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1 Einleitung  

1.1 Das Pankreaskarzinom 

Der Pankreas ist ein Drüsenorgan und liegt im Oberbauch zwischen Magen, Milz, Leber 

und den großen Blutgefäßen im Bauchraum (Aorta und untere Hohlvene). Er ist über 

Ausführgänge mit dem Zwölffingerdarm verbunden, in den er Verdauungssäfte abgibt, 

welche im exokrinen Gewebe des Pankreas produziert werden. Weiterhin produzieren die 

Langerhans’schen Inseln, welche der Pankreas beinhaltet, Hormone, die den 

Blutzuckerspiegel regulieren. Diese werden als endokrines Drüsengewebe bezeichnet. Der 

Pankreas besteht aus einem Pankreaskopf, Pankreaskörper mit Pankreasgang 

(pancreatic duct) und dem Pankreasschwanz. Für jeden dieser Bereiche ist die Entstehung 

von Tumoren beschreiben. 95 % der Pankreastumore entspringen dem exokrinen Gewebe 

und nur 5 % dem endokrinen. Die häufigste Form des Pankreaskrebs ist ein duktales 

Adenokarzinom des Pankreas. In Europa sterben jährlich 40 000 Menschen an 

Pankreaskrebs, in USA sind es 30 000 (Parkin et al. 2001). Die Zahl der Erkrankungen 

nimmt mit steigendem Alter zu. Somit kann das Alter als ein Hauptrisikofaktor angesehen 

werden. Weiterhin gilt Zigarettenrauch als ein Hauptrisikofaktor, aber auch verschiedene 

Erbkrankheiten, wie zum Beispiel chronische Bauchspeicheldrüsenentzündung, Ataxia-

Telangiectasia, ein erblich bedingtes erhöhtes Brustkrebsrisiko und das Peutz-Jeghers 

Syndrom werden mit einem erhöhten Pankreaskrebs-Risiko in Verbindung gebracht. Die 

durchschnittliche Überlebensrate nach Diagnose eines metastasierenden 

Pankreaskarzinoms liegt bei 4 – 6 Monaten (Ma et al. 2005; Schmidt et al. 2007) mit einer 

Fünf-Jahres-Überlebensrate von 1 – 3 % (Bramhall et al. 1995; Ma et al. 2005).  

 

1.1.1 Entstehung des Pankreaskarzinoms  

Wie viele andere maligne Erkrankungen entsteht das Pankreaskarzinom durch eine 

Anhäufung von Mutationen in Oncogenen, Tumorsuppressorgenen und in Genen, welche 

für die genomische Stabilität verantwortlich sind. Es wird vermutet, dass die Mutationen in 

den verschiedenen Genen zu bestimmten Zeitpunkten in der Entwicklung des 

Pankreaskarzinoms entstehen. Eine der ersten genetischen Veränderungen ist die Mutation 

des K-ras Onkogens. Da mehr als 85 % aller Pankreaskarzinome eine Mutation im K-ras 

Onkogen aufweisen und diese Mutation schon zu einem sehr frühen Zeitpunkt der 

Entwicklung eines Pankreaskarzinoms entsteht, gilt sie als ein früher diagnostischer 
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Marker (Uehara et al. 1999; Wenger et al. 1999). Als nächste genetische Veränderungen 

treten Mutationen in dem Tumorsuppressorgen p16 auf. Dieses ist in 95 % aller 

Pankreaskarzinome inaktiviert (Caldas et al. 1994; Schutte et al. 1997). Zu einem sehr 

späten Zeitpunkt in der Entwicklung eines Pankreaskarzinoms treten inaktivierende 

Mutation in den Tumorsuppressorgenen p53 und MADH4 mit einer Häufigkeit von 

76 bzw. 55 % auf (Li et al. 2004).  

 

1.1.2 Stadieneinteilung und Therapie des Pankreaska rzinoms 

Patienten, bei denen ein Pankreaskarzinom diagnostiziert wurde, lassen sich in 

verschiedene Stadien einteilen, nach denen sich die Therapie richtet. Die Einteilung erfolgt 

nach den TNM-Klassifizierungen, die für viele Tumore gültig sind. Hierbei gibt T 

Auskunft über die Ausdehnung des Primärtumors. N beschreibt, ob bereits regionale 

Lymphknotenmetastasen vorhanden sind und M macht Angaben darüber, ob 

Fernmetastasen vorliegen. Die Stadieneinteilung des Pankreaskarzinoms ist in Tabelle 1-1 

zusammengefasst.  

 

Tabelle 1-1: Stadieneinteilung des Pankreaskarzinoms 
(Exocrine pancreas. In: American Joint Committee on Cancer.: AJCC Cancer Staging Manual. 6th ed. New 
York, NY: Springer, 2002, pp 157-164.) 
Stadium Ausdehnung des 

Primärtumors  
(T) 

Regionale 
Lymphknotenmetastasen 
(N) 

Fernmetastasen 
 
(M) 

0 Carcinoma in situ Nein  Keine 
IA Tumor auf Pankreas 

beschränkt; ≤ 2 cm 
Durchmesser 

Nein Keine  

IB Tumor auf Pankreas 
beschränkt; > 2 cm 
Durchmesser 

Nein Keine  

IIA Tumorausdehnung über 
Pankreas hinaus in den 
Zwölffingerdarm, den 
Gallengang oder 
Bindegewebe des Pankreas  

Nein Keine  

IIB Jede bisher genannte 
Ausdehnung 

Ja Keine 

III Tumorausdehnung über 
Pankreas hinaus in Magen, 
Milz, Kolon oder benachbarte 
große Gefäße 

Ja / Nein Keine 

IV Jede Ausdehnung Ja / Nein vorhanden 
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Die einzig kurative Therapie eines Pankreaskarzinoms ist eine Operation. Jedoch kommt 

eine Operation nur für 10 – 15 % der Patienten in Frage (Sener et al. 1999), da die 

Diagnose eines Pankreaskarzinoms meist erst sehr spät erfolgt. Schuld daran ist das Fehlen 

bestimmter Symptome. Damit ein Tumor des Pankreas operabel ist, dürfen zum Zeitpunk 

der Diagnose noch keine Metastasen vorhanden sein. Außerdem darf der Tumor noch nicht 

in die umliegenden Gefäße eingewandert sein (Stadium I und II), da sonst eine vollständige 

Entfernung nicht gewährleistet wäre. Zählt ein Patient zu den 10 – 15 %, für die eine 

Operation in Frage kommt, wird der Tumor durch eine Operation vollständig entfernt, und 

wenn nötig auch Teile der umliegenden Organe wie z. B. Magen, Darm, Leber oder Milz. 

Eine Operation erhöht das durchschnittliche Überleben der Patienten von 4 – 6 Monate auf 

10 – 18 Monate (Allema et al. 1995; Mosca et al. 1997; Sohn et al. 2000). In den meisten 

Fällen folgt einer Operation eine Chemotherapie mit 5-Fluorouracil (5-FU) / Folinsäure. 

Einer Studie der European Study Group for Pancreatic Cancer (ESPAC) zufolge, kann 

dadurch die durchschnittliche Überlebensrate von 14 Monaten, für die ausschließlich 

operierte Gruppe, auf 19,7 Monate gesteigert werden (Neoptolemos et al. 2001). In 

manchen Fällen wird zusätzlich zu einer Behandlung mit 5-FU eine Bestrahlung 

durchgeführt, der Nutzen dieser Kombination wird jedoch kontrovers diskutiert 

(Neoptolemos et al. 2001; Neoptolemos et al. 2004). Auch eine Kombination 

verschiedener Chemotherapeutika oder Bestrahlung mit IFN-α wird in klinischen Studien 

geprüft (Nukui et al. 2000; Picozzi et al. 2003). Jedoch ist dieses Behandlungsschema auch 

mit einer erhöhten Toxizität verbunden. Ist der Tumor bereits in die umliegenden Gefäße 

eingedrungen (Stadium III) oder haben sich schon Fernmetastasen gebildet (Stadium IV), 

kann er nicht mehr operativ entfernt werden, und die Therapie erfolgt nur noch unter 

palliativen Gesichtspunkten. Dauerhafte Remissionen sind durch chemotherapeutische 

Maßnahmen in diesem Stadium nicht zu erwarten. In diesem Fall ist das Mittel erster Wahl 

das Cytidin-Analogum Gemcitabin. Auch eine Therapie mit 5-FU ist möglich, jedoch wird 

das durchschnittliche Überleben der Patienten mit einem fortgeschrittenen 

Pankreaskarzinom durch eine Therapie mit Gemcitabine auf 5,65 Monate erhöht, durch 

eine Therapie mit 5-FU nur auf 4,41 Monate (Burris et al. 1997). Die sonst häufig in der 

Krebstherapie verwendeten Alkylantien spielen in der Therapie des Pankreaskarzinoms 

keine Rolle. Pankreaskarzinome weisen eine extrem hohe Resistenz gegenüber Alkylantien 

auf, was mit ihrem hohen Level des Reparaturenzyms O6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT) in Verbindung gebracht werden kann (Kokkinakis et al. 1997).  
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1.2 Das maligne Melanom 

Es gibt vier verschiedene Arten von Hautkrebs. Aktinische Keratosen, Basalzellkarzinom, 

Plattenepithelkarzinom und das maligne Melanom. Das maligne Melanom, auch 

„schwarzer Hautkrebs“ genannt, ist ein bösartiger Tumor, der vom melanozytären 

Zellsystem ausgeht und für 90 % der Mortalität an Hautkrebs verantwortlich ist. Er 

manifestiert sich überwiegend an der Haut, selten kommt es auch zu Melanomen am Auge, 

an den Hirnhäuten und Schleimhäuten. Nach Schätzungen des Robert-Koch-Instituts 

erkranken in Deutschland jährlich 10 - 12 von 100 000 Einwohnern. In den USA sind es 

10 – 25 Fälle pro 100 000 Einwohner und die höchsten Zahlen an Neuerkrankungen 

wurden mit 50 – 60 Fälle pro 100 000 Einwohner in Australien beobachtet. In 

Bevölkerungen mit stärkerer Pigmentierung (Afrika, Asien) tritt das Melanom sehr selten 

auf und wenn, dann überwiegend an Schleimhäuten. Der Hauptrisikofaktor zur 

Entwicklung von Melanomen ist die ungeschützte Exposition zu Sonnenlicht, hier vor 

allem zu UV-B-Strahlung (Wiecker et al. 2003). 5 – 10 % der Melanome können auf 

polygene Erbfaktoren zurückgeführt werden (Greene et al. 1985). Die durchschnittliche 

Überlebensrate für einen Patienten mit einem metastasierenden malignen Melanom beträgt 

4 – 6 Monate (Schuchter et al. 1992). 

 

1.2.1 Ursprung des malignen Melanoms und seiner Res istenzmerkmale 

Das maligne Melanom entwickelt sich aus Melanozyten. Dermale Melanozyten gehen aus 

der Neuralleiste hervor. Dabei handelt es sich um eine Zellpopulation, die während der 

Embryogenese durch den Embryo wandert und als Vorläufer verschiedener Zelltypen 

dient, unter anderem der dermalen Melanozyten. Diese Fähigkeit zur Migration könnte 

während der Melanomentwicklung wiedererlangt werden und die frühe Tendenz zur 

Metastasierung erklären (Gupta et al. 2005). Die frühe Metastasierung im Vergleich zur 

Tumormasse ist ein Grund für die schlechte Prognose eines malignen Melanoms. Ein 

weiterer Faktor, welcher für die schlechte Prognose des malignen Melanoms 

verantwortlich gemacht werden kann, ist das schlechte Ansprechen der Tumore auf die 

angewandten Therapien. Die Ursache hierfür könnte aus der Funktion der Melanom-

Vorläufer-Zellen, der Melanozyten erklärt werden. Diese dienen als Fotoprotektoren der 

Haut. Während andere primäre Zellen auf Strahlung mit Reparatur oder Zelltod reagieren, 

ist es die Aufgabe der Melanozyten nach UV-Bestrahlung Melanin zu produzieren und so 

die umliegenden Zellen vor der DNA-Schädigung durch UV-Licht zu schützen 
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(Matsumura and Ananthaswamy 2002). Malanozyten werden durch externe und interne 

Signale vor der Auslösung von Zelltod bewahrt. Als externe Größe spielt hier die 

Ausschüttung der Wachstumsfaktoren FGF und NGF von Fibroblasen bzw. Keratinozyten 

eine wesentliche Rolle (Zhai et al. 1996; Ruiter et al. 2002). Aber auch eine 

Heraufregulierung des antiapoptotischen Proteins Bcl2 in Melanozyten trägt zu deren 

Resistenz gegenüber DNA-schädigenden Stimuli bei. Demnach scheinen Tumore, welche 

aus diesen Zellen hervorgehen, generell über Resistenzmerkmale zu verfügen, welche die 

Therapie erschweren. Besonders relevant für das Ansprechen eines Tumors auf eine 

Therapie ist seine Fähigkeit, nach einem Stimulus Apoptose auszulösen. Diese Fähigkeit 

scheinen Melanome im Zuge der Onkogenese teilweise einzubüßen (Alanko et al. 1999). 

So scheinen Melanome gegenüber der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose resistent zu 

sein, obwohl sie den Fas-Rezeptor auf ihrer Oberfläche exprimieren (Rivoltini et al. 1998; 

Thomas and Hersey 1998). Allgemein konnte in Melanomen die Heraufregulierung von 

antiapoptotischen und die Herunterregulierung von proapoptotischen Faktoren beobachtet 

werden (Soengas et al. 2001), was als Hauptursache für die Resistenz dieser Tumore 

gegenüber chemotherapeutischen Agenzien gilt (Grossman and Altieri 2001). In diesem 

Zusammenhang ist auch die geringe Rate an mutiertem p53 in diesen Tumoren interessant. 

Sie beträgt in Melanomen nur etwa 20 % (Zerp et al. 1999). 

 

1.2.2 Stadieneinteilung und Therapie des malignen M elanoms 

Patienten mit einem maligne Melanom lassen sich in verschiedene Stadien einteilen, 

welche die Grundlage für weitere diagnostische und therapeutische Maßnahmen sind, 

sowie für die Einschätzung der individuellen Prognose. Die TNM-Klassifizierung ist unter 

Berücksichtigung melanomspezifischer Faktoren (Tumordicke, Geschwürausbildung und 

Mikrometastasierung) auch für maligne Melanome anwendbar (Tabelle 1-2). T beschreibt 

die Einteilung des Primärtumors und bezieht sich bei malignen Melanomen auf die 

Tumordicke und die Geschwürausbildung. Die N-Klassifikation berücksichtigt, ob Mikro- 

oder Makrometastasen der regionalen Lymphknoten vorliegen und ob Satellitenmetastasen 

(bis 2 cm vom Primärtumor entfernt) oder In-transit-Metastasen (kutane oder subkutane 

Metastasen bis zur ersten Lymphknotenstation) vorliegen. Als Fernmetastasen gelten 

Metastasen jenseits der ersten Lymphknotenstation. Die M-Klassifikation berücksichtigt, 

welche Organe von Metastasen befallen sind.  
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Tabelle 1-2: Stadieneinteilung des malignen Melanoms nach: (Balch et al. 2000; Balch et al. 2001a) 
Stadium Dicke des 

Primärtumors 
(mm) (T) 

Geschwür-
ausbildung 

Regionale 
Lymphknotenmetastasen 
(N) 

Fernmetastasen 
 
(M) 

10-Jahres-
Überlebens-
rate (%) 

0 In situ Tumore Nein Keine  keine Ca. 100  
IA ≤ 1,0  Nein Keine  keine 88 – 95  

Ja IB ≤ 1,0 oder 
1,01 – 2, 0 Nein 

Keine  keine 79 – 83  

1,01 – 2,0 oder Ja IIA 
 2,01 – 4,0 Nein 

Keine  Keine  63 – 64  

2,01 – 4,0 oder Ja  IIB 
 > 4,0 Nein 

Keine  Keine  50 – 54  

IIC > 4,0 Ja Keine  Keine  32  
IIIA Jede 

Tumordicke 
Nein  Mikrometastasen Keine  57 – 63  

Mikrometastasen 36 – 38  IIIB 

Jede 
Tumordicke 

Ja  Makrometastasen, 
Satelliten- u./o. in-transit 
Metastasen 

Keine  
39 – 47  

Makrometastasen,  15 – 24  IIIC 
Jede 
Tumordicke 

Ja  Satelliten- u./o. in-transit 
Metastasen 

Keine  
18  

Haut oder 
Lymphknoten 

15  

Lunge 3  

IV 

Jede 
Tumordicke 

Ja / Nein  

Mikrometastasen 
Makrometastasen 
Satelliten- u./o. in-transit 
Metastasen Alle anderen 

Organe 
6  

 

Die Therapie des malignen Melanoms richtet sich nach dem Stadium, in welches der 

Patient eingeteilt wurde. Hierbei entscheidet besonders die Dicke des Primärtumors über 

die Form der Therapie. Eine verdächtig pigmentierte Hautveränderung wird durch eine 

Operation vollständig entfernt. Handelt es sich um ein Melanom, wird der Tumordicke 

entsprechend in einem Sicherheitsabstand von 0,5 – 2 cm um den Primärtumor das 

Gewebe entfernt, um das Auftreten von Sattelitenmetastasen zu verhindern. In Stadium I 

ist die operative Entfernung des Melanoms ausreichend und führt zu einer Fünf-Jahres-

Überlebensrate von 95 % (Gloster and Brodland 1996). Bei Patienten mit einer 

Tumordicke ≥ 2 mm (Stadium II) ist das Risiko Mikrometastasen auszubilden deutlich 

erhöht (Balch et al. 2001b). In diesem Fall, oder wenn bereits Lymphknotenmetastasen 

vorhanden sind (Stadium III), wird eine adjuvante Therapie mit niedrig oder hoch 

dosiertem Interferon-α durchgeführt (Grob et al. 1998; Agarwala and Kirkwood 2002). 

Dadurch kann das rezidivfreie Überleben signifikant verlängert werden (Kirkwood et al. 

2000; Kirkwood et al. 2001). Eine Chemotherapie wird erst im Stadium IV angewendet 

und erfolgt in erster Linie unter palliativen Gesichtspunkten. Dauerhafte Remissionen sind 

durch chemotherapeutische Maßnahmen in diesem Stadium nur selten. Die Chemotherapie 
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kann entweder als Mono- oder Polychemotherapie erfolgen. Das Mittel erster Wahl für 

eine Monotherapie ist das methylierenden Agenz Dacarbazin (DTIC) (Eggermont and 

Kirkwood 2004) mit einer Ansprechrate der Tumore von 12 % und einer 

durchschnittlichen Überlebensrate von 6,4 Monaten (Middleton et al. 2000). Alternativ 

hierzu wird in klinischen Studien immer häufiger das ebenfalls methylierende Agenz 

Temozolomid (TMZ) eingesetzt, da es gegenüber DTIC einige Vorteile aufweist 

(Kaufmann et al. 2005). Erstens kann es oral verabreicht werden, zweitens benötigt es 

keine metabolische Aktivierung, drittens ist es liquorgängig und kann somit auch für die 

häufig auftretenden Hirnmetastasen eingesetzt werden und viertens besitzt TMZ eine hohe 

Bioverfügbarkeit. Trotz dieser Vorteile ist die Ansprechrate der Tumore auf eine 

Behandlung mit TMZ und die durchschnittliche Überlebenszeit mit 14 % bzw.             

7,7 – 8,4 Monaten vergleichbar mit der von DTIC (Middleton et al. 2000). TMZ ist zur 

Zeit in Deutschland für die Behandlung des malignen Melanoms noch nicht zugelassen. 

Weiterhin wird für eine Monotherapie auch das chlorethylierenden Agenz Fotemustin 

(FM) verwendet, welches aber in Deutschland ebenfalls nicht zugelassen ist. In klinischen 

Studien konnte die Ansprechrate der Tumore durch eine Kombination von Chemotherapie 

und IFN-α oder IFN-β erhöht werden (Nagatani et al. 1995; Richtig et al. 2004; Kaufmann 

et al. 2005). Die Ursache hierfür ist jedoch noch nicht vollkommen bekannt. Ebenso kann 

eine Kombination der Chemotherapeutika untereinender die Ansprechraten der Tumore 

erhöhen, jedoch erhöhen sich dadurch auch die Nebenwirkungen, ohne das 

Gesamtüberleben zu beeinflussen.  

Eine Strahlentherapie primärer maligner Melanome wird nur angestrebt, wenn eine 

Operation unmöglich ist. Auch eine Bestrahlung von Lymphknotenmetastasen findet nur 

statt, wenn eine Operation nicht durchgeführt werden kann. Sind bereits Fernmetastasen 

vorhanden, findet auch eine Strahlentherapie nur unter palliativen Gesichtspunkten statt. 

Sie wird z.B. zur Behandlung von Knochenmetastasen angewendet.  
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1.3 Interferone  

Interferone (IFN) wurden erstmal 1957 von Isaacs und Lindemann in London entdeckt. Sie 

gehören zu der Gruppe der Zytokine und haben eine immunstimulierende, antivirale und 

antitumorale Wirkung (Isaacs and Lindenmann 1957). Sie werden von Zellen des 

Immunsystems (z.B. Monozyten, B- und T-Zellen, Makrophagen und Fibroblasten) 

gebildet. Auslöser für diese Zellen, Interferone zu bilden und auszuschütten, sind fremde 

Zellen, virusinfizierte Zellen, Tumorzellen, Bakterien oder virale und andere fremde 

Nukleinsäuren. Interferone können allgemein in zwei Gruppen eingeteilt werden: Typ-I 

Interferone (IFN-α und IFN-β) und Typ-II Interferone (IFN-γ). IFN-α und IFN-β binden 

an den selben Rezeptor (Branca and Baglioni 1981; Williams and Haque 1997), jedoch ist 

die Affinität zum Rezeptor von IFN-β deutlich höher im Vergleich zu IFN-α (Johns et al. 

1992). IFN-γ bindet an einen anderen Rezeptor als IFN-α oder IFN-β (Branca and Baglioni 

1981). Die Aufgabe der Interferone ist es durch Bindung an einen spezifischen Rezeptor 

benachbarte Zellen zu aktivieren und sie zur Produktion von Proteinen anzuregen, die z.B. 

die Virusreplikation hemmen und den Abbau von viraler und zellulärer RNA bewirken. 

 

1.3.1 Einfluss von Interferonen auf die Genexpressi on 

Interferone sind in der Lage, die Genexpression in ihren Zielzellen über den 

Jak/STAT Signalweg zu beeinflussen (Fu et al. 1992; Silvennoinen et al. 1993; Schindler 

and Darnell 1995; Stark et al. 1998). Wie dieser Signalweg abläuft, soll hier am Beispiel 

der Typ-I Interferone erklärt werden (Abb. 1-1). Nach der Bindung von IFN an die 

extrazelluläre Domäne des IFN-Rezeptor, bestehend aus zwei Untereinheiten IFNAR1 und 

IFNAR2, kommt es zu deren Dimerisierung. Die eine der beiden Untereinheiten ist an 

ihrer cytoplasmatischen Domäne mit der Janus-Kinase-1 (JAK), die andere mit der 

Tyrosinkinase-2 (TYK) assoziiert (Darnell et al. 1994; Platanias 2003). Bei Kontakt der 

beiden Kinasen kommt es zu deren Phosphorylierung und zur Rekrutierung von STAT1 

und STAT2 (signal transducer and activator of transcription) (Darnell et al. 1994). Nach 

deren Phosphorylierung bilden sie Heterodimere, welche mit IRF 9 (Interferon regulatory 

factor 9) assoziieren (Stark et al. 1998) und so den Inerferon-stimulierten 

Transkriptionsfaktor 3 (ISGF 3) bilden (Darnell 1997; Stark et al. 1998). Dieser gelangt in 

den Nukleus und bindet an das „Interferon-stimulated-response-element“ (ISRE). Dieses 

ist verschiedenen Genen vorgeschaltet, welche durch Interferone reguliert werden (Darnell 

1997).  
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Abb. 1-1: Aktivierung des JAK/STAT Signalweges durch Typ-I Interferone  
 
 

1.3.2 Interferone in der Therapie 

Interferone werden häufig, wegen ihrer immunstimulierenden Wirkung, zur Behandlung 

von chronischen Viruserkrankungen eingesetzt. Hierzu zählen die chronische Hepatitis-B 

sowie die akute und chronische Hepatitis-C (Mutchnick et al. 1994). Weiterhin werden 

Interferone bei der Behandlung von AIDS, Herpes Zoster, viralen Innenohrinfekten und 

Virusenciphalitis eingesetzt (Emodi et al. 1975; Baron and Dianzani 1994). Interferon-β 

wird zudem bei der Behandlung von multipler Sklerose verwendet (Panitch et al. 2002; 

Frank et al. 2004). Interferon-γ findet Anwendung in der Behandlung von Osteoporose.  

Auch zur Behandlung von malignen Erkrankungen sind Interferone zugelassen. Interferon-

α findet Anwendung in der Behandlung von Haarzellleukämie (Quesada et al. 1984; 

Damasio et al. 2000), chronisch myeloischer Leukämie, T-Zell Lymphomen, 

Nierenzellkarzinomen (Hotte and Kapoor 2007) und bei der Behandlung des häufig bei 
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AIDS Patienten auftretendem Kaposi-Sarkoms. Aber auch in der adjuvanten Behandlung 

von Melanomen spielt IFN-α eine große Rolle (vgl. 1.2.2). Interferon-β ist in der 

Krebstherapie nicht so weit verbreitet und wird hauptsächlich zur Behandlung von 

Tumoren der Nasenhöhle (Nasopharynx) eingesetzt (Treuner et al. 1980). Die antitumorale 

Wirkung der Interferone beruht hauptsächlich auf der Hemmung der Proliferation der 

Tumorzellen (Borden et al. 1982; Qin et al. 1997; Subramaniam and Johnson 1997) und 

einer Stimulation der Immunantwort und der damit verbundenen Zerstörung der 

Tumorzellen. Auch eine Erhöhung der Apoptoserate durch Interferone wurde beschrieben 

(Chawla-Sarkar et al. 2001; Chawla-Sarkar et al. 2002). Von immer größer werdender 

Bedeutung ist die Verwendung von Interferonen als Radio- oder Chemosensibilisatoren. 

Eine Vielzahl von in vitro Untersuchungen an verschiedenen Krebsarten (unter anderem 

auch an Pankreastumoren und Melanomen) belegen den synergistischen oder additiven 

Effekt von Interferon auf Bestrahlung und Behandlung mit mehreren zytotoxischen 

Agenzien wie 5-FU, Gemcitabine, CDDP, Doxorubicin und Cyclophosphamid (Wadler 

and Schwartz 1990; Schadendorf et al. 1994; Stock et al. 1997; Schmidberger et al. 1999b; 

Schmidberger et al. 2003; Natsume et al. 2005; Saidi et al. 2006; Natsume et al. 2008; 

Nitsche et al. 2008). Besonders hervorzuheben sind in vitro Versuche an 

Pankreaskarzinom-Zelllinien, welche einen sensibilisierenden Effekt von Interferon-α, -β 

oder -γ gegenüber einer Behandlung mit 5-FU, Gemcitabine oder Bestrahlung zeigen (Ma 

et al. 2005; Saidi et al. 2006; Nitsche et al. 2008). Die Effekte werden jedoch kontrovers 

diskutiert. In Melanomzellen konnten aufgrund der hohen Chemoresistenz dieser Zellen 

nach einer Kombination aus Chemotherapeutikum und IFN meist nur additive Effekte 

beobachtet werden, welche jedoch auch von therapeutischem Nutzen sein könnten 

(Schadendorf et al. 1994). 
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1.3.2.1 Einfluss von Interferon auf die Behandlung des Pankreaskarzinoms 

(klinische Studien) 

Um die Ansprechrate der Tumore zu erhöhen bzw. das Überleben der Patienten zu 

verlängern wird nach Substanzen gesucht, welche den klinischen Erfolg der Therapie 

verbessern können. Für eine Kombination von Chemotherapie mit Interferon gibt es 

vielversprechende Ansätze. Im Folgenden werden klinische Studien beschrieben, welche 

die Kombination von Interferon mit verschiedenen Chemotherapeutika und Bestrahlung 

bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms untersucht haben.  

Die 5-Jahres Überlebensrate bei einem Patienten mit einem Pankreaskarzinom liegt nach 

einer vollständigen Entfernung des Pankreas und weiterer befallener umliegender Organe 

bei 10 – 18 %. Eine adjuvante Chemoradiotherapie bestehend aus 5-FU und Bestrahlung 

kann das 5-Jahres-Überleben auf 37 – 43 % erhöhen (Klinkenbijl et al. 1999). Der positive 

Effekt von Bestrahlung in dieser Kombinationsbehandlung im Vergleich zu der adjuvanten 

Monotherapie mit 5-FU wird jedoch in einer Studie der European Study Group for 

Pancreatic Cancer-1 (ESPAC-1) kontrovers diskutiert (Neoptolemos et al. 2004). In einer 

klinischen Phase-II Studie, durchgeführt von der European Organisation for Research and 

Treatment of Cancer (EORTC) wurden Patienten mit einem metastasierenden 

Pankreaskarzinom mit 5-FU und Cisplatin (CDDP) behandelt. Eine Gruppe erhielt 

zusätzlich eine Kombination mit IFN-α, die andere nicht. Jedoch hatte in dieser Studie eine 

Kombination mit IFN-α keinen Effekt auf die Ansprechrate der Tumore oder das 

Überleben der Patienten (Wagener et al. 2002). Im Gegensatz dazu wurden Daten 

veröffentlicht von einer Klinische Phase-II Studie, durchgeführt von der Virginia Mason 

Klinik, wonach eine adjuvante Behandlung bestehend aus CDDP, 5-FU, Interferon-α 

(IFN-α) und Bestrahlung (das Behandlungsschema wurde CapRI genannt) das 2-Jahres-

Überleben auf 84 % und die 5-Jahres Überlebensrate auf 55 % erhöht. Die 

durchschnittliche Überlebensrate betrug > 24 Monate (Nukui et al. 2000; Picozzi et al. 

2003). Der dramatische Anstieg der Überlebensrate wird auf die Kombination mit IFN-α 

zurückgeführt (Ma et al. 2005; Schmidt et al. 2007). Diese Studien erzielten die höchsten 

2-Jahres-Überlebensraten für Patienten mit einem Pakreaskarzinom, die bis dahin 

gemessen wurden.  
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1.3.2.2 Einfluss von Interferon auf die Behandlung des malignen Melanoms 

(klinische Studien) 

Auch die Behandlung eines metastasierenden malignen Melanoms hat eine sehr schlechte 

Prognose mit einer durchschnittlichen Lebenserwartung von 4 – 6 Monaten (Schuchter et 

al. 1992). Schuld daran ist das schlechte Ansprechen der Tumore auf eine Chemotherapie. 

Für das Mittel erster Wahl in der Behandlung von metastasierenden Melanomen das 

methylierende Agenz Dacarbazin (DTIC), liegt die Ansprechrate bei 12 % und die 

durchschnittliche Überlebensrate bei 6,4 Monaten (Middleton et al. 2000; Quirt et al. 

2007). Mit dem neueren methylierenden Agenz Temozolomid (TMZ) werden in klinischen 

Studien vergleichbare Ansprechraten (13 %) und Überlebensraten (8,4 Monate) erzielt 

(Kaufmann et al. 2005; Quirt et al. 2007). Um die Ansprechrate der Tumore zu erhöhen, 

wurde in Form von Polytherapien die Gabe von IFN-α mit der Chemotherapie kombiniert. 

In einer klinischen Phase-II Studie von Hauschild et al. konnte gezeigt werden, dass die 

Kombination von DTIC mit IFN-α die Ansprechrate der Tumore auf 24 % erhöhte und das 

durchschnittliche Gesamtüberleben auf 13 Monate erhöhte (Hauschild et al. 2008). Auch 

eine Kombination von TMZ mit IFN-α konnte in einer klinischen Phase-III-Studie die 

Ansprechrate der Tumore von 14 % auf 24 % steigern (Kaufmann et al. 2005; Quirt et al. 

2007), und auch das durchschnittliche Gesamtüberleben konnte auf 9,7 bzw. 14,5 Monate 

erhöht werden (Richtig et al. 2004; Kaufmann et al. 2005; Quirt et al. 2007). In einer 

klinischen Phase-II Studie, durchgeführt von Atkins et al., konnte gezeigt werden, dass 

durch eine Kombination von IFN-α mit CDDP, Vinblastin, DTIC und Interleukin-2 die 

Ansprechrate der Tumore und das Überleben der Patienten verbessert werden konnte, 

jedoch kam es durch die Kombinationsbehandlung auch zu verstärkten Nebenwirkungen 

(Atkins et al. 2008). IFN-β wird in Kombination mit dem methylierenden Agenz DTIC in 

Japan verwendet (Nagatani et al. 1995). In Deutschland ist IFN-β jedoch noch nicht für die 

Therapie des malignen Melanoms zugelassen. 



Einleitung 

 13

1.4 Induktion von DNA-Schäden 

Die DNA jeder Zelle ist täglich einer Vielzahl schädigender Faktoren ausgesetzt. Hierzu 

gehören unter anderem physikalische Mutagene wie UV- und ionisierende Strahlung sowie 

chemische Mutagene. Wichtige chemische Mutagene sind die polyzyklischen 

Kohlenwasserstoffe (z.B. Benzpyren), wie sie im Zigarettenrauch vorkommen und 

alkylierende Substanzen (z.B. Nitrosamine), die vor allem in der Nahrung enthalten sein 

können. Nicht repariert können diese zu Gendefekten und Krebs führen. Durch 

Reparatursysteme, welche in jeder Zelle vorhanden sind, können diese unterschiedlichen 

Schäden erkannt und repariert und so die genetische Stabilität gewährleistet werden.   

 

1.4.1 DNA-Schäden durch chemotherapeutisch wirksame  alkylierende 

Agenzien 

Chemische Mutagene sind auf verschiedene Weise in der Lage, die DNA zu verändern. Es 

kann sich um Basenanaloga handeln, die anstelle der korrekten Base in die DNA eingebaut 

werden, es können DNA-interkalierende Substanzen sein oder alkylierende Agenzien, 

welche Alkylgruppen an die Basen der DNA anhängen. Letztere gehören zu einer Gruppe, 

welche aufgrund ihrer stark zytotoxischen Eigenschaften für die Krebstherapie von 

besonderer Bedeutung ist. Man unterscheidet methylierende Agenzien zu denen 

Temozolomid (TMZ), Dacarbazin (DTIC) und Procarbazin (PTIC) gehören und 

chlorethylierende Agenzien, so genannte CENU-Derivate, wie z.B. Fotemustin (FM), 

Nimustin (ACNU), Carmustin (BCNU) und Lomustin (CCNU). Bei dem methylierenden 

Agenz Methylmethansulfonat (MMS) handelt es sich um ein ausschließlich in der 

Forschung verwendetes Mustermethylanz.  

 

1.4.1.1 TMZ und DTIC  

Temozolomid (TMZ) und Dacarbazin (DTIC) gehören zu den monofunktionellen 

methylierenden Agenzien, welche in der Krebstherapie verwendet werden. TMZ bildet 

durch spontane Hydrolyse bei physikalischem pH den aktiven Metaboliten                         

5-(3-Methyltriazen-1-yl)Imidazol-4-Carboxamid (MTIC), welcher mit der DNA reagiert 

(Newlands et al. 1997). DTIC bildet den selben aktiven Metaboliten MTIC aus, jedoch ist 

hierfür eine metabolische Aktivierung nötig (Reid et al. 1999). In einer nukleophilen 

Substitution wird eine Methylgruppe vor allem an die Ringstickstoff- oder 
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Ringsauerstoffatome der DNA-Basen angehängt. Diese Agenzien können die DNA an 

insgesamt 13 Stellen methylieren. Die am häufigsten methylierte Stelle ist die N7-Position 

des Guanins (N7MeG) mit bis zu 80 – 95 %. Sie wird wie die Läsion N3-Methylguanin 

(N3MeG) durch die Basenexzisionsreparatur (BER) repariert. Am zweithäufigsten sind 

Methylierungen an der N3-Position des Adenins (N3MeA), welche ebenfalls von der BER 

repariert werden. Zudem ist diese Läsion, ähnlich wie N3MeG recht instabil und kann 

zusätzlich durch spontane Hydrolyse von der Base abgespalten werden. Die 

Methylierungen an den Positionen N1-Methyladenin (N1MeA) und N3-Methylcytosin 

(N3MeC) werden durch die Reparaturproteine ABH2 und ABH3 entfernt. Weitere 

Methylierungen erfolgen an den Positionen N3-Methylthymin (N3MeT), N1-Methylguanin 

(N1MeG), N7-Methyladenin (N7MeA), O4-Methylthymin (O4MeT) und O2-Methylcytosin 

(O2MeC) sowie am Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA. Die Reparatur dieser 

Methylierungen ist jedoch weitestgehend unerforscht. 

Methylierung der O6-Position des Guanins (O6MeG) ist mit maximal 8 % für TMZ und nur 

0,3 % für das experimentell häufig verwendete Methylanz MMS (Beranek 1990) 

vergleichsweise selten, birgt jedoch das größte zytotoxische Potential. Genauso wie         

O4-Methylthymin (O4MeT) ist auch O6MeG ein Substrat der O6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT), welche sehr effizient die Methylgruppe von der DNA 

entfernt. Findet eine Reparatur von O6MeG durch MGMT nicht statt, kommt es im Zuge 

der DNA-Replikation zu Basenfehlpaarungen, welche von der Fehlpaarungs-Reparatur 

(mismatch-repair, MMR) erkannt und prozessiert werden. Dieser Vorgang ist 

proliferationsabhängig (Roos et al. 2004) und kann zu Mutationen und Zelltod auslösenden 

sekundären Läsionen, in Form von DNA-Doppelstrangbrüche (DSBs), führen. Demnach 

stellt O6MeG in proliferierenden, MMR-kompetenten Zellen die zytotoxischste Läsion dar, 

welche durch methylierende Agenzien verursacht wird.  

 

1.4.2 Ionisierende Strahlung (IR) 

Zu ionisierender Strahlung (IR) zählen alle Strahlenarten ab einer Wellenlänge von 

100 nm. Generell kann sie in Teilchenstrahlung und elektromagnetische Strahlung 

unterteilt werden. Teilchenstrahlung besteht aus Protonen, α-Teilchen oder Neutronen. Zur 

elektromagnetischen Strahlung gehören die kurzwellige UV-Strahlung, Röntgen- und        

γ-Strahlung. Röntgen- und γ-Strahlung unterscheiden sich hierbei nicht in ihren 

Eigenschaften, sondern in ihrer Entstehungsweise. Während Röntgenstrahlung durch 
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beschleunigte Elektronen erzeugt wird, entsteht γ-Strahlung durch den Zerfall radioaktiver 

Elemente z.B. Cäsium. Die Dosis ist definiert als absorbierte Energie pro Masse und wird 

in der Einheit Gray (Gy) angegeben.  

 

1.4.2.1 DNA-Schäden hervorgerufen durch ionisierend e Strahlung 

Die DNA wird jeden Tag durch exogene und endogene Faktoren auf unterschiedliche Art 

und Weise geschädigt. IR spielt hierbei durch die natürliche Hintergrundstrahlung und die 

Anwendung in der medizinischen Diagnostik eine entscheidende Rolle. Die Schädigung 

der DNA wird als Hauptursache für die Auslösung von Zelltod nach der Behandlung mit 

IR angesehen (Munro 1970). DNA-Schäden durch IR können entweder durch direkte oder 

indirekte Strahlenwirkung hervorgerufen werden. Direkte DNA-Schäden entstehen wenn 

ein Strahlungsteilchen (α-Teilchen) selbst oder ein Sekundärelektron direkt die DNA 

ionisieren. Bei der indirekten Strahlenwirkung werden über die Wechselwirkung mit 

anderen Atomen oder Molekülen in der Zelle zuerst diffuse Radikale erzeugt, welche über 

eine Radikalkettenreaktion zur Schädigung der DNA führen. Da eine Zelle zu einem hohen 

Prozentsatz aus Wasser besteht, ist der wichtigste indirekte Strahlungseffekt die Radiolyse 

des Wassers. Hierbei werden durch IR die Wassermoleküle gespalten wobei oxidierende 

Hydroxyl-Radikale (OH•) und reduzierende H-Radikale (H•) gebildet werden. Diese 

Hydroxyl-Radikale sind chemisch hoch reaktiv und können mit nahezu allen zellulären 

Molekülen (Kohlenhydrate, Lipide, Proteine und Nukleinsäuren) reagieren und gelten 

daher als hoch toxisch. Es wird vermutet, dass zweidrittel der durch IR induzierten DNA-

Schäden durch Hydroxyl-Radikale verursacht werden (Ward 1985; Dahm-Daphi et al. 

2000). Da diese Radikale nur eine sehr geringe Lebensdauer haben, müssen sie im 

Umkreis von wenigen Nanometern um die DNA entstehen, um diese zu schädigen (Ward 

1985; Ward et al. 1987). DNA-Schäden hervorgerufen durch IR können wie folgt unterteilt 

werden: Basenschäden (Verlust oder Veränderung einer Base), DNA-Protein-

Vernetzungen, Einzelstrangbrüche (ESB), „locally-multiply-damaged-sites“ (LMDS) und 

DSBs. Die häufigste und wegen ihres muatgenen Potentials wohl bedeutendste 

Basenveränderung ist das 8-Hydroxyguanin (8-oxoG) (Tchou and Grollman 1993). 

Reagiert ein Hydroxyl-Radikal mit dem Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA, kann es zu 

ESB kommen. Wird eine große Menge an Energie auf einem kleinen Raum abgegeben, 

entstehen lokal begrenzt eine große Anzahl an Hydroxyl-Radikalen. Durch ihre hohe 

Reaktivität, aber geringe Reichweite kommt es zu einer Anhäufung von DNA-ESB in 
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einem Bereich von wenigen Nanometern (Hutchinson 1985). Es entstehen so genannte 

LMDS (Goodhead 1989). Wird das Zucker-Phosphat-Rückgrat beider Einzelstränge der 

DNA in einem Bereich von 10 Basenpaaren geschädigt, sodass auf beiden Seiten ESB 

entstehen, kommt es zu einem DSB (Friedland et al. 1999). Diese zählen zu den kritischen 

Läsionen, welche den Zelltod nach Bestrahlung auslösen (Frankenberg-Schwager 1989; 

McMillan et al. 1990; Iliakis 1991). Unrepariert kann in mehrzelligen Organismen schon 

ein einziger DSB in einem wichtigen Gen zum Tod der Zelle (Frankenberg-Schwager and 

Frankenberg 1990), oder aber auch zu chromosomaler Instabilität und Mutationen (Myung 

and Kolodner 2003) führen. Um dies zu vermeiden haben die Zellen sehr effiziente und 

komplexe Reparaturmechanismen entwickelt.  

 

1.5 Reparatur von DNA-Schäden 

Um die genomische Stabilität zu wahren, besitzt die Zelle verschiedene Reparatursysteme, 

welche es ihr ermöglichen, Schäden in der DNA zu reparieren. Im folgenden Abschnitt 

wird die Reparatur der durch TMZ verursachten Methylierungen an den verschiedenen 

Positionen der DNA beschrieben. Hierbei wird besonders auf die Reparatur und 

Prozessierung der Läsion O6MeG eingegangen, da diese hauptursächlich für die Toxizität 

von TMZ ist. Auch auf die Reparatur von DSBs wird genauer eingegangen, da diese als 

sekundäre Läsionen während der Prozessierung von O6MeG entstehen und als 

Hauptursache für die Toxizität von ionisierender Strahlung angesehen werden.  

 

1.5.1 N-Alkylierungen 

N-Alkylierungen sind die am häufigsten auftretenden Alkylierungen nach Behandlung mit 

Alkylantien. Durch die übergeordnete Rolle der Alkylierungen an der O6 Position des 

Guanins und der effektiven Reparatur der N-Alkylierungen sind diese jedoch nur in 

begrenztem Maß für die Toxizität der Alkylantien verantwortlich.  

 

1.5.1.1 Reparatur durch ABH2 und ABH3 

Neben der hoch toxischen Läsion O6MeG wird die DNA durch TMZ noch an vielen 

weiteren Stellen methyliert (vgl. 1.4.1.1). Die Läsionen N1MeA und N3MeC werden durch 

die humanen AlkB Homologe 2 und 3 (ABH2 und ABH3) repariert jedoch mit 

unterschiedlicher Spezifität (Duncan et al. 2002; Delaney and Essigmann 2004). ABH2 
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repariert vorzugsweise einzel- und doppelsträngige DNA, während ABH3 hauptsächlich 

RNA und einzelsträngige DNA repariert. Die Reparatur erfolgt in einem alpha-ketoglutarat 

abhängigem Mechanismus, bei dem durch eine Oxidation der Alkylgruppe die Base 

demethyliert und ihr ursprünglicher Zustand wieder hergestellt wird (Sedgwick 2004).  

