 

Fermentas, Burlington (Kanada) 

Taq DNA Polymerase, DNA-Leiter (“GeneRuler”), Reverse Transkriptase (“RevertAidTM”), 

Ribonuklease-Inhibitor (“RiboLockTM RNAse Inhibitor”), Restriktionsendonucleasen mit 

dazugehörigen Pufferlösungen, T4 DNA Ligase, Klenow-Fragment, exo- (großes Fragment 

der DNA Polymerase I), Prestained Protein Marker („PAGERulerTM” und „PAGERulerTM 

plus“) 
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Finnzymes, Woburn, MA, USA 

Phusion™ High Fidelity DNA-Polymerase 

 

Fluka 

Dimethyl-Pimelimidat (DMP) 

 

Invitrogen Life Techmologies, Karlsruhe 

HEPES, Pro-BindTM-Resin, Reverse Transkriptase (“SuperscriptTM II RNaseH-“), pCR2.1-

TOPO, pCRII-TOPO 

 

Lonza, Basel (Schweiz) 

RPMI1640-Medium, Penicillin-Streptomycin 

 

Macherey und Nagel, Düren 

Gel-Extraktionskit (Nucleo Spin Extract II), Mini-Plasmid-Reinigungskit (Nucleo Plasmid 

Prep), Maxi-Plasmid-Aufreinigungskit (Nucleobond PC 500), Mini-RNA-Aufreinigungskit 

(NucleoSpin RNA II) 

 

Millipore Corporation, Bedford, MA, USA 

Millex-Sterilfilter mit 0,2-0,8 µm Porengröße, Immobilon-FL Transfer Membran 

 

MoBiTec, Göttingen 

Tetramethylrhodamin-ethylester (TMRE) 

 

PAA Laboratories, Cölbe 

Fötales Kälberserum (FCS) 

 

Quiagen, Hilden 

Taq DNA-Polymerase, ProofStartTM DNA Polymerase 

 

R&D Systems 

TRAIL 
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Roche Molecular Biochemicals, Mannheim 

Aprotinin, FuGENETM 6 Transfections Reagenz, Leupeptin, Pepstatin, “Rapid-DNA-

Ligation” Kit, Shrimp-Alkalische-Phosphatase (SAP) 

 

Roth, Karlsruhe 

Agarose (GTG), Acrylamid/Bisacrylamid, Ammonium-peroxodisulfat (APS), 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsäure 

(EGTA), Ethidiumbromid, Natriumdodecylsulfat (SDS), Rinderserumalbumin (BSA), 

Tetraethylmethylendiamin (TEMED), Triton X-100, Cellophanfolien 

 

Schleicher und Schüll, Dasseln 

Filtermembranen (Kollodiumhülsen), 0,22µm-, 0,45µm-, 0,8µm Sterilfilter, GB002 Filter-

Papier 

 

Sigma, Deisenhofen 

Ampicillin, 2'-Desoxyadenosin 5'-triphopsphat (dATP), Dimethylsulfoxid (DMSO), 

Dithiothreitol (DTT), Glycerin, Gö6983, H89, Hühnerserum, Isopropylthiogalyctosid (IPTG), 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT), Morpholinpropan-

sulfonsäure (MOPS), Natriumfluorid (NaF), Natriumvanadat, Natriumpyrophosphat (NaPP), 

Nonidet P-40, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),  Propidiumiodid (PI), Proteinase K, 

Ribonuklease A (RNaseA), Tween-20,  

 

TaKaRa (Lonza), Basel (Schweiz) 

LA-Taq DNA Polymerase 

 

Alle übrigen Reagenzien wurden in reinster Form (p.a.), falls nicht anders vermerkt, von den 

Firmen Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen. 

 

3.1.2 Geräte 

Eppendorf Thermomixer 

Tischzentrifugen Heraeus Biofuge fresco/pico 

Beckman Zentrifuge 

SigmaK30 Zentrifuge 

pH-Meter 761 Callimatic 
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Eppendorf Mastercycler gradient 

QUANTUM Geldokumentationssystem 

Heraeus HERAcell (Zellkultur-Inkubatoren) 

INFORS Aerotron (37°C Schüttler) 

Hoefer Gelapparaturen (große Gele) 

BioRad Gelapparaturen (Minigele) 

BioRad Blotkammern 

AGFA Classic E.O.S. (Dunkelraum-Entwicklungsmaschine) 

Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR® Biosciences) 

HERAsafe (Zellkulturbank) 

Beckman Coulter ProteomeLabTM DU 800 (Photometer) 

BioRad Gene-Pulser 

FACSCalibur, BD Bioscience 

ELISA Reader Dynatech MR5000 

3.1.3 Software 

CellQuest (PI-Messung, TMRE-Messung) 

QUANTUM-capt (DNA-Geldokumentation) 

Finch TV (Sequenzierungs-Analyse) 

Odyssey 3.0 (Auswertung Odyssey® Infrared Imaging System) 

Adobe® Photoshop® CS2 (Bildbearbeitung) 

pDRAW32 (in silico Klonierung) 

CorelDraw; MS Office 

Origin Professional 6.0 

 

3.1.4 Web-Seiten und Datenbanken 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

http://ensembl.org 

http://expasy.org 

http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/ 

http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml 
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3.1.5 Antikörper 

Tabelle 3.1: Übersicht der primären Antikörper (WB: Western Blot; IP:Immunopurifikation) 

 

Antikörper Hersteller Anwendung 

Maus-anti-Caspase-3 
unprozessiert BD Transduction Laboratories WB 

Hase-anti-Caspase-3    
prozessiert Cell Signaling Technology WB 

Hase-anti-Caspase-9 Eigenproduktion                  
(Charles River, Hase1) IP, WB 

Maus-anti-Caspase-9 Chemicon IP 

Maus-anti-Bcl-2 BD Transduction WB 

Hase-anti-Bcl-2 Cell Signaling Technology WB 

Maus-anti-human-Apaf-1 BD Transduction WB 

Hase-anti-Hühner-Apaf-1 Assay designs WB 

Maus-anti-PARP Axxora WB 

Maus-anti-Hühner-IgM (M4) J.Wienands DT40-Stimulation 

 

Tabelle 3.2 Übersicht der sekundären Antikörper (WB: Western Blot; IP: Immunopurifikation)  

 

Antikörper Hersteller Verwendung 

Ziege-anti-Maus-IgG-HRP 
 

BioRad 
 

WB 

Ziege-anti-Hase-IgG-HRP BioRad WB 

Ziege-anti-Maus IRDye® 680 ODYSSEY, LI-COR® Biosciences WB 

Ziege-anti-Maus IRDye® 800 ODYSSEY, LI-COR® Biosciences WB 

Ziege-anti-Hase IRDye® 680 ODYSSEY, LI-COR® Biosciences WB 

Ziege-anti-Hase IRDye® 800 ODYSSEY, LI-COR® Biosciences WB 
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3.1.6 Vektoren und cDNAs 

Tabelle 3.3: Vektoren 

 

Vektor Hersteller/Bezugsquelle Anwendung 

Klonierungsvektor 

pCR2.1-TOPO Invitrogen T/A Klonierung (3.2.1.15) 

pCRII-TOPO Invitrogen T/A Klonierung (3.2.1.15) 

pBluescript SK II (-) Stratagene Targeting-Konstrukte 

pIRES F.Essmann Templat 

p-his T.Kurosaki Histidinol-Resistenzkasette für Targeting-
Konstrukte 

p-bsr T.Kurosaki Blasticidin-Resistenzkassette für Targeting-
Konstrukte 

Expressionsvektoren 

pMSCVpuro BD Biosciences Clontech Expression von hBcl-2, cBcl-2, Caspase-9-
Mutanten 

pVSV-G Clontech Expression von VSV-G/Pseudo-Typisierung 
der Retroviren (3.2.2.4 und 3.2.2.5) 

 

Tabelle 3.4 cDNAs 

 

cDNA Bezugsquelle Expressionsvektor 

humanes Bcl-2 Jurkat-Zellen pMSCVpuro 

Hühner-Bcl-2 DT40-Zellen pMSCVpuro 

humane Caspase-9 Jurkat-Zellen pMSCVpuro 

 

Hühner-bcl-2 wurde aus DT40 cDNA und humanes bcl-2 und humane caspase-9 wurden aus 

cDNA aus wild-typischen Jurkat-Zellen amplifiziert. Codierende Sequenzen (coding 

sequences) der verschiedenen Caspase-9-Mutanten wurden durch zielgerichtete Mutagenese 

generiert (Abschnitt 3.2.1.14). 

 



Material und Methoden   

 

25 

3.1.7 Oligonukleotide 

Alle Oligonukleotide wurden synthetisiert von MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) oder 

Sigma (Deisenhofen, Deutschland). 

 

Tabelle 3.5: Übersicht Oligonukleotide 

 

Primer Sequenz (5�̀  3`) Anwendung 

Apaf-1_LA_for1 tga tgt aac tag gtc cag ctt gca g genomische PCR 

Apaf-1_LA_rev1 agc tgg ctt gtt ctg gca gtt ctg genomische PCR 

Apaf-1_RA_for1 ttg cca acc aga gac atc aga ggt g genomische PCR 

Apaf-1_RA_rev1 acc aga gta gca gag atg cag ata c genomische PCR 

Apaf-1screen_for2 cct att gca agt cca gct gac tta gc genomische PCR 

chApaf-1_for2 agg tac tac ggt tgt tgg atg g Amplifizierung cDNA 

chApaf-1_rev2 cac agt aac tga gga gca gaa gtg Amplifizierung cDNA 

chGAPDH_for aat gca tcg tgc acc acc aac Amplifizierung cDNA 

chGAPDH_rev tca ctc ctt gga tgc cat gtg Amplifizierung cDNA 

Casp9_for2SpeI ttt act agt tca cca gcg cta tgg tgg agg aca tg genomische PCR 

Casp9_rev2NotI ttt gcg gcc gcg tcc ctc agt gac aca cct aca gcc genomische PCR 

Casp9screen_for5 gtc acc ata gcg acg ctt ccg ctt cc genomische PCR 

Casp9wt_rev ttg aag atc agg cag tgc cca caa gg genomische PCR 

chCasp9_for3 gct ctg aca tag act tgt aga agc Amplifizierung cDNA 

chCasp9_rev2 cca cat cac ttg cac agg aag aag Amplifizierung cDNA 

chBcl-2_for ttg ccg cca cca tgg ctc acc ccg gga gaa gag g Amplifizierung cDNA 

chBcl-2_rev ttc tac tta tgt cca aga taa gcg Amplifizierung cDNA 

hBcl-2_for gcc gcc acc atg gcg cac gct ggg aga ac Amplifizierung cDNA 

 

(Fortsetzung s. nächste Seite) 
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(Fortsetzung Tabelle 3.5) 

 

Primer Sequenz (5�̀  3`) Anwendung 

hBcl-2_rev2 tca ctt gtg gcc cag ata ggc acc Amplifizierung cDNA 

hBcl-2_I157M_for gtt cgg tgg ggt cat gtg tgt gga gag cgt zielgerichtete Mutagenese 

hBcl-2_I157M_rev gac gct ctc cac aca cat gac ccc acc gaa c zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T107Efor acc cta gaa aac ctt gag cca gtg gtg ctc aga c zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T107Erev tct gag cac cac tgg ctc aag gtt ttc tag gg zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T125Efor gtt ctc aga ccg gaa gag ccc aga cca gtg gac zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T125Erev gtc cac tgg tct ggg tct ttc cgg tct gag aac zielgerichtete Mutagenese 

S144E_for gtc cgt gct ctt gag gag ttg agg gga aat gca g zielgerichtete Mutagenese 

S144E_rev ctg cat ttc ccc tca act cct caa gag cac cga c zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S183Efor cgc acc cgc act ggc gag aac atc gac tgt gag zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S183Erev ctc aca gtc gat gtt ctc gcc agt gcg ggt gcg zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S195&6Efor ttg cgg cgt cgc ttc gag gag ctg cat ttc atg gtg zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S195&6Erev cac cat gaa atg cag ctc ctc gaa gcg acg ccg caa 
c zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T107Afor acc cta gaa aac ctt gcg cca gtg gtg ctc aga c zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T107Arev tct gag cac cac tgg cgc aag gtt ttc tag gg zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T125Afor gtt ctc aga ccg gaa gcg ccc aga cca gtg gac zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_T125Arev gtc cac tgg tct ggg cgc ttc cgg tct gag aac zielgerichtete Mutagenese 

S144A_for gtc ggt gct ctt gag gcg ttg agg gga aat gca g zielgerichtete Mutagenese 

S144A_rev ctg cat ttc ccc tca acg cct caa gag cac cga c zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S183Afor cgc acc cgc act ggc gcg aac atc gac tgt gag zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S183Arev ctc aca gtc gat gtt cgc gcc agt gcg ggt gcg zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S195&6Afor ttg cgg cgt cgc ttc gcg gcg ctg cat ttc atg gtg zielgerichtete Mutagenese 

hCasp9_S195&6Arev cac cat gaa atg cag cgc cgc gaa gcg acg ccg 
caa c zielgerichtete Mutagenese 

 

(Fortsetzung s. nächste Seite) 
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(Fortsetzung Tabelle 3.5) 

 

Primer Sequenz (5�̀  3`) Anwendung 

C9_FLAG_for caa gga tga cga cga taa gct gga cga agc gga 
tcg gcg g Klonierung 

C9_FLAG_rev gtc gtc atc ctt gta atc cat ggt ggc ggc aaa agg 
gcg Klonierung 

C9_untagged_for ctt ttg ccg cca tgg acg aag cgg atc ggc gg Klonierung 

C9_untagged_rev gat ccg ctt cgt cca tgg tgg cgg caa aag ggcg Klonierung 

HisD_revII gcc tg acc ctg cgc gta aac gcc ctc aag g genomische PCR 

Bsr_rev cga ttg aag aac tca ttc cac tca aat ata ccc genomische PCR 

 

3.1.8 Lösungen, Puffer und  Medien 

Die Zusammensetzung der jeweiligen Puffer ist in den entsprechenden Abschnitten 

aufgeführt. Alle Lösungen sind wässrige Lösungen und, wenn nicht anders angegeben, bei 

Raumtemperatur gelagert. Wenn Puffer, Lösungen oder Medien autoklaviert werden mussten, 

so ist dies angegeben. Das Autoklavieren von Flüssigkeiten erfolgte bei 121°C für 30 min. 

 

Folgende allgemeine Puffer wurden verwendet: 

 

PBS   137 mM NaCl, 27 mM KCl, 43 mM Na2HPO4 x 7 H2O, 14 mM  

KH2PO4; pH ~ 7,3 

Tris/HCl  0,5 - 1M Tris, pH 6,8 - 8,8 eingestellt mit HCl 

TE-Puffer  10 mM Tris/HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA, pH 8.0 

 

3.1.9 Bakterienstämme 

Folgende E.coli Stämme wurden zur Produktion von Expressionsvektoren, Produktion von 

pCR-TOPO-Plasmiden oder zur Expression der Hexahistidin-getaggten Caspase-9 verwendet. 

Die Generierung kompetenter Bakterien und ihre Transformation werden in Abschnitt 3.2.1.8 

beschrieben.  
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Tabelle 3.6: Übersicht Bakterienstämme 

 

Stamm Genotyp Anwendung 

DH5a 
F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 

� 80dlacZ� M15 � (lacZYA-rgF) U169, hsdR17(rK- mK+), � – 
Plasmid-

Amplifizierung 

TOP10F F- mcrA � (mrr-hsdRMS-mcrBC) � 80lacZ� M15 � lacX74 nupG 
recA1 araD139 � (ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 � - 

Plasmid-
Amplifizierung 

XL1Blue 
endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44F`[::Tn10 

proAB+ lacIq D(lacZ)M15] hsdR17(rK-mK+) 
Plasmid-

Amplifizierung 

BL21 F- ompT hsdS (rB
- mB

-) gal dcm 
Expression His6-

tagged   
Caspase-9 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Molekularbiologische Methoden 

3.2.1.1 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen 

Für die sequenzspezifische Spaltung von DNA-Molekülen wurden die Proben laut 

Herstellerangaben mit Restriktionsendonukleasen inkubiert. 

 

3.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 

Nach dem Restriktionsverdau der DNA wurden die dadurch entstandenen Fragmente mittels 

Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Gele wurden hergestellt, indem 0,5 - 1% Agarose 

(w/v) in TAE- oder TBE-Puffer aufgelöst wurde. Nach dem Schmelzen der Agarose in einer 

Mikrowelle wurde Ethidiumbromid in einer finalen Konzentration von 0,5 µg/mL 

hinzugefügt und das Gel zum Auspolymerisieren in eine Gießapparatur gegossen. Die 

aufzutrennenden DNA-Proben wurden mit einem entsprechenden Volumen an 10x Agarose-

Ladepuffer vermischt und in die Geltaschen geladen. Zusätzlich wurde DNA-

Molekulargewichtsmarker (GeneRulerTM 1 kB, MBI Fermentas oder SmartLadder 1kB, 

Eurogentec) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in einer Gelkammer mit TAE- oder TBE-

Puffer bei einer Spannung von 5V/cm durchgeführt.  
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TAE-Puffer (50x) 2 M Tris/Essigsäure, pH 7,8; 0,5 M NaOAc; 50 mM EDTA,   

pH 8,0 

TBE-Puffer (10x)  0,9 M Tris; 0,9 M Borsäure; 10 mM EDTA, pH 8,0 

10x Agarose-Ladepuffer 66,7% /w/v) Sucrose; 0,16% (w/v) SDS; 1,6 mM EDTA; 0,08% 

Bromphenolblau; 0,08% Xylen Cyanol FF 

 

3.2.1.3 Extraktion von DNA aus Agarose 

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit dem Nucleo Spin Extract II  

von Machery-Nagel wie vom Hersteller empfohlen durchgeführt. DNA wurde mit 10 mM 

Tris/HCl, pH 8,0 eluiert. 

 

3.2.1.4 Photometrische Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration 

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mit dem Photometer (Beckman Coulter) bestimmt. 

Die DNA- bzw. RNA-Konzentration wurde mit folgenden Formeln kalkuliert: 

  1 A260 Einheit von dsDNA �  50 µg/mL H2O 

  1 A260 Einheit von ssRNA �  40 µg/mL H2O 

Die Reinheit der DNA oder RNA kann durch folgende Werte abgeschätzt werden: 

  reine DNA: A260/A280 �  1,8 

  reine RNA: A260/A280 �  2,0 

 

3.2.1.5 Auffüllen von 3`-Überhängen der DNA 

2 µL dNTPs (jeweils 2,5 mM) und 2 U Klenow-Fragment wurde zu einem Restriktionsverdau 

hinzugegeben und für 30 min bei 25°C inkubiert. Anschließend wurde die DNA über eine 

Agarose-Gelelektrophorese und darauf folgender Extraktion aufgereinigt (vgl. Abschnitt 

3.2.1.3). 

 

3.2.1.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA 

Vor der Ligation wurde die Vektor-DNA an ihrem 5´-Ende mit Hilfe der Shrimp-Alkalischen-

Phosphatase (SAP) (Roche) dephosphoryliert. 2 µL SAP (1 U/µL) wurden direkt zu 20 µL 

Restriktionsansatz hinzugefügt, für 20 min bei 37°C und anschließend für 15 min bei 65°C 

zur Inaktivierung der Phosphatase inkubiert. Nach der Auftrennung über eine Agarose-
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Gelelektrophorese wurde die dephosphorylierte Vektor-DNA aus der Agarose extrahiert (vgl. 

Abschnitt 3.2.1.3). 

 

3.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten  

Für die Ligation von linearisiertem Vektor und der DNA-Fragmente (Inserts) wurde die T4 

DNA Ligase (Fermentas) verwendet. Dieses Enzym katalysiert die Bildung von 

Phosphodiester-Bindungen zwischen benachbarten 3`-OH- und 5`-P-Enden von 

doppelsträngiger DNA. Für die Ligation von überhängenden Enden wurde ein Verhältnis von 

1:3 (Vektor:Insert-DNA) gewählt, und für die Ligation von glatten Enden ein molares 

Verhältnis von 1:5. Zusätzlich zur Vektor und Insert-DNA wurden zur Ligationsreaktion noch 

0,5 µL T4 DNA Ligase (Fermentas) und ein geeignetes Volumen des 10x Ligase-Puffers 

(Fermentas) hinzugefügt. Wenn nötig, wurde das Reaktionsvolumen mit dH2O auf ein 

Volumen von 10 µL gebracht. Zur Überprüfung der Dephosphorylierung des Vektors wurde 

parallel eine Probe ohne Zugabe von Insert-DNA inkubiert. Die Ligationsreaktion wurde für 

mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und direkt für die Transformation 

kompetenter Bakterien verwendet. 

 

3.2.1.8 Generierung kompetenter E.coli-Bakterien und ihre Transformation  

5 mL LB-Medium wurde mit einem E.coli-Stamm inokuliert und über Nacht bei 37°C im 

Bakterienschüttler inkubiert (200 rpm). Am nächsten Tag wurden 150 mL LB-Medium mit 

900 µL der Übernachtkultur inokuliert. Die Kultur wurde inkubiert bis eine OD600 von        

0,45 - 0,55 erreicht war. Die Bakteriensuspension wurde für 10 min auf Eis inkubiert und 

anschließend bei 2000 rpm und 4°C für 10 min geerntet. Der Überstand wurde verworfen und 

die Bakterien wurden in 30 mL TFB I resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden 

die Bakterien zentrifugiert und in 6 mL eiskaltem TFB II-Puffer resuspendiert. 50 µL 

Aliquots der Bakteriensuspension wurden in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäße verteilt und 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren.  
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LB-Medium 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl auf 1000 mL dH2O; 

autoklaviert; Lagerung bei 4°C 

TFB I 50 mM MnCl2 x 4 H2O; 100 mM KCl; 10 mM CaCl2 x 2 H2O; 30 mM 

KOAc, pH 6,0; 15% (v/v) Glycerol; pH mit HOAc auf 6,1 einstellen; 

autoklaviert; Lagerung bei 4°C 

TFB II 75 mM CaCl2 x 2 H2O; 10 mM KCl; 10 mM MOPS; 15% (v/v) 

Glycerol; pH mit KOH auf 7,0 einstellen; autoklavieren; Lagerung bei 

4°C 

 

Kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. Ein geeignetes Volumen von Plasmid-DNA 

oder 5 µL einer Ligationsreaktion wurden zu den Bakterien gegeben und die Lösung wurde 

vorsichtig mit der Pipettenspitze vermischt. Für die Transformation wurde die Probe für       

15 min auf Eis inkubiert und anschließend einem Hitzeschock (42 °C, 45 - 60 s) unterzogen. 

Die Bakterien wurden für weitere 2 min auf Eis gehalten und nach Zugabe von 300 µL LB-

Medium für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien auf einer LB-

Agar-Platte ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Bakterien, die mit pCR2.1-TOPO- 

und pCRII-TOPO-Konstrukten transformiert worden waren, wurden für das Blau-Weiß-

Screening auf LB/Ampicillin/IPTG/X-Gal-Platten ausplattiert. Am nächsten Tag wurden 

Bakterienkulturen für die Plasmid-DNA-Isolierung im Mini-Maßstab angeimpft.  

 

LB-Agar 20 g Agar/1000 m LB-Medium; autoklaviert und abgekühlt auf 60°C; 

Zusatz des Antibiotikums; Lagerung bei 4°C 

X-Gal/IPTG-Platten LB/Ampicillin/Agar, Zusatz von 80 µg/mL X-Gal und 20 mM IPTG; 

Lagerung bei 4°C 

Ampicillin  Endkonzentration 100 µg/mL 

 

3.2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA 

Für die analytsiche Plasmid-Präparation wurden 5 mL LB/Ampicillin-Medium mit einer 

einzelnen Bakterienkolonie inokuliert und über Nacht bei 37°C im Bakterienschüttler 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Plasmid mit Hilfe des NucleoSpin Plasmid Kit 

(Macherey-Nagel) wie vom Hersteller empfohlen isoliert. Zur Produktion einer größeren 

Plasmid-DNA-Menge wurden 50 - 250 mL LB/Ampicillin-Medium inokuliert und über Nacht 

bei 37°C inkubiert. Die Aufbereitung der Plasmid-DNA wurde mit dem NucleoBond® PC 500 

Kit (Macherey-Nagel) laut Herstellerprotokoll durchgeführt. 
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3.2.1.10 Aufbewahrung von Bakterienstämmen 

Für die Aufbewahrung von Bakterienstämmen für einen längeren Zeitraum wurden 1 - 2 mL 

einer gesättigten Bakterienkultur bei 3000 rpm für 5 min geerntet. Der Überstand wurde 

verworfen und die Bakterien mit ¼ Volumen LB/Antibiotikum und einem ¼ Volumen 

Glycerol (87%) resuspendiert. Die Bakterienstocks wurden bei -80°C gelagert. 

 

3.2.1.11 Isolierung von genomischer DNA aus Zellen 

Für PCR-Anwendungen (vgl. Abschnitt 3.2.1.14) wurden 5 x 106 Zellen/mL DT40-Zellen mit 

PBS gewaschen und in Puffer K aufgenommen. Die Zellsuspension wurde für 1 h bei 56°C 

inkubiert und anschließend die Proteinase K bei 95°C für 15 min inaktiviert. Die genomische 

DNA aus den Zelllysaten konnte direkt für die PCR eingesetzt werden.  

 

Puffer K 10 mM Tris/HCl, pH 8,0; 50 mM KCl; 0,45% NP-40; 0,45% Tween-

20; 100 µg/mL Proteinase K 

 

3.2.1.12 Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zellen 

Die Gesamt-RNA wurde mittels dem NucleoSpin RNA II Kit (Macherey-Nagel) nach den 

Herstellerangaben isoliert. Die isolierte RNA wurde mit RNase-freiem Wasser eluiert und 

entweder direkt für die reverse Transkription eingesetzt oder bei -70°C gelagert. 

 

3.2.1.13 Reverse Transkription  

Für die reverse Transkription wurden 1 µg RNA auf ein Volumen von 9 µL mit RNase-freiem 

dH2O gebracht. Danach wurden 2 µL Random Hexamers (0,2 µg/µL stock) und 1 µL 

Ribonuklease-Inhibitor (40 U/µL) (Ribo-Lock, Fermentas) zugegeben und vorsichtig 

gemischt. Die Mischung wurde für 10 min bei 65°C inkubiert und die Mischung auf Eis 

abgekühlt.  
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Folgende Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge zugegeben: 

  5 µL 5x Reaktionspuffer (Fermentas, Invitrogen) 

  2,5 µL DTT (100 mM stock) 

  1 µL dNTPs (jeweils 10 mM) 

  1 µL Reverse Transkriptase (200 U/µL) (Fermentas, Invitrogen) 

  3,5 µL dH2O 

 

Die Mischung wurde dann für 50 min bei 42°C inkubiert und anschließend bei 72°C für       

10 min hitzeinaktiviert. Die so erhaltene cDNA wurde direkt zur Amplifizierung in einer PCR 

eingesetzt (vgl. Abschnitt 3.2.1.14). 

 

3.2.1.14 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Allgemeine Aspekte 

Die Polymerasenkettenreaktion ist eine Technik zur selektiven Amplifizierung bestimmter 

DNA-Fragmente (Mullis et al., 1986; Mullis und Faloona, 1987; Saiki et al., 1985). In   

Tabelle 3.7 sind die verwendeten DNA-Polymerasen und ihre Anwendungen aufgelistet. 

 

Tabelle 3.7: Verwendete Polymerasen und ihre Anwendungen 

 

DNA- 
Polymerasen 

Hersteller 
Prozessivität 
[Basen/min] 

Elongation 
3 �̀ 5`proof 

reading 
überhängende 

As 
Anwendung 

Taq 
Qiagen 

Fermentas 
1000 72 nein ja analytische PCR 

Pfu 
Qiagen 

Fermentas 
Promega 

500 68 ja nein 
cDNA 

Amplifizierung 

LA-Taq TaKaRa 1000 68-72 ja ja 
long range PCRs 

(genomische 
Template) 

 

Alle PCRs wurden in einem Volumen von 20 oder 25 µL angesetzt, worin 500 ng genomische 

DNA oder 10 - 50 ng Plasmid als Templat enthalten war. Für die synthetischen 

Oligonukleotide (Primer) wurde ein GC-Gehalt von 40 - 60%, ohne interne 

Sekundärstrukturen und ohne Komplementarität zu den 3`-Enden gewählt. Die finale 

Primerkonzentration war 0,2 µM. Annealing-Temperaturen wurden ~5 - 10°C unter der 

Schmelztemperatur Tm gewählt. Die finale dNTP-Konzentration wurde mit 200 µM 
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ausgewählt. Alle DNA-Polymerasen wurden mit den zugehörigen Puffern des Herstellers 

eingesetzt. Alle PCRs wurden auf Eis pipettiert und sofort in den 95°C Heizblock gestellt. 

Tabelle 3.8 zeigt die Zyklenparameter in einer Zusammenfassung. 

 

Tabelle 3.8: Zusammenfassung der PCR-Bedingungen  

 

Schritt Reaktion T[°C] t Wiederholungen 

1 initiale Denaturierung 95 1-3 min  

2 Denaturierung 95 10-30 s  

3 Annealing 55-68 15-30 s   

4 Elongation 68 oder 72 vgl. Tabelle 3.7 24 - 34x zu Schritt 2 

5 finale Elongation 72 5-10 min 
 
 
 

6  12 �   

 

Für den Fall, dass die Amplifikate in den pCR2.1-TOPO oder den pCRII-TOPO subkloniert 

werden sollten, waren 3`-A-Überhänge notwendig. Sollten diese nicht während der 

Prozessierung der jeweiligen DNA-Polymerasen entstehen, so mussten sie in einer speziellen 

Reaktion produziert werden. Hierfür wurden 0,25 µL Taq DNA-Polymerase (Qiagen) und    

2,4 µL dATP (2,5 mM stock) zur kompletten PCR-Reaktion (25 µL) gegeben und für 10 min 

bei 72°C inkubiert. 

 

Long-Distance-PCR 

LA-Taq (TaKaRa) wurde für Long-Distance-PCRs eingesetzt. Die genomischen Template 

wurden, wie in Abschnitt 3.2.1.11 beschrieben, isoliert. Die homologen Sequenzen für die 

Targeting-Konstrukte pBS-chApaf-1-LA/RA-HisD und pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr sowie 

pBS-chCaspase-9-His und pBS-chCaspase-9-Bsr wurden mittels Long-Distance-PCR 

amplifiziert. Die PCR-Bedingungen mit der LA-Taq wurden in Anlehnung an die 

Empfehlungen des Herstellers gewählt. 
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Zielgerichtete Mutagenese 

Die Basis dieser Methode bildet ein supercoiled dsDNA-Vektor mit einem zu mutierenden 

Insert und zwei synthetischen Oligonukleotiden, welche die gewünschte Mutation enthalten. 

In diesen Oligonukleotiden befindet sich die gewünschte Mutation (Substitution, Deletion 

oder Insertion) ca. in der Mitte und ist von ~10 - 15 Basen der korrekten Sequenz flankiert. 

Die Oligonukleotide sind zueinander komplementär und werden während der PCR durch die 

Pfu Polymerase verlängert. Dies bringt ein mutiertes Plasmid mit Strangbrüchen hervor. Nach 

der PCR wurde die Probe deshalb mit DpnI behandelt, welches spezifisch für methylierte und 

hemimethylierte DNA ist. Da Plasmid-DNA aus den meisten E.coli methyliert ist, verdaut 

DpnI das eingesetzte Plasmid. Das gebrochene, mutierte Plasmid wurde dann für die 

Transformation kompetenter Bakterien eingesetzt (vgl. Abschnitt 3.2.1.8).  

 

Die Proben wurden wie folgt vorbereitet: 

  5 - 50 ng Templat-DNA 

  2,5 µL 10 Pfu Reaktions-Puffer 

  65 ng forward Mutagenese-Primer 

  65 ng reverse Mutagenese-Primer 

  0,8 mM dNTPs 

  0,5 µL Pfu Polymerase (2,5 U/µL) 

  dH2O für Auffüllen auf 25 µL 

 

Tabelle 3.9: PCR-Bedingungen für die zielgerichtete Mutagenese 

 

Schritt Reaktion T[°C] t Wiederholungen 

1 initiale Denaturierung 95 30 s  

2 Denaturierung 95 30 s  

3 Annealing 55 1 min  

4 Elongation 68 
1min/kb 
Plasmid 

12 - 19x zu Schritt 2 

5  12 �   
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Nach der PCR wurde 1 µL DpnI direkt zu jeder Reaktion pipettiert und für 1 h bei 37°C 

inkubiert. 5 µL dieser Reaktion wurden anschließend für die Transformation eingesetzt. Die 

erfolgreiche zielgerichtete Mutagenese wurde durch DNA-Sequenzierung analysiert. 

 

3.2.1.15 Klonierung von PCR-Produkten 

Die Klonierung von PCR-Produkten mit 3`-A-Überhängen wurde mit dem TOPO TA Cloning 

Kits von Invitrogen durchgeführt, wobei entweder der pCR2.1-TOPO oder der pCRII-TOPO 

eingesetzt wurde. Die Ligation wurde wie vom Hersteller empfohlen durchgeführt. Das PCR-

Produkt wurde in eine multiple Klonierungsstelle innerhalb der a-Peptid kodierenden 

Sequenz der b-Galactosidase ligiert, wodurch das Blau/Weiß-Screening ermöglicht wurde. 

Die Transformation der XL1 Blue und der TOP10 wurde wie in Abschnitt 3.2.1.8 

durchgeführt.  

 

3.2.1.16 DNA-Sequenz-Analyse 

DNA-Sequenzierungen wurden durch MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) oder Agowa 

(Berlin, Deutschland) durchgeführt. 

 

3.2.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.2.1 Allgemeine Aspekte 

Die im fötalen Kälberserum (FCS) und im Hühnerserum (CS) enthaltenen 

Komplementfakoren wurden durch Erhitzen auf 56°C für 30 min inaktiviert. Die Zelldichte 

wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Wenn nicht anders angegeben, 

wurden die Zellen in einer gekühlten Zentrifuge (Heraeus Biofuge fresco) für 5 min bei      

300 g zentrifugiert.  

 

3.2.2.2 Zellkulturbedingungen 

Alle Zellen wurden bei 37°C mit 5% CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. 

DT40 B-Lymphozyten wurden kultiviert in RPMI1640 mit den Zusätzen von 10% FCS,      

1% CS, 3 mM Glutamin, 50 µM Mercaptoethanol, 50 U/mL Penicillin und 50 µg/mL 

Streptomycin. Sämtliche Jurkat-Zelllinien wurden in RPMI1640 mit 10% FCS, 10 mM 

HEPES, 50 U/mL Penicillin und 50 µg/mL Streptomycin kultiviert. Plat-E-Zellen wurden in 



Material und Methoden   

 

37 

DMEM mit den Zusätzen von 10% FCS, 50 U/mL Penicillin und 50 µg/mL Streptomycin 

kultiviert. Die adhärent wachsenden Plat-E-Zellen wurden mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-

Lösung umgesetzt. 

 

DT40 

Die Hühner-Zelllinie DT40 stammt aus einem durch den Vogel-Leukosevirus (avian leucosis 

virus, ALV) induzierten bursalen Lymphom (Baba et al., 1985; Baba und Humphries, 1984). 

Das ursprüngliche Lymphom wurde durch eine virale Infektion eines einen Tag alten Huhns 

mit Rous associated-Virus (RAV-1) induziert. DT40-Zellen tragen auf ihrer Zelloberfläche 

IgM und führen in der in vitro Zellkultur eine IgL Genkonversion durch (Buerstedde et al., 

1990; Kim et al., 1990). Stimulation von DT40-Zellen mit anti-Hühner IgM-Antikörper führt 

letztendlich zu Apoptose, wodurch die Eliminierung von selbst-reaktiven B-Zellen 

nachgeahmt wird (Takata et al., 1995). Die bedeutendste Eigenschaft dieser Zelllinie liegt in 

dem hohen Verhältnis von zielgerichteter zu zufälliger Integration exogener DNA 

(zusammengefasst in (Sonoda et al., 2001; Winding und Berchtold, 2001)).Gezielte 

Integration tritt fast so häufig auf wie zufällige Integration (Buerstedde und Takeda, 1991). 

Obwohl die molekulare Grundlage dieser hohen Effizienz noch unbekannt ist, vermutet man, 

dass dies auf die Ig-Genkonversion zurückzuführen ist. Die beiden Prozesse werden nämlich 

durch homologe Rekombination vermittelt und teilen vermutlich die enzymatische Aktivität 

(Sonoda et al., 2001).  

 

Jurkat 

Jurkat-Zellen sind eine immortalisierte Zelllinie von T-Lymphozyten. Ursprünglich 1970 

isoliert sind heute verschiedene Derivate der Jurkat-Zellen vorhanden. In dieser Arbeit wurde 

neben dem wild-typischen Zellklon J16 eine weitere, Caspase-9-negative Jurkat-Zellinie 

verwendet (Samraj et al., 2007). Diese Zelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Klaus 

Schulze-Osthoff, Universität Tübingen, zur Verfügung gestellt. Die verwendeten Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen wurden entweder während dieser Arbeit generiert oder von 

Prof. Dr. Henning Walczak, Imperial College London, zur Verfügung gestellt. Sämtliche 

Caspase-9 rekonstituierten Jurkat-Zellen wurden in der vorliegenden Arbeit generiert.  

 

Platinum-E (Plat-E) 

Plat-E-Zellen stellen eine retrovirale Verpackungszelllinie der dritten Generation dar und 

basieren auf der Zelllinie HEK293T. In Plat-E-Zellen werden die viralen Strukturgene gag-
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pol und env unter der Kontrolle des EF1a-Promoters, der in HEK293T-Zellen 100mal 

potenter als der MuLV-LTR exprimiert ist. Sowohl gag-pol als auch env stehen über eine 

IRES (internal ribosome entry site) in Verbindung zu Genen, die für Selektionsmarker 

kodieren (Morita et al., 2000). 

3.2.2.3 Kryokonservierung von eukaryontischen Zellen 

Die Kryokonservierung eukaryontischer Zellen wurde mit DMSO als Gefrierschutzmittel 

durchgeführt. DMSO unterdrückt die Ausbildung von Wasserkristallen während des 

Einfrierens und verhindert damit die Zerstörung der Zellwand. Die Zellen wurden 

abzentrifugiert, das Zellsediment in Einfriermedium (90% FCS, 10% DMSO) resuspendiert 

(max. 20 - 30 x 106 Zellen/mL) und in 1 mL Aliquots in Kryoröhrchen verteilt. Danach 

wurden die Zellen zunächst für ca. 48 h bei -80°C gelagert und anschließend in 

Flüssigstickstoff (-196°C) überführt. Aufgrund der toxischen Wirkung von DMSO bei 

Raumtemperatur wurden alle Einfrierschritte rasch und auf Eis durchgeführt.  

Zum Auftauen wurden die Zellen schnell auf 37°C erwärmt, einmal mit 20 mL 

Zellkulturmedium gewaschen und in Kultur genommen.  

 

Einfriermedium  90% (v/v) FCS, 10% (v/v) DMSO 

 

3.2.2.4 Transfektion von DT40-Lymphozyten mittels Elektroporation 

1 x 107 Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und anschließend in 0,5 mL PBS 

resuspendiert. Zusammen mit 10 - 25 µg linearisierter DNA wird die Zellsuspension in eine 

Elektroporationsküvette (BioRad) überführt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die 

Zellen bei 250 V und 975 µF elektroporiert. Die elektroporierten Zellen wurden abermals für 

10 min auf Eis gelassen und danach in DT40-Medium aufgenommen (vgl. Abschnitt 3.2.2.2). 

Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 für 24 h inkubiert und anschließend in DT40-

Medium mit geeignetem Antibiotikum (vgl. Tabelle 3.10) resuspendiert. Die Zellen wurden in 

zwei 96-well-Platten mit 0,2 mL/well ausplattiert. Nach 5 - 7 Tagen waren die stabilen 

Transfektanten erkennbar und wurden in 24-well-Platten überführt. 
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Tabelle 3.10: Selektion von DT40-Zellen 

 

Antibiotikum finale Konzentration 

Histidinol 1 mg/mL 

Blasticidin S 50 µg/mL 

Puromycin 0,5 µg/mL 

 

3.2.2.5 Transfektion von Plat-E-Zellen mit FuGENE® zur Produktion von 

rekombinanten Viren 

Plat-E-Zellen wurden als Verpackungszelllinie für die Produktion von rekombinanten, 

Replikations-inkompetenten Retroviren verwendet. Diese Retroviren wurden dann für die 

Transduktion von Jurkat- oder DT40-Zellen (vgl. Abschnitt 3.2.2.6) eingesetzt. Plat-E-Zellen 

wiesen vor der Transfektion 50 - 60% Konfluenz auf (9 cm Schale).  

 

Folgende Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge gemischt: 

  1,9 µg retroviraler Expressionsvektor 

  1 µg pVSV-G 

200 µL RPMI (ohne Zusätze) 

  7,5 µL FuGENE® (Roche Diagnostics) (direkt in die Flüssigkeit pipettiert) 

 

Die Komponenten wurden durch leichtes Vortexen gemischt und für 15 min bei 

Raumtemperatur gelassen. Das Plat-E-Medium wurde abgesaugt und durch Jurkat- oder 

DT40-Medium ersetzt. Der Transfektionsmix wurde anschließend tropfenweise zu den Zellen 

gegeben. Nach 48 h Inkubation bei 5% CO2 und 37°C wurde der Zellüberstand mit den 

produzierten Retroviren für die Transduktion eingesetzt. 

 

3.2.2.6 Transfektion von Lymphozyten durch retroviralen Gentransfer 

Die retrovirale Gentransfer-Technologie führt stabiles und genetisch vererbbares Material 

sehr effizient in das Genom von teilenden Zellen ein (Ausubel et al., 1987). Der retrovirale 

Gentransfer basiert auf der parallelen Herstellung einer Verpackungszelllinie und eines 

retroviralen Vektors. Verpackunsgzelllinien verpacken rekombinante, retrovirale RNAs in 
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infektiöse, Replikations-inkompetente Partikel. In einer Verpackungszelllinie sind die viralen 

gag-, pol- und env- Gene stabil im Genom integriert. 

Der retrovirale Vektor pMSCVpuro wurde aus myeloproliferativen Sarkoma-Virus aus 

passagierten PCC4-Zellen  generiert (PCMV, (Hawley et al., 1994). Retrovirale 

Expressionsvektoren liefern das Verpackungssignal 	 +, Transkriptions- und 

Prozessierungselemente (5´- and 3´-long terminale repeats, LTRs), das Zielgen und einen 

Selektionsmarker. 

Das von der Verpackungszellinie exprimierte virale env-Gen kodiert für das Hüllprotein. 

Dieses Protein bestimmt den Grad der Infektiösität (Tropismus) des verpackten Virus (vgl. 

Tabelle 3.11). Virale Hüllproteine werden wie folgt bezüglich der Rezeptoren für das 

Eindringen in die Wirtszelle eingeteilt: 

 

Tabelle 3.112: Retroviraler Tropismus 

 

Tropismus viraler Eintrittsmechanismus 

ekotrop Erkennung des Rezeptors aus Maus- und 
Rattenzellen 

amphotrop Erkennung des Rezeptors, der auf zahlreichen 
verschiedenen Säugerzellen gefunden wurde 

dualtrop 
Erkennung zweier verschiedener Rezeptoren, 
welche auf zahlreichen Säugerzellen gefunden 

wurde 

pantrop 
Lipid-Bindung und Plasmamembranfusion; dabei 
werden sowohl Säuger- als auch Nicht-Säuger-

Zellen infiziert 
 

In pantropen Verpackungszelllinien sind die Viruspartikel mit dem Hüll-Glykoprotein des 

vesikulären Stomatitis-Virus (VSV-G) pseudo-typisiert. Da die stabile Expression des     

VSV-G-Hüllprotein toxisch ist, wurde das Virus transient produziert, indem der retrovirale 

Expressionsvektor und das pVSV-G in die Plat-E-Zellen co-transfiziert wurde. 

 

Transfektion von Jurkat- und DT40-Zellen mit rekombinanten Retroviren 

Jurkat-Zellen oder DT40-Zellen wurden mit VSV-G-pseudotypisierten, rekombinanten 

Retroviren transfiziert. In einer 10 cm-Schale wurden 3 mL frisches Jurkat- oder DT40-

Medium vorgelegt und mit 19 µL Polybren-Stammlösung (finale Konzentration von 6 µg/mL 
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bzw. 3 µg/mL) vermischt. Der retrovirale Überstand wurde bei 1200 rpm für 4 min bei 4°C 

abzentrifugiert. Anschließend wurden 5 - 10 x 106 Zellen mit 3 mL retroviralem Überstand 

resuspendiert und in die 10 cm-Schale gegeben. Nach 24 h werden die Zellen in frischem 

Medium aufgenommen und nach weiteren 24 h in frischem Medium mit Antibiotikum (vgl. 

Tabelle 3.10) resuspendiert. Alle Anwendungen von pseudo-typisierten Retroviren wurden in 

Übereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen der Stufe S2 durchgeführt. 

 

Polybren-Lösung 3 mg/mL in PBS; steril filtriert; für jede Infektion frisch 

angesetzt 

3.2.2.7 Klonierung von Zellpopulationen 

Für die Subklonierung heterogener eukaroyontischer Zellpopulationen wurde die Zelldichte 

auf 5 - 10 Zellen/mL eingestellt und in 20% konditioniertem Medium aufgenommen. 

Anschließend wurde die Zellsuspension in einer 96-well-Platte ausgesät. Nach 10 - 14 Tagen 

wurden einzelne Klone sichtbar und in eine 24-well-Platte transferiert. 

 

3.2.2.8 Apoptose-Induktion 

Für die Zytostatika-, Staurosporin-, Todesrezeptor- oder BCR-vermittelte Apoptose wurden 

die Stimuli aus hochkonzentrierten Vorratslösungen dem Zellkulturmedium zugesetzt und die 

Zellen für die angegebenen Zeiten in diesen Medien belassen (37°C/5% CO2). Danach folgte 

die weitere Verarbeitung (vgl. Tabelle 3.12). 

 

Tabelle 3.12: Übersicht der verwendeten Apoptose-Stimuli 

 

Stimulus Stock 

Etoposid 20 mg/mL in DMSO/Ethanol (1:1) 
finale Konzentration 25 µg/mL 

Mitomycin C 1 mg/mL in dH2O 
finale Konzentration 25 µg/mL 

Staurosporin 2,5 mM in DMSO/Ethanol 
finale Konzentration 2,5 µM 

TRAIL 20 µg/mL in PBS 
finale Konzentration 40 ng/mL 

M4 410 µg/mL in PBS 
finale Konzentration 10 µg/mL 
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3.2.2.9 Durchflusszytometrischer Nachweis von hypodiploiden Zellkernen 

Während der Apoptose wird die zelluläre DNA durch DNasen internukleosomal gespalten. 

Die entstehenden DNA-Fragmente können durch die Kernporen den Zellkern verlassen, so 

dass dieser sukzessive DNA verliert. Dieses Phänomen kann man als Messparameter der 

Apoptose heranziehen.  

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Quantifizierung der Apoptose anhand der 

hypodiploiden Nuklei nach der Methode von Nicoletti et al. (Nicoletti et al., 1991). Hierbei 

werden die Nuklei durch hypotone Zelllyse freigesetzt und die nukleäre DNA mit 

Propidiumiodid angefärbt. Die Quantifizierung der nukleären DNA-Menge erfolgt 

durchflusszytometrisch, und alle Zellkerne mit weniger als dem diploiden DNA-Gehalt 

(G0/G1-DNA-Gehalt) werden als apoptotisch betrachtet. 

 

hypotoner Lysepuffer 1% (w/v) Natriumcitrat; 0,1% (v/v) Triton X-100; 50 µg/mL 

Propidiumiodid in dH2O 

 

Jeweils 3 - 5 x 104 Zellen pro Vertiefung wurden in 96-well-Platten 22 - 24 h mit den 

angegebenen Apoptose-Stimuli behandelt. Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die 

Zellen in hypotonem Lysepuffer für 5 min lysiert. Anschließend wurde die rote Fluoreszenz 

der Zellkerne bei 585 nm im Durchflusszytometer (FACScalibur, BD Biosciences) analysiert. 

Die apoptotischen, hypodiploiden Zellkerne mit reduzierter roter Fluoreszenz ließen sich im 

FL2-Histogramm "links" der diploiden G0/G1-Population prozentual erfassen.  

3.2.2.10 Nachweis der Zellviabilität im MTT-Test 

Die Grundlage dieses Zellviabilitätstests ist die in vitalen Zellen erfolgende Dehydrogenase-

vermittelte NADH/NADPH-abhängige Reduktion des gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) zum blauen Formazansalz, welches bei � 550nm gegen 

� 690nm (Referenzwellenlänge) photometrisch gemessen wird. Die Menge an produziertem 

NADH/NADPH ist zur Viabilität der Zellen proportional. Die Menge des entstehenden 

blauen Formazans ist ein relatives Maß für die Zellvitalität. In der vorliegenden Arbeit wurde 

der MTT-Test modifiziert nach Heeg et al. (Heeg et al., 1985) durchgeführt. 

 

MTT-Lösung   5 mg/mL MTT in PBS 

SDS-Lösung   10% (w/v) SDS in dH2O 
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1 x 105
 Zellen pro Vertiefung (96-well-Format) wurden in einem finalen Volumen von 150 
 L 

mit verschiedenen Stimuli behandelt und für die angegebenen Zeiten im Brutschrank 

inkubiert. Anschließend wurden 10 
 L MTT-Lösung zugegeben und der Ansatz für weitere    

5 h im Brutschrank kultiviert. Das entstandene blaue Formazan wurde durch Zugabe von   

100 
 L 10% SDS und weiteren 3 h Inkubation in Lösung gebracht. Danach erfolgte die 

spektrophotometrische Auswertung bei der Wellenlänge von 550 nm (Referenzwellenlänge 

690 nm). 

 

3.2.2.11 Messung des mitochondrialen Membranpotenzials 

TMRE (Tetramethylrhodamin-ethylester) ist ein Farbstoff, der sich in die Membran von 

Mitochondrien einlagert. Die Anregung durch Laserlicht (488 nm) führt zu einer Fluoreszenz 

im roten Bereich. Durch die Ladungsverhältnisse im intakten Mitochondrium wird diese 

Fluoreszenz verstärkt. Die Verstärkung ist ein direktes Maß für das herrschende 

Membranpotenzial an der inneren mitochondrialen Membran und kann mit dem 

Durchflusszytometer gemessen werden. Durch membranschädigende Agenzien nimmt das 

Membranpotenzial und damit die Fluoreszenz von TMRE ab. 

 

TMRE-Lösung  25 µg/mL TMRE in PBS  

finale Konzentration 0,2 µM 

 

1 x 105
 Zellen pro Vertiefung (96-well-Format) wurden in einem finalen Volumen von 200 
 L 

mit verschiedenen Stimuli behandelt und für die angegebenen Zeiten im Brutschrank 

inkubiert. Anschließend wurde TMRE-Lösung zugegeben und der Ansatz für weitere 20 min 

im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die rote Fluoreszenz (� 585 nm) im 

Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD Biosciences) analysiert. Zellen mit gestörtem 

Membranpotenzial sind im FL2-Histogramm mit geringerer Fluoreszenz prozentual erfassbar. 
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3.2.3 Biochemische Methoden 

3.2.3.1 Präparation von Zellextrakten 

Zum Nachweis zellulärer Proteine mittels SDS-PAGE und zur Purifikation von Proteinen 

wurden in der vorliegenden Arbeit geklärte zelluläre Lysate hergestellt. Dabei wurden in 

einem isotonen Lysepuffer durch Zusatz von Detergenz zelluläre Strukturen zerstört und 

durch Zugabe von Proteinase-Inhibitoren der weitere Abbau von Proteinen gehemmt. 

 

Zelllysepuffer 20 mM Tris/HCl, pH 7,6; 150 mM NaCl, 1% (v/v)             

Triton X-100; 0,5 mM ETDA; 10 µM Na2MO4; 1 mM Na3VO4; 

10 mM NaF; 2,5 mM NaPP 

Proteaseinhibitoren-Mix in dH2O gelöst; 1:20 eingesetzt 

1x PBS   10 mM NaPP; 150 mM NaCl; pH 7,4 

6x SDS-Auftragspuffer 375 mM Tris/HCl; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (w/v) SDS; 

0,06% Bromphenolblau; 6% b-Mercapto-Ethanol 

 

Die entsprechend vorbehandelten Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert und mit PBS 

gewaschen. Die trockenen Pellets von 0,5 – 2 x 106 Zellen wurden in 100 µL kaltem 

Lysepuffer aufgenommen und für 30 min auf Eis lysiert. Durch Zentrifugation (13000 rpm; 

10 min, 4°C) wurden nicht-lysierte Zellbestandteile sedimentiert. Die Lysate wurden 

entweder zur Purifikation eingesetzt oder für eine SDS-PAGE vorbereitet. Dazu wurde eine 

Proteinkonzentrationsbestimmung durchgeführt (vgl. Abschnitt 3.2.3.2), die entsprechenden 

Mengen Lysat mit 6x SDS-Auftragspuffer versetzt und für 5 min auf 95°C erhitzt. Danach 

wurden die Proben auf ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und einer Westernblot-Analyse 

unterzogen.  

 

3.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 

durchgeführt (Bradford, 1976). Das Prinzip dieses Tests ist die Anlagerung des Farbstoffs 

Coomassie Brilliant Blue G250 an Proteine, die eine Veränderung im Absorptionsverhalten 

des Farbstoffs bewirkt.  
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5x Bradford-Reagenz 

(BioRad)   vor Gebrauch wurde die Lösung 1:5 in dH2O verdünnt 

BSA-Eichgerade  50-400 µg/mL BSA in PBS 

 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde im Mikromaßstab in 96-well-Platten 

durchgeführt. 1 – 10 µL der zu untersuchenden Proteinlösung wurden mit 200 µL                  

1x Bradford-Reagenz versetzt. Bei jeder Messung wurde eine Verdünnungsreihe von BSA 

(50 µg/mL bis 400 µg/mL) als interner Standard mitgeführt. Der Abgleich erfolgte gegen 

einen Reagenzienleerwert. Die Absorptionsmessung wurde im Micro Tek FLI-Fluorometer 

(Bio-Tek Kontron Instruments) bei 570 nm durchgeführt. Mit Hilfe der geräteeigenen 

Software wurden die Daten der BSA-Verdünnungsreihe ausgewertet und die 

Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt.  

 

3.2.3.3 Produktion von rekombinanter Hexahistidin-tagged Caspase-9 in BL21 E.coli 

Expression von Fusionsproteinen 

Alle Proteine wurden in E.coli-Zellen unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren 

Promotors exprimiert. 

Zur Produktion von prokaryontischen Fusionsproteinen wurde zunächst eine 50 mL 

Übernachtkultur des entsprechenden Bakterienstamms in LB-Ampicillin-Medium bei 37°C 

im Bakterienschüttler inkubiert. Die Übernachtkultur wurde in 2 L frisches LB-Ampicillin-

Medium überführt und bei 37°C solange weiter kultiviert, bis der Absorptionswert bei 600 nm 

0,5 - 0,6 Einheiten betrug. Anschließend wurde durch Zugabe von 0,1 mM IPTG die 

Expression des Zielproteins induziert und die Kultur für weitere 4 h bei Raumtemperatur im 

Bakterienschüttler inkubiert. Die Bakterienzellen wurden durch 20-minütige Zentrifugation 

bei 2000 g sedimentiert und in 400 mL Sucrose-Waschlösung resuspendiert. Nach erneuter 

20-minütiger Zentrifugation bei 2000 g wurde das trockene Zellsediment bei -20°C bis zur 

weiteren Verarbeitung gelagert. 

 

LB-Medium 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl auf 1000 mL dH2O; 

autoklaviert; Lagerung bei 4°C 

Ampicillin   finale Konzentration 100 µg/mL in H2O 

IPTG-Lösung   1M IPTG in PBS 

Sucrose-Waschlösung 30 mM Tris-HCl; 20% (w/v) D(+)-Sucrose; pH 8,0 
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Aufreinigung von Hexahistidin-Fusionsproteinen 

Die Isolierung der exprimierten Hexahistidin-Fusionsproteine wurde in Form einer 

Einschrittreinigung mit Hilfe der immobilisierten Metallaffinitätschromatographie (IMAC) 

durchgeführt. Die Grundlage dieser Methode ist die hochaffine Wechselwirkung des 

Hexahistidin-Tags des rekombinanten Proteins mit Ni2+-Ionen, die an einer Nitrilo-

Essigsäure-Agarose-Matrix ("Pro-BindTM-Resin", Invitrogen) immobilisiert sind. Die 

koordinative Bindung des rekombinanten Proteins erfolgt in Gegenwart von 5 mM Imidazol, 

um unspezifische Wechselwirkungen anderer Proteine mit dem Polymer zu unterdrücken. 

Nach der Bindung wird die Ni2+-NTA Matrix mit Puffern steigender Imidazolkonzentration 

gewaschen und das rekombinante Protein abschließend mit einem 500 mM Imidazolpuffer 

kompetitiv eluiert.  

Die immobilisierte Metallaffinitätschromatographie (IMAC) wurde nach den Hersteller-

Angaben optimiert und durchgeführt. 

 

1x Bindungspuffer 5 mM Imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl; pH 7,9 

PMSF-Lösung 200 mM PMSF in Ethanol 

Lysozym-Lösung 50 mg/mL Lysozym in PBS 

1x Waschpuffer 50 mM Imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl; pH 7,9 

1x Elutionspuffer 1 M Imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl; pH 7,9 

1x Dialysepuffer 2 M NaCl; 80 mM Tris-HCl; 50% (v/v) Glycerin; pH 7,9 

 

Alle Reinigungsschritte wurden im Kühlraum bei 4°C durchgeführt. Das eingefrorene 

Bakterienzellsediment (vgl. Abschnitt 3.2.3.3) wurde in 20 mL kaltem Bindungspuffer 

resuspendiert und mit 2 mM PMSF und 0,2 mg/mL Lysozym versetzt. Nach 30-minütiger 

Inkubation auf Eis wurde die freigesetzte zelluläre DNA durch mehrmalige 

Ultraschallbehandlung bei 4°C geschert. Die unlöslichen Bestandteile wurden durch             

30-minütige Zentrifugation bei 15000 g und 4°C abgetrennt.  

Für die Aufreinigung der Fusionsproteine werden 2 mL der 50%-igen Lösung des Pro-

BindTM-Resin (Invitrogen) in 15 mL Falcon gegeben und anschließend je zweimal mit dH2O 

und 1x Bindungspuffer gewaschen. Nach der Zentrifugation bei 1500 rpm für 3 min bei 4°C 

wird das Säulenmaterial in 10 mL 1x Bindungspuffer aufgenommen und das Bakterienlysat 

hinzu gegeben. Nach der Bindung des Fusionsproteins an die Säule wurde diese mit 35 mL  

1x Bindungspuffer und zweimal mit je 10 mL 1x Waschpuffer gespült. Während des dritten 

Waschschrittes mit 10 mL 1x Waschpuffer wird das gebundene Fusionsprotein in ein frisches 
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Falcon überführt und maximal 2 mL Elutionspuffer dazu gegeben. Nach 2 - 5-minütigem 

Schütteln bei 4°C wird das Eluat bei 2000 rpm, 5 min, 4°C zentrifugiert und vom gebrauchten 

Säulenmaterial abgenommen. Über Nacht wurde das Eluat in Kollodiumhülsen (MWCO 20K, 

Pierce) gegen 1x Dialysepuffer im Kühlraum dialysiert. 

Die Integrität und die Reinheit des Fusionsproteins wurden mit anschließender Coomassie-

Färbung (vgl. Abschnitt 3.2.3.10) überprüft. Die gereinigten Proteine wurden bis zur weiteren 

Verwendung bei -70°C gelagert. 

 

3.2.3.4 Affinitätsaufreinigung von anti-Caspase-9-Serum (Hase 1, Charles River, USA) 

Für die Affinitätsaufreinigung von Antikörpern wird das Serum über eine Antigensäule 

gegeben, wodurch die Isolierung antigenspezifischer Antikörper erfolgt. Dies hat eine 

Erhöhung der Sensitivität auch von niedertitrigen Reagenzien zur Folge. 

 

Kopplung des Antigens an das Säulenmaterial 

Zur Vorbereitung der Antigensäule wurde das in Abschnitt 3.2.3.3 aufgereinigte 

Fusionsprotein an Actigel (Sterogene Bioseparations) gekoppelt. Zunächst wurde 1 mL 

Actigel dreimal mit je 5 mL 1x Natriumphosphat-Puffer gewaschen (1000 g, 1 min, 4°C). 

Anschließend wurde zwischen 1-10 mg/mL aufgereinigtes Fusionsprotein hinzu gegeben und 

mit 1 mL 10x Natriumphosphat-Puffer vermischt. Nachdem mit dH2O auf 10 mL aufgefüllt 

wurde, wurde die Mischung mit einer Porengröße von 0,45 µm filtriert und anschließend mit 

1 mL Kopplungs-Lösung versetzt. Nach mindestens zwei-stündiger Inkubation auf dem 

Schüttler (4°C), wurde das Säulenmaterial abzentrifugiert (1000 g, 1 min, 4°C) und mit 

dreimal je 10 mL 1x Natriumphosphat-Puffer, je 10 mL 500 mM Natriumchlorid und viermal 

mit je 10 mL PBS gewaschen. Bis zu weiteren Verwendung kann das Säulenmaterial in 5 mL 

Lagerungs-Puffer bei 4°C aufbewahrt werden.  

 

Kopplungs-Lösung 1M NaCNBH3  

(Sterogene Bioseparations) 

10x Natriumphosphat-Puffer 1M; pH 7,0 

Lagerungs-Puffer 50% (v/v) Glycerol in PBS/H2O (1:4); 2µg/mL Aprotinin;         

2 µg/mL Pepstatin A 

Natriumchlorid 500 mM NaCl 
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Affinitätsaufreinigung des anti-Caspase-9-Serums 

Die vorbereitete Antigensäule aus Abschnitt 3.2.3.4 wurde zunächst mit Waschpuffer I 

gewaschen und bei 2000 rpm für 2 min bei 4°C zentrifugiert. Nach Resuspension in 

Waschpuffer I wurde das Säulenmaterial für 30 min bei 4°C geschüttelt und anschließend bei 

2000 rpm für 2 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Ein weiterer 

Waschschritt mit Waschpuffer II wurde analog durchgeführt. Nach der Inkubation auf dem 

Schüttler wurde abermals der Überstand verworfen und beide Zyklen wiederholt. Danach 

wurde die Säule mit Waschpuffer III für 5 min inkubiert und durch Zentrifugation (2000 rpm, 

2 min, 4°C) abgetrennt, der Überstand wurde verworfen. Als letztes wurde die Säule mit 

PBS/0,01% Igepal gewaschen.  

Bevor das Serum auf die vorbereitete Säule gegeben wurde, wurde es für 10 min bei         

2000 rpm und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Überstand auf die vorbereitete Säule 

geladen und das Falcon mit PBS und 7,5 µL 10% Igepal aufgefüllt. Nach Inkubation über 

Nacht bei 4°C auf dem Schüttler wurde das gebundene Material bei 2000 rpm für 2 min bei 

4°C abzentrifugiert und anschließend zweimal mit Waschpuffer III gewaschen. Für die 

Elution der gebundenen Antikörpermoleküle wurde das Säulenmaterial in eine 

Polypropylensäule (BioRad) überführt und abermals mit PBS gewaschen. Anschließend 

erfolgte die Elution mit 100 mM Glycin (pH 2,7) und die Neutralisation der einzelnen 

Fraktionen mit 1 M Tris (pH 8,0)/50 mM NaCl. Nach der Vereinigung der proteinhaltigen 

Fraktionen erfolgte über Nacht die Dialyse gegen Dialysepuffer in Kollodiumshülsen 

(MWCK 20 K, Pierce) im Kühlraum. Der so gewonnene aufgereinigte Antikörper wurde dann 

in Aliquots zur langfristigen Lagerung bei -80°C eingefroren. 

 

Waschpuffer I   0,1 M NaHCO3; 0,5 M NaCl 

Waschpuffer II  0,1 M Na-Acetat, pH 4,0; 0,5 M NaCl 

Waschpuffer III  PBS; 0,5 M NaCl 

PBS/ Igepal   finale Konzentration 0,01% (v/v) Igepal 

10 % (v/v) Igepal 

Elutionspuffer   100 mM Glycin; pH 2,7 

Neutralisationspuffer  1 M Tris-HCl, pH 8,0; 50 mM NaCl 
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3.2.3.5 Immunaufreinigungen von Proteinen 

Für die Immunaufreinigung von Proteinen aus Zelllysaten (vgl. Abschnitt 3.2.3.1) wurden     

0,5 -2 µg des jeweiligen Antikörpers zum Lysat gegeben und für mindestens 1 h bei 4°C auf 

dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurden 30 µL Protein A/G Plus Agarose Beads  

(Santa Cruz) hinzugefügt und die Proteine wurden in mindestens 1 h bei 4°C auf dem 

Schüttler aufgereinigt. Die aufgereinigten Proteine wurden dann dreimal mit Triton X-100-

haltigem Lyse-Puffer gewaschen und mit 50 µL 6x SDS-Auftragspuffer bei 95°C für 5 min 

aufgekocht. Die gereinigten Proteine wurden mittels SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 3.2.3.9) 

anschließend aufgetrennt.  

Wenn nötig, wurden die verwendeten Antikörper kovalent an die Protein A/G Plus Agarose 

Beads (Santa Cruz) gekoppelt. Hierfür wurden die Antikörper mit den Beads für mindestens 

1 h bei 4°C inkubiert (in der Regel über Nacht). Anschließend wurden die Beads je zweimal 

mit PBS und 0,2 M Triethanolamin, pH 8,2 gewaschen. Die Kopplung wurde dann durch 

Rotation der Beads in 0,2 M Triethanolamin, pH 8,2 mit 3 mg/mL Dimethyl-Pimelimidat 

(DMP; Fluka) über Nacht bei 4°C durchgeführt. Zur Absättigung des verbliebenen DMP 

wurden die Beads mit 10 mM Ethanolamin für 30 min bei 4°C inkubiert. Nachdem die Beads 

dann dreimal mit PBS gewaschen worden waren, konnten sie für die Immunaufreinigung 

eingesetzt werden oder in PBS/0,01% (v/v) NaN3 bei 4°C bis zur weiteren Verwendung 

gelagert werden. 

 

Zelllysepuffer 20 mM Tris-HCl, pH 7,6; 150 mM NaCl, 1% (v/v) Triton X-

100; 0,5 mM ETDA; 10 µM Na2MO4; 1 mM Na3VO4; 10 mM 

NaF; 2,5 mM NaPP; Proteaseinhibitoren-Mix (1:20) 

6x SDS-Auftragspuffer 375 mM Tris-HCl; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (w/v) SDS; 

0,06% Bromphenolblau; 6% b-Mercapto-Ethanol 

 

3.2.3.6 Präparation von Zytosolextrakten 

Zum Nachweis der intrazellulären Lokalisation von mitochondrialen Proteinen kann man 

Zytosol- und Mitochondriumextrakte getrennt präparieren und einer Western Blot-Analyse 

unterziehen. Die Methode beruht auf der unterschiedlichen Angreifbarkeit von Membranen 

durch Digitonin (Samali et al., 1999). Durch Digitonin wird die Integrität der 

cholesterolreichen Zellmembran stärker gestört als die der cholesterolarmen 

Mitochondrienmembran. Durch Wahl der richtigen Parameter kann man die Zellwand 
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zerstören, während die Mitochondrienmembran noch intakt bleibt. Die Abtrennung der 

Mitochondrien erfolgt durch Zentrifugation. 

6 x 106 Jurkat-Zellen oder 1,2 x 107 DT40-Zellen pro well wurden in 2 mL Jurkat- bzw.- 

DT40-Medium ausgesät. Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen oder im Falle von 

Etoposid für 8 h (Jurkat) bzw. 2 h (DT40) und im Falle von Staurosporin für 2 h (Jurkat) bzw. 