 

1.5.1.2 Reparatur durch die Basenexzisionsreparatur  (BER) 

Durch die BER werden geschädigte Basen repariert, welche von bestimmten Enzymen, 

den DNA-Glykosylasen, erkannt werden können. Neben den durch TMZ verursachten 

Läsionen N7MeG, N3MeA und N3MeG werden auch Basenveränderungen repariert, 

welche durch ionisierende Strahlung hervorgerufen wurden. Der einleitende Schritt der 

Basenexzisionsreparatur ist die Erkennung und Ausschneidung der veränderten Base durch 

DNA-Glykosylasen, wodurch eine hoch toxische apurine/apyrimidine Stelle (AP site) in 

der DNA entsteht (Loeb 1985). In Säugetierzellen wurden 11 verschiedene Glycosylasen 

gefunden, welche Unterschiede in ihrer Substratspezifität und ihrer Wirkungsweise haben. 

Im Falle von N7MeG, N3MeA und N3MeG heißt diese N-Methylpurin-DNA-Glycosylase 

(MPG) (Mitra and Kaina 1993; Demple and Harrison 1994). Nach der Erkennung der 

modifizierten Base schneidet die AP-Endonuklease (AP1) das Phosphodiester-Rückgrat an 

der „AP site“, woraus ein 5’Desoxyribose-5-Phosphat (5’dRP) und ein 3’OH resultieren 

(Wilson and Barsky 2001). Danach erfolgt das Auffüllen des ersten Nukleotids durch die 

Polymerase-β (Pol-β) (Sobol et al. 1996; Podlutsky et al. 2001). Für die Ligation des 

DNA-Stranges stehen zwei Wege zur Verfügung. Die „short-patch“ Reparatur und die 

„long-patch“ Reparatur. Welcher der beiden Wege eingeschlagen wird, hängt von den 

Modifikationen der Enden am offenen Phosphodiester-Rückgrat ab. Ist Pol-β in der Lage, 

die Trennung des 5’dRP von der DNA zu katalysieren, läuft die „short-patch“ Reparatur ab 

(Matsumoto and Kim 1995; Sobol et al. 1996; Prasad et al. 1998). Die DNA-Neusynthese 

übernimmt hierbei Pol-β und die Ligation der DNA erfolgt durch einen Komplex aus 

Ligase III, XRCC1, Pol-β and PARP-1 (Kubota et al. 1996). Ist jedoch die „AP site“ 

oxidiert oder reduziert, so kann die Pol-β die Phosphatgruppe nicht eliminieren, fällt von 

der DNA ab und die Reparatur erfolgt über die „long-patch“ Reparatur. Die DNA-

Neusynthese wird von den Polymerasen Pol-ε und Pol-δ zusammen mit PCNA und RF-C 

übernommen (Stucki et al. 1998). Einen Komplex aus Ligase I, PCNA und Pol-β vermittelt 

die Ligation der DNA (Prasad et al. 1996; Srivastava et al. 1998). Die BER scheint eine 
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besondere Rolle im Schutz von nicht proliferierenden Zellen gegenüber Alkylatien zu 

spielen (Briegert and Kaina 2007). 

 

1.5.2 Reparatur und Prozessierung von Läsionen an d er O6 Position des 

Guanins 

In proliferierenden Zellen wird die Toxizität der Alkylantien hauptsächlich über Läsionen 

an der O6 Position des Guanins vermittelt (Kaina et al. 1991; Kaina et al. 1997; Tominaga 

et al. 1997; Pepponi et al. 2003; Roos et al. 2004; Chinot et al. 2007; Roos et al. 2007a). 

Alkylierungen an der O6 Position des Guanins sind zwar mit unter 8 % relativ selten 

(Beranek 1990), unrepariert führen sie jedoch zu Mutationen, chromosomalen 

Aberrationen, Schwesterchromatidaustaschen, Krebs und Zelltod. Das Vorhandensein 

eines spezifischen Reparaturenzyms für diese Läsion, die O6-Methylguanin-DNA-

Methyltransferase (MGMT), spiegelt ihre Bedeutung wider.  

 

1.5.2.1 Reparatur von Alkylierungen an der Position  O6 des Guanins durch 

MGMT 

Das humane MGMT Gen kodiert für ein 207 Aminosäuren großes Protein mit einem 

Molekulargewicht von 24 kDa (Tano et al. 1990). MGMT ist in der Lage, Methylierungen 

(z.B. hervorgerufen durch TMZ und DTIC) und Chlorethylierungen (hervorgerufen durch 

Nitrosoharnstoffe wie z.B. FM) an den Positionen O6 des Guanins und O4 des Thymins zu 

entfernen. Hierbei wird in einer Ein-Schritt Reaktion die Methyl- oder Chlorethylgruppe 

von der Base auf ein Cystein-Rest im aktiven Zentrum des MGMT-Enzyms übertragen 

(Pegg et al. 1993; Pegg et al. 1995; Xu-Welliver and Pegg 2002). Dadurch wird MGMT 

irreversibel inaktiviert und nach Ubiquitinierung im Proteasom abgebaut (Xu-Welliver and 

Pegg 2002). Daher wird MGMT auch als „Suizidenzym“ bezeichnet. Entscheidend für eine 

vollständige Reparatur des Schadens ist somit das Verhältnis zwischen O6 Alkylierungen 

und MGMT Molekülen. Sind in der Zelle nicht ausreichend MGMT Moleküle vorhanden, 

um alle Methylierungen der O6 Positionen zu entfernen, werden die Läsionen prozessiert 

und entfalten ihr mutagenes und toxisches Potential. Der MGMT-Status ist nicht in allen 

Geweben gleich. Darm und Leber weisen ein sehr hohes MGMT-Niveau auf, während 

MGMT im Gehirn relativ niedrig exprimiert wird. In Tumoren weist das MGMT-Niveau 

eine hohe Variabilität auf. In Melanomen kann die mgmt RNA-Menge um bis zum 

38 fachen variieren (Evrard et al. 2003) während Pankreaskarzinome ein generell hohes 
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Niveau an MGMT aufweisen (Kokkinakis et al. 1997). MGMT defiziente Zellen sind nicht 

in der Lage, Methylierungen an der Position O6 des Guanins zu entfernen und sind daher 

hoch sensitiv gegenüber alkylierende Agenzien (Day et al. 1980; Yarosh et al. 1983). 

Werden Zellen mit MGMT transfiziert, erlangen sie eine expressions-abhängige Resistenz 

gegenüber Alkylantien (Kaina et al. 1991). Eine Abhängigkeit zwischen MGMT-Status 

und Resistenz konnte auch spezifisch für TMZ nachgewiesen werden (Roos et al. 2007a). 

Für das Reparaturenzym MGMT konnte erstmals Induzierbarkeit durch genotoxischen 

Stress nachgewiesen werden (Fritz et al. 1991), was zu einer adaptiven Antwort der Zellen 

auf mutagenen oder zytotoxischen Stress führt. Die Expression von MGMT wird durch 

Gen- und Promotormethylierung gesteuert. Eine Methylierung des MGMT-Promotors 

führt zu einer Inhibierung der MGMT Expression (Watts et al. 1997) während durch eine 

Methylierung des MGMT-Gens die Expression verstärkt wird (Pieper et al. 1991).  

 

1.5.2.2 Prozessierung von O 6MeG und Entstehung einer Punktmutation 

O6MeG wird sehr effektiv von MGMT repariert. Ist jedoch kein MGMT vorhanden oder 

wird es durch den MGMT-Inhibitor O6Benzylguanin (O6BG) depletiert, ist O6MeG die am 

stärksten toxische Läsion, welche von TMZ generiert wird. O6MeG ist jedoch nur in 

proliferierenden Zellen toxisch (Roos et al. 2004). In nicht-proliferierenden Zellen wird die 

Toxizität von TMZ hauptsächlich über die N-Methylierungen vermittelt (Lindahl 2000; 

Briegert and Kaina 2007). Die proliferationsabhängige Toxizität dieser Läsion kommt 

dadurch zustande, dass erst durch die Replikation eine O6MeG vermittelte 

Basenfehlpaarung auftritt, welche dann zu den zelltodauslösenden sekundären Läsionen, 

den DSBs, führt. Demnach vermittelt O6MeG die Toxizität nicht direkt, sondern benötigt 

Proliferation und die MMR (Pepponi et al. 2003; Hickman and Samson 2004; Roos et al. 

2004). In der ersten Replikation nach DNA-Methylierung paart sich O6MeG mit einem 

Thymin statt mit der komplementären Base Cytosin (Toorchen and Topal 1983; Warren et 

al. 2006). Das kommt zustande, da die Methylgruppe die Ladungsverhätnisse verändert, 

weshalb nur noch zwei statt drei Wasserstoffbrücken zu der komplementären Base 

ausgebildet werden können. Im zweiten Zellzyklus nach der TMZ-Gabe wird auf dem 

einen DNA-Strang gegenüber dem Thymin ein Adenin eingebaut und somit eine 

Punktmutation manifestiert. Da sich auf dem anderen DNA-Strang noch immer die 

Methylgruppe an der O6 Position des Guanins befindet, wird erneut ein Thymin gegenüber 

dem O6MeG in die DNA eingebaut (Eadie et al. 1984).  
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1.5.2.3 Reparatur der Punktmutation durch die Fehlp aarungs-Reparatur  

Basensfehlpaarungen können durch Deamination, Oxidation oder Methylierungen einer 

Base entstehen, aber auch durch Fehler bei der Replikation. Um die genomische Stabilität 

zu wahren, werden diese Fehlpaarungen durch die MMR entfernt. Sie entfernt nicht nur 

spontan entstehende Basenfehlpaarungen, sondern ist auch an der Reparatur chemisch 

induzierter Läsionen beteiligt. Zum Beispiel wird ein durch TMZ hervorgerufenes O6MeG 

von der MMR erkannt, unabhängig davon, ob es mit Thymin oder Cytosin als 

komplementäre Base gepaart ist (Duckett et al. 1996). Die Fehlpaarung mit einem Thymin 

wird jedoch mit einer deutlich höheren Affinität erkannt. Aber auch die durch FM 

entstehenden interstrand-crosslinks oder UV induzierte Photoprodukte werden von der 

MMR erkannt (Yamada et al. 1997; Wang et al. 1999). Die Hauptziele der MMR sind die 

Basenfehlpaarungen G-T, G-G, A-C und C-C (Fang and Modrich 1993). Der erste Schritt 

der MMR ist die Erkennung der Fehlpaarung durch den MutSα Komplex. Dieser besteht 

aus den Proteinen MSH2 and MSH6 (Leach et al. 1993; Palombo et al. 1995). Im nächsten 

Schritt wird entschieden, auf welchem DNA-Strang die falsche Base eingebaut wurde. Wie 

genau hierbei zwischen parentalem und neu synthetisiertem Tochterstrang unterschieden 

wird, ist noch nicht bekannt. Es konkurrieren zwei Modelle: Beim Translokationsmodell 

wird vermutet, dass der MutSα-Komplex die Energie aus der ATP Hydrolyse nutzt, um 

aktiv an der DNA von der Basenfehlpaarung zu der Stelle zu wandern, an welcher durch 

einen Einzelstrangbruch die Strangspezifität festlegt ist und wo die Interaktion mit dem 

MutLα-Komplex (MLH1 und PMS2) vermittelt wird (Blackwell et al. 1998a; Blackwell et 

al. 1998b; Blackwell et al. 2001). Das „molecular switch“ Modell geht davon aus, dass der 

MutSα-Komplex zwischen einem aktiven Zustand und einem inaktiven Zustand wechselt. 

Im aktiven Zustand ist der MutSα-Komplex mit ADP assoziiert und erkennt und bindet an 

die Basenfehlpaarung. Die Erkennung der Fehlpaarung vermittelt die Transition von ADP 

zu ATP und stimuliert somit die intrinsische ATPase Aktivität. Das führt zu einer 

Konformationsänderung, welche die Dissoziation des MutSα-Komplexes von der DNA 

vermittelt (inaktiver Zustand) (Gradia et al. 1997; Fishel 1998). Durch die anschließende 

ATP Hydrolyse kommt es zur Assoziation von MutSα mit dem MutLα-Komplex und 

anschließender Exzision des DNA-Strangs, welcher die Basenfehlpaarung enthält, durch 

die Exonuklease I (Genschel et al. 2002). Die DNA-Neusynthese erfolgt durch die 

Polymerase δ (Longley et al. 1997). Eine durch TMZ verursachte O6MeG-T 

Basenfehlpaarung wird vergeblich durch die MMR repariert (Karran and Bignami 1994). 

Da die Methylgruppe an der O6 Position des Guanins bestehen bleibt, wird in jeder 
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folgenden Replikationsrunde erneut ein Thymin an die Stelle eines Cytosins in die DNA 

eingebaut. Dadurch werden sekundäre Läsionen erzeugt, welche während der DNA-

Replikation durch Anhalten der Replikationsgabel zu DSBs führen (Lips and Kaina 

2001a). Diese entstandenen DSBs sind letztlich für die O6MeG vermittelte Zytotoxizität 

von TMZ verantwortlich (Kaina et al. 1997; Ochs and Kaina 2000). Die Anzahl der 

entstehenden DSB wird durch die Anzahl der hervorgerufenen Methylierungen, das 

Expressionsniveau an MGMT und das der MMR-Proteine MSH2, MSH6, MLH1 und 

PMS2 bestimmt. Zellen, welche einen Defekt in der MMR aufweisen, sind gegenüber 

O6MeG-induziertem Zelltod resistent (de Wind et al. 1995; Dosch et al. 1998; Fink et al. 

1998; Hickman and Samson 1999). Zellen, welche ein sehr hohes Expressionsniveau an 

MMR-Proteinen aufweisen, sind sehr sensitiv gegenüber methylierende Agenzien (Roos et 

al. 2007b).  

 

1.5.3 DNA-Doppelstrangbruchreparatur 

DSBs stellen hoch toxische Läsionen dar. Ihre Akkumulation während der Prozessierung 

der O6MeG Läsion ist letztlich der entscheidende apoptoseauslösende Faktor (Lips and 

Kaina 2001a; Naumann et al. 2009). Zur Reparatur dieser Doppelstrangbrüche stehen den 

Zellen zwei Wege zur Verfügung. Die Reparatur durch homologe Rekombination (HR) 

und die Reparatur durch „non homologous end-joining“ (NHEJ). HR gilt als der 

fehlerunanfälligere Weg und kann nur dann stattfinden, wenn eine homologe DNA-

Sequenz der Schadensregion existiert. Daher kann die HR nur in der späten S-Phase und 

der G2-Phase stattfinden (Takata et al. 1998; Johnson and Jasin 2000). Durch sie werden 

hauptsächlich DSB repariert, welche aus blockierten DNA-Replikationsgabeln, z.B. nach 

Alkylantien-Gabe, entstanden sind (Shrivastav et al. 2008; Roos et al. 2009). NHEJ ist 

fehleranfälliger, benötigt keine homologe DNA-Sequenz und findet hauptsächlich in der 

G0/G1-Phase statt (Takata et al. 1998; Johnson and Jasin 2000). Durch sie werden 

hauptsächlich DSB repariert, welche direkt, z.B. durch ionisierende Strahlung, entstehen.  

Während der HR tritt die geschädigte DNA-Sequenz in physikalischen Kontakt mit dem 

nicht geschädigten homologen DNA-Molekül, welches als Vorlage für die Reparatur dient 

(Sonoda et al. 2001). Der einleitende Schritt erfolgt durch das Ausschneiden eines 

Nukleotids in 5’ – 3’ Richtung an der DNA durch einen Komplex bestehend aus den 

Proteinen MRE11, Rad50 und NBS1, dem so genannten MRN-Komplex. Dieser besitzt 

sowohl Endo- als auch Exonukleaseaktivität. Der daraus resultierende einzelsträngige      

3’-Überhang wird durch Rad52 vor Exonuklease-Abbau geschützt (Rattray and Symington 
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1994; Stasiak et al. 2000). An dieser Stelle konkurriert Rad52 mit dem für die NHEJ 

wichtigem Ku-Komplex, der darüber entscheidet, ob die Reparatur über HR oder NHEJ 

abläuft (Van Dyck et al. 1999). Rad52 interagiert mit Rad51-Proteinen und RPA (Shen et 

al. 1996; Kagawa et al. 2001), die den Strangaustausch stimulieren (New et al. 1998). 

Unter Rad51-Proteinen werden die Paralogen Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2 und 

XRCC3 zusammengefasst (Kawabata et al. 2005). Rad51-Proteine katalysieren das 

Eindringen des beschädigten DNA-Stranges mit seinem einzelsträngigem 3’-Überhang in 

die homologe Region eines intakten DNA-Moleküls unter Ausbildung eines D-Loops 

(Baumann and West 1997). Danach erfolgt das Auffüllen und die Ligation nach dem 

klassischen Modell von Holliday (Holliday 1964).  

Die NHEJ benötigt keine Sequenzhomologie, da sie direkt die getrennten Enden der DNA 

ligiert (Critchlow and Jackson 1998). Der erste Schritt im NHEJ ist das Binden von Ku70 

und Ku80 an die beiden offenen Enden in der DNA, um diese vor einem 

Exonukleaseabbau zu schützen (Reeves and Sthoeger 1989; Jeggo et al. 1992). Das 

Ku70/Ku80 Heterodimer assoziiert im Folgenden mit der katalytischen Untereinheit der 

DNA-PK. Durch einzelsträngige DNA an einem DSB wird die Ser/Thr Kinaseaktivität der 

DNA-PK aktiviert, wodurch XRCC4 phosporyliert wird (Critchlow et al. 1997; Ding et al. 

2003). Durch einen Komplex aus XRCC4 und Ligase IV werden die beiden DNA-Enden 

zusammengefügt. Die meisten DSB können nicht direkt von dem XRCC4/LigaseIV-

Komplex ligiert werden, sondern müssen vorher prozessiert werden. Das geschieht 

hauptsächlich durch den MRN-Komplex (Maser et al. 1997; Nelms et al. 1998) zusammen 

mit dem Protein Artemis (Moshous et al. 2001). 

 

1.6 Von der Erkennung des DNA-Schadens zur Induktio n von 

Apoptose 

Die Entstehung, Prozessierung und Reparatur verschiedener DNA-Läsionen sowie die 

Aktivierung von apoptotischen Signalkaskaden sind weitestgehend bekannt und 

beschrieben worden (Joza et al. 2002; Siegel and Lenardo 2002; Adams 2003; Christmann 

et al. 2003; Kaina 2003; Roos and Kaina 2006; Cotter 2009). Wie jedoch ein spezifischer 

DNA-Schaden erkannt wird und wie von ihm ausgehend Apoptose ausgelöst wird, ist noch 

nicht endgültig geklärt. Da für ionisierende Strahlung und methylierende Agenzien 

beschrieben ist, dass DSBs für das Auslösen von Apoptose verantwortlich sind 

(Frankenberg-Schwager and Frankenberg 1990; Lips and Kaina 2001a; Naumann et al. 

2009), soll im Folgenden beschrieben werden, welche Signalkaskaden, ausgehend von 
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DSBs, Apoptose vermitteln können. In Abb. 1-2 ist die Vermittlung von Apoptose nach 

DSBs graphisch dargestellt. 

DSBs werden von Proteinen erkannt, welche sowohl an deren Reparatur als auch durch 

ihre Kinaseaktivität an der Signal-Weiterleitung beteiligt sind. Die wichtigsten Vertreter 

hierbei sind ATM (ataxia-telangiectasia mutated) und ATR (ATM und Rad3-related) sowie 

DNA-PK. Diese werden durch DSB in der DNA aktiviert (Ismail et al. 2005). Während 

ATM durch DSB aktiviert wird, welche durch ionisierende Strahlung entstehen, wird ATR 

hauptsächlich durch DSB aktiviert, welche durch blockierte Reaplikationsgabeln 

verursacht werden (z.B. nach Behandlung mit FM oder TMZ) (Canman et al. 1998; Dart et 

al. 2004; Ismail et al. 2005). Die Aktivierung von ATM wird vermutlich durch den an 

einem DSB gebundenen MRN-Komplex initiiert und verläuft über Autophosphorylierung 

(Bakkenist and Kastan 2003). Aktiviertes ATM und ATR phosphorylieren eine Reihe von 

nachgeschalteten Signalproteinen wie z.B. die Checkpoint Kinase 2 (CHK2) (Matsuoka et 

al. 1998; Ahn et al. 2000), die Checkpoint Kinase 1 (CHK1) (Gatei et al. 2003), Mdm2 

(Shinozaki et al. 2003), E2F1 (Lin et al. 2001), BRCA1 (Foray et al. 2003), H2AX (Burma 

et al. 2001) und p53 (Tibbetts et al. 1999; Saito et al. 2002). Demnach haben ATM und 

ATR drei wichtige Funktionen. Sie sind an der Reparatur der DSB beteiligt, können 

Zellzyklus-Kontrollpunkte aktivieren und über p53 Apoptose auslösen (Lavin et al. 2005). 

Die Phosphorylierung des Histons H2AX am Serin 139 (γH2AX) dient als experimenteller 

Marker von DSBs (Ismail and Hendzel 2008). Über die Phosphorylierung des 

Tumorsuppressorgens p53 wird, ausgehend von DSBs, über ATM/ATR Apoptose 

vermittelt. p53 fungiert hauptsächlich als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression 

von Genen, welche an der Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und Apoptose beteiligt 

sind (Lavin and Gueven 2006). Wird p53 DNA-schadensabhängig durch ATM/ATR (am 

Serin 15) (Banin et al. 1998) oder CHK2 (am Serin 20) (Chehab et al. 2000) 

phosphoryliert, kommt es zur Stabilisierung von p53 und zur Transkription p53 abhängiger 

Gene (Sionov and Haupt 1999). Wichtige Gene, welche p53 abhängig transkribiert werden, 

sind das Reparaturenzym MGMT (Harris et al. 1996; Grombacher et al. 1998), der für die 

Arretierung des Zellzyklus wichtige Cdk-Inhibitor p21 (el-Deiry et al. 1993) und die pro-

apoptotischen Proteine Bax, Puma, Noxa (Wu and Deng 2002), Apaf-1 (Robles et al. 

2001) sowie der Fas-Rezeptor (Muller et al. 1998). Die Expression von anti-apoptotischen 

Proteinen wie Bcl-2 wird durch Bindung von p53 am entsprechenden Promotor inhibiert 

(Wu et al. 2001). Auch durch direkte Protein-Protein-Interaktion z.B. mit Bcl-2 oder      

Bcl-XL kann p53 die anti-apoptotische Funktion dieser Proteine hemmen (Mihara et al. 
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2003). Es kann auch die Oligomerisierung von Bak und Bax initiieren, was zur 

Cytochrom C-Freisetzung aus dem Mitochondrium führt und damit Apoptose auslöst.  
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Abb. 1-2: Vermittlung von Apoptose nach DNA-Doppelstrangbrüchen 

 

1.7 Apoptose 

Apoptose (griech. apoptosis, fallende Blätter) bezeichnet den selbst bestimmten Tod von 

eukaryotischen Zellen und wird auch programmierter Zelltod genannt. Es handelt sich 

hierbei um einen aktiven, intrazellulären Prozess. Dieser ist für vielzellige Organismen 

lebensnotwendig und spielt vor allem in der Embryonalentwicklung eine große Rolle. 

Hierbei dient Apoptose hauptsächlich der Formbildung. Beispielsweise werden die 

Hautfalten zwischen den Fingern eines Embryos durch Apoptose zurückgebildet. In 

Geweben adulter Organismen dient Apoptose in erster Linie der Aufrechterhaltung der 

Homöostase (Jacobson et al. 1997), welche das Fließgleichgewicht zwischen Wachstum 

(durch Zellteilung) und Eliminierung alter Zellen (durch Apoptose) zur Aufrechterhaltung 

des Zellvolumens von Organen und Geweben darstellt. Zudem können bestimmte Zellen, 

wie die der Augenlinse oder der oberen Hautschicht, erst im toten Zustand ihre Funktion 
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erfüllen. Besonders wichtig ist die Apoptose bei der Vernichtung geschädigter Zellen. 

Fehlfunktionen können beispielsweise durch Mutationen oder durch virale Infektionen 

entstehen. In der Regel können sich solche Zellen selbst töten, oder sie werden durch 

Zellen des Immunsystems, dessen Effektivität zu einem wesentlichen Teil auf der 

Fähigkeit der Apoptoseauslösung beruht, vernichtet. Defekte in der Apoptosemachinerie 

können für den Gesamtorganismus fatale Konsequenzen haben. Verlieren die Zellen ihre 

Fähigkeit zur Selbsttötung, kann das zur Auslösung von Krebs oder einigen 

Autoimmunerkrankungen führen (Thompson 1995). Unterlaufen jedoch gesunde Zellen 

Apoptose, wird das mit der Alzheimer- oder Parkinsonkrankheit und Osteoporose in 

Verbindung gebracht. Es gibt verschiedene Charakteristika, welche apoptotische Zellen 

ausmachen. Erstens ist Apoptose ein aktiver, energieverbrauchender Vorgang, welcher 

durch zelluläre Prozesse wie Signaltransduktion, Transkription, Proteinsynthese und 

Enzymaktivität kontrolliert wird und zweitens zu einem chrarkteristischen Phänotyp führt. 

Dazu gehören mehrere morphologische Veränderungen, welche in apoptotischen Zellen zu 

beobachten sind. Zuerst kommt es zu einer Abrundung der Zellen und zu einem Ablösen 

aus dem normalen Gewebe. Das Volumen der Zellen nimmt ab, das Chromatin wird 

kondensiert und schließlich die DNA durch Endonukleasen fragmentiert (Wyllie 1980). In 

vitro kommt es zu einem sehr späten Zeitpunkt in der Apoptose zu einer Zerstörung der 

Plasmamembran und zum Zerfall der Zelle in Vesikel (apoptotische Körperchen) (Wyllie 

et al. 1980). In vivo werden apoptotische Zellen von Zellen des Immunsystems beseitigt. 

Die Fragmentierung der DNA stellt das wichtigste Charakteristikum apoptotischer Zellen 

dar und wird für deren Nachweis verwendet.  

Im Gegensatz zu der kontrolliert ablaufenden Apoptose gibt es noch einen weiteren Weg, 

auf welchem Zellen sterben können: die Nekrose. Bei dieser handelt es sich um einen 

chaotisch ablaufenden Prozess. Nekrose verläuft insgesamt schneller als Apoptose. Es 

kommt zu einem frühen Funktionsverlust der Organellen, zum Zusammenbrechen des 

mitochondrialen Membranpotentials, zur Durchlässigkeit der äußeren Zellwand und 

dadurch bedingtes Anschwellen und schließlich Platzen der Zellen. Die Freisetzung der 

intrazellulären Bestandteile führt oft zum Auftreten von Entzündungsreaktionen. Im 

Gegensatz zur Apoptose wird die DNA erst zu einem relativ spätem Zeitpunkt abgebaut.  

Bei der Behandlung von Krebs mit Chemotherapeutika oder Bestrahlung spielt die 

Fähigkeit der Zellen Apoptose zu durchlaufen eine entscheidende Rolle. 

Chemotherapeutika, wie z.B. Temozolomid (TMZ) oder Fotemustin (FM), aber auch 

ionisierende Strahlung (IR) sind hoch zytotoxische und mutagene Substanzen, welche die 
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DNA der Zellen direkt oder indirekt schädigen. Die Zelle hat zwei Möglichkeiten, darauf 

zu reagieren: (i) es kommt zur Auslösung von Zellzykluskontrollpunkten und zur 

Reparatur des DNA-Schadens oder (ii) die geschädigte Zelle wird durch Auslösen von 

Zelltod aus der Population entfernt. DNA-Läsionen, welche Apoptose auslösen können, 

sind: O6-Methylguanin (O6MeG) (Kaina et al. 1997; Tominaga et al. 1997; Meikrantz et al. 

1998), N-Alkylierungen, DNA Cross-links oder DSBs (Lips and Kaina 2001b). Apoptose 

kann in drei aufeinander folgende Phasen eingeteilt werden. (i) Die Initiatorphase, (ii) die 

Effektorphase und (iii) eine Degradationsphase (Allen et al. 1998). In der Initiatorphase 

kommt es durch interne (körpereigene Signale z.B. von Zellen des Immunsystems) oder 

externe Stimuli (z.B. DNA schädigende Substanzen) zum Auslösen von Apoptose. 

Verschiedene Stimuli können verschiedene apoptotische Wege aktivieren, welche aber alle 

zum selben Endresultat, einem gemeinsamen Suizidprogramm führen (Chinnaiyan and 

Dixit 1996; Vaux and Strasser 1996). Während der Effektorphase kommt es zur 

Ausführung des apoptotischen Weges. Diese Phase ist durch die Aktivität von Cystein-

Aspartat Proteasen, den Caspasen, charakterisiert (Alnemri et al. 1996; Srinivasula et al. 

1996). In ungeschädigten, gesunden Zellen liegen diese Caspasen in ihrer inaktiven Form, 

den Pro-Caspasen, vor. Im Verlauf der Apoptoseexekution kommt es zu deren Aktivierung 

durch heterologe Caspasen, Auto-Proteolyse oder Dimerisierung. Aktivierte Caspasen sind 

in der Lage, ihre Substrate nach einem Aspartat in einer bestimmten Sequenz zu spalten 

(Martin and Green 1995). In Säugerzellen sind bisher 15 Caspasen identifiziert, welche 

aber nicht alle an apoptotischen Prozessen beteiligt sind. Entsprechend ihrer 

Aktivierungsweise und Substratspezifität kann man Initiator- und Effektorcaspasen 

unterscheiden. Initiatorcaspasen (Caspase-8 und -9) werden nach äußeren (extrinsische) 

oder inneren (intrinsische) Signalen durch Oligomerisierung und Spaltung aktiviert und 

aktivieren ihrerseits die Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7). Die Effektorcaspasen 

sind maßgeblich an der Fragmentierung des Zellinventars wie zum Beispiel 

Cytoskelettelemente und Zellhaftstrukturen, Transkriptionsfaktoren sowie 

antiapoptotischen Proteine beteiligt (Chang and Yang 2000). Auch die Fragmentierung der 

DNA, welches ein Marker für Apoptose ist, wird indirekt durch Effektorcaspasen 

vermittelt. Hierbei schneidet Caspase-3 das DEF-Protein, welches der Inhibitor einer 

Desoxyribonuklease (caspase activated DNase, CAD) ist. CAD ist dann letztlich für die 

Fragmentierung der DNA verantwortlich (Liu et al. 1997; Enari et al. 1998), welche neben 

dem Abbau zellulärer Proteine durch die Effektorcaspasen der wohl wichtigste Vorgang in 

der Degradationsphase ist.  
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Die Initiatorphase kann, vereinfacht dargestellt, auf zwei Hauptwegen ausgelöst werden: 

Durch einen intrinsischen, mitochondrial vermittelten Weg und über einen extrinsischen, 

Rezeptor-vermittelten Weg. Beide werden im Folgenden genauer beschrieben.  

 

1.7.1 Intrinsische mitochondrial vermittelte Apopto se 

Im intrinsischen Apoptoseweg spielt das Mitochondrium eine entscheidende Rolle. Zum 

besseren Verständnis ist die nachfolgende Beschreibung in Abb. 1-3 graphisch dargestellt. 

Durch einen apoptotischen Stimulus kommt es zu Veränderungen der Permeabilität der 

äußeren Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilisation, 

MOMP). Dies wird durch die Konkurrenz zwischen anti-apoptotischen und pro-

apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie reguliert. Als pro-apoptotische Proteine spielen 

vor allem die Bcl-2 Familienmitglieder Bax und Bak eine herausragende Rolle, da sie als 

Effektorproteine in der Lage sind, die MOMP direkt zu beeinflussen (Hacker and Weber 

2007; Kepp et al. 2007). Am Beispiel des Bax Proteins soll dieser Vorgang genauer 

beschrieben werden. Nach der Aktivierung von Bax im Cytoplasma kommt es zu einer 

Konformationsänderung und dadurch zu einer Translokation von Bax in die äußere 

Mitochondrienmembran (Gross et al. 1998). Dort bildet Bax durch Oligomerisierung 

Poren, welche das MOMP erhöhen und zur Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren 

führen (Hacker and Weber 2007; Kepp et al. 2007). Ein entscheidender pro-apoptotischer 

Faktor, welcher über die gebildeten Poren ins Cytoplasma gelangt, ist Cytochrom C. Nach 

seiner Freisetzung aus den Mitochondrien bildet dieser zusammen mit Caspase-9 und 

Apaf-1 einen Komplex, das Apoptosom. In diesem Komplex wird durch autokatalytische 

Spaltung die Caspase-9 aktiviert (Acehan et al. 2002; Pop et al. 2006), welche ihrerseits 

die Effektorcaspasen aktiviert (Li et al. 1997; Srinivasula et al. 1998). Dadurch kommt es 

über CAD zur Fragmentierung der DNA. Weitere pro-apoptotische Faktoren, welche aus 

dem Mitochondrium freigesetzt werden, sind Smac/DIABLO und AIF (apoptosis inducing 

factor) (Susin et al. 1999; Chai et al. 2000; Du et al. 2000). Smac/DIABLO inhibiert die 

Familie der „Inhibitoren der Apoptose“ (IAPs) (Chai et al. 2000; Du et al. 2000), während 

AIF zusammen mit der Endonuklease G im Zellkern zur Fragmentierung der DNA in einer 

Caspase-unabhängigen Weise führt (Cregan et al. 2004). Die Regulation der pro-

apoptotischen Proteine wie Bak und Bax ist nicht vollständig geklärt. In nicht 

apoptotischen Zellen ist Bak zwar auch in der äußeren Mitochondrienmembran lokalisiert, 

wird aber durch eine Bindung mit den anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2 Famile Bcl-XL 

und Mcl-1 (nicht aber Bcl-2) inaktiv gehalten (Willis et al. 2005). Gegenspieler dieser anti-
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apoptotischen Proteine sind die pro-apoptotischen Proteine Bim, Puma, Noxa und Bad 

(Hacker and Weber 2007), welche durch Hemmung der anti-apoptotischen Proteine die 

Bak Aktivierung positiv beeinflussen. Bax wird in nicht apoptotischen Zellen z.B. durch 

Interaktion mit dem anti-apoptotischen Protein Bcl-2 an der Kanalbildung in der äußeren 

Mitochondrienmembran gehindert (Oltvai et al. 1993; Nomura et al. 1999). Auch hier 

fungieren pro-apoptotische Proteine wie Bad und Puma als Gegenspieler von Bcl-2 und 

wirken dadurch positiv auf die Bax vermittelte Kanalbildung (Gillissen et al. 2003; Chen et 

al. 2005). Des weiteren kann Bcl-2 als Folge von genotoxischem Stress durch Spaltung 

und proteosomale Degradation nach Ubiquitinierung inaktiviert und abgebaut werden 

(Dimmeler et al. 1999; Tomicic and Kaina 2001).  
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Abb. 1-3: Intrinsischer mitochondrial vermittelter Apoptose-Signalweg  
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1.7.2 Extrinsische Rezeptor vermittelte Apoptose 

Im extrinsischen Apoptoseweg wird durch die Bindung eines Liganden an seinen 

spezifischen Rezeptor Apoptose ausgelöst. Die Rezeptoren werden Todesrezeptoren 

genannt, gegenwärtig sind sechs bekannt: Der TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1), der 

Todesrezeptor-3 und -6 (DR3 und DR6), der Fas-Rezeptor (CD95/APO-1), TRAIL 

Rezeptor-1 und -2 (TRAIL-R1/DR4 und TRAIL-R2/DR5).  

Die Rezeptor abhängige Apoptose setzt eine Bindung zwischen dem Rezeptor und seinem 

entsprechenden Liganden voraus. Bei dem Liganden handelt es sich um Cytokine, die 

durch Exocytose in den extrazellulären Raum abgegeben werden. Der Ligand des          

Fas-Rezeptors ist der Fas-Ligand (CD95L), der des TRAIL-Rezeptors ist TRAIL. Der  

Fas-Ligand wird nach einem genotoxischen Stimulus durch AP-1 exprimiert (Faris et al. 

1998). Auch der Fas-Rezeptor selbst wird stress-abhängig über p53 exprimiert (Muller et 

al. 1998). 

Im Folgenden wird der Rezeptor vermittelte Apoptoseweg am Beispiel des Fas-Rezeptors 

beschrieben und ist zum besseren Verständnis in Abb. 1-4 graphisch dargestellt. Zum 

Auslösen von Apoptose reagiert der Fas-Ligand mit der extrazellulären Domäne des Fas-

Rezeptors, wodurch es zur Oligomerisierung eines homotrimerischen Fas-Rezeptor 

Moleküls kommt. Die Trimerisierung bewirkt die Autophosphorylierung der 

Todesdomäne, welche sich in der intrazellulären Domäne der Fas-Rezeptor Moleküle 

befindet. Dadurch kommt es zur Rekrutierung des Adaptermoleküls FADD (Fas-associated 

death domain) (Boldin et al. 1995; Chinnaiyan et al. 1995). FADD besitzt eine 

Todeseffektor-Domäne (death effector domain, DED), welche zu den 

Caspaserekrutierungs-Domänen (caspase recruitment domains, CARD) gehört und Pro-

Caspasen rekrutiert (Boldin et al. 1996; Muzio et al. 1996). Im Falle des Fas- und TRAIL-

Rezeptors wird spezifisch die Pro-Caspase-8 rekrutiert. Der Komplex aus Pro-Caspase-8 

und FADD wird DISC (death inducing signaling complex) genannt (Boldin et al. 1995; 

Medema et al. 1997; Muzio et al. 1997). In diesem Komplex erfolgt die Aktivierung der 

Pro-Caspase-8 durch Dimerisierung und autoproteolytische Spaltung (Muzio et al. 1998). 

Die aktive Form der Caspase-8 aktiviert ihrerseits die Effektorcaspasen-3 und -7 und leitet 

somit die Degradationsphase der Apoptose ein (Srinivasula et al. 1996; Muzio et al. 1997). 

Über die aktive Caspase-8 besteht eine Verbindung zwischen extrinsischem und 

intrinsischen Apoptoseweg. Diese beruht auf der Spaltung von Bid in die verkürzte Form 

tBid durch die Caspase-8, was eine Aktivierung von Bax  bewirkt (Chou et al. 1999). Dies 

führt letztlich über Caspase-9 zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7.  
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Abb. 1-4: Extrinsicher Fas-Rezeptor vermittelter Apoptose-Signalweg  

 

1.8 Der Zellzyklus 

In eukaryotischen Zellen erfolgt die Reproduktion in einem zyklischen Prozess, dem 

Zellzyklus. Generell werden vier Zellzyklusphasen unterschieden: die G1-Phase, die         

S-Phase, die G2-Phase und die M-Phase. Die S-Phase ist die Synthese-Phase, in welcher 

die Replikation stattfindet und sich das Genom der Zellen verdoppelt. In der M-Phase 

findet die Mitose statt. Die G1-Phase umfasst den Zeitraum zwischen M- und S-Phase. 

Hier liegt in der Zelle nur ein einfacher Chromosomensatz vor. Von der G1-Phase aus 

kann die Zelle auch in eine Art Ruhezustand, der G0-Phase, übergehen. Durch geeignete 

Signale, z.B. Wachstumsfaktoren, kann die Zelle diese Phase wieder verlassen und weiter 

am Zellzyklus teilnehmen. Die G2-Phase beschreibt den Zeitraum zwischen S- und         

M-Phase. In ihr liegt demnach der doppelte Chromosomensatz vor.  
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1.8.1 Regulation des Zellzyklus 

Der Zellzyklus ist strengen Kontrollen unterworfen. An bestimmten Punkten können 

sowohl externe als auch interne Kontrollmechanismen greifen, die sicherstellen, dass die 

einzelnen Phasen vollständig und fehlerfrei ablaufen. Zudem können verschiedene DNA-

Schäden Kontrollpunkte auslösen, um sicher zu stellen, dass die geschädigte DNA nicht 

weitervererbt wird und es somit nicht zur Anhäufung von Mutationen kommt. Durch das 

Anhalten der Zellen im Zellzyklus bleibt ihnen genug Zeit, um den Schaden zu reparieren 

oder das Selbstmordprogramm (Apoptose) der Zellen zu aktivieren. Eine Inaktivierung 

dieser Kontrollmechanismen führt zu ungehindertem Zellwachstum, Anhäufung von 

Mutationen und Krebs. Wichtige Kontrollpunkte liegen am Übergang der G1-Phase in die 

S-Phase (G1/S-Kontrollpunkt), sowie am Übergang zwischen G2-Phase in die M-Phase 

(G2/M-Kontrollpunkt). Nach DNA-Schädigung ist der G1/S-Kontrollpunkt von großer 

Bedeutung, da er die Zelle davor bewahrt, während der DNA-Replikation Mutationen 

anzuhäufen. Im Mittelpunkt der Regulation des Zellzyklus stehen Cyclin-abhängige 

Proteinkinasen (CDKs), deren Aktivität durch die Cycline und die zugeordneten 

Inhibitoren der CDKs, den Cyklin-abhängigen Kinase-Inhibitoren (CKIs), kontrolliert wird 

(Nasmyth 1993; Nasmyth and Hunt 1993). Die CDKs müssen mit ihrem jeweiligen Cyclin 

assoziiert sein, um durch Phosphorylierung aktiviert werden zu können (Pines and Hunter 

1991; Nasmyth 1993). Cycline sind Proteine, welche zellzyklusabhängigen 

Konzentrationsschwankungen unterliegen und zu verschiedenen Phasen des Zellzyklus 

aktiv werden (Morgan 1995; Pines 1995). Die zellzyklusbedingten Schwankungen der 

Cyclin-Konzentration wird durch gezielte Transkription und Proteolyse gesteuert (Pines 

1995). Cycline sind überwiegend im Kern lokalisiert und üben dort ihre Funktion aus. Eine 

Übersicht der Cycline und der dazugehörigen CDKs und CKIs in den verschiedenen 

Zellzyklusphasen ist in Tabelle 1-3 zusammengestellt. Zu den G1/S-Cyclinen gehören die 

D- und E-Typ-Cycline (Sherr 1994). Diese bilden hauptsächlich einen Komplex mit der 

CDK2, 4, 5, 6 (Hunter and Pines 1994). Cycline vom Typ A sind in der S-, G2 und         

M-Phase aktiv und komplexieren hauptsächlich mit CDK2 (Hunter and Pines 1994). Die 

Aufgabe dieser Cycline ist es, die CDKs in einen aktiven Zustand zu überführen und so 

den Zellzyklus voranzutreiben. Ein wichtiger Gegenspieler sind die Inhibitoren der CDKs, 

die CKIs. Diese assoziieren in reversibler Weise mit den CDKs oder mit dem CDK-

Cyclin-Komplex, wodurch sie die CDK-Aktivität inhibieren (Peter and Herskowitz 1994). 

Die fünf am besten Untersuchten CKIs in Säugerzellen sind p21, p27, p57, p15 und p16. 

p21 und p27 sind eng verwandt und binden bevorzugt an CDK2- und CDK4-Cyclin-
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Komplexe (Harper et al. 1993; Xiong et al. 1993; Polyak et al. 1994a; Toyoshima and 

Hunter 1994). Ebenso sind p15 und p16 eng verwandt. Diese binden bevorzugt an CDK4- 

und CDK6-Komplexe (Serrano et al. 1993; Hannon and Beach 1994). 

Da die inhibitorische Wirkung der CKIs vom Konzentrationsverhältnis zwischen CKI und 

Cyclin abhängt, ist die Regulation der CKIs von großer Bedeutung. Nach DNA-

Schädigung spielt vor allem p21 eine große Rolle. Die Konzentration von p21 wird 

hauptsächlich auf Transkriptionsebene reguliert, wobei das p53 Protein als 

Transkriptionsfaktor wirkt (el-Deiry et al. 1993; el-Deiry et al. 1994). Nach einem DNA-

Schaden kommt es zur Stabilisierung von p53 und somit zu einer erhöhten Expression von 

p21 (vgl. 1.6). Dadurch kommt es zum Auslösen des G1/S-Kontrollpunkts und zu einem 

Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase (Dulic et al. 1994). Aber p21 hat noch eine 

weitere inhibitorische Funktion. Es besitzt eine Bindungsstelle für das 

Replikationshilfsprotein PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Flores-Rozas et al. 

1994; Waga et al. 1994). Eine Bindung von p21 an PCNA inhibiert die PCNA abhängige 

DNA Replikation, aber nicht die PCNA abhängige Nukleotidexzisions-Reparatur (Li et al. 

1994; Waga et al. 1994). p15 wird ebenfalls auf Transkriptionsebene über den negativen 

Wachstumsfaktor TGFβ reguliert. Ein Anstieg der p15 Konzentration bewirkt ebenfalls ein 

Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase. p27 liegt in proliferierenden Zellen in einer 

inaktiven Form vor (Polyak et al. 1994a). Sein Niveau bleibt den gesamten Zellzyklus über 

konstant, und wird nicht durch antimitogene Signale z.B. TGFβ induziert (Polyak et al. 

1994b; Toyoshima and Hunter 1994), sondern post-transkriptionell auf eine noch 

unbekannte Weise aktiviert (Morgan 1995) und so die Zellen in der G1-Phase arretiert.  

p16 fungiert als Tumorsuppressorgen und ist daher in vielen Tumoren inaktiv (Kamb et al. 

1994; Nobori et al. 1994) z.B. in Pankreastumoren (Caldas et al. 1994; Schutte et al. 1997). 

Dadurch kommt es zu einem ungehemmten Zellwachstum, zur Anhäufung von Mutationen 

und schließlich zu Krebs. All diese CKIs rufen eine Arretierung der Zellen in der G1-Phase 

hervor. Der G1-Phase kommt eine besondere regulatorische Funktion im Zellzyklus zu, da 

hier entschieden wird, ob die Zelle eine neue S-Phase und somit eine neue Zellteilung 

durchläuft. Daher soll der G1/S-Phase-Übergang durch D-Typ Cycline im Folgenden 

genauer beschrieben werden. Eine grundlegende Aufgabe der Cycline besteht darin, 

externe Signale in den Zellzyklus zu integrieren. Mitogene Signale wie z.B. 

Wachstumsfaktoren bewirken eine erhöhte Transkription an Cyclin D1. Dieses assoziiert 

in der G1-Phase mit der CDK4 und bewirkt deren Aktivierung durch Phosphorylierung 

mittels CAK (CDC2 activating kinase) (Morgan 1995). Der aktivierte CDK-Cyclin-
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Komplex ist nun in der Lage, das Rb-Protein, welches sich im Komplex mit dem 

Transkriptionsfaktor E2F1 befindet, zu phosphorylieren (Ewen et al. 1993; Kato et al. 

1993; Weinberg 1995). E2F1 löst sich daraufhin aus dem Komplex mit dem Rb-Protein. 

Dadurch wird E2F1 aktiviert und kann die Expression von Genen vorantreiben, welche 

zum Durchlaufen der S-Phase nötig sind (Chellappan et al. 1991). Erhält die Zelle im 

Gegensatz dazu anti-mitogene Signale (vom TGFβ, cAMP, durch bestimmte Zell-Zell-

Kontakte oder durch DNA-Schädigung), kommt es zu einer Hochregulation oder 

Aktivierung der CKIs p15, p16, p27 und p21. p21 spielt hierbei die entscheidende Rolle 

nach DNA-Schädigung und wird p53 abhängig transkribiert (Dulic et al. 1994). Diese 

CKIs assoziieren mit dem CDK-Cyclin-Komplex und inhibieren dadurch seine 

Kinaseaktivität. Dadurch kann das Rb-Protein nicht phosphoryliert werden, der 

Transkriptionsfaktor E2F1 ist nicht aktiv und die Zellen verbleiben in der G1-Phase. Eine 

Ausnahme stellt p16 dar. Es bindet freie D-Cycline, destabilisiert diese und übt so seine 

inhibitorische Funktion aus.  

 

Tabelle 1-3: Übersicht der Cycline, CDKs und CKIs in den verschiedenen Zellzyklusphasen 
CDK: Cyclin-abhängige Proteinkinase, CKI: Inhibitor der Cyclin-abhängigen Proteinkinasen 

 

Cyclin CDK CKI Zellzyklusphase 
 

Säugetiere: 
   

A1 CDC2, CDK2 p21 Meiose 

A2 CDC2, CDK2 p21 S, G2, M 

B1, B2, B3 CDC2 p21 M 

C ? ? ? 

D1, D2, D3 CDK2, 4, 5, 6 p15, p16 ,p21, p27 G1, Restriktionspunkt 

E CDK2 p15, p21, p27 G1/S 

F ? ? G2? 

H CDK7   
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1.9 Zielsetzung der Arbeit 

 

Das Pankreaskarzinom und das maligne Melanom zeichnen sich durch eine hohe Resistenz 

gegenüber den in der Therapie verwendeten Zytostatika aus. Bei der Behandlung eines 

metastasierenden Pankreaskarzinoms wird eine Kombinationstherapie bestehend aus 5-FU, 

Cisplatin und ionisierender Strahlung (IR) angewendet. Bei Melanomen sind die Mittel 

erster Wahl die methylierenden Agenzien Dacarbazin (DTIC) und Temozolomid (TMZ). 

Um die Ansprechrate der Tumore auf diese Behandlungen zu erhöhen, werden für beide 

Krebsarten u. a. Interferone (IFNs) mit in die Therapie aufgenommen. IFNs sind Zytokine, 

welche zytotoxisch auf Tumorzellen wirken. Für IFNs sind zusätzlich radio- und 

chemosensibilisierende Eigenschaften in verschiedenen Krebsarten beschrieben worden.  

In der vorliegende Arbeit soll die zytotoxische bzw. radio- und chemosensibilisierende 

Wirkung von Typ-I IFNs in Pankreaskarzinom- und Melanomzelllinien untersucht werden. 

Besonderes Augenmerk wird hierbei auf die Kombination von IFNs mit Bestrahlung bzw. 

TMZ gelegt. Eine Aufklärung des Wirkungsmechanismus der IFNs könnte dazu beitragen, 

die Kombinationstherapie mit Zytostatika und / oder IR zu optimieren.  

Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen sollen an zehn Pankreaskarzinom-

Zelllinien (Panc-1, Su8686, Capan-1, Capan-2, Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1, HS 766T, 

Mia-PaCa-2 und PA-TU 8902) und vier Melanomzelllinien (D05, D14, A375 und RPMI 

7951) durchgeführt werden.  

Folgende Themenschwerpunkte stehen im Vordergrund: 

o Charakterisierung der intrinsischen Radio- und. Chemosensitivität der 

Pankreaskarzinom- und. Melanomzelllinien; 

o Vergleich der zytotoxischen Wirkung von IFN-α und IFN-β auf die verschiedenen 

Krebszelllinien; 

o Bestimmung der radiosensibilisierenden bzw. chemosensibilisierenden Eigenschaften 

der Typ-I IFNs; 

o Untersuchung des zellulären Mechanismus, welcher dem radio- bzw. 

chemosensibilisierenden Effekt der IFNs zugrunde liegt.  

- Bei diesen Untersuchungen soll ein besonderes Augenmerk auf der Fragestellung 

liegen, ob Typ-I IFNs die DNA-Reparatur oder die Apoptoserate nach IR bzw. TMZ 

beeinflussen.   
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2 Material und Methoden  

2.1 Material  

2.1.1 Geräte und Verbrauchsmittel  

Blot-Kammer, Trans Blot Cell   Bio-Rad, München 
Blot-Kammer, Mini Trans Blot Cell   Bio-Rad, München 
Brutschrank, Hera cell    Heraeus, München 
[137Cs]-Quelle Gammacell 2000   Molsgaard Medical, Dänemark 
Durchflusszytometer FACS Calibur    BD Pharmingen, Heidelberg 
ECL-Filme       Amersham, Braunschweig 
Elektrophoreseapparaturen     Bio-Rad, München 
Feinwaage       Satorius, Göttingen 
Fluoreszenzeinrichtung BX-FLA    Olympus, Hamburg 
Geldokumentation, InGenius    Syngene, Cambridge UK 
Hybridisierungsofen      Appligen, Heidelberg 
Kühlschrank (4°C)     Liebherr, Ochsenhausen 
Microplatten Reader Sunrise RC   Tecan, Crailsheim 
Mikroskop Axiovert 35    Zeiss, Jena 
Mikroskop BX 50      Olympus, Hamburg 
Mikroskop Wilovert A    Hund, Wetzlar 
Neubauer-Zählkammer    Marienfeld, Lauda-Königshofen 
Nitrozellulosemembran (Protan)    Schleicher & Schuell, Dassel 
PCR-Cycler TGradient     Biometra, Göttingen  
Röntgenfilme (Hyperfilm MP)    Kodak, USA 
Schüttelinkubator B.      Braun Biotech. Int., Melsungen 
Szintillationsmeßgerät     Kontron, Gosheim 
Spannungsquelle 200/2.0     Bio-Rad, München 
Spannungsquelle Power Pac 200/300   Bio-Rad, München 
Spektralphotometer Titertek Multiscan Plus  Labsystems, Finnland 
Sterilbank, CLASSII A/B3, NUAIR    Zapf, Sarstedt 
Sterilbank, Hera safe     Heraeus, München 
Tiefkühler (-20°C)     Liebherr, Ochsenhausen 
Tiefkühler (-80°C)     Forma, Frankfurt 
Tischzentrifuge 5402      Eppendorf, Hamburg 
Thermomixer 5436      Eppendorf, Hamburg 
Thermocycler       Biometra, Göttingen 
Thermostat 5320     Eppendorf, Hamburg 
Transilluminator      Bachhofer, Reutlingen 
Ultraschallstab 250      Branson, Danbury, USA 
UV-C-Quelle NSE 11-270    Phillips, Hamburg 
Vakuumpumpe      Brandt, Wertheim 
Vortex Genie      Bender & Hobein, Zürich 
Wasserbad      Köttermann, Uetze-Hänigsen 
Whatman 3 MM Filterpapier    Schleicher & Schuell, Dassel 
Zellkulturartikel      Greiner, Nürtingen 
Zentrifuge Megafuge 1.0, Rotor 3360   Heraeus, München 
Zentrifuge, Centrifuge 5402    Eppendorf, Hamburg 
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Zentrifuge, Centrifuge 5415D, Rotor F45-24-11 Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Discovery M120Se, Rotor S100AT6 Sorvall, Schwerte 
 

2.1.2. Spezielle Chemikalien, Enzyme und Kits  

Acrylamid/Bisacrylamid     Roth, Karlsruhe 
Agarose       Gibco Life Technologies, Karlsruhe 
Annexin V-FITC      BD Pharmingen, Heidelberg 
APS        Merck, Darmstadt 
Bradford-Reagenz      Bio-Rad, München 
cDNA-Synthesekit (First Strand Synthesis Kit) Sigma-Aldrich, München 
cDNA-Synthesekit      ABgene, Hamburg 
Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche, Mannheim 
Comassie Blue G-250     Bio-Rad, München 
DMSO       Roth, Karlsruhe  
DNA-Marker pBR322 DNA/AluI   Fermentas, St. Leon-Rot 
ECL- und ECL-Plus-Kit     Pharmacia/Amersham, Braunschweig 
Effectene Transfection Kit     Qiagen, Hilden 
Geneticin, G418     Invitrogen GmbH (Gibco), Karlsruhe 
Giemsa       Merck, Darmstadt 
Kristallviolett       Merck, Darmstadt 
Low Melting Point Agarose    Gibco Life Technologies, Karlsruhe 
Magermilchpulver      Reformhaus, Mainz 
Mycoplasma Detection Kit     Minerva Biolabs, Berlin 
NucleoSpin RNA II     Marcherey-Nagel, Düren 
NucleoSpin RNA / Protein    Marcherey-Nagel, Düren 
O6-Benzylguanin (O6BG)    Sigma-Aldrich, München 
PBS       Biochrom, Berlin 
Ponceau S       Sigma-Aldrich, München 
Propidium-jodid      Sigma-Aldrich, München 
Proteaseinhibitor-Cocktail CompleteTM  Roche, Mannheim 
Proteinprobenpuffer RotiLoad 1   Roth, Karlsruhe 
peqGold Proteinmarker II, 10-200 kDa   PEQLAB, Erlangen 
Prestained Proteinmarker, 19-118 kDa  Fermentas, St. Leon-Rot 
QIAGEN Plasmid Midi/Maxi Kit    Qiagen, Hilden 
Radioaktiv markiertes [3H]-Uridin   NEN Dupoint, Zaventem, Belgien 
RNase A      Sigma-Aldrich, München 
Szintillationslösung      Roth, Karlsruhe 
SuperKillerTRAIL     AXXORA GmbH, Lörrach 
Taq DNA Pol, Master Mix Red   Ampliqon, Hamburg 
TEMED       Roth, Karlsruhe 
Tetrazyklin      Sigma-Aldrich, München 
Triton X-100       Sigma-Aldrich, München 
Tween20      Roth, Karlsruhe 
Zeocin       Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
 
Alle nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka (Buchs; CH), Merck 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), und Sigma-Aldrich (München) in der Qualitätsstufe p. a. 
bezogen. 
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2.1.3 Interferone  

IFN-α, (Interferon-alpha-2a, Roferon-A) Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-Wylen.  
IFN-β, (Interferon-beta-1a, Rebiff 22) Merck Serano, Darmstadt.  
 

2.1.4 Zytostatika  

Fotemustin (Muphoran®)  
Diethyl (1-(((2-chloroethyl)(nitroso)carbamoyl)amino}ethyl)phosphonat 

Servier, München 
Methylmethansulphonat 
MMS                                                                                                Sigma-Aldrich, München 

 
Temozolomid (Temodar®) 
4-Methyl-5-oxo-2,3,4,6,8-pentazabicyclo (4.3.0) nona-2,7,9-triene-9-carboxamid 

Schering-Plough, München 
 

2.1.5 Software  

Cell A       Olympus, Hamburg 
CellQuest Pro      BD Pharmingen, Heidelberg 
GeneSnap      Syngene, Cambridge, UK 
GeneTools      Syngene, Cambridge, UK 
Kinetic Imaging Komet 4.0.2.   BFI-Optilas, Puchheim 
WinMDI      http://facs.scripps.edu/software.html 
 

2.1.6 Medien und Komponenten für Zellkultur  

RPMI 1640 plus L- Gutamin    PAA, Pasching, Österreich 
DMEM high Glucose     PAA, Pasching, Österreich 
McCoy’s 5A      Lonza, bioWhittaker, Basel, Schweiz 
Fötales Kälberserum (FCS)    biowest, Nuaillé, Frankreich 
Fötales Pferdeserum (FHS)    PAA, Pasching, Österreich 
Penicillin / Streptomycin     PAA, Pasching, Österreich 
L-Gutamin      PAA, Pasching, Österreich 
Trypsin (10x)      PAA, Pasching, Österreich 
 

2.1.7 Antikörper  

anti-Bak pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-Bax pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-Bcl-2 mAb (1:500) BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-Caspase-3 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-Caspase-7 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-Caspase-8 mAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-Caspase-9 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-Erk2 pAb (1:6000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-FADD pAB (1:1000) Merck (Calbiochem), Darmstadt 
anti-Fas-R mAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-Fas-R (agonistisch) mAb  AXXORA GmbH, Lörrach 
anti-γH2AX [p-H2AX(Ser139)] mAb (1:1000) Upstate, NY/USA 
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anti-IFN-R pAb (1:500) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-MGMT pAb (1:1000) Institut für Toxikologie, Mainz 
anti-MLH1 pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-MSH2 mAb (1:1000) BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-MSH6 mAb (1:500) BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-p15 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-p21 pAb (1:2000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-p27 pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
anti-p53 pAb (1:2000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-Rad 51 mAb (1:1000) Merck (Calbiochem), Darmstadt 
anti-Rad 52 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-PCNA mAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg 
Anti-PMS2 mAb (1:1000) BD Pharmingen, Heidelberg 
anti-Puma pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt 
anti-RPA(p34) mAb (1:4000) NeoMarkers, Asbach 
IgG Kaninchen (HRP konjugiert)  (1:4000) Amersham, Braunschweig 
IgG Maus (HRP konjugiert)  (1:4000) Amersham, Braunschweig 
AlexaFluor 488 Ziege-anti-Maus  (1:500) Invitrogen, Karlsruhe 
AlexaFluor 546 Ziege-anti-Maus  (1:500) Invitrogen, Karlsruhe 
α-CD3   BD Pharmingen, Heidelberg 
α-CD28   BD Pharmingen, Heidelberg 
 

2.1.8 Puffer und Stammlösungen  

Alle Lösungen und Puffer wurden in A.bidest angesetzt. 
 
Bradford 

 
8,5% Phosphorsäure, 

4,75% Ethanol, 
1% Commasie blue G250 

(anschließend filtern) 
 

 
PBS (pH 7.4) 

 
137 mM NaCl, 
2,7 mM KCl, 

6,5 mM Na2HPO4, 
1,5 mM KH2PO4, 
0,7 mM CaCl2, 
0,6 mM MgCl2 

 

 
Ponceau S Lösung 
 

 
0,1% Ponceau 
5% CH2COOH 

 
 
Protein-Transfer-Puffer 
 

 
50 mM Tris 

384 mM Glycin 
20% Methanol 

 
 
SDS-Trenngel (5%) (7,5) (10%) (12%) (15%) 

 
(7,2) (6,5) (5,7) (5,1) (4,3) ml                            A.bidest  

3 ml                                        Tris-HCl (pH 8,8) 
120 µl                                                 SDS (10%) 

(1,5) (2,3) (3,0) (3,6) (4,5) ml            Acrylamid (40%) 
60 µl                                                  APS (10%) 
6 µl                                                       TEMED 
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SDS-Sammelgel (4%) 

 
 

4,4 ml                                                     A.bidest 
0,76 ml                                     Tris-HCl (pH 6,8) 

60 µl                                                           SDS 
0,76 ml                                      Acrylamid (40%) 

60 µl                                                APS (10%) 
6 µl                                                   TEMED 

 
 
SDS-Laufpuffer (5x) 
 

 
0,25 M Tris 

1,92 M Glycin 
 

 
TBE-Puffer (pH 8.2) (5x) 
 

 
450 mM Tris 

450 mM Borsäure 
6,25 mM EDTA 

 
 
 
TBS-Puffer (pH 7,6) (10x) 
 

 
 

24,2 g Tris-HCl 
80 g NaCl    ad 1 l A.bidest 

 
 
TE-Puffer (pH 8,0) 
 

 
10 mM Tris-HCl 

1 mM EDTA 
 

2.1.9 Vektoren  

pSV2MGMT: Aus dem Plasmidvektor pSV2neo (Southern and Berg 1982) wurde das 
Neomycinresistenzgen zugunsten des humanen MGMT-Gens ausgetauscht (Kaina et al. 
1991).  
pcDNA3-FADD-DN: In den pcDNA3 Vektor wurde eine trunkierte Version der FADD 
cDNA kloniert, welcher die Todes-Effktor-Domäne fehlt (DN-FADD) (Tewari and Dixit 
1995; Chinnaiyan et al. 1996). 
pTER+ Caspase-8: In den pTER+ Vektor (van de Wetering, 2003) wurde über die 
Schnittstellen Bgl II und Hind III eine Caspase-8 siRNA Sequenz                                     
(5’ GGGTCATGCTCTATCAGAT 3’) kloniert (Ehrhardt et al. 2008). Als Kontroll-siRNA 
wurde über die selben Schnittstellen eine HRS-Sequenz                                                     
(5’ GATCATGTAGATACGCTAC 3’) kloniert.  
 

2.1.10 Primer  

Primer für qRT-PCR-Experimente  
 
Gen 

 
Sequenz 

Zyklen-
Zahl 

Anealing- 
Temperatur (°C) 

p15 5’-TGG GGG CGG CAG CGA TGA G-3’ (up) 
5’-AGG TGG GTG GGG GTG GGA AAT-3’ (low) 

  29    72 

p27272727 5’-AAC GTG CGA GTG TCT AAC GGG AGC-3’ (up) 
5’-CGA CGG ATC AGT CTT TGG GTC CAC-3’ (low) 

  28    63,5 

gapdh 5’-CCC CTC TGG AAA GCT GTG GCG TGA T-3’ (up) 
5’-GGT GGA AGA GTG GGA GTT GCT GTT GA-3’ (low) 

  21    56 

Rad52 5’-GAC GCA CAG CAC TCC TGT AAC-3’ (up) 
5’-CAT CTG TCC AGA GCC TCT CC-3’ (low) 

  28    63,5 

Rad 54 5’-CAT CAT GGC TGA TGA GAT GG-3’ (up) 
5’-TGA GGA TGG GAG AAG ACA CC-3’ (low) 

 29    58,5 
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2.1.11 Zelllinien  

 
Humane Pankreaskarzinom Zelllinien 
PA-TU 89021  Adenokarzinom des exokrinen Pankreas 
PA-TU 8988T1 Adenokarzinom des exokrinen Pankreas 
Panc-12  Tumor des Pankreas-Gangs 
Su86862  Tumor des endokrinen Pankreas 
Capan-12  isoliert aus Lebermetastasen 
Capan-22  Adenokarzinom des exokrinen Pankreas 
Aspc-1 2  isoliert aus Aszitesmetastasen 
BxPc-32  Adenokarzinoms des exokrinen Pankreas 
MiaPaCa-22  Tumor des endokrinen Pankreas 
HS 766T2  isoliert aus Lymphknotenmetastasen 
 
Humane maligne Melanom Zelllinien 
D05 3,4   isoliert aus Primärtumor 
D14 3,4   isoliert aus Primärtumor 
RPMI 79511  isoliert aus Lymphknotenmetastasen  
A3752   isoliert aus Primärtumor 
 
1 Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) 
bezogen 
2 Zellen wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen  
3 Zellen wurden von Prof. C.W. Schmidt (Institute of Medical Research, Australien) zur Verfügung gestellt  
4 Zellen wurden von Prof. T. Wölfel (Institut für Hämatologie/Onkologie; Mainz) zur Verfügung gestellt 
 
 

2.2 Methoden  

2.2.1 Zelllinien und Zellkultur  

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen oder -schalen im Inkubator bei 
37°C und 7% CO2 in wassergesättigter Atmosphäre. Die Zelllinien PA-TU 8902, Panc-1 
SU8686, BxPc-3, Aspc-1, HS 766T und Mia-PaCa-2 sowie die Melanomzelllinien D05, 
D14 und A375 wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% FCS kultiviert. PA-TU 8988T 
wurde in DMEM kultiviert mit 5% FCS und 5% fötalem Pferdeserum. Für Capan-1 wurde 
DMEM verwendet mit 20% FCS. Die Melanomzelllinien RPMI 7951 wurde in DMEM 
mit 10% FCS kultiviert. Capan-2 wurde in McCoy´s 5A Medium mit 10% FCS kultiviert. 
Allen Medien wurde zusätzlich 1% Penicillin/Streptomycin zugesetzt. Die Zellen wurden 
zweimal wöchentlich passagiert. Dazu wurde das auf den Zellen befindliche Medium 
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch Trypsin (0,25%) von dem 
Kulturgefäß abgelöst. Nach Aufnahme der Zellen in frischem 37°C warmem Medium, 
wurden die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer gezählt und entsprechend verdünnt 
ausgesät. Zum Einfrieren der Zellen wurden exponentiell wachsende Zellen verwendet. 
Diese wurden geerntet, in frischem Medium aufgenommen und in einer Kühlzentrifuge bei 
4°C und 1000 Upm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 
Zellpellet in 1 ml Einfrierserum (FCS mit 10% DMSO) resuspendiert und in Kryoröhrchen 
überführt. Diese Röhrchen wurden in Zellstoff verpackt und über Nacht bei -80°C gelagert. 
Nach 24 h wurden die Kryoröhrchen zur Langzeit-Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff 
überführt. Zum Kultivieren gelagerter Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension durch 
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37°C warmes Medium aufgetaut und in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt. Die Zellen 
wurden 5 min bei 1000 Upm zentrifugiert um die Reste des DMSO auszuwaschen. Danach 
wurde das Zellpellet in frischem 37°C warmem Medium resuspendiert und in eine 
Kulturflasche überführt.  
Alle etablierten Zelllinien wurden durch das Mykoplasma-Detektions-Kit (Minerva 
Biolabs, Berlin) regelmäßig auf eine Mykoplasmenkontamination hin untersucht.   
 

2.2.2 Behandlung von Zellen mit Interferon  

Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich bei der Interferon-Behandlung immer um 
eine 24-stündige Vorinkubation. Dafür wurden die adhärenten, exponentiell wachsenden 
Zellen mit 300 oder 3000 I.E./ml Interferon-α oder-β behandelt. Nach 24 h erfolgte ein 
Medienwechsel und wenn angegeben eine Behandlung mit ionisierender Strahlung oder 
mit entsprechenden Zytostatika.  
 

2.2.3 Behandlung der Zellen mit ionisierender Strah lung  

Die Behandlung mit ionisierender Strahlung erfolgte für adhärente Zellen in Kulturschalen 
(6 cm) oder für abgelöste Zellen in 15 ml Reaktionsgefäßen. Die letztere Strategie eignete 
sich vor allem für die Behandlung der Zellen bei 4°C. Die Bestrahlung erfolgte mit einer 
Dosis von 3,75 Gy/min einer Cäsium 137 Quelle. 
 

2.2.4 Behandlung von Zellen mit Zytostatika und der en Zubereitung  

Die Behandlung mit den Zytostatika Temozolomid (TMZ) und Fotemustin (FM) erfolgte 
durch Zugabe einer bestimmten Konzentration der jeweiligen Lösung in das Medium der 
Zellen. Durch die kurze Halbwertszeit dieser beiden Stoffe in wässriger Lösung war eine 
Dauerbehandlung möglich. Zuvor wurde von beiden Stoffen eine Stammlösung hergestellt. 
Hierfür wurde TMZ mit einer Konzentration von 35 mM in DMSO gelöst, aliquotiert und 
bei -80°C gelagert. FM wurde in 1,5 ml Reaktionsgefäße abgewogen und bei -20°C 
gelagert. Die Bereitung der Stammlösung (1 µg/µl) erfolgte stets frisch mit 1/3 EtOH und 
2/3 A. bidest. Die Behandlung mit MMS erfolgte, aufgrund der hohen Stabilität der 
Substanz in Wasser, als Pulsbehandlung für eine Stunde. MMS wurde zuvor mit A.bidest 
auf eine Stock-Konzentration von 100 mM verdünnt. Wurden die Zellen zusätzlich mit 
IFN behandelt, erfolgte dies 24 h vor der Zytostatikagabe. War eine Co-Behandlung mit 
O6BG (Endkonzentration 10 µM) nötig, erfolgte dies 1 h vor der Zytostatikagabe. Direkt 
vor der Behandlung mit dem Zytostatikum wurde das Medium gewechselt, um 
gegebenenfalls das Interferon zu entfernen, und nochmals O6BG zugegeben. Danach 
wurden die Zellen bis zum gewünschten Zeitpunkt kultiviert.  
 

2.2.5 Erstellen einer Wachstumskurve  

Um die Verdopplungszeit der Zellen mit und ohne Interferon zu bestimmen, wurden 5x 104 
Zellen in eine 6 cm Schale ausgesät. Nachdem die Zellen über Nacht adhäriert waren, 
wurde die erste Kontrolle (0 h) geerntet und die restlichen Zellen gar nicht bzw. mit 
300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einer Inkubation von 24 h wurde das Interferon durch 
einen Medienwechsel entfernt und der 24 h Wert geerntet. Mit den unbehandelten Zellen 
wurden in gleicher Weise verfahren, um Schwankungen zu vermeiden. Danach wurden die 
Zellen bis zu 144 h alle 24 h mittels Trypsin geerntet und in einem Volumen von 2 ml 
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aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-
Zählkammer.   
 

2.2.6 Bestimmung des Zellüberlebens durch den Kolon iebildungstest  

Zur Durchführung eines Koloniebildungstestes wurden je nach Strahlendosis bzw. 
Zytostatikakonzentration 5x 102 – 2x 104 Zellen in 6 cm Schalen ausgesät. Je nach 
Zellwachstum wurden die Zellen zehn bis 14 Tage nach Behandlung fixiert. Die Fixierung 
erfolgte durch ein Gemisch aus einem Teil Essigsäure, einem Teil Methanol und acht 
Teilen A. bidest. für 30 min. Anschließend wurden die Zellen durch 1,25 % v/v Giemsa / 
0,125 % w/v Kristallviolett für 10 min angefärbt und Kolonien, bestehend aus mindestens 
50 Zellen, ausgezählt. Die Anzahl der gezählten Kolonien wurde relativ auf die Zahl der in 
den Kontrollen gewachsenen Kolonien bezogen.  
 

2.2.7 Bestimmung des Zelltods am Durchflusszytomete r  

Alle Messungen am Durchflusszytometer wurden an einem FACSCalibur (BD 
Pharmingen, Heidelberg) durchgeführt. Jede Messung bestand aus der Analyse von 1x 104 
Zellen.  
 

2.2.7.1 Bestimmung der SubG1 Fraktion und der Zellz yklusverteilung  

Bei der Messung der SubG1 Fraktion wird der DNA Gehalt der Zellen am 
Durchflusszytometer bestimmt. Dadurch ist diese Methode auch dazu geeignet, die 
Zellzyklusverteilung zu bestimmen. Da es beim Tod der Zellen durch Apoptose unter 
anderem zu einer Fragmentierung bzw. im folgenden Verlauf auch zu einem Abbau der 
DNA der Zellen kommt, liegt somit der DNA-Gehalt sterbender Zellen unter dem DNA-
Gehalt von Zellen in der G1-Phase. Somit entspricht die Zellpopulation mit einem DNA-
Gehalt < G1 (SubG1) dem Anteil toter Zellen (Nicoletti et al. 1991; Fraker et al. 1995). Für 
die Bestimmung des Zelltods über die SubG1 Fraktion wurden zwischen 5x 104 und 1x 105 
Zellen in 6 cm Kulturschalen ausgesät und entsprechend behandelt. Nach der gewünschten 
Zeit wurden die Zellen geerntet, indem erst der Überstand in ein 15 ml Reaktionsgefäß 
überführt wurde und anschließend, nach Trypsinbehandlung, die abgelösten Zellen 
ebenfalls in dieses Reaktionsgefäß transferiert wurden. Danach wurde die Zellsuspension 
5 min bei 1000 Upm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 
150 µl PBS resuspendiert. Zum Fixieren der Zellen wurden 2 ml eiskaltes 70 %iges EtOH 
zugegeben und die Zellen für mindestens 1 h (höchstens aber 4 Wochen) bei -20°C 
gelagert. Um die Zellen für die Messung vorzubereiten, wurden sie erneut zentrifugiert 
(5 min; 1500 Upm). Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet zum Verdau der 
RNA mit RNase A (Endkonzentration 0,03 µg/ml) in 333 µl PBS für 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Direkt vor der Messung wurde die DNA mit 164 µl Propidium-
jodid-Lösung (50 µg/ml) angefärbt. Die quantitative Analyse erfolgte mittels der CellQuest 
Pro Software und der WinMDI Software.  
 

2.2.7.2 Annexin V / Propidium-jodid Doppelfärbung  

Diese Methode basiert auf einer Umlagerung der Phosphatidylserin-Reste von der 
Innenseite auf die Außenseite der Zellmembran, was ein frühes Ereignis der Apoptose 
darstellt (Vermes et al. 1995). Durch Annexin-V-FITC können diese umgelagerten 
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Serinreste nachgewiesen werden. Es wurden in 6 cm Schalen 2x 104 – 1x 105 bzw. in 24-
Lochplatten 5x 103 – 1,5x 104 Zellen ausgesät und beim Ernten der Überstand und die 
durch Trypsin abgelösten Zellen vereinigt. Nach dem Waschen der Zellen mit kaltem PBS 
und einem Zentrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min, 4 °C) wurde das Zellpellet in 50 µl 
Annexin-Bindungspuffer (10 mM HEPES (pH 7,4), 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2, 
0,1 % BSA) aufgenommen und auf Eis gestellt. Anschließend wurden 2,5 µl Annexin V-
FITC zu den Zellen gegeben und 15 min auf Eis inkubiert. Um die DNA anzufärben 
wurden pro Ansatz 430 µl Bindungspuffer und 10 µl PI (50 µg/µl) zugegeben. Die 
Messung am Durchflusszytometer erfolgte direkt im Anschluss und wurde mit Hilfe der 
CellQuest Pro Software und der WinMDI Software quantifiziert. Die Zellpopulation, 
welche weder für Annexin V noch für PI positiv ist, beschreibt die lebende Population. Die 
nur Annexin V positiven Zellen stellen die früh apoptotische Population dar, die Annexin 
V und PI positiven Zellen die spät apoptptischen und nekrotischen Zellen.  
 

2.2.8 Isolierung von Gesamt-RNA  

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin RNA II-Kits oder des 
NucleoSpin RNA/Protein-Kits, beide von Machery & Nagel (Düren) nach Angaben des 
Herstellers.  
 

2.2.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren  

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am Photometer in wässriger Lösung. Hierbei 
wurde die Absorption bei verschiedenen Wellenlängen (260 nm, 280 nm, 230 nm) 
gemessen. Eine OD260 von 1 entspricht 40 µg/ml RNA. Den Grad der Verunreinigung der 
Probe mit Protein wird durch das Verhältnis OD260/OD280 beschrieben. Für reine RNA 
liegt dieser Wert unter 2,0. Der Wert für nicht gelöste Nukleinsäuren (OD260/OD230) sollte 
0,005 nicht überschreiten. 
 

2.2.10 Synthese von Nukleinsäure in vitro 

2.2.10.1 Synthese von cDNA  

Die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA erfolgte mittels des „First Strand Synthesis-
Kit“ von Sigma-Aldrich (München) nach Angaben des Herstellers. Für die Reaktion 
wurden 0,6 µg Gesamt-RNA eingesetzt.  
 

2.2.10.2 Quantitative Reverse Transkriptase-Polymer ase-Kettenreaktion 

(qRT-PCR)  

Diese Methode wird verwendet um zu untersuchen, in welcher Größenordnung ein 
bestimmtes Gen (repräsentiert durch ein Fragment dieses Gens) auf mRNA-Ebene im 
Vergleich zu Referenzproben transkribiert wurde. Bei der PCR handelt es sich um eine 
Methode, um kurze Nukleinsäurestücke zu amplifizieren. Dies kann, durch eine 
Denaturierung der nach jedem Zyklus neu entstandenen DNA-Doppelstränge, beliebig oft 
wiederholt werden. Um spezifische Nukleinsäurestücke zu vervielfältigen, sind Primer 
notwendig, die auf den verschiedenen Strängen der DNA binden und mit ihren 3´-Enden 
aufeinander zuweisen. Durch die thermostabile Polymerase des Bakteriums Thermus 
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aquaticus werden die Primer an ihrem 3´-OH-Ende anhand der vorliegenden Matrize 
verlängert. Die neu synthetisierten Stränge dienen im nächsten Zyklus wieder als Matrize, 
an welche die Primer hybridisieren können. Dadurch wächst die Anzahl an DNA-
Fragmente exponentiell an. Für die qRT-PCR wird cDNA eingesetzt, die aus Gesamt-RNA 
synthetisiert wurde. Die Reaktionen wurden mit 0,5 - 4 µl der synthetisierten cDNA in 
einem Endvolumen von 25 µl mit Master Mix Red (Ampliqon, Hamburg) nach Angaben 
des Herstellers durchgeführt. Die PCR wurde mit folgenden Parametern durchgeführt:  

1 Mal  2 min bei 95°C; 
x1 Mal   Synthesezyklus (30 sec bei 95°C-Denaturierung,  

45 sec bei x2 °C-Annealing, 60 sec bei 72°C-Verlängerung);  
1 Mal   5 min bei 72°C. 

x1: siehe 2.1.10: Zyklenzahl; x2: siehe 2.1.10: Anealing-Temperatur 
 

2.2.11 Herstellung von Gesamtzellextrakten I  

Je nach Fragestellung wurde der Überstand mit den abgelösten Zellen vereinigt oder nur 
die abgelösten Zellen verwendet. Nach einem Zentrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min, 
4°C) wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert und in 
ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Darauf folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt 
(3200 Upm, 5 min, 4°C), nach dem der Überstand erneut verworfen wurde. Das Zellpellet 
wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.  
Zur Herstellung der Extrakte wurden die Pellets auf Eis aufgetaut und je nach Größe in 
einer bestimmten Menge (100 – 500 µl) Fraktionierungspuffer C (20 mM Tris-HCl 
[pH 8,5], 1 mM EDTA, 1 mM β-Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,5 mM PMSF, 10 mM 
DTT, 1 µM Na3VO4, CompleteTM) resuspendiert. Mittels Ultraschall (3x 10 Pulse, Duty 
cycle: 40%, Output control: 4) wurde die Zellmembran aufgebrochen und das Proteinlysat 
durch Zentrifugation (14000 Upm, 15 min 4°C) geklärt. Die Extrakte wurden bei -80°C 
gelagert. Eine Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (s. 2.2.14).  
 

2.2.12 Herstellung von Gesamtzellextrakten II  

Adhärente Zellen, 70 – 80 % konfluent, wurden in einer 10 cm Kulturschale zweimal mit 
PBS gewaschen und anschließend in 200 µl heißem 1fach konzentriertem 
Proteinprobenpuffer (Roth, Karlsruhe) aufgenommen. Nach langsamer Rotation der Platte 
wurden die vereinigten Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Mittels Ultraschall 
(1x 10 Pulse, Duty cycle: 40 %, Output control: 4) wurden DNA und Membran zerstört 
und die Proben 5 min bei 95°C denaturiert. Die Extrakte wurden bei -20°C gelagert. Eine 
Proteinangleichung erfolgte mittels Western-Blot-Analyse.  
 

2.2.13 Herstellung fraktionierter Zellextrakte  

Diese Methode ermöglicht das Herstellen von Zytoplasma-, Kern-, und Membranextrakten 
aus einer Probe. Hierfür wurden die Zellen wie unter 2.2.1 beschrieben geerntet. Das 
Zellpellet wurde je nach Größe in 100 – 500 µl Fraktionierungspuffer A (10 mM Hepes-
KOH [pH 7,4], 0,1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 250 mM Saccharose, 0,5 mM PMSF, 
10 mM DTT, 1 µM Na3VO4, CompleteTM) resuspendiert und in flüssigen Stickstoff 
überführt. Danach wurden die Proben bei 37°C auf dem Heizblock aufgetaut, 5 sec 
gevortext und wieder in flüssigen Stickstoff transferiert. Durch dreimaliges Wiederholen 
dieses Vorgangs wurde selektiv die Zellmembran zerstört. Nach einem 
Zentrifugationsschritt (700 g, 10 min, 4°C) wurde der Überstand, welcher der 
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Zytoplasmafraktion entspricht, in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Das verbleibende Pellet, bestehend aus Zellkernen 
und Membranfragmenten, wurde in 100 – 250 µl Fraktionierungspuffer C (20 mM Tris-
HCl [pH 8,5], 1 mM EDTA, 1 mM β-Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,5 mM PMSF, 
10 mM DTT, 1 µM Na3VO4, CompleteTM) aufgenommen und mittels Ultraschall             
(3x 10 Pulse, Duty cycle: 40%, Output control: 4) die Kernmembranen aufgebrochen. 
Durch Zentrifugation (14000 Upm, 15 min, 4°C) wurden die Membranfragmente pelletiert 
und somit von den Kernproteinen (Überstand) getrennt. Diese wurden ebenfalls in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Das Membranpellet wurde, je nach Größe, in           
50 – 100 µl Fraktionierungspuffer B (Fraktionierungspuffer C + 1% Triton X-100) durch 
sorgfältiges resuspendieren gelöst und in flüssigen Stickstoff überführt. Alle Fraktionen 
wurden bei -80°C gelagert. Die Proteinbestimmung aller Extrakte erfolgte nach Bradford 
(s. 2.2.14).  
 

2.2.14 Proteinbestimmung nach Bradford  

Der Bradford-Test (Bradford 1976) ist eine photometrische Methode zur quantitativen 
Bestimmung von Proteinen. In saurer Lösung bildet der Farbstoff Comassie-Brilliant-Blau 
mit den Seitenketten der Proteine Komplexe. Hierdurch verschiebt sich das 
Absorptionsspektrum von 470 auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist 
hierbei ein Maß für die Proteinkonzentration. Um den Proteingehalt der verschiedenen 
Extrakte zu bestimmen, wurde in einer 96-Lochplatte 1 µl der Probe mit 200 µl Bradford-
Reagenz versetzt und die Absoption nach 15 min Inkubation im Dunklen am Mikroplatten-
Reader bei 600 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichkurve   
(0 – 5 µg BSA) errechnet.  
 

2.2.15 Western-Blot-Analyse  

2.2.15.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-P AGE)  

Diese Methode beruht auf der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach 
ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Hierbei wurden, je nach Größe des zu 
detektierenden Proteins, denaturierende Polyacrylamidgele mit 5, 7,5, 10, 12, oder 15 % 
Acrylamid-Anteil verwendet. Zuerst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten (Bio-
Rad, München) gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach Beendigung der    
ca. 30-minütiger Polymerisation wurde das Isopropanol verworfen und auf das Trenngel 
ein Sammelgel gegossen, in welches ein Kamm eingebracht wurde um Ladetaschen 
auszusparen. Nach Beendigung der Polimerisation wurde der Kamm entfernt und die 
Taschen mit SDS-Laufpuffer ausgespült. Pro Tasche wurden zwischen 25 und 50 µg 
Protein geladen, was zuvor mit ¼ Volumen Ladepuffer versetzt und 5 min bei 95°C 
denaturiert wurde. Die Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 130 V.  
 

2.2.15.2 Western-Blot-Transfer  

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese durch Elektrophorese auf eine 
Nitrocellulosemembran übertragen. Hierfür wurde das Polyacrylamidgel auf eine in Blot-
Puffer getränkte Nitrozellulosemembran gelegt. Beide Seiten wurden von einem ebenfalls 
mit Puffer getränktem Watman-Papier und einem Schwammtuch umschlossen, in einer 
Halterung fixiert und vertikal in eine mit Blot-Puffer gefüllte Transferkammer gestellt, so 



Material und Methoden 

 46

dass die Nitrozellulosemembran zur Anode hin orientiert war. Die Überführung der 
Proteine erfolgte bei 300 mA für eine Stunde (Mini Trans Blot Cell, Biorad, München), bei 
300 mA für 3 h (Trans Blot Cell, Biorad, München) oder bei 100 mA über Nacht. Nach 
dem Transfer wurde die Beladung des Nitrozellulosefilters durch Färbung mit Ponceau S 
Lösung überprüft. Anschließend wurde die Membran mit TBS-Tween20 (0,1 %) gespült, 
um die Färbelösung zu entfernen.  
 

2.2.15.3 Detektion von Proteinen mittels Antikörper n  

Zur Vermeidung unspezifischer Antikörperbindungen wurde die Membran 1 h bei 
Raumtemperatur mit einer Blockierungslösung (5 % Magermilch in TBS-Tween20 
(0,1 %)) geblockt. Die Inkubation mit dem primären Antikörper (1:500 – 1:4000) erfolgte 
in 5 % BSA in TBS-Tween20 (0,1 %) oder in Blockierungslösung (je nach Angaben des 
Antikörper-Herstellers) über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag wurde die Membran 
3x 10 min mit TBS-Tween20 (0,1 %) gewaschen und für 1 h mit dem HRP-konjugierten 
Sekundärantikörper (1:4000) inkubiert. Danach wurde die Membran ebenfalls 3x 10 min 
gewaschen. Das Chemolumineszenzsignal der gebundenen Antikörper wurde durch ein 
ECL-Kit auf einem „high performance chemoluminescence film“ (beide Amersham, 
Braunschweig) dokumentiert. Sollte auf der Membran ein zweiter primärer Antikörper 
verwendet werden, wurde sie 2x 20 min in 100 mM Glycinlösung (pH 2,8) inkubiert, um 
die vorigen Antikörper zu entfernen. Danach wurde der Nitrocellulosefilter 1x 10 min mit 
TBS-Tween20 gewaschen und erneut 1 h in Blockierungslösung inkubiert.  
 

2.2.16 Immunfluoreszenz ( γγγγH2AX-Foci)  

2.2.16.1 Vorbereitung der Deckgläser und Ansetzen d es Versuchs  

Die Reinigung der Deckgläser (20x 20 mm) erfolgte für 15 min in Diethylether und einem 
anschließenden Waschen für 5 min mit 100 %igem Ethanol, 5 min mit 70 %igem Ethanol 
und mit A.bidest. Damit sich die Zellen auf den Deckgläsern anheften können, wurde ihre 
Oberfläche durch eine 20 minütige Behandlung mit 1 M KCl aufgeraut. Die Lagerung der 
Deckgläser erfolgte in 70 %igem Ethanol. Für die Versuche wurden jeweils zwei solcher 
Deckgläser in eine 6 cm Kulturschale gelegt. Nach vollständigem Verdampfen des 
Alkohols wurden die Zellen ausgesät und entsprechend behandelt.  
 