8 h (DT40) inkubiert und anschließend durch Zentrifugation gesammelt (2000 rpm, 5 min, 

4°C). Die folgenden Schritte wurden strikt unter Kühlung auf Eis durchgeführt. Die Zellen 

wurden in kaltem PBS gewaschen und erneut sedimentiert (2000 rpm, 5 min, 4°C). Das Pellet 

wurde in 150 
 L mt-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Zur Suspension wurde gleiches 

Volumen MES/Digitonin-Puffer zugesetzt. Nach 4 min Inkubation wurden die Zellen 

sedimentiert (900 g, 2 min), der Überstand abgenommen und abzentrifugiert (20000 g,           

5 min). Der Überstand stellt die zytosolische Fraktion dar. Die mitochondriale Fraktion findet 

sich im Pellet und wurde in 50 
 L mt-Puffer aufgenommen. 

 

1x mt-Puffer   70 mM Tris-Base; 0,25 M Saccharose; 1 mM EDTA; pH 7,4 

1x MES-Puffer 19,8 mM EDTA; 19,8 mM EGTA; 0,25 M D-Manitol; 19,8 mM 

MES; pH 7,4 

1x MES/Digitonin-Puffer 163,1 µM Digitonin (= 20 µl von Digitonin-Stammlösung 

[10mg/mL]/mL MES-Puffer) in MES-Puffer 

 

3.2.3.7 In vitro Apoptosom-Bildung nach Cytochrom c und dATP 

Für die in vitro Aktivierung des Apoptosoms wurden 5 x 107 Jurkat-Zellen geerntet, mit 

eiskaltem PBS gewaschen und mit speziellem Zelllysepuffer für 30 min auf Eis lysiert (Hill et 

al., 2004). Die Apoptosom-Bildung erfolgte nach Zugabe von 8,6 µM Cytochrom c und      

2,4 mM ATP und Inkubation bei 37°C über 15 min. Im Anschluss daran wurden die Lysate 

mit Lysepuffer verdünnt und mit Protein A/G Plus Agarose Beads (Santa Cruz) für 1,5 h bei 

4°C auf dem Taumler inkubiert. Die so bereits geklärten Lysate wurden dann mit frischen 

Protein A/G Plus Agarose Beads (Santa Cruz) und kovalent gekoppelten anti-Caspase-9-

Antikörpern (vgl. Abschnitt 3.2.3.5) für 2 h bei 4°C auf dem Taumler inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen mit Lysepuffer wurden die aufgereinigten Proteine nach Zugabe von   

50 µL 6x SDS-Auftragspuffer bei 95°C für 5 min aufgekocht, über eine SDS-PAGE getrennt 

und mit einer Western Blot-Analyse mit anti-Apaf-1 und anti-Caspase-9 untersucht. 
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Zelllysepuffer 20 mM HEPES, pH 7,5; 50 mM NaCl; 0,3% CHAPS; 10 mM 

KCl; 1,5 mM MgCl2; 1mM EDTA; 1mM EGTA; 1mM DTT; 

Proteaseinhibitoren-Mix (1:20) 

6x SDS-Auftragspuffer 375 mM Tris-HCl; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (w/v) SDS; 

0,06% Bromphenolblau; 6% a-Mercapto-Ethanol 

 

3.2.3.8 Gelfiltration 

Um Komplexe von Proteinen nachzuweisen, werden diese per 

Größenausschlusschromatographie von kleineren Proteinen getrennt. Die Chromatographie 

erfolgt aus dem zytosolischen Lysat der behandelten Zellen. Zur Kontrolle der Funktionalität 

des Versuches wird eine Positivkontrolle mit einer in vitro Apoptosom-Bildung durchgeführt. 

Die Komplexe lassen sich durch die Detektion ihrer Bestandteile per SDS-PAGE mit 

anschließendem Western Blot nachweisen. 

1,5 - 4,5 x 109 Bcl-2-überexprimierende Zellen wurden durch Zentrifugation (400 - 600 g,       

5 min) geerntet. Für die Staurosporin-Behandlung wurden die Zellen in 50 mL Jurkat-

Medium resuspendiert und mit 2,5 µM Staurosporin inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen mit PBS gewaschen und in gleicher Menge Puffer A resuspendiert, 20 min auf Eis 

stehen gelassen und dann mit dem Dounce-Homogenisator (Spaltmaß: „THIGHT“) in          

35 Zyklen homogenisiert. Per Zentrifugation (50000 g, 2 h, 4°C) wurde das Zelllysat in 

zytosolischen Überstand und Zelldebris getrennt. Der Überstand wurde für weitere 

Verwendung abgenommen (S100-Extrakt). Die Einstellung des Proteingehaltes erfolgte auf             

10 mg/mL. Die in vitro Apoptosom-Bildung erfolgte durch Zugabe von Cytochrom c (finale 

Konzentration 8,6 µM) und dATP (finale Konzentration 2,4 mM) in das Lysat für 30 min bei     

37 °C. Im Anschluss wurde das Lysat direkt auf die Säule gegeben. 500 
 L des S100-

Extraktes wurden auf eine Sepharose 6HR (10/30)-Säule (Amersham) aufgetragen und mit 

Puffer A (ohne Inhibitoren) per FPLC-Anlage (BioLogic, BioRad) aufgetrennt. Der Lauf 

wurde in Fraktionen von 500 
 L aufgefangen und per Western Blot sowie Caspase-Aktivitäts-

Assay ausgewertet. 

 

Puffer A  20 mM HEPES, pH 7,5; 1,5 mM MgCl2; 10 mM KCl; 1 mM 

EDTA; 1 mM EGTA; 10 µg/mL Leupeptin; 10 µg/mL 

Pepstatin; 10 µg/mL Aprotinin; 1 mM DTT; 35 µM 

Natriumfluorid; 3,3 mM NaPP; 0,1 mM PMSF 

Kalibrierungsreagenz HMW-Standardamarker (Amersham) 
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3.2.3.9 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur analytischen Auftrennung von Proteingemischen wurde die diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli verwendet (Laemmli, 1970). 

Hierbei werden die Proteine mit Hilfe von SDS denaturiert und Disulfidbrücken mit              

b-Mercaptoethanol reduziert. Die Anlagerung des anionischen Detergenz SDS an die 

Polypeptidkette erfolgt proportional zum Molekulargewicht des Polypeptids. Da jedes 

angelagerte SDS-Molekül die Polypeptidkette mit einer negativen Ladung versieht, ergibt 

sich für alle Proteine ein nahezu konstantes Ladungs/Masse-Verhältnis der SDS-Polypeptid-

Aggregate, so dass die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel allein von der Größe des 

Polypeptids abhängig ist. Mit Hilfe von geeigneten Molekulargewichts-Markern ist die Größe 

eines Polypeptids auf diese Weise leicht zu bestimmen. 

Durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Gel- und Puffersystems mit Sammel- und 

Trenngel wird das Auflösungsvermögen der SDS-PAGE wesentlich erhöht (Laemmli, 1970). 

 

Acrylamid-Lösung  29,2% (w/v) Acrylamid; 0,8% (w/v) Bisacrylamid in dH2O 

APS-Lösung   10% (w/v) APS in dH2O 

TEMED    

Sammelgel-Puffer  0,74% (w/v) SDS; 1 M Tris-HCl; pH 6,8 

Trenngel-Puffer  0,384% (w/v) SDS; 1,5 M Tris-HCl; pH 8,8 

6x SDS-Auftragspuffer 375 mM Tris-HCl; 38,7% (v/v) Glycerin; 12,3% (w/v) SDS; 

0,06% Bromphenolblau; 6% b-Mercaptoethanol 

1x Elektrodenpuffer  0,1% (w/v) SDS; 1,9 M Glycin; 250 mM Tris-HCl 

Aus den Stocklösungen wurden die Gelmischungen hergestellt. Sie enthielten: 

 

Tabelle 3.13: Zusammensetzung der Gellösungen 

 

Komponente Sammelgel Trenngel 

Acrylamid/Bisacrylamid 5% (w/v) 8-15% (w/v) 

Tris-Hcl, pH 6,8 135 mM - 

Tris-HCl, pH 8,8 - 390 mM 

SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 

APS 0,1% (w/v) 0,05% (w/v) 
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Die Polymerisation wurde durch Zugabe des Katalysators 0,1% (v/v) TEMED und           

0,1% (w/v) APS (vgl. Tabelle 3.13) gestartet und die polymerisierende Lösung sofort 

verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Gießen mit Isopropanol überschichtet. 

Nach ca. 60 min wurde der Alkohol durch Spülen mit dH2O entfernt und das Sammelgel 

gegossen.  

Die zu testenden Proteinlösungen wurden mit 1x SDS-Auftragspuffer versetzt, für 5 min bei 

95°C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1x Elektroden-

puffer solange durchgeführt, bis die Bromphenolblaufront die untere Gelkante erreicht hatte. 

 

3.2.3.10 Coomassie Blau-Färbung von Proteingelen 

Für die Darstellung der Proteinbanden im Gel stehen verschiedene Techniken zur Verfügung. 

Die einfachste Methode ist die Anfärbung mit Coomassie Brilliant Blue R250. Das Prinzip 

dieser Färbung ist identisch mit dem der Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976). 

Die Nachweisgrenze dieser Färbung liegt bei ca. 100 ng Protein pro Bande. 

 

Coomassie-Färbelösung 0,5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250, 50% (v/v) 

Methanol, 7% (v/v) Essigsäure in dH2O 

Entfärbelösung  20% (v/v) Methanol, 7% Essigsäure in dH2O 

 

Nach dem Lauf der SDS-PAGE wurde das Trenngel für 20 - 30 min in Coomassie-

Färbelösung schüttelnd inkubiert. Anschließend wurde das Gel in dH2O gespült und solange 

in der Entfärbelösung inkubiert, bis der Gelhintergrund farblos war. Danach wurde das Gel 

für 2 h mit 50% (v/v) Methanol-Lösung behandelt und zwischen zwei Cellophanfolien 

getrocknet. 

 

3.2.3.11 Silberfärbung von Proteingelen 

Die Silberfärbung von SDS-PAGE-Gelen wurde nach Rabilloud et al. durchgeführt 

(Rabilloud et al., 1988). Sie zeichnet sich durch eine 100- bis 1000-fach größere Sensitivität 

im Vergleich zur Coomassie-Färbung aus (Nachweisgrenze 0,1 - 1 ng Protein pro Bande). 
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Fixier-Lösung   50% Methanol, 10% Eisessig 

Natriumthiosulfat-Lösung 0,2g/L Natrium-thiosulfat-pentahydrat 

Imprägnier-Lösung  0,2g/100 mL Silbernitrat 

Entwickler-Lösung 60g/L Natrium-Carbonat, 50 µL/100 mL Formaldehyd, 2 mL 

Natriumthiosulfat-Lösung 

Stopp-Lösung   1g Glycin/100 mL dH2O  

Nach der SDS-PAGE wurde das Trenngel für die angegebenen Zeiten mit den verschiedenen 

Lösungen in einer Schwenkapparatur inkubiert: 

 

Tabelle 3.14: Übersicht der Inkubationszeiten bei der Silberfärbung 

 

Schritt Lösung Zeit 

1. Fixierung 
50% Methanol 
10% Eisessig 

30 min oder über Nacht 

2. Inkubation 
5% Methanol 
1% Eisessig 

15 min 

3. Spülen 50% Methanol 5 min 

4. Waschen dH2O 3 x 5 min 

5. Inkubation 0,2 g/L Na-thiosulfat-pentahydrat 90 sec 

6. Waschen dH2O 3 x 30 sec 

7. Inkubation 0,2g/100mL Silbernitrat 25 min 

8. Waschen dH2O 3 x 60 sec 

9. Entwicklung 

60 g/L Na2CO3 

50 µL/100 mL Formaldehyd 
2 mL/100 mL Natrium-thiosulfat-

Lösung 

17 min 
 

10. Stop 1g/100 mL Glycin 15 min 

11. Waschen dH2O 
1 x 2 sec, 1 x 5 sec, 1 x mindestens 

30 min 

 

Anschließend wurde das Gel zwischen zwei Cellophanfolien (Roth) getrocknet. 



Material und Methoden   

 

55 

3.2.3.12 Western Blot 

Der Westernblot ist eine Methode zum selektiven Nachweis eines Proteins mit Hilfe von 

spezifischen Antikörpern. Dazu müssen die im SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteine aus 

dem Gel zunächst auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran transferiert werden. Der 

Nachweis erfolgt auf der Membran mit Hilfe von spezifischen Primärantikörpern und einem 

geeigneten Detektionssystem auf der Basis eines Enzym-markierten oder Infrarot-Farbstoff-

gekoppelten Sekundärantikörpers.  

In der vorliegenden Arbeit wurde der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran im Nass-

Tank-Verfahren durchgeführt und entweder das Peroxidase-basierte „Enhanced-

Chemiluminescence“ (ECL)-Detektionssystem oder das „Odyssey® Infrared Imaging System“ 

verwendet. 

 

Transfer-Puffer  2,93 g /L Glycin, 5,28 g/L Tris-Base, 20% Methanol 

5% Milchpulver 5% (w/v) fettarmes Milchpulver; 10 mM Tris-HCl; 150 mM 

NaCl; 0,02% (v/v) Triton X-100; pH 8,0 

1x TBS 0,02% (v/v),  

Triton X-100 10 mM Tris-HCl; 150 mM NaCl; 0,02% (v/v) Triton X-100;   

pH 8,0 

Primärantikörper-Lösung 0,5 – 2 µg/mL in 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100 

Sekundärantikörper-Lösung Sekundärantikörper-Stocklösung; Peroxidase-markiert; 1:4000 

in 5% Milchpulver verdünnt 

IRDye® Sekundärantikörper-Stocklösung; 1:10000 in            

5% Milchpulver verdünnt 

 

Der Zusammenbau des Blots erfolgte in kaltem Transfer-Puffer. Hierzu wurde die 

Transferkassette geöffnet und ein Transferschwamm auf die anodengerichtete Seite der 

Kassette gelegt. Darauf wurden ein Filter-Papier, die PVDF-Membran, das Gel, zwei Lagen 

Filterpapier und der zweite Transferschwamm gelegt. Die Kassette wurde geschlossen, in den 

Transfertank überführt und dieser mit kaltem Transfer-Puffer aufgefüllt. Der Transfer wurde 

für 90 min bei 0,5 A und 4°C durchgeführt. Im Anschluss wurden die unspezifischen 

Bindungsstellen der PVDF-Membran durch einstündige Inkubation mit 5% Milchpulver-

Lösung bei Raumtemperatur blockiert und der Blot dreimal mit 1x TBS 0,02% (v/v) Triton 

X-100 gewaschen. Die Inkubation mit der entsprechenden Primärantikörper-Lösung wurde 

entweder für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C durchgeführt. Danach wurde 
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die Membran dreimal für 5 min mit 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100 gewaschen und für 1 h 

mit der entsprechenden Sekundärantikörper-Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. 

Abschließend wurde der Blot weitere 10mal für 5 min mit 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100 

gewaschen. Zur Detektion durch das ECL-System wurden gleiche Volumina der 

Detektionsreagenzien A und B (Westernblot-ECL-Detection-Kit, Amersham-Pharmacia) 

gemischt, die Membran darin für 1 min inkubiert, in der Dunkelkammer ECL-Filme 

(Hyperfilm-ECL, Amersham-Pharmacia) für verschiedene Expositionszeiten aufgelegt und 

anschließend entwickelt. Im Falle der Detektion durch das „Odyssey® Infrared Imaging 

System“ wurde die Fluoreszenz der Infrarot-assoziierten Zielproteine bei 800 nm durch 

Einscannen der trockenen Membran gemessen und konnte dann mit der Odyssey-Software 

weiter verarbeitet werden. 

 

3.2.3.13 Fluorometrische Bestimmung der Caspase-Aktivität 

Die im Verlauf der Apoptose auftretende Caspase-Aktivität wurde in der vorliegenden Arbeit 

fluorometrisch bestimmt. Die Grundlage dieses Tests sind fluorogene Tetrapeptid-Substrate, 

aus denen Caspase-vermittelt das Fluorophor Aminomethylcumarin (AMC) freigesetzt wird. 

Nur in seiner freien Form weist AMC die typischen Fluoreszenz-Eigenschaften auf. Über eine 

kinetische Aufzeichnung der Fluoreszenz-Zunahme während der Reaktion lässt sich die 

relative Caspase-Aktivität aus der Anfangssteigung der Fluoreszenzkurve ermitteln. Der 

Einsatz verschiedener Tetrapeptid-Substrate ermöglicht eine bedingte Spezifizierung der 

Caspase-Aktivität (z.B. Ac-DEVD-AMC für Caspase-3). 

 

Lysepuffer 20 mM HEPES; 84 mM KaCl; 10 mM MgCl2; 200 µM EDTA; 

200 µM EGTA; 0,5% (v/v) NP-40; 1 mM PMSF; 1 mM DTT;   

1 µg/mL Leupeptin; 1 µg/mL Pepstatin; 5 µg/mL Aprotinin 

1x Reaktionspuffer 37,5 mM HEPES; 75 mM NaCl; 7,5% (w/v) D(+)-Sucrose; 

0,075% (w/v) CHAPS; 1,5 mM CaCl2; 10 mM DTT; 50 µM Ac-

DEVD-AMC; pH 7,4 

 

1 x 105-2 x 105 Zellen pro Vertiefung wurden in 96-well-Platten mit den verschiedenen 

Apoptose-Stimuli wie unter 3.2.2.8 beschrieben für die angegebenen Zeiten behandelt. Die 

Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt (200 g, 5 min) und das trockene Zellsediment 

für 10 min auf Eis in 50 µL Lysepuffer lysiert. Die Caspase-Aktivität wurde in einem finalen 

Volumen von 200 µL 1x Reaktionspuffer bestimmt. Dazu wurde der Ansatz für 1 h bei 37°C 
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inkubiert und die Freisetzung von AMC fluorometrisch bei einer Anregungswellenlänge von 

360 nm und einer Emissionswellenlänge von 450 nm mit Hilfe des Micro Tek FLI-

Fluorometers (Bio-Tek Kontron Instruments) einmal in der Minute gemessen. Mit der 

geräteeigenen Software (KC4) wurde die Anfangssteigung der kinetischen Kurve als relatives 

Maß der Caspase-Aktivität bestimmt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Rolle des mitochondrialen Signalweges bei der Staurosporin-

induzierten Apoptose 

4.1.1 Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptose in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen 

4.1.1.1 Generierung Bcl-2-überexprimierender Jurkat-Zellen 

Zur Untersuchung der Apoptose-Induktion des Proteinkinaseinhibitors Staurosporin 

unabhängig vom intrinsischen Apoptose-Signalweg sollten Bcl-2-überexprimierende Jurkat-

Zellen generiert werden. Zur Amplifikation der cDNA der humanen Bcl-2 alpha Isoform  

(vgl. Sequenz Abbildung 4.1A) wurde die Genbank-Sequenz herangezogen (Zugangsnummer 

AAH27258). Mittels PCR auf humaner Jurkat cDNA wurde mit den Oligonucleotiden     

hBcl-2_for und hBcl-2_rev2 und einer anschließenden zielgerichteten Mutagenese die 

humane Bcl-2-cDNA amplifiziert und über EcoRI in den retroviralen Expressionsvektor 

pMSCVpuro kloniert. Nach der retroviralen Transfektion wild-typischer Jurkat-Zellen (J16, 

JE6.1) mit dem Leervektor (J16-Vektor bzw. JE6.1-Vektor) oder humaner Bcl-2-cDNA   

(J16-Bcl-2 bzw. JE6.1-Bcl-2) wurde die Überexpression von Bcl-2 in einer Western Blot-

Analyse nachgewiesen (Abbildung 4.1B und C, jeweils Bahn 1 und 2, unterer Abschnitt).  

 

 

 

Abbildung 4.1 (Legende s. nächste Seite) 
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Abbildung 4.1: Bcl-2-Überexpression in J16 und JE6.1 nach retroviraler Transfektion mit 
humaner Bcl-2-cDNA  

(A) Die Aminosäuresequenz der humanen Bcl-2 alpha Isoform (Zugangsnummer AAH27258). Die 
Aminosäuren sind im Ein-Buchstabencode dargestellt. (B) und (C) Bcl-2-Expression in J16-Vektor 
(pMSCVpuro, Bahn 1) und J16-Bcl-2 (pMSCVpuro-hBcl-2, Bahn 2) (B), Bcl-2 Expression in JE6.1-Vektor 
(pMSCVpuro, Bahn 1) und JE6.1-Bcl-2 (pMSCVpuro-hBcl-2, Bahn 2) (C). Nach Herstellung der Lysate wurden 
für die elektrophoretische Auftrennung über eine SDS-PAGE (12%) 50 µg Protein pro Bahn aufgetragen. Die 
Bcl-2-Expression wurde im Western Blot mit einem anti-Bcl-2-Antikörper nachgewiesen. Als Ladekontrolle 
wurde die Membran zusätzlich mit anti-Vinculin analysiert (jeweils Bahn 1 und 2, oberer Abschnitt). Die 
molekulare Masse der detektierten Proteine ist links in kDa in der Abbildung angegeben.  
 

4.1.1.2 Freisetzung von Cytochrom c in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Überexpression von Bcl-2 in den in 4.1.1.1 

generierten Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen ausreichend war, um die mitochondriale 

Freisetzung von Cytochrom c nach Staurosporin-Stimulation zu blockieren. Als 

Positivkontrolle wurde der mitochondriale Apoptose-Stimulus Etoposid verwendet, einem 

konventionellem Zytostatikum (Topoisomerase-II-Inhibitor) von dem bekannt ist, dass die 

Überexpression von Bcl-2 die Cytochrom c-Freisetzung und Apoptose-Induktion inhibiert 

(Engels et al., 2000). Freigesetztes zytosolisches Cytochrom c wurde anschließend mittels 

Western Blot analysiert (Abbildung 4.2A und B). Nach Stimulation der J16-Vektor-Zellen ist 

sowohl nach Etoposid- als auch nach Staurosporin-Inkubation eine Freisetzung von 

Cytochrom c aus dem Mitochondrium ins Zytosol zu beobachten (Abbildung 4.2A, Bahn 2 

und 3). Im Gegensatz dazu führte in den J16-Bcl-2-Zellen keiner der beiden Stimuli zu einer 

Cytochrom c-Freisetzung aus dem Mitochondrium (Abbildung 4.2A, Bahn 5 und 6).  
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Abbildung 4.2: Bcl-2-Expression beeinflusst die Cytochrom c-Freisetzung 

(A) und (B) Jeweils 6 x 106 J16-Zellen (A) oder JE6.1-Zellen (B), entweder mit dem Leervektor oder mit 
humaner Bcl-2-cDNA transfiziert, wurden unbehandelt (unbeh., 8 h, Bahn 1 und 4) gelassen oder mit Etoposid 
(Etopo, 8 h, Bahn 2 und 5) oder mit Staurosporin (STS, 5 h, Bahn 3 und 6) inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen wie in Abschnitt 3.2.3.6 beschrieben mit Digitonin-haltigem Puffer (Digitonin 0,2 mg/mL Puffer) lysiert. 
Durch verschiedene Zentrifugationsschritte erfolgte die Separation von Zytosol und Mitochondrien. 150 µg 
Protein der zytosolischen Fraktion wurden pro Bahn mittels einer 8 - 15% SDS-PAGE aufgetrennt und im 
Western Blot die Freisetzung des Cytochrom c aus den Mitochondrien mit anti-Cytochrom c-Antikörpern 
detektiert. Als Ladekontrolle wurde die Membran zusätzlich mit anti-Vinculin-Antikörpern analysiert. Links ist 
die molekulare Masse der untersuchten Proteine in kDa angegeben. 
 

Analog zu den Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen wurden die Bcl-2-überexprimierenden 

JE6.1-Zellen mit gleichem Versuchsansatz ebenfalls auf ihre Cytochrom c-Freisetzung nach 

Inkubation mit Etoposid und Staurosporin im Western Blot untersucht. Im Falle der JE6.1-

Vektor-Zellen kommt es nach Inkubation mit Etoposid und Staurosporin zur Freisetzung von 

Cytochrom c ins Zytosol (Abbildung 4.2B, Bahn 2 und 3). Bei den JE6.1-Bcl-2-Zellen lässt 

sich eine geringfügige Freisetzung von Cytochrom c nach den angegebenen Stimuli trotz  

Bcl-2-Überexpression beobachten (Abbildung 4.2B, Bahn 5 und 6). Diese Ergebnisse zeigten, 

dass die Bcl-2-Überexpression ausschließlich in den J16-Zellen eine effektive Blockierung 

des mitochondrialen Signalweges gewährleistet. 



Ergebnisse   

 

61 

4.1.1.3 Zellviabilität in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Z ellen nach Inkubation mit 

apoptotischen Stimuli 

In vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von Bcl-2 

die Cytochrom c-Freisetzung komplett (J16-Bcl-2) oder teilweise (JE6.1-Bcl-2) inhibiert. 

Deshalb sollte im nächsten Schritt untersucht werden, inwieweit die Überexpression von   

Bcl-2 in den in 4.1.1.1 generierten Jurkat-Zellen zum Schutz der Zelle gegenüber 

mitochondrialer Apoptose-Stimuli beiträgt und ob Staurosporin in der Lage ist (im Gegensatz 

zu Chemotherapeutika) trotz der Bcl-2-Überexpression die Zellviabilität zu beeinflussen. Als 

mitochondrialer Apoptose-Stimulus wurde Etoposid und als Kontrolle der 

Todesrezeptorligand TRAIL verwendet, von dem bekannt ist, dass er in der Lage ist, 

unabhängig vom mitochondrialen Apoptoseweg in direkter Weise Apoptose zu induzieren. 

Zur Messung der Zellviabilität wurde der MTT-Test verwendet. Diese Messmethode beruht 

auf der Messung der Redoxaktivität in der Zelle. Die photometrische Detektion erfolgt nach 

Umsetzung des gelben MTT zum blauen Formazansalz durch die Reduktionsäquivalente 

NADH und NADPH. 

Nach Inkubation der J16-Vektor-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des 

Todesrezeptorliganden TRAIL, des Chemotherapeutikums Etoposid und des 

Proteinkinaseinhibitors Staurosporin konnte bei allen drei verwendeten Stimuli eine Abnahme 

der Zellviabilität beobachtet werden (Abbildung 4.3A). In den Bcl-2-überexprimierenden J16-

Zellen kommt es nach Inkubation mit TRAIL und Etoposid zu keiner Abnahme der 

Zellviabilität (Abbildung 4.3A). Im Gegensatz dazu führte die Behandlung der Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen mit Staurosporin zu einer Abnahme der Zellviabilität 

(Abbildung 4.3A). Die in 4.1.1.1 generierten Bcl-2-überexprimierenden JE6.1-Zellen wurden 

in einem identischen Versuchsansatz auf ihre Zellviabilität nach Behandlung mit TRAIL, 

Etoposid und Staurosporin hin untersucht. Im Falle der JE6.1-Vektor-Zellen führte sowohl die 

Behandlung mit Etoposid als auch mit Staurosporin, nicht jedoch mit TRAIL zum Verlust der 

Zellviabilität (Abbildung 4.3B). Ebenso erfolgte nach der Inkubation mit TRAIL in den    

Bcl-2-überexprimierenden JE6.1-Zellen kein Verlust der Zellviabilität. Staurosporin und auch 

Etoposid waren allerdings in der Lage eine Abnahme der Zellviabilität in diesen Zellen zu 

bewirken (Abbildung 4.3B).  

Zusammenfassend lassen die Cytochrom c-Freisetzung (vgl. 4.1.1.2) und die Erhaltung der 

Zellviabilität (vgl. 4.1.1.3) in den in 4.1.1.1 generierten Jurkat-Zellen darauf schließen, dass 

die Bcl-2-Überexpression in den J16-Bcl-2-Zellen ausreichend für den Schutz der Zellen vor 

Apoptose-Induktion über den intrinsischen Signalweg ist. Obwohl die Überexpression von 
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Bcl-2 den Etoposid-induzierten Apoptose-Signalweg komplett blockiert, ist Staurosporin 

jedoch offensichtlich in der Lage, in Gegenwart von Bcl-2 Apoptose zu induzieren. Hingegen 

konnte in den Bcl-2-überexprimierenden JE6.1-Zellen durch die Bcl-2-Überexpression nur 

ein partieller Schutz vor der Cytochrom c-Freisetzung nach Stimulation mit mitochondrialen 

Apoptose-Stimuli aufgebaut werden.  

 

 

 

Abbildung 4.3: Bcl-2-Überexpression beeinflusst die Zellviabilität nach verschiedenen 
apoptotischen Stimuli 

(A) und (B) 1 x 105 J16-Zellen oder JE6.1-Zellen (B), entweder mit dem Leervektor (pMSCVpuro, weiße 
Kästchen) oder mit humaner Bcl-2-cDNA transfiziert (pMSCVpuro-hBcl-2, schwarze Kästchen), wurden mit 
den angegebenen Konzentrationen von TRAIL, Etoposid und Staurosporin für 24 h inkubiert. Nach Zugabe von 
10 µL MTT (5 mg/mL) und Inkubation von 5 Stunden erfolgte eine weitere Zugabe von 100 µL SDS-Lösung 
(10%). Nach weiteren 12 h wurde die Messung der Absorption (550 nm/690 nm) als Maß der Redoxaktivität 
durchgeführt. Gezeigt sind die Mittelwerte von Triplikaten. 
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4.1.1.4 Untersuchung zur Apoptose-Induktion und Caspase-Aktivierung in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen 

Aus den bisherigen Ergebnissen geht hervor, dass Staurosporin in J16-Zellen und JE6.1-

Zellen trotz Bcl-2-Überexpression eine Abnahme der Zellviabilität (vgl. Abbildung 4.3) 

bewirkt. Im Gegensatz zu Chemotherapeutika erfolgt die Staurosporin-induzierte Apoptose 

nach einer sehr schnellen Kinetik, was innerhalb dieser 1 - 2 h zu apoptotisch bedingten 

Veränderungen in der Zelle führt, wie z.B. Caspase-Aktivierung, Externalisierung von 

Phosphatidylserin, Zusammenbruch des Membranpotenzials und intrazelluläre Ansäuerung 

(Waibel et al., 2007). Zusätzlich zu diesen frühen apoptotischen Ereignissen wurde für 

Staurosporin ein Caspase-unabhängiger, zeitlich verzögerter Signalweg beschrieben 

(Belmokhtar et al., 2003; Zhang et al., 2004). Deshalb sollte der Staurosporin-induzierte 

Zelltod in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen näher differenziert werden (Apoptose, 

Nekrose) und im Folgenden die Apoptose-Induktion mit einer Analyse der Anzahl 

hypodiploider Kerne und im Falle der J16-Zellen zusätzlich die Caspase-Aktivierung 

untersucht werden. Hierfür wurden sowohl die mit dem Leervektor transfizierten Jurkat-

Zellen als auch die mit humaner Bcl-2-cDNA transfizierten Jurkat-Zellen für 24 h mit dem 

Todesrezeptorstimulus TRAIL, mit dem Chemotherapeutika Etoposid und mit dem 

Kinaseinhibitor Staurosporin inkubiert und die hypodiploiden Kerne anschließend 

durchflusszytometrisch analysiert. Die daraus resultierende Apoptose-Induktion sowohl in 

den J16-Vektor- als auch den JE6.1-Vektor-Zellen zeigt Abbildung 4.4A. Dadurch konnte 

gezeigt werden, dass der extrinsische Stimulus TRAIL, aber auch Staurosporin in den Bcl-2-

überexprimierenden J16- und JE6.1-Zellen Apoptose induzierten, wenngleich in reduziertem 

Maße. Die Etoposid-induzierte Apoptose ist hingegen in den J16-Bcl-2-Zellen vollständig 

geblockt (Abbildung 4.4A), wohingegen die Bcl-2-überexprimierenden JE6.1-Zellen nach 

Etoposid-Behandlung ebenfalls Apoptose aufwiesen (Abbildung 4.4B). Zur Klärung der 

Frage, ob Etoposid und Staurosporin in dem Zellsystem der Bcl-2-überexprimierenden J16-

Zellen zur Caspase-Aktivierung führen, wurden sowohl die J16-Vektor-Zellen als auch die 

J16-Bcl-2-Zellen mit beiden Stimuli inkubiert und die Spaltung des synthetischen Substrats 

DEVD-AMC im Fluorimeter bestimmt. Analog zur Apoptose-Induktion in Abbildung 4.4A 

führte die Etoposid-Behandlung der J16-Vektor-Zellen zur Caspase-Aktivierung (Abbildung 

4.4C), während diese in den Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen geblockt war (Abbildung 

4.4C). Staurosporin hingegen bewirkte sowohl in den Vektorkontrollzellen als auch in den 

Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen die Spaltung des synthetischen Caspase-Substrats 

DEVD-AMC (DEVD-AMC) (Abbildung 4.4C). 
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Die bisherigen Ergebnisse (vgl. Abschnitt 4.1.1.2, 4.1.1.3 und 4.1.1.4) weisen darauf hin, dass 

die Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 die Aktivierung des intrinsischen 

Apoptose-Signalweges in den JE6.1-Zellen nicht ausreichend blockiert. Aus diesem Grund 

wurden im Folgenden die weiteren Untersuchungen ausschließlich mit den generierten Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen durchgeführt.  

 

 

 

Abbildung 4.4: Staurosporin induziert Apoptose und Caspase-Aktivierung in Bcl-2-
überexprimierenden Jurkat-Zellen 

(A) und (B) 3 x 104 J16-Zellen (A) oder JE6.1-Zellen (B), entweder mit dem Leervektor (pMSCVpuro, weiße 
Balken) oder mit humaner Bcl-2-cDNA transfiziert (pMSCVpuro-hBcl-2, schwarze Balken), wurden 
unbehandelt (Ktrl) gelassen oder mit TRAIL (40 ng/mL), Etoposid (Etopo, 25 µg/mL) oder Staurosporin 
(Stauro, 2,5 µM) für 24 h inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung der hypodiploiden Kerne im 
Durchflusszytometer. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichung aus Triplikaten (C) 5 x 104 J16-
Zellen aus (A) wurden unbehandelt gelassen (Ktrl) oder mit Etoposid (Etopo, 25 µg/mL) oder Staurosporin 
(Stauro, 2,5 µM) für 8 h behandelt. Nach der Inkubation wurden zelluläre Lysate präpariert und mit dem 
fluorogenen Caspase-Substrat DEVD-AMC inkubiert. Der Reaktionsverlauf wurde fluorimetrisch verfolgt und 
die Caspase-Aktivität wie in Material und Methoden Abschnitt 3.2.3.13 beschrieben bestimmt. Gezeigt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Duplikaten. 
 