2.2.16.2 Antikörper- und DAPI Färbung  

Vor dem Fixieren der Zellen wurde zunächst das Medium abgenommen und die Zellen 
einmal mit PBS gewaschen. Das Fixieren erfolgte in PBS mit einem 4 %igem 
Formaldehydanteil für 15 min bei Raumtemperatur. Danach wurden die Zellen 3x 5 min 
mit PBS gewaschen und anschließend mit eiskaltem 100 %igem Methanol überschichtet 
und für 20 min bei -20°C gelagert. Im folgenden Schritt wurde jeweils ein Deckglas in eine 
2 cm Schale überführt und 1 h in Blockierungslösung (5 % BSA in PBS mit 0,3 % Triton 
X-100) bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem das Blockmedium abgenommen wurde, 
wurden je 50 µl Primärantikörper mit einer Verdünnung von 1:1000 in PBS mit 
0,3 % Triton X-100 auf jedes Deckglas gegeben. Zum Schutz vor Austrocknung wurden 
die Schalen mit Parafilm versiegelt und über Nacht bei 4°C gelagert. Am nächsten Tag 
wurden die Zellen auf dem Deckglas 2x 5 min mit PBS, 1x 2 min mit PBS-high salt 
(0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit PBS (0,3 % Triton X-100) gewaschen. Anschließen 
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wurden 50 µl des fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörpers (1:500 in PBS, 
0,3 % Triton X-100) auf die Deckgläser gegeben und in Dunkelheit für 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut 2x 5 min mit PBS, 1x 2 min mit PBS-
high salt (0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit PBS gewaschen. Die Färbung des Zellkerns 
erfolgte mit DAPI. Hierfür wurden die Zellen mit 0,5 ml DAPI-Färbelösung (100 ng/ml 
DAPI in PBS mit 0,1 % Tween20) für 15 min inkubiert und anschließend zweimal mit 
PBS (0,1 % Tween20) gewaschen. 
 

2.2.16.3 Versiegelung der Proben und Auswertung  

Zum Schutz der Präparate vor Ausbleichung und Austrocknung wurden die Proben mit 
DAPCO-Lösung (1 % DAPCO, 90 % Glycerin in PBS) versiegelt. Hierfür wurde auf einen 
Objektträger jeweils 15 µl pro Deckglas DAPCO-Lösung aufgebracht und die beiden 
Deckgläser des Doppelansatzes mit der mit Zellen bewachsenen Seite nach unten in die 
Lösung gelegt. Nach Abtupfen der überschüssigen Flüssigkeit wurden die Deckgläser mit 
Nagellack versiegelt. Die Dokumentation und Auswertung der Präparate erfolgte an einem 
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer Digitalkamera und der Software Cell A (Olympus, 
Hamburg). Auch die Anzahl der Foci wurde mit Hilfe dieser Software bestimmt.  
 

2.2.17 Messung der O 6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase Aktivität 

(MGMT-Aktivitäts-Test)  

Diese Methode beruht auf der Übertragung radioaktiv markierter Methylgruppen von 
Kalbsthymus-DNA auf das MGMT-Protein des zu untersuchenden Zellextrakts. Die 
Radioaktivität, die von der DNA auf das MGMT-Protein übertragen wurde, ist ein Maß für 
die Methyltransferase-Aktivität. Für die Messung wurden 40 µl [H3]-Methyl-N-
Nitrosoharnstoff markierte Kalbsthymus-DNA (ca. 80000 cpm) mit 200 µg Gesamtprotein 
des zu untersuchenden Extrakts in 200 µl Reaktionspuffer (70 mM Hepes-KOH (pH 7,8), 
1 mM DTT, 5 mM EDTA) aufgenommen. Nach einer Inkubation von 90 min bei 37°C 
erfolgte die Zugabe von 100 µg BSA. Die DNA wurde durch Zugabe von 400 µl 
Trichloressigsäure (TCA) (13 %) und 15 minütiges Aufkochen der Proben bei 95°C 
hydrolysiert. Durch ein anschließendes Abkühlen der Proben auf Eis wurden die Proteine 
gefällt und durch Zentrifugation (10 min, 14000 Upm) sedimentiert. Nach dreimaligem 
Waschen mit 5 %-iger TCA-Lösung (5 %) wurden sie durch Zugabe von 300 µl 
0,2 N NaOH hydrolysiert. Die gebundene Radioaktivität wurde nach Zugabe von 5 ml 
Szintillationsflüssigkeit im Szintillationszähler bestimmt. Die MGMT-Aktivität wurde in 
fmol/mg Gesamtprotein angegeben.   
 

2.2.18 Stabile Transfektionen  

2.2.18.1 Stabile Transfektion von MGMT in Säugerzel len  

Für die stabile Transfektion von Zellen mit MGMT wurde eine Co-Transfektion mit dem 
Expressionsvektor pSV2MGMT, der das MGMT Gen trägt, und dem pSV2neo Plasmid 
durchgeführt. Letzteres trägt ein Geneticin-Gen zur späteren Selektion der positiven Klone. 
Als Transfektionsreagenz wurde Effectene (Qiagen, Hilden) verwendet. Eine 
subkonfluente Zellkulturschale (10 cm) wurde mit 1,5 µg pSV2MGMT und 0,5 µg 
pSV2neo transfiziert. Anschließend wurden die positiven Klone durch Zugabe von 
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0,4 mg/ml G418 selektiert und die Kolonien in eine 24-Lochplatte überführt. Die 
Expression von MGMT wurde durch Western-Blot-Analyse und den MGMT-Aktivitäts-
Test überprüft.  
 

2.2.18.2 Stabile Transfektion von DN-FADD und Caspa se-8 siRNA in 

Säugerzellen  

Für die stabile Transfektion der Zellen mit DN-FADD oder einem Vektor, welcher eine 
Caspase-8 siRNA wurden die Vektoren pcDNA3-FADD-DN bzw. pTER+ Caspase-8 
verwendet. Die Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz Effectene (Qiagen, Hilden) 
nach Angaben des Herstellers transfiziert. Die positiven Klone wurden mit 0,4 mg/ml 
G418 bzw. 300 µg/ml Zeocin selektiert und die Kolonien in eine 24-Lochplatte überführt. 
Die Expression von DN-FADD bzw. Caspase-8 wurde durch Western-Blot-Analyse 
überprüft. 
 

2.2.19 Bestimmung der DNA-Synthese durch BrdU-ELISA   

Zur Bestimmung der Zellproliferationsrate wurde ein immunologisch-colorimetrischer 
Test (Cell Proliferation ELISA, BrdU colorimetric kit, Roche, Mannheim) verwendet. 
Diese Methode basiert auf der Messung der Inkorporationsrate des Thyminanalogon 
Bromodesoxyuridin (BrdU) während der DNA-Synthese. Hierfür wurden 1x 103 Zellen 
pro Ansatz in eine Mikrotiterplatte ausgesät und wenn angegeben am darauf folgenden Tag 
für 24 h mit Interferon behandelt. Die entsprechenden Kontrollen blieben unbehandelt. 
Anschließend wurden die Proben für 3 h mit der BrdU-Lösung inkubiert um einen Einbau 
zu gewährleisten. Danach wurden die Zellen bei Raumtemperatur fixiert und mit dem 
Peroxidase gekoppeltem anti-BrdU-POD Antikörper für 90 min inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen erfolgte die Zugabe der Substratlösung (TMB). Diese wird von dem 
Peroxidase gekoppelten Antikörper erkannt und BrdU positive Zellen werden durch einen 
Farbumschlag markiert. Die Einbaurate wurde anhand der Absorption nach 5 – 30 min am 
Mikroplatten-Reader bei 492 nm bestimmt.  
 

2.2.20 Neutrale Einzelzellelektrophorese (neutraler  Komet Test)  

Diese Methode beruht auf der Messung der Mobilität fragmentierter DNA. Hierfür wurden 
die Zellen mit 40 Gy bestrahlt, wodurch DNA-Doppelstrangbrüche erzeugt wurden, was zu 
einer gleichmäßigen Fragmentierung führte. Durch eine Bestrahlung zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten konnte eine Reparaturkinetik erstellt werden. Dies wurde mit und ohne 
Interferon-Vorbehandlung durchgeführt. Für diese Methode ist es von essentieller 
Bedeutung, dass alle Proben zum gleichen Zeitpunkt aufgearbeitet werden. Zum Erlangen 
einer Zeitkinetik ist es daher dringend erforderlich, die Proben zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten zu behandeln.  
Es wurden 1x 106 Zellen in einer 6 cm Kulturschale ausgesät. Die Proben mit und ohne 
Interferon wurden 4 h, 2 h, 1 h, 30 min und die Kontrollen direkt vor der Aufarbeitung in 
den Schalen bestrahlt. Für die Kontrollen war es zwingend notwendig, die Bestrahlung auf 
Eis durchzuführen, um vorzeitige Reparaturvorgänge zu unterbinden.  
Zur Aufarbeitung wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin abgelöst und in ein 15 ml 
Raktionsgefäß überführt und die Zellzahl bestimmt. Nach einem Zentrifugationsschritt 
(1000 Upm, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in der entsprechenden Menge eiskaltem PBS 
aufgenommen, um eine Zellzahl von 1x 106 Zellen/ml zu erhalten. 10 µl dieser 
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Zellsuspension wurden mit 120 µl LMP-Agarose (0,5 % in A.bidest, 37°C) gemischt und 
auf einen mit Agarose (1,5 % in PBS, über Nacht getrocknet) beschichteten Objektträger 
aufgebracht. Um eine gleichmäßige Verteilung zu gewährleisten, wurde direkt im 
Anschluss ein Deckglas (24x 60 mm) darüber gelegt. Zum Erstarren der Agarose wurden 
die Objektträger für 5 min bei 4°C gelagert. Anschließend wurde das Deckglas entfernt 
und die Proben für mindestens eine Stunde im vorgekühlten Lysepuffer (2,5 M NaCl, 
100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % Na-Laurylsarcosinat, pH 7,5 direkt vor Gebrauch       
1 % Triton X-100 und 10 % DMSO zugeben) bei 4°C inkubiert. Es ist wichtig, die 
Inkubationszeit einmal zu definieren und dann für die folgenden Versuche beizubehalten. 
Nach der Lyse wurden die Präparate aus dem Puffer genommen, in die 
Elektrophoresekammer gelegt und mit kaltem Elektrophoresepuffer (90 mM Tris, 90 mM 
Borsäure, 2 mM  EDTA, pH im neutralen Bereich) überschichtet. Nach 15-minütiger 
Elektrophorese (25 V, 4°C) wurden die Objektträger aus der Kammer geholt, kurz mit 
dH2O gespült und für 5 min in 100 % Ethanol fixiert. Anschließend wurden die Präparate 
über Nacht getrocknet. Vor der Auswertung wurde die DNA mit 50 µl 
Ethidiumbromidlösung (20 µg/ml) angefärbt und ein Deckglas (24x 60 mm) aufgebracht. 
Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop mit einer CCD-Kamera und der 
Software Kinetic Imaging Komet 4.0.2. (BFI-Optilas, Puchheim). Pro Präparat wurden 
50 Zellen ausgewertet, indem das „Olive-Tail-Moment“ (OTM) bestimmt wurde. Das 
OTM ist als das Produkt der DNA-Menge im Komet-Schweif (%) und der Distanz 
zwischen dem Zentrum der Masse vom Komet-Kopf (Zellkern) und dem Ende des Komet-
Schweifs definiert (Olive et al. 1991).  
 

2.2.21 Das linearquadratische Modell  

Die Zellüberlebenskurven nach Bestrahlung können durch das linearquadratische Modell 
mit Hilfe folgender Gleichung beschrieben werden: -lnS = αD + βD2 (Technical basis of 
radiation therapy, Daniel Arthur Peter and Symour H. Levitt, Springer Verlag, S. 6-10). 
Hierbei ist S das Überleben der Zellen bei einer bestimmten Dosis D. Bei α und β handelt 
es sich um zellspezifische Konstanten. Bei einer semi-logarithmischen Darstellung 
beschreibt die α-Komponente den linearen Anteil der zusammengesetzten 
Überlebenskurve, während die β-Komponente den quadratischen Anteil beschreibt. Letale 
Ereignisse an der DNA tragen zur α-Komponente bei, während subletale Ereignisse, 
welche in ihrer Summation zum Zelltod führen, zur β-Komponente beitragen. Vereinfacht 
ausgedrückt beschreibt die α-Komponente den nicht reparierbaren Strahlenschaden, 
während die β-Komponente den reparierbaren Anteil beschreibt.   
 

2.2.22 Arbeiten mit peripheren Blutzellen  

2.2.22.1 Aufreinigung von Lymphozyten  

Die Isolation humaner mononukleärer Zellen (Lymphozyten, Monozyten, Thrombozyten) 
des peripheren Blutes (PBMCs, „peripheral blood mononuclear cells“) erfolgte aus „Buffy 
Coat“ Präparationen, welche bei der Aufarbeitung von Blutkonserven anfallen. Die 
verwendeten „Buffy Coats“ wurden von der Transfusionszentrale der Universitätsklinik 
Mainz bezogen. Hierbei lassen sich die PBMCs aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte 
von den anderen Blutbestandteilen durch Dichtezentrifugation mit Hilfe eines Ficoll-
Gradienten separieren. Hierfür wurde in ein steriles 50 ml Reaktionsgefäß 10 ml Ficoll-
Hypaque (1,077 g/ml, Biochrom, Belgien) vorgelegt und vorsichtig mit 20 ml „Buffy 
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Coat“ Blut beschichtet. Zellen mit einer Dichte über 1,077 g/ml, wie z.B. Erythrocyten und 
Granulozyten, befinden sich nach der Zentrifugation (30 min, 1200 Upm, RT, ohne 
Bremse) unterhalb der Ficoll-Schicht, während PBMCs und Thrombocyten als Interphase 
auf der Ficoll-Schicht aufliegen. Die Interphase wird abgenommen und die Thrombozyten 
durch mehrmaliges Waschen mit PBS und anschließender Zentrifugation (5 min, 
1500 Upm, 4 °C) entfernt. Um die Lymphozyten von den Monozyten zu trennen macht 
man sich die Adheränzfähigkeit der Monozyten zunutze. Hierfür werden die aufgereinigten 
PBMCs über Nacht in einer Kulturflasche kultiviert (37 °C, 7 % CO2). Das Medium, 
welches die aufgereinigten Lymphozyten enthält, wird in eine neue Kulturflasche 
überführt.  
 

2.2.22.2 Herstellung des Lymphozytenmediums (500 ml )  

Hierbei handelt es sich um RPMI 1640 Medium, dem 3 mg/l L-Glutamin, 
110 mg/l Natrium Pyruvat, 2 ml Penicillin/Streptomycin und 15 % FCS zugesetzt wurden. 
Anschließend wurde das Medium sterilfiltriert, 1 g Natriumbicarbonat und 1,75 µl               
ß-Mercaptoethanol zugesetzt.  
 

2.2.22.3 Bestimmung der Lymphozytenanzahl durch Try pan-Blau-Färbung  

Zur Ermittlung der Vitalität und Anzahl von Suspensionszellen nach einer Isolierung aus 
dem Blut wurden diese mit 1 Volumen Trypan-Blau (0,04 %) versetzt und in der Neubauer 
Zählkammer ausgezählt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und sind unter dem 
Mikroskop an ihrer Blaufärbung erkennbar. 
 
2.2.22.4 Stimulation der Lymphozyten mit CD3 / CD28 Antikörpern  
Isolierte Lymphozyten proliferieren nicht und sind in der G1-Phase des Zellzyklus 
arretiert. Durch eine Stimulation ihrer spezifischen Oberflächenmarker CD3 und CD28 mit 
den entsprechenden Antikörpern (α-CD3 bzw. α-CD28) beginnen sie zu proliferieren. 
Hierfür wurde jedes Loch einer 24-Lochplatte mit 200 µl / well Natriumhydrogencarbonat 
(NaHCO3, 0,1 M) und jeweils 4 µl α-CD3 für 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde der 
Puffer entfernt und einmal mit PBS gewaschen. Zu einem Milliliter der Lymphozyten 
(0,5x 106 Zellen) wurden 2 µl α-CD28 hinzugefügt und über Nacht bei 37 ° inkubiert. Die 
Kontrolle der Proliferation erfolgt am Durchflusszytometer.  
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3 Ergebnisse  

3.1 Untersuchung der radio- und chemosensibilisiere nden 

Eigenschaften von Typ-I Interferonen in Pankreaskar zinom-

Zelllinien  

3.1.1 Radiosensibilisierung von Pankreaskarzinom-Ze lllinien durch Typ-I 

Interferone  

Die adjuvante Therapie des Pankreaskarzinoms besteht aus Chemotherapie, Bestrahlung 

oder einer Kombination aus beidem. Die Ansprechrate der Tumore auf diese Therapien ist 

jedoch gering. Eine Kombination aus Chemotherapie, Bestrahlung und Interferonen (IFNs) 

erhöht die Ansprechrate der Tumore und steigert die Fünf-Jahres-Überlebensrate (Picozzi 

et al. 2003). In den folgenden Abschnitten wird in zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien der 

Einfluss von IFN auf Bestrahlung (IR) bzw. auf eine Behandlung mit Temozolomid (TMZ) 

dargestellt. Bei den zehn Zelllinien handelt es sich um Panc-1, Su8686, Capan-2, Bxpc-3, 

PA-TU 8988T, Mia-PaCa-2 und PA-TU 8902, welche aus einem Primärtumor des 

Pankreas isoliert wurden und Capan-1, Aspc-1 und HS 766T, welche von verschiedenen 

Metastasen, hervorgegangenen aus einem Pankreas-Tumor, isoliert wurden. Von den zehn 

Zelllinien ist Capan-2 die einzige p53-Wildtyp Zelllinie und Capan-1 die einzige Zelllinie 

mit einem bekannten Defekt in der homologen Rekombination (HR) (BRCA2 defizient).  

 

3.1.1.1 Intrinsische Radiosensitivität der zehn Pan kreaskarzinom-Zelllinien  

Die verwendeten zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden hinsichtlich ihrer intrinsischen 

Radiosensitivität untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit Dosen von 0, 2, 4, 6 oder 8 Gy 

bestrahlt und mittels eines Kolonie-Bildungstest das Zellüberleben bestimmt (Abb.3-1). 

Die Kurven wurden semi-logarithmisch dargestellt und hinsichtlich der unbestrahlten 

Kontrollen korrigiert. Von den zehn getesteten Zelllinien zeigte Su8686 nach Bestrahlung 

die geringste Abnahme der Überlebensfraktion, während die Zelllinien PA-TU 8902 und 

Capan-1 am sensitivsten auf Bestrahlung reagierten.  
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Abb. 3-1: Bestimmung der intrinsischen 
Radiosensitivität der zehn Pankreaskarzinom-
Zelllinien 
Die verwendeten zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien 
wurden einmalig mit den angegebenen Dosen 
bestrahlt. Über einen Kolonie-Bildungstest wurde 
das Überleben der Zellen nach Bestrahlung 
bestimmt. Die Überlebenskurven wurden semi-
logarithmisch aufgetragen und das zelluläre 
Überleben als relativer Anteil der unbestrahlten 
Kontrolle dargestellt. Die Kurven repräsentieren den 
Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen. 

 

Um die verschiedenen Zelllinien hinsichtlich ihrer Radiosensitivität besser miteinander 

vergleichen zu können, wurden verschiedene Charakteristika der Überlebenskurven 

berechnet: Die Überlebensfraktion bei 2 Gy (SF2), die mittlere Inaktivierungsdosis (MID) 

als Fläche unter der Kurve, sowie die zwei zellspezifischen Konstanten α und β, welche 

über Anwendung des linear-quadratischen Modells berechnet werden konnten. Die vier 

Parameter sind für alle zehn Zelllinien in Tab. 3-1 zusammengefasst. Durch eine 

Berechnung der SF2 konnte Su8686 als die resistenteste Zelllinie bestätigt werden. Nach 

einer Bestrahlung mit 2 Gy lag die Überlebensfraktion bei 81 % (SF2 = 0,81). In den 

beiden sensitivsten Zelllinien PA-TU 8902 und Capan-1 führte eine Bestrahlung mit 2 Gy 

zu einer Abnahme des Überlebens auf 38 % bzw. 44 %. Die übrigen Zelllinien zeigten eine 

durchschnittliche Radiosensitivität mit Werten für SF2 von 0,5 – 0,7. Die mittlere 

Inaktivierungsdosis (MID) lag für Su8686 bei 5,1 Gy, für die sensitiven Zelllinien         

PA-TU 8902 und Capan-1 bei 2,2 Gy bzw. 2,4 Gy. Für die übrigen Zelllinien lagen die 

Werte für die MID zwischen 2,6 Gy und 4,0 Gy.  

Eine Überlebenskurve setzt sich aus einem quadratischem und einem linearen Teil 

zusammen. Die zellspezifische Konstante α beschreibt die Steigung, also den linearen Teil 

der zusammengesetzten Überlebenskurve, hervorgerufen durch einzelne letale Ereignisse 

an der DNA. Die β-Komponente beschreibt die Schulter, also den quadratischen Anteil, 

der Überlebenskurve, hervorgerufen durch subletale Ereignisse an der DNA, welche in 

ihrer Summierung zum Zelltod führen. Die α-Komponente für die resistenteste Zelllinie 

Su8686 war mit 0,079 Gy-1 am niedrigsten, was die geringste Abnahme der 

Überlebensfraktion widerspiegelt. Für die sensitivsten Zelllinien PA-TU 8902 und Capan-1 

war der Wert für α mit 0,46 Gy-1 bzw. 0,35 Gy-1 am höchsten, was den steilsten Abfall des 



Ergebnisse 

 53

Zellüberlebens widerspiegelt. Für die β-Komponente konnte kein einheitlicher Trend 

beobachtet werden.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien eine 

hohe Variabilität in ihrer intrinsischen Radiosensitivität zeigen. Eine erhöhte Sensitivität 

kann mit einer Zunahme der α-Komponente in Verbindung gebracht werden.  

 

Tabelle 3-1: Charakteristika der Überlebenskurven der zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien nach 
Bestrahlung.  
Für die in Abb. 3-1 dargestellten Überlebenskurven wurden verschiedene Charakteristika berechnet. SF2 
beschreibt die überlebende Fraktion bei 2 Gy und die MID die allgemeine Radiosensitivität als Fläche unter 
der Kurve. Unter Anwendung des linearquadratischen Modells konnten die zellspezifischen Konstanten α 
und β errechnet werden. Die α-Komponente beschreibt den linearen Teil der zusammengesetzten 
Überlebenskurve, hervorgerufen durch einzelne letale Ereignisse an der DNA. Die β-Komponente 
beschreibt den quadratischen Anteil, hervorgerufen durch subletale Ereignisse an der DNA, welche in ihrer 
Summation zum Zelltod führen.  
 

 Zelllinie SF2 D αααα (Gy -1) ββββ (Gy-2)  

       
 Su8686 0.81 5.1 0.079 ±±±± 0.040 0.0012 ±±±± 0.0060  

 BxPc-3 0.71 3.8 0.13 ±±±± 0.031 0.020 ±±±± 0.0046  

 PA-TU 8988T 0.54 3.1 0.30 ±±±± 0.034 0.0032 ±±±± 0.0050  

 Mia PaCa-2 0.67 4.0 0.14 ±±±± 0.092 0.030 ±±±± 0.013  

 Capan-2 0.50 2.9 0.32 ±±±± 0.058 0.016 ±±±± 0.0086  

 Panc-1 0.58 3.1 0.24 ±±±± 0.028 0.018 ±±±± 0.0072  

 Aspc-1 0.66 3.2 0.12 ±±±± 0.036 0.043 ±±±± 0.0052  

 PA-TU 8902 0.38 2.2 0.46 ±±±± 0.056 0.013 ±±±± 0.0082  

 HS 766T 0.49 2.6 0.29 ±±±± 0.053 0.034 ±±±± 0.0077  

 Capan-1 0.44 2.4 0.35 ±±±± 0.046 0.032 ±±±± 0.0068  

MID

 
 

3.1.1.2 Zytotoxische Wirkung von Typ-I Interferonen  auf zehn 

Pankreaskarzinom-Zelllinien  

Die zehn verschiedenen Pankreaskarzinom-Zelllinien wurden für 24 h mit 300 I.E./ml 

IFN-α oder IFN-β behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel. Die Kontrollen 

erhielten kein Interferon. Mit Hilfe eines Kolonie-Bildungstests wurde die Zytotoxizität 

der Behandlung bestimmt. Das zelluläre Überleben wurde als relativer Anteil der 

unbehandelten Kontrollen aufgeführt und in Abb. 3-2 graphisch dargestellt. Die 

Signifikanz der Ergebnisse ist wie folgt definiert: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005. Acht 

der zehn Zelllinien (Su8686, Capan-1, Capan-2, Bxpc-3, Aspc-1, HS 766T, Mia-PaCa-2 

und PA-TU 8902) reagierten sensitiv auf eine Behandlung mit IFN-β, was sich in einer 

signifikanten Verringerung des Zellüberlebens zeigte. Hingegen zeigten nur fünf der zehn 
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Zelllinien (Su8686, Capan-1, Bxpc-3, Aspc-1 und HS 766T) ein signifikant verringertes 

Überleben durch eine Inkubation mit IFN-α. Zwei der zehn Zelllinien (Panc-1 und PA-TU 

8988T) reagierten weder auf eine Inkubation mit IFN-α noch mit IFN-β. Capan-1 zeigte 

eine überdurchschnittlich hohe Sensitivität sowohl gegenüber IFN-α als auch gegenüber 

IFN-β. Durch eine Inkubation mit IFN-α sank das zelluläre Überleben auf 24 %, durch 

eine Inkubation mit IFN-β auf 11 %. Alle anderen Zelllinien zeigten eine moderate 

Sensitivität gegenüber den beiden IFNs. Die Überlebensrate nach Inkubation mit IFN-α 

schwankte zwischen 45 % für Bxpc-3 und 80 % für Aspc-1. Eine Inkubation mit IFN-β 

verringerte das Überleben auf 47 % für Su8686 und auf 75 % für PA-TU 8902.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich die zehn verwendeten 

Pankreaskarzinom-Zelllinien deutlich in ihrer Sensitivität gegenüber IFN unterscheiden. 

IFN-β hatte auf einen größeren Teil der Pankreaskarzinom-Zelllinien eine zytotoxische 

Wirkung als IFN-α. 
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Abb. 3-2: Wirkung von Interferon- αααα und Interferon-ββββ auf das Überleben der zehn 
Pankreaskarzinom-Zelllinien 
Die zehn Zelllinien wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-α oder IFN-β inkubiert. Danach erfolgte ein 
Medienwechsel. Durch einen Kolonie-Bildungstest wurde die Toxizität der IFN-Behandlung bestimmt. Das 
zelluläre Überleben wurde als relativer Anteil der unbehandelten Kontrollen dargestellt. Die Signifikanz der 
Ergebnisse ist durch * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005 definiert. Die Diagramme repräsentieren den 
Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen. 
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3.1.1.3 Kombinationswirkung von Typ-I Interferonen und ionisierender 

Strahlung auf Pankreaskarzinom-Zelllinien  

Um den Einfluss von Typ-I IFNs auf die Strahlensensitivität der zehn Pankreaskarzinom-

Zelllinien zu untersuchen, wurden diese für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-α oder IFN-β 

inkubiert. Als Referenz dienten ausschließlich bestrahlte Proben, ausschließlich mit IFN-β 

behandelte Proben bzw. unbehandelte Kontrollen. Anschließend wurde das Medium 

gewechselt und die Zellen mit 2 Gy (Capan-1, Capan-2, HS 766T, PA-TU 8902) oder 4 Gy 

(Panc-1, Su8686, Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1 und Mia-PaCa-2) bestrahlt. Die 

Intensität der Bestrahlung richtete sich nach der intrinsischen Radiosensitivität der 

jeweiligen Zelllinien. Über einen Kolonie-Bildungstest wurde die Zytotoxizität der 

Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Einzelbehandlung mit IR bestimmt. Das 

zelluläre Überleben nach Bestrahlung wurde als relativer Anteil der unbehandelten 

Kontrollen dargestellt. Für die Kombinationsbehandlung wurden die Werte zusätzlich 

gegenüber der alleinigen IFN-Zytotoxizität korrigiert. Demnach beschreiben die Werte der 

Kombinationsbehandlungen nur den zusätzlichen Effekt der IFNs auf Bestrahlung. Die 

Signifikanz der Ergebnisse ist durch * p<0,05, ** p<0,01 definiert. Wie in Abb. 3-3 

dargestellt, hatte eine zusätzliche Behandlung mit IFN-β in drei der zehn Zelllinien 

(Su8686, Capan-2 und Bxpc-3) einen radiosensibilisierenden Effekt und verringerte das 

Überleben der Zellen um ca. 50 % im Vergleich zu den ausschließlich bestrahlten Proben. 

In einer der zehn Zelllinien, der BRCA2 defizienten Zelllinien Capan-1, hatte eine 

Vorbehandlung mit IFN-β einen schützenden Effekt auf das Überleben der Zellen nach 

Bestrahlung. Es führte zu einem Anstieg der Überlebensrate um ca. 20 %. Eine 

Vorinkubation mit IFN-α zeigte nur in zwei Zelllinien (Su8686 und Capan-2) einen 

sensibilisierenden Einfluss auf Bestrahlung. IFN-α verringerte das Überleben um ca. 50 % 

im Vergleich zu den ausschließlich bestrahlten Proben. In zwei Zelllinien (Panc-1 und 

Aspc-1) erhöhte eine Vorbehandlung mit IFN-α das Überleben nach Bestrahlung um ca. 

15 %. 

Zusammenfassend wirkten die IFNs nur in einem sehr geringen Teil der 

Pankreaskarzinom-Zelllinien als Radiosensibilisator. IFN-β zeigte im Vergleich zu IFN-α 

in mehr Zelllinien einen sensibilisierenden Effekt und in weniger Zelllinien einen 

schützenden. In Pankreaskarzinom-Zelllinien ist somit IFN-β ein potenterer 

Radiosensibilisator als IFN-α.  
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Abb. 3-3: Kombinationswirkung von Typ-I Interferone n und Bestrahlung auf das zelluläre Überleben 
der zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien 
Zur Bestimmung des Einflusses von IFN-α und -β auf Bestrahlung wurden die zehn Pankreaskarzinom-
Zelllinien für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-α oder IFN-β behandelt und nach einem Medienwechsel mit 
Einzeldosen von 2 Gy (für die Zelllinien Capan-1, Capan-2, HS 766T, PA-TU 8902) bzw. 4 Gy (für die 
Zelllinien Panc-1, Su8686, Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1 und Mia-PaCa-2) bestrahlt. Die Sensitivität 
wurde über einen Kolonie-Bildungstest ermittelt. Die Werte wurden als relativer Anteil der unbehandelten 
bzw. ausschließlich mit IFN-α oder IFN-β behandelten Kontrollen dargestellt. Die Signifikanz der 
Ergebnisse ist durch * p<0,05, ** p<0,01 definiert. Die Diagramme repräsentieren den Mittelwert aus drei 
unabhängigen Versuchen. 
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3.1.2 Untersuchung zellulärer Mechanismen, welche e ine Bedeutung für den 

radiosensibilisierenden Effekt der Interferone in P ankreaskarzinom-Zelllinien 

haben könnten 

Für weiterführende Versuche wurden vier Zelllinien ausgewählt, die sich hinsichtlich ihrer 

Radiosensitivität, Interferonantwort und einer Kombinationsbehandlung aus IR und IFN 

unterschieden. Der p53-Status wurde bei der Auswahl ebenfalls berücksichtigt. Die 

entsprechenden Daten sind in der Tabelle 3-2 zusammengefasst. 

 
Tabelle 3-2: Zusammenfassung der Ergebnisse für Radiosensitivität, Interferonantwort und deren 
Kombinationswirkung unter Berücksichtigung des p53-Status der zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien 
Die vier Zelllinien, welche für die folgenden Versuche verwendet wurden, sind hervorgehoben. 

Zelllinie Intrinsische 
Radio-

sensitivität 

Zytotoxische 
Reaktion auf 

 Kombinationseffekt p53-
Status 

     sensibil isierend  schützend   

  IFN-αααα IFN-ββββ  IFN-αααα IFN-ββββ  IFN-αααα IFN-ββββ  

Panc-1 moderat -- --  -- -- ja -- p53 mut 

Su8686 niedrig ja ja  ja ja -- -- p53 mut 

Capan-1 sehr hoch ja ja  -- -- -- ja p53 mut 

Capan-2 moderat -- ja  ja ja -- -- p53 wt 

Bxpc-3 moderat ja ja  -- ja -- -- p53 mut 

PA-TU 8988T moderat -- --  -- -- -- -- p53 mut 

Aspc-1 moderat ja ja  -- -- ja -- p53 mut 

HS 766T moderat ja ja  -- -- -- -- p53 mut 

Mia-PaCa-2 moderat -- ja  -- -- -- -- p53 mut 

PA-TU 9802 sehr hoch -- ja  -- -- -- -- p53 mut 

  

 

Für die nachfolgenden Untersuchungen wurden die vier Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-

1 und Capan-2 verwendet. Die Zelllinie Panc-1 diente in den folgenden Experimenten als 

negativ-Kontrolle, da sie durch keines der beiden IFNs ein vermindertes Überleben oder 

eine Radiosensibilisierung zeigte. Su8686 reagierte auf beide IFNs sensitiv und konnte 

durch beide IFNs gegenüber Bestrahlung sensibilisiert werden. Capan-1 zeigte die stärkste 

toxische Antwort auf IFN-Behandlung, aber keinen IFN bedingten radiosensibilisierenden 

Effekt. Diese Zelllinie wurde in erster Linie wegen ihrer BRCA2 Defizienz und der daraus 

resultierenden Beeinflussung der HR ausgewählt. Capan-2 reagierte nur auf eine 

Behandlung mit IFN-β sensitiv, konnte aber durch beide IFNs gegenüber Bestrahlung 

sensibilisiert werden. Ausschlaggebend für die Wahl dieser Zelllinie war ihr p53-Status. 
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Capan-2 ist die einzige der zehn Zelllinien mit einem wildtypischen p53 Protein. Da mit 

IFN-β deutlichere Effekte zu beobachten waren, wurde für die folgenden Versuche 

ausschließlich IFN-β verwendet und dessen Einfluss auf das Überleben der Zellen genauer 

untersucht. Um eine Ursache für den radiosensibilisierenden Effekt von IFN-β zu finden, 

wurde sein Einfluss auf den Zellzyklus, auf die Bildung der durch Bestrahlung induzierten 

DSBs und deren Reparatur sowie der Einfluss auf die Apoptoserate nach Bestrahlung 

genauer betrachtet.  

 

3.1.2.1 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Überlebenskurven der vier 

ausgewählten Pankreaskarzinom-Zelllinien nach Bestr ahlung 

Um die Kombinationswirkung von IFN-β und Bestrahlung in den vier ausgewählten 

Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 genauer zu untersuchen, wurden mit 

Hilfe des Kolonie-Bildungstests Überlebenskurven erstellt. Hierfür wurden die Zelllinien 

für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt und nach einem Medienwechsel mit Dosen 

zwischen 0 Gy und 8 Gy bestrahlt. Als Referenz dienten ausschließlich bestrahlte Proben. 

Unter Anwendung des linear-quadratischen Modells wurden Überlebenskurven erstellt und 

in Abb. 3-4 graphisch dargestellt. Das zelluläre Überleben nach Bestrahlung wurde 

hinsichtlich der unbehandelten Kontrollen korrigiert. Für die Kombinationsbehandlung 

wurden die Werte zusätzlich gegenüber der alleinigen IFN-Zytotoxizität korrigiert. In den 

Zelllinien Su8686 und Capan-2 führte eine Kombination aus IR und IFN-β zu einer 

Abnahme des Zellüberlebens im Vergleich zu den ausschließlich bestrahlten Proben. Das 

bedeutet, durch eine Vorbehandlung mit IFN-β können diese beiden Zelllinien gegenüber 

Bestrahlung sensibilisiert werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Zelllinie Panc-1, welche 

nicht auf IFN-β reagierte, durch eine IFN-β Vorinkubation auch keinen sensibilisierenden 

Effekt auf Bestrahlung. Auch die BRCA2 defiziente Zelllinie Capan-1 zeigte keinen 

radiosensibilisierenden Effekt von IFN-β, obwohl sie hoch sensitiv auf IFN-β reagierte. 

Wie unter 3.1.1.3 beschrieben, zeigte in der Zelllinie Capan-1 eine Vorinkubation mit  

IFN-β einen schützenden Effekt auf das Überleben der Zellen nach Bestrahlung mit 2 Gy. 

Bei Betrachtung des gesamten Dosisbereichs konnte dieser Effekt jedoch nicht bestätigt 

werden.  
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Abb. 3-4: Überlebenskurven der vier Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 nach 
Bestrahlung mit und ohne Interferon-ββββ Vorinkubation  
Die Proben, welche einer Kombinationsbehandlung ausgesetzt wurden, wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-
β behandelt und nach einem Medienwechsel mit Einzeldosen von 0 – 8 Gy bestrahlt. Als Referenzwert 
dienten ausschließlich bestrahlte Proben. Die Kurven wurden semi-logarithmisch aufgetragen und für die 
Kombinationsbehandlung hinsichtlich der alleinigen IFN-Toxizität korrigiert. Die Diagramme repräsentieren 
den Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen. 
 

Um den radiosensibilisierenden Effekt von IFN-β genauer beschreiben zu können, wurden 

die Parameter SF2, MID und die zellspezifischen Konstanten α und β (siehe 3.1.1.1) 

errechnet und in Tab. 3-3 zusammengefasst. Die Zellen wurden in zwei Gruppen eingeteilt. 

Die erste besteht aus Su8686 und Capan-2, welche durch IFN-β gegenüber Bestrahlung 

sensibilisiert werden konnten. Die zweite besteht aus Panc-1 und Capan-2, welche den 

sensibilisierenden Effekt von IFN-β auf Bestrahlung nicht zeigten. Su8686- und Capan-2-

Zellen zeigten durch Kombinationsbehandlung von ionisierender Strahlung und IFN-β eine 

Abnahme der SF2 und der MID im Vergleich zu ausschließlich bestrahlten Zellen. Beide 

Zelllinien zeigten ebenfalls eine durch Kombination von IR mit IFN-β verursachte 

Zunahme der α-Komponente. In den Zelllinien Panc-1 und Capan-1 kam es durch 

Kombination von IFN-β mit Bestrahlung zu einer Zunahme der SF2 und der MID im 

Vergleich zu ausschließlich bestrahlten Zellen. Die α-Komponente nahm in beiden 

Zelllinien durch zusätzliche Behandlung mit IFN-β ab. Für die β-Komponente konnte kein 

Zusammenhang zwischen eine Zu- oder Abnahme und einem sensibilisierenden Effekt 

beobachtet werden.  

Zusammenfassend konnte ein sensibilisierender Effekt von IFN-β auf IR mit einer 

Abnahme von SF2 und MID und einer Zunahme der α-Komponente der Überlebenskurven 

in Verbindung gebracht werden.  
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Tabelle 3-3: Charakteristika der Überlebenskurven der vier Pankreaskarzinom-Zelllinien nach 
Bestrahlung mit und ohne Interferon-ββββ Vorbehandlung 
Für die in Abb. 3-4 gezeigten Überlebenskurven wurden verschiedene Charakteristika errechnet. A SF2 
beschreibt die überlebende Fraktion bei 2 Gy und MID die allgemeine Radiosensitivität als Fläche unter der 
Kurve. B Unter Anwendung des linearquadratischen Modells konnten die zellspezifischen Konstanten α und β 
errechnet werden. Die α-Komponente beschreibt den linearen Teil der zusammengesetzten Überlebenskurve, 
hervorgerufen durch einzelne letale Ereignisse an der DNA. Die β-Komponente beschreibt den quadratischen 
Anteil, hervorgerufen durch subletale Ereignisse an der DNA, welche in ihrer Summation zum Zelltod führen. 
Alle Werte wurden sowohl für die ausschließlich bestrahlten Proben als auch für die mit 24-stündiger 
Vorbehandlung mit 300 I.E./ml IFN-β berechnet. 
 

A

B
 αααα (Gy -1) ββββ (Gy-2)  
 IR IR + IFN-ββββ  IR IR + IFN-ββββ  
Su8686 0,079 ± 0,040 0,23 ±  0,065 0,0012 ± 0,0060 0,0020 ± 0,0098 
Capan-2 0,32 ±  0,058 0,59 ±  0,053 0,016 ±  0,0086 -0,014 ± 0,0085 
Panc-1 0,24 ±  0,028 0,19 ±  0,048 0,018 ±  0,0072 0,025 ± 0,0072 
Capan-1 0,35 ±  0,046 0,14 ± 0,13 0,032 ±  0,0068 0,062 ± 0,027 
 

 SF2 MID 
 IR IR + IFN-ββββ  IR IR + IFN-ββββ 
Su8686 0,81 0,63 5,1 3,9 
Capan-2 0,50 0,32 2,9 2,1 

Panc-1 0,57 0,62 3,2 3,3 
Capan-1 0,44 0,59 2,4 3,0 
 

 

 

3.1.2.2 Typ-I Interferon Rezeptor Status der Pankre askarzinom-Zelllinien 

Su8686, Panc-1, Capan-1 und Capan-2  

IFNs wirken auf ihre Zielzellen durch Bindung an einen spezifischen IFN-Rezeptor, 

wodurch der JAK/STAT-Signalweg aktiviert wird. Um zu untersuchen, ob die vier 

Pankreaskarzinom-Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 den IFN-Rezeptor auf 

ihrer Zelloberfläche exprimieren, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Hierfür 

wurden die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Die Kontrollen erhielten kein 

IFN-β. Anschließend wurden von allen Ansätzen Membranextrakte hergestellt. Mittels 

eines spezifischen Antikörpers gegen die Untereinheit IFNAR2 des IFN-Rezeptors konnte 

dessen Expression nachgewiesen werden. Abb. 3-5 zeigt, dass alle vier getesteten 

Pankreaskarzinom-Zelllinien diese Untereinheit des IFN-Rezeptors exprimierten. Die 

geringste Expression zeigte die Zelllinie Su8686, die stärkste die Zelllinie Capan-1.   
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Su8686   Panc-1 Capan-1 Capan-2
-      +   -     +             -     +    -    + IFN-ββββ

IFNAR2

ERK2
 

Abb.3-5: Expression des Interferon-Rezeptors 
in den Pankreaskarzinom-Zelllinien Su8686, 
Panc-1, Capan-1 und Capan-2 
Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 Zellen 
wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt 
und anschließend zu Membranextrakten 
aufbereitet. Die Kontrollen erhielten kein IFN-β. 
Für die Western-Blot-Analyse wurden je 30 µg 
Protein eingesetzt und mit spezifischen 
Antikörpern gegen die IFNAR2 Untereinheit des 
IFN-Rezeptors inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. 

 

3.1.2.3 Einfluss von Interferon- ββββ auf den Zellzyklus 

IFNs sind in der Lage, Krebszellen in ihrer Proliferation zu inhibieren und sie entweder in 

der G1-Phase (Subramaniam and Johnson 1997), der S-Phase (Qin et al. 1997) oder der 

G2/M-Phase (Chang and Keng 1987) zu arretieren. In den folgenden Abschnitten wurde 

der Einfluss von IFN-β auf die Proliferation der Zellen mittels BrdU-Einbau und der 

Einfluss von IFN-β auf die einzelnen Zellzyklusphasen mittels Durchflusszytometerie 

untersucht. Des weiteren wurde auch der Einfluss von IFN-β auf die Expression der 

Zellzyklus-regulierenden Gene p15, p21 und p27 untersucht.  

 

3.1.2.3.1 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Proliferation der 

Pankreaskarzinom-Zelllinien   

Um den Einfluss von IFN-β auf die Proliferation der verwendeten Zelllinien zu 

bestimmen, wurde der BrdU-Einbau in An- und Abwesenheit von IFN-β gemessen. Das 

Thymidinanalogon BrdU wird in der S-Phase während der Replikation in die DNA 

proliferierender Zellen eingebaut. Die Menge des eingebauten BrdUs spiegelt somit den 

Anteil proliferierender Zellen in einer Population wider. Für dieses Experiment wurden die 

Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 für 24 bzw. 48 h mit 300 I.E./ml IFN-β 

inkubiert. Die unbehandelten Kontrollen erhielten kein IFN-β. Nach Zugabe von BrdU für 

weitere drei Stunden wurde dessen Gehalt in der DNA der Zellen gemessen. In Abb. 3-6 

zeigten die zwei Zelllinien Su8686 und Capan-2 durch Behandlung mit IFN-β eine 

verringerte BrdU-Einlagerung im Vergleich zu den Kontrollen. Aber auch die Zelllinie 

Panc-1, welche sich im Kolonie-Bildungstest als resistent gegenüber IFN-β herausstellte, 

zeigte sowohl nach 24 h als auch nach 48 h eine deutliche Abnahme des BrdU-Gehalts. 

Die Zelllinie Capan-1, welche nach 24-stündiger Inkubation mit IFN-β im Kolonie-
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Bildungstest am sensitivsten reagierte, zeigte nach 24 h noch keine Abnahme des BrdU-

Gehalts. Eine Reduktion konnte erst nach 48-stündiger Inkubation beobachtet werden. 

Somit konnte in den vier untersuchten Zelllinien eine Hemmung der Proliferation durch 

24-stündige bzw. 48-stündige IFN-β Behandlung beobachtet werden. Dies konnte jedoch 

weder mit dem toxischen Effekt des IFN noch mit seinem radiosensibilisierenden Effekt in 

Verbindung gebracht werden.  
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Abb. 3-6: Bestimmung des BrdU-Gehalts der Pankreaskarzinom-Zelllinien nach 24- bzw. 48-stündiger 
Interferon- ββββ Behandlung 
Die Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 wurden für 24 bzw. 48 h mit 300 I.E./ml IFN-β 
behandelt. Die unbehandelten Kontrollen erhielten kein IFN-β. Anschließend wurden die Zellen für 3 h mit 
BrdU-Lösung inkubiert. BrdU positive und somit proliferierende Zellen konnten durch einen Farbumschlag 
photometrisch nachgewiesen werden.  
 

3.1.2.3.2 Einfluss von Interferon- ββββ auf die verschiedenen Zellzyklusphasen  

Um den Einfluss von IFN-β auf den Zellzyklus genauer zu betrachten, wurden die 

Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β inkubiert 

und im Anschluss die Zellzyklusverteilung mittels Durchflusszytometerie bestimmt. Die 

Kontrollen erhielten kein IFN-β. Wie in Abb. 3-7 gezeigt, konnte in den Zelllinien Su8686 

und Capan-1 eine Zunahme von S-Phase-Zellen durch IFN-β beobachtet werden. Die 

Zelllinie Capan-2 zeigte eine leichte Abnahme der S-Phase-Zellen durch IFN-β, dafür eine 

schwache Zunahme der G2-Phase-Zellen. In der Zelllinie Panc-1, welche nicht sensitiv auf 

IFN-β reagierte, hatte die IFN-β Behandlung keinen Einfluss auf die einzelnen 

Zellzyklusphasen.  

Zusammenfassend konnte kein eindeutiger Einfluss von IFN-β auf eine bestimmte Phase 

des Zellzyklus nachgewiesen werden. Auch der sensibilisierende oder protektive Effekt 

von IFN-β lässt sich nicht mit einem Arrest der Zellen in einer bestimmten Phase des 

Zellzyklus in Verbindung bringen. Die beiden Zelllinien, in denen IFN-β als Radio-

Sensibilisator wirkte, zeigten eine gegensätzliche Zellzyklusverteilung nach einer IFN-β-

Inkubation.  
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Abb. 3-7: Zellzyklusverteilung der Pankreaskarzinom-Zelllinien nach 24-stündiger Interferon-ββββ 
Inkubation 
Die Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Die 
Kontrollen erhielten kein IFN-β. Durch die anschließende Zellzyklus-Bestimmung am Durchflusszytometer 
konnten die einzelnen Zellzyklusphasen unterschieden werden und so der Einfluss von IFN-β auf die 
Zellzyklusverteilung bestimmt werden.  
 

3.1.2.3.3 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Expression Zellzyklus-

regulierender Gene  

Die bisherigen Versuche zeigten, dass eine 24-stündige IFN-β Behandlung zu einem 

verminderten BrdU-Einbau führte. Zudem sind IFNs in der Lage über den Jak/STAT 

Signalweg die Genexpression in ihren Zielzellen zu beeinflussen, unter anderem p15, p21 

und p27 (Mandal et al. 1998; Schmidt et al. 2004). Daher wurde die Expression der 

Zellzyklus-regulierenden Gene p15, p21 und p27 nach IFN-β Behandlung untersucht. p15, 

p21 und p27 gehören zu der Familie der Cyclin-abhängigen-Kinase Inhibitoren und sind an 

der Kontrolle des Übergangs von der G1 in die S-Phase beteiligt. Um den Einfluss von 

IFN-β auf das Proteinniveau zu untersuchen, wurden die Zelllinien Su8686, Capan-2, 

Panc-1 und Capan-1 für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurden die 

unbehandelten Zellen und die Zellen für den 24 h Wert geerntet. Bei den Ansätzen für die 

späteren Werte wurde das Medium gewechselt und die Zellen nach entsprechenden 

Zeitpunkten geerntet. Wie in Abb. 3-8 A zu sehen ist, hatte IFN-β zu keinem Zeitpunkt 

einen Einfluss auf das p15, p21 oder p27 Proteinniveau in den Zelllinien Panc-1, Su8686, 

Capan-1 oder Capan-2. Um den Einfluss von IFN-β auf das p15 bzw. p27 mRNA-Niveau 

zu untersuchen, wurden die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach dieser 

24-stündigen Inkubation wurden die Zellen entweder geerntet (24 h Wert) oder nach einem 

Medienwechsel weitere 24 h kultiviert und dann geerntet (48 h Wert). Die unbehandelten 

Zellen wurden zum selben Zeitpunkt wie der 24 h Wert geerntet. Nach anschließender 

mRNA Isolation und cDNA-Synthese wurden PCRs mit spezifischen Primern für p15 und 

p27 durchgeführt. In keiner Zelllinie hatte eine 24-stündige Behandlung mit IFN-β einen 

Effekt auf das mRNA-Niveau der untersuchten Gene (Abb. 3-8 B).  
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine 24-stündige IFN-β Behandlung keinen 

Einfluss auf die Expression der untersuchten Zellzyklus-regulierenden Gene hat.  
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Abb. 3-8: Beeinflussung der Zellzyklus-regulierenden Gene p15, p21 und p27 durch Interferon-ββββ in den 
Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 
Die Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 
Danach wurden sie geerntet (24 h Wert) oder das Medium gewechselt und nach weiteren 24 h geerntet       (48 
h Wert). Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. (A) Nach der Herstellung von Kernextrakten wurden 
je 30 µg Protein für die Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Membranen wurden mit Antikörper gegen p15 
und p21 bzw. p27 inkubiert. PCNA bzw. ERK2 dienten als Ladekontrolle. (B) Nach der Isolation von mRNA 
und anschließender cDNA-Synthese wurden PCRs mit spezifischen Primern für p15 bzw. p27 durchgeführt. 
GAPDH diente als Ladekontrolle.  
 

3.1.2.4 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Doppelstrangbruch-Induktion und 

Reparatur  

Für Gliomzellen wird vermutet, dass IFNs die Reparatur der durch IR entstehenden DSBs 

beeinflussen. Besonders der Reparaturweg, welcher über die HR erfolgt, scheint davon 

betroffen zu sein (Schmidberger et al. 2003). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob 

IFN-β auch in den Pankreaskarzinom-Zelllinien einen Einfluss auf die Induktion oder 

Reparatur von DSBs nach Bestrahlung hat. Hierfür wurden die zwei Zelllinien Su8686 und 

Panc-1 verwendet. Die Zelllinie Su8686 reagierte auf eine alleinige IFN-β Behandlung 

sensitiv und konnte durch eine Vorbehandlung mit IFN-β gegenüber Bestrahlung 

sensibilisiert werden. Panc-1 wurde für die folgenden Versuche als negativ-Kontrolle 

verwendet, da diese Zelllinie nicht auf die Behandlung mit IFN-β reagierte und auch 

keinen radiosensibilisierenden Effekt zeigte.  
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3.1.2.4.1 Einfluss von Interferon- ββββ auf die γγγγH2AX Foci Bildung und Abnahme  

Um zu untersuchen, ob die Anzahl der durch IR hervorgerufenen DSBs durch eine 

zusätzliche Behandlung der Zellen mit IFN-β erhöht wird, wurde die Bildung von γH2AX 

Foci untersucht. Grundlage dieser Methode ist, dass an einem DSB die H2AX-Histone 

schadensabhängig am Serin139 phosphoryliert werden und dadurch einen γH2AX Focus 

bilden. Demnach korreliert die Anzahl der Foci mit der Anzahl an DSBs (Sedelnikova et 

al. 2002; Rothkamm and Lobrich 2003; Ismail and Hendzel 2008). Eine Abnahme der 

Foci-Anzahl spiegelt die Reparatur der DSBs wider. Zur Untersuchung der γH2AX Foci 

wurden Su8686 und Panc-1 Zellen wie unter 2.2.16 beschrieben, auf Deckgläser ausgesät 

und für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Als Referenz dienten ausschließlich 

bestrahlte Proben bzw. unbehandelte Kontrollen. Nach einem Medienwechsel wurden die 

Zellen mit 1 Gy bestrahlt um DSBs zu generieren. 30 min und 4 h nach Bestrahlung wurde 

die Proben fixiert, gefärbt und die Anzahl der Foci in 40 Zellen pro Präparat gezählt. In 

Abb. 3-9 ist die Anzahl der Foci der verschiedenen behandelten Ansätze graphisch 

dargestellt. In der Zelllinie Su8686 wurden in der unbehandelten Kontrolle 

durchschnittlich 3 Foci pro Zelle gezählt. Dieser Wert stieg auch durch eine Inkubation mit 

300 I.E./ml IFN-β nicht an. 30 min nach Bestrahlung mit 1 Gy wurden durchschnittlich 

16 γH2AX Foci pro Zelle gezählt. Eine zusätzliche Inkubation mit 300  I.E./ml IFN-β ließ 

die γH2AX Foci Anzahl um durchschnittlich 3 Foci pro Zelle, im Vergleich zu den 

ausschließlich bestrahlten Proben, ansteigen. 4 h nach Bestrahlung sank die γH2AX-Foci 

Anzahl in den ausschließlich bestrahlten Proben auf durchschnittlich 6 Foci pro Zelle. In 

den Zellen, welche zusätzlich mit 300 I.E./ml IFN-β vorbehandelt wurden, lag die γH2AX 

Foci Anzahl durchschnittlich 3 Foci über den ausschließlich bestrahlten Proben. Die 

relative Abnahme der Foci-Anzahl für ausschließlich bestrahlte oder zusätzlich mit IFN-β 

vorbehandelte Proben blieb gleich. In der Zelllinie Panc-1 wurden in der unbehandelten 

Kontrolle und den ausschließlich mit 300 I.E./ml IFN-β behandelten Proben ~ 4 Foci pro 

Zelle gezählt. Eine Bestrahlung der Zellen mit 1 Gy lies die γH2AX Foci Anzahl 30 min 

nach Bestrahlung auf durchschnittlich 19 Foci pro Zelle angestiegen. Durch eine 

zusätzliche Inkubation mit 300 I.E./ml IFN-β verringerte sich die γH2AX Foci Anzahl um 

3 Foci pro Zelle, im Vergleich zu den ausschließlich bestrahlten Proben. 4 h nach 

Bestrahlung sank die γH2AX-Foci Anzahl in den ausschließlich bestrahlten Proben auf 

durchschnittlich 8 Foci pro Zelle. In den Zellen, welche zusätzlich mit 300 I.E./ml IFN-β 
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vorbehandelt wurden, lag die γH2AX Foci Anzahl 4 h nach Bestrahlung bei 

durchschnittlich 11 Foci pro Zelle.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in der Zelllinie Su8686 eine 24-stündige 

Vorbehandlung mit IFN-β nicht zu signifikant mehr durch IR generierte DSBs, gemessen 

als γH2AX Foci, führt. Die Reparatur der DSBs wurde durch IFN-β Inkubation nicht 

verändert. Auch in der Zelllinie Panc-1 führte eine 24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β 

nicht zu einer signifikanten Änderung der γH2AX Foci Anzahl nach Bestrahlung.  
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Abb. 3-9: Vergleich der γγγγH2AX Foci Bildung und Abnahme nach Bestrahlung mit und ohne 
Interferon- ββββ Vorbehandlung in den Zelllinie Su8686 und Panc-1 
Su8686- und Panc-1-Zellen wurden auf Deckgläschen ausgesät und, wenn angegeben, für 24 h mit 
300 I.E./ml IFN-β behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit 1 Gy bestrahlt und das Medium 
gewechselt. Nach 30 min bzw. 4 h wurden die Zellen für die Analyse aufbereitet. In drei unabhängigen 
Versuchen wurden für jeden Ansatz 40 Zellen ausgezählt und der Mittelwert der Foci graphisch dargestellt.  
 

3.1.2.4.2 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Doppelstrangbruch-Reparatur, 

gemessen durch den neutralen Komet-Test  

Die Detektion von γH2AX Foci ist ein indirekter Nachweis von DSBs. Direkt können DSB 

durch den neutralen Komet-Test nachgewiesen werden. Hierbei spiegelt die Mobilität der 

durch Einzelzell-Gelelektrophorese aufgetrennten DNA, welche in der Einheit „ olive tail 

moment“ (OTM) gemessen wird, die Anzahl der DSBs wider. Je höher demnach das OTM 

ist, desto mehr DSBs weist die DNA einer Zelle auf. Zur Erstellung einer DSB-Reparatur-

Kinetik wurden Su8686 und Panc-1 Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β inkubiert. 24 h, 

6 h, 4 h, 2 h, 1 h, und 0 h vor Durchführung des Tests wurden, sowohl die mit IFN-β 
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vorbehandelten, als auch die nicht vorbehandelten Zellen mit 40 Gy bestrahlt und alle 

Proben, einschließlich der nicht bestrahlten Kontrollen, gemeinsam aufbereitet. Von 

jeweils 40 Zellen wurde das OTM bestimmt und als Funktion der Zeit in Abb. 3-10 

dargestellt. Durch die Bestrahlung, zum Zeitpunkt t = 0 h, erhöhte sich in beiden Zelllinien 

das OTM von 5, dem Niveau der unbestrahlten Kontrollen (Zeitpunkt t = -1), auf 15 und 

fiel nach 24 h wieder auf den Ausgangswert zurück. Weder für Panc-1 noch für Su8686 

führte eine 24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β zu einer Veränderung der 

Reparaturkinetik.  
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Abb. 3-10: Vergleich der 
Doppelstrangbruch-Reparatur nach 
Bestrahlung mit und ohne Interferon-ββββ 
Vorbehandlung in den Zelllinien Su8686 
und Panc-1 
Su8686 und Panc-1 Zellen wurden für 24 h 
mit 300 I.E./ml IFN-β inkubiert und 24 h, 6 h, 
4 h, 2 h, 1 h und 0 h vor der Analyse mit 
40 Gy bestrahlt. Nach der Bestrahlung 
erfolgte ein Medienwechsel. Der Zeitpunkt 
t= -1 zeigt das OTM der unbestrahlten 
Kontrollen. Alle Proben wurden gemeinsam 
aufbereitet und für jeden Ansatz das OTM 
von jeweils 40 Zellen gemessen. 

 

3.1.2.4.3 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Expression der HR-Proteine Rad51 

und Rad52  

Für IFNs wird vermutet, dass sie die HR beeinträchtigen können (Schmidberger et al. 

2003). Daher wurde die Expression der HR-Proteine Rad51 und Rad52 nach IFN-β 

Behandlung durch Western-Blot-Analyse untersucht. Hierfür wurden die Zelllinien 

Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach 

wurde der 24 h Wert geerntet. Für den 48 h Wert wurde das Medium gewechselt und die 

Zellen nach weiteren 24 h geerntet. Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. Nach 

der Herstellung von Kernextrakten wurde durch Western-Blot-Analyse das Proteinniveau 

von Rad51 und Rad52 untersucht. Abb. 3-11 zeigt, dass weder die Expression von Rad51 

noch von Rad52 in einer der vier Zelllinien durch eine IFN-β Behandlung beeinflusst 

wurde.  
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Abb. 3-11: Beeinflussung der 
Reparaturgene Rad51 und Rad52 
durch Interferon- ββββ  
Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 
wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β 
behandelt. Danach wurden sie geerntet (24 
h Wert) oder das Medium gewechselt und 
nach weiteren 24 h geerntet (48 h Wert). 
Als Referenz dienten unbehandelte 
Proben. Nach der Herstellung von 
Kernextrakten wurden je 30 µg Protein für 
die Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die 
Membranen wurden mit Antikörpern 
gegen Rad51 und Rad52 inkubiert. PCNA 
diente als Ladekontrolle. 

 

3.1.2.5 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Apoptoserate nach Bestrahlung  

IFNs sind in der Lage, Apoptose zu induzieren (Saidi et al. 2006). Um zu untersuchen, ob 

dieser Effekt für die Radiosensibilisierung der Pankreaskarzinom-Zelllinie Su8686 von 

Bedeutung ist, wurden durch SubG1-Messungen und Annexin V/Propidiumjodid 

Doppelfärbungen am Durchflusszytometer die Apoptoseraten nach Bestrahlung mit und 

ohne IFN-β Vorbehandlung bestimmt. Als Negativ-Kontrolle diente auch hier die Zelllinie 

Panc-1, welche nicht sensitiv auf eine Behandlung mit IFN-β reagierte und auch keinen 

radiosensibilisierenden Effekt zeigte. Su8686 und Panc-1 Zellen wurden für 24 h mit 

300 I.E./ml IFN-β inkubiert und anschließend mit Einzeldosen von 0, 2, 4, 6, und 8 Gy 

bestrahlt. Als Referenz dienten ausschließlich bestrahlte bzw. ausschließlich mit IFN-β 

behandelte Proben. Direkt nach Bestrahlung erfolgte ein Medienwechsel. Nach 72 h wurde 

die Apoptoserate bestimmt. Abb. 3-12 A zeigt, dass in der Zelllinie Su8686 die induzierte 

Apoptoserate nach Kombination von ionisierender Strahlung und IFN-β höher war als in 

den ausschließlich bestrahlten Proben. Die Apoptoserate stieg zwar durch Bestrahlung mit 

zunehmender Dosis auf ca. 25 % an, für die zusätzlich mit IFN-β vorbehandelten Zellen 

war sie jedoch für jeden Dosispunkt ca. 5 – 10 % höher. Auch in den Histogrammen der 

Zelllinie Su8686 ist in Abb. 3-12 B der Unterschied in der SubG1 Fraktion durch eine  

IFN-β Vorbehandlung zu erkennen. In dem Histogramm, welches die Zellen nach einer 

Behandlung mit 6 Gy und IFN-β zeigt, lag die SubG1 Fraktion bei 38 %, während sie für 

die ausschließlich mit 6 Gy bestrahlten Zellen bei 27 % lag. Ebenso zeigte die 

Annexin V/Propidiumjodid Messung in Abb. 3-12 C eine Erhöhung der früh-apoptotischen 

Fraktion (Quadrant 2), wenn die „Density-Blots“ der ausschließlich bestrahlten Proben mit 

denen der Kombination aus IR und IFN-β verglichen wurden. Die früh-apoptotische 

Fraktion stieg von 14 %, in den ausschließlich bestrahlten Proben, auf 31 % nach einer 



Ergebnisse 

 70

Kombinationsbehandlung. In der Zelllinie Panc-1 war diese Erhöhung der Apoptoserate 

durch IFN-β nicht zu beobachten (Abb. 3-12 A und B).  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine IFN-β Vorbehandlung in der Zelllinie 

Su8686 die strahleninduzierte Apoptose verstärkt, was in der Zelllinie Panc-1 nicht zu 

beobachten war. 
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Abb. 3-12: Vergleich der Apoptoserate nach Bestrahlung mit und ohne Interferon-ββββ Vorbehandlung in 
den Zelllinien Su8686 und Panc-1 
(A) Su8686 und Panc-1 Zellen wurden, wenn angegeben, für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt und 
anschließend mit Einzeldosen von 0, 2, 4, 6 und 8 Gy bestrahlt. Anschließend erfolgte ein Medienwechsel. 
Nach 72 h wurden die Zellen geerntet und eine SubG1-Messung am Durchflusszytometer durchgeführt. Die 
Apoptoserate wurde relativ zu den unbestrahlten bzw. ausschließlich mit IFN-β behandelten Kontrollen 
dargestellt. (B) Repräsentative Histogramme der SubG1 Messungen von (A) mit den Unterteilungen SubG1 
(tote Zellen), G1-, S- und G2/M-Phase. (C) Su8686 Zellen wurden wie unter (A) beschrieben behandelt und 
nach 72 h zur Bestimmung der Apoptose-/Nekrosefrequenz eine Annexin V/Propidiumjodid Doppelfärbung 
durchgeführt und am Durchflusszytometer analysiert. Abgebildet sind exemplarische „Density-Blots“ dieser 
Messungen der Zelllinie Su8686. Quadrant 1 entspricht der lebenden Population, Quadrant 2 entspricht der 
früh-apoptotischen Population und Quadrant 3 der spät-apoptotischen / nekrotischen Population. 
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3.1.3 Chemosensibilisierung der Pankreaskarzinom-Ze lllinien durch 

Interferon- ββββ  

Die Therapie von Pankreaskarzinomen besteht aus einer Kombination von Chemotherapie, 

Bestrahlung und IFN. Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten ausführlich der 

Einfluss von IFN-β auf die Behandlung der Zellen mit ionisierender Strahlung beschrieben 

wurde, wird in den folgenden Abschnitten der Einfluss von IFN-β auf die Behandlung der 

Zellen mit dem Chemotherapeutikum Temozolomid untersucht. Die Behandlung von 

Pankreaskarzinom-Zellen mit Alkylanzien verlief bis jetzt wenig Erfolg versprechend. Das 

basiert auf der schlechten Ansprechrate der Tumore auf diese Stoffklasse, welche 

wahrscheinlich auf ein hohes MGMT-Expressions-Niveau dieser Krebsart zurückzuführen 

ist (Kokkinakis et al. 1997). Gliomzellen, welche ebenfalls Resistent auf eine Behandlung 

mit Methylanzien reagieren, konnten durch eine Behandlung mit IFN-β gegenüber TMZ 

sensibilisiert werden (Natsume et al. 2005; Natsume et al. 2008). Im folgenden Abschnitt 

sollte untersucht werden, ob auch in den Pankreaskarzinom-Zelllinien die Sensitivität 

gegenüber Temozolomid durch eine Kombination mit IFN-β verstärkt werden kann.  

 

3.1.3.1 Auswirkungen einer Interferon- ββββ Behandlung auf das p53 

Expressions-Niveau in Pankreaskarzinom-Zelllinien  

Für Gliomzellen wurde gezeigt, dass diese durch eine Behandlung mit IFN-β gegenüber 

TMZ sensibilisiert werden können (Natsume et al. 2005; Natsume et al. 2008). Als 

verantwortlich dafür wurde eine IFN-β vermittelte Abnahme der MGMT-Expression 

angenommen. Diese wurde durch eine IFN-β induzierte Stabilisierung des p53 Proteins 

erklärt, welches die MGMT-Expression negativ reguliert (Grombacher et al. 1998). Zur 

Überprüfung, ob eine IFN-β Behandlung auch in den Pankreaskarzinom-Zelllinien zu einer 

Stabilisierung von p53 führt, wurden Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 Zellen für 

24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt und anschließend geerntet. Für den 48 h Wert 

erfolgte nach 24-stündiger IFN-β Inkubation ein Medienwechsel und die Zellen wurden 

noch weitere 24 h kultiviert und dann geerntet. Als Referenzwerte dienten unbehandelte 

Kontrollen. Nach der Herstellung von Kernextrakten wurden Western-Blot-Analysen mit 

einem spezifischen Antikörper gegen p53 durchgeführt. Eine Inkubation mit IFN-β zeigte 

weder in der p53-Wildtyp Zelllinie Capan-2 noch in den p53-mutierten Zelllinien Panc-1, 

Su8686, Capan-1 einen Anstieg der p53 Proteinmenge im Zellkern (Abb. 3-13).  
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Panc-1 Su8686 Capan-1 Capan-2
-     +     +      -     +    + -     +    +      -      +    + IFN-ββββ
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Abb. 3-13: Beeinflussung der Expression des 
Tumorsuppresorgens p53 durch Interferon-ββββ  
Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 wurden für 
24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Der 24 h 
Wert wurde anschließend geerntet. In den Ansätzen 
des 48 h Wertes wurde das Medium gewechselt und 
diese für weiter 24 h kultiviert. Nach der Herstellung 
von Kernextrakten wurden je 30 µg Protein für die 
Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Membranen 
wurden mit einem Antikörper gegen p53 inkubiert. 
PCNA diente als Ladekontrolle. 

 

3.1.3.2 MGMT-Status und dessen Beeinflussung durch Interferon- ββββ in 

Pankreaskarzinom-Zelllinien 

Um den in Gliomzellen beobachteten Einfluss von IFN-β auf den MGMT-Status in den 

verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien zu untersuchen, wurde die MGMT-Aktivität in 

den vier verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien mittels eines MGMT-Aktivitäts-Test 

bestimmt. Dies ergab für die Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 folgende 

Werte: 

 

Tab.: 3-4: MGMT-Aktivität der vier verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, Su8686, 
Capan-1 und Capan-2 
 

Zelllinie  MGMT-Aktivität 
(fmol/mg Protein) 

Panc-1 247 

Su8686 0 

Capan-1 > 1100 

Capan-2 716 

 

Der MGMT-Aktivitäts Test zeigte, dass alle Zelllinien - mit Ausnahme von Su8686 - 

MGMT profizient sind. Um den Einfluss von IFN-β auf die MGMT-Expression zu 

untersuchen, wurden die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt und anschließend 

Proteinextrakte hergestellt. Als Referenzwert wurden unbehandelte Proben verwendet. In 

allen Zelllinien, außer Su8686, konnte die Expression von MGMT nachgewiesen werden. 

Eine Vorinkubation mit IFN-β führte weder in den p53-mutierten Zelllinien Panc-1, 

Su8686 oder Capan-1 noch in der p53-Wildtyp Zelllinie Capan-2 zu einer Beeinflussung 

der Expression des MGMT-Proteins (Abb. 3-14).  
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Panc-1 Su8686 Capan-1 Capan-2
-     +     +      -     +    + -     +    +      -      +    + IFN-ββββ

MGMT

ERK2
0       24     48 0       24    48 0       24     48 0      24     48 Zeit (h)  

Abb. 3-14: Beeinflussung der Expression des 
Reparaturenzyms MGMT durch Interferon- ββββ  
Die Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-
2 wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 
Die Kontrollen erhielten kein IFN-β. Danach 
wurden sie geerntet (24 h Wert) oder das Medium 
gewechselt und nach weiteren 24 h geerntet    
(48 h Wert). Nach der Herstellung von 
Kernextrakten wurden je 30 µg Protein für die 
Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Membranen 
wurden mit einem Antikörper gegen MGMT 
inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle. 

 

3.1.3.3 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Apoptoserate nach Temozolomid-

Behandlung in vier Pankreaskarzinom-Zelllinien 

Um die Wirkung von IFN-β auf eine Behandlung der Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, 

Su8686, Capan-1 und Capan-2 mit TMZ zu untersuchen, wurden die Zellen für 24 h mit 

300 I.E./ml IFN-β inkubiert und nach einem Medienwechsel mit 100 µM TMZ behandelt. 

Als Referenz dienten ausschließlich mit TMZ behandelte Proben. Um die apoptotische 

Antwort der vier Zelllinien unter MGMT depletierten Bedingungen zu untersuchen, 

wurden die Zelllinien mit 10 µM des MGMT Inhibitors O6BG 1 h vor TMZ-Gabe 

vorinkubiert. Die Zelltodmessung erfolgte 144 h nach TMZ-Behandlung durch 

Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer. Abb. 3-15 zeigt die vier 

Zelllinien nach TMZ-Behandlung in Kombination mit und ohne O6BG bzw. mit und ohne 

24-stündiger IFN-β Vorinkubation. Die Zelltodrate wurde als relativer Anteil der 

unbehandelten bzw. ausschließlich mit IFN-β behandelten Proben dargestellt. In den drei 

Zelllinien Panc-1, Capan-1 und Capan-2 führte, wie bereits der MGMT-Status vermuten 

ließ, eine alleinige TMZ-Behandlung kaum zu einem Anstieg der Zelltodrate. Erst durch 

Zugabe des MGMT-Inhibitors O6BG wurde in diesen Zelllinien Zelltod induziert. Für 

Panc-1 lag danach die induzierte Zelltodrate bei 40 %, für Capan-1 bei 20 % und für 

Capan-2 bei 7 %. Eine zusätzliche Inkubation mit IFN-β hatte keinen Einfluss auf die 

Zelltodrate. In der MGMT defizienten Zelllinie Su8686 führte eine alleinige TMZ-

Behandlung zur Induktion von Zelltod und konnte auch durch Zugabe von O6BG nicht 

gesteigert werden. Die Zelltodrate lag in beiden Fällen zwischen 10 % und 17 %. Hier 

führte eine IFN-β Vorinkubation ebenfalls nicht zu einem Anstieg der Zelltodrate. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowohl in Anwesenheit als auch in 

Abwesenheit von MGMT eine Kombination von IFN-β mit TMZ in keiner Zelllinie zu 
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einer signifikanten Erhöhung der Zelltodrate im Vergleich zu den ausschließlich mit TMZ 

behandelten Proben führte.  
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Abb. 3-15: Beeinflussung der Temozolomid-induzierten Apoptoserate durch Interferon-ββββ in den 
Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 
Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 wurden, wenn angegeben, für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 
Danach erfolgte ein Medienwechsel und, wenn angegeben, eine Inkubation mit 10 µM O6BG. Anschließend 
wurden die Zellen mit 100 µM TMZ behandelt und nach 144 h durch Messung der SubG1 Fraktion am 
Durchflusszytometer die Zelltodrate bestimmt. Die Werte wurden als relativer Anteil der unbehandelten bzw. 
nur mit IFN-β behandelten Kontrollen dargestellt. Die Diagramme repräsentieren den Mittelwert aus drei 
unabhängigen Versuchen.  
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3.2 Untersuchung der chemosensibilisierenden Eigens chaften 

von Interferon- ββββ in malignen Melanomzelllinien 

3.2.1. Charakterisierung der malignen Melanomzellli nien D05 und D14 

hinsichtlich ihrer Toxizität gegenüber alleiniger T emozolomid- und 

Interferon-Behandlung  

Im zweiten Versuchskomplex werden Arbeiten zur Chemosensibilisierung durch IFNs an 

malignen Melanomzelllinien durchgeführt. Das Mittel erster Wahl bei der Therapie eines 

metastasierenden malignen Melanoms ist das methylierende Agenz Dacarbazin (DTIC). Im 

Ausland ist auch das methylierende Agenz Temozolomid (TMZ) zugelassen. Zusätzlich 

wird für eine Monotherapie des malignen Melanoms das chlorethylierende Agenz 

Fotemustin (FM) und auch IR verwendet (Eggermont and Kirkwood 2004; Kaufmann et 

al. 2005). Da die Ansprechrate der Tumore auf diese Therapieformen gering ist (Middleton 

et al. 1998; Bedikian et al. 2003), wurden auch Cytokine wie IFNs in die Therapie 

aufgenommen. Klinische Studien belegen, dass die Kombination von IFN-α mit TMZ die 

Ansprechraten und Remmissionsraten der Tumore deutlich erhöht (Ridolfi et al. 2004). 

Auch IFN-β wird in Kombination mit methylierenden Agenzien eingesetzt (Nagatani et al. 

1995). In vitro Experimente und Tumor-Xenograft Experimente zeigten, dass IFN-β 

toxischer auf Melanomzellen wirkt als andere IFNs (Johns et al. 1992).  

 

3.2.1.1 Wirkung von Temozolomid auf die Melanomzell linien D05 und D14 

Bei dem für die folgenden Versuche verwendeten Zellpaar handelt es sich um die         

p53-Wildtyp Melanomzelllinie D05 und die p53-mutierte Melanomzelllinie D14 

(Naumann et al. 2009). Um die Wirkung des methylierenden Agenz TMZ auf die 

Melanomzellen zu untersuchen, wurden beide Zelllinien mit der klinisch relevanten Dosis 

von 50 µM TMZ behandelt. Um eventuell vorhandenes MGMT zu inaktivieren, wurden 

einige Proben vor der TMZ-Behandlung mit 10 µM O6BG inkubiert. Nach 144 h wurde die 

Zelltodrate am Durchflusszytometer durch Bestimmung der SubG1 Fraktion ermittelt. Die 

Zelllinie D05 zeigte nach alleiniger TMZ-Gabe keine erhöhte Zelltodrate im Vergleich zu 

der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3-16). Wurden die Zellen zusätzlich mit dem MGMT-

Inhibitor O6BG behandelt, führte dies in der Zelllinie D05 zu einem Anstieg des Zelltods 

um 20 % relativ zur unbehandelten Kontrolle. In der Zelllinie D14 bewirkte bereits eine 

alleinige TMZ-Inkubation einen Anstieg des Zelltods um 25 % im Vergleich zu der 
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unbehandelten Kontrolle. Wurde in der Zelllinie D14 MGMT depletiert, hatte dies keine 

zusätzliche Erhöhung der Zelltodrate zur Folge. Das bedeutet, dass in der Zelllinie D14 das 

Reparaturenzym MGMT nicht aktiv ist.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass unter MGMT inaktivierten Bedingungen 

eine Behandlung mit TMZ in beiden Zelllinien (D05 und D14) zu einem vergleichbaren 

Anteil an Zelltod führt, unabhängig von ihrem p53-Status.  
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Abb. 3-16: Zytotoxizität der Temozolomid-Behandlung in den Zelllinien D05 und D14 
D05- und D14-Zellen wurden, wenn angegeben, mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend mit 50µM 
TMZ behandelt. Nach 144 h wurden die Zellen geerntet und die Zytotoxizität anhand der SubG1 Fraktion 
mittels Druchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchen.   
 

3.2.1.2 Untersuchungen zum apoptotischen Signalweg nach Temozolomid-

Behandlung in malignen Melanomzellen 

Der durch TMZ-induzierte Zelltod in den Melanomzelllinien D05 und D14 wurde bereits 

als Apoptose charakterisiert (Naumann et al. 2009). Ob die Apoptose über den 

extrinsischen oder intrinsischen Signalweg verläuft, wurde bisher noch nicht untersucht. 

Für den intrinsischen Apoptoseweg ist die Caspase-9 die entscheidende Initiatorcaspase, 

welche als Bestandteil des Apoptosoms die Effektorcaspasen-3 und -7 aktiviert. Um zu 

untersuchen, ob es nach TMZ-Behandlung zur Aktivierung d.h. Spaltung der Caspase-9 

kommt, wurden die Zellen mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend mit 50 µM TMZ 

behandelt. Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. Die Zellen wurden zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung geerntet und Cytoplasmaextrakte hergestellt. 

Durch Western-Blot-Analyse mit einem spezifischen Antikörper gegen das Spaltprodukt 

der Caspase-9 konnte dessen Niveau nach TMZ-Behandlung untersucht werden. Abb. 3-17 

zeigt, dass sowohl für die Zelllinie D05 als auch für die Zelllinie D14 eine Zunahme an 

gespaltener Caspase-9 nach TMZ-Behandlung zu beobachten war.  
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Zusammenfassend kann die TMZ vermittelte Spaltung der Caspase-9 als Hinweis dafür 

angesehen werden, dass in den Melanomzelllinien D05 und D14 nach einer Behandlung 

mit TMZ Apoptose über den intrinsischen Signalweg vermittelt wird. 
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Abb. 3-17: Spaltung der Caspase-9 nach Temozolomid-Behandlung in den Zelllinien D05 und D14 
D05- und D14-Zellen wurden vor der Behandlung mit 50 µM TMZ mit 10 µM O6BG inkubiert. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und Cytoplasmaextrakte hergestellt. 
Für die Western-Blot-Analyse wurden je 30 µg Protein eingesetzt und mit spezifischen Antikörpern gegen 
das Spaltprodukt der Caspase-9 inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.  
 

3.2.1.3 Aktivität des Reparaturproteins MGMT in den  Melanomzelllinien D05 

und D14  

Zur Bestimmung der MGMT-Enzymaktivität der beiden Zelllinien D05 und D14 wurde 

ein MGMT-Aktivitätstest durchgeführt. Die Zelllinie D05 weist mit 298 fmol/mg Protein 

ein moderates MGMT-Niveau auf, während in der Zelllinie D14 mit diesem Testverfahren 

keine MGMT-Aktivität nachgewiesen werden konnte.  

 

3.2.1.4 Typ-I Interferon Rezeptor Status der Melano mzelllinien D05 und D14 

IFNs wirken auf ihre Zielzellen durch Bindung an einen spezifischen IFN-Rezeptor, 

wodurch der JAK/STAT-Signalweg aktiviert wird. Um zu untersuchen, ob die beiden 

Melanomzelllinien D05 und D14 den IFN-Rezeptor auf ihrer Zelloberfläche exprimieren, 

wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Hierzu wurden von beiden Zelllinien 

Membranextrakte hergestellt. Mittels eines spezifischen Antikörpers gegen IFNAR2 

Untereinheit des IFN-Rezeptors konnte dessen Expression nachgewiesen werden.        

Abb. 3-18 zeigt, dass sowohl die Zelllinie D05 als auch die Zelllinie D14 auf ihren 

Oberflächen den IFN-Rezeptor exprimierten.  

 



Ergebnisse 

 78

IFNAR2

ERK2
D

05

D
14

 

Abb. 3-18: Expression des IFN-Rezeptors in den 
Zelllinien D05 und D14 
D05- und D14-Zellen wurden zu Membranextrakten 
aufbereitet. Für die Western-Blot-Analyse wurden je 
30 µg Protein eingesetzt und mit spezifischen 
Antikörpern gegen die IFNAR2 Untereinheit des 
IFN-Rezeptors inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. 

 

3.2.1.5 Einfluss von Typ-I Interferonen auf das Übe rleben der 

Melanomzelllinien D05 und D14 

Um zu untersuchen, ob Typ I IFNs einen Einfluss auf das Überleben der 

Melanomzellllinien D05 und D14 haben, wurde ein Kolonie-Bildungstest durchgeführt. 

Hierfür wurde von beiden Zelllinien eine geeignete Zellzahl ausgesät und am folgenden 

Tag für 24 h mit 30, 300 und 3000 I.E./ml IFN-α oder IFN-β behandelt. Danach erfolgte 

ein Medienwechsel. Das zelluläre Überleben wurde semilogarithmisch als Funktion der 

Dosis aufgetragen. In beiden Zelllinien nahm das Überleben der Zellen mit steigender  

IFN-Dosis ab (Abb. 3-19). Eine 24-stündige Inkubation mit IFN-α hatte in beiden 

Zelllinien einen geringeren Einfluss auf das zelluläre Überleben als eine Inkubation mit 

IFN-β. Für die folgenden Versuche wurde IFN in der Dosis von 300 I.E./ml verwendet.  
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Abb. 3-19: Überlebenskurven der Melanomzelllinien D05 und D14 nach Behandlung mit 
verschiedenen Dosen Interferon-αααα oder Interferon-ββββ 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit verschiedenen IFN Dosen behandelt. Anschließend erfolgte ein 
Medienwechsel. Über einen Kolonie-Bildungstest wurde das Überleben der Zellen bestimmt. Die 
Überlebenskurven wurden semi-logarithmisch aufgetragen und das zelluläre Überleben als relativer Anteil 
der unbehandelten Kontrollen dargestellt.  
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3.2.1.6 Einfluss von Typ I Interferonen auf die Pro liferation der 

Melanomzelllinien 

Um zu untersuchen, ob IFN-β einen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit der 

Melanomzelllinien D05 oder D14 hat, wurden 5x 104 Zellen ausgesät und für 24 h mit 

300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Medium gewechselt 

und alle 24 h die Zellzahl bestimmt. Die Kontrolle wurde nicht mit IFN-β behandelt. In 

Abb. 3-20 kann man in beiden Zelllinien eine deutliche Verlangsamung des Zellwachstums 

durch IFN-β beobachten. Für die Zelllinie D05 ergab sich unbehandelt eine 

Verdopplungszeit von 35,51 h. Durch die IFN-β Vorbehandlung stieg diese auf 60,06 h an. 

Die Zelllinie D14 wuchs unbehandelt etwas schneller als die Zelllinie D05 mit einer 

Verdopplungszeit von 26,7 h. Durch IFN-β stieg die Verdopplungszeit auf 33,45 h an. 
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Abb. 3-20: Wachstumskurven der Zelllinien D05 und D14 mit und ohne 24-stündiger Interferon-ββββ 
Behandlung 
Von beiden Zelllinien wurden 5x104 Zellen ausgesät und entweder für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt 
oder nicht. Nach dieser 24-stündigen Inkubation wurde das Medium gewechselt und zum ersten Mal die 
Zellzahl bestimmt. In den folgenden fünf Tagen wurde alle 24 h die Zellzahl bestimmt. Der Zeitpunkt 0 h 
markiert die Aussaat. DT (h) ist die errechnete Verdopplungszeit der jeweiligen Zelllinie mit und ohne 
Kombination mit IFN-β. Die Werte setzten sich aus den Mittelwerten von drei unabhängigen Versuchen 
zusammen.  
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3.2.2 Sensibilisierung der malignen Melanomzelllini en D05 und D14 

gegenüber Temozolomid durch Interferon- ββββ 

3.2.2.1 Bestimmung der durch Temozolomid-induzierte n Apoptose der 

Zelllinien D05 und D14 vorbehandelt mit Interferon- αααα oder- ββββ 

Der Einfluss von IFN auf den durch TMZ vermittelten Zelltod wurde durch Messung der 

SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer bestimmt. Hierfür wurden die entsprechenden 

Proben für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-α oder IFN-β vorbehandelt und anschließend das 

Medium gewechselt. Um den Effekt von IFN auf TMZ-Behandlung sowohl in 

Anwesenheit als auch in Abwesenheit von MGMT zu untersuchen, wurde ein Teil der 

Proben mit dem MGMT Inhibitor O6BG (10 µM) vorbehandelt. Die einmalig verabreichte 

TMZ Dosis betrug 50 µM. Nach 144 h wurden die Zellen geerntet und die Proben am 

Durchflusszytometer analysiert. In Abb. 3-21 ist die Apoptoserate relativ zur 

unbehandelten bzw. nur mit IFN behandelten Kontrolle für die entsprechenden Einfach- 

oder Kombinationsbehandlungen dargestellt. In der p53-Wildtyp Zelllinie D05 hatte TMZ 

alleine nur einen sehr geringen Einfluss auf das Überleben der Zellen, was auf das 

Vorhandensein von MGMT zurückzuführen war. Der Wert für die induzierte Apoptose lag 

bei 3 %. Eine zusätzliche Behandlung der Zellen mit IFN-α bewirkte keine Erhöhung der 

Apoptoserate. Durch eine 24-stündige Vorinkubation mit IFN-β erhöhte sich die 

Zelltodrate signifikant auf 9,5 %. Wurde MGMT durch die Inkubation mit O6BG 

depletiert, stieg die induzierte Zelltodrate nach alleiniger TMZ-Behandlung auf 22 % an. 

Durch eine zusätzliche Inkubation mit IFN-α erhöhte sich die induzierte Zelltodrate 

signifikant auf 28 %, während eine Vorbehandlung mit IFN-β die Zelltodrate von 22 auf 

42 % steigerte.  

In der p53-mutierten Zelllinie D14 führte, wie unter 3.2.1.1 erwähnt, schon eine alleinige 

TMZ-Gabe zum Zelltod, was auf das Fehlen von MGMT zurückzuführen ist. Die 

induzierte Zelltodrate betrug in diesem Fall 26 %. Eine Vorinkubation mit IFN-α bzw. 

IFN-β erhöhte die Zelltodrate nicht signifikant. Eine zusätzliche Inkubation mit O6BG 

hatte in dieser Zelllinie keinen Effekt auf das Überleben der Zellen. Auch hier führte eine 

Inkubation mit IFN-α nicht zu einer signifikanten Erhöhung der Zelltodrate. Durch eine 

Vorbehandlung mit IFN-β konnte jedoch unter diesen Bedingungen auch in der Zelllinie 

D14 eine signifikante Zunahme der Zelltodrate von 24 auf 32 % beobachtet werden.  

Zusammenfassend lassen sich beide Zelllinien in Abwesenheit von MGMT gegenüber 

TMZ durch IFNs sensibilisieren. Diese Sensibilisierung ist jedoch in der p53-Wildtyp 
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Zelllinie deutlich ausgeprägter als in der p53-mutierten Zelllinie. Eine Vorbehandlung mit 

IFN-α hat im Vergleich zu IFN-β in der Zelllinie D05 einen deutlich geringeren Effekt auf 

das Überleben der Zellen nach TMZ-Behandlung und in den p53-mutierten D14-Zellen 

keinen Effekt. Für die folgenden Versuche wurde daher IFN-β verwendet. 
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Abb. 3-21: Zytotoxizität nach Kombinationsbehandlung mit Temozolomid und Interferon-αααα oder -ββββ 
in den Melanomzelllinien D05 und D14 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-α oder -β behandelt. Danach wurde das Medium 
gewechselt und die Zellen mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend mit 50 µM TMZ behandelt. Nach 
144 h wurden die Zellen geerntet und die SubG1 Fraktion mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die 
Apoptoserate wurde als relativer Anteil der unbehandelten bzw. ausschließlich mit IFN behandelten Proben 
dargestellt. Die Signifikanz der Ergebnisse ist durch * p<0,03, ** p>0,002, *** p<0,0001 definiert. Beide 
Diagramme zeigen die Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen Versuchen. 
 