4.1.1.5 Beeinflussung der Mitochondrienmembran-Integrität in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen  

Da das anti-apoptotische Protein Bcl-2 einen Schutz für die Integrität der 

Mitochondrienmembran darstellt (Rudner et al., 2001), wurde zur weiteren Charakterisierung 

der Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen die Beeinträchtigung der Mitochondrienmembran-

Integrität nach Inkubation mit apopotischen und somit membranschädigenden Agenzien 

durchgeführt. Der damit verbundene Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials wurde 

mittels des Fluoreszenzfarbstoffs TMRE (Tetramethylrhodamin-ethylester) 

durchflusszytometrisch analysiert.  

Aus Abbildung 4.5 geht hervor, dass in den J16-Vektor-Zellen ein Verlust des 

mitochondrialen Membranpotenzials nach der Inkubation mit apoptotischen Stimuli 
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(Etoposid, Staurosporin) erfolgte. Im Gegensatz dazu führte die Behandlung der J16-Bcl-2-

Zellen mit dem mitochondrialen Stimulus Etoposid zu keinem Verlust der mitochondrialen 

Membranintegrität. Nach Inkubation der J16-Bcl-2-Zellen mit Staurosporin konnte hingegen 

ein Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials beobachtet werden, allerdings deutlich 

reduziert. Diese Beobachtung ist darauf zurückzuführen, dass der Verlust des mitochondrialen 

Membranpotenzials vorwiegend ein Ereignis darstellt, welches abgekoppelt von der 

Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium aber durch die Aktivierung von 

Caspasen vermittelt wird (Samraj et al., 2007). So scheint Staurosporin trotz Blockierung des 

mitochondrialen Apoptose-Signalweges infolge der Bcl-2-Überexpression in der Lage zu 

sein, über diesen Mechanismus einen Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials herbei 

zu führen. 

 

 

 

4.1.1.6 Untersuchung Apoptose-relevanter Proteine während der Staurosporin-

induzierten Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 

Da die vorangegangenen Ergebnisse sowohl die Induktion der Apoptose (Abbildung 4.4A) als 

auch die Aktivierung von Caspasen (Abbildung 4.4C) auch in Bcl-2-überexprimierenden 

Jurkat-Zellen infolge Staurosporin-Behandlung zeigen konnten, sollte die Rolle weiterer 

Apoptose-relevanter Proteine während der Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht 

werden. Hierfür wurde die Prozessierung der Initiatorcaspase-9, der Effektorcaspase-3 und 

des Caspase-Substrats PARP (Poly(ADP-ribose)-polymerase) mittels Western Blot analysiert. 

Beide Zelllinien (J16-Vektor-Zellen, J16-Bcl-2-Zellen) wurden mit Staurosporin für die 

angegebene Zeit inkubiert. Als Kontrolle wurden unbehandelte und mit Etoposid behandelte 

Zellen verwendet. Mit zunehmender Staurosporin-Inkubationsdauer war in der Western Blot-

Abbildung 4.5: Staurosporin führt zum 
Verlust des mitochondrialen Membran-
potenzials in Bcl-2-überexprimierenden 
Jurkat-Zellen 

1 x 105 J16-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, weiße 
Balken) oder J16-Bcl-2-Zellen (pMSCVpuro-
hBcl-2, schwarze Balken) wurden unbehandelt 
gelassen (Ktrl) oder mit Etoposid (Etopo, 
25 µg/mL) oder Staurosporin (Stauro, 2,5 µM) 
für 8 h inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen für 30 min mit TMRE-Lösung (0,2 µM in 
Zellkulturmedium) gefärbt (37°C). Die Messung 
erfolgte im Durchflusszytometer. Gezeigt sind 
Mittelwerte und Standardabweichung von 
Triplikaten. 
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Analyse sowohl die Zunahme der Caspase-9- als auch der Caspase-3-Prozessierung in den 

J16-Vektor-Zellen zu erkennen (Abbildung 4.6, Bahn 3 - 8, mittlerer und unterer Abschnitt). 

Parallel bewirkte die Staurosporin-Inkubation eine Zunahme der Spaltung des Caspase-

Substrats PARP (Abbildung 4.6, Bahn 3 - 8, oberer Abschnitt). Etoposid führte in diesen 

Zellen ebenfalls zur Prozessierung von Caspase-9, Caspase-3 und des Caspase-Substrats 

PARP (Abbildung 4.6, Bahn 2). Während der Staurosporin-Behandlung der Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen über den gleichen Zeitraum konnte sowohl die Prozessierung 

der beiden Caspasen-9 und -3 als auch des Caspase-Substrats PARP detektiert werden 

(Abbildung 4.6, Bahn 11 - 16). Diese Vorgänge wiesen in den Bcl-2-überexprimierenden 

Zellen einen verzögerten Verlauf auf. Die Etoposid-Behandlung dieser Zellen führte aufgrund 

der Bcl-2-Überexpression zu keiner Prozessierung der angegebenen Proteine (Abbildung 4.6, 

Bahn 10). Staurosporin induziert demnach in den in 4.1.1.1 generierten Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen Apoptose unabhängig vom mitochondrialen Apoptose-

Signalweg. 

 

 

 

Abbildung 4.6 (Legende s. nächste Seite) 
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Abbildung 4.6: Staurosporin führt zur Prozessierung von Caspase-9, Caspase-3 und des 
Caspase-Substrats PARP in Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen 

2 x 106 J16-Vektor-Zellen (pMSCVpuro) oder J16-Bcl-2-Zellen (pMSCVpuro-hBcl-2) wurden unbehandelt 
gelassen oder mit Etoposid (25 µg/mL) für 8 h oder mit Staurosporin (STS, 2,5 µM) für die angegebenen 
Zeitpunkte inkubiert. Nach Herstellung von Lysaten wurden 100 µg Protein pro Bahn über eine SDS-PAGE   
(8 -15%) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Prozessierung von PARP, Caspase-9 und Caspase-3 wurden mit den 
jeweiligen Antikörpern im Western Blot detektiert. Der Stern kennzeichnet unspezifische Banden. Links ist das 
Molekulargewicht der detektierten Proteine in kDa angegeben. 
 

4.1.1.7 Charakterisierung des Zelltods in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 

Nachdem festgestellt werden konnte, dass es sich im Falle des Staurosporin-induzierten 

Zelltodes um Apoptose (vgl. Abbildung 4.4) handelt, während der es zur Aktivierung von 

Caspasen kommt (Abbildung 4.4C), blieb dennoch die Frage offen, ob die Staurosporin-

induzierte Apoptose ausschließlich über Caspasen vermittelt wird. So ist bekannt, dass die 

Staurosporin-induzierte Apoptose neben einem Caspase-abhängigen Apoptose-Signalweg 

auch in der Lage ist, einen Caspase-unabhängigen Signalweg zu aktivieren, wenngleich mit 

einer zeitlich verzögerten Kinetik (Belmokhtar et al., 2001). Um die Rolle der Caspasen 

während der Staurosporin-induzierten Apoptose zu untersuchen, wurden sowohl die J16-

Vektor-Zellen als auch die J16-Bcl-2-Zellen mit dem Zytostatikum Mitomycin C, deren 

Inkubation zur Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweg führt, oder dem 

Proteinkinaseinhibitor Staurosporin jeweils mit und ohne dem Pan-Caspaseinhibitor QVD-

OPh stimuliert. Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurden nach Ende der Inkubationszeit 

die Anzahl der hypodiploiden apoptotischen Nuclei analysiert. In den J16-Vektor-Zellen 

konnte sowohl nach Inkubation mit Mitomycin C als auch Staurosporin Apoptose induziert 

werden (Abbildung 4.7). Bei den Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen war dagegen 

ausschließlich Staurosporin in der Lage das Selbstmordprogramm zu aktivieren. Bei 

Anwesenheit des Pan-Caspaseinhibitors QVD-OPh wurde die in beiden Zelllinien durch 

Mitomycin C- und Staurosporin-induzierte Apoptose blockiert (Abbildung 4.7).  

Aus den Ergebnissen aus Abschnitt 4.1.1 wird ersichtlich, dass Staurosporin auch in Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen Apoptose induzieren kann, gezeigt durch die Zunahme der 

hypodiploiden Kerne, erhöhter Caspaseaktivität und der Spaltung des Caspase-Substrats 

PARP. Darüber hinaus unterstreicht die Inhibierbarkeit durch QVD-POh, dass die 

Staurosporin-induzierte Apoptose in diesem Zellsystem von aktivierten Caspasen abhängt. 

Staurosporin besitzt demnach das Potenzial trotz Blockierung des mitochondrialen Apoptose-

Signalweges - hier infolge der Bcl-2-Überexpression (vgl. Abbildung 4.2, 4.3, 4.4 und 4.6) - 

und unabhängig vom Todesrezeptorsignalweg (Engels et al., 2000), einen neuartigen 

Apoptose-Signalweg zu aktivieren.  
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4.1.2 Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden DT40-

Zellen 

4.1.2.1 Untersuchung zur Staurosporin-induzierten Apoptose in DT40-Zellen 

Die Beobachtung, dass Staurosporin in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen Apoptose 

unabhängig vom intrinsischen Apoptose-Signalweg auslösen kann, sollte in weiteren 

Zellsystemen verifiziert werden. Aus diesem Grund sollte im Folgenden überprüft werden, ob 

die DT40-Zelllinie, die eine unreife bursale Hühner-B-Zelllinie darstellt, für weitere 

Untersuchungen bezüglich der Staurosporin-induzierten Apoptose herangezogen werden 

kann. Diese Zelllinie besitzt besonders für die weiteren experimentellen Applikationen den 

Vorteil, dass sie durch ständig ablaufende Genkonversion und einer hohen Rate homologer 

Rekombination vor allem für die Generierung von zellulären Knock-Outs geeignet ist 

(Buerstedde und Takeda, 1991; Winding und Berchtold, 2001). Zunächst sollte untersucht 

werden, ob Staurosporin in wild-typischen DT40-Zellen Apoptose induziert. Zu diesem 

Zweck erfolgte die Inkubation dieser Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von 

Staurosporin. Die Anzahl hypodiploider Kerne wurde nach Ende der Inkubationszeit 

durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei konnte festgestellt werden, dass Staurosporin in 

wild-typischen DT40-Zellen Apoptose initiiert (Abbildung 4.8A). Darüber hinaus sollte 

untersucht werden, ob nach Staurosporin-Inkubation der wild-typischen DT40-Zellen die 

Aktivierung von Caspasen beobachtet werden kann. Um dies zu überprüfen, wurden wild-

typische DT40-Zellen über verschiedene Zeiträume mit Staurosporin inkubiert. In der 

anschließenden fluorimetrischen Auswertung der DEVD-AMC-Spaltung konnte die 

Abbildung 4.7: Staurosporin-induzierte 
Apoptose ist Caspase-abhängig 

3 x 104 J16-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, weißer 
Balken) oder J16-Bcl-2-Zellen (pMSCVpuro-
hBcl-2, schwarze Balken) wurden mit dem 
Caspaseinhibitor QVD-OPh (QVD, 10 µM), 
Mitomycin C (Mito, 25 µg/mL), Staurosporin 
(STS, 2,5 µM) oder den Kombinationen von 
Mitomycin oder Staurosporin mit QVD 
(Mito + QVD, STS + QVD) inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Messung der 
hypodiploiden Kerne im Durchflusszytometer. 
Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichung aus Triplikaten. 
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Aktivierung der Caspasen nach Staurosporin-Behandlung festgestellt werden 

(Abbildung 4.8B). 

 

 

 

Abbildung 4.8: Staurosporin induziert Apoptose und Caspase-Aktivierung in wild-typischen 
DT40-Zellen 

(A) 3 x 104 wild-typische DT40-Zellen wurden mit den angegebenen Staurosporin-Konzentrationen für 24 h 
inkubiert. Anschließend wurden die hypodiploiden Kerne im Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichung aus Triplikaten. (B) 2 x 105 wild-typische DT40-Zellen wurden mit        
2,5 µM Staurosporin für die angegebenen Zeiträume stimuliert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden Lysate 
hergestellt, die Spaltung des synthetischen Caspase-Substrats DEVD-AMC im Fluorimeter analysiert und die 
Caspase-Aktivität wie in Material und Methoden Abschnitt 3.2.3.13 bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichung aus Duplikaten. 
  

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden DT40-Zellen als weiteres Zellsystem zur Untersuchung 

der Staurosporin-induzierten Apoptose verwendet. 

 

4.1.2.2 Klonierung von Hühner-Bcl-2-cDNA und retrovirale Tr ansfektion der DT40-

Zellen 

Wie in Abschnitt 4.1.1 gezeigt, induziert Staurosporin auch in Bcl-2-überexprimierenden 

Jurkat-Zellen Apoptose. Um diesen vom Mitochondrium unabhängigen Apoptose-Signalweg 

im DT40-Zellsystem weiter untersuchen zu können, wurde eine Bcl-2-überexprimierende 

DT40-Zelllinie generiert. Die Amplifikation der Hühner-Bcl-2-cDNA erfolgte auf der 

Grundlage der Sequenz aus einer genomischen Datenbank (Abbildung 4.9A) 

(Zugangsnummer NP_990670.1). Mit Hilfe einer PCR auf cDNA aus DT40-Zellen wurde mit 

den Oligonucleotiden chBcl-2_for und chBcl-2_rev die Bcl-2-cDNA amplifiziert und über 

EcoRI in den retroviralen Expressionsvektor pMSCVpuro kloniert. Nach der retroviralen 
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Transfektion von wild-typischen DT40-Zellen entweder mit dem Leervektor (DT40-Vektor-

Zellen) oder mit der Hühner-Bcl-2-cDNA (DT40-Bcl-2-Zellen) konnte die Überexpression 

von Bcl-2 in einer Western Blot-Analyse nachgewiesen werden (Abbildung 4.9B, unterer 

Abschnitt).  

 

 

 

 

 

 

4.1.2.3 Freisetzung von Cytochrom c in Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen 

In Abschnitt 4.1.1.2 wurde erwähnt, dass eine Überexpression des anti-apoptotischen Proteins 

Bcl-2 zu einer Blockierung der Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien führt. 

Dies ist gleichbedeutend mit der Blockierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges. 

Um zu überprüfen, ob die Überexpression in den in 4.1.2.2 generierten Bcl-2-

überexprimierenden DT40-Zellen die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium 

verhindert, wurden die DT40-Vektor-Zellen und die DT40-Bcl-2-Zellen entweder 

unbehandelt belassen oder mit dem Chemotherapeutikum Etoposid als Positivkontrolle bzw. 

Abbildung 4.9: Klonierung der Hühner-  
Bcl-2-cDNA und retrovirale Transfektion  

(A) Die Aminosäuresequenz des Hühner-Bcl-2 
(Zugangsnummer NP_990670.1). Die Amino-
säuren sind im Ein-Buchstabencode dargestellt. 
(B) Bcl-2-Expression in DT40-Zellen, die 
entweder mit dem Leervektor (pMSCVpuro, 
Bahn 1) oder mit Hühner- Bcl-2-cDNA 
(pMSCVpuro-chBcl-2, Bahn 2) retroviral 
transfiziert wurden. Nach Herstellung der Lysate 
wurden für die elektrophoretische Auftrennung 
über eine SDS-PAGE (12%) 50 µg Protein pro 
Bahn aufgetragen. Die Expression des Hühner-
Bcl-2 wurde im Western Blot mit anti-Bcl-2-
Antikörpern nachgewiesen. Als Ladekontrolle 
wurde die Membran zusätzlich mit anti-
Vinculin-Antikörpern analysiert (Abbildung 
4.9B, oberer Abschnitt). Links in der Abbildung 
ist die molekulare Masse der detektierten 
Proteine gezeigt. 
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Staurosporin inkubiert. In Abbildung 4.10 kann gezeigt werden, dass in DT40-Zellen, die mit 

dem Leervektor transfiziert worden waren, sowohl die Inkubation mit Etoposid als auch mit 

Staurosporin eine Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol zur Folge hatte (Abbildung 4.10, 

Bahn 2 und 3, unterer Abschnitt). In den Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen hingegen 

war ausschließlich Etoposid in der Lage, für eine Freisetzung von Cytochrom c zu sorgen 

(Abbildung 4.10, Bahn 5, unterer Abschnitt), was zurückgeführt werden könnte auf eine 

Etoposid-vermittelte Aktivierung eines Caspase-7-vermittelten Apoptose-Signalweges 

unabhängig von den Mitochondrien in DT40-Zellen (Korfali et al., 2004). Da jedoch die 

Staurosporin-vermittelte Cytochrom c-Freisetzung in den Bcl-2-überexprimierenden DT40-

Zellen blockiert war (Abbildung 4.10. Bahn 6, unterer Abschnitt), sollte im Folgenden in 

dieser Zelllinie die Staurosporin-induzierte Apoptose analog zu den Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen mit verschiedenen Methoden untersucht werden.  

 

 
 

Abbildung 4.10: Staurosporin führt in Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen nicht zur 
Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium 

1,2 x 107 DT40-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, Bahn 1 - 3) oder DT40-Bcl-2-Zellen (pMSCVpuro-chBcl-2,    
Bahn 4 - 6) wurden unbehandelt (unbeh., Bahn 1 und 4) gelassen oder mit Etoposid (25 µg/mL, 2 h, Bahn 2   
und 5) oder Staurosporin (2,5 µM, 8 h, Bahn 3 und 6) inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden die Zellen 
mit Digitonin-haltigem (Digitonin 0,2 mg/mL Puffer) Lysis-Puffer lysiert und anschließend durch zwei 
aufeinander folgende Zentrifugationsschritte die Mitochondrien vom Zytosol getrennt. 100 µg zytosolische 
Fraktion wurden in einer SDS-PAGE (8 - 15%) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der Cytochrom c-
Freisetzung in das Zytosol wurde mit anti-Cytochrom c-Antikörpern durchgeführt. Die Membran wurde 
zusätzlich mit anti-Vinculin-Antikörpern als Ladekontrolle inkubiert (oberer Abschnitt). 
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4.1.2.4 Untersuchung zur Zellviabilität in Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen nach 

Inkubation mit apoptotischen Stimuli 

Nachdem durch die vorangegangene Untersuchung gezeigt werden konnte, dass Etoposid-, 

aber nicht Staurosporin-Inkubation, zur Freisetzung von Cytochrom c in Bcl-2-

überexprimierenden DT40-Zellen führt, sollte darüber hinaus der Einfluss des 

mitochondrialen Apoptose-Stimulus Etoposid und des Kinaseinhibitors Staurosporin auf die 

Zellviabilität mittels MTT-Viabilitätstest (vgl. 4.1.1.3) überprüft werden. Hierfür wurden die 

DT40-Vektor-Zellen und die DT40-Bcl-2-Zellen mit Etoposid oder Staurosporin für 24 h 

inkubiert. Nach der Inkubationszeit konnte sowohl nach Etoposid-Behandlung als auch nach 

Staurosporin-Behandlung in beiden Zelllinien eine Abnahme der Zellviabilität beobachtet 

werden (Abbildung 4.11A und B). Die Bcl-2-Überexpression sorgte im Falle des Etoposid-

induzierten Zelltodes für keinen Schutz vor der Aktivierung des Zelltodprogramms. 

Demgegenüber stellte die Bcl-2-Überexpression nur einen partiellen Schutz vor dem 

Staurosporin-induzierten Zelltod dar (Abbildung 4.11A und B), obwohl im Gegensatz zu 

Etoposid die Freisetzung von Cytochrom c komplett blockiert war (vgl. 4.1.2.3). 

 

 

 

Abbildung 4.11: Staurosporin beeinträchtig die Zellviabilität von Bcl-2-überexprimierenden 
DT40-Zellen 

(A) und (B) 1 x 105 DT40-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, weiße Kästchen) oder DT40-Bcl-2-Zellen 
(pMSCVpuro-chBcl-2, schwarze Kästchen) wurden mit Etoposid (A) oder Staurosporin (B) in den angegebenen 
Konzentrationen für 24 h behandelt. Nach Zugabe von 10 µL MTT (5 mg/mL) Inkubation von 5 Stunden 
erfolgte eine weitere Zugabe von 100 µL SDS-Lösung (10%). Nach weiteren 12 h wurde die Messung der 
Absorption (550 nm/690 nm) als Maß der Redoxaktivität durchgeführt. Gezeigt sind die Mittelwerte von 
Triplikaten.  
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4.1.2.5 Untersuchung zur Apoptose-Induktion in Bcl-2-überexprimierenden DT40-

Zellen 

Nachdem in 4.1.2.4 eine Abnahme der Zellviabilität nach der Inkubation mit verschiedenen 

apoptotischen Stimuli in beiden Zelllinien festgestellt werden konnte (vgl. Abbildung 4.11), 

sollte in einem weiteren Schritt überprüft werden, ob es sich bei dem beobachteten Zelltod um 

Apoptose handelt. Zu diesem Zweck wurde nach Apoptose-Induktion in den DT40-Vektor-

Zellen und den DT40-Bcl-2-Zellen die Anzahl hypodiploider Kerne untersucht. Beide 

Zelllinien wurden entweder mit dem Apoptose-induzierenden Antikörper gegen den B-Zell-

Antigen-Rezeptor (M4) als Positivkontrolle oder mit dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporin 

für 24 h behandelt und die hypodiploiden Kerne anschließend im Durchflusszytometer 

analysiert. Daraus wurde ersichtlich, dass sowohl M4 als auch Staurosporin in den DT40-

Vektor-Zellen Apoptose induzieren (Abbildung 4.12). Wohingegen die DT40-Bcl-2-Zellen 

ausschließlich nach Inkubation mit Staurosporin eine Zunahme der hypodiploiden Nuclei 

aufwiesen (Abbildung 4.12).  

 

 

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass Staurosporin in der Lage ist, auch in Bcl-2-überexprimierenden 

DT40-Zellen Apoptose zu induzieren und diese somit ein geeignetes Modell zur weiteren 

Untersuchung des alternativen, Staurosporin-induzierten Apoptose-Signalweges darstellen. 

 

4.1.2.6 Charakterisierung des Zelltods in Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen 

Nach der Untersuchung der Veränderung der Zellviabilität und der Apoptose-Induktion nach 

der Inkubation mit apoptotischen Stimuli sollte im Folgenden die Frage beantwortet werden, 

ob die in den Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen beobachtete Apoptose ausschließlich 

Abbildung 4.12: Staurosporin induziert 
Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden 
DT40-Zellen 

3 x 104 DT40-Vektor-Zellen (pMSCVpuro, 
weiße Balken) und DT40-Bcl-2-Zellen 
(pMSCVpuro-chBcl-2) wurden unbehandelt 
(Ktrl) gelassen oder mit dem anti-B-Zell-
Antigen-Rezeptor-Antikörper M4 (M4, 
10 µg/mL) oder Staurosporin (Stauro, 2,5 µM) 
behandelt. Nach 24 h wurde die Zunahme der 
hypodiploiden Kerne im Durchflusszytometer 
analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von Triplikaten. 
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Caspase-abhängig ist. Dies wurde analog zu den Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 

mittels Untersuchung der Anzahl hypodiploider Kerne nach Apoptose-Induktion  

durchgeführt (vgl. 4.1.1.7). Zunächst wurden die DT40-Vektor-Zellen und die DT40-Bcl-2-

Zellen entweder mit dem Pan-Caspaseinhibitor QVD-OPh, Mitomycin C, Staurosporin oder 

mit der Kombination aus Mitomycin C und QVD-OPh bzw. Staurosporin und QVD-OPh für 

24 h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die hypodiploiden Nuclei 

durchflusszytometrisch analysiert. Im Falle der QVD-Behandlung konnte in den 

Vektorkontrollzellen und in den DT40-Bcl-2-Zellen keine Apoptose-Induktion nachgewiesen 

werden (Abbildung 4.13). Allerdings induzierte sowohl die Inkubation mit Mitomycin C als 

auch die Inkubation mit Staurosporin in beiden Zelllinien Apoptose (Abbildung 4.13). In 

Anwesenheit des Pan-Caspaseinhibitors QVD-OPh in Kombination mit Mitomycin oder 

Staurosporin konnte keine Zunahme der hypodiploiden Kerne beobachtet werden (Abbildung 

4.13).  

 

 

 

Dieses Ergebnis weist daraufhin, dass die Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-

überexprimierenden DT40-Zellen von der Aktivierung von Caspasen abhängt, wie auch schon 

in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen gezeigt (vgl. 4.1.1.7). So kann man 

zusammenfassen, dass Staurosporin neben der Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-

Signalweges sowohl in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat- als auch in DT40-Zellen einen 

alternativen, vom Mitochondrium unabhängigen Apoptose-Signalweg induzieren kann. 

 

Abbildung 4.13: Staurosporin-induzierte 
Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden 
DT40-Zellen ist Caspase-abhängig 

3 x 104 mit dem Leervektor (pMSCVpuro, 
weiße Balken) oder mit der Hühner-Bcl-2-
cDNA (pMSCVpuro-chBcl-2, schwarze Balken) 
transfizierten DT40-Zellen wurden mit dem 
Pan-Caspaseinhibitor QVD-OPh (QVD, 
10 µM), mit Mitomycin C (Mito, 25 µg/mL), 
Staurosporin (STS, 2,5 µM) oder mit der 
Kombination aus QVD und Mitomycin 
(Mito + QVD) oder QVD und Staurosporin 
(STS + QVD) inkubiert. Am Ende der 
Inkubationszeit (24 h) erfolgte die Analyse der 
Anzahl hypodiploider Kerne im 
Durchflusszytometer. Gezeigt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus 
Triplikaten. 
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4.1.3 Staurosporin-induzierte Apoptose in apaf-1-defizienten DT40-Zellen 

4.1.3.1 Generierung einer apaf-1-defizienten Zelllinie 

Zur weiteren Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptose in DT40-Zellen wurde im 

nächsten Schritt eine apaf-1-defiziente Zelllinie generiert. In DT40-Zellen lassen sich durch 

die ständig ablaufende Genkonversion und die hohe Rate homologer Rekombinationen 

(Buerstedde und Takeda, 1991) leicht Knock-Out-Zellen generieren. Während des 

mitochondrialen Apoptose-Signalweges spielt Apaf-1 als Adapterprotein für die Bildung des 

Apoptosoms eine zentrale Rolle. Aufgrund der Beobachtung, dass Staurosporin-induzierte 

Apoptose im DT40-Zellsystem unabhängig vom Mitochondrium erfolgen kann (vgl. 

Abschnitt 4.1.2), soll durch eine apaf-1-defiziente DT40-Zelllinie der mögliche Einfluss von 

Apaf-1 innerhalb dieses Staurosporin-induzierten Signalweges untersucht werden. Mit Hilfe 

der bekannten murinen apaf-1-Sequenz wurde innerhalb des Hühner-Genoms eine tblastx-

Suche in der Ensembl-Datenbank durchgeführt (http:\\www.ensembl.org). Anhand dieser 

Suche konnte der apaf-1-Lokus im Hühner-Genom auf Chromosom 1 ausgemacht werden. 

Die Zugangsnummer des Hühner-apaf-1-Lokus ist ENSGALG00000011531. Der genomische 

Hühner-apaf-1-Lokus umfasst 26 Exons. Mittels PCR wurden ein 3559 bp großes Fragment 

mit den Oligonucleotiden Apaf-1_LA_for1 und Apaf-1_LA_rev1 und ein 3696 bp großes 

Fragment mit den Oligonucleotiden Apaf-1_RA_for1 und Apaf-1_RA_rev1 amplifiziert. Die 

Klonierung in den Vektor pBluescript II SK(-) (pBS) erfolgte im Falle des 3559 bp-Fragment 

über EcoRI und im Falle des 3696 bp-Fragment über eine Ligation glatter Enden. Diese 

entstanden durch den Verdau des Vektors pBS-chApaf-1-LA mit NotI bzw. durch den Verdau 

des Klonierungsvektors mit dem 3696 bp großen Fragment mit EcoRI und jeweils 

anschließender Klenow-Behandlung. Die targeting-Vektoren pBS-chApaf-1-LA/RA-His und 

pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr wurden durch Ligation einer Histidinol- bzw Blasticidin- 

Resistenzkassette über die Schnittstelle BamHI im pBS-chApaf-1-LA/RA kloniert. Für die 

Inaktivierung eines apaf-1-Allels wurden wild-typische DT40-Zellen mit dem targeting-

Konstrukt pBS-chApaf-1-LA/RA-His transfiziert. Die homologe Rekombination wurde mit 

Hilfe einer PCR nachgewiesen. Hierbei konnten zwei heterozygote Knock-Out-Zelllinien 

(Abbildung 4.14B: A2, A6) identifiziert werden. Die Inaktivierung des zweiten apaf-1-Allels 

erfolgte durch die Transfektion des targeting-Konstrukts pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr. Es 

konnten fünf homozygote Knock-Outs (Abbildung 4.14B: A2-4, A2-6, A6-2, A6-13, A6-19) 

detektiert werden. Dieses Ergebnis sollte in einem nächsten Schritt auf Transkriptionsebene 

per RT-PCR überprüft werden. Abbildung 4.14C zeigt, dass in den wild-typischen DT40-

Zellen sowie in den beiden heterozygoten Knock-Out-Klonen Apaf-1-mRNA nachgewiesen 
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werden konnte. Im Falle der homozygoten Knock-Outs A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 und A6-19 

konnte kein Produkt detektiert werden. Die Generierung der homozygoten apaf-1-Knock-

Outs A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 und A6-19 wurden darüber hinaus per Western Blot bestätigt 

(Abbildung 4.14D). Mit den apaf-1-defizienten-Zellinien A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 und     

A6-19 sollte nun im Folgenden die Rolle von Apaf-1 in der Staurosporin-induzierten 

Apoptose in DT40-Zellen geklärt werden. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.14 (Legende s. nächste Seite) 
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Abbildung 4.14: Generierung einer apaf-1-defizienten DT40-Zelllinie 

(A) Schematische Darstellung des Hühner-apaf-1-Lokus und der verwendeten Klonierungsstrategie. Die 
targeting-Vektoren pBS-chApaf-1-LA/RA-His und pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr wurden generiert durch die 
Ligation einer Histidinol- oder Blasticidin-Resistenzkassette über die Restriktionsendonuclease BamHI. Die 
Resistenzkassetten sind umgeben von einem 3559 bp-Fragment auf der 5`Seite (linker Arm) und von einem 
3696 bp-Fragment auf der 3`Seite (rechter Arm). Die Transkriptionsrichtung der Resistenzkassetten ist 
entgegengesetzt zu der von apaf-1. Die Restriktionsendonucleasen zur Klonierung der Fragmente in den Vektor 
sind oberhalb des Gens angegeben. Blaue Kästen symbolisieren die 26 Exons des Hühner-Apaf-1. (B) Homologe  
Rekombination von pBS-chApaf-1-LA/RA-His und pBS-chApaf-1-LA/RA-Bsr im apaf-1-Lokus. Die 
Generierung der apaf-1 +/- Klone A2 und A6 (Bahn 2 und 3) und der apaf-1 -/- Klone A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 
und A6-19 (Bahn 4 - 8) wurden mittels PCR verifiziert. Für das wild-typische apaf-1-Allel wurden die 
Oligonucelotide Apaf1screen_for2 und Apaf-1_LA_rev1 verwendet. Histidinol- und Blasticidin-getargetete 
Allele wurden mittels den Oligonucleotiden Apaf1screen_for2 und HisD_revII bzw. Bsr_rev nachgewiesen. 
Genomische DNA aus wild-typischen DT40-Zellen wurde als Kontrolle eingesetzt (Bahn 1). (C) Überprüfung 
der Expression von Apaf-1 mittels RT-PCR. Zur Amplifizierung der cDNA wurden die Oligonucleotide chApaf-
1_for3 und chApaf-1_rev3 verwendet (oberer Abschnitt). Als Kontrolle wurde darüber hinaus Hühner-gapdh-
cDNA (unterer Abschnitt) amplifiziert. (D) Aus 1 x 106 Zellen wurden zelluläre Lysate hergestellt und 200 µg 
Protein über eine SDS-PAGE (10%) elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend wurde per Western Blot mit 
anti-Hühner-Apaf-1-Antikörpern die Expression des Hühner-Apaf-1 nachgewiesen (oberer Abschnitt). Als 
Ladekontrolle wurde die Membran zusätzlich mit anti-Hühner-GAPDH-Antikörper inkubiert (unterer 
Abschnitt). Der Stern kennzeichnet eine unspezifische Bande. Links in der Abbildung ist die molekulare Masse 
der untersuchten Proteine in kDa gezeigt.  
 

4.1.3.2 Untersuchung zur Staurosporin-induzierten Apoptose in apaf-1-defizienten 

DT40-Zellen 

Die in 4.1.3.1 generierten apaf-1-defizienten Zelllinien A2-4, A2-6, A6-2, A6-13 und A6-19 

sollten zur Klärung der Frage beitragen, ob das Adapterprotein Apaf-1 notwendig für die 

Staurosporin-induzierte Apoptose ist. Aus diesem Grund wurden neben den homozygoten 

Knock-Outs auch die heterozygoten Knock-Outs und wild-typischen DT40-Zellen mit M4 

und Staurosporin inkubiert. Nach 24 h wurde die Anzahl hypodiploider Kerne im 

Durchflusszytometer analysiert.  

 

 

Abbildung 4.15: Staurosporin induziert 
Apoptose in apaf-1 -/- DT40-Zellen 

3 x 104 Zellen der wild-typischen, der apaf-1 +/- 
und der apaf-1 -/- DT40-Zellen wurden 
unbehandelt gelassen (Ktrl, weiße Balken) oder 
mit dem anti-BCR-Antikörper M4 (M4, 
10 µg/mL, schwarze Balken) oder Staurosporin 
(STS, 2,5 µM, gestreifte Balken) inkubiert. 
Nach 24 h wurden die Anzahl hypodiploider 
Kerne mittels Durchflusszytometer analysiert. 
Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von Triplikaten. 
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Hierbei konnte Apoptose-Induktion in allen Zelllinien unabhängig der Apaf-1-Expression 

beobachtet werden. Nach Stimulation mit Staurosporin kam es in allen verwendeten Zelllinien 

zu einer Zunahme der hypodiploiden Kerne, wenngleich im Falle der homozygoten Knock-

Outs in reduziertem Maße (Abbildung 4.15).  

Da durch Staurosporin auch in den homozygoten Knock-Out-Zellen Apoptose induziert 

werden konnte, scheint Apaf-1 keine zentrale Rolle in der Staurosporin-induzierten Apoptose 

in DT40-Zellen einzunehmen. Dies spricht dafür, dass der durch Staurosporin induzierte 

alternative Apoptose-Signalweg nicht nur unabhängig vom Mitochondrium, sondern auch 

unabhängig vom Apoptosom, für dessen Bildung das Adapterprotein Apaf-1 essentiell ist, 

aktiviert wird. 

 

4.1.3.3 Apoptosom-Bildung in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen während der 

Staurosporin-induzierten Apoptose 

Nachdem im DT40-Zellsystem dem Adapterprotein Apaf-1 in der Staurosporin-induzierten 

Apoptose keine zentrale Rolle zuzukommen scheint (vgl. Abschnitt 4.1.3.2), wurde im 

Folgenden untersucht, ob Apaf-1 im Jurkat-Zellsystem während der Staurosporin-induzierten 

Apoptose eine zentrale Rolle einnimmt. Da Caspase-9 während der Apoptosom-Bildung über 

seine N-terminale CARD-Domäne an die CARD-Domäne von Apaf-1 und damit an das 

Apoptosom rekrutiert wird, sollte überprüft werden, ob die Apoptosom-Bildung in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen durch eine Co-Immunaufreinigung von Apaf-1 in einer 

Caspase-9-Immunopräzipitation (IP) nachgewiesen werden kann. Um ausschließlich die 

Staurosporin-induzierte Apoptose ohne Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-

Signalweges untersuchen zu können, wurden hierfür Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen 

über verschiedene Zeiträume mit Staurosporin behandelt. Als Positivkontrolle wurde das 

Apoptosom durch Zugabe von dATP und Cytochrom c zu unbehandeltem Lysat in vitro 

induziert. Anschließend wurden die gewonnenen Lysate mit anti-Caspase-9-Antikörpern-

gekoppelten Agarose-Beads inkubiert und präzipitierte Proteine per Western Blot analysiert. 

Nach Zugabe von dATP und Cytochrom c in das unbehandelte Lysat konnte im Western Blot 

die Prozessierung der Caspase-9 beobachtet werden (Abbildung 4.16, linker und rechter 

Abschnitt, Bahn 2 und 11). Gleichzeitig war eine Co-Aufreinigung von Apaf-1 zu beobachten 

(Abbildung 4.16, rechter Abschnitt, Bahn 11). Im Gegensatz dazu konnte nach der Inkubation 

der Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen mit Staurosporin sowohl unprozessierte als auch 

prozessierte Caspase-9 detektiert, aber zu keinem Zeitpunkt Apaf-1 co-aufgereinigt werden 

(Abbildung 4.16, rechter Abschnitt, Bahn 12 - 18). Dies lässt darauf schließen, dass 
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Staurosporin in der Lage ist, in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen unabhängig von der 

Bildung des Apoptosoms Apoptose zu induzieren.  

 

 

 

Abbildung 4.16: Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 
erfolgt unabhängig von der Apoptosom-Bildung 

5,5 x 107 Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen wurden unbehandelt (Bahn 1 und 10) gelassen oder für die 
angegebenen Zeiträume mit Staurosporin (STS, 2,5 µM, Bahn 3 - 9 und 12 - 18) inkubiert. Als Positivkontrolle 
für die Apoptosom-Bildung diente unbehandeltes Lysat, zu dem Cytochrom c (8,6 µM) und dATP (2,4 mM) 
(Cytc/dATP) gegeben wurde (Bahn 2 und 11). Vor der Immunaufreinigung (IP, Bahn 10 - 18) wurde ein Teil des 
Lysats abgenommen und über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt (Input, Bahn 1 - 9). Die verbleibenden Lysate 
wurden für die IP mit anti-Caspase-9-Antikörpern eingesetzt. Die gebundenen Proteine wurden anschließend 
über eine SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit anti-Apaf-1-Antikörpern und anti-
Caspase-9-Antikörpern detektiert. Der Stern kennzeichnet eine unspezifische Bande. Die molekulare Masse in 
kDa der detektierten Proteine ist links in der Abbildung aufgeführt.  
 

Zur Überprüfung dieses Ergebnisses wurde im Folgenden eine Gelfiltration durchgeführt. Für 

diese Fragestellung wurden wiederum Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen entweder 

unbehandelt gelassen oder für 1,5 h mit Staurosporin behandelt. Nach der Inkubationszeit 

wurden S100-Überstände hergestellt und die aus unbehandelten Zellen gewonnenen S100-

Überstände mit oder ohne Cytochrom c und dATP inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Auftrennung der zellulären Proteine und Proteinkomplexe nach ihrem Molekulargewicht über 

eine Superose 6TM HR 10/30-Säule (Amersham Bioscience). In einem darauf folgenden 

Western Blot wurde die Anwesenheit von Apaf-1 und Caspase-9 in den jeweiligen Fraktionen 

überprüft. Im Falle der unbehandelten Kontrolllysate wurde Apaf-1 bei einem 

Molekulargewicht von ungefähr 300 - 450 kDa eluiert (Abbildung 4.17, oberer Abschnitt, 

Bahn 5 - 7), jedoch lag hier keine Interaktion mit Caspase-9 vor. In den Fraktionen 11 - 14 

erfolgte die Elution sowohl der unprozessierten als auch der prozessierten Caspase-9 
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(Abbildung 4.17, oberer Abschnitt, Bahn 7 bis 10), was sich durch die autoproteolytische 

Aktivierung der Caspase-9 auf der Säule aufgrund der räumlichen Nähe (induzierte 

Proximität) erklären ließe. Die Zugabe von Cytochrom c und dATP zu den S100-Extrakten 

unbehandelter Bcl-2-überexprimierender Jurkat-Zellen führte zur Oligomerisierung von  

Apaf-1 und damit zur Bildung des Apoptosoms (Abbildung 4.17, mittlerer Abschnitt, Bahn 3 

und 4). In diesem hochmolekularen Komplex konnte darüber hinaus die p35-Form der 

prozessierten Caspase-9 detektiert werden, die durch Spaltung der unprozessierten Caspase-9 

am Asp315 durch die Aktivierung der Caspase-9 im Apoptosom entsteht (Abbildung 4.17, 

mittlerer Abschnitt, Bahn 4 und 5). Sowohl die p37-Form, die aus der Spaltung der Caspase-9 

durch die Effektorcaspase-3 am Asp330 resultiert, als auch die p35-Form der Caspase-9 

wurde in den Fraktionen 12 - 14 eluiert (Abbildung 4.17, mittlerer Abschnitt, Bahn 9 - 11). 

Nach Staurosporin-Behandlung der Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen konnte nach der 

Auftrennung durch die Gelfiltration keine Oligomerisierung von Apaf-1 beobachtet werden. 

Vielmehr wurde Apaf-1 bei einem Molekulargewicht von 300 - 450 kDa (Bahn 6 und 7) 

eluiert wie es bereits bei den Kontrolllysaten beobachtet werden konnte. Parallel dazu erfolgte 

auch die Elution der unprozessierten Form aber auch der p37- und der p35-Form der  

Caspase-9 in den Fraktionen 11 - 14 (Abbildung 4.17, unterer Teil, Bahn 8 - 11), was einem 

Molekulargewicht von 50 kDa entspricht.  
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Abbildung 4.17 (Legende s. nächste Seite) 
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Abbildung 4.17: Staurosporin-induzierte Apoptose führt nicht zur Apoptosom-Bildung in Bcl-2-
überexprimierenden Jurkat-Zellen 

Herstellung der S100-Extrakte von unbehandelten (Kontrolle) oder mit Staurosporin-behandelten Bcl-2-
überexprimierenden Jurkat-Zellen (STS). Als Positivkontrolle für die Apoptosom-Bildung erfolgte die Zugabe 
von 8,6 µM Cytochrom c und 2,4 mM ATP (37 °C, 30 min) zu S100-Extrakt von ebenfalls unbehandelten Bcl-2-
überexprimierenden Jurkat-Zellen (Cytc/dATP). Je 5 mg der S100-Extrakte wurden mittels einer Größen-
Ausschluss-Chromatographie über eine Superose 6TM HR 10/30-Säule fraktioniert wie in Material und Methoden 
Abschnitt 3.2.3.8 beschrieben. Fraktionen mit 500 µL Volumen wurden gesammelt und anschließend 100 µL 
jeder Fraktion elektrophoretisch über eine SDS-PAGE (8 - 15%) aufgetrennt. Die Elution der Proteine wurden 
im Western Blot mit anti-Apaf-1-Antikörpern und anti-Caspase-9-Antikörpern nachgewiesen. Die Pfeile weisen 
auf die Fraktion unter Angabe des zugeordneten Molekulargewichts hin. Links sind die Molekulargewichte der 
detektierten Proteine in kDa angegeben. 
 

Neben der Analyse der Gelfiltration per Western Blot wurde die Caspase-3-Aktivierung in 

den einzelnen Fraktionen mit einem fluorimetrischen Test die Spaltung des DEVD-AMC 

untersucht. In Anwesenheit von Cytochrom c und dATP konnte in den Fraktionen 7 und 8 

und 10 bis 17 eine deutliche Zunahme der Caspase-3-Aktivität beobachtet werden  

(Abbildung 4.18A). Diese Aktivität kann vermutlich auf die Aktivität der prozessierten 

Caspase-9 aus den Fraktion 7 und 8 sowie 12 bis 14 zurückgeführt werden (Abbildung 4.17), 

da die aktivierte Caspase-9 zu einer darauf folgenden Spaltung und Aktivierung der   

Caspase-3 führt, was somit eine verstärkte Spaltung des Substrats DEVD-AMC zur Folge hat. 

Im Falle der Kontrolle und der mit Staurosporin-behandelten Bcl-2-überexprimierenden 

Jurkat-Zellen konnte eine Zunahme der Caspase-3-Aktivität in den Fraktionen 6 und 7 

(Abbildung 4.18A und B) festgestellt werden. Dies lässt sich aber nicht auf die Aktivierung 

durch einen hochmolekularen Komplex erklären (vgl. Abbildung 4.17), sondern vielmehr 

durch die mögliche Aktivierung der Caspase bei sehr großer räumlicher Nähe. Dennoch 

konnte man auch in der Fraktion 10 aus den Extrakten der mit Staurosporin-behandelten 

Zellen eine Zunahme der Caspase-3-Aktivität erkennen (Abbildung 4.18B), was ebenfalls 

dem Ergebnis des Western Blots entspricht (Abbildung 4.17, unterer Abschnitt, Bahn 8 - 11). 

Mit diesen verschiedenen Methoden konnte demnach festgestellt werden, dass die 

Staurosporin-induzierte Apoptose nicht über das hochmolekulare Apoptosom aktiviert wird. 

Darüber hinaus erfolgt die Apotosom-unabhängige Aktivierung von Caspase-9 offensichtlich 

unabhängig von der Bildung eines hochmolekularen Komplexes. 
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4.1.4 Staurosporin-induzierte Apoptose in caspase-9-defizienten DT40-Zellen 

4.1.4.1 Generierung einer caspase-9-defizienten DT40-Zelllinie 

Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen wurde deutlich, dass die  Staurosporin-induzierte 

Apoptose sowohl unabhängig vom Mitochondrium als auch unabhängig vom Apoptosom 

abläuft. So stellte sich im Folgenden die Frage, ob die Initiatorcaspase-9 innerhalb dieses 

alternativen Apoptose-Signalweges eine zentrale Rolle einnimmt. Für die Beantwortung 

dieser Frage wurden caspase-9-defiziente DT40-Zellen generiert. Zunächst wurde mit Hilfe 

der bekannten murinen caspase-9-Sequenz innerhalb des Hühner-Genoms eine tblastx-Suche 

in der Ensembl-Datenbank durchgeführt (http:\\www.ensembl.org). Hierdurch konnte der 

caspase-9-Lokus im Hühner-Genom auf Chromosom 21 identifiziert werden. Die 

Zugangsnummer des Hühner-caspase-9-Lokus ist ENSGALG00000001366. Mit den 

Oligonucleotiden Casp9_for2SpeI und Casp9_rev2NotI wurde mittels PCR ein 6477 bp 

Abbildung 4.18: Analyse der 
Caspase-Aktivierung  in den 
Fraktionen der Gelfiltration 

(A) Nach der Chromatographie der 
unbehandelten S100-Extrakte ohne 
(Ktrl, weiße Kästchen) und mit 
Zugabe von Cytochrom c und dATP 
(Cytc/dATP, schwarze Kästchen) aus 
Abbildung 4.17 wurden 100 µL der 
Fraktionen zur fluorimetrischen  
Analyse der DEVDase-Aktvität, wie 
in Material und Methoden Abschnitt 
3.2.3.13 beschrieben, eingesetzt. (B) 
Nach der Chromatographie der S100-
Extrakte aus unbehandelten (Ktrl, 
weiße Kästchen) und aus mit 
Staurosporin-behandelten Bcl-2-
überexprimierenden (STS, schwarze 
Kästchen) Jurkat-Zellen wurden 
100 µL der Fraktionen zur Analyse der 
Spaltung des synthetichen Caspase-
Substrats DEVD-AMC, wie in 
Material und Methoden Abschnitt 
3.2.3.13 beschrieben, eingesetzt. 
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großes Fragment amplifiziert. Über die Restriktionsendonucleasen SpeI und NotI erfolgte die 

Klonierung dieses Fragments in den Vektor pBluescript II SK(-) (pBS), bei dem zuvor durch 

Spaltung, Klenow-Behandlung und Religation die EcoRI-Schnittstelle entfernt wurde. Die 

targeting-Vektoren pBS-chCaspase-9-His und pBS-chCaspase-9-Bsr entstanden durch die 

Klonierung der Histidinol- bzw. Blasticidin- Resistenzkassette durch die Ligation glatter 

Enden. Diese entstanden zum einen durch den Verdau von pBS-chCaspase-9 mit der 

Restriktionsendonuclease EcoRI und anschließender Klenow-Behandlung. Zum anderen 

entstanden die glatten Enden durch den Verdau der Histidinol- bzw. Blasticidin-

Resistenzkassetten mit der Restriktionsendonuclease BamHI und anschließender Klenow-

Behandlung (Abbildung 4.19A). Für die Inaktivierung des einen caspase-9-Allels wurden 

wild-typische DT40-Zellen mit dem targeting-Vektor pBS-chCaspase-9-His transfiziert. Die 

Überprüfung der homologen Rekombination erfolgte mittels PCR. Hierbei konnte ein 

heterozygoter Knock-Out (Abbildung 4.19B: C32, Bahn 2) identifiziert werden. Die 

Inaktivierung des zweiten caspase-9-Allels erfolgte durch die Transfektion des targeting-

Vektors pBS-chCaspase-9-Bsr. Mittels PCR wurde die homologe Rekombination untersucht 

und ein homozygoter Knock-Out konnte hierbei identifiziert werden (Abbildung 4.19B:   

C32-13, Bahn 3). Im nächsten Schritt sollte dieses Ergebnis auf Transkriptionsebene per RT-

PCR bestätigt werden. In Abbildung 4.19C (Bahn 2) ist zu sehen, dass im Falle der wild-

typischen DT40-Zellen und des heterozygoten Knock-Outs (C32) Caspase-9-mRNA 

nachweisbar ist. Im Gegensatz zum homozygoten Knock-Out (Abbildung 4.19C, Bahn 3), bei 

dem kein Produkt amplifiziert werden konnte. Da zum momentanen Zeitpunkt kein 

Antikörper zur Detektion der Hühner-Caspase-9 zur Verfügung stand, konnte der Knock-Out 

an dieser Stelle nicht auf Proteinebene untersucht werden. Aufgrund der Ergebnisse aus PCR 

und RT-PCR kann dennoch davon ausgegangen werden, dass der Klon C32-13 Caspase-9-

defizient ist. 
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Abbildung 4.19: Generierung einer caspase-9 -/- DT40-Zelllinie 

(A) Schematische Darstellung des Hühner-caspase-9-Lokus und der verwendeten Klonierungsstrategie. Die 
targeting- Vektoren pBS-chCaspase-9-His und pBS-chCaspase-9-Bsr wurden durch die Ligation einer 
Histidinol- bzw. Blasticidin-Resistenzkassette über die Restriktionsendonucleasen BamHI und EcoRI erzeugt 
(unterstrichene Restriktionsendonucleasen weisen auf die Ligation glatter Enden hin). Die 
Transkriptionsrichtung der Resistenzkassetten ist entgegengesetzt zu der Transkriptionsrichtung von caspase-9. 
Die Restriktionsendonucleasen zur Klonierung der Fragmente in den Expressionsvektor sind oberhalb des Gens 
angegeben. Blaue Kästen stehen für die Exons der Hühner-Caspase-9. (B) Die Überprüfung der homologen 
Rekombination der targeting-Vektoren pBS-chCaspase-9-His und pBS-chCaspase-9-Bsr mittels PCR. Detektion 
des caspase-9 +/--Klon C32 und des caspase-9 -/--Klons C32-13. Das wild-typische Allel wurde mit den 
Oligonukleotiden chCasp9screen_for5 und chCasp9wt_rev  nachgewiesen, Histidinol- und Blasticidin-
getargetete Allele mit chCasp9screen_for5 und HisD_revII bzw. Bsr_rev. Als Kontrolle diente genomische DNA 
aus wild-typischen DT40-Zellen (Bahn 1). (C) Überprüfung der Expression von Caspase-9 mittels RT-PCR. Zur 
Amplifizierung der cDNA wurden die Oligonukleotide chCasp9_for3 und chCasp9_rev2 verwendet (oberer 
Abschnitt). Als Kontrolle wurde darüber hinaus Hühner-gapdh-cDNA (unterer Abschnitt) nachgewiesen. 
 

4.1.4.2 Untersuchung zur Apoptose-Induktion und Caspase-3-Aktivierung in    

caspase-9-defizienten DT40-Zellen 

Im Folgenden sollte geklärt werden, inwiefern die Initiatorcaspase-9 eine zentrale Rolle in der 

Staurosporin-induzierten Apoptose in DT40-Zellen spielt. Hierfür sollte zum einen die 

Apoptose-Induktion durch Staurosporin in diesen Zellen mittels einer Analyse der Anzahl 
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hypodiploider Kerne und zum anderen die Caspase-Aktivierung mittels eines fluorimetrischen 

Tests mit dem synthetischen Substrat DEVD-AMC untersucht werden. Wild-typische DT40-

Zellen, der heterozygote Klon C32 und der homozygote Klon C32-13 wurden unbehandelt 

gelassen oder mit M4 als Positivkontrolle oder Staurosporin für 24 h inkubiert. Am Ende der 

Inkubationszeit wurde die Anzahl hypodiploider Nuclei durchflusszytometrisch analysiert. 

Nach der Inkubation der wild-typischen DT40-Zellen mit M4 oder mit Staurosporin konnte 

Apoptose-Induktion beobachtet werden (Abbildung 4.20A). Ebenfalls war Staurosporin in der 

Lage, im Gegensatz zum M4, in der heterozygoten Zelllinie C32 Apoptose zu initiieren 

(Abbildung 4.20A). Allerdings konnte weder nach Inkubation mit M4 noch nach 

Staurosporin-Behandlung in der caspase-9-defizienten Zelllinie C32-13 Apoptose beobachtet 

werden (Abbildung 4.20A). Parallel hierzu wurde die Caspase-Aktivierung überprüft. Die 

drei für die Untersuchung der Apoptose-Induktion verwendeten Zelllinien (wt, C32, C32-13) 

wurden für verschiedene Zeiträume mit Staurosporin inkubiert und anschließend die Caspase-

Aktivität mit Hilfe des Substrats DEVD-AMC fluorimetrisch detektiert. Im Falle der wild-

typischen und heterozygoten Knock-Out-Zelllinie konnte eine Zunahme der Caspase-

Aktivität mit Zunahme der Staurosporin-Inkubationsdauer beobachtet werden         

(Abbildung 4.20B). In der caspase-9-defizienten Zelllinie C32-13 kam es zu keiner 

Aktivierung der Caspasen (Abbildung 4.20B).  
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Abbildung 4.20: Staurosporin induziert keine Apoptose in caspase-9-defizienten DT40-Zellen 

(A) 3 x 104 wild-typische, caspase-9 +/- und caspase-9  -/- DT40-Zellen wurden entweder unbehandelt (Ktrl, 
weiße Balken), mit den anti-BCR-Antikörper M4 (M4, 10 µg/mL, schwarze Balken) oder mit Staurosporin 
(Stauro, 2,5 µM, gestreifte Balken) inkubiert. Nach Ende der Inkubationszeit (24 h) wurde die Zunahme der 
hypodiploiden Nuclei im Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von Triplikaten. (B) Zur Messung der Caspase-Aktivität wurden 2 x 105 wild-typische 
(wt, schwarze Kästchen), caspase-9 +/-  (C32, schwarze Kreise) und caspase-9  -/- (C32-13, schwarze Dreiecke) 
DT40-Zellen mit Staurosporin (2,5 µM) für verschiedene Zeiträume inkubiert. Anschließend wurden zelluläre 
Lysate hergestellt und die Spaltung des synthetischen Caspase-Substrats DEVD-AMC im Fluorimeter analysiert. 
Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung von Duplikaten. 
 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Staurosporin offensichtlich über einen dualen 

Mechanismus Apoptose induzieren kann. Zum einen kann Staurosporin wie konventionelle 

DNA-schädigende Zytostatika den mitochondrialen Apoptose-Signalweg unabhängig vom 

extrinsischen Todesrezeptorsignalweg in direkter Weise aktivieren (Engels et al., 2000). 

Darüber hinaus besitzt Staurosporin – im Gegensatz zu Chemotherapeutika – das Potenzial 

unabhängig vom mitochondrialen Cytochrom c/Apaf-1-Weg das endogene 

Selbstmordprogramm zu aktivieren, da Staurosporin sowohl in Bcl-2 überexprimierenden als 

auch in Apaf-1 defizienten Zellen Apoptose induzieren konnte. Hierbei stellt die Aktivierung 

von Caspase-9 offensichtlich für beide Signalwege eine gemeinsame Voraussetzung dar, da 

die Staurosporin-induzierte Apoptose in caspase-9-defizienten Zellen vollkommen blockiert 

war. 
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4.2 Mechanistische Aspekte der Staurosporin-induzierten Apoptose 

4.2.1 Untersuchung des Phosphorylierungsstatus der humanen Caspase-9 

während der Staurosporin-induzierten Apoptose 

Aus der Dissertation von Joachim Manns wurde deutlich, dass Caspase-9 in Jurkat-Zellen 

eine zentrale Rolle während der Staurosporin-induzierten Apoptose spielt. Dabei kam die 

Frage auf, ob Staurosporin als Kinaseinhibitor den Phosphorylierungsstatus der Caspase-9 

beeinflusst, wodurch eine Aktivierung der Caspase-9 erfolgen könnte. Um diese Frage zu 

beantworten, wurde der Phosphorylierungsstatus der Caspase-9 nach Staurosporin-

Behandlung in Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen, die entweder mit dem Leervektor 

pMSCVpuro oder mit der cDNA einer c-myc-getaggten humanen Caspase-9 transfiziert 

wurden, mittels einer Pro-Q®Diamond-Färbung analysiert. Der Pro-Q®Diamond-Farbstoff 

ermöglicht durch seine Anlagerung an phosphorylierte Tyrosin-, Serin- und Threoninreste die 

direkte Detektion von Phosphatgruppen im Gel. Für die Analyse des Phosphorylierungsstatus 

der Caspase-9 wurden die zwei oben genannten Zelllinien unbehandelt gelassen oder mit 

Staurosporin für 1,5 h oder 3 h inkubiert. Die gewonnenen Lysate wurden mit anti-Caspase-9-

Antikörper-gekoppelter Agarose inkubiert und die auf diese Weise präzipitierten Proteine 

über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Die Pro-Q®Diamond-Färbung und die sich daran 

anschließende Silberfärbung wurden freundlicherweise von Dr. Stuart Pengelley (Proteom-

Zentrum Tübingen) durchgeführt. Die Bande bei 46 kDa wurde der Caspase-9 zugeordnet. 

Somit konnte in den Jurkat-Zellen, die mit der cDNA der c-myc-getaggten humanen Caspase-

9-Mutante transfiziert worden waren, die Phosphorylierung der Caspase-9 detektiert werden   

(Abbildung 4.21, oberer Abschnitt, Bahn 2, 4 und 6). Darüber hinaus konnte eine Abnahme 

der Phosphorylierung der Caspase-9 während der Staurosporin-Inkubation im Vergleich zu 

den unbehandelten Zellen beobachtet werden (Abbildung 4.21, oberer Abschnitt, Bahn 6). Bei 

der Silberfärbung konnte in den mit der cDNA der c-myc-getaggten humanen Caspase-9-

Mutante transfizierten Jurkat-Zellen bei 46 kDa eine Bande detektiert werden, die ebenfalls 

der Caspase-9 zugeordnet wurde (Abbildung 4.21, unterer Abschnitt, Bahn 2, 4 und 6). In den 

mit dem Leervektor transfizierten Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen konnte weder in der 

Pro-Q®Diamond-Färbung noch mit der Silberfärbung eine Bande detektiert werden 

(Abbildung 4.21, oberer und unterer Abschnitt, Bahn 1, 3 und 5). Aus diesen Ergebnissen ist 

ersichtlich, dass Staurosporin einen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus der humanen 

Caspase-9 ausübt. Gegenwärtig wird versucht, den Phosphorylierungsstatus von Caspase-9 

massenspektrometrisch zu erfassen. 
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Abbildung 4.21 Staurosporin beeinflusst den Phosphorylierungsstatus der humanen Caspase-9 

5 x 108 Caspase-9-negative Jurkat-Zellen, entweder mit dem Leervektor (pMSCVpuro) oder mit der cDNA der 
c-myc-getaggten wild-typischen humanen Caspase-9 (c-myc-hC9wt) transfiziert, wurden unbehandelt (Bahn 1 
und 2) gelassen oder für 1,5 h (Bahn 3 und 4) bzw. 3 h (Bahn 5 und 6) mit Staurosporin (STS, 2,5 µM) inkubiert. 
Nach Erstellung der Lysate erfolgte die Präzipitation über anti-Caspase-9-Antikörpern-gekoppelte Agarose. 
Präzipitierte Caspase-9 wurde über eine SDS-PAGE (12%) elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend mit 
dem Pro-Q®Diamond-Farbstoff (oberer Abschnitt) und daran anschließender Silberfärbung (unterer Abschnitt), 
angefärbt. Die Pro-Q®Diamond-Färbung und die sich daran anschließende Silberfärbung wurden 
freundlicherweise von Dr. Stuart Pengelley (Proteom-Zentrum Tübingen) durchgeführt. Die molekulare Masse 
von Caspase-9 ist links in der Abbildung angegeben. 
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4.2.2 Untersuchung des Effekts spezifischer Inhibitoren von Caspase-9-Kinasen 

4.2.2.1 Spezifische Inhibition beschriebener Caspase-9-Kinasen induziert keine 

Apoptose 

 

Tabelle 4.1: Identifizierte Caspase-9-Kinasen und ihre Inhibitoren 

 

Caspase-9-Kinase Phosphorylierungsstelle Inhibitor Literatur 

Akt S196, (S183) Akti1/2 Cardone et al., 1998 

PKCzeta S144 PKCzeta-PS Brady et al., 2005 

Cdk1/CyclinB1 T125 Purvalanol Allan und Clarke, 2007 

PKA S99, S183, S195 H89 Martin et al., 2005 

Erk T107, (T125) 
PD98059 
U-0126 Allan et al., 2003 

c-Abl Y153 - Raina et al., 2005 

CK2 S348 CK2-Inhibitor McDonnell et al., 2008 

 

Staurosporin hemmt als Kinaseinhibitor eine Vielzahl von Ser/Thr- und Tyr-Kinasen. Da 

Caspase-9 offensichtlich den gemeinsamen Effektor der Staurosporin-induzierten Apoptose 

darstellt, lag der Schluss nahe, dass Staurosporin über Inhibition anti-apoptotischer Kinasen 

und anschließender Dephosphorylierung von Caspase-9 Apoptose induziert. In diesem 

Zusammenhang sind bis heute verschiedene Caspase-9-Kinasen (Tabelle 4.1) beschrieben 

worden (Allan und Clarke, 2007; Allan et al., 2003; Brady et al., 2005; Cardone et al., 1998; 

Martin et al., 2005; McDonnell et al., 2008). Aus diesem Grund sollte im Folgenden die Frage 

untersucht werden, ob der Einfluss von Staurosporin durch die Hemmung anti-apoptotischer 

Caspase-9-Kinasen eine Dephosphorylierung und damit eine Aktivierung der Caspase-9 zur 

Folge hat. Jurkat-Zellen, die entweder mit dem Leervektor oder mit humaner Bcl-2-cDNA 

transfiziert wurden, wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen spezifischer Inhibitoren 

der bereits beschriebenen Caspase-9-Kinasen inkubiert und die Anzahl hypodiploider Kerne 

im Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 4.22). Dabei konnte beobachtet werden, dass 

keiner der spezifischen Inhibitoren (Tabelle 4.1) der Caspase-9-Kinasen in der Lage war, 
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Apoptose zu induzieren (Abbildung 4.22). Somit scheint keine der bereits beschriebenen 

Caspase-9-Kinasen eine Rolle im Staurosporin-induzierten Apoptose-Signalweg zu spielen.  

 

 

 

Abbildung 4.22: Spezifische Inhibition publizerter Caspase-9-Kinasen induziert keine Apoptose 
in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 

3 x 104 Jurkat-Zellen, entweder mit dem Leervektor (Jurkat Vektor, weiße Kreise) oder mit der humanen Bcl-2-
cDNA (Jurkat-Bcl-2, schwarze Kreise) transfiziert wurden entweder mit Staurosporin oder mit den jeweiligen 
Kinaseinhibitoren mit der angegebenen Konzentration stimuliert. Nach 24 h Inkubation erfolgte die Messung der 
Kerne im Durchflusszytometer. Die gehemmte Kinase ist im Diagramm angegeben (blau). Gezeigt sind die 
Mittelwerte von Duplikaten. 
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4.2.2.2 Spezifische Inhibition putativer Caspase-9-Kinasen induziert keine Apoptose 

Nachdem in Abschnitt 4.2.2.1 geklärt werden konnte, dass keine der publizierten Caspase-9-

Kinasen in der Staurosporin-induzierten Apoptose eine Rolle zu spielen scheint, sollte die 

Hypothese, dass Caspase-9 durch Dephosphorylierung aktiviert werden könnte weiter verfolgt 

werden. Hierfür wurden weitere, putative Caspase-9-Kinasen (Tabelle 4.2) mit Hilfe einer 

Suchmaschine für putative Phosphorylierungsstellen (http://scansite.mit.edu/motifscan_seq. 

html) ermittelt (Obenauer et al., 2003).  

 

Tabelle 4.2: Putative Caspase-9-Kinasen, ihre Phosphorylierunsgstellen und die dazugehörigen 
Inhibitoren 

 

Caspase-9-Kinase Phosphorylierungsstelle Inhibitor 

ATM/ATR Kinase S31, S156, S67, T325, S334 ATM/ATR-Kinase-
Inihibitor 

DNA-PK T366, S259, DNA-PK-Inhibitor 

CK1 S310, S67 CK1-Inhibitor 

PKC alpha, beta S196, S48 Gö6976 

PKC alpha, beta, gamma, delta, 
zeta 

S196, S195, T102, S361, S48 Gö6983 

Clk2-Kinase S196, S183 TG003 

GSK-3 T103, S333, T317  Aloisine 

 

Analog zu dem Versuchsansatz in Abschnitt 4.2.2.1 wurden mit dem Leervektor oder mit der 

humanen Bcl-2-cDNA transfizierten Jurkat-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen 

spezifischer Inhibitoren (Tabelle 4.2) der putativen Caspase-9-Kinasen inkubiert    

(Abbildung 4.23). Die Anzahl hypodiploider Nuclei wurde nach Ablauf der Inkubationszeit 

im Durchflusszytometer analysiert. Auch durch die spezifische Inhibition der putativen 

Caspase-9-Kinasen konnte kein, der Staurosporin-Inkubation vergleichbarer Effekt erzielt 

werden (Abbildung 4.23). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass offensichtlich keine der hier 

untersuchten Caspase-9-Kinasen alleine für den durch Staurosporin bewirkten Effekt 

verantwortlich ist.  
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Abbildung 4.23: Spezifische Inhibition putativer Caspase-9-Kinasen induziert keine Apoptose 

3 x 104 Jurkat-Zellen, entweder mit dem Leervektor (Jurkat Vektor, weiße Kreise) oder mit der humanen Bcl-2-
cDNA (Jurkat-Bcl-2, schwarze Kreise) transfiziert wurden mit den jeweiligen Kinaseinhibitoren mit den 
angegebenen Konzentrationen für 24 h inkubiert. Anschließend wurden die Anzahl hypodiploider Kerne 
durchflusszytometrisch analysiert Die gehemmte Kinase ist im Diagramm angegeben (blau). Gezeigt sind die 
Mittelwerte von Duplikaten. 
 