3.2.2.2 Der durch eine Kombination von Temozolomid und Interferon- ββββ 

hervorgerufenen Zelltod in Melanomzellen ist beding t durch Apoptose 

Um zu untersuchen, ob es sich bei dem durch eine Kombinationsbehandlung mit TMZ und 

IFN-β induzierten Zelltods um eine Zunahme der Apoptose- oder Nekroserate handelt, 

wurde eine Annexin V/Propidiumjodid Doppelfärbung durchgeführt und am 

Durchflusszytometer analysiert. Hierzu wurden die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β 

vorbehandelt und anschließend das Medium gewechselt. Da ohne O6BG-Behandlung in 

der Zelllinie D05 kein Zelltod zu beobachten war, wurden für dieses Experiment alle 

Ansätze mit 10 µM O6BG vorbehandelt. Danach wurden die Zellen mit 50 µM TMZ 

behandelt und nach 120 h am Durchflusszytometer analysiert. In Abb. 3-22 sind 

exemplarische „Density Blots“ der einzelnen Messungen dargestellt, bei welchen auf der 

Abszisse der Annexin V-Gehalt und auf der Ordinate der Propidiumjodid-Gehalt der 

Zellen aufgetragen ist. Ausschließlich Annexin V-positive Zellen wurden als apoptotisch 
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definiert (Quadrant 2); Annexin V/Propidiom Jodid doppelgefärbte Zellen als nekrotisch 

bzw. spät-apoptotisch (Quadrant 3). In den Kontrollen der beiden Zelllinien war allgemein 

wenig Zelltod zu beobachten, welcher auch nicht durch eine 24-stündige Inkubation mit 

IFN-β signifikant erhöht wurde. Nach Depletion von MGMT führte eine TMZ-Behandlung 

in der Zelllinie D05 zu einer frühen Apoptoserate von 14,7 %, welche durch eine IFN-β 

Vorbehandlung auf 39,3 % gesteigert werden konnte. In der Zelllinie D14 war eine 

ähnliche Verteilung zu beobachten. Auch hier stieg die apoptotische Fraktion durch eine 

IFN-β Vorbehandlung von 10,9 auf 27,1 %. Demnach handelt es sich in beiden Zelllinien 

um eine IFN-β bedingte Zunahme der Apoptoserate, welche aber in D14 im Vergleich zu 

D05 schwächer ausgeprägt war. Zusammenfassend zeigten die Daten, dass in beiden 

Zelllinien der TMZ vermittelte Zelltod über Apoptose verläuft, und diese durch eine       

24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β signifikant verstärkt wird.  
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Abb. 3-22: Bestimmung der Apoptose-/Nekrosefrequenz nach alleiniger Temozolomid-Behandlung 
oder in Kombination mit Interferon- ββββ in den Melanomzelllinien D05 und D14 
Die Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte die 
Inkubation mit 10 µM O6BG. Anschließend wurden die Zellen mit 50 µM TMZ behandelt. 120 h später 
wurden die Zellen mit Annexin V/Propidiumjodid gefärbt und die Apoptose-/Nekrosefrequenz am 
Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt sind exemplarische „Densitiy-Blots“ der verschiedenen Ansätze. 
1 entspricht den lebenden Zellen, 2 der früh-apoptotischen Population und 3 der spät-apoptotischen/ 
nekrotischen Population. 
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3.2.2.3 Kombinationsbehandlung von Melanomzellen mi t Temozolomid und 

Interferon- ββββ bewirkt eine Aktivierung der Effektorcaspasen-3 un d -7 

Um durch eine weitere unabhängige Methode zu belegen, dass es sich bei der Erhöhung 

des TMZ-induzierten Zelltods durch eine IFN-β Kombinations-Behandlung um Apoptose 

handelt, wurde die Spaltung der Effektorcaspasen-3 und -7 untersucht. Dies ist eine weitere 

Möglichkeit, um den Zelltod als Apoptose zu charakterisieren, da Caspasen ausschließlich 

im Apoptose-vermittelten Zelltod eine Rolle spielen, nicht aber bei Nekrose. Die 

Spaltprodukte der Caspasen sind durch Western-Blot-Analyse mit geeigneten Antikörpern 

nachweisbar. Hierfür wurden die Proben für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β vorbehandelt und 

anschließend das Medium gewechselt. Um MGMT zu depletieren, wurden alle Proben mit 

O6BG vorinkubiert. Anschließend erfolgte die Behandlung mit 50 µM TMZ. In einem 

Zeitraum von 0 – 144 h wurden alle 24 h Proben geerntet. Die Zellpellets wurden zu 

Cytoplasmaextrakten aufbereitet und eine Western-Blot-Analyse mit spezifischen 

Antikörpern gegen das Spaltprodukt der Caspase-3 bzw. -7 durchgeführt. Abb. 3-23 zeigt, 

dass in der Zelllinie D05 die TMZ-Behandlung eine Zunahme der Spaltprodukte von 

Caspase-3 und -7 bewirkte. In der Kontrolle waren die jeweiligen Spaltprodukte kaum 

nachweisbar. Die Signalstärke stieg mit Dauer der Behandlung an. Diese Zunahme wurde 

durch die Vorinkubation mit IFN-β deutlich verstärkt. Schon in der ausschließlich mit 

IFN-β behandelten Probe war ein höheres Protein-Niveau der gespaltenen Caspasen 

erkennbar als in der unbehandelten Kontrolle. In der Zelllinie D14 konnte ebenfalls ein 

Anstieg der gespaltenen Caspasen-3 und -7 nach TMZ-Behandlung beobachtet werden. 

Die Zelllinie D14 wies ein generell höheres Caspase-Niveau auf als die Zelllinie D05. 

Auch hier bewirkte eine Kombination von IFN-β mit TMZ eine Erhöhung des Protein-

Niveaus der gespalten Caspase-3 bzw. -7 im Vergleich zu den ausschließlich mit TMZ 

behandelten Proben.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TMZ in den Zelllinien D05 und D14 eine 

Spaltung und damit Aktivierung der Effektorcaspasen-3 und -7 bewirkt. Diese Aktivierung 

wurde durch eine Vorinkubation mit IFN-β wesentlich verstärkt.  
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Abb. 3-23: Einfluss von Interferon-ββββ auf die TMZ-induzierte Spaltung der Effektorcaspasen-3 und -7 
in den Melanomzelllinien D05 und D14 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte 
eine Inkubation mit 10 µM O6BG und eine Behandlung mit 50 µM TMZ. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und Cytoplasmaextrakte hergestellt. Für die Western-Blot-Analyse 
wurden je 30 µg Protein eingesetzt und mit spezifischen Antikörpern gegen das Spaltprodukt der Caspase-3 
bzw. -7 inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.  
 

3.2.2.4 Zeitlicher Verlauf der Apoptoserate nach Te mozolomid-Behandlung 

bzw. nach Kombinationsbehandlung bestehend aus Temo zolomid und 

Interferon- ββββ 

Um zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt der Zelltod nach Behandlung mit TMZ einsetzt, 

wurde die Apoptoserate als Funktion der Zeit nach Beginn der Behandlung bestimmt. Es 

wurden unbehandelte, ausschließlich mit IFN-β behandelte, ausschließlich mit 

TMZ + O6BG und mit IFN-β, TMZ + O6BG behandelte Versuchsreihen verglichen. Die 

IFN-β Gabe (300 I.E./ml) erfolgte 24 h vor TMZ-Behandlung. Nach 24-stündiger IFN-β 

Inkubation wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit 10 µM O6BG inkubiert. 

Anschließend wurden die Zellen zum Zeitpunkt 0 h mit 50 µM TMZ behandelt und von 

0 – 144 h Stunden alle 24 h Proben geerntet. Die Apoptoserate wurde durch Bestimmung 

der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer ermittelt. In Abb. 3-24 wurde die 

Apoptoserate gegenüber der Zeit aufgetragen. In der Zelllinie D05 blieb die Apoptoserate 

in den unbehandelten Kontrollen über den gesamten Zeitverlauf konstant niedrig (∼8 %). 

Eine 24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β zeigte zum Zeitpunkt 0 h noch keine 

Auswirkungen. Nach 24, 48 und 72 h konnte jedoch ein Anstieg der Zelltodrate auf bis zu 

13 % beobachtet werden, welcher aber bis zu 144 h wieder auf das Kontroll-Niveau sank. 

Durch eine Behandlung mit TMZ und O6BG begann die Apoptoserate nach 72 h zu steigen 

und erreichte nach 144 h ihr Maximum von 30 %. Durch eine Kombination aus TMZ, 

O6BG und IFN-β stieg die Apoptoserate nach 144 h auf 50 % an. In der Zelllinie D14 blieb 

die Apoptoserate in der Kontrolle über den gesamten Zeitverlauf konstant bei ∼7 %. Durch 

eine Inkubation mit IFN-β konnte schon zum Zeitpunkt 0 h eine leicht erhöhte 

Apoptoserate festgestellt werden (9,5 %). Diese erhöhte sich bis zu 48 h nach Inkubation 
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der Zellen auf ein Maximum von 14 % und nahm bis 144 h wieder auf das 

Ausgangsniveau ab. Die Behandlung mit TMZ und O6BG führte bereits nach 24 h zu einer 

erhöhten Apoptoserate, welche nach 144 h bis auf 30 % anstieg. Durch eine Kombination 

von IFN-β mit TMZ und O6BG stieg die Apoptoserate nach 144 h auf 43 % an. 

Zusammenfassend konnte bestätigt werden, dass die Zelllinie D05 in einem deutlich 

höheren Maß durch IFN-β gegenüber TMZ sensibilisiert wird als D14. Der Zeitpunkt der 

Apoptoseinduktion wird durch IFN-β nicht beeinflusst.  
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Abb. 3-24: Einfluss von Interferon-ββββ auf den zeitlichen Verlauf der Apoptoserate nach Behandlung mit 
Temozolomid in den Melanomzelllinien D05 und D14 
D05- und D14-Zellen wurden mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel und eine 
Inkubation mit 10 µM O6BG. Anschließend wurden die Zellen mit 50 µM TMZ behandelt und zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Die Apoptoserate wurde mittels Bestimmung der SubG1 Fraktion am 
Durchflusszytometer ermittelt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte aus mindestens drei unabhängigen 
Versuchen. 
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3.2.3 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Behandlung nicht-maligner Zellen mit 

Temozolomid und auf die Behandlung der Melanomzelll inien D05 und D14 

mit Fotemustin oder ionisierender Strahlung  

3.2.3.1 Kombinationswirkung von Temozolomid und Int erferon- ββββ auf humane 

Lymphozyten 

Um den sensibilisierenden Effekt von IFN-β auf eine Behandlung mit TMZ in einem nicht 

malignen Zellsystem zu untersuchen, wurden humane Lymphozyten gewählt. Diese 

wurden aus „Buffy Coats“ isoliert. Lymphozyten sind, solange sie nicht durch eine 

Immunreaktion stimuliert werden, nicht-proliferierende Zellen. Experimentell können 

Lymphozyten durch eine Inkubation mit den Antikörpern CD3 und CD28 zur Proliferation 

angeregt werden. Dadurch ist es möglich, die Bedeutung der Proliferation auf eine 

Behandlung mit TMZ bzw. TMZ und IFN-β zu untersuchen. Sowohl proliferierende als 

auch nicht proliferierende Zellen wurden mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach 24 h 

wurden sie mit 100 µM TMZ behandelt, was entweder unter MGMT depletierten oder 

unter MGMT nicht depletierten Bedingungen erfolgte. 96 h nach TMZ-Gabe wurde am 

Durchflusszytometer die Proliferation der Zellen überprüft und die Zytotoxizität der 

Behandlung durch Bestimmung der SubG1 Fraktion ermittelt. Daraus ergaben sich die in 

Abb. 3-25 dargestellten Daten. Unter A sind nicht-proliferierende Lymphozyten 

dargestellt, welche vor der TMZ-Behandlung nicht mit O6BG inkubiert wurden. Unter 

diesen Bedingungen war eine Behandlung mit TMZ nicht toxisch und auch eine 

zusätzliche Vorinkubation mit IFN-β führte nicht zu einer Erhöhung des Zelltods. Für alle 

Ansätze blieb die SubG1 Fraktion unter 10 %. Unter B sind proliferierende Zellen 

dargestellt, welche vor der TMZ-Behandlung ebenfalls nicht mit O6BG inkubiert wurden. 

Auch hier war eine Behandlung mit TMZ in Anwesenheit von MGMT trotz Proliferation 

der Zellen nicht toxisch. Die Toxizität wurde nicht durch eine zusätzliche Behandlung mit 

IFN-β gesteigert. Die Toxizität der verschieden behandelten Ansätze stieg nicht über 16 %. 

C zeigt nicht-proliferierende Lymphozyten, welche vor der TMZ-Behandlung mit O6BG 

inkubiert wurden. In nicht proliferierenden Zellen löste eine Behandlung mit TMZ trotz 

Depletion des Reparaturenzyms MGMT keine Apoptose aus. Auch durch eine 

Vorbehandlung mit IFN-β kam es unter diesen Bedingungen nicht zu einer Erhöhung des 

Zelltods. Die SubG1 Fraktion stieg in keinem der Ansätze über 10 %. D zeigt 

proliferierende Lymphozyten unter MGMT depletierten Bedingungen. Unter diesen 

Bedingungen war eine Behandlung mit TMZ toxisch und die SubG1 Fraktion stieg auf 
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56 %. Eine Vorbehandlung mit IFN-β führte zu einer Abnahme der Zelltodrate auf 41 %. 

Zusammenfassend konnte die Proliferationsabhängigkeit der TMZ vermittelten 

Apoptoseinduktion gezeigt werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass MGMT für die 

Sensitivität der Lymphozyten nach TMZ-Behandlung entscheidend ist. Eine zusätzliche 

Behandlung mit IFN-β führte in Lymphozyten nicht zu einem Anstieg der Apoptoserate.    
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Abb. 3-25: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Temozolomid vermittelte Zytotoxizität in humanen 
Lymphozyten 
Humane Lymphozyten wurden aus „Buffy Coats“ isoliert. Um sie zur Proliferation anzuregen, wurden sie 
mit CD3 und CD28 Antikörpern inkubiert. Sowohl proliferierende als auch nicht-proliferierende Zellen 
wurden mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 24 h später wurden sie mit 100 µM TMZ behandelt entweder mit 
einer Vorinkubation von 10 µM O6BG oder ohne. 96 h nach TMZ-Gabe wurde am Durchflusszytometer die 
Proliferation der Zellen überprüft und die Zytotoxizität der Behandlung durch Bestimmung der SubG1 
Fraktion ermittelt. (A) nicht-proliferierende Zellen ohne O6BG; (B) proliferierende Zellen ohne O6BG; (C) 
nicht-proliferierende Zellen mit O6BG; (D) proliferierende Zellen mit O6BG. Die dargestellten Ergebnisse 
setzten sich aus dem Mittelwert von drei unabhängigen Versuchen zusammen. 
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3.2.3.2 Auswirkung von Interferon- ββββ auf die Behandlung der 

Melanomzelllinien D05 und D14 mit Fotemustin und io nisierender Strahlung 

In der adjuvanten Therapie des malignen Melanoms wird, neben den methylierenden 

Agenzien Dacarbazin oder Temozolomid, auch das chlorethylierende Agenz Fotemustin 

(FM) und ionisierende Strahlung (IR) verwendet. Um zu untersuchen, ob IFN-β 

Auswirkungen auf die Sensitivität der Zellen gegenüber FM hat, wurden die Zellen für 

24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel, um die Zellen 

mit 10 µM O6BG vorzubehandeln. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Zellen mit 

32 µM FM behandelt und die Zelltodrate nach 144 h durch Ermittlung der SubG1 Fraktion 

am Durchflusszytometer bestimmt. Die dargestellten SubG1-Werte wurden hinsichtlich 

der unbehandelten bzw. ausschließlich mit IFN-β behandelten Kontrollen korrigiert. In der 

MGMT profizienten Zelllinie D05 führte eine Behandlung mit FM nur zu einer sehr 

geringen Zelltodrate von 6 % (Abb. 3-26). Auch eine Vorbehandlung mit IFN-β konnte 

diese Rate nicht erhöhen. Wurden die Zellen jedoch mit dem MGMT Inhibitor O6BG 

vorbehandelt, stieg die Zelltodrate nach FM-Behandlung auf 20 % an. Unter MGMT 

depletierten Bedingungen hatte eine IFN-β Vorbehandlung einen signifikanten Anstieg der 

Zelltodrate auf 28 % zur Folge. In der MGMT defizienten Zelllinie D14 führte eine      

FM-Behandlung auch ohne O6BG-Inkubation zu einer Zelltodrate von 28 %. Eine 

Vorbehandlung mit O6BG führte nicht zu einer Erhöhung des Zelltods. Auch eine 

Vorbehandlung der Zellen mit IFN-β hatte sowohl in Anwesenheit als auch in 

Abwesenheit von O6BG keinen signifikanten Einfluss auf die SubG1 Fraktion.  
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Abb. 3-26: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Behandlung der Melanomzelllinien D05 und D14 mit 
Fotemustin 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel 
erfolgte die Inkubation mit 10 µM O6BG und eine Behandlung mit 32 µM FM. Nach 144 h wurden die 
Zellen geerntet und durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer die Toxizität der 
Behandlungen ermittelt. Die Zelltodrate wurde als relativer Anteil der unbehandelten bzw. ausschließlich 
mit IFN-β behandelten Proben dargestellt und setzt sich aus drei unabhängigen Versuchen zusammen. 
 

Zur Untersuchung des Einflusses von IFN-β auf IR, wurden die Zelllinien D05 und D14, 

wenn angegeben, für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β vorbehandelt. Danach wurden die Zellen 

mit 4 bzw. 10 Gy bestrahlt. Unmittelbar nach der Bestrahlung erfolgte ein Medienwechsel. 

Nach 96 h wurde durch Ermittlung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer die 

Zelltodrate bestimmt und als relativer Anteil der unbehandelten bzw. ausschließlich mit 

IFN-β behandelten Proben dargestellt. In der Zelllinie D05 führte eine Bestrahlung der 

Zellen mit 4 Gy zu einem Anstieg der Zelltodrate auf 3% im Vergleich zu der 

unbehandelten Kontrolle (Abb. 3-27). Durch eine Vorbehandlung mit IFN-β stieg die 

Zelltodrate auf 6 % an. Dieser Anstieg war nicht signifikant. Auch eine Bestrahlung der 

Zellen mit 10 Gy ließ die Zelltodrate mit und ohne IFN-β Vorbehandlung nur auf 10 % 

steigen. In der Zelllinie D14 führte eine Bestrahlung der Zellen mit 4 Gy sowohl mit als 

auch ohne IFN-β Vorbehandlung zu einer induzierten SubG1 Rate von 3 – 4 %. Durch eine 

Bestrahlung mit 10 Gy erhöhte sich die Zelltodrate auf 16 % und blieb auch für die 

Kombinationsbehandlung mit IFN-β auf diesem Wert. 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung mit IFN-β in der 

Zelllinie D05 einen sensibilisierenden Effekt auf FM ausübt, wenn das Reparaturenzym 

MGMT depletiert wurde. In der Zelllinie D14 konnte dieser Effekt nicht beobachtet 

werden. IR führt in beiden Zelllinien nur zu einer sehr geringen Zelltodrate, welche auch 

durch IFN-β nicht erhöht werden konnte.  
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Abb. 3-27: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Behandlung der Melanomzelllinien D05 und D14 mit 
ionisierender Strahlung 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel 
erfolgte die Bestrahlung mit 4 bzw. 10 Gy. Nach 96 h wurden die Zellen geerntet und die Zytotoxizität 
durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer ermittelt. In allen Diagrammen wurde die 
Zelltodrate als relativer Anteil der unbehandelten bzw. nur mit IFN-β behandelten Proben graphisch 
dargestellt, welcher sich aus dem Mittelwert von drei unabhängigen Versuchen zusammensetzt. 
 

3.2.4 Identifizierung der Läsion, von welcher der s ensibilisierenden Effekt 

des Interferon- ββββ gegenüber Temozolomid ausgeht 

Die toxischste durch TMZ verursachte Läsion ist die mit ∼8 % verhältnismäßig seltene 

Methylierung an der O6-Position des Guanins (O6MeG) (Pepponi et al. 2003; Roos et al. 

2004; Roos et al. 2007a). O6MeG ist ein potenter Apoptose-Auslöser, wird jedoch sehr 

effizient von dem Reparaturenzym O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) 

repariert (Pegg et al. 1993; Pegg et al. 1995; Ochs and Kaina 2000; Kaina et al. 2007). 

Weit häufiger werden die Position N7 des Guanins (N7MeG) mit 80 – 95 % und N3 des 

Adenins (N3MeA) methyliert. Diese Läsionen sind vor allem in nicht proliferierenden 

Zellen bzw. in MGMT profizienten Zellen für die Zytotoxizität von TMZ verantwortlich 

(Briegert and Kaina 2007). Wie unter 3.2.2.1 beschrieben, tritt in der Zelllinie D05 der 

sensibilisierende Effekt des IFN-β sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von 

MGMT auf. Demnach könnte IFN-β sowohl die Toxizität der N-Methylierungen als auch 

die von O6MeG verstärken. Im folgenden Abschnitt soll geklärt werden, welche Läsion der 

Ausgangspunkt für den sensibilisierenden Effekt des IFN-β ist. 
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3.2.4.1 Auswirkung von Interferon- ββββ auf die Zelltodrate nach Behandlung mit 

dem alkylierenden Agenz Methylmethansulphonat (MMS)  

Durch das Alkylanz MMS werden hauptsächlich N-Alkylierungen hervorgerufen. Der 

Anteil von O6-Alkylierungen des Guanins beträgt maximal 0,3 % (Beranek 1990). Würde 

IFN-β die Toxizität der N-Alkylierungen verstärken, sollte eine Kombination von MMS 

und IFN-β in Anwesenheit von MGMT zu einer Erhöhung der Zelltodrate führen. Um den 

Einfluss von IFN-β auf die MMS-Behandlung zu untersuchen, wurden die Zellen für 24 h 

mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Die Behandlung mit MMS erfolgte als Pulsbehandlung 

mit 1 mM für 1 h entweder mit oder ohne IFN-β Vorbehandlung. Anschließend wurde das 

Medium gewechselt. Nach 144 h wurde die Zytotoxizität der Behandlungen durch 

Ermittlung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer bestimmt. In Abb. 3-28 sind die 

SubG1 Werte relativ zu der unbehandelten bzw. nur mit IFN-β behandelten Kontrolle 

dargestellt. Die p53-Wildtyp Zelllinie D05 zeigte in Anwesenheit von MGMT nach einer 

Behandlung mit MMS eine Zelltodrate von 4 %. Eine Vorbehandlung mit IFN-β führte 

nicht zu einer signifikanten Erhöhung der SubG1 Fraktion. Nach zusätzlicher Behandlung 

der Zellen mit O6BG stieg die Zelltodrate auf 15 % an. In Abwesenheit von MGMT führte 

eine IFN-β Vorbehandlung zu einer signifikanten Erhöhung der SubG1 Fraktion auf 33 %. 

In der p53-mutierten, MGMT defizienten Zelllinie D14 führte die MMS-Behandlung in 

Ab- und Anwesenheit von O6BG zu einer induzierten SubG1 Fraktion von 26 %. Eine 

zusätzliche Vorbehandlung der Zellen mit IFN-β führte nicht zu einer Erhöhung der 

Sensitivität. Zusammenfassend konnte der sensibilisierende Effekt von IFN-β nur in der 

p53-Wildtyp Zelllinie D05 und nur in Abwesenheit von MGMT beobachtet werden.  
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Abb. 3-28: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Behandlung der Zelllinien D05 und D14 mit MMS 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach erfolgte die Inkubation mit 
10 µM O6BG und anschließend die Behandlung mit 1 mM MMS für 1 h. Die Zytotoxizität wurde mittels 
Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer gemessen. In beiden Diagrammen wurde die 
Zelltodrate als relativer Anteil der unbehandelten bzw. nur mit IFN-β behandelten Proben graphisch 
dargestellt. Die werte setzten sich aus dem Mittelwert von drei unabhängigen Versuchen zusammen. 
 

3.2.4.2 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Apoptoserate nach Temozolomid-

Behandlung in MGMT überexprimierenden Melanomzellen   

In der p53-Wildtyp Zelllinie D05 führte eine Vorbehandlung mit IFN-β auch in 

Anwesenheit von MGMT zu einer signifikanten Erhöhung der Apoptoserate durch TMZ 

(3.2.2.1). Da diese Zelllinie MGMT mit einer Aktivität von 298 fmol/mg Protein aufweist 

und um auszuschließen, dass IFN-β einen Einfluss auf die Toxizität der N-Alkylierungen 

hat, wurde die Zelllinie D05 stabil mit MGMT transfiziert. Die Effizienz der Transfektion 

wurde durch Western-Blot-Analysen und mit Hilfe des MGMT-Aktivitäts-Tests 

untersucht. Die Klone C4 und C30 wiesen in der Western-Blot-Analyse ein deutlich 

höheres MGMT-Niveau auf als die untransfizierten Zellen (Abb. 3-29 A). Auch war die 

MGMT-Enzymaktivität der beiden Klone C4 und C30 mit 796 bzw. 604 fmol/mg Protein 

doppelt so hoch wie in den nicht transfizierten D05 Zellen. Um die Auswirkungen von 

IFN-β auf die MGMT-Transfektanten zu untersuchen, wurden sowohl untransfizierte D05 

Zellen als auch beide Klone mit 300 I.E./ml IFN-β für 24 h behandelt. Danach wurde das 

Medium gewechselt und die Zellen mit 50 µM TMZ behandelt. Nach 144 h wurde die 

Apoptoserate mittels SubG1-Messungen am Durchflusszytometer bestimmt. Während in 

den nicht-transfizierten Zellen eine Inkubation mit IFN-β zu einer Erhöhung der 
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Apoptoserate führte, war dieser Effekt in beiden MGMT-transfizierten Klonen nicht zu 

beobachten (Abb. 3-29 B).  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der sensibilisierende Effekt des IFN-β auf 

die TMZ-Behandlung nicht durch eine Verstärkung der Toxizität bedingt durch die N-

Alkylierungen hervorgerufen wird, sondern von der Läsion O6MeG ausgeht. Dass IFN-β in 

der Zelllinie D05 auch ohne O6BG zu einer Erhöhung der Apoptoserate führt, ist folglich 

auf das niedrige MGMT-Niveau zurückzuführen.  
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Abb. 3-29: Bestimmung der Apoptoserate nach Kombinationsbehandlung von Temozolomid und 
Interferon- ββββ in stabil mit MGMT transfizierten Melanomzellen 
(A) Die Zelllinie D05 wurde stabil mit MGMT transfiziert. Um die Effektivität der Transfektion zu 
überprüfen, wurden von nicht-transfizierten Zellen und MGMT-transfizierten Zellen Gesamtzellextrakte 
hergestellt und die MGMT-Expression durch Western-Blot-Analyse bestimmt. Ebenfalls wurde ein MGMT-
Aktivitätstest durchgeführt um die MGMT-Enzymaktivität (fmol/mg Protein) in nicht-transfizierten und 
MGMT-transfizierten Zellen zu vergleichen. (B) Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden die nicht-
transfizierten D05-Zellen und die ausgewählten Klone D05 C4 und D05 C30 für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β 
behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte die Behandlung mit 50 µM TMZ. Die Apoptoserate wurde 
nach 144 h durch Messung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer bestimmt. Die Werte wurden als 
relativer Anteil der unbehandelten bzw. nur mit IFN-β behandelten Proben dargestellt und bestehen aus 
einem Mittelwert von drei unabhängigen Versuchen. 
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3.2.5 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Prozessierung des Temozolomid-

induzierten DNA-Schadens O 6MeG und die darauf folgende Apoptose-

Induktion 

Unter 3.2.4.2 konnte gezeigt werden, dass die TMZ-induzierte Läsion O6MeG der 

Ausgangspunkt für den sensibilisierenden Effekt des IFN-β ist. In Anwesenheit des 

Reparaturenzyms MGMT wird die Läsion O6MeG sehr effizient repariert. Ist jedoch kein 

MGMT vorhanden, führt diese Läsion zu einer Basenfehlpaarung. Diese Fehlpaarung wird 

durch die Fehlpaarungs-Reparatur (mismatch-repair, MMR) in der S-Phase erkannt und 

prozessiert (Duckett et al. 1996). Im Verlauf dieses Reparaturschrittes kommt es zur 

Bildung von DSBs (Ochs und Kaina 2000), welche durch die Doppelstrangbruchreparatur 

repariert werden (Roos et al. 2009). Treten jedoch zu viele Doppelstrangbrüche (in Folge 

zu vieler O6MeG-Läsionen) im Genom auf, so führen diese sekundären Schäden zur 

Induktion von Zelltod (Lips and Kaina 2001a). IFN-β Behandlung könnte einen dieser 

Prozessierungsschritte beeinflussen und dadurch eine höhere Apoptoserate hervorrufen. Es 

gibt drei verschiede Möglichkeiten, durch welche IFN-β die Toxizität von TMZ erhöhen 

könnte: i) IFN-β könnte das MGMT-Niveau, die MMR oder die DSB-Reparatur 

beeinflussen, welche an der Beseitigung des DNA-Schadens beteiligt sind; ii) IFN-β 

Vorbehandlung könnte zu einem höheren Niveau an DSB, den apoptoseauslösenden 

sekundären Läsionen, führen; iii) IFN-β könnte die Apoptose auslösende Signalkaskade 

verstärken. In den folgenden Abschnitten wurde der Einfluss von IFN-β auf die Reparatur 

bzw. Prozessierung der O6MeG-Läsion untersucht. Die letzten Punkte dieses Abschnittes 

befassen sich mit dem Einfluss von IFN-β auf den intrinsischen und extrinsischen 

Apoptosesignalweg.  

 

3.2.5.1 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Reparatur und Prozessierung der 

durch Temozolomid hervorgerufenen Läsionen 

3.2.5.1.1 Interferon- ββββ hat keinen Einfluss auf die MGMT Expression 

Für IFN-β wurde in Gliomzellen beschrieben, dass es MGMT p53 abhängig 

herunterreguliert und die Zellen daher gegenüber TMZ sensibilisiert (Natsume et al. 2005; 

Natsume et al. 2008). Ob auch in den Melanomzellen D05 und D14 die MGMT Expression 

durch ein Behandlung mit IFN-β beeinflusst wird, wurde im Folgenden untersucht. Hierfür 

wurden die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde bei allen 
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Ansätzen das Medium gewechselt und der 24 h Wert und die unbehandelte Kontrolle 

geerntet. An den darauf folgenden Tagen wurden 48 h und 72 h Werte geerntet. Nachdem 

Gesamtzellextrakte hergestellt wurden, konnte mittels Western-Blot-Analyse die MGMT 

Expression untersucht werden. In der p53-Wildtyp Zelllinie D05 konnte nach IFN-β 

Behandlung kein Einfluss auf das MGMT-Niveau beobachtet werden (Abb. 3-30). Da die 

Zelllinie D14 wie unter 3.2.1.3 beschrieben MGMT defizient ist, wurde hier kein MGMT 

nachgewiesen.  

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit IFN-β weder in der           

p53-Wildtyp Melanomzelllinie D05 noch in der p53-mutierten Zelllinie D14 einen Einfluss 

auf das MGMT-Niveau hat.  
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Abb. 3-30: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Expression des Reparaturenzyms MGMT 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde in allen Ansätzen 
das Medium gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten nach IFN-β Gabe geerntet. Für 
die Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und je 30 µg Protein eingesetzt. Die 
Membran wurde mit spezifischen Antikörpern gegen MGMT inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.  
 

3.2.5.1.2 Interferon- ββββ hat keinen Einfluss auf die Expression der 

untersuchten Fehlpaarungs- Reparatur-Proteine  

Um den Einfluss von IFN-β auf die Expression verschiedener MMR-Proteine zu 

untersuchen, wurden D05 und D14 Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 

Danach wurde in allen Ansätzen das Medium gewechselt und der 24 h Wert und die 

unbehandelte Kontrolle geerntet. An den darauf folgenden Tagen wurden Zellen nach 48 h 

und 72 h Postinkubationszeit geerntet. Nachdem Gesamtzellextrakte hergestellt wurden, 

konnte mittels Western-Blot-Analyse die Expression der MMR-Proteine PMS2, MLH1, 

MSH2 und MSH6 untersucht werden. Abb. 3-31 zeigt, dass weder in der Zelllinien D05 

noch in der Zelllinie D14 eine Behandlung mit IFN-β zu einer Veränderung in der 

Expression der untersuchten Proteine führte. Demnach scheint die MMR nicht durch eine 

IFN-β Behandlung beeinflusst zu werden.  
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Abb. 3-31: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Expression der Fehlpaarungs-Reparaturenzyme PMS2, 
MLH1, MSH2 und MSH6 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde in allen Ansätzen das 
Medium gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten nach IFN-β Gabe geerntet. Für die 
Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und je 30 µg Protein eingesetzt. Die Membran 
wurde mit spezifischen Antikörpern gegen PMS2, MLH1, MSH2 und MSH6 inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. 
 

3.2.5.1.3 Interferon- ββββ hat keinen Einfluss auf die Expression der Protein e der 

homologen Rekombination  

Da gezeigt werden konnte, dass die durch TMZ-induzierten DSBs hauptsächlich über die 

Homologe Rekombination (HR) repariert werden (Roos et al. 2009), wurden die Proteine 

Rad51 und Rad52 der HR auf einen Einfluss von IFN-β hin untersucht. Hierfür wurden 

D05 und D14 Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde das Medium 

gewechselt und der 24 h Wert und die unbehandelte Kontrolle geerntet. An den darauf 

folgenden Tagen wurden Zellen nach 48 h und 72 h geerntet. Nachdem Gesamtzellextrakte 

hergestellt wurden, konnte mittels Western-Blot-Analyse die Expression von Rad51 und 

Rad52 untersucht werden. Weder in der Zelllinie D05 noch in der Zelllinie D14 konnte 

eine Veränderung in der Expression der untersuchten Proteine Rad51 und Rad52 durch 

IFN-β beobachtet werden (Abb. 3-32).  
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Abb. 3-32: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Expression der HR-Proteine Rad51 und Rad52 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde in allen Ansätzen 
das Medium gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten nach IFN-β Gabe geerntet. Für 
die Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und je 30 µg Protein eingesetzt. Die 
Membran wurde mit spezifischen Antikörpern gegen Rad51 und Rad52 inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. 
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3.2.5.2 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Anzahl der durch Temozolomid 

entstehenden DNA-Doppelstrangbrüche 

Nach einer Behandlung mit TMZ sind die im Zuge der Prozessierung der O6MeG-Läsion 

entstehenden DSBs die Apoptose auslösenden Läsionen (Lips and Kaina 2001a). Um den 

Einfluss von IFN-β auf die Induktion an DSBs zu untersuchen, wurde durch 

Immunfluoreszenz die schadensabhängige Phosphorylierung des Histons H2AX am Serin 

139 (γH2AX) nachgewiesen. Die durch diese Methode nachweisbaren γH2AX Foci gelten 

als Indikatoren für vorhande DSBs (Sedelnikova et al. 2002; Ismail and Hendzel 2008). 

D05 Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β inkubiert. Danach erfolgte ein 

Medienwechsel und eine Behandlung mit 10 µM O6BG. Anschließend wurden die Zellen 

mit 50 µM TMZ behandelt, 24, 48 und 72 h nach TMZ-Gabe geerntet und für den 

Immunfluoreszenz-Nachweis aufbereitet. Die unbehandelten Kontrollen bzw. die 

ausschließlich mit IFN-β behandelten Proben wurden zusammen mit dem 24 h Wert 

geerntet. Für jeden Ansatz wurden 40 Zellen ausgezählt und der Mittelwert der            

Foci-Anzahl graphisch dargestellt. In der Zelllinie D05 konnten in der Kontrolle bzw. der 

IFN-β behandelten Probe im Durchschnitt zwischen 2 und 3 Foci pro Zelle gezählt werden 

(Abb. 3-33). Dieser Wert erhöhte sich 24 h nach TMZ-Behandlung auf 38 Foci pro Zelle. 

Er wurde auch durch die zusätzlich Inkubation mit IFN-β nicht signifikant verändert. 48 h 

und 72 h nach TMZ-Behandlung konnte kein weiterer Anstieg der Foci-Anzahl beobachtet 

werden. Auch die Kombination mit IFN-β ließ die Foci-Anzahl nicht ansteigen. 

Zusammenfassend konnte durch diese Methode kein höherer Wert an DSBs durch eine 

Vorbehandlung mit IFN-β nachgewiesen werden.  
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Abb. 3-33: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen nach 
Temozolomid-Behandlung 
D05-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde das Medium gewechselt, die 
Zellen mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend mit 50 µM TMZ behandelt. 24 h, 48 h und 72 h nach 
TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und für die Immunfluoreszenz aufbereitet. In jedem der drei 
unabhängigen Versuche wurden für jeden Ansatz 40 Zellen ausgezählt und der Mittelwert graphisch 
dargestellt.   
 

3.2.5.3 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Apoptose auslösenden 

Signalkaskaden 

Um nach DNA-Schädigung Apoptose auszulösen, stehen der Zelle zwei Signalwege zur 

Verfügung. Der mitochondrial vermittelte (intrinsische) Apoptoseweg und der Rezeptor-

vermittelte (extrinsische) Weg. Da, wie unter 3.2.5.1 und 3.2.5.2 gezeigt wurde, IFN-β 

keinen Einfluss auf die Reparatur der durch TMZ hervorgerufenen Läsionen hatte und 

auch die Anzahl der entstehenden DSB durch IFN-β nicht erhöht wurde, könnte der 

sensibilisierende Effekt durch eine Verstärkung der apoptotischen Signale hervorgerufen 

werden. Daher wurde im Folgenden der Einfluss von IFN-β auf das Expressionsniveau 

einiger relevanter Proteine der beiden Apoptose-Signalkaskaden untersucht. 

 

3.2.5.3.1 Interferon- ββββ hat in der Zelllinie D14, nicht aber in der Zellli nie D05, 

einen Einfluss auf den intrinsischen Apoptoseweg 

Wie unter 1.7.1 beschrieben, stehen die Mitochondrien im Mittelpunkt des intrinsischen 

Apoptoseweges. Nach einem apoptotischen Stimulus kommt es durch Oligomerisierung 

der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak zur Bildung von Poren in der 

Mitochondrienmembran und dadurch zur Freisetzung von Cytochrom C. Die Bildung der 
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Poren kann durch anti-apoptotische Proteine, wie das hier untersuchte Bcl2, verhindert 

werden. Das pro-apoptotische Protein Puma beeinflusst negativ die Funktion der anti-

apoptotischen Proteine der Bcl2-Familie und begünstigt dadurch die Bax und Bak 

vermittelte Porenbildung in den Mitochondrien. Daher wurde der Einfluss von IFN-β auf 

die Expression dieser Proteine untersucht. Hierfür wurden die Zellen für 24 h mit 

300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel und eine Inkubation mit 

10 µM O6BG. Um einen apoptotischen Stimulus zu erhalten, wurden die Zellen mit 50 µM 

TMZ behandelt und 24, 48, 72, 96, 120 und 144 h nach TMZ-Gabe geerntet. Die 

unbehandelten Kontrolle sowie die ausschließlich mit IFN-β behandelten Proben wurden 

zum Zeitpunkt 0 h geerntet. Nach der Herstellung von Cytoplasmaextrakten wurden durch 

Western-Blot-Analysen die Expression der Proteine Puma, Bak, Bax und Bcl2 

nachgewiesen. Abb. 3-34 zeigt, dass die Expression des pro-apoptotische Proteins Puma 

sowohl in der Zelllinie D05 als auch in der Zelllinie D14 zu späten Zeitpunkten nach 

TMZ-Behandlung abnimmt. Dies ist dadurch zu erklären, dass zu diesen späten 

Zeitpunkten bereits sehr viele Zellen apoptotisch sind und dadurch die Proteine nicht mehr 

nachgewiesen werden konnten. Die Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax nimmt 

in der Zelllinie D05 nach TMZ-Behandlung zu. Jedoch wird die Zunahme durch eine 

Inkubation mit IFN-β nicht beeinflusst. In der Zelllinie D14 bleibt die Expression des pro-

apoptotischen Proteins Bax nach einer Behandlung der Zellen mit TMZ konstant. Durch 

eine zusätzliche Vorbehandlung mit IFN-β kann Bax im Cytoplasma kaum noch 

nachgewiesen werden. Die Expression des pro-apoptotischen Proteins Bak bleibt in beiden 

Zelllinien nach einer TMZ-Behandlung auf einem konstanten Niveau und wird auch durch 

eine zusätzliche Inkubation mit IFN-β nicht verändert.  

Zusammenfassend hatte eine zusätzlich zu TMZ erfolgte Behandlung der Zellen mit IFN-β 

nur in der Zelllinie D14 einen Effekt auf das Expressionsniveau des pro-apoptotischen 

Proteins Bax. Das Expressionsniveau aller weiteren untersuchten Proteine wurde in keiner 

der beiden Zelllinien durch eine Vorbehandlung mit IFN-β verändert. 
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Abb. 3-34: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Expression der pro-apoptotischen Proteine Puma, Bak und 
Bax und das anti-apoptotische Protein Bcl2 nach Temozolomid-Behandlung 
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte 
eine Inkubation mit 10 µM O6BG und eine Behandlung mit 50 µM TMZ. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und Cytoplasmaextrakte hergestellt. Für die Western-Blot-Analysen 
wurden je 30 µg Protein eingesetzt und mit spezifischen Antikörpern gegen Puma, Bak, Bax oder Bcl2  
inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.  
 

3.2.5.3.2 Interferon- ββββ führt zu einer verstärkten Expression der Pro-Casp ase-

8, beeinflusst jedoch nicht die Expression des Fas- Rezeptors 

Wie unter 1.7.2 beschrieben, wird bei einer Aktivierung des extrinsischen Apoptoseweges 

das Fas-Rezeptor-Protein in den Zellen p53-abhängig heraufreguliert. Nach Aktivierung 

des Fas-Rezeptors wird die Fas-assoziierte-Todesdomäne (FADD) rekrutiert, um daraufhin 

die Pro-Caspase-8 zu rekrutieren und zu aktivieren. Diese aktive Initiatorcaspase spaltet 

direkt die Effectorcaspasen-3 und -7, welche Apoptose auslösen. Die Caspase-8 übernimmt 

somit eine Schlüsselrolle im extrinsischen Apoptoseweg. Um den Einfluss von IFN-β auf 

das Expressionsniveau der Pro-Caspase-8 zu untersuchen, wurden D05 und D14 Zellen für 

24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde in allen Ansätzen das Medium 

gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeiten nach IFN-β Gabe geerntet. Als 

Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. Nach der Herstellung von Cytoplasmaextrakten 

wurde eine Western-Blot-Analyse mit einem spezifischen Antikörper gegen Pro-Caspase-8 

durchgeführt. Abb. 3-35 A zeigt, dass das Pro-Caspase-8 Proteinniveau in beiden 

Zelllinien in den unbehandelten Kontrollen kaum nachweisbar war. Erst durch 24-stündige 

IFN-β Inkubation stieg das Pro-Caspase-8 Proteinniveau in der p53-Wildtyp Zelllinie D05 

stark an und blieb bis 72 h nach IFN-β Gabe auf einem konstant hohen Niveau. In der  

p53-mutierten Zelllinie D14 war dieser IFN-β bedingte Anstieg des Pro-Caspase-8 

Niveaus ebenfalls vorhanden, jedoch deutlich geringer. Auch die Expression des Fas-

Rezeptors nach IFN-β Gabe wurde untersucht. Hierzu wurden die Zellen ebenfalls für 24 h 

mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel wurden die Zellen zu den 
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entsprechenden Zeiten nach IFN-β Gabe geerntet und Membranextrakte hergestellt. Durch 

eine Western-Blot-Analyse mit einem Antikörper gegen den Fas-Rezeptor konnte dessen 

Expression nachgewiesen werden. Weder in der Zelllinie D05 noch in der Zelllinie D14 

führte eine Inkubation mit IFN-β zu einer Hochregulation des Fas-Rezeptors auf 

Proteinebene (Abb. 3-35 B).  