4.2.3 Untersuchung des Einflusses bekannter Phosphorylierungsreste der 

humanen Caspase-9 auf die Staurosporin-induzierte Apoptose 

4.2.3.1 Affinitätsaufreinigung eines polyklonalen anti-Caspase-9-Serums 

Zur Detektion der humanen Caspase-9 in einer Western Blot-Analyse wurde in unserem 

Labor ein bei Charles River in Hasen generiertes polyklonales anti-Caspase-9-Serum 

verwendet. Allerdings wies dieses Serum neben der Caspase-9 eine Reihe von unspezifischen 

Bindungen auf, so dass die Antikörper zunächst affinitätsgereinigt wurden. Mit diesen 

affinitätsgereinigten Antikörpern sollte es möglich sein, in der Western Blot-Analyse eine 

höhere Sensitivität gegenüber der Caspase-9-Bande zu erreichen. Hierfür wurde das anti-

Caspase-9-Serum mit dem Antigen, welches kovalent an eine Matrix gekoppelt worden war, 
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inkubiert. Nach der Elution der an das Antigen gebundenen Antikörpern wurde eine 1:4000 

Verdünnung des aufgereinigten Antikörpers hergestellt und anschließend zur Detektion von 

Caspase-9 in einer Western Blot-Analyse verschiedener Jurkat-Zellen getestet. In Abbildung 

4.24 ist zu erkennen, dass im Vergleich zum nicht affinitätsgereinigten Serum (Abbildung 

4.24A) die gereinigten anti-Caspase-9 Antikörper (Abbildung 4.24B) trotz gleicher 

aufgetragener Proteinmengen größere Mengen an Caspase-9 detektieren können. Alle in 

dieser Arbeit durchgeführten Western Blot-Analysen verwendeten zur Detektion der humanen 

Caspase-9 aus diesem Grund die affinitätsgereinigten Antikörper. 

 

 

 

Abbildung 4.24: Affinitätsaufreinigung eines polyklonalen anti-Caspase-9-Serums 

Bakteriell aufgereinigte Caspase-9 wurde an Actigel kovalent gekoppelt und anschließend mit dem anti- 
Caspase-9-Serum inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die gebundenen Antikörper mit           
100 M Glycin (pH 2,7) eluiert. Die so gewonnenen affinitätsgereinigten anti-Caspase-9-Antikörper wurden 
mittels Western Blot analysiert. Hierzu wurden Lysate von Jurkat-Zellen mit endogener Caspase-9 (JE6.1, Jurkat 
Vektor) und von Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen (C9 neg) über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. Die 
Detektion der humanen Caspase-9 erfolgte dann mit dem nicht aufgereinigten anti-Caspase-9-Serum (A, 1:4000) 
oder mit den aufgereinigten anti-Caspase-9-Antikörpern (B, 1:4000). 
 

4.2.3.2 Generierung phospho-defizienter Alanin- und phospho-mimikrierender 

Glutamat-Mutanten der humanen Caspase-9 

Im Abschnitt 4.2.2 wurde mit Hilfe spezifischer Inhibitoren der mögliche Einfluss der 

publizierten (Tabelle 4.1) oder putativen (Tabelle 4.2) Caspase-9-Kinasen innerhalb der 

Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht. Keiner der verwendeten Inhibitoren alleine 

zeigte jedoch einen apoptotischen Effekt. Deshalb sollte mit der Untersuchung der bereits 

bekannten Phosphorylierungsstellen ein weiterer Ansatz zur Aufklärung der Staurosporin-

induzierten Apoptose erfolgen. Dadurch könnte auch untersucht werden, ob möglicherweise 

weitere, nicht gescreente Kinasen beteiligt sind oder aber auch eine bereits gescreente Kinase 

aufgrund unzureichender Inhibition nicht identifiziert werden konnte. Um die mögliche Rolle 

der einzelnen Phosphorylierungsstellen untersuchen zu können, wurden im Folgenden 
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phospho-defiziente Alanin- (Abbildung 4.25A) und phospho-mimikrierende Glutamat-

Mutanten (Abbildung 4.26A) der humanen Caspase-9 generiert.  

 

 

 

 

Abbildung 4.25: Generierung phospho-defizienter Alanin-Mutanten der humanen Caspase-9 

(A) Schematische Darstellung der phospho-defizienten Alanin-Mutanten der Caspase-9. Die unteren Pfeile 
begrenzen die jeweiligen Untereinheiten unter Angabe der Aminosäurenposition. Die oberen Pfeile markieren 
die Position der mutierten Aminosäure. Dargestellt sind der c-myc-Tag (grau), CARD-Domäne (orange), die 
große Untereinheit (blau) und die kleine Untereinheit (grün) der Caspase-9. (B) 75 µg Protein aus Lysat von 
Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen transfiziert mit dem Leervektor (pMSCVpuro) oder mit der cDNA für die 
wild-typische c-myc-getaggte Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9wt), die c-myc-getaggte T107A Caspase-9-
Mutante (c-myc-hC9-T107A), die c-myc-getaggte T125A Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-T125A), die c-myc-
getaggte S144A Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-S144A), die c-myc-getaggte S183A Caspase-9-Mutante         
(c-myc-hC9-S183A) oder die c-myc-getaggte S195/6AA Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-S195/6AA) wurden 
mittels SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. Die Expression der Caspase-9 wurde mit anti-Caspase-9-Antikörpern 
detektiert. Als Ladekontrolle wurde die Membran zusätzlich mit anti-Vinculin inkubiert. Links ist die molekulare 
Masse der detektierten Proteine in kDa angegeben. Die Aminosäuren sind im Ein-Buchstaben-Code dargestellt. 
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Abbildung 4.26: Generierung phospho-mimikrierender Glutamat-Mutanten der humanen 
Caspase-9 

(A) Schematische Darstellung der phospho-mimikrierenden Glutamat-Mutanten der humanen Caspase-9. Die 
unteren Pfeile begrenzen die jeweiligen Untereinheiten unter Angabe der Aminosäurenposition. Die oberen 
Pfeile markieren die Position der mutierten Aminosäure innerhalb der Caspase-9-Struktur. Dargestellt sind der  
c-myc-Tag (grau), die CARD-Domäne (orange), die große Untereinheit (blau) und die kleine Untereinheit (grün) 
der Caspase-9. (B) Die Expression der humanen Caspase-9-Mutanten wurde nach der retroviralen Transfektion 
mittels Western Blot detektiert. 75 µg Protein aus Lysat von Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen, entweder mit 
dem Leervektor (pMSCVpuro) oder mit der cDNA für die c-myc-getaggte wild-typische Caspase-9-Mutante   
(c-myc-hC9wt), die c-myc-getaggte T107E Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-T107E), die c-myc-getaggte T125E 
Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-T125E), die c-myc-getaggte S144E Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9S144E), die 
c-myc-getaggte S183E Caspase-9-Mutante (c-myc-hC9-S183E), die c-myc-getaggte S195/6EE Caspase-9-
Mutante (c-myc-hC9-S195/6EE) oder mit der cDNA für die c-myc-getaggte 4xE Caspase-9-Mutante (c-myc-
hC9-4xE) transfiziert, wurden über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. In der Western Blot-Analyse erfolgte 
die Detektion der humanen Caspase-9 mit anti-Caspase-9-Antikörpern. Als Ladekontrolle wurde die Membran 
zusätzlich mit anti-Vinculin inkubiert. Links in der Abbildung sind die molekularen Größen der detektierten 
Proteine in kDa angegeben. Die Aminosäuren sind im Ein-Buchstaben-Code dargestellt. 
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Die Staurosporin-induzierte Apoptose sollte demnach bei einer Beteiligung des jeweiligen 

mutierten Restes im Falle der phospho-mimikrierenden Glutamat-Mutanten komplett oder 

teilweise blockiert sein, wohingegen die entsprechende phospho-defiziente Alanin-Mutation 

zu einem hohen basalen Niveau an Apoptose oder sogar zu Lethalität der Zelle führen würde. 

Hierfür wurden die bereits publizierten Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstellen der 

humanen Caspase-9 (Tabelle 4.1) zu Alanin bzw. Glutamat mutiert. Die Mutationen wurden 

zu einem großen Teil im Rahmen der Praktika von Florian Paasch und Dominic Hildebrandt 

durchgeführt. Die generierten Caspase-9-Varianten enthielten zusätzlich einen N-terminalen 

c-myc-tag.  

Nach der retroviralen Transfektion von Caspase-9 negativen Jurkat-Zellen mit den jeweiligen 

c-myc-getaggten Alanin- bzw. Glutamat-Mutanten wurde die Expression der Mutanten im 

Western Blot analysiert. Abbildung 4.25B und 4.26B zeigen, dass sowohl bei den Alanin- als 

auch bei den Glutamat-Mutanten die retrovirale Transfektion erfolgreich war und die 

Mutanten exprimiert wurden. Mit Hilfe dieser Mutanten wurden weitere Untersuchungen zu 

dem Einfluss dieser Phosphorylierungsreste auf die Staurosporin-induzierte Apoptose 

durchgeführt. 

 

4.2.3.3 Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptose in rekonstituierten 

Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen 

Die in 4.2.3.2 generierten c-myc-getaggten phospho-defizienten Alanin- und phospho-

mimikrierenden Glutamtat-Mutanten der humanen Caspase-9 sollten dazu beitragen, die 

mögliche Rolle der jeweiligen Phosphorylierungsreste zu klären. Hierfür wurde eine Analyse 

der hypodiploiden Kerne nach Staurosporin-Inkubation durchgeführt. Sowohl die phospho-

defizienten Alanin- als auch die phospho-mimikrierenden Glutamtat-Mutanten der humanen 

Caspase-9 wurden mit dem Todesrezeptorstimulus TRAIL, dem Zytostatikum Mitomycin C 

und dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporin inkubiert und die Anzahl hypodiploider Kerne 

nach Ende der Inkubationszeit durchflusszytometrisch bestimmt. Hierbei konnte beobachtet 

werden, dass jede verwendete Zelllinie die Aktivierung des extrinsischen Apoptose-

Signalwegs nach TRAIL-Inkubation aufweist (Abbildung 4.27A und B). Wohingegen in 

keiner der verwendeten Zelllinien nach Behandlung mit Mitomycin C Apoptose induziert 

wurde (Abbildung 4.27A und B). Die Beobachtung, dass Staurosporin nicht in der Lage ist, 

Apoptose in Caspase-9-negativen Jurkat Zellen zu induzieren (Dissertation Joachim Manns), 

konnte somit verifiziert werden (Abbildung 4.27A und 4.27B). In den Caspase-9-negativen 

Jurkat-Zellen, die mit den jeweiligen Mutanten der humanen Caspase-9 transfiziert wurden, 



Ergebnisse   

 

98 

konnte allerdings nach Staurosporin-Inkubation Apoptose-Induktion beobachtet werden. Im 

Falle der c-myc-hCaspase-9-S183A-Zellen war die Staurosporin-induzierte Apoptose deutlich 

reduziert (Abbildung 4.27A).  

 

 

 

 

 

Abbildung 4.27 (Legende s. nächste Seite) 
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Abbildung 4.27: Apoptose-Induktion in den mit den phospho-defizienten und phospho-
mimikrierenden Caspase-9-Mutanten transfizierten Zelllinien 

(A) 3 x 104 mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negative Jurkat-Zellen (pMSCVpuro, schwarze Balken), 
c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9wt, weiße Balken), c-myc-hCaspase-9-T107A-
Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T107A, dunkelblaue Balken), c-myc-hCaspase-9-T125A-Zellen 
(pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T125A, hellblaue Balken), c-myc-hCaspase-9-S144A-Zellen (pMSCVpuro-c-
myc-hCaspase-9-S144A, hellviolette Balken), c-myc-hCaspase-9-S183A-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-
9-S183A, graue Balken) oder c-myc-hCaspase-9-S195/6AA-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-
S195/6AA, dunkelviolette Balken) wurden mit TRAIL (TRAIL, 40 ng/mL), Mitomycin C (Mito, 25 µg/mL) und 
Staurosporin (Stauro, 2,5 µM) für 24 h inkubiert. Anschließend wurde die Anzahl hypodiploider Nuclei im 
Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten. (B) 
3 x 104 mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negative Jurkat-Zellen (pMSCVpuro, schwarze Balken),     
c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9wt, weiße Balken), c-myc-hCaspase-9-T107E-
Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T107E, dunkelblaue Balken), c-myc-hCaspase-9-T125E-Zellen 
(pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-T125E, hellblaue Balken), c-myc-hCaspase-9-S144E-Zellen (pMSCVpuro-    
c-myc-hCaspase-9-S144E, hellviolette Balken), c-myc-hCaspase-9-S183E-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-
hCaspase-9-S18EA, graue Balken), c-myc-hCaspase-9-S195/6EE-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-
S195/6EE, dunkelviolette Balken) oder c-myc-hCaspase-9-4xE-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9-4xE, 
grüne Balken) wurden mit TRAIL (TRAIL, 40 ng/mL), Mitomycin C (Mito, 25 µg/mL) und Staurosporin 
(Stauro, 2,5 µM) für 24 h inkubiert. Anschließend wurde die Anzahl hypodiploider Nuclei im 
Durchflusszytometer analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten. 
 

Darüber hinaus kam es in den c-myc-hCaspase-9-S183E-Zellen und den c-myc-hCaspase-9-

4xE-Zellen (Abbildung 4.27B) zu keiner Aktivierung des Apoptose-Programms nach 

Inkubation mit Staurosporin. Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die 

Phosphorylierungsstelle S183 eine kritische Rolle in der Staurosporin-induzierten Apoptose 

einnimmt.  

 

4.2.3.4 N-terminaler c-myc-Tag verhindert Apoptosom-Bildung 

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen folgt, dass das Zytostatikum Mitomycin C in den 

Zellen, die mit den jeweiligen c-myc-getaggten Caspase-9-Mutanten transfiziert worden 

waren, zu keiner Apoptose-Induktion führte. Dies war insofern überraschend, da zumindest 

nach Rekonstitution der Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen mit der c-myc-getaggten wild-

typischen Caspase-9 die Zellen in der Lage sein sollten, ihr mitochondriales 

Selbstmordprogramm zu aktivieren. Da dies weder für die c-myc-hCaspase-9wt-Zellen, noch 

für die phospho-defizienten Alanin- und für die phospho-mimikrierenden Glutamat-Mutanten 

der Fall war, stellte sich die Frage, ob der N-terminale c-myc-Tag (Abbildung 4.25A und 

4.26A) die CARD-CARD-Interaktion des Adapterproteins Apaf-1 mit der Initiatorcaspase-9 

stört und somit die Bildung des Apoptosoms und die daraus resultierende Aktivierung des 

mitochondrialen Selbstmordprogramms verhindert. Zur Klärung dieser Frage wurden Jurkat-

Kontrollzellen mit endogener Caspase-9 bzw. Caspase-9-negative Jurkat-Zellen, die entweder 

mit dem Leervektor oder der cDNA für c-myc-hCaspase-9wt transfiziert wurden, in einer Co-

Immunaufreinigung untersucht. Die gewonnenen Lysate wurden entweder unbehandelt 



Ergebnisse   

 

100 

belassen oder mit Cytochrom c und dATP versetzt und anschließend mit anti-Caspase-9-

Antikörpern-gekoppelter Agarose (vgl. Abschnitt 4.1.3.3) inkubiert. Anschließend wurden die 

an die Antikörper gebundenen Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt und einer Western 

Blot-Analyse unterzogen. Die Detektion der Apoptosom-Komponenten wurde mit anti-  

Apaf-1-Antikörpern bzw. anti-Caspase-9-Antikörpern durchgeführt. Nach der in vitro 

Apoptosom-Bildung durch Zugabe von Cytochrom c und dATP ins Lysat konnte in Jurkat-

Kontrollzellen über anti-Caspase-9-Antikörper nicht nur Caspase-9 gereinigt, sondern auch 

Apaf-1 co-aufgereinigt werden (Abbildung 4.28, Bahn 8), im Gegensatz zu den 

unbehandelten Kontrollzellen, in denen ausschließlich die Aufreinigung der Caspase-9 zu 

beobachten war (Abbildung 4.28, Bahn 7). Die mit dem Leervektor transfizierten Caspase-9-

negativen Jurkat-Zellen zeigten keine Aufreinigung der Caspase-9 und somit auch keine Co-

Aufreinigung von Apaf-1 (Abbildung 4.28, Bahn 9 und 10). Nach Zugabe von Cytochrom c 

und dATP ins Lysat der c-myc-hCaspase-9wt-Zellen war im Gegensatz zu den Jurkat-

Kontrollzellen ausschließlich die Aufreinigung der Caspase-9 möglich (Abbildung 4.28, Bahn 

12). Das gleiche Bild ergab die Analyse der unbehandelten Lysate dieser Zelllinie 

(Abbildung 4.28, Bahn 11). Zusammen mit der Beobachtung aus Abschnitt 4.2.3.3 führt 

dieses Ergebnis zu der Annahme, dass es in den Zellen, die mit der cDNA für die jeweiligen 

c-myc-getaggten Caspase-9-Mutanten transfiziert worden waren, durch den N-terminalen     

c-myc-Tag zu einer Beeinträchtigung der Apoptosom-Bildung kommt. Dies geht einher mit 

der Blockierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges in diesen Zelllinien. 
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Abbildung 4.28: N-terminaler c-myc-Tag verhindert Apoptosom-Bildung 

Von 5,5 x 107 Jurkat-Kontrollzellen (Jurkat Vektor), mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negative Jurkat-
Zellen (pMSCVpuro) oder hCaspase-9wt-Zellen (c-myc-hC9wt) wurde unbehandeltes Lysat, wie in Material 
und Methoden Abschnitt 3.2.3.7 beschrieben, hergestellt. Anschließend wurden die Lysate unbehandelt gelassen 
oder mit Cytochrom c (8,4 µM) und dATP (2,4 mM) für 15 min bei 37°C inkubiert (Cytc/dATP). Nach der 
Inkubation der Lysate mit kovalent an Agarose gebundenen anti-Caspase-9-Antikörpern wurden die gereinigten 
Proteine über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt und anschließend im Western Blot mittels anti-Caspase-9-
Antikörpern oder anti-Apaf-1-Antikörpern detektiert. Vor der Immunaufreinigung (IP, Bahn 7 - 12) wurde ein 
Teil des Lysats abgenommen und zusammen mit der IP über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt (Input,       
Bahn 1 - 6) und im Western Blot detektiert. Links ist das Molekulargewicht der detektierten Proteine in kDa 
angegeben. Der Stern kennzeichnet eine unspezifische Bande. 
 

4.2.3.5 Generierung FLAG-getaggter und ungetaggter Mutanten der humanen 

Caspase-9  

Aus den Ergebnissen in Abschnitt 4.2.3.3 und Abschnitt 4.2.3.4 geht hervor, dass der           

N-terminale c-myc-Tag offensichtlich zu einer Beeinträchtigung des mitochondrialen 

Apoptose-Signalweges führt. Um dies weiter zu analysieren, wurden N-terminale FLAG-

getaggte und ungetaggte humane Caspase-9 generiert. Da in Abschnitt 4.2.3.3 keine 

Apoptose-Induktion bei der S183E-Mutation zu beobachten war, wurden jeweils FLAG- und 

ungetaggte wild-typische und S183E-Mutanten der humanen Caspase-9 generiert 

(Abbildung 4.29A und B). Nach der Klonierung in den retroviralen Expressionsvektor 

pMSCVpuro konnte die erfolgreiche retrovirale Transfektion mittels Western Blot-Analyse 

nachgewiesen werden. Abbildung 4.29C, Bahn 2 bis 6 zeigt die Expression der jeweiligen 
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Caspase-9-Varianten nach retroviraler Transfektion, die mit Hilfe von anti-Caspase-9-

Antikörpern nachgewiesen werden konnte.  

 

 

 

 

 

Abbildung 4.29: Generierung von FLAG-getaggten und ungetaggten Caspase-9-Mutanten 

(A) und (B) Schematische Darstellung der FLAG-getaggten (A) und ungetaggten (B) Caspase-9-Mutanten. Die 
unteren Pfeile begrenzen die jeweilige Untereinheit unter Angabe der Aminosäureposition. Die oberen Pfeile 
markieren die Position der mutierten Aminosäure innerhalb der Caspase-9-Struktur. Dargestellt sind der FLAG-
Tag (rot),die CARD-Domäne (orange), die große Untereinheit (blau) und die kleine Untereinheit (grün) der 
Caspase-9. (C) Über eine SDS-PAGE (12%) wurden 50 µg Protein aus Lysaten von Caspase-9-negativen Jurkat-
Zellen transfiziert entweder mit dem Leervektor (pMSCVpuro, Bahn 1) oder mit der cDNA für die wild-typische 
FLAG-getaggte Caspase-9 (FLAG-hC9wt), für die FLAG-getaggte S183E-Caspase-9-Mutante (FLAG-hC9-
S183E), für die wild-typische ungetaggte Caspase-9 (hC9wt) oder für die ungetaggte S183E Caspase-9-Mutante 
(hC9-S183E) aufgetrennt. Im Western Blot wurde die Expression der Caspase-9-Varianten mit anti-Caspase-9-
Antikörpern detektiert. Als Ladekontrolle wurde die Membran zusätzlich mit anti-Vinculin inkubiert. Die 
Molekulargewichte der detektierten Proteine sind links in kDa aufgeführt. Die Aminosäuren sind im Ein-
Buchstaben-Code angegeben. 
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4.2.3.6 Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptose in mit FLAG-getaggten 

oder ungetaggten Mutanten der humanen Caspase-9 rekonstituierten    

Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen 

In den Abschnitten 4.2.3.3 und 4.2.3.4 konnte beobachtet werden, dass der N-terminale         

c-myc-Tag die Bildung des Apoptosoms und somit die Aktivierung des mitochondrialen 

Apoptose-Programms verhindert. Dies warf die Frage auf, ob auch andere N-terminale Tags 

diesen Einfluss ausüben. Darüber hinaus sollte geklärt werden, ob in den Zellen mit der 

ungetaggten humanen Caspase-9 eine Aktivierung durch den mitochondrialen Apoptose-

Signalweg erfolgen kann. Die generierten Zelllinien wurden zur Untersuchung der Apoptose-

Induktion nach Inkubation mit TRAIL, Mitomycin C und Staurosporin herangezogen. Hierfür 

wurden die verschiedenen Zelllinien mit den genannten Stimuli für 24 h inkubiert und 

anschließend einer Analyse der Anzahl hypodiploider Kerne im Durchflusszytometer 

unterzogen. Daraus konnte beobachtet werden, dass nach Inkubation mit TRAIL in allen 

Zelllinien Apoptose induziert wurde (Abbildung 4.30). Mitomycin C hingegen war 

ausschließlich in den untagged-hCaspase-9wt-Zellen in der Lage das Selbstmordprogramm 

der Zelle zu aktivieren (Abbildung 4.30). Im Falle der FLAG-hCaspase-9wt-Zellen führte die 

Mitomycin C-Inkubation zu keiner Zunahme der hypodiploiden Kerne (vgl. Abschnitt 

4.2.3.3). Nach Inkubation mit Staurosporin konnte neben den c-myc-hCaspase-9wt-Zellen 

sowohl in den untagged-hCaspase-9wt-Zellen als auch in den FLAG-hCaspase-9wt-Zellen 

Apoptose-Induktion beobachtet werden. In den Zellen, die mit der ungetaggten S183E-

Caspase-9-Mutante transfiziert worden waren, induzierte Staurosporin Apoptose in deutlich 

reduziertem Ausmaß. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass ein N-terminaler Tag der 

humanen Caspase-9 die Aktivierung des mitochondrialen Selbstmordprogramms 

beeinträchtigt. Gleichzeitig scheint aber die Serin zu Glutamat-Mutation am Serin183 der 

Caspase-9 zu einer Störung des mitochondrialen Signalweges zu führen, worauf die fehlende 

Apoptose-Induktion nach Mitomycin C-Inkubation in den untagged-hCaspase-9S183E-Zellen 

schließen lässt (Abbildung 4.30). Daraus ergab sich die Frage, ob diese Mutation am Serin183 

die Aktivierung des mitochondrialen Selbstmordprogramms durch eine generell gestörte 

Apoptosom-Bildung oder aufgrund des simulierten Phosphorylierungszustands beeinträchtigt. 
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Abbildung 4.30: Mitomycin C induziert Apoptose in untagged-hCaspase-9wt-Zellen 

3 x 104 mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negative Jurkat-Zellen (pMSCVpuro, schwarze Balken),     
c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-c-myc-hCaspase-9wt, weiße Balken), untagged-hCaspase-9wt-Zellen 
(pMSCVpuro-hCaspase-9wt, dunkelblaue Balken), untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen (pMSCVpuro-
hCaspase-9-S183E, hellblaue Balken), FLAG-hCaspase-9wt-Zellen (pMSCVpuro-FLAG-hCaspase-9wt, 
hellviolette Balken) und FLAG-hCaspase-9-S183E-Zellen (pMSCVpuro-FLAG-hCaspase-9-S183E, graue 
Balken) wurden für 24 h mit dem Todesrezeptorstimulus TRAIL (TRAIL, 40 ng/mL), mit dem mitochondrialen 
Apoptose-Aktivator Mitomycin C (Mito, 25 µg/mL) oder mit dem Proteinkinaseinhibitor Staurosporin (Stauro, 
2,5 µM) inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Anzahl hypodiploider Nuclei durchflusszytometrisch 
analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten. 
 

4.2.3.7 N-terminaler FLAG-Tag verhindert Apoptosom-Bildung und Aktivierung des 

Apoptosom-abhängigen Signalweges  

In diesem Abschnitt wurde die Frage aus 4.2.3.6 bezüglich des Einflusses der Mutation am 

S183 auf die Apoptosom-Bildung aufgegriffen und mit einer Co-Immunaufreinigung-Analyse 

untersucht. Hierfür wurden unbehandelte oder mit Cytochrom c und dATP inkubierte Lysate 

von Jurkat-Kontrollzellen, von Leervektor-transfizierten Caspase-9-negativen Jurkat-Zellen, 

von c-myc-hCaspase-9wt-Zellen, von FLAG-hCaspase-9wt-Zellen, von untagged-hCaspase-

9wt oder von untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen hergestellt. Nach der Inkubation der Lysate 

mit Agarose, an die anti-Caspase-9-Antikörper kovalent gekoppelt waren, wurden die 

gereinigten Proteine über eine SDS-PAGE aufgetrennt und in einem Western Blot mit anti-

Apaf-1 und anti-Caspase-9 analysiert. In Abbildung 4.31A ist zu erkennen, dass in allen 

eingesetzten Lysaten Apaf-1 und ausschließlich in den rekonstituierten Zellen und den Jurkat-
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Kontrollzellen außerdem Caspase-9 detektiert werden konnte. Nach Zugabe von Cytochrom c 

und dATP in die Lysate der Zellen, die mit den ungetaggten Varianten der humanen   

Caspase-9 transfiziert worden waren (untagged-hCaspase-9wt-Zellen, untagged-hCaspase-9-

S183-Zellen), erfolgte die Prozessierung der Caspase-9 (Abbildung 4.31, Abschnitt A,     

Bahn 11 und 12). Wiederum verhinderte der N-terminale Tag der humanen Caspase-9 die 

Apoptosom-Bildung, unabhängig von der Art des Tags (Abbildung 4.31B, Bahn 9 und 10). In 

den Lysaten der Jurkat-Kontrollzellen, der untagged-hCaspase-9wt-Zellen und der untagged-

hCaspase-9-S183E-Zellen konnte durch die Zugabe von Cytochrom c und dATP das 

Apoptosom in vitro formiert werden und eine daraus resultierende Caspase-9-Prozessierung 

beobachtet werden (Abbildung 4.31B, Bahn 7, 11 und 12). Somit scheint ein N-terminaler 

Tag der humanen Caspase-9 die Apoptosom-Bildung zu stören und damit die Aktivierung des 

mitochondrialen Apoptose-Signalweges zu verhindern. Die Mutation des S183 der humanen 

Caspase-9 beeinträchtigt dagegen nicht die Bildung des Apoptosoms. Allerdings wurde 

beobachtet, dass in diesem Falle die Prozessierung der Caspase-9 erfolgte, aber in reduziertem 

Maße (Abbildung 4.31A, Bahn 12). 
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Abbildung 4.31: Caspase-9-Prozessierung infolge einer in vitro Apoptosom-Bildung erfolgt nur 
in mit hCaspase-9wt-cDNA rekonstituierten Jurkat-Zellen 

(A) und (B) Je 5 x 107 Jurkat-Kontrollzellen (Vektor), mit dem Leervektor transfizierte Caspase-9-negative 
Jurkat-Zellen (pMSCVpuro), c-myc-hCaspase-9wt-Zellen (c-myc-hC9wt), FLAG-hCaspase-9wt-Zellen (FLAG-
hC9wt), untagged-hCaspase-9wt-Zellen (hC9wt) und untagged-hCaspase-9-S183E (hC9-S183E) wurden lysiert, 
wie unter Material und Methoden in Abschnitt 3.2.3.7 beschrieben. Die Lysate wurden entweder unbehandelt  

(Fortsetzung s. nächste Seite) 
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(Fortsetzung Legende zu Abbildung 4.31) 

gelassen oder mit Cytochrom c (8,6 µM) und dATP (2,4 mM) für 15 min bei 37°C für die in vitro Apoptosom-
Bildung inkubiert (Cytc/dATP). Vor der Immunaufreinigung (IP) wurde ein Teil vom Lysat abgenommen und 
zusammen mit der IP über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt (Input, A). Die verbleibenden Lysate wurden 
dann mit an Agarose kovalent gekoppelten anti-Caspase-9-Antikörpern inkubiert und die so gereinigten Proteine 
über eine SDS-PAGE (12%) aufgetrennt. Für die Detektion der in vitro Apoptosom-Bildung im Western Blot 
wurden anti-Apaf-1-Antikörper und anti-Caspase-9-Antikörper verwendet. Der Stern kennzeichnet eine 
unspezifische Bande. Links ist die molekulare Masse der detektierten Proteine in kDa angegeben.  
 

4.2.3.8 Blockierung der Caspase-3-Aktivität durch Mutation des S183 der humanen 

Caspase-9 

Aus Abschnitt 4.2.3.6 und Abschnitt 4.2.3.8 geht hervor, dass in den untagged-hCaspase-9wt-

Zellen und den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen zwar sowohl die Apoptosom-Bildung als 

auch die Prozessierung der Caspase-9 erfolgen kann, aber dennoch nur in der erstgenannten 

Zelllinie Apoptose über die Aktivierung des mitochondrialen Signalweges induziert werden 

kann. Aus diesem Grund sollte im Folgenden untersucht werden, ob die fehlende Induktion 

der Apoptose in den letzteren Zellen auf eine beeinträchtigte Prozessierung der Caspase-3 

zurückzuführen ist. Hierfür wurden die mit dem Leervektor transfizierten Caspase-9-

negativen Jurkat-Zellen, die c-myc-hCaspase-9wt-Zellen, die untagged-hCaspase-9wt-Zellen 

und die untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen mit Mitomycin C für verschiedene Zeiträume 

behandelt und anschließend die Aktivierung der Caspase-3 in einem fluorimetrischen Test mit 

dem synthetischen Caspase-Substrat DEVD-AMC analysiert. Es konnte festgestellt werden, 

dass die Behandlung mit Mitomycin C ausschließlich in den untagged-hCaspase-9wt-Zellen 

zur Aktivierung der Caspase-3 führt (Abbildung 4.32). In den Zellen dagegen, die mit der 

ungetaggten S183-Mutante der humanen Caspase-9 transfiziert worden waren, konnte trotz in 

vitro Apoptosom-Bildung und einer daraus resultierenden Caspase-9-Prozessierung keine 

Caspase-3-Aktivierung beobachtet werden (Abbildung 4.32 und vgl. Abbildung 4.31). Die 

Mutation von Serin183 zu Glutamat scheint somit entweder die Aktivierung der Caspase-3 

durch die prozessierte Caspase-9 zu beeinträchtigen oder die in Abbildung 4.31A gezeigte 

reduzierte Prozessierung der Caspase-9 in untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen ist zu gering, 

um eine Caspase-3-Aktivierung zu induzieren. 
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In dem zweiten der Teil der vorliegenden Arbeit sollten mechanistische Aspekte der 

Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht werden. Hierbei konnte eine Veränderung des 

Phosphorylierungszustands der humanen Caspase-9 nach Staurosporin-Inkubation beobachtet 

werden (Abbildung 4.21). Darüber hinaus konnte mit spezifischen Kinaseinhibitoren bereits 

beschriebener und putativer Caspase-9-Kinasen keine Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden 

Jurkat-Zellen induziert werden (Abbildung 4.22 und 4.23), was auf den fehlenden Einfluss 

der jeweiligen Kinase schließen lässt. Deshalb sollte mit der Generierung phospho-

mimikrierender und phospho-defizienter Caspase-9-Mutanten die Rolle bekannter 

Phosphorylierungsstellen während der Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht werden. 

Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Mutation am S183 zu Glutamat Apoptose-

Induktion nach Staurosporin-Inkubation verhindert. 

Parallel wurde die Beobachtung gemacht, dass ein N-terminaler Tag die Apoptosom-Bildung 

verhindert. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Mutation am S183 zu keiner 

Störung der Apoptosom-Bildung, zu einer reduzierten Prozessierung der Caspase-9, aber zu 

keiner Caspase-3-Aktivierung führt.  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.32: Mitomycin induziert 
Caspase-Aktivierung nur in untagged-
hCaspase-9wt-Zellen 

Für die Untersuchung der Caspase-Aktivierung 
wurden 2 x 105 mit dem Leervektor transfizierte 
Caspase-9-negative Jurkat-Zellen (pMSCVpuro, 
weiße Kästchen), c-myc-hCaspase-9wt-Zellen 
(c-myc-hC9wt, schwarze Kästchen), untagged-
hCaspase-9wt-Zellen (hC9wt, schwarze Kreise) 
und untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen (hC9-
S183E, schwarze Dreiecke) für verschiedene 
Zeiträume mit Mitomycin C (25 µg/mL) 
inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit wurden 
Lysate hergestellt und die Caspase-Aktivierung 
im Fluorimeter analysiert. Gezeigt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen von 
Duplikaten. 
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5 Diskussion 

5.1 Einfluss des mitochondrialen Signalweges bei der Staurosporin-

induzierten Apoptose 

Der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin ist einer der stärksten Apoptose-Aktivatoren. 

Zunächst als spezifischer Proteinkinase C-Inhibitor beschrieben (Tamaoki et al., 1986) wurde 

nach einiger Zeit klar, dass es sich um einen Breitbandkinaseinhibitor handelt (Herbert et al., 

1990; Ruegg und Burgess, 1989). Der genaue Wirkmechanismus der Apoptose-Induktion 

konnte dennoch bis zum heutigen Tage nicht im Detail aufgeklärt werden. 

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass Staurosporin in der Lage ist, unabhängig vom 

Todesrezeptorsignalweg Apoptose zu induzieren und darüber hinaus eine direkte Aktivierung 

des mitochondrialen Apoptose-Signalweges zu bewirken (Engels et al., 2000). Zhang et al. 

(Zhang et al., 2004) konnten außerdem zeigen, dass Staurosporin Apoptose über die 

Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax und somit über den mitochondrialen 

Signalweg induzieren kann. Neben diesem sehr schnell ablaufenden, Caspase-abhängigen 

Apoptose-Signalweg konnten verschiedene Arbeitsgruppen die Aktivierung eines langsamer 

ablaufenden, Caspase-unabhängigen Signalwegs beobachten (Belmokhtar et al., 2001; Zhang 

et al., 2004). Neben den bereits genannten Apoptose-Signalwegen werden auch weitere 

Signalwege diskutiert, über die Staurosporin Apoptose auslösen kann. So konnte in unserer 

Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass auch in Chemotherapeutika-resistenten Jurkat-Zellen eine 

Apoptose-Induktion nach Staurosporin-Behandlung erfolgen kann (Stepczynska et al., 2001). 

Ebenso löst Staurosporin in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen Apoptose aus (Johnson 

et al., 1999). Darüber hinaus konnte auch in unserer Arbeitsgruppe ein alternativer 

Staurosporin-induzierter Apoptose-Signalweg, der sowohl unabhängig vom mitochondrialen 

Apoptose-Signalweg als auch vom ER-Stress-induzierten-Signalweg Apoptose induziert, in 

verschiedenen Bcl-2-überexprimierenden Zellsystemen beobachtet werden. Dieser neuartige 

Apoptose-Signalweg kann trotz Bcl-2/Bcl-xL-Überexpression und trotz Abwesenheit von 

Apaf-1 durch Staurosporin induziert werden (Doktorarbeit Joachim Manns). Da Tumorzellen 

verschiedene Resistenzmechanismen wie z.B. eine verringerte bzw. erhöhte Expression 

verschiedener pro-apoptotischer (p53, Bax, Apaf-1) bzw. anti-apoptotischer (Bcl-2, Bcl-xL) 

Proteine innerhalb des mitochondrialen Apoptose-Signalweges entwickeln, ist der diesem 

alternativen Apoptose-Signalweg zugrunde liegende Mechanismus von großem Interesse für 

die Entwicklung neuer Therapien zur Behandlung Chemo- und Radiotherapie-resistenter 
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Tumore. In diesem Zusammenhang ist von besonderem Interesse, dass Derivate von 

Staurosporin, wie 7-Hydroxystaurosporin (UCN-01) in klinischen Studien (Phase I und II) 

bereits erfolgreich getestet werden (Dees et al., 2005; Hotte et al., 2006; Sausville et al., 2001; 

Welch et al., 2007, http://clinicaltrials.gov), was künftig eine gezielte Behandlung 

therapieresistenter Tumore ermöglichen würde. 

 

5.1.1 Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-

Zellen 

Während der Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptose in Jurkat- und DT40-

Zellen konnten folgende Ergebnisse gezeigt werden: 

1. Staurosporin induziert Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat- und DT40-

Zellen. 

2. Staurosporin-induzierte Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat- und DT40-

Zellen verläuft Caspase-abhängig. 

3. Staurosporin induziert Apoptose in Jurkat-Zellen in Abwesenheit von Apaf-1 und 

Apoptosom-Bildung. 

4. Caspase-9 ist für die Staurosporin-induzierte Apoptose in DT40-Zellen essentiell. 

Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 (Vaux et al., 1988) ist vor allem an der äußeren 

Mitochondrienmembran lokalisiert. Durch die Bindung und Inhibierung pro-apoptotischer 

Proteine (z.B. Bad, Bim, PUMA) (Cheng et al., 1996; Yang et al., 1995, Chen et al., 2005) 

sowie die Inhibierung der Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran (Forte und 

Bernardi, 2006; Yang et al., 1997) sorgt unter anderem dieses Protein für den Schutz der Zelle 

vor der Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges. Der genaue Mechanismus 

des Zusammenspiels anti- und pro-apoptotischer Proteine zur Apoptose-Regulation wird in 

der Literatur allerdings noch diskutiert (Chipuk und Green, 2008). Obwohl bekannt ist, dass 

Staurosporin in direkter Weise den mitochondrialen Apoptose-Signalweg unabhängig vom 

Todesrezeptor-Signalweg induziert, konnte darüber hinaus in verschiedenen Zellsystemen 

gezeigt werden, dass eine Bcl-2-Überexpression zu keiner vollständigen Blockierung des 

mitochondrialen Apoptose-Signalweges nach Staurosporin-Behandlung führt (Johnson et al., 

1999, Doktorarbeit Joachim Manns) und Staurosporin in der Lage sein muss, einen weiteren 

Bcl-2-unabhängigen Signalweg zu induzieren. Zur weiteren Untersuchung der Staurosporin-

induzierten Apoptose wurden in dieser Arbeit Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen (J16-, 

JE6.1-Zellen) generiert. Allerdings stellte sich trotz der gezeigten Bcl-2-Überexpression die 
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Frage, ob dadurch die Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges vollständig 

inhibiert wird. Die Untersuchungen der Bcl-2-überexprimierenden J16- und JE6.1-Zellen 

hinsichtlich der Cytochrom c-Freisetzung aus dem Mitochondrium nach Inkubation mit 

verschiedenen apoptotischen Stimuli sollte zur Klärung dieser Frage beitragen. So zeigt 

Abbildung 4.2, dass die Bcl-2-Überexpression in den J16-Zellen ausreichend Schutz vor der 

Freisetzung des Cytochrom c und damit der Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-

Signalweges bietet, die Bcl-2-überexprimierenden JE6.1-Zellen hingegen sowohl nach 

Inkubation mit Etoposid als auch mit Staurosporin Cytochrom c frei setzen. Demnach konnte 

mit der Bcl-2-Überexpression in den JE6.1-Zellen keine Blockierung des mitochondrialen 

Apoptose-Signalweges erreicht werden. Im MTT-Test zur Überprüfung der Zellviabilität der 

generierten Zelllinien nach der Inkubation mit dem Todesrezeptorstimulus TRAIL, mit dem 

Chemotherapeutikum Etoposid und mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin schützt die Bcl-2-

Überexpression die J16-Zellen vor Abnahme der Zellviabilität nach Etoposid-Behandlung 

und darüber hinaus auch nach TRAIL-Behandlung (Abbildung 4.3A). Die Tatsache, dass 

auch TRAIL nicht in der Lage ist, die Zellviabilität der Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen 

zu reduzieren, ist auf die Besonderheit von Typ II-Zellen zurückzuführen, zu denen das 

Jurkat-Zellsytem zählt (Scaffidi et al., 1998). In Typ II-Zellen erfolgt die Apoptose-Induktion 

nach Rezeptorstimuli charakteristischerweise nach der Bildung des DISC über das 

Mitochondrium, so dass die Aktivierung des extrinsischen Apoptose-Signalweges durch Bcl-2 

blockierbar wird oder - wie in Engels et al. gezeigt -  zumindest zeitlich verzögert und mit 

geringerer Intensität abläuft (Engels et al., 2000). Ähnliches ist auch bei den JE6.1-Zellen zu 

beobachten. Zusätzlich zu dem Ergebnis, dass die Bcl-2-Überexpression in den JE6.1-Zellen 

für den Schutz vor der Cytochrom c-Freisetzung nicht ausreicht, konnte nach Behandlung der 

JE6.1-Vektor-Zellen und den JE6.1-Bcl-2-Zellen mit Etoposid und Staurosporin eine 

Abnahme der Zellviabilität beobachtet werden. Auch in den Bcl-2-überexprimierenden J16-

Zellen nimmt die Zellviabilität nach Staurosporin-Inkubation ab (Abbildung 4.3A), was 

allerdings auf einen alternativen Signalweg hindeutet, da der mitochondriale Apoptose-

Signalweg durch die Blockierung der Cytochrom c-Freisetzung durch die Bcl-2-

Überexpression verhindert wird. Da anhand eines MTT-Tests keine Aussage über die Art des 

Zelltodes getroffen werden kann, wurde mit Hilfe der Analyse der hypodiploiden Nuclei 

gezeigt, dass die verwendeten Stimuli (TRAIL, Etoposid, Staurosporin) in den J16-Vektor-

Zellen und JE6.1-Vektor-Zellen Apoptose induzieren (Abbildung 4.4A und 4.4B). In den  

Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen kann darüber hinaus durch TRAIL und vor allem auch 

Staurosporin eine Zunahme der hypodiploiden Nuclei beobachtet werden (Abbildung 4.4A). 
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Die Apoptose-Induktion durch Etoposid ist in dieser Zelllinie geblockt, was ebenfalls auf die 

Inhibierung der Cytochrom c-Freisetzung durch die Bcl-2-Überexpression zurückzuführen 

war. Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Staurosporin in der Lage ist, nicht nur 

über die Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges, sondern darüber hinaus 

auch über einen neuartigen, durch Bcl-2 nicht blockierbaren Signalweg, Apoptose auszulösen. 

Weiter unterstrichen wird dies durch das Ergebnis, dass die Staurosporin-Inkubation von   

Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen Caspase-Aktivierung induziert (Abbildung 4.4C).  

Das anti-apoptotische Protein Bcl-2 sorgt für eine Blockierung der Permeabilisierung der 

äußeren Mitochondrienmembran (Forte und Bernardi, 2006), was die Freisetzung von pro-

apoptotischen Faktoren wie z.B. Cytochrom c nach Inkubation mit verschiedenen 

mitochondrialen Stimuli verhindert und zur Erhaltung des mitochondrialen 

Membranpotenzials beiträgt. Nach einer kontroversen Diskussion in der Literatur konnte 

darüber hinaus gezeigt werden, dass Cytochrom c-Freisetzung und Veränderung des 

Membranpotenzials entkoppelte Ereignisse sind und dass Letzteres Caspase-9-abhängig ist 

(Samraj et al., 2007). Abbildung 4.5 zeigt das Ergebnis einer Untersuchung zur Erhaltung des 

mitochondrialen Membranpotenzials nach Inkubation von Bcl-2-überexprimierenden J16-

Zellen mit verschiedenen apoptotischen Stimuli. In Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert 

worden waren, konnte nach Behandlung von Etoposid und Staurosporin ein Verlust des 

mitochondrialen Membranpotenzials beobachtet werden. Diese Wirkung der beiden Stimuli 

konnte auch von einer weiteren Arbeitsgruppe gezeigt werden (Rehm et al., 2009). 

Dahingegen führte die Bcl-2-Überexpression, wie bereits aus anderen Arbeiten bekannt 

(Klohn et al., 2003; Susin et al., 1996; Zamzami et al., 1996), zum Erhalt der 

Mitochondrienmembranintegrität und damit zur Blockierung der Freisetzung pro-

apoptotischer Faktoren infolge Etoposid-Inkubation (Abbildung 4.5). Wie bereits 

beschrieben, aktiviert auch Staurosporin den mitochondrialen Apoptose-Signalweg (Zhang et 

al., 2004), welcher in den Bcl-2-überexprimiereneden J16-Zellen blockiert ist. Dennoch 

zeigen die Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen nach Staurosporin-Behandlung einen Verlust 

des mitochondrialen Membranpotenzials, wenngleich auch reduziert. Zusammengefasst wird 

deutlich, dass Staurosporin auf Grund der Blockierung des mitochondrialen Signalweges 

infolge Bcl-2-Überexpression zwar keine Freisetzung von Cytochrom c aus dem 

Mitochondrium induzieren kann (Engels et al., 2000) (vgl. auch Abbildung 4.2A), aber in 

Abhängigkeit von Caspasen dennoch eine Veränderung des mitochondrialen 

Membranpotenzials – im Gegensatz zu Chemotherapeutika – bewirken kann (Samraj et al., 

2007). Diese Tatsache unterstützt die Aussage, dass Staurosporin neben der direkten 
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Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges einen weiteren Mechanismus zur 

Apoptose-Induktion unabhängig vom Mitochondrium, aber abhängig von Caspasen aktivieren 

kann. 

Nach den bereits beschriebenen Untersuchungen zur Staurosporin-induzierten Apoptose in 

Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen sollte weiter gezeigt werden, inwiefern es 

währenddessen zur Prozessierung verschiedener, Apoptose-relevanter Proteine kommt 

(Abbildung 4.6). Mit der Initiatorcaspase-9 und der Effektorcaspase-3 sollte die Beteiligung 

der zentralen Caspasen des intrinsischen Apoptose-Signalweges überprüft werden. Durch die 

Untersuchung der PARP-Prozessierung konnte zusammen mit der Aktivierung der Caspasen 

die Apoptose-Induktion getestet werden. In Übereinstimmung mit der Literatur (Stepczynska 

et al., 2001; Wesselborg et al., 1999; Yamaki et al., 2002) führte die Inkubation der J16-

Vektor-Zellen mit Etoposid und Staurosporin zur Prozessierung der Caspase-9, Caspase-3 

und zur Spaltung von PARP. Mit zeitlicher Verzögerung wurde Gleiches in den Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen beobachtet. Allerdings führte die geringe Spaltung der 

Initiatorcaspase-9 trotzdem zur Aktivierung der Caspase-3 und dadurch auch zur 

Prozessierung des Caspase-Substrats PARP. Letztlich bestätigt dieses Ergebnis die 

vorangegangen Beobachtungen. Durch die Bcl-2-Überexpression konnte nur ein Teil der 

Staurosporin-induzierten Apoptose geblockt werden. Das Vorhandensein eines Bcl-2-

unabhängigen, Staurosporin-induzierten Apoptose-Signalweges zeigte sich auch in der 

reduzierten Caspase-Aktivierung (Abbildung 4.4), der verringerten Zellviabilität (Abbildung 

4.3) und der geringen Veränderung der Integrität der Mitochondrienmembran (Abbildung 4.5) 

in Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen.  

Nachdem verschiedene Arbeitsgruppen (Belmokhtar et al., 2001; Zhang et al., 2004) neben 

der Caspase-abhängigen Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges auch einen 

später einsetzenden Caspase-unabhängigen Apoptose-Signalweg nach Staurosporin-

Behandlung zeigen konnten, wurde überprüft, ob die Staurosporin-induzierte Apoptose in 

Bcl-2-überexprimierenden J16-Zellen zentral über Caspasen verläuft. Da der in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen beobachtete Staurosporin-Effekt bereits nach 3 h 

(Abbildung 4.6) eintritt, jedoch der von Belmokhtar et al. beschriebene Bcl-2- und Caspase-

unabhängige Apoptose-Signalweg eine längere Kinetik aufweist (Belmokhtar et al., 2001), 

wäre es nahe liegend, dass auch dieser durch Staurosporin-induzierte Apoptose-Signalweg 

Caspase-abhängig ist. Diese Frage konnte eindeutig beantwortet werden, da nach Inkubation 

mit dem Pan-Caspaseinhibitor QVD-OPh die Staurosporin-induzierte Apoptose sowohl in den 

J16-Vektor-Zellen als auch in den J16-Bcl-2-Zellen verhindert werden konnte. Demnach 
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konnte gezeigt werden, dass dieser neuartige, Bcl-2-unabhängige Apoptose-Signalweg über 

die Aktivierung von Caspasen abläuft. 

Der lysosomale Signalweg stellt eine weitere Möglichkeit der Apoptose-Induktion dar. Das 

Lysosom fungiert neben seinen Aufgaben, wie z.B. dem Verdau endogenen und exogenen 

Materials, auch als Schaltstelle während des Zelltods (Ferri und Kroemer, 2001; Jäättelä und 

Tschopp, 2003; Leist und Jäättelä, 2001). Nach Inkubation mit verschiedenen apoptotischen 

Stimuli werden die Cathepsine B, D und L aus dem lysosomalen Lumen ins Zytosol 

freigesetzt (Foghsgaard et al., 2001; Guicciardi et al., 2000; Nilsson et al., 1997; Yuan et al., 

2002). Es konnte auch bereits eine Staurosporin-vermittelte Cathepsin D-Freisetzung aus dem 

Lysosom gezeigt werden(Bidere et al., 2003). In der Folge kommt es durch das freigesetzte 

Cathepsin D zum Einbau des pro-apoptotischen Proteins Bax in die Mitochondrienmembran 

und zu einer selektiven Freisetzung des Apoptose-induzierenden Faktor (AIF), welcher einen 

Caspase-unabhängigen Zelltod auslöst (Arnoult et al., 2002; Dumont et al., 2000; Susin et al., 

1999). Außerdem wird beschrieben, dass Staurosporin über den lysosomalen Signalweg in 

zwei Phasen Zelltod induzieren kann, wobei die frühe Phase als Caspase-unabhängig 

beschrieben wird und die späte Phase als Caspase-abhängig (Deas et al., 1998). Dafür spricht 

auch die Beobachtung, dass in der frühen Phase ausschließlich AIF und kein Cytochrom c 

freigesetzt wird (Jäättelä et al., 2004). Vergleicht man nun diese Beobachtung mit dem hier 

vorgestellten Bcl-2-unabhängigen Apoptose-Signalweg, so stellt man fest, dass es sich in 

diesem Fall vermutlich nicht um den durch AIF induzierten Zelltod handeln kann, da der 

Staurosporin-induzierte Signalweg Caspase-abhängig ist. Verschiedene Arbeitsgruppen 

konnten auch beobachten, dass durch die spezifische Inhibition von Cathepsin D durch 

Pepstatin A die Cathepsin-vermittelte Cytochrom c-Freisetzung und Caspase-Aktivierung 

inhibiert und damit die Aktivierung des Zelltods blockiert wird (Jäättelä et al., 2004; 

Johansson et al., 2003). Da jedoch in der Literatur darüber hinaus beschrieben wird, dass   

Bcl-2-Überexpression Apoptose trotz Freisetzung lysosomaler Faktoren (z.B. Cathepsin D) 

verhindern kann (Boya et al., 2003), muss durch weitere Untersuchungen in den Bcl-2-

überexprimierenden J16-Zellen eine mögliche Cathepsin-Beteiligung überprüft werden.  

In diesem Zusammenhang sollen die Arbeiten von Gyrd-Hansen et al. erwähnt werden (Gyrd-

Hansen et al., 2006). So konnte ein Signalweg beschrieben werden, der durch eine Caspase-9-

abhängige Permeabilisierung der lysosomalen Membran unabhängig von der Apoptosom-

Bildung und von Cytochrom c-Freisetzung zur Freisetzung von Cathepsinen aus dem 

Lysosom führt. Auch Bcl-2 bietet in diesem Signalweg keinen ausreichenden Schutz, da die 

freigesetzten Cathepsine in diesem Fall unabhängig des Mitochondriums programmierten 
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Zelltod auslösen können. Auch der in dieser Arbeit beschriebene Apoptose-Signalweg kann 

als Bcl-2-unabhängig (Abbildung 4.2 und 4.7), Apoptosom-unabhängig (Abbildung 4.16 und 

4.17), aber Caspase-9-abhängig (Doktorarbeit Joachim Manns) bezeichnet werden. Um eine 

Aussage über eine mögliche Cathepsin-Beteiligung während der Staurosporin-induzierten 

Apoptose treffen zu können, muss die Apoptose-Induktion nach der Kombination von 

Staurosporin und eines Cathepsininhibitors in einem weiterführenden Experiment untersucht 

werden.  

In der Literatur werden darüber hinaus auch Calpaine eine wichtige Rolle innerhalb der 

Zelltodprozesse zugeschrieben. Diese Ca2+-abhängigen Cysteinproteasen sind in der Lage, 

sowohl pro-als auch anti-apoptotische Proteine wie z.B. p53 (Pariat et al., 1997), Bcl-2 (Gil-

Parrado et al., 2002), Bcl-xL (Nakagawa und Yuan, 2000) und Caspase-9 (Chua et al., 2000) 

zu spalten. Diese Spaltung benötigt keine Cytochrom c-Freisetzung und ist somit unabhängig 

vom Mitochondrium. Auch für den in dieser Arbeit beschriebenen Apoptose-Signalweg 

konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung unabhängig von der Cytochom c-Freisetzung 

erfolgt. Die Calpain-vermittelte Spaltung des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 führt zu 

Apoptose-Induktion (Gil-Parrado et al., 2002). Es wäre denkbar, dass Staurosporin durch die 

Inhibition bestimmter Kinasen auch die Aktivierung von Calpainen bewirken könnte und 

dadurch die Spaltung von Caspase-9 in den Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen und die 

damit einhergehende Apoptose verursachen kann. Dieser Vermutung steht jedoch die 

Beobachtung von Tan et al. gegenüber (Tan et al., 2006), dass in Abwesenheit der 

regulatorischen Untereinheit der 
 - und m-Calpaine die Apoptose nach Staurosporin-

Inkubation in Mausfibroblasten sogar erhöht wird. Auch die Tatsache, dass die Calpain-

vermittelte Spaltung der Caspase-9 zu deren Inaktivierung führt, spricht gegen eine 

Beteiligung von 
 - und m-Calpainen. Allerdings muss in weiteren Arbeiten die Beteiligung 

von gewebsspezifischen Calpainen überprüft werden.  

 

5.1.2 Staurosporin induziert Apoptose trotz Bcl-2-Überexpression in DT40-

Zellen 

In der B-lymphozytären Hühner-Zelllinie DT40 wurde der beschriebene alternative, Bcl-2-

unabhängige Apoptose-Signalweg weiter untersucht. Das DT40-Zellsystem eignet sich 

hierfür aufgrund der Tatsache, dass es eine hohe Rate ständiger Genkonversion und 

homologer Rekombination aufweist (Buerstedde und Takeda, 1991). So konnte neben der 

Generierung einer Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zelllinie vor allem auch eine apaf-1-
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defiziente und eine caspase-9-defiziente DT40-Zelllinie generiert werden und zur weiteren 

Aufklärung und Bestätigung der bisherigen Ergebnisse beitragen. Mit der Analyse der 

hypodiploiden Kerne und der Caspase-Aktivierung nach Staurosporin-Inkubation konnte klar 

gezeigt werden, dass Staurosporin in wild-typischen DT40-Zellen Apoptose und Caspasen 

aktivieren kann und dementsprechend ein geeignetes Modellsystem darstellt. Auffällig war 

der Verlauf der Kurve in Bezug auf die eingesetzte Staurosporin-Konzentration bzw. auf die 

Dauer der Inkubation (Abbildung 4.8). In beiden Fällen wurde nach einem anfänglichen 

Anstieg ein Plateau erreicht. Allerdings konnte entweder durch die Erhöhung der 

Staurosporin-Konzentration (Abbildung 4.8A) oder durch die Länge der Inkubationsdauer 

(Abbildung 4.8B) ein weiterer Anstieg beobachtet werden. Dies lässt sich z.B. dadurch 

erklären, dass die durch Staurosporin inhibierten Kinasen durch verschiedene Staurosporin-

Konzentrationen inhibiert werden und somit die vollständige Inhibition aller Staurosporin-

inhibierten Kinasen erst bei höheren Konzentrationen erreicht werden könnte. Ähnliches 

könnte auch auf die Inkubationsdauer zutreffen. Nach den Beobachtungen in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen sollte die Staurosporin-induzierte Apoptose in DT40-

Zellen mit Hilfe Bcl-2-überexprimierender DT40-Zellen untersucht werden. Nach der 

erfolgreichen Bcl-2-Überexpression (Abbildung 4.9) wurde gezeigt, dass die Freisetzung des 

Apoptose-Mediators Cytochrom c aus dem Mitochondrium nach Staurosporin-Inkubation 

verhindert werden konnte (Abbildung 4.10). Zwar kam es in Bcl-2-überexprimierenden 

DT40-Zellen auch nach Inkubation mit Etoposid zu einer Freisetzung von Cytochrom c, dies 

ist allerdings vermutlich auf einen bereits beschriebenen Apoptose-Signalweg in DT40-Zellen 

zurückzuführen (Korfali et al., 2004). Im Mittelpunkt dieses Apoptose-Signalweges steht die 

Effektorcaspase-7, wobei der genaue Mechanismus noch ungeklärt ist. Über die Aktivierung 

dieses Apoptose-Signalweges durch Etoposid in DT40-Zellen könnte es zur Störung der 

Mitochondrienmembranintegrität und somit zur Freisetzung des Cytochrom c kommen. Dies 

erklärt auch den Verlust der Zellviabilität sowohl in den DT40-Vektor-Zellen als auch in den 

DT40-Bcl-2-Zellen nach Behandlung mit Etoposid. Nach Staurosporin-Inkubation beider 

Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Staurosporin auch in DT40-Bcl-2-Zellen zu einem 

teilweisen Verlust der Zellviabilität führte. Dies könnte auf das Vorhandensein eines 

alternativen, Bcl-2-unabhängigen Apoptose-Signalweges in DT40-Zellen hindeuten, was mit 

der Beobachtung bestätigt werden konnte, dass sowohl in den DT40-Vektor-Zellen als auch 

in den DT40-Bcl-2-Zellen durch Staurosporin Apoptose induziert wurde. Die in den 

Vektorkontrollzellen durch den anti-BCR-Antikörper M4, der in DT40-Zellen Apoptose 

induziert, ausgelöste Apoptose wurde, wie bereits von anderen Arbeitsgruppen in primären B-
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Zellen beobachtet, durch die Bcl-2-Überexpression verhindert (Wen et al., 2003). Analog zu 

den Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen konnte durch die Anwesenheit des Pan-

Caspaseinhibitors QVD-OPh der alternative, durch Staurosporin-induzierte Apoptose-

Signalweg in Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen als Caspase-abhängig identifiziert 

werden (Abbildung 4.13). Die Zunahme der hypodiploiden Nuclei bei den Bcl-2-

überexprimierenden DT40-Zellen nach Mitomycin C-Inkubation ist vermutlich ebenfalls auf 

den bereits erwähnten Caspase-7-vermittelten Apoptose-Signalweg zurückzuführen. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Staurosporin in DT40-Zellen ähnlich wie in 

den Jurkat-Zellen einen alternativen, Bcl-2-unabhängigen Apoptose-Signalweg mit Hilfe von 

Caspasen aktivieren kann. 

 

5.1.3 Staurosporin führt zu Apoptose-Induktion in apaf-1-defizienten DT40-

Zellen 

In einer früheren Arbeit aus unserem Labor (Doktorarbeit Joachim Manns) wurde gezeigt, 

dass in SKmel94 Zellen, einer Apaf-1-defizienten Melanomzelllinie, durch die Behandlung 

mit Staurosporin Apoptose induziert werden kann. Von verschiedenen Arbeitsgruppen 

konnten darüber hinaus verschiedene Apaf-1-unabhängige, aber auch Caspase-unabhängige 

Signalwege beschrieben werden (Belmokhtar et al., 2003; Henderson et al., 2005; Marsden et 

al., 2004). Die Skmel94-Zelllinie wurde zunächst als Apaf-1-defizient beschrieben (Soengas 

et al., 2001). Allerdings konnte mittlerweile in unserem Labor gezeigt werden, dass die 

Expression dieses Proteins in Skmel94-Zellen aufgrund epigenetischer Regulation oszilliert. 

Deshalb sollte in einem weiteren Zellsystem untersucht werden, ob Staurosporin unabhängig 

vom Apoptosom Apoptose induziert. Für die Frage, ob das Adapterprotein Apaf-1 in der 

Staurosporin-induzierten Apoptose eine zentrale Rolle einnimmt, wurde eine apaf-1 -/- DT40-

Zelllinie generiert, so dass nun in einem genetisch definierten System diese Frage beantwortet 

werden konnte. Die anschließende Untersuchung der Apoptose-Induktion in den apaf-1-

defizienten DT40-Zellen machte deutlich, dass nur ein Teil der Staurosporin-induzierten 

Apoptose durch die Abwesenheit des Adapterproteins  Apaf-1 geblockt wurde. Dies zeigt, 

dass Staurosporin in der Lage ist, Apoptose unabhängig vom Apoptosom zu induzieren. In 

DT40-Zellen ist der bereits erwähnte Caspase-7-vermittelte Apoptose-Signalweg als 

Cytochrom c-unabhängig beschrieben (Ruiz-Vela et al., 1999). Außerdem weisen       

caspase-7 -/- DT40-Zellen nach Staurosporin-Inkubation eine wenn auch deutlich reduzierte 

Apoptoserate ähnlich der Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen auf (Korfali et al., 2004), so 
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dass die Caspase-7 in der Staurosporin-induzierten Apoptose in DT40-Zellen eine Rolle 

spielen könnte. 

Fasst man die bisher analogen Ergebnisse aus dem Jurkat- und dem DT40-Zellsystem 

zusammen, so kann an diesem Punkt davon ausgegangen werden, dass der Staurosporin-

induzierte Apoptose-Signalweg in Bcl-2-überexprimierenden DT40-Zellen ebenfalls 

unabhängig vom Apoptosom aktiviert werden kann. 

 

5.1.4 Staurosporin-induzierte Apoptose erfolgt Apoptosom-unabhängig 

Nachdem durch die Generierung einer apaf-1 -/- DT40-Zelllinie herausgefunden werden 

konnte, dass Staurosporin in DT40-Zellen nicht nur unabhängig des Mitochondriums, sondern 

auch unabhängig des Apoptosoms Apoptose aktivieren konnte, sollte nun auch in Jurkat-

Zellen der Frage nachgegangen werden, ob Staurosporin Apoptose unabhängig vom 

Apoptosom induzieren kann. Um ausschließlich eine Aussage bezüglich der Staurosporin-

induzierten Apoptose ohne Aktivierung des mitochondrialen Apoptose-Signalweges treffen 

zu können, wurden deshalb Bcl-2-überexprimierende Jurkat-Zellen zum einen in einer Co-

Immunaufreinigung hinsichtlich der Apoptosom-Bildung nach Staurosporin-Inkubation 

untersucht. Zum anderen wurde die Bildung dieses hochmolekularen Komplexes in diesen 

Zellen nach Staurosporin-Behandlung mittels Gelfiltration analysiert. Dabei konnte gezeigt 

werden, dass durch die Inkubation der Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen mit 

Staurosporin bis zu 6 h trotz Caspase-9-Prozessierung keine Bildung des Apoptosoms 

nachgewiesen werden konnte, da über den verwendeten anti-Caspase-9-Antikörper 

ausschließlich Caspase-9 aufgereinigt und nicht Apaf-1 co-aufgereinigt wurde (Abbildung 

4.17). Staurosporin scheint somit eine Aktivierung der Caspase-9 unabhängig vom 

Apoptosom induzieren zu können. Zur Überprüfung dieses Ergebnisses wurde außerdem eine 

Gelfiltration durchgeführt. In den Kontrolllysaten lagen Apaf-1 und Caspase-9 in keinem 

hochmolekularen Komplex vor. Die Aktivierung der Caspase-9 ist vermutlich auf die 

räumliche Nähe der Caspase-9 auf der Säule zurückzuführen (induced proximity model) 

(Salvesen und Dixit, 1999). Unterstützt wird diese Beobachtung durch die Tatsache, dass 

ausschließlich das p35 Fragment der Caspase-9 detektiert werden konnte, welches durch die 

autokatalytische Prozessierung der Caspase-9 an der Position PEPD315 (Zou et al., 2003) 

entsteht. Trotz Abwesenheit des Apoptosoms zeigte der dazugehörige Caspase-Assay eine 

geringe Caspase-3-Aktivierung in den Fraktionen 6, 7 und 10 (Abbildung 4.18). Da in diesen 

Fraktionen Caspase-3 nur innerhalb eines hochmolekularen Komplexes eluiert werden 

könnte, konnte diese Beobachtung an dieser Stelle nicht geklärt werden und bedarf weiterer 
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Optimierung. Durch Zugabe von Cytochrom c und dATP konnte in der Gelfiltration die in 

vitro Bildung des Apoptosoms gezeigt werden (Abbildung 4.17, Fraktion 6 und 7). Die in 

vitro Apoptosom-Bildung nach Zugabe von Cytochrom c und dATP läuft sehr schnell ab, 

wodurch nur eine geringe Detektion der Caspase-9 in Fraktion 7 und 8 und darüber hinaus die 

vollständige Prozessierung der Caspase-9 zu beobachten ist (Abbildung 4.17, Fraktion 9 - 11). 

Der Caspase-Assay bestätigt diese Beobachtungen (Abbildung 4.18A). Die Tatsache, dass 

nach Staurosporin-Inkubation und anschließender Auftrennung der Lysate über die Säule 

Apaf-1 und Caspase-9 nicht in den gleichen Fraktionen wie in der Kontrolle detektiert werden 

konnte, zeigt, dass keine Bildung des Apoptosoms nach Staurosporin in Bcl-2-

überexprimierenden Jurkat-Zellen erfolgt. Allerdings konnte sowohl unprozessierte als auch 

die prozessierten Formen von Caspase-9 detektiert werden. Dies bedeutet, dass Staurosporin 

die Aktivierung von Caspase-9 mit Hilfe eines unbekannten Mechanismus vermitteln kann. 

Da beide prozessierten Formen vorliegen, scheint es neben der autokatalytischen 

Prozessierung am PEPD315 auch zu einer Prozessierung durch die Effektorcaspase-3 am 

DQLD330 (Zou et al., 2003) zu kommen, jedoch ohne Bildung des Apoptosoms. Außerdem 

zeigte der dazugehörige Caspase-Assay eine hohe Caspase-3-Aktivierung sowohl in den 

Fraktionen 5 - 7 als auch in der Fraktion 10. Wie bereits erwähnt, könnte Caspase-3 nur 

innerhalb eines hochmolekularen Komplexes in diesen Fraktionen eluiert werden (Abbildung 

4.18B). Diese Beobachtung kann erst durch weitere Optimierung genauer erklärt werden. 