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine 24-stündige IFN-β Behandlung in der        

p53-Wildtyp Zelllinie D05 zu einer verstärkten Expression der Pro-Caspase-8 führte, 

welche in der p53-mutierten Zelllinie zwar ebenfalls zu beobachten war, jedoch in einem 

deutlich schwächeren Ausmaß. Die Expression des Fas-Rezeptor Proteins auf der 

Zelloberfläche wurde in keiner der beiden Zelllinien durch IFN-β beeinflusst.   
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Abb. 3-35: Einfluss von Interferon-ββββ auf die Expression der für den extrinsischen Apoptoseweg 
essenziellen Proteine Pro-Caspase-8 und Fas-Rezeptor   
D05- und D14-Zellen wurden für 24 h mit IFN-β behandelt. Danach wurde in allen Ansätzen das Medium 
gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten nach IFN-β Gabe geerntet. (A) Für die 
Western-Blot-Analyse wurden Cytoplasmaextrakte hergestellt und je 30 µg Protein eingesetzt. Die 
Membran wurde mit einem spezifischen Antikörper gegen Pro-Caspase-8 inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. (B) Für die Western-Blot-Analyse wurden Membranextrakte hergestellt und je 30 µg Protein 
eingesetzt. Die Membran wurde mit einem spezifischen Antikörper gegen den Fas-Rezeptor inkubiert. 
ERK2 diente als Ladekontrolle. 
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3.2.6 Verifizierung der Ergebnisse durch eine weite re p53-Wildtyp 

Melanomzelllinie (A375) und eine weitere p53-mutier te Melanomzelllinie 

(RPMI 7951) 

IFN-β hat nach den bisher erlangten Erkenntnissen in p53-Wildtyp Melanomzellen einen 

stärkeren sensibilisierenden Einfluss auf eine TMZ-Behandlung als in p53-mutierten 

Melanomzellen. Der sensibilisierende Effekt von IFN-β wurde mit einer verstärkten 

Expression der für den extrinsischen Apoptoseweg essentiellen Pro-Caspase-8 in 

Verbindung gebracht. Um auszuschließen, dass es sich hierbei um einen für die beiden 

Melanomzelllinien D05 und D14 einzigartigen Effekt handelt, wurde eine weitere         

p53-Wildtyp (A375) und eine weitere mutierte Melanomzelllinie (RPMI 7951) hinsichtlich 

des Einflusses von IFN-β auf die TMZ-Sensitivität und die Expression der Pro-Caspase-8 

untersucht. Um den sensibilisierenden Effekt von IFN-β auf TMZ zu untersuchen, wurden 

die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Die entsprechenden Kontrollen 

wurden nicht behandelt. Nach einem Medienwechsel wurden die Zellen mit 10 µM O6BG 

inkubiert und anschließend mit 50 µM TMZ behandelt. 144 h nach TMZ-Gabe wurden die 

Proben geerntet und mittels Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer die 

Zytotoxizität ermittelt. Abb. 3-36 A zeigt die Zelltodraten nach den verschiedenen 

Behandlungen. Die p53-Wildtyp Zelllinie A375 zeigte in Anwesenheit von MGMT eine 

geringe Toxizität gegenüber TMZ, welche auch durch IFN-β nicht gesteigert werden 

konnte. Ist jedoch MGMT durch den Inhibitor O6BG depletiert, zeigte die alleinige TMZ-

Behandlung eine leicht erhöhte Toxizität mit einer Apoptoserate von 6 %, womit diese 

Zelllinie vergleichsweise resistent auf TMZ reagierte. Durch die 24-stündige 

Vorinkubation mit IFN-β konnte die Apoptoserate unter MGMT depletierten Bedingungen 

auf 22 % gesteigert werden. In der p53-mutierten Zelllinie RPMI 7951 hatte eine 

Vorbehandlung mit IFN-β weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit von MGMT einen 

Einfluss auf die Apoptoserate nach TMZ-Behandlung.    
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Abb. 3-36 A: Zytotoxizität der Kombinationsbehandlung aus Temozolomid und Interferon -ββββ in den 
Zelllinien A375 und RPMI 7951 
A375- und RPMI 7951-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem 
Medienwechsel erfolgte die Inkubation mit 10 µM O6BG und anschließend die Behandlung mit 50 µM 
TMZ. Die Zytotoxizität wurde mittels Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer gemessen. 
In beiden Diagrammen wurde die Zelltodrate als relativer Anteil der unbehandelten bzw. nur mit IFN-β 
behandelten Proben graphisch dargestellt, welche sich aus dem Mittelwert von drei unabhängigen 
Versuchen zusammensetzt. 
 

Um den Einfluss von IFN-β auf die Expression der Pro-Caspase-8 in diesen Zelllinien zu 

untersuchen, wurden die Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach wurde in 

allen Ansätzen das Medium gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeiten nach 

IFN-β Gabe geerntet. Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. Nach der Herstellung 

von Gesamtzellextrakten wurde eine Western-Blot-Analyse mit einem spezifischen 

Antikörper gegen Pro-Caspase-8 durchgeführt. Die Abb. 3-36 B zeigt, dass das             

Pro-Caspase-8 Proteinniveau in der p53-Wildtyp Zelllinie A375 in der unbehandelten 

Kontrolle kaum nachweisbar war, vergleichbar zu der Zelllinie D05 (vgl. Abb. 35 A). 

Durch die 24-stündige Inkubation mit IFN-β konnte auch in dieser p53-Wildtyp Zelllinie 

das Pro-Caspase-8 Proteinniveau nach Behandlung deutlich erhöht werden. Diese 

Erhöhung blieb bis 72 h nach IFN-β Behandlung auf einem konstant hohem Niveau. In der 

p53-mutierten Zelllinie RPMI 7951 war die Expression der Pro-Caspase-8 bereits in der 

Kontrolle verhältnismäßig hoch und konnte durch IFN-β nicht gesteigert werden.  

Zusammenfassend konnte in der p53-Wildtyp Zelllinie A375 unter MGMT depletierten 

Bedingungen eine deutliche Sensibilisierung durch IFN-β gegenüber TMZ sowie eine 
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Hochregulation der Pro-Caspase-8 nachgewiesen werden. In der p53-mutierten Zelllinie 

RPMI 7951 war dies nicht zu beobachten.  
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Abb. 3-36 B: Beeinflussung des Pro-Caspase-8 Niveaus durch Interferon-ββββ in den Zelllinien A375 und 
RPMI 7951 
A375- und RPMI 7951-Zellen wurden für 24 h mit IFN-β behandelt. Danach wurde in allen Ansätzen das 
Medium gewechselt und die Zellen zu den entsprechenden Zeitpunkten nach IFN-β Gabe geerntet. Für die 
Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakten hergestellt und je 30 µg Protein eingesetzt. Die 
Membran wurde mit einem spezifischen Antikörper gegen Pro-Caspase-8 inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. 
 

3.2.7 Untersuchungen zur Reaktivierung der Fas-Reze ptor vermittelten 

Apoptose in malignen Melanomzelllinien durch eine I nterferon- ββββ induzierte 

verstärkte Expression der Pro-Caspase-8  

Nach TMZ-Behandlung wird in p53-Wildtyp Gliomzellen und humanen Lymphozyten 

über den Fas-Rezeptor vermittelten Signalweg Apoptose ausgelöst, weshalb p53-Wildtyp 

Zellen deutlich sensitiver auf eine Behandlung mit TMZ reagieren als p53-mutierte Zellen 

(Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a). Nach den bisherigen Untersuchungen trifft dies für 

Melanomzellen nicht zu. Nach TMZ-Behandlung scheint in Melanomzellen Apoptose über 

den mitochondrialen Weg vermittelt zu werden (siehe 3.2.1.2), weshalb p53-Wildtyp 

Zellen im Vergleich zu p53-mutierten Zellen nicht sensitiver auf die Behandlung mit TMZ 

reagieren. Hinzu kommt, dass in drei der vier untersuchten Melanomzelllinien (D05, D14 

und A375) die Pro-Caspase-8, welche essentiell für den extrinsischen Apoptoseweg ist, 

nahezu nicht nachweisbar war. Erst eine Vorbehandlung mit IFN-β bewirkte eine 

Sensibilisierung der p53-Wildtyp Zellen gegenüber TMZ-Behandlung, was in               

p53-mutierten Zellen gar nicht oder in geringerem Ausmaß zu beobachten war. Die 

Sensibilisierung ging mit einer IFN-β vermittelten Hochregulation der Pro-Caspase-8 

einher. Im Folgenden wurde untersucht, ob durch die IFN-β vermittelte Hochregulation der 

Pro-Caspase-8 in den p53-Wildtyp Zellen die Aktivierung des Fas-Rezeptor- sowie des 

TRAIL-Rezeptor- vermittelten Apoptoseweges nach TMZ-Behandlung ermöglicht wird.  
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3.2.7.1 Einfluss von Interferon- ββββ auf die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor 

vermittelten Apoptose  

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Melanomzelllinien D05 und D14 nicht oder 

nur eingeschränkt in der Lage sind, den Fas-Rezeptor vermittelten Apoptoseweg zu nutzen. 

Weiterhin wurde mit Hilfe eines Fas-aktivierenden Antikörpers untersucht, ob eine 

Vorbehandlung mit IFN-β die Aktivierbarkeit des Fas-Rezeptor vermittelten 

Apoptoseweges beeinflusst. Für diese Versuchsreihe war es essentiell, dass sich zum 

Zeitpunkt der Gabe des Fas-aktivierenden Antikörpers der Fas-Rezeptor auf der 

Oberfläche der Zellen befindet. Wie u. a. für Gliomzellen beschrieben, führt eine 

Behandlung mit TMZ in p53-Wildtyp Zellen zu einer Hochregulation des Fas-Rezeptors 

und zu dessen Anreicherung an der Zelloberfläche (Muller et al. 1998). Um zu 

untersuchen, ob auch in Melanomzellen eine TMZ-Behandlung zur p53 abhängigen 

Hochregulation des Fas-Rezeptors führt, wurden D05 und D14 Zellen mit 10 µM O6BG 

inkubiert und anschließend mit 50 µM TMZ behandelt. 72 h nach TMZ-Gabe wurden die 

Zellen geerntet und Membranextrakte hergestellt. Durch Western-Blot-Analyse mit einem 

spezifischen Antikörper gegen den Fas-Rezeptor konnte seine Expression nachgewiesen 

werden. Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. Die Western-Blot-Analyse in 

Abb. 3-37 A zeigte, dass ohne TMZ-Behandlung der Fas-Rezeptor in der Membran nur 

sehr schwach exprimiert wurde. 72 h nach TMZ-Gabe konnte dagegen eine stark erhöhte 

Expression des Fas-Rezeptors in der Membran der p53-Wildtyp Zelllinie D05 

nachgewiesen werden. In der p53-mutierten Zelllinie D14 war dies nicht zu beobachten. 

Aufgrund dieser Untersuchung wurde für die Zugabe des Fas-aktivierenden Antikörpers 

der Zeitpunkt 72 h nach TMZ-Behandlung gewählt. Zu diesem Zeitpunkt exprimierten die 

p53-Wildtyp Zellen D05 bereits sehr stark den Fas-Rezeptor auf ihrer Oberfläche, die 

Apoptoserate war jedoch noch gering (vgl. 3.2.2.4), so dass sie durch den Fas-

aktivierenden Antikörper gesteigert werden konnte. Der verwendete Antikörper bindet und 

aktiviert den Fas-Rezeptor und aktiviert dadurch die Rezeptor-vermittelte 

Apoptosekaskade. D05 und D14 Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 

Danach wurde das Medium gewechselt, die Zellen mit 10 µM O6BG inkubiert und 

anschließend mit 50 µM TMZ behandelt. 72 h nach TMZ-Behandlung wurden die Zellen 

für 24 h mit 25 ng/ml eines Fas-aktivierenden Antikörpers inkubiert oder nicht. Alle 

Ansätze wurden zusätzlich mit 25 ng/ml Protein A behandelt. Nach 24-stündiger 

Antikörper-Inkubation wurden die Zellen geerntet und für die Bestimmung der Apoptose-

/Nekrosefrequenz am Durchflusszytometer mit Annexin V/Propidiumjodid gefärbt. In 
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Abb. 3-37 B ist die relative Apoptoserate im Vergleich zur alleinigen TMZ-Behandlung 

dargestellt. Alle Werte wurden vorher hinsichtlich der unbehandelten Kontrolle korrigiert. 

In der Zelllinie D05 bewirkte die alleinige Behandlung der Zellen mit dem Fas-

aktivierenden Antikörper (Säule 1) oder mit IFN-β (Säule 2) keine Steigerung der relativen 

Apoptoserate. IFN-β kombiniert mit dem Fas-aktivierenden Antikörper (Säule 3) führte zu 

einer Steigerung der Apoptoserate um das 7-fache, vergleichbar der 

Kombinationsbehandlung von TMZ, O6BG und IFN-β (Säule 6). Für die in diesem 

Abschnitt relevante Fragestellung ist der Vergleich der beiden folgenden Behandlungen 

entscheidend. Wurden die Zellen nur mit TMZ, O6BG und dem Fas-aktivierenden 

Antikörper behandelt (Säule 5), stieg die relative Apoptoserate um das 8-fache. Eine 

zusätzliche Vorbehandlung mit IFN-β (Säule 7) ließ unter diesen Bedingungen die relative 

Apoptoserate um das 17-fache ansteigen. In der Zelllinie D14 zeigte der Vergleich 

zwischen TMZ + O6BG kombiniert mit dem Fas-aktivierenden Antikörper (Säule 5) und 

einer zusätzlichen Vorbehandlung mit IFN-β (Säule 7) zwar auch eine Erhöhung der 

relativen Apoptoserate, jedoch nur von einer Verdopplung auf das 6-fache. Somit war 

dieser Anstieg deutlich geringer als in der Zelllinie D05.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der p53-Wildtyp Zelllinie 

D05 mit TMZ, O6BG und dem Fas-aktivierenden Antikörper nur zu einem geringen 

Anstieg der Apoptoserate führte. Erst durch eine zusätzliche Vorbehandlung mit IFN-β 

konnte in der p53-Wildtyp Zelllinie D05 deutlich die Fas-Rezeptor vermittelten 

Apoptoserate gesteigert werden. Dies war in der p53-mutierten Zelllinie D14 nicht der 

Fall. Demnach scheint sowohl die TMZ vermittelte und p53 abhängige Hochregulation des 

Fas-Rezeptors als auch die IFN-β Vorbehandlung notwendig zu sein, um in der Zelllinie 

D05 die Fas-Rezeptor abhängige Apoptosekaskade zu aktivieren.  
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Abb. 3-37: Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose durch Interferon-ββββ in den Zelllinien 
D05 und D14 
(A) D05- und D14-Zellen wurden mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend für 72 h mit 50 µM TMZ 
behandelt. Anschließend wurden Membranextrakte hergestellt und je 30 µg Protein für die Western-Blot-
Analyse mit einem Antikörper gegen den Fas-Rezeptor verwendet. Als Referenz dienten unbehandelte 
Kontrollen. ERK2 diente als Ladekontrolle. (B) Die Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. 
Nach einem Medienwechsel wurden die Zellen mit 10 µM O6BG inkubiert und mit 50 µM TMZ behandelt. 72 h 
nach TMZ-Gabe wurden die Zellen, wenn angegeben, für 24 h mit 25 ng/ml eines Fas-aktivierenden 
Antikörpers behandelt. Zusätzlich wurden alle Ansätze mit 25 ng/ml Protein A behandelt. Die Bestimmung der 
Apoptosefrequenz durch Annexin V/Propidiumjodid Doppelfärbung erfolgte am Durchflusszytometer. In den 
Graphen ist die relative Apoptose im Vergleich zu alleiniger TMZ-Behandlung dargestellt. Zusätzlich wurden 
alle Werte hinsichtlich der Apoptose in der unbehandelten Kontrolle korrigiert. Die Ziffern 1-7 stellen 
verschiedene Behandlungsschemata dar. 1: Fas-aktivierender Antikörper, 2: IFN-β, 3: IFN-β + Fas aktivierender 
Antikörper, 4: TMZ + O6BG, 5: TMZ + O6BG + Fas aktivierender Antikörper, 6: TMZ + O6BG + IFN-β, 7: 
TMZ + O6BG + IFN-β + Fas aktivierender Antikörper. Die Daten stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen 
Versuchen dar. 
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3.2.7.2 Stabile Transfektion der Zelllinien D05 und  A375 mit DN-FADD und 

deren Auswirkungen auf die Interferon- ββββ vermittelte Sensibilisierung 

gegenüber Temozolomid 

In der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose spielt FADD eine entscheidende Rolle bei der 

Rekrutierung und Aktivierung von Pro-Caspase-8. DN-FADD ist durch eine Mutation im 

FADD-Protein nicht in der Lage, die Pro-Caspase-8 zu rekrutieren. Eine stabile 

Transfektion der Zellen mit DN-FADD hat zur Folge, dass dieses nicht funktionsfähige 

Protein im Vergleich zum endogen exprimierten Protein in den Zellen überexprimiert wird, 

was den Fas-Rezeptorweg beeinträchtigt. Um den Einfluss einer Beeinträchtigung des Fas-

Rezeptorweges auf die IFN-β vermittelte Sensibilisierung gegenüber TMZ zu untersuchen, 

wurden die Zelllinien D05 und A375 stabil mit DN-FADD transfiziert. Zur Kontrolle der 

Transfektion, anhand einer Überexpression an FADD, wurde eine Western-Blot-Analyse 

mit einem Antikörper gegen FADD durchgeführt. Hierfür wurden sowohl von den 

transfizierten als auch den untransfizierten Zellen Gesamtzellextrakte hergestellt.         

Abb. 3-38 A zeigt eine deutliche Überexpression an FADD in den Klonen D05 DN-

FADD1, D05 DN-FADD2, A375 DN-FADD 15 und A375 DN-FADD 16, hervorgerufen 

durch die stabile Transfektion mit DN-FADD. Das endogen exprimierte FADD ist in den 

untransfizierten Kontrollen, bei den hier gewählten Belichtungszeiten, aufgrund der 

starken Überexpression an DN-FADD nicht nachzuweisen.  

Da, wie unter 3.2.7.1 beschrieben, IFN-β die Fas-Rezeptor vermittelte Apoptose steigert, 

wurden die Experimente mit einem Fas-aktivierenden Antikörper für die beiden stabil mit 

DN-FADD transfizierten Zelllinien D05 und A375 durchgeführt und mit den 

untransfizierten Kontrollen verglichen. Hierfür wurden D05, D05 DN-FADD1, D05 DN-

FADD2, A375, A375 DN-FADD 15 und A375 DN-FADD 16 Zellen wie bereits unter 

3.2.7.1 beschrieben behandelt. In Abb. 3-38 B + C ist die Apoptoserate nach den 

jeweiligen Behandlungen, dargestellt. Abb. 3-38 B zeigt die Ergebnisse für die Zelllinie 

D05. In den unbehandelten Kontrollen der Zelllinie D05 sowie der DN-FADD 

transfizierten Klone lag die Apoptoserate bei 2 – 3 % (Säulen 1). Eine Behandlung der 

Zellen ausschließlich mit dem Fas-aktivierenden Antikörper führte nicht zu einer Erhöhung 

der Apoptoserate (Säulen 2). Eine alleinige Inkubation mit IFN-β (Säulen 3) führte in den 

untransfizierten Zellen zu einem Anstieg der Apoptoserate auf 7 % und wirkte in beiden 

DN-FADD transfizierten Klonen nicht toxisch. Die Toxizität der IFN-β Behandlung wurde 

in den nicht transfizierten Zellen durch eine zusätzliche Inkubation mit dem                   

Fas-aktivierenden Antikörper (Säulen 4) auf 10 % gesteigert, nicht jedoch in den Klonen 
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DN-FADD1 und DN-FADD2. Die Behandlung der Zellen ausschließlich mit TMZ und 

O6BG (Säulen 5) führte sowohl für untransfizierte Zellen als auch transfizierte Zellen zu 

einer Apoptoserate von 5 – 7 %. Eine Behandlung der Zellen mit TMZ, O6BG und IFN-β 

(Säulen 7) rief in den nicht transfizierten Zellen und dem Klon DN-FADD 2 eine 

Apoptoserate von 17 % hervor, in dem Klon DN-FADD 1 nur von 12 %. Die zwei 

ausschlaggebenden Behandlungsansätze waren Behandlung der Zellen mit TMZ, O6BG 

und dem Fas-aktivierenden Antikörper (Säulen 6) und, im Vergleich dazu, Behandlung der 

Zellen mit TMZ, O6BG, dem Fas-aktivierenden Antikörper und zusätzlich IFN-β 

(Säulen 8). Wurde der Fas-Rezeptorweg nach Behandlung der Zellen mit TMZ und O6BG 

durch den Fas-aktivierenden Antikörper (Säulen 6) aktiviert, so zeigten die nicht 

transfizierten Zellen einen Anstieg der Apoptoserate auf 7 %. Die Transfektion mit DN-

FADD hatte hier keinen Einfluss auf die Apoptoserate im Vergleich zur untransfizierten 

Kontrolle. Durch eine zusätzliche Inkubation mit IFN-β (Säulen 8) konnte in den 

untransfizierten Zellen die Apoptoserate auf 30 % gesteigert werden. Diese IFN-β bedingte 

Steigerung der Apoptoserate war in den DN-FADD transfizierten Klonen deutlich 

schwächer. Hier stieg die Apoptoserate in beiden Klonen nur auf 16 – 19 % an.  

In der Zelllinie A375 wurden vergleichbare Ergebnisse beobachtet (Abb. 3-38 C). Hier lag 

die Basale-Apoptoserate für die unbehandelten Kontrollen bei 2 % (Säulen 1). Weder eine 

Behandlung der Zellen mit dem Fas-aktivierenden Antikörper (Säulen 2) noch mit IFN-β 

(Säulen 3) steigerte die Apoptoserate. Untransfizierte A375 Zellen und die DN-FADD 

transfizierten Klone 15 und 16 verhielten sich gleich. Durch eine Kombination aus IFN-β 

und dem Fas-aktivierenden Antikörper (Säulen 4) stieg die Apoptoserate sowohl für die 

untransfizierten als auch für die DN-FADD transfizierten Zellen auf 6 %. Nach einer 

Behandlung mit TMZ und O6BG (Säulen 5) stieg die Apoptoserate auf 15 % an. Eine 

Transfektion mit DN-FADD hatte unter diesen Bedingungen keine Auswirkungen auf die 

Apoptoserate. Durch eine zusätzliche Behandlung mit IFN-β (Säulen 7) stieg die 

Apoptoserate in den untransfizierten Zellen auf 21 % während sie für die transfizierten 

Klone DN-FADD 15 und DN-FADD 16 bei 17 % blieb. Ein Vergleich der beiden 

entscheidenden Behandlungsansätze (Säulen 6) und (Säulen 8) zeigte, dass IFN-β nur in 

den untransfizierten A375 Zellen die Apoptoserate deutlich steigern konnte, nicht aber in 

den DN-FADD transfizierten Klonen. Eine Behandlung der Zellen mit TMZ, O6BG und 

dem Fas-aktivierenden Antikörper (Säulen 6) führte in untransfizierten Zellen zu einer 

Apoptoserate von 25 %. Die Transfektion mit DN-FADD hatte unter diesen Bedingungen 

nur einen geringen Effekt. Eine zusätzliche Vorinkubation mit IFN-β (Säulen 8) rief in den 
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untransfizierten Zellen eine deutliche Steigerung der Apoptoserate auf 35 % hervor. Diese 

Erhöhung war in den DN-FADD transfizierten Klonen nicht zu beobachten. Hier blieb die 

Apoptoserate bei 20 %.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Zelllinien D05 und A375 den          

Fas-Rezeptor vermittelten Apoptoseweg nach TMZ-Behandlung nicht oder nur 

eingeschränkt nutzen, weshalb ohne IFN-β eine Transfektion mit DN-FADD keinen oder 

nur einen geringen Einfluss auf die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vermittelte Apoptose 

hatte. Durch eine 24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β wurde in den untransfizierten 

Zellen die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose deutlich gesteigert. 

Wurde der Fas-Rezeptor Signalweg durch eine stabile Transfektion mit DN-FADD 

unterbrochen, so hatte eine Vorinkubation mit IFN-β keinen Einfluss auf die Sensitivität 

der Zellen gegenüber TMZ.  
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Abb. 3-38: Einfluss der stabilen Transfektion mit DN-FADD auf die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor 
vermittelten Apoptose mit und ohne IFN-ββββ Vorbehandlung in den Zelllinien D05 und A375 
(A) Zur Kontrolle der Transfektion mit DN-FADD wurden sowohl von untransfizierten (D05 bzw. A375 
Kontrolle) als auch von DN-FADD transfizierten Klonen (D05 DN-FADD 1, D05 DN-FADD 2, A375 DN-
FADD 15 und A375 DN-FADD 16) Gesamtzellextrakte hergestellt. Für die Western-Blot-Analyse wurden 
je 30 µg Protein verwendet und die Membran mit einem Antikörper gegen DN-FADD inkubiert. ERK2 
diente als Ladekontrolle. (B und C) Untransfizierte D05-Zellen und transfizierte DN-FADD 1 und DN-
FADD 2 Klone sowie untransfizierte A375-Zellen und DN-FADD 15 und DN-FADD 16 Klone wurden für 
24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach einem Medienwechsel wurden die Zellen mit 10 µM O6BG 
inkubiert und mit 50 µM TMZ behandelt. 72 h nach TMZ-Gabe wurden die Zellen, wenn angegeben, für 
24 h mit 25 ng/ml eines Fas-aktivierenden Antikörpers behandelt. Zusätzlich wurden alle Ansätze mit 
25 ng/ml ProteinA behandelt. Danach erfolgte die Bestimmung der Apoptosefrequenz durch Annexin 
V/Propidiumjodid Doppelfärbung am Durchflusszytometer. Die Ziffern 1-7 stellen verschiedene 
Behandlungsschemata dar. 1: unbehandelt, 2: Fas-aktivierender Antikörper, 3: IFN-β, 4: IFN-β + Fas 
aktivierender Antikörper, 5: TMZ + O6BG, 6: TMZ + O6BG + Fas aktivierender Antikörper, 7: TMZ + 
O6BG + IFN-β, 8: TMZ + O6BG + IFN-β + Fas aktivierender Antikörper. Die Daten stellen den Mittelwert 
aus drei unabhängigen Versuchen dar.   
 

Um durch ein weiteres unabhängiges Experiment den Einfluss der Transfektion mit DN-

FADD auf die IFN-β vermittelte Sensibilisierung gegenüber TMZ zu untersuchen, wurde 

die Zelllinie D05 sowie der Klon D05 DN-FADD 1 verwendet. D05 DN-FADD 1 als auch 

untransfizierte D05 Zellen wurden mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend mit 

50 µM TMZ behandelt. Ein Ansatz wurde zusätzlich vor der TMZ-Gabe für 24 h mit 

300 I.E./ml IFN-β inkubiert. Anschließend wurde das Medium gewechselt. Nach 96, 

120 und 144 h wurde die Apoptoserate durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am 

Durchflusszytometer ermittelt. Die Werte wurden hinsichtlich der unbehandelten bzw. 

ausschließlich mit IFN-β behandelten Proben korrigiert. Die Abb. 3-39 zeigt, dass nach 

einer Behandlung ausschließlich mit TMZ und O6BG kein Unterschied in der Apoptoserate 

zwischen untransfizierten und DN-FADD transfizierten Zellen vorliegt. Die Apoptoserate 

stieg in beiden Versuchsansätzen mit der Zeit von 4 % auf 10 % an. Wurden die Zellen mit 
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IFN-β vorbehandelt, so kam es zu einem deutlichen Anstieg der Apoptoserate. Sie stieg in 

den untransfizierten Zellen von 23 % über 27 % auf 33 % bei 144 h an. Der Klon D05 DN-

FADD1 zeigte eine deutliche Reduktion der Apoptoserate in den mit IFN-β 

vorbehandelten Zellen. Hier stieg die Apoptoserate nur von 14 % bei 96 h auf 26 % bei 

144 h an.  

Zusammenfassend konnte durch ein weiteres unabhängiges Experiment gezeigt werden, 

dass D05 Zellen ohne IFN-β nicht in der Lage sind, den Fas-Rezeptor vermittelten 

Apoptoseweg zu nutzen. Durch eine 24 h Vorinkubation mit IFN-β erlangen sie diese 

Fähigkeit zurück.  
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Abb. 3-39: Einfluss der stabilen Transfektion mit DN-FADD auf die IFN-ββββ vermittelte 
Sensibilisierung gegenüber TMZ in der Zelllinie D05 
Untransfizierte D05 Zellen und DN-FADD 1 Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Nach 
einem Medienwechsel erfolgte eine Inkubation mit 10 µM O6BG und eine Behandlung mit 50 µM TMZ. 
96 h, 120 h und 144 h nach TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und die Zytotoxizität durch Bestimmung 
der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer ermittelt. Alle Werte wurden relativ zur alleinigen TMZ-
Behandlung dargestellt und hinsichtlich der Toxizität in der unbehandelten Kontrolle korrigiert. Alle Werte 
zeigen den Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen. 
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3.2.7.3 Auswirkungen der Interferon- ββββ induzierten verstärkten Expression 

der Pro-Caspase-8 auf die TRAIL vermittelte Apoptos e 

Die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose kann nicht nur über den Fas-Rezeptor ausgelöst 

werden, sondern auch über die Familie der TRAIL-Rezeptoren. Der Ligand, welcher 

hierbei zum Auslösen der Apoptose nötig ist, heißt TRAIL. Eine Aktivierung des TRAIL-

Rezeptors führt, wie beim Fas-Rezeptor, über Rekrutierung und Aktivierung der Pro-

Caspase-8 zur Auslösung von Apoptose. In diesem Abschnitt soll untersucht werden, ob 

die Melanomzelllinien durch ihr niedriges Niveau an Pro-Caspase-8 resistent gegenüber 

TRAIL-vermittelter Apoptose sind und ob diese Resistenz durch eine IFN-β bedingte 

Hochregulation der Pro-Caspase-8 überwunden werden kann. Hierzu wurden D05, D14 

und A375 Zellen für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β inkubiert und anschließend das Medium 

gewechselt. Weitere 24 h später wurden die entsprechenden Ansätze für 6 h mit 25 ng/ml 

TRAIL inkubiert und anschließend die Apoptose-/Nekrosefrequenz durch 

Annexin V/Propidiumjodid Doppelfärbung am Durchflusszytometer bestimmt. Als 

Referenz dienten unbehandelte Kontrollen sowie ausschließlich mit IFN-β oder TRAIL 

behandelte Proben. Die drei untersuchten Zelllinien zeigten durch alleinige TRAIL-

Behandlung eine Apoptoserate von 20 % in der Zelllinie D05, 9 % in der Zelllinie D14 und 

2 % in der Zelllinie A375 (Abb. 3-40). Jedoch führte eine Vorbehandlung mit IFN-β nur in 

den Zelllinie D05 und A375 zu einem synergistischen Effekt auf die Apoptoserate. In der 

Zelllinie A375 stieg die Apoptoserate auf 20 % und in der Zelllinie D05 sogar auf 45 %. In 

der Zelllinie D14 war der Effekt des IFN-β auf die TRAIL-induzierte Apoptose lediglich 

additiv. Hier erhöhte sich die Apoptoserate durch die IFN-β Inkubation zwar auf 25 %, 

jedoch wies die alleinige IFN-β Inkubation auch schon eine Apoptoseinduktion mit einer 

Rate von 14 % auf.  

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine 24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β in den 

Melanomzelllinien D05 und A375 einen synergistischen Effekt auf die TRAIL-vermittelte 

Apoptose hat, während sie in der Zelllinie D14 nur additiv wirkt.  
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Abb. 3-40: Einfluss von Interferon-ββββ auf die TRAIL vermittelte Apoptose in den Zelllinien D05, D14 
und A375 
D05-, D14- und A375-Zellen wurden für 24 h mit 300 I.E./ml IFN-β behandelt. Danach erfolgte ein 
Medienwechsel. Weitere 24 h später wurden die Zellen für 6 h mit 25 ng/ml TRAIL inkubiert. Direkt im 
Anschluss wurde die Apoptose-/Nekrosefrequenz durch Annexin V/Propidiumjodid Doppelfärbung am 
Durchflusszytometer bestimmt. Als Referenz dienten unbehandelte Kontrollen, ausschließlich mit IFN-β 
behandelte und ausschließlich mit TRAIL behandelte Proben. Die Diagramme zeigen jeweils die 
Mittelwerte aus drei unabhängigen Versuchen. 
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3.2.7.4 Stabile Transfektion der Zelllinie A375 mit  einem Caspase-8 siRNA 

codierenden Vektor und deren Auswirkungen auf die I FN-ββββ vermittelte 

Sensibilisierung gegenüber Temozolomid 

In den vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die p53-Wildtyp 

Melanomzelllinien D05 und A375 nach einer Behandlung mit TMZ nicht in der Lage sind, 

über den Fas-Rezeptor Apoptose auszulösen. Gleichzeitig wurde in beiden Zelllinien ein 

sehr geringes Niveau an Pro-Caspase-8 gefunden. Durch eine IFN-β Vorinkubation konnte 

die Expression der Pro-Caspase-8 deutlich gesteigert werden. Ebenso waren die Zellen 

nach einer Vorbehandlung mit IFN-β in der Lage, nach TMZ-Behandlung über den Fas-

Rezeptor Apoptose auszulösen. Um zu überprüfen, ob die IFN-β vermittelte Verstärkung 

der Pro-Caspase-8-Expression für die Reaktivierung der Fas-Rezeptor vermittelten 

Apoptose ausschlaggebend ist, wurde die Zelllinie A375 stabil mit einem Vektor 

transfiziert, welcher für eine Caspase-8 siRNA oder (als Kontrolle) für eine „nonsense“ 

siRNA (HRS-Sequenz) codiert. Durch eine Western-Blot-Analyse mit einem Antikörper 

gegen Pro-Caspase-8 wurde die Reduktion des Pro-Caspase-8 Proteinniveaus durch die 

siRNA überprüft. Abb. 3-41 A zeigt, dass es in den Klonen A375 siCas8c4 und A375 

siCas8c7 zu einer deutlichen Reduktion des Pro-Caspase-8 Niveaus durch die siRNA kam. 

Eine Transfektion der Zellen mit der HRS-Sequenz (A375 siHRSc2) hatte keinen Effekt 

auf das Proteinniveau der Pro-Caspase-8. Um den Einfluss der Transfektion mit Caspase-8 

siRNA auf die IFN-β vermittelte Sensibilisierung der Zellen gegenüber TMZ zu 

untersuchen, wurden die Klone A375 siCas8c4 und A375 siCas8c7 sowie zur Kontrolle 

der Klon A375 siHRSc2 verwendet. Caspase-8 siRNA Klone als auch der HRS-Sequenz 

Klon siHRSc2 wurden mit 10 µM O6BG inkubiert und anschließend mit 100 µM TMZ 

behandelt. Ein Ansatz wurde zusätzlich vor der TMZ-Gabe für 24 h mit 100 I.E./ml IFN-β 

inkubiert. Anschließend wurde das Medium gewechselt. Nach 48 h, 72 h und 120 h wurde 

die Apoptoserate durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer 

ermittelt. Die Werte wurden hinsichtlich der unbehandelten bzw. ausschließlich mit IFN-β 

behandelten Proben korrigiert. Abb. 3-41 B zeigt, dass in dem mit der HRS-Sequenz 

transfizierten Klon (A375 siHRSc2) eine Vorinkubation mit IFN-β die Zellen zu jedem 

Zeitpunkt gegenüber TMZ sensibilisiert. Wurde das Pro-Caspase-8 Niveau durch eine 

siRNA in den Klonen A375 siCas8c4 und A375 siCas8c7 reduziert, hatte eine 

Vorbehandlung mit IFN-β keinen Effekt mehr auf die TMZ-induzierte Apoptoserate.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in den Zellen, welche keine Pro-Caspase-8 

exprimieren, eine IFN-β Vorinkubation keinen Effekt auf die Sensitivität der Zellen 



Ergebnisse 

 116

gegenüber TMZ hatte. Demnach ist in den p53-Wildtyp Melanomzelllinien die verstärkte 

Expression der Pro-Caspase-8 durch eine 24-stündige IFN-β Behandlung ausschlaggebend 

für die Reaktivierung der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose und damit für die 

Sensibilisierung der Zellen gegenüber TMZ.  
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Abb. 3-41: Einfluss der stabilen Transfektion mit Caspase-8 siRNA auf die IFN-ββββ vermittelte 
Sensibilisierung gegenüber TMZ in der Zelllinie A375 
(A) Zur Kontrolle der Transfektion mit Caspase-8 siRNA und einer Transfektion mit einer „nonsense“ 
siRNA (HRS-Sequenz) wurden sowohl von untransfizierten. (A375 Kontrolle) als auch von Caspase-8 
siRNA transfizierten Klonen (A375 siCas8c4 und A375 siCas8c7) und HRS-transfizierten Klonen 
(A375 siHRSc2) Gesamtzellextrakte hergestellt. Für die Western-Blot-Analyse wurden je 30 µg Protein 
verwendet und die Membran mit einem Antikörper gegen Pro-Caspase-8 inkubiert. ERK2 diente als 
Ladekontrolle. 
(B) Mit „nonsense“ siRNA stabil transfizierte Klone (A375 siHRSc2) als Referenz, sowie mit Caspase-8 
siRNA stabil transfizierte Klone (A375 siCas8c4 und A375 siCas8c7) wurden für 24 h mit 100 I.E./ml IFN-
β behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte eine Inkubation mit 10 µM O6BG und eine Behandlung 
mit 100 µM TMZ. 48 h, 72 h und 120 h nach TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und die Zytotoxizität 
durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer ermittelt. Die Werte wurden hinsichtlich 
der unbehandelten bzw. ausschließlich mit IFN-β behandelten Proben korrigiert. Alle Werte zeigen den 
Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen. 
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4. Diskussion  

4.1 Radio- und chemosensibilisierende Eigenschaften  von Typ-I 

Interferonen in Pankreaskarzinom- Zelllinien 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien 

hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber ionisierender Strahlung (IR), Interferon-α (IFN-α) 

und Interferon-β (IFN-β) untersucht. Besonderes Augenmerk galt dem 

radiosensibilisierenden Effekt der IFNs und dem zugrunde liegenden Mechanismus. 

Weiterhin wurde untersucht, ob IFNs die Pankreaskarzinom-Zelllinien gegenüber 

Temozolomid (TMZ) sensibilisieren können.  

 

4.1.1 Die untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigen eine hohe 

Variabilität in ihrer intrinsischen Radiosensitivit ät 

Bei der Behandlung eines Pankreaskarzinoms wird neben den Chemotherapeutika            

5-Fluorouracil (5-FU) und Gemcitabin auch Bestrahlung (IR) eingesetzt. Meistens erfolgt 

eine Bestrahlung in Kombination mit Chemotherapeutika. Der Nutzen einer solchen 

Chemoradiotherapie wird jedoch kontrovers diskutiert (Neoptolemos et al. 2001; 

Neoptolemos et al. 2004). Die Aufnahme von Zytokinen in die Therapie erhöht die 

Ansprechrate der Tumore, da sie die Wirkung von IR verstärken können (Gould et al. 

1984; Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003; Ma 

et al. 2005).  

Zur genaueren Charakterisierung wurden die zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, 

Su8686, Capan-1, Capan-2, Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1, HS 766T, Mia-PaCa-2 und 

PA-TU 8902 hinsichtlich ihrer intrinsischen Radiosensitivität getestet. Die Zelllinien 

wiesen eine große Variabilität in ihrer Strahlensensitivität auf. Von den hier untersuchten 

Zelllinien erwies sich Su8686 als die resistenteste Zelllinie gegenüber IR und PA-TU 8902 

als die sensitivste Zelllinie. Die Berechnung der für Überlebenskurven charakteristischen 

Werte (u.a. die Überlebensfraktion bei 2 Gy (SF2) und die mittlere Inaktivierungsdosis 

(MID)) unterstützten diese Beobachtungen. Zudem konnte ein Zusammenhang zwischen 

der Strahlensensitivität und der Zunahme der α-Komponente der Überlebenskurven 

beobachtet werden. Die α-Komponente beschreibt den linearen Teil der Überlebenskurve 

und kann mit dem nicht reparablen Strahlenschaden in Verbindung gebracht werden 

(Levitt et al. 2006). Eine Zunahme der α-Komponente in Verbindung mit einer erhöhten 
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Radiosensitivität entspricht Untersuchungen von Schmidberger et al. an menschlichen 

Tumorzelllinien (Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003). Somit spiegelt 

eine erhöhte α-Komponente eine erhöhte Strahlensensitivität der Zellen wider.  

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass die BRCA2 mutierte Zelllinie Capan-1 nicht 

sensitiver auf IR reagiert als BRCA2 Wildtyp Zelllinien. Die Zelltod auslösenden Läsionen 

nach IR-Behandlung sind DSBs (Frankenberg-Schwager 1989; McMillan et al. 1990; 

Iliakis 1991). Diese können von Zellen über zwei Wege repariert werden. Das „non-

homologous end-joining“ (NHEJ) und die homologe Rekombination (HR). BRCA2 spielt 

eine entscheidende Rolle bei der HR (Xia et al. 2001). Da aber der Großteil der durch IR 

entstandenen DSBs über NHEJ und nur zu einem sehr geringen Teil über HR repariert 

werden (Rothkamm et al. 2003), scheint die BRCA2 Mutation der Zelllinie Capan-1 nicht 

zur Sensitivität der Zellen gegenüber IR beizutragen.   

Ebenfalls interessant ist, dass die einzige p53-Wildtyp Zelllinie Capan-2 nur eine moderate 

Radiosensitivität zeigte, obwohl wildtypisches p53 Protein als Sensitivitätsmarker 

gegenüber IR beschrieben wurde (Mohiuddin et al. 2002). In der Studie von Mohiuddin et 

al. wurden jedoch nur drei der hier ebenfalls verwendeten Zelllinien (Capan-2, Panc-1 und 

MiaPaCa-2) untersucht, von welchen Capan-2 am sensitivsten auf IR reagierte. Vergleicht 

man nur diese drei Zelllinien, so erwies sich auch in den vorliegenden Untersuchungen 

Capan-2 als die sensitivste Zelllinie. Da aber von den zehn Zelllinien noch drei sensitiver 

auf IR reagierten als Capan-2, konnte in der vorliegenden Arbeit der p53-Status nicht mit 

einer erhöhten Radiosensitivität in Verbindung gebracht werden.  

 

4.1.2 Die untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigen eine hohe 

Variabilität gegenüber einer Behandlung mit Typ-I I nterferonen 

Typ-I Interferone (IFN-α und IFN-β) gehören zu der Gruppe der Zytokine. Diese üben 

nach der Bindung an einen spezifischen Oberflächenrezeptor über den JAK/STAT 

Signalweg in ihren Zielzellen verschiedene biologische Effekte aus. Dazu gehört die 

zytotoxische Wirkung auf Krebszellen sowie die Hemmung der Proliferation (Greenberg 

and Mosny 1977; Borden et al. 1982; Qin et al. 1997; Subramaniam and Johnson 1997).  

Die zehn untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien reagierten unterschiedlich sensitiv auf 

eine Behandlung mit Typ-I IFNs. In zwei Zelllinien (Panc-1 und PA-TU 8988T) hatte eine 

Behandlung mit IFN keine Auswirkungen auf das Überleben der Zellen. Bereits in der 

Literatur wurde Panc-1 als sehr resistent gegenüber eine IFN-Behandlung beschrieben 
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(Vitale et al. 2007). Fünf Zelllinien (Su8686, Capan-1, BxPc-3, Aspc-1 und HS 766T) 

zeigten ein vermindertes Überleben nach einer Behandlung mit IFN-α und acht Zelllinien 

(Su8686, Capan-1, Capan-2, BxPc-3, Aspc-1, HS 766T, Mia-PaCa-2 und PA-TU 8902) 

nach einer Behandlung mit IFN-β. IFN-β hatte demnach eine toxischere Wirkung auf 

Pankreaskarzinom-Zelllinien als IFN-α, was bereits in der Literatur für Melanomzellen 

(Johns et al. 1992), Brustkrebszellen (Coradini et al. 1994), Leberkarzinomzellen 

(Damdinsuren et al. 2003) und Pankreaskarzinom-Zelllinien (Vitale et al. 2007) 

beschrieben wurde. Eine Begründung für diese Beobachtungen könnte sein, dass zwar 

IFN-α und IFN-β an den selben Rezeptor binden, um in ihren Zielzellen eine Reaktion 

auszulösen, IFN-β jedoch mit höherer Affinität (Johns et al. 1992). Zudem kommt es nach 

der Bindung von IFN-β, nicht aber von IFN-α, zu einer Assoziation der beiden             

IFN-Rezeptor Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2, was zu einer effektiven 

Signalweiterleitung führt (Croze et al. 1996). Die BRCA2 mutierte Zelllinie Capan-1 

reagierte von allen zehn Zelllinien am sensitivsten auf eine Behandlung mit IFN-α oder 

IFN-β. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass IFNs die Zellen in ihrer Proliferation 

hemmen, was in einer Zelllinie, welche bereits durch einen BRCA2 Defekt einen 

verlangsamten Zellzyklus zeigt (Lomonosov et al. 2003; Kumaraswamy and Shiekhattar 

2007) einen besonders toxischen Phänotyp hervorrufen könnte.  

 

4.1.3 Eine radiosensibilisierende Wirkung durch Typ -I Interferone ist nur in 

drei von zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien zu beobac hten 

In der Literatur wurde ein radiosensibilisierender Effekt von IFN-α und IFN-β in 

Gliomzellen, Lungenkarzinomzellen, Brustkrebszellen, in Zellen eines Mundschleimhaut-

Karzinoms sowie in Pankreaskarzinom-Zelllinien beschrieben (Gould et al. 1984; 

Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003; Ma et al. 

2005). Klinische Studien belegen, dass eine Kombination aus Bestrahlung und 

Chemotherapie mit IFNs den Ausgang der Pankreaskrebs-Therapie positiv beeinflussen 

kann (Picozzi et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit zeigten zwei Pankreaskarzinom-

Zelllinien (Su8686 und Capan-2) einen sensibilisierenden Effekt gegenüber IR durch IFN-

α, und zwei (Panc-1 und Aspc-1) einen schützenden. Der schützende Effekt von IFN-α 

gegenüber IR könnte dadurch erklärt werden, dass IFN-α den „epidermal growth factor 

receptor“ (EGF-R) hochreguliert. Dadurch kommt es zur Aktivierung von Ras und Raf-1, 

was einen anti-apoptotischen Effekt auf die Zellen ausübt (Budillon et al. 1991; Caraglia et 
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al. 1995). IFN-β zeigte in drei Zelllinien (Su8686, Capan-2 und BxPc-3) einen 

radiosensibilisierenden Effekt und nur in einer Zelllinie (Capan-1) einen schützenden. 

Betrachtet man jedoch nicht nur eine Strahlendosis, sondern eine Dosisbereich von         

0 – 8 Gy, so ist der schützende Effekt von IFN-β auf IR in dieser Zelllinie nicht mehr zu 

beobachten (siehe 3.1.2.1). IFN-β erwies sich erneut als effektiver in der 

Strahlensensibilisierung, was bereits für den zytotoxischen Effekt einer alleinigen IFN-

Behandlung beschrieben wurde.  

 

4.1.4 Betrachtung der Wirkungsweise von Interferon- ββββ auf eine Behandlung 

der Pankreaskarzinom-Zelllinien mit ionisierender S trahlung 

Um im Folgenden den Mechanismus des radiosensibilisierenden Effekts von IFN-β in 

Pankreaskarzinom-Zelllinien zu untersuchen, wurden vier Zelllinien ausgewählt, welche 

sich hinsichtlich ihrer Reaktionen auf Bestrahlung, IFN-Behandlung und 

Kombinationsbehandlung aus IR und IFNs unterschieden. Su8686 zeigte ein vermindertes 

Überleben nach IFN-β Behandlung und einen radiosensibilisierenden Effekt. Capan-2 

zeigte ebenfalls ein vermindertes Überleben nach IFN-β Behandlung und einen 

radiosensibilisierenden Effekt. Da es sich bei Capan-2 um die einzige p53-Wildtyp 

Zelllinie handelt, wurde sie in die Untersuchungen einbezogen. Panc-1 reagierte nicht auf 

eine Behandlung mit IFN-β und zeigte auch keinen radiosensibilisierenden Effekt. Sie 

diente daher für die folgenden Versuche als negativ-Kontrolle. Capan-1 zeigte die stärkste 

Abnahme im zellulären Überleben nach einer Behandlung mit IFN-β, aber keinen 

radiosensibilisierenden Effekt. Diese Zelllinie ist zudem defizient in dem für die HR 

notwendigem Protein BRCA2. Für die folgenden Untersuchungen wurde nur noch IFN-β 

verwendet, da es im Vergleich zu IFN-α einen größeren Effekt hervorrief.  

Um auszuschließen, dass ein Ausbleiben des toxischen oder radiosensibilisierenden Effekts 

von IFN-β an einem Fehlen des IFN-Rezeptors liegt, wurde durch Western-Blot-Analysen 

die Expression der IFNAR2 Untereinheit des IFN-Rezeptors untersucht. In allen vier 

Zelllinien war die Untereinheit IFNAR2 des IFN-Rezeptors nachweisbar. Die stärkste 

Expression zeigten die Zelllinien Capan-1 und Capan-2, die schwächste Expression die 

Zelllinie Su8686. Auch die Zelllinie Panc-1, welche nicht auf eine Behandlung mit IFN-β 

reagierte, exprimierte den Rezeptor. Demnach kann der Rezeptorstatus nicht mit der 

Toxizität von IFN-β in Verbindung gebracht werden. Dies steht im Einklang mit 

verschiedenen Untersuchungen an menschlichen Tumorzellen, welche keinen 
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Zusammenhang zwischen der Expression des IFN-Rezeptors auf der Oberfläche der Zellen 

und einer Wirkung von IFN in den Zielzellen zeigten (Grups and Bange 1990; Perea et al. 

1993; Yano et al. 1999).  

Zur genaueren Betrachtung des radiosensibilisierenden Effekts von IFN-β in den vier 

ausgewählten Zelllinien wurden Überlebenskurven nach verschiedenen Bestrahlungsdosen 

von 0 – 8 Gy mit oder ohne IFN-β Vorbehandlung erstellt. In der Zelllinie Su8686, welche 

die strahlenresistenteste Zelllinie war, und in der p53-Wildtyp Zelllinie Capan-2 zeigte 

IFN-β einen radiosensibilisierenden Effekt. Panc-1 und Capan-1 zeigten nach einer 

Kombination von IFN-β und IR keine Abnahme des zellulären Überlebens im Vergleich zu 

IR alleine. Dass die Zelllinie Capan-1 hoch sensitiv auf eine Behandlung mit IFN-β 

reagierte, aber keinen radiosensibilisierenden Effekt zeigte, deutet darauf hin, dass der 

zytotxischen Wirkung von IFN-β und der radiosensibilisierenden Wirkung nicht der 

gleiche Wirkmechanismus zugrunde liegt. Somit konnte kein Zusammenhang zwischen der 

zytotoxischen Wirkung von IFN-β und dem radiosensibilisierenden Effekt von IFN-β 

beobachtet werden. Dies bestätigt Untersuchungen an Gliomzellen, Colonkarzinomzellen 

und embryonalen Lungenfibroblasten, für die ebenfalls ein solcher Zusammenhang nicht 

gezeigt werden konnte (Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003). 

Auffällig ist, dass mit dem radiosensibilisierenden Effekt von IFN-β in den Zelllinien 

Su8686 und Capan-2 eine Erhöhung der α-Komponente der Überlebenskurven einherging. 

Dieser Anstieg war in den Zelllinien Panc-1 und Capan-1, in welchen IFN-β keinen 

sensibilisierenden Effekt auf Bestrahlung hatte, nicht zu beobachten. Dass eine erhöhte 

Sensitivität der Zellen gegenüber Bestrahlung mit einem Anstieg der α-Komponente der 

Überlebenskurven in Verbindung zu bringen ist, wurde bereits mehrfach in der Literatur 

beschrieben (Dritschilo et al. 1982; Gould et al. 1984; Liebmann et al. 1994; Schmidberger 

et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003) und auch in dieser 

Arbeit gezeigt. Eine Erhöhung der α-Komponente durch IFN-β könnte verschiedene 

Ursachen haben: i) eine Veränderung des Zellzyklus, wie ihn Interferone hervorrufen 

können, könnte für die Veränderung der Überlebenskurven verantwortlich sein. ii) Da die 

α-Komponente den nicht reparierbaren Strahlenschaden beschreibt, könnte eine Zunahme 

der α-Komponente mit einer Beeinflussung der Reparatur der strahleninduzierten DNA-

Schäden verbunden sein, wie es bereits für Gliomzellen und Lungenkarzinom-Zellen 

beschrieben wurde (Dritschilo et al. 1982; Gould et al. 1984; Schmidberger et al. 1999a; 

Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003). iii) Könnte die Zunahme der          
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α-Komponente durch eine erhöhte Apoptoseinduktion nach Kombination von IFN-β mit 

IR hervorgerufen werden (Fisher 1994; Hardenbergh et al. 1999).  

Für die β-Komponente, welche den reparierbaren Strahlenschaden beschreibt (Levitt et al. 

2006), konnte kein Zusammenhang zwischen dem radiosensibilisierenden Effekt von IFN-

β und einer Zu- oder Abnahme beobachtet werden.  

 

4.1.5 Der radiosensibilisierende Effekt von Interfe ron- ββββ ist nicht durch einer 

Veränderung des Zellzyklus bedingt 

Die Reparatur der durch IR induzierten DSBs ist an den Zellzyklus gekoppelt. Somit 

könnte eine IFN-β Vorbehandlung über eine Veränderung des Zellzyklus einen Einfluss 

auf die Reparatur und Sensitivität der Zellen nach IR haben. Die Reparatur der DSBs kann 

über zwei Wege ablaufen: die NHEJ und die HR. In der G1-Phase werden die DSBs 

ausschließlich über die NHEJ repariert, während in der S-Phase und der G2/M-Phase auch 

die HR an der DSB-Reparatur beteiligt ist (Takata et al. 1998; Johnson and Jasin 2000). 

Strahleninduzierte DSBs werden hauptsächlich über NHEJ repariert (Rothkamm et al. 

2003). Liegt ein DNA-Schaden in der Zelle vor, so werden im Zellzyklus Kontrollpunkte 

aktiviert, um ausreichend Zeit für die Reparatur der Schäden zu schaffen. Wird der 

Schaden nicht repariert, so kommt es zur Auslösung der Apoptose. Dadurch werden 

geschädigte Zellen eliminiert. Interferone können auf verschiedene Weise in den 

Zellzyklus eingreifen. Sie sind in der Lage, einen G1-Arrest (Hobeika et al. 1997; 

Subramaniam and Johnson 1997) auszulösen. Im Gegensatz dazu wurde für p53-Wildtyp 

Zellen beschrieben, dass eine Behandlung mit IFN-β zu einer Überwindung des              

G1-Kontrollpunkts und zu einer Akkumulation der Zellen in der S-Phase führt (Qin et al. 

1997). Auch eine IFN vermittelte Akkumulation der Zellen in der strahlensensitiven 

G2/M-Phase wurde für IFN beschrieben (Chang and Keng 1987). In welcher der 

Zellzyklusphasen die Tumorzellen nach einer Behandlung mit IFN arretieren hängt 

vermutlich vom genetischen Repertoire der Zellen ab (Qin et al. 1997). Dies wird im 

Folgenden für die vier hier verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien diskutiert.  

Die Zelllinie Su8686 wurde als einzige durch eine Behandlung mit IFN-β in der S-Phase 

arretiert. Die anderen drei Zelllinien, inklusive Capan-2, zeigten keine Arretierung im 

Zellzyklus durch IFN-β. Da in den beiden Zelllinien Su8686 und Capan-2, welche den 

radiosensibilisierenden Effekt durch IFN-β zeigten, kein einheitlicher Zellzyklusarrest 

durch eine Behandlung mit IFN-β beobachtet werden konnte, kann ein Einfluss auf den 



Diskussion 

 123

Zellzyklus als Ursache des radiosensibilisierenden Effekt von IFN-β ausgeschlossen 

werden. Auch die Expression der für den G1-Kontrollpunkt wichtigen Proteine p15, p21 

und p27 wurde durch eine IFN-β Behandlung der Zellen nicht verändert. Das die 

Expression dieser Proteine durch IFN-β beeinflusst werden kann wurde bereits in der 

Literatur erwähnt (Mandal et al. 1998; Schmidt et al. 2004). Jedoch zeigten alle vier 

Zelllinien, inklusive Panc-1, welche nicht sensitiv auf IFN-β reagierte, eine verminderte  

S-Phase-Aktivität nach IFN-β Behandlung. Die Zelllinie Capan-1, für welche eine 

Behandlung mit IFN-β besonders toxisch war, zeigte die geringste Abnahme der S-Phase-

Aktivität durch IFN-β. Demnach konnte in den vier untersuchten Zelllinien weder der 

zytotoxische Effekt von IFN-β noch der radiosensibilisierende Effekt mit einer 

Beeinflussung des Zellzyklus ursächlich in Verbindung gebracht werden.  

 

4.1.6 Eine Interferon- ββββ Vorbehandlung zeigte in den Zelllinien Su8686 und 

Panc-1 keine Auswirkungen auf die Reparatur der dur ch Bestrahlung 

induzierten DNA-Doppelstrangbrüche 

Nach Bestrahlung von Zellen stellen die induzierten DSBs die Zelltod auslösenden 

Läsionen dar (Frankenberg-Schwager 1989; McMillan et al. 1990; Iliakis 1991). Diese 

können auf zwei Wegen repariert werden, über HR oder NHEJ. Die Sensitivität der Zellen 

gegenüber IR hängt somit von der Anazahl der entstandenen DSBs und von deren 

Reparatur ab. 

In den Zelllinien Su8686 und Capan-2 führte eine 24-stündige Vorbehandlung mit IFN-β 

zu einer Sensibilisierung der Zellen gegenüber IR. Diese Sensibilisierung ging mit einer 

Erhöhung der α-Komponente einher. Eine mögliche Ursache für die IFN-β vermittelte 

Erhöhung der α-Komponente bzw. der Veränderung der Überlebenskurve nach 

Bestrahlung könnte eine Beeinflussung der DSB-Reparatur sein. Bereits Dritschillo et al. 

zeigten an murinen Tumorzellen eine Zunahme der α-Komponente durch eine IFN-β 

Vorbehandlung (Dritschilo et al. 1982). Ebenso zeigten Schmidberger et al. an humanen 

Tumorzellen eine Zunahme der α-Komponente durch ein IFN-β Vorbehandlung 

(Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003). In 

diesen Untersuchungen wurde die Zunahme der α-Komponente mit einer Beeinflussung 

der Reparatur von Strahlenschäden durch IFN-β in Verbindung gebracht. Hierbei war 

besonders die HR durch IFN-β beeinträchtigt (Schmidberger et al. 2003).  
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In der hier vorliegenden Arbeit wurde die DSB-Reparatur in den Zelllinien Su8686 und 

Panc-1 untersucht. Su8686 reagierte sensitiv auf eine Behandlung mit IFN-β und zeigte 

einen radiosensibilisierenden Effekt, während Panc-1 nicht auf IFN-β reagierte und auch 

keinen sensibilisierenden Effekt gegenüber Bestrahlung zeigte. Panc-1 diente 

dementsprechend als negativ-Kontrolle. In beiden Zelllinien wurde die γH2AX Foci 

Anzahl bzw. deren Abnahme untersucht, entweder ausschließlich nach IR oder nach einer 

Kombination von IR und IFN-β. Die Phosphorylierung des Histons H2AX (γH2AX) ist ein 

frühes Ereignis nach DNA-Schädigung und konnte mittels Immunfluoreszenz als γH2AX 

Focus sichtbar gemacht werden. Dabei wird ein im Genom entstandener DSB durch einen 

γH2AX Focus repräsentiert (Sedelnikova et al. 2002). Somit dienen γH2AX Foci als ein 

häufig verwendeter und akzeptierter Marker für DSBs (Ismail and Hendzel 2008). Die hier 

durchgeführten Immunfluoreszenz-Untersuchungen zeigten keine Beeinflussung der   

DSB-Induktion oder der DSB-Reparatur durch IFN-β. Auch durch neutrale 

Einzelzellgelelektrophorese konnte keine IFN-β bedingte Beeinflussung der DSB-

Reparatur nach IR festgestellt werden. Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass die 

strahleninduzierten DSBs hauptsächlich über NHEJ repariert werden, IFN-β aber die HR 

beeinträchtigen soll. In den Untersuchungen von Schmidberger et al. war der 

sensibilisierende Effekt von IFN-β nur dann synergistisch, wenn die Zellen einen Defekt in 

der NHEJ aufwiesen (Schmidberger et al. 2003). Keine der hier verwendeten 

Pankreaskarzinom-Zelllinien weist einen Defekt in der NHEJ auf. Um den Einfluss von 

IFN-β auf die HR zu untersuchen, wurde die Expression der HR Proteine Rad51 und 

Rad52 mit und ohne IFN-β Exposition untersucht. Eine verringerte Expression dieser 

Reparaturproteine könnte zu einer verminderten Reparaturkapazität führen. Western-Blot-

Analysen zeigten, dass IFN-β keinen Einfluss auf die Expression der getesteten 

Reparaturproteine Rad51 und Rad52 hat. Somit konnte der radiosensibilisierende Effekt 

von IFN-β in den hier untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien nicht mit einer 

verminderten DSB-Reparaturkapazität in Verbindung gebracht werden.  

 

4.1.7 Interferon- ββββ erhöht die Apoptoserate nach Bestrahlung 

IFN-β ist in der Lage, Apoptose zu induzieren (Tomoda et al. 1998; Chawla-Sarkar et al. 

2002). Ebenso kann es die Apoptoserate verschiedener zytotoxischer Substanzen erhöhen 

und somit die Zellen gegenüber diesen sensibilisieren (Hu et al. 2005). Die Zunahme der 

α-Komponente der Überlebenskurve, wie sie durch eine IFN-β Vorbehandlung beobachtet 
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wurde, könnte folglich durch eine Zunahme der strahleninduzierten Apoptose bedingt sein. 

Dies wurde bereits in mehreren Studien an Tumorzellen gezeigt (Fisher 1994; 

Hardenbergh et al. 1999). Aus diesen Gründen wurde in den Zelllinien Su8686 und Panc-1 

die Apoptoserate nach IR bzw. nach IR in Kombination mit IFN-β Vorbehandlung 

untersucht. Die Zelllinie Su8686 zeigte eine Erhöhung der strahleninduzierten Apoptose 

durch IFN-β. Dies wurde mit zwei unabhängigen Methoden (SubG1 Messung und 

Annexin V/Propidiumjodid Doppelfärbung) nachgewiesen. In der Negativkontrolle Panc-1 

war dies nicht zu beobachten.  

 

4.1.8 Interferon- ββββ sensibilisiert die Pankreaskarzinom-Zelllinien Su8 686, 

Capan-2, Panc-1 und Capan-1 nicht gegenüber einer B ehandlung mit 

Temozolomid 

Pankreaskarzinome ebenso wie Gliome sprechen sehr schlecht auf eine Behandlung mit 

alkylierenden Agenzien wie z.B. dem methylierende Agenz TMZ an. Im Falle der 

Pankreaskarzinome ist dies auf ein allgemein hohes Niveau des Reparaturenzyms           

O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) zurückzuführen (Kokkinakis et al. 

1997). O6MeG stellt in proliferierenden Zellen die toxischste Läsion dar, welche durch 

methylierende Agenzien induziert wird (Kaina et al. 1991; Kaina et al. 1997; Pepponi et al. 

2003; Roos et al. 2004; Chinot et al. 2007; Roos et al. 2007a). Diese Läsion wird sehr 

effizient von MGMT repariert (Tominaga et al. 1997; Daniels and Tainer 2000; Kaina et 

al. 2007). Deshalb wurde MGMT bereits mehrfach als Resistenzmarker gegenüber einer 

Behandlung mit Methylanzien beschrieben. Natsume et al. erreichte in seinen 

Untersuchungen eine Sensibilisierung von Gliom-Zelllinien gegenüber TMZ durch IFN-β. 

Dies wurde durch eine p53 vermittelte Herunterregulation von MGMT durch IFN-β erklärt 

(Natsume et al. 2005; Natsume et al. 2008). Vergleichbare Versuche wurden an den hier 

verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 

durchgeführt. Eine Behandlung der Zellen mit TMZ führte in den Zelllinien Panc-1, 

Capan-1 und Capan-2 nicht zur Induktion von Zelltod. Erst durch Vorbehandlung mit 

O6BG und der daraus resultierenden Depletion von MGMT wurde in diesen Zelllinien 

durch TMZ Zelltod ausgelöst. Dies zeigt, dass MGMT in diesen Zellen exprimiert wird. In 

der Zelllinie Su8686 führte schon eine alleinige TMZ Behandlung zum Zelltod, welcher 

durch eine zusätzliche Behandlung mit O6BG nicht gesteigert werden konnte. Su8686 ist 

somit MGMT defizient. Das Vorhandensein bzw. das Fehlen von MGMT in diesen 
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Zelllinien wurde durch Western-Blot-Analysen und durch Bestimmung der MGMT-

Aktivität verifiziert. Die Untersuchungen zeigten, dass O6MeG in diesen Zelllinien die 

Zelltod vermittelnde Läsion ist und MGMT ein entscheidender Resistenzmarker. Eine 

Vorbehandlung mit IFN-β führte weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit von MGMT 

in einer der verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien zu einer Sensibilisierung gegenüber 

TMZ. Eine Beeinflussung von p53 oder MGMT durch IFN-β war für die hier verwendeten 

Pankreaskarzinom-Zelllinien im Gegensatz zu den von Natsume et al. verwendeten Gliom-

Zelllinien nicht zu beobachten. Demnach scheint der von Natsume et al. beschriebene 

Effekt von IFN-β auf eine Behandlung mit TMZ zelltypspezifisch zu sein und für 

Pankreaskarzinom-Zelllinien nicht zu gelten.  
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4.2 Chemosensibilisierende Eigenschaften von Typ-I Interferonen 

in malignen Melanomzelllinien 

Im zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurden hauptsächlich die 

Melanomzelllinien D05 und D14 hinsichtlich ihrer TMZ-Sensitivität, IFN-α und IFN-β 

Sensitivität sowie ihrer Sensitivität gegenüber einer Kombinationsbehandlung bestehend 

aus TMZ und IFN-α oder IFN-β untersucht. Weiterführend wurde in der p53-Wildtyp 

Zelllinie D05 der Mechanismus untersucht, welcher dem sensibilisierenden Effekt von 

IFN-β gegenüber TMZ zugrunde liegt.  

 

4.2.1 In den untersuchten Melanomzelllinien D05 und  D14 spielt der p53-

Status keine Rolle für die Sensitivität dieser Zell linien gegenüber 

Temozolomid 

Das Mittel erster Wahl bei der Behandlung von metastasierenden malignen Melanomen ist 

das methylierende Agenz Dacarbazin (DTIC) (Eggermont and Kirkwood 2004). Dieses 

wird jedoch immer häufiger von dem ebenfalls methylierenden Agenz Temozolomid 

(TMZ) abgelöst (Bleehen et al. 1995; Middleton et al. 2000). TMZ methyliert die DNA an 

13 Positionen, von welchen O6MeG in mehreren Zellsystemen als die entscheidende 

Zytotoxizität induzierende Läsion beschrieben wurde (Kaina et al. 1991; Kaina et al. 1997; 

Pepponi et al. 2003; Roos et al. 2004; Chinot et al. 2007; Roos et al. 2007a). O6MeG wird 

sehr effizient von dem Reparaturenzym O6-Methylguanin DNA-Methyltransferase 

(MGMT) repariert (Tominaga et al. 1997; Daniels and Tainer 2000; Kaina et al. 2007). 

Findet keine Reparatur statt, führt diese Läsion in proliferierenden Zellen zur Auslösung 

von Zelltod.  

Für diesen Teil der vorliegenden Arbeit wurden zwei Melanomzelllinien, D05 und D14 

verwendet, welche aus metastasierenden malignen Melanomen isoliert worden sind. Bei 

D05 handelt es sich um eine p53-Wildtyp, MGMT profiziente (298 fmol/mg Protein) 

Zelllinie, bei D14 um eine p53-mutierte, MGMT defiziente Zelllinie (Naumann et al. 

2009). Beide Zelllinien wurden hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber einer klinisch 

relevanten Dosis (50 µM) TMZ untersucht. D05 zeigte nach einer Behandlung mit TMZ 

keine erhöhte Apoptoserate, was auf das Vorhandensein des Reparaturenzyms MGMT 

zurückzuführen ist (Day et al. 1980; Kaina et al. 1991; Kaina et al. 2007). Wird MGMT in 

der Zelllinie D05 durch den Inhibitor O6BG in seiner Wirkung gehemmt, so führte das zur 
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Induktion von Zelltod. In der MGMT defizienten Zelllinie D14 führte eine alleinige 

Behandlung mit TMZ zur Induktion von Zelltod, welcher durch zusätzliche Behandlung 

mit O6BG nicht verstärkt werden konnte. Wie bereits gezeigt worden ist, stellt in 

Melanomzellen O6MeG eine zytotoxische Läsion dar und MGMT einen entscheidenden 

Resistenzmarker (Naumann et al. 2009). Naumann et al. konnte für die Melanomzelllinien 

D05 und D14 zeigen, dass es sich bei dem TMZ-induzierten Zelltod um Apoptose handelt 

(Naumann et al. 2009).  

Die hier durchgeführten Untersuchungen, sowie die Untersuchungen von Naumann et al. 

zeigten, dass die p53-Wildtyp Melanomzelllinie D05 nicht sensitiver auf eine Behandlung 

mit TMZ reagierte als p53-mutierte Zelllinien wie z.B. D14. Das steht im Widerspruch zu 

bereits einheitlich veröffentlichten Untersuchungen an p53-Wildtyp Lymphozyten bzw. 

Gliomzelllinien (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a). Hierbei reagierten p53-Wildtyp 

Zelllinien deutlich sensitiver auf eine Behandlung mit methylierenden Agenzien als      

p53-mutierte Zelllinien. Grund hierfür war, dass in den p53-Wildtyp Zelllinien nach einer 

Behandlung mit TMZ der Fas-Rezeptor-vermittelte Apoptoseweg aktiviert wird, was 

aufgrund der p53-Abhängigkeit der Fas-Rezeptor Aktivierung in p53-mutierten Zelllinien 

nicht stattfinden konnte. In der hier vorliegenden Arbeit konnte jedoch nach einer 

Behandlung mit TMZ sowohl in der p53-mutierten Zelllinie D14 als auch in der           

p53-Wildtyp Zelllinie D05 das Spaltprodukt der Caspase-9 nachgewiesen werden. 

Caspase-9 ist die entscheidende Initiatorcaspase im mitochondrial-vermittelten 

Apoptoseweg (Wang 2001; Acehan et al. 2002; Pop et al. 2006), welche nach Aktivierung 

im Apoptosom die Effektorcaspasen-3 und -7 spaltet (Li et al. 1997; Srinivasula et al. 

1998). Somit ist der Nachweis des Spaltprodukts der Caspase-9 ein Hinweise darauf, dass 

in den Melanomzelllinien D05 und D14, unabhängig vom p53-Status, nach einer 

Behandlung mit TMZ der mitochondrial-vermittelte Apoptoseweg aktiviert wird.  

 

4.2.2 Interferone hemmen die Proliferation der Mela nomzelllinien D05 und 

D14, wobei Interferon- ββββ einen deutlich stärkeren Effekt hervorruft als 

Interferon- αααα  

Interferone sind Zytokine (Isaacs and Lindenmann 1957; Isaacs et al. 1957), welche nach 

einer Bindung an einen spezifischen Oberflächenrezeptor und der daraus resultierenden 

Aktivierung des JAK/STAT Signalweges in der Lage sind, die Genexpression in ihren 

Zielzellen zu beeinflussen (Schindler et al. 1992; Silvennoinen et al. 1993; Stark et al. 
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1998) und dadurch verschiedene biologische Effekte hervorzurufen. Zu den biologischen 

Effekten, welche Interferone auf Krebszellen ausüben können, gehören ihre zytotoxische 

Wirkung und die Hemmung der Proliferation (Greenberg and Mosny 1977; Borden et al. 

1982; Qin et al. 1997; Subramaniam and Johnson 1997). IFN-α und IFN-β binden an den 

selben Rezeptor, welcher aus zwei Untereinheiten besteht (Branca and Baglioni 1981; 

Williams and Haque 1997). Eine der wichtigere der beiden Untereinheiten (IFNAR2), 

welche für die IFN-Bindung essentiell ist (Domanski et al. 1995), konnte in den beiden 

Melanomzelllinien D05 und D14 nachgewiesen werden. Die zweite Untereinheit 

(IFNAR1) wurde nicht untersucht.  

Die zytotoxische und antiproliferative Wirkung der Interferone konnte für die beiden hier 

verwendeten Melanomzelllinien D05 und D14 gezeigt werden. Eine 24-stündige 

Behandlung mit IFN-α oder mit IFN-β führte zu einer Verminderung des Zellüberlebens. 

IFN-β erwies sich hierbei als effektiver wie bereits in Pankreaskarzinom-Zelllinien gezeigt 

worden ist. Die höhere Effektivität von IFN-β wurde in mehreren Veröffentlichungen für 

Melanomzellen, Gliomzellen, Brustkrebszellen und Leberkarzinomzellen beschrieben 

(Borden et al. 1982; Johns et al. 1992; Coradini et al. 1994; Damdinsuren et al. 2003). Sie 

kann für Melanomzellen dadurch erklärt werden, dass zwar beide Interferone an den selben 

Rezeptor binden, die Affinität von IFN-β zum IFN-Rezeptor aber deutlich höher ist als die 

von IFN-α (Johns et al. 1992).  

 

4.2.3 Typ-I Interferone sensibilisieren maligne Mel anomzelllinien gegenüber 

TMZ  

Melanome weisen eine hohe Resistenz gegenüber methylierenden Agenzien auf. Die 

Ansprechrate eines metastasierenden malignen Melanoms auf eine Behandlung mit 

methylierenden Agenzien liegt zwischen 12 und 14 % (Middleton et al. 2000). Um die 

Ansprechrate zu erhöhen, werden Interferone im Rahmen einer Chemoimmuntherapie mit 

dem Chemotherapeutikum kombiniert (Nagatani et al. 1995; Richtig et al. 2004; Kaufmann 

et al. 2005). 

Interferone werden wegen ihrer antineoplastischen Wirkung als Monotherapie zur 

Behandlung von Melanomen eingesetzt (Agarwala and Kirkwood 2002), erlangen aber 

auch immer größere Bedeutung als Sensibilisatoren für die verschiedensten 

chemotherapeutischen Agenzien. Natsume et al. beschreibt einen sensibilisierenden Effekt 

von IFN-β auf Temozolomid in sechs verschiedenen Glioblastomzelllinien und in 
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Glioblastom Xenografts (Natsume et al. 2005; Natsume et al. 2008). Fujimaki et al. 

beschreibt in einer klinischen Studie einen sensibilisierenden Effekt von IFN-α auf eine 

Behandlung von Gehirntumoren mit TMZ (Fujimaki et al. 2007). Auch für Melanom-

Patienten zeigten klinischen Studien einen sensibilisierenden Effekt von IFN-α auf eine 

Behandlung mit TMZ oder dem verwandten Methylanz DTIC (Richtig et al. 2004; 

Kaufmann et al. 2005; Hauschild et al. 2008). IFN-β wird in Japan in Kombination mit 

DTIC in der Therapie des malignen Melanoms eingesetzt (Nagatani et al. 1995). Jedoch ist 

der Mechanismus, durch welchen der sensibilisierende Effekt in Melanomzellen ausgelöst 

wird noch nicht untersucht worden.  

Im Folgenden wird diskutiert, ob Typ-I Interferone in den verwendeten Melanomzelllinien 

D05 und D14 einen sensibilisierenden Effekt auf eine Behandlung mit TMZ ausüben. Wie 

bereits unter 4.2.1 und von Naumann et al. beschrieben, ist die Läsion O6MeG für die 

Induktion von Apoptose nach TMZ-Behandlung in den Melanomzelllinien D05 und D14 

verantwortlich, und MGMT ist ein Resistenz-vermittelnder Faktor (Naumann et al. 2009). 

Der sensibilisierende Effekt von IFN-α oder IFN-β auf eine Behandlung der Zelllinien 

D05 und D14 mit TMZ wurde sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von 

MGMT (durch Depletion von MGMT mittels O6BG) untersucht.  

In der p53-Wildtyp Zelllinie D05 zeigte eine Vorbehandlung mit IFN-β einen 

sensibilisierenden Effekt gegenüber TMZ unabhängig vom MGMT Status. Der Effekt war 

jedoch deutlich ausgeprägter, wenn MGMT durch O6BG depletiert wurde und führte unter 

diesen Bedingungen zu einer Verdopplung der durch TMZ-induzierten Apoptoserate. In 

der p53-mutierten, MGMT defizienten Zelllinien D14 war der sensibilisierende Effekt von 

IFN-β auf TMZ auch vorhanden, jedoch deutlich geringer als in der p53-Wildtyp Zelllinie 

D05. Das steht im Widerspruch zu Untersuchungen von Natsume et al., und Rosati et al. an 

Gliomzellen, wonach es durch IFN-β zu einer p53 abhängigen Herunterregulation von 

MGMT kommt, was den sensibilisierenden Effekt gegenüber TMZ hervorruft (Natsume et 

al. 2005; Natsume et al. 2008; Rosati et al. 2008). Western-Blot-Analysen zeigten, dass 

eine Inkubation mit IFN-β in keiner der beiden Melanomzelllinien einen Einfluss auf das 

Expressionsniveau von MGMT hatte. 

Eine Vorbehandlung mit IFN-α sensibilisierte die Zellen schwächer gegenüber TMZ als 

IFN-β und war in der Zelllinie D05 nur unter MGMT depletierten Bedingungen zu 

beobachten. In der Zelllinie D14 hatte eine Vorbehandlung mit IFN-α keine Auswirkungen 

auf die Sensitivität gegenüber TMZ. Die höhere Effektivität von IFN-β wurde bereits unter 

4.2.2 für die zytotoxische Wirkung der IFNs beschrieben.  
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Bei dem sensibilisierenden Effekt von IFN-β gegenüber TMZ handelt es sich um eine 

Erhöhung der TMZ-induzierten Apoptose, was durch Annexin/Propidiumjodid 

Doppelfärbungen am Durchflusszytometer sowie durch eine verstärkte Aktivierung der 

Effektorcaspasen-3 und -7 durch IFN-β nach TMZ-Behandlung nachgewiesen wurde. Dies 

entsprach den Erwartungen, da Interferone an sich in der Lage sind, in Krebszellen 

Apoptose auszulösen, was in der Literatur auch für Melanomzellen beschrieben wurde 

(Chawla-Sarkar et al. 2001; Chawla-Sarkar et al. 2002). 

Eine genauere Betrachtung des Zeitraums, in welchem der sensibilisierende Effekt des 

IFN-β in den Zelllinien D05 und D14 auftritt zeigte, dass er bereits 72 h nach TMZ-Gabe 

auftritt und sich bis 144 h noch verstärkte. Ebenfalls ist in Abb. 3-24 zu erkennen, dass es 

sich gerade zu den späten Zeitpunkten (120 und 144 h) sowohl in der Zelllinie D05 als 

auch in der Zelllinie D14 um einen synergistischen Effekt des IFN-β gegenüber TMZ 

handelte. Da es sich bei der IFN-Behandlung um eine 24-stündige Inkubation vor der Gabe 

von TMZ handelte, der sensibilisierende Effekt aber noch 144 h später zu erkennen war, ist 

es wahrscheinlich, dass er durch eine IFN-bedingte Veränderung der Genexpression 

ausgelöst wird.  

 

4.2.4 In nicht malignen Zellen wird die Toxizität v on Temozolomid nicht 

durch Interferon- ββββ verstärkt 

Für eine Krebstherapie ist es von entscheidender Bedeutung, dass durch die verwendeten 

Agenzien selektiv die Tumorzellen abgetötet werden, wobei die „gesunden“ Zellen nicht 

beeinträchtigt werden. Als Beispiel für nicht maligne Zellen, welche jedoch ebenfalls mit 

dem Chemotherapeutikum im Patienten in Kontakt kommen, dienten in der vorliegenden 

Arbeit humane Lymphozyten. Bei ihnen handelt es sich um MGMT profizente, nicht 

proliferierende Zellen, deren Wachstum jedoch durch Inkubation mit den Antikörpern CD3 

und CD28 angeregt werden kann. In proliferierenden Zellen führte eine Behandlung mit 

TMZ, wie erwartet, nur dann zur Induktion von Apoptose, wenn MGMT nach einer 

Behandlung mit O6BG nicht mehr zur Verfügung stand. Auch in proliferierenden 

Lymphozyten wird die Zytotoxizität von TMZ über die Läsion O6MeG vermittelt und 

MGMT ist für die Resistenz verantwortlich (Roos et al. 2004). Die hohe Sensitivität der 

proliferierenden Lymphozyten wird damit erklärt, dass nach einer Behandlung mit TMZ 

sehr effektiv über den Fas-Rezeptor Apoptose ausgelöst wird (Roos et al. 2004). Eine 

Behandlung der Zellen mit TMZ erwies sich in nicht-proliferierenden Zellen auch dann 
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nicht als toxisch, wenn MGMT durch O6BG depletiert wurde. Dies zeigt die 

Notwendigkeit der Proliferation für die TMZ vermittelte Apoptose, welche in der Literatur 

beschrieben worden ist (Roos et al. 2004). Durch eine Vorbehandlung der Zellen mit   

IFN-β konnte weder in proliferierenden noch in nicht-proliferierdenden Zellen, weder in 

Anwesenheit noch in Abwesenheit von MGMT die Toxizität der TMZ-Behandlung erhöht 

werden. Das wird durch Untersuchungen an Lungenzellen gestützt, wobei Interferone die 

Toxizität von ionisierender Strahlung in Krebszellen verstärken, nicht jedoch in nicht-

malignen Zellen (Schmidberger et al. 1999b).  

 

4.2.5 Der sensibilisierende Effekt von Interferon- ββββ ist gegenüber Fotemustin 

und ionisierender Strahlung deutlich schwächer ausg eprägt 

In der Behandlung von malignen Melanomen wird neben den methylierenden Agenzien 

DTIC und TMZ auch das chlorethylierende Agenz Fotemustin (FM) und ionisierende 

Strahlung (IR) verwendet (Jacquillat et al. 1990; Mornex et al. 2003). Interferone sind in 

der Lage, Krebszellen gegenüber chlorethylierenden Agenzien und IR zu sensibilisieren 

(Garbe et al. 1992; Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b). Daher wurde 

auch der Effekt von IFN-β auf eine Behandlung der Zellen mit FM oder IR untersucht.  

FM verursacht in den Zellen Chlorethylierungen an verschiedenen Positionen der DNA. 

Ähnlich wie für TMZ wurde auch für FM die Alkylierung an der O6-Position des Guanins 

als Läsion nachgewiesen, über welche die Zytotoxizität vermittelt wird (Gonzaga et al. 

1992; Vassal et al. 1998; Christmann et al. 2001; Passagne et al. 2003). Diese Läsion wird 

ebenfalls durch MGMT repariert. In der Zelllinie D05 zeigte eine alleinige                    

FM-Behandlung nur einen sehr schwachen Anstieg der Zelltodrate, was auch hier auf das 

Vorhandensein von MGMT zurückzuführen war. Erst nach Depletion von MGMT durch 

O6BG führte FM zur Induktion von Zelltod. In der MGMT defizienten Zelllinie D14 führte 

bereits eine alleinige FM-Behandlung zu Zelltod, dessen Niveau auch durch zusätzliche 

Behandlung mit O6BG nicht gesteigert werden konnte. Somit wird in Melanomzellen die 

FM-induzierte Zytotoxizität, welche als Apoptose beschrieben wurde, über die Läsion 

O6ClEtG vermittelt (Naumann et al. 2009). Gleichzeitig zeigte die Arbeit von Naumann et 

al., dass MGMT einen entscheidenden Resistenzmarker darstellt.  

Ähnlich wie nach TMZ-Gabe führte in der Melanomzelllinie D05 eine Vorbehandlung mit 

IFN-β zu einer Sensibilisierung gegenüber FM, allerdings ausschließlich unter MGMT 

depletierten Bedingungen. Diese war jedoch deutlich geringer als nach TMZ-Behandlung. 
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In der Zelllinie D14 war keine IFN-β bedingte Sensibilisierung zu beobachten. Dass IFN-β 

die Zellen gegenüber FM deutlich geringer sensibilisiert als gegenüber TMZ könnte damit 

zusammenhängen, dass beide Agenzien in der Zelle zu unterschiedlichen Reaktionen 

führen und für die Sensitivität der Zellen gegenüber beider Agenzien unterschiedliche 

Mechanismen ausschlaggebend sind. Nach einer Behandlung von Gliomzellen und 

Lymphozyten mit TMZ wird die Aktivierung der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose für 

die hohe Sensitivität von p53-Wildtyp Zellen verantwortlich gemacht, während nach FM-

Behandlung die Kapazität der p53 abhängigen DNA-Reparatur für die Sensitivität 

verantwortlich ist (Roos et al. 2004; Batista et al. 2007; Roos et al. 2007a).  

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde bereits ausführlich der sensibilisierende 

Effekt von IFN-β gegenüber IR in Pankreaskarzinom-Zelllinien untersucht und diskutiert. 

In den Melanomzelllinien D05 und D14 führte eine Bestrahlung nur zu einer geringen 

Zelltodrate, welche auch durch IFN-β nicht gesteigert werden konnte. Das steht in 

Widerspruch zu Untersuchungen an humanen Krebszelllinien, in denen ein 

radiosensibilisierender Effekt von IFN-β beschrieben wurde (Gould et al. 1984; 

Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. 2003; Ma et al. 

2005). Dieser Effekt scheint jedoch zelltypspezifisch zu sein und ist in Melanomzellen 

nicht vorhanden.  

 

4.2.6 Der sensibilisierende Effekt von Interferon- ββββ gegenüber Temozolomid 

geht von der Läsion O 6MeG aus 

Der sensibilisierende Effekt von IFN-β auf eine Behandlung der Zelllinie D05 mit TMZ 

war sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von MGMT zu beobachten. Unter 

diesen zwei Bedingungen wird die Toxizität von TMZ durch verschiedene Läsionen 

vermittelt. TMZ methyliert die DNA an 13 verschiedenen Positionen. Der größte Anteil 

der Methylierungen findet an den Ringstickstoffatomen verschiedener Basen statt (Beranek 

1990; Kaina et al. 2007). Diese N-Methylierungen sind bei weitem nicht so toxisch wie die 

Läsion O6MeG, vermitteln aber in nicht-proliferierenden Zellen und MGMT profizienten 

Zellen die Toxizität von TMZ (Briegert and Kaina 2007). Ist kein MGMT vorhanden, ist 

die mit unter 8 % weitaus seltenere, jedoch hoch toxische Läsion O6MeG für die Induktion 

von Apoptose verantwortlich. Unter diesen Bedingungen überlagert die Toxizität des 

O6MeG die Toxizität der N-Methylierungen. Es wäre somit denkbar, dass IFN-β entweder 

die Toxizität der N-Methylierungen oder die des O6MeG verstärkt. Zur Klärung dieser 
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Frage wurden die Zelllinien D05 und D14 mit einem weiteren methylierenden Agenz, 

Methylmethansulphonat (MMS) behandelt. Dieses Agenz induziert hauptsächlich            

N-Methylierungen und nur zu 0,3 % die hoch toxische Läsion O6MeG (Beranek 1990). 

Mittels dieses Agenz sollte der Einfluss von IFN-β auf die N-Methylierungen untersucht 

werden. Eine Behandlung der Zelllinie D05 mit MMS führte in Anwesenheit von MGMT 

kaum zur Induktion von Zelltod. Erst nach MGMT Depletion waren die Zellen sensitiv 

gegenüber MMS. Die Zelllinie D14 zeigte aufgrund ihrer MGMT Defizienz bereits ohne 

den MGMT Inhibitor O6BG eine hohe Sensitivität gegenüber MMS, welche auch durch 

Zugabe von O6BG nicht erhöht werden konnte. Demnach reicht der geringe Anteil an 

O6MeG aus, um in den Zellen Zelltod auszulösen, was die hohe Toxizität dieser Läsion 

unterstreicht. Durch eine Vorbehandlung der D05-Zellen mit IFN-β konnte in Anwesenheit 

von MGMT eine geringe Sensibilisierung beobachtet werden, welche jedoch nicht 

signifikant war. Wurde jedoch MGMT durch O6BG depletiert, zeigte IFN-β einen hoch 

signifikanten sensibilisierenden Effekt. Dieser war in der Zelllinie D14 nur sehr schwach 

ausgeprägt und nicht signifikant. Demnach scheint eine IFN-β Vorbehandlung keinen 

Einfluss auf die Toxizität der N-Methylierungen zu haben. Ausgangspunkt für den 

sensibilisierenden Effekt von IFN-β scheint in der Zelllinie D05 die Läsion O6MeG zu 

sein.  

Dass der sensibilisierende Effekt von IFN-β gegenüber TMZ in der Zelllinie D05 in 

Anwesenheit von MGMT zu beobachten war könnte damit zusammenhängen, dass diese 

Zelllinie nur ein geringes Expressionsniveau an MGMT von 298 fmol/mg Protein aufweist. 

Wie für Melanomzellen beschrieben, besteht eine direkte Korrelation zwischen MGMT 

Niveau und Sensitivität der Zellen gegenüber methylierenden Agenzien (Pepponi et al. 

2003). Wurde die Zelllinie D05 stabil mit MGMT transfiziert, um in den Zellen eine 

Überexpression des Proteins hervorzurufen, hatte eine IFN-β Vorbehandlung keinen 

Einfluss mehr auf die Sensitivität der Zellen gegenüber TMZ.  

 

4.2.7 Der sensibilisierende Effekt von Interferon- ββββ gegenüber Temozolomid 

wird nicht durch eine Beeinflussung der DNA-Reparat ur vermittelt 

Im vorangegangen Abschnitt wurde die durch TMZ hervorgerufene Läsion O6MeG als die 

Läsion charakterisiert, von welcher der sensibilisierende Effekt des IFN-β ausgeht. Wurde