Dennoch kann man zusammenfassen, dass sowohl das Ergebnis der Co-Immunaufreinigung 

als auch der Gelfiltration darauf hinweisen, dass Staurosporin unabhängig vom Apoptosom 

eine Caspase-9-Aktivierung und damit die Aktivierung des Selbstmordprogramms der Zelle 

bewirken kann.  
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In der Literatur werden neben dem Cytochrom c/Apaf-1/Caspase-9-Signalweg mehrere   

Apaf-1-unabhängige Wege beschrieben: 

1. Apoptosom-unabhängiger Apoptose-Signalweg in leukämischen Mäusezellen 

(Belmokhtar et al., 2003) 

2. Bcl-2-regulierte Caspase-Aktivierung unabhängig vom Apoptosom in hämatopoetischen 

Mäusezellen (Marsden et al., 2004) 

3. Apoptosom-unabhängige Aktivierung des lysosomalen Zelltods via Caspase-9 in 

Mäusefibroblasten (Gyrd-Hansen et al., 2006) 

4. ER-stress induzierter, Apoptosom-unabhängiger Signalweg in humanen leukämischen    

T-Zellen (Lopez-Anton et al., 2006; Nakagawa et al., 2000) 

5. Apoptosom-unabhängige Caspase-Aktivierung durch Proteasominhibitoren in humanen 

Fibroblasten (Henderson et al., 2005) 

Da aus den Ergebnissen dieser Arbeit und aus vorangegangenen Experimenten bereits 

bekannt ist, dass der hier beschriebene neuartige Apoptose-Signalweg Bcl-2-unabhängig, 

Apoptosom-unabhängig, aber Caspase-9-abhängig ist, bleibt die Frage offen, welcher der 

angeführten Mechanismen in der Staurosporin-induzierten Apoptose beteiligt sein könnte. So 

beschreiben Belmokhtar et al. (Belmokhtar et al., 2003) und Marsden et al. (Marsden et al., 

2004) zwar eine Apoptosom-unabhängige Aktivierung des Selbstmordprogramms, diese 

erfolgt in beiden Fällen jedoch Caspase-9-unabhängig. Auch der Mechanismus der 

Apoptosom-unabhängigen Caspasen-Aktivierung nach Inkubation mit Proteasominhibitoren 

kann diesem neuartigen Signalweg nicht zugrunde liegen, da Henderson et al. eine 

Aktivierung des Apoptose-Programms in Bcl-2-abhängiger, aber Caspase-9-unabhängiger 

Weise beschreiben (Henderson et al., 2005). Allerdings kann sowohl in Mäusefibroblasten als 

auch in humanen leukämischen T-Zellen, eine Caspase-9-Aktivierung unabhängig vom 

Apoptosom erreicht werden. Wie aber schon in Abschnitt 5.1.1 diskutiert, stehen die von 

Gyrd-Hansen et al. beschriebenen Ergebnisse in Mausfibroblasten im Gegensatz zu den 

Ergebnissen über den Einfluss des Lysosoms in humanen Zelllinien. Somit muss davon 

ausgegangen werden, dass hier ein Unterschied in der Aktivierung der Apoptose über den 

lysosomalen Signalweg in den unterschiedlichen Organismen vorliegt. Eine Beteiligung des 

lysosomalen Signalweges während des hier beschriebenen Signalweges muss deshalb weiter 

untersucht werden. Anders verhält sich dies bei dem von Lopez-Anton et al. publizierten ER-

Stress-induzierten, Apoptosom-unabhängigen Signalweg (Lopez-Anton et al., 2006). Bereits 

2003 konnte ein Rezeptor-unabhängiger, Cytochrom c-unabhängiger, Apoptosom-

unabhängiger, aber Caspase-9-abhängiger Apoptose-Signalweg identifiziert werden, der 
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durch Cephalostin 1, einem Naturstoff marinen Ursprungs, induziert werden kann (Dirsch et 

al., 2003). Der Mechanismus wurde durch Lopez-Anton et al. weiter charakterisiert. Es wurde 

eine ER-Stress-induzierte Aktivierung der ER-lokalisierten Caspase-4 und eine darauf 

folgende Caspase-9-Aktivierung unabhängig von der Apoptosom-Bildung gezeigt. Da diese 

Untersuchungen in humanen Jurkat-Zellen durchgeführt wurden, muss in weiteren Arbeiten 

überprüft werden, ob während der Staurosporin-induzierten Apoptose die Aktivierung der 

Caspase-4 erfolgt. Allerdings besitzt Staurosporin kein Potenzial als ER-Stress-Induktor 

(Nakagawa et al., 2000), so dass der Mechanismus der Caspase-4-Aktivierung in diesem 

Zusammenhang noch nicht verstanden ist. 

 

5.1.5 caspase-9-defiziente DT40-Zellen zeigen keine Staurosporin-induzierte 

Apoptose 

Neben dem Adapterprotein Apaf-1 spielt die Initiatorcaspase-9 eine zentrale Rolle im 

mitochondrialen Apoptose-Signalweg (Boatright et al., 2003). Im Jurkat-Zellsystem wurde 

die Caspase-9 bereits als essentiell für die Staurosporin-induzierte Apoptose identifiziert. 

Zunächst sollte die Frage geklärt werden, ob Caspase-9 in der B-lymphozytären Hühner-

Zelllinie DT40 eine ähnliche Rolle einnimmt wie im humanen Jurkat-System. Hierfür wurde 

eine caspase-9 -/- DT40-Zelllinie erfolgreich generiert. In diesen Zellen war Staurosporin 

nicht mehr in der Lage, Apoptose zu induzieren (Abbildung 4.20A). Auch konnte in   

caspase-9 -/- DT40-Zellen keine Caspase-3-Aktiverung durch Staurosporin-Behandlung 

erreicht werden (Abbildung 4.20B). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass auch in der    

B-lymphozytären Hühner-Zelllinie DT40 die Staurosporin-induzierte Apoptose zwar Bcl-2- 

und Apoptosom-unabhängig, aber Caspase-9-abhängig verläuft und die in dieser Arbeit 

generierten, genetisch eindeutig definierten DT40-Zellinien (Bcl-2-überexprimierende DT40-

Zelllinie, apaf-1 -/- DT40-Zelllinie, caspase-9 -/- DT40-Zelllinie) sich daher für die weitere 

Aufklärung dieses neuartigen Apoptose-Signalwegs eignen. 

 

5.2 Mechanistische Aspekte der Staurosporin-induzierten Apoptose 

Da der in dieser Arbeit beschriebene neuartige Apoptose-Signalweg durch den 

Kinaseinhibitor Staurosporin induziert wird, liegt die Vermutung nahe, dass die Apoptose-

Induktion durch eine Veränderung des Phosphorylierungsmusters bestimmter Proteine 

hervorgerufen wird (Abbildung 5.1). Staurosporin ist als potenter Breitbandinhibitor für eine 

Vielzahl von Ser/Thr- als auch Tyr-Kinasen bekannt (Fabian et al., 2005), worunter sich auch 
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anti-apoptotische Kinasen befinden. Allgemein kann man sagen, dass die Phosphorylierung 

Apoptose-relevanter Proteine meist zu einer Inhibierung des apoptotischen Prozesses (Datta et 

al., 1997; Datta et al., 2000; Hetman et al., 2002; Mayne und Murray, 1998; Ruvolo et al., 

1998; Wang et al., 2009) führt, die Dephosphorylierung dagegen meist zu einer Aktivierung 

(Brunet et al., 1999; Shibasaki und McKeon, 1995; Thiam et al., 1999; Wang et al., 1999). In 

nur wenigen bisher bekannten Fällen bewirkt die Phosphorylierung eine Aktivierung des 

apoptotischen Prozesses (Choi et al., 2009; Raina et al., 2005; Tran et al., 2007). Inwiefern 

Staurosporin tatsächlich den Phosphorylierungsstatus der Initiatorcaspase-9 beeinflusst und 

die Hemmung welcher Kinasen hierfür in Frage kommt, ist bis jetzt noch nicht geklärt und ist 

Gegenstand des zweiten Teils dieser Arbeit.  

 

 

 

 

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der möglichen Regulationsmechanismen durch 
Phosphorylierung 

 

5.2.1 Spielt der Phosphorylierungsstatus der humanen Caspase-9 eine Rolle in 

der Staurosporin-induzierten Apoptose? 

Es ist bekannt, dass die Aktivierung der Caspase-9 durch die Phosphorylierung bestimmter 

Ser/Thr-Reste inhibiert wird (Allan et al., 2003; Brady et al., 2005; Cardone et al., 1998; 

Martin et al., 2005). Um zu klären, ob Staurosporin eine der verschiedenen Caspase-9-

Kinasen beeinflusst, wurde mit der Pro-Q®Diamond-Färbung versucht, eine Gesamtaussage 

über den Phosphorylierungsstatus der Caspase-9 nach Inkubation mit Staurosporin zu 

bekommen. So wurde nach Staurosporin-Inkubation eine grundsätzliche Abnahme der Pro-
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Q®Diamond-Färbung beobachtet (Abbildung 4.21). Dies könnte allerdings sowohl auf die 

Abnahme der Phosphorylierung als auch auf die Prozessierung der Caspase-9 und damit 

einhergehender Abnahme der unprozessierten Form zurückzuführen sein. Dabei könnte die 

Prozessierung der Caspase-9 nach Staurosporin-Behandlung sowohl durch die Aktivierung 

des mitochondrialen Signalweges als auch durch den in dieser Arbeit beschriebenen Bcl-2- 

und Apoptosom-unabhängigen Weg erreicht werden. In Abschnitt 4.2.3.4 konnte gezeigt 

werden, dass der N-terminale c-myc-Tag der Caspase-9 in diesen Zellen die Bildung des 

Apoptosoms verhindert (Abbildung 4.28). Die gleiche Zelllinie wurde auch für die Pro-

Q®Diamond-Färbung verwendet, d.h. die Prozessierung der Caspase 9 kann ausschließlich 

über den neuartigen Signalweg erfolgen. Auch im Silbergel sieht man eine Abnahme der 

unprozessierten Caspase-9 (Abbildung 4.28), was allerdings dafür spricht, dass die detektierte 

Abnahme auf die Prozessierung der Caspase-9 zurückzuführen ist. Da weder durch die Pro-

Q®Diamond-Färbung noch durch die Silberfärbung eine Anfärbung der prozessierten Form 

der Caspase-9 erfolgte, bedarf dieser Ansatz noch weiterer Optimierung. Erst dann kann eine 

konkrete Aussage darüber getroffen werden, ob die Abnahme der Färbung der 

unprozessierten Form auf die Prozessierung oder auf die Veränderung der Phosphorylierung 

zurückzuführen ist. Parallel zu diesem Ansatz wurde außerdem eine 

Phosphorylierungsanalyse der Caspase-9 mittels Massenspektrometerie angestrengt (im 

Ergebnisteil nicht gezeigt). Diese Untersuchungen werden gegenwärtig durchgeführt und 

müssen weiter optimiert werden.  

 

5.2.2 Spezifische Inhibition einzelner Caspase-9-Kinasen induziert keine 

Apoptose in Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen 

Staurosporin inhibiert eine Vielzahl der Ser/Thr-, aber auch Tyr-Kinasen des humanen 

Kinoms (Fabian et al., 2005) (http://tools.invitrogen.com/downloads/ SelectScreen_ 

Data_193.pdf). Aufgrund dieser unspezifischen Wirkungsweise kann über die Beteiligung 

einzelner Kinasen an der Staurosporin-induzierten Apoptose keine Aussage getroffen werden. 

Allerdings wurden bereits verschiedene Caspase-9-Kinasen in der Literatur beschrieben (vgl. 

Tabelle 4.1). Zu diesen Kinasen zählt die Ser/Thr-Kinase Akt, welche eine entscheidende 

Rolle für das Überleben der Zelle spielt, und als erste Caspase-9-Kinase identifiziert wurde 

(Cardone et al., 1998). Die Akt-vermittelte Phosphorylierung an Ser196 der humanen  

Caspase-9 führt zur Blockierung der Cytochrom c/Apaf-1-vermittelten Aktivierung der 

Caspase-9. Allerdings muss noch geklärt werden, ob das S196 allgemein eine Rolle innerhalb 
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der Staurosporin-induzierten Apoptose einnimmt, da in weiteren Säugern (Maus, Hund) diese 

Phosphorylierungsstelle der Caspase-9 nicht vorhanden ist (Fujita et al., 1999; Rodriguez et 

al., 2000). Des Weiteren wurde ein Mitglied der MAPK-Familie, Erk1/2, als Caspase-9-

Kinase des T125 in zell-freien Extrakten aus Xenopus laevis eggs identifiziert und eine daraus 

resultierende Inhibierung der Cytochrom c-vermittelten Apoptosom-Aktivierung beobachtet 

(Allan et al., 2003; Tashker et al., 2002). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 

Proteinkinase C zeta (PKC� ) nach Aktivierung durch hyperosmotischen Stress die humane 

Caspase-9 an S144 phosphoryliert und dies zur Inhibierung der Apaf-1-vermittelten Caspase-9-

Aktivierung führt (Brady et al., 2005). Darüber hinaus konnte die Phosphorylierung der 

humanen Caspase-9 an S99, S183 und S195 der Proteinkinase A (PKA) zugeordnet werden 

(Martin et al., 2005), was in einer gestörten Rekrutierung der Caspase-9 an Apaf-1 resultiert. 

Da allerdings in Mutationsstudien diese Beobachtungen nicht weiter bestätigt werden 

konnten, bleibt die Frage offen, inwiefern andere Substrate der PKA einen Einfluss auf die 

Apoptosom-Bildung ausüben können. Kürzlich konnte außerdem gezeigt werden, dass die 

periodische Phosphorylierung an T125 der humanen Caspase-9 durch CDK1/CyclinB1 für eine 

Regulation der Caspase-9 während des Zellzyklus sorgt und somit zur Regulation der 

Apoptose während der Mitose beiträgt (Allan und Clarke, 2007). McDonnell et al. haben 

zusätzlich die Phosphorylierung der murinen Caspase-9 an S348 durch die Caseinkinase 2 

beobachtet (McDonnell et al., 2008). Allerdings konnte die Phosphorylierung der humanen 

Caspase-9 durch die Caseinkinase 2 in vitro nicht bestätigt werden. Für die Beantwortung der 

Frage, ob die oben beschriebenen Caspase-9-Kinasen eine Rolle während der Staurosporin-

induzierten Apoptose spielen, wurden verschiedene spezifische Inhibitoren bekannter 

Caspase-9-Kinasen eingesetzt. Nach der Analyse der Anzahl hypodiploider Nuclei in 

Vektorkontrollzellen und Bcl-2-überexprimierenden Jurkat-Zellen konnte gezeigt werden, 

dass es durch Behandlung mit den spezifischen Inhibitoren zu keiner Apoptose-Induktion 

kommt. Dies deutet darauf hin, dass keine der beschriebenen Caspase-9-Kinasen in der 

Staurosporin-induzierten Apoptose eine Rolle spielt. Allerdings muss in weiteren Versuchen 

sichergestellt werden, dass eine vollständige Inhibition der Kinasen durch die eingesetzten 

Konzentrationen erfolgt. Außerdem wurden mit einem Algorithmus, der anhand bekannter 

Phosphorylierungsstellen putative Phosphorylierungsstellen vorhersagt, weitere mögliche 

Caspase-9-Kinasen (vgl. Tabelle 4.2) ermittelt (http://scansite.mit.edu.motifscan_seq.phtml). 

Der Effekt der entsprechenden spezifischen Inhibitoren wurde daraufhin getestet. Doch auch 

hier zeigte keiner der verwendeten Inhibitoren eine Zunahme der hypodiploiden Nuclei. Ob 

der Staurosporin-induzierten Apoptose ein Zusammenspiel verschiedener Kinasen zugrunde 
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liegt, soll durch die Kombination verschiedener Inhibitoren in weiteren Untersuchungen 

überprüft werden. 

 

5.2.3 Untersuchung mechanistischer Aspekte der Staurosporin-induzierten 

Apoptose mittels Phosphorylierungs-Mutanten der humanen Caspase-9 

5.2.3.1 Phosphorylierungs-defiziente Alanin- und phosphorylierungs-mimikrierende 

Glutamat-Mutanten der humanen Caspase-9 

In einem weiteren Ansatz wurde durch die Generierung phospho-defizienter Alanin- und 

phospho-mimikrierender Glutamat-Mutanten der Einfluss verschiedener bereits beschriebener 

Phosphorylierungsreste innerhalb der Caspase-9 untersucht. Nach retroviraler Transfektion 

der jeweiligen c-myc-getaggten Mutanten in Caspase-9-negative Jurkat-Zellen konnte in 

keiner der Zelllinien Apoptose über den mitochondrialen Weg induziert werden (Abbildung 

4.25B und 4.26B). Darüber hinaus konnte nach Inkubation der c-myc-hCaspase-9-S183E-

Zellen mit Staurosporin keine Aktivierung des zellulären Selbstmordprogramms erfolgen 

(Abbildung 4.26B). Auch in den c-myc-hCaspase-9-S183A-Zellen konnte Apoptose induziert 

werden, jedoch nur in verringertem Maße (Abbildung 4.25B). Daraus ergeben sich folgende 

Fragen: (1) Kommt es durch den N-terminalen c-myc-Tag zu einer Beeinträchtigung der 

Apaf-1/Caspase-9-Interaktion und damit zur Blockierung der Apoptosom-Bildung und (2) 

spielt das Serin183 eine zentrale Rolle in der Caspase-9-Aktivierung während der 

Staurosporin-induzierten Apoptose?  

 

5.2.3.2 Beeinträchtigung der Apaf-1/Caspase-9-Interaktion durch N-terminalen Tag 

der Caspase-9 

Zunächst sollte die Frage (1) bearbeitet werden. Hierzu wurde eine Co-Immunaufreinigung 

durchgeführt. Nach der in vitro Bildung des Apoptosoms konnte ausschließlich im Falle der 

Jurkat-Vektorzellen die Caspase-9-Prozessierung und die Interaktion zwischen Apaf-1 und 

der Caspase-9 nachgewiesen werden (Abbildung 4.28). Dies deutet darauf hin, dass die 

Aktivierung der Caspase-9 durch das Apoptosom in den c-myc-hCaspase-9wt-Zellen 

beeinträchtigt sein muss. Da die Interaktion zwischen dem Adapterprotein Apaf-1 und der 

Initiatorcaspase-9 über die N-terminalen CARD-Domänen (Li et al., 1997b; Qin et al., 1999) 

erfolgt, liegt die Vermutung nahe, dass der N-terminale c-myc-Tag der Caspase-9-Varianten 

in diesen Zellen die Bildung des Apoptosoms beeinträchtigt. Für die Untersuchung dieser 
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Frage wurden ungetaggte und N-terminal FLAG-getaggte Varianten der humanen Caspase-9 

generiert. Nach retroviraler Transfektion wurde in diesen Zelllinien zunächst die Apoptose-

Induktion nach Inkubation mit dem Rezeptorliganden TRAIL, Mitomycin C und dem 

Kinaseinhibitor Staurosporin untersucht. Tatsächlich ist in den untagged-hCaspase-9wt-Zellen 

eine Aktivierung des Selbstmordprogramms nicht nur durch Staurosporin, sondern auch durch 

Mitomycin C möglich. Im Gegensatz dazu ist im Falle der untagged-hCaspase-9-S183E-

Zellen nach Staurosporin nur eine sehr geringe und nach Mitomycin C überhaupt keine 

Apoptose-Induktion zu beobachten. Darüber hinaus erfolgte in den Zellen mit den FLAG-

getaggten Varianten der humanen Caspase-9 keine Aktivierung des Apoptose-Programms 

durch Mitomycin C, wohingegen Staurosporin in den FLAG-hCaspase-9wt-Zellen Apoptose 

induzieren konnte. Die Beobachtung, dass ein N-terminaler Tag der humanen Caspase-9 die 

Bildung des Apoptosoms stört, sollte in einer weiteren Co-Immunaufreinigung verifiziert 

werden. Die Ergebnisse aus Abbildung 4.30 unterstreichend konnte in c-myc-hCaspase-9-wt-

Zellen und den FLAG-hCaspase-9-wt-Zellen nach Zugabe von Cytochrom c und dATP ins 

Lysat keine Apoptosom-Bildung nachgewiesen werden. Gleichzeitig wurde auch die Co-

Aufreinigung von Apaf-1 über anti-Caspase-9-Antikörper in den untagged-hCaspase-wt-

Zellen nachgewiesen, was ebenfalls den Beobachtungen aus Abbildung 4.30 entspricht. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass ein N-terminaler Tag die Interaktion zwischen  

Apaf-1 und Caspase-9 stört und somit die Aktivierung der Caspase-9 durch das Apoptosom 

verhindert wird. In weiterführenden Untersuchungen soll diese Beobachtung durch die 

Generierung einer CARD-defizienten Caspase-9-Variante bestätigt werden. Darüber hinaus 

scheint auch die S183E-Mutation der Caspase-9 alleine für eine Beeinträchtigung der 

Apoptose-Induktion zu sorgen, wie man am Beispiel der fehlenden Apoptose-Induktion in 

den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen sehen kann. Somit konnte eine Antwort auf die in 

Abschnitt 5.2.3.2 gestellte Frage (2) gefunden werden. Einiges deutet darauf hin, dass das 

Serin183 vermutlich keine zentrale Rolle in die Staurosporin-induzierte Apoptose einnimmt, 

sondern die fehlende Apoptose-Induktion stattdessen auf alternative Gründe zurückzuführen 

ist. Zu erklären ist die Störung der Apoptose-Aktivierung durch die S183E-Mutation der 

Caspase-9 z.B. durch eine Änderung der Proteinfaltung. Diese Annahme wird gestützt durch 

die Beobachtung, dass die S183E-Mutanten der humanen Caspase-9 zwar überexprimiert 

werden, aber im Vergleich z.B. zur wild-typischen c-myc-Caspase-9-Mutante dennoch zu 

einem deutlich geringeren Maße (vgl. Abbildung 4.26B). Erstaunlicherweise erfolgte jedoch 

auch in den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen eine in vitro Bildung des Apoptosoms und 

sogar die Prozessierung der Caspase-9. Somit scheint die Mutation am Serin183 alleine nicht 
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die Bildung des Apoptosoms zu beeinträchtigen, sondern vielmehr könnte die fehlende 

Apoptose-Induktion der untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen nach Mitomycin C-Inkubation 

auf eine ausbleibende Aktivierung der Caspase-3 zurückzuführen sein. Dementsprechend 

kann ein weiterer Grund für die mögliche Störung der Aktivierung des Apoptose-Programms 

aber auch sein, dass mit dem Aspartat an Position 179 eine Aminosäure in direkter 

Nachbarschaft zum Serin183 liegt, welches in der Substrattasche der Caspase-9 involviert ist 

(Wilson et al., 1994). Durch die Mutation des Serins zu Glutamat könnte aus sterischen 

Gründen die Bindung der Caspase-3 gestört oder sogar verhindert werden. Abbildung 4.32 

zeigt einen Caspase-Assay, der deutlich macht, dass durch Mitomycin C ausschließlich in den 

untagged-hCaspase-9wt-Zellen Caspase-3-Aktivierung erfolgen konnte. Eine Aktivierung der 

Caspase-3 in den untagged-hCaspase-9-S183E-Zellen konnte hier nicht beobachtet werden, 

auch wenn das in Abbildung 4.31 detektierte p37-Fragment der Caspase-9 laut Literatur nur 

durch die Caspase-3-katalysierte Spaltung am Asp330 zustande kommt.  

Zusammenfassend kann man sagen, dass ein N-terminaler Tag der humanen Caspase-9, die 

Bildung des Apoptosoms beeinträchtigt. Aufgrund dessen stellen die c-myc-hCaspase-9-

Zellen ein ideales Modell zur Untersuchung der Staurosporin-induzierten Apoptose dar. In 

diesen Zelllinien ist der mitochondriale Apoptose-Signalweg durch den N-terminalen c-myc-

Tag geblockt, so dass die beobachtete Apoptose-Induktion nach Staurosporin-Inkubation 

ausschließlich über den Apoptosom-unabhängigen Signalweg erfolgen kann.  
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6 Zusammenfassung und Ausblick 

Apoptotische Prozesse spielen eine zentrale Rolle während der Embryogenese, der 

Gewebshomöostase und der Eliminierung von veränderten Zellen (z.B. Tumorzellen, Virus-

infizierte Zellen). Für die Transduktion des Apoptose-induzierenden Signals in die Zelle sind 

zwei Hauptsignalwege bekannt: der extrinsische und der intrinsische Signalweg. Durch DNA-

Schädigung kommt es zur Aktivierung des intrinsischen Signalweges. Hierbei wird 

Cytochrom c aus dem Mitochondrium freigesetzt und führt zusammen mit der hydrolytischen 

Spaltung von dATP zu einer Konformationsänderung des Adapterproteins Apaf-1. Dieser 

Vorgang ermöglicht die Bildung des hochmolekularen Apoptosom-Komplexes. Anschließend 

wird die Initiatorcaspase-9 in das Apoptosom rekrutiert und durch die induzierte Proximität 

aktiviert. In der Folge führt die aktivierte Caspase-9 zur Spaltung weiterer Caspasen wie z.B. 

Caspase-3 und somit zur Induktion des Apoptose-Programms. Die Regulation des 

intrinsischen Signalweges erfolgt u.a. über pro- und anti-apoptotische Proteine der Bcl-2 

Familie, welche die Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium kontrollieren. 

Aktiviert wird der mitochondriale Apoptose-Signalweg durch DNA-schädigende Agenzien, 

die in der konventionellen Radio- und Chemotherapie zur Behandlung von Tumoren 

eingesetzt werden. Deshalb weisen therapie-resistente Tumoren vor allem die Inaktivierung 

des mitochondrialen Apoptose-Signalweges auf, z.B. durch erhöhte Expression anti-

apoptotischer Proteine oder durch reduzierte Expression bzw. Inaktivierung pro-apoptotischer 

Proteine. Aus diesem Grund wäre es für Krebspatienten von enormer Wichtigkeit, einen 

Signalweg zu finden, der die Aktivierung des endogenen Selbstmordprogramms in 

Tumorzellen unabhängig vom mitochondrialen Apoptose-Signalweg auslöst und damit eine 

Eliminierung therapie-resistenter Tumore ermöglicht.  

Der Proteinkinaseinhibitor Staurosporin induziert Apoptose über die Aktivierung des 

intrinsischen Signalweges. Zunächst wurde Staurosporin als spezifischer PKC-Inhibitor 

beschrieben, wird inzwischen jedoch als Breitbandkinaseinhibitor verwendet. Staurosporin 

wird als potenter Apoptose-Induktor eingesetzt, wobei der Mechanismus der apoptotischen 

Wirkung noch nicht aufgeklärt werden konnte. Darüber hinaus besitzt Staurosporin 

offensichtlich das Potenzial durch Aktivierung eines neuartigen intrinsischen Apoptose-

Signalweges, Chemotherapie-resistente Tumore zu eliminieren. Verschiedene Staurosporin-

Derivate wie z.B. UCN-01, PKC-412 oder Enzastaurin werden in klinischen Studien der 

Phase I-II für die Krebstherapie getestet. 
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von Bcl-2 weder 

J16- bzw. JE6.1-Jurkat T-Lymphozyten noch DT40 B-Lymphozyten vor der Caspase-

abhängigen Apoptose-Induktion durch Staurosporin schützt. Nach Herstellung apaf-1 -/- 

DT40-Zellen konnte demonstriert werden, dass Staurosporin auch in Abwesenheit von Apaf-1 

und damit unabhängig vom Apoptosom Apoptose induziert. Mit Hilfe der generierten 

caspase-9 -/- DT40-Zellen konnte Caspase-9 als zentrales Protein beider Staurosporin-

induzierter Apoptose-Signalwege identifiziert werden. Durch die Verwendung spezifischer 

Inhibitoren bekannter und putativer Caspase-9-Kinasen konnte keine Beteiligung der 

entsprechenden Kinasen an der Staurosporin-induzierten Apoptose nachgewiesen werden. Mit 

Hilfe der Generierung phospho-mimikrierender und phospho-defizienter Caspase-9-Varianten 

konnte S183 als essentieller Phosphorylierungsrest während der Staurosporin-induzierten 

Apoptose identifiziert werden. Es konnte im Weiteren gezeigt werden, dass ein N-terminaler 

Tag an Caspase-9 die Apoptosom-Bildung nach Behandlung mit Chemotherapeutika 

blockiert. Im Gegensatz dazu ist Staurosporin weiterhin in der Lage, Apoptose über die        

N-terminal markierte Caspase-9 zu induzieren  

In zukünftigen Arbeiten könnte die mögliche Rolle von Cathepsinen innerhalb dieses 

neuartigen Signalweges durch spezifische Inhibition analysiert werden. Ferner wäre es 

möglich, durch Kombinationsexperimente mit spezifischen Inhibitoren der Caspase-9-

Kinasen eine Aussage über ein Zusammenwirken verschiedener Kinasen zu treffen. In 

weiteren Studien muss untersucht werden, ob der Einfluss des S183 während der Staurosporin-

induzierten Apoptose auf eine Konformationsänderung der Caspase-9 oder auf eine 

Phosphorylierung zurückzuführen ist. Durch die Generierung weiterer Caspase-9-Varianten, 

z.B. � CARD-Caspase-9 oder eine nicht-spaltbare Caspase-9, kann ein weiterer Einblick in 

die Funktion der Caspase-9 in der Staurosporin-induzierten Apoptose gewonnen werden. 

Dazu können ebenfalls die im Rahmen dieser Arbeit generierten caspase-9 -/- DT40-Zellen 

sowie mit verschiedenen Caspase-9-Varianten rekonstituierte Zellen herangezogen werden. 

Durch eine massenspektrometrische Analyse könnte das Phosphorylierungsmuster der 

Caspase-9 während der Staurosporin-induzierten Apoptose untersucht werden. In Xenograft- 

oder Chorioallantoismembran-Modellen kann untersucht werden, ob das Staurosporin-Derivat 

UCN-01 diesen neuartigen Apoptose-Signalweg auch in vivo induzieren kann. Die 

Identifizierung des Mechanismus und der entsprechenden Effektorproteine des durch 

Staurosporin induzierten neuartigen Apoptose-Signalweges würde dann die Möglichkeit 

eröffnen, innovative Agenzien zur Eliminierung Chemotherapie-resistenter Tumore zu 

entwickeln. 
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7 Summary and Outlook 

Apoptotic processes play a crucial role during embryogenesis, tissue homoestasis and 

elimination of modified cells, e.g. tumor cells and virus-infected cells. Two different main 

signaling pathways have been described for the transduction of the apoptotic signal into the 

cell: the extrinsic and the intrinsic pathway. After activation of the intrinsic apoptotic 

signaling pathway, mitochondrial cytochrome c is released and leads together with the 

hydrolytical cleavage of dATP to a conformational change of the adapter protein Apaf-1. This 

process displays a prerequsite for the formation of a high molecular weight complex, the 

apoptosome. Subsequently the initiator caspase-9 is recruited to the apoptosome and is 

thereby activated according to the induced proximity model. Once activated, caspase-9 

induces the processing of further caspases such as caspase-3 and thus the initiation of the 

apoptotic program. The intrinsic pathway is regulated by pro- and anti-apoptotic proteins of 

the Bcl-2 family which controls the release of cytochrom c from the mitochondrion. The 

mitochondrial apoptotic signaling pathway is activated by DNA-damaging agents which are 

used during conventional radio- and chemotherapy. Accordingly, tumor cells acquire 

resistance to anticancer drugs or irradiation by downregulation of pro-apoptotic proteins like 

p53, Bax, Apaf-1 or upregulation of anti-apoptotic factors such as Bcl-2 and Bcl-xL. Thus, the 

independent activation of the endogenous suicide program of the mitochondrial pathway 

might represent a powerful tool for the elimination of chemotherapy resistant tumors.  

The protein kinase inhibitor staurosporine induces apoptosis via the activation of the intrinsic 

pathway. First staurosporine was described as a specific PKC inhibitor. Today it is known as 

a broad range kinase inhibitor and is used as a potent apoptosis inductor. However, the 

mechanism of the apoptotic effect remains elusive. Furthermore, staurosporine obviously 

exhibit the potential to eliminate chemotherapy resistant tumors by the induction of a novel 

intrinsic apoptotic signaling pathway. Different derivatives of staurosporine, e.g. UCN-01, 

PKC-412 or Enzastaurin are already tested in clinical trials phase I-II for cancer therapy. 

In the present work it could be shown that overexpression of Bcl-2 does not impede the 

caspase-dependent induction of apoptosis  in J16- and JE6.1-Jurkat T-lymphocytes or in 

DT40 B-lymphocytes following staurosporine treatment . After generation of apaf-1 -/- DT40 

cells it was demonstrated that staurosporine induces apoptosis despite the absence of Apaf-1 

and therefore independently of the apoptosome. Together with the generated caspase-9 -/- 

DT40 cells, caspase-9 was identified as the central effector protein of both staurosporine-

induced apoptotic pathways. The involvement of published and putative caspase-9 kinases 
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could not be confirmed by the usage of specific inhibitors. Using phospho-mimicking and 

phospho-deficient caspase-9 variants, S183 could be identified as an essential phosphorylation 

site during staurosporine-induced apoptosis. In addition, after treatment with anticancer drugs 

apoptosome formation was blocked by an N-terminal tag of caspase-9. However, this tag 

could not prevent staurosporine-induced apoptosis. 

In further studies the potential role of cathepsines for this novel apoptosis signaling pathway 

could be analysed by their specific inhibition. In order to investigate the involvement of 

multiple kinases in this novel apoptotic signaling pathway, combination experiments with 

specific inhibitors of the respective kinases should be accomplished. Further investigations 

should clarify whether the influence of S183 on staurosporine-induced apoptosis is based on 

conformational alteration or on phosphorylation of caspase-9. The generation of additional 

caspase-9 variants including � CARD-caspase-9 or non-cleavable caspase-9 could lead to a 

deeper understanding of the role of caspase-9 for staurosporine-induced apoptosis. For this 

purpose caspase-9 -/- DT40 cells and cells reconstituted with different caspase-9 variants 

could be employed. The phosphorylation pattern of caspase-9 could be determined by mass 

spectrometric analysis. Xenograft or chorio allantois membrane models were used to 

investigate if the staurosporine derivative UCN-01 is also able to induce this novel apoptosis 

signaling pathway in vivo. The identification of both the mechanisms and the effector proteins 

of this staurosporine-induced apoptotic signaling pathway should provide the opportunity to 

develop novel agents for the elimination of chemotherapy-resistant tumors. 
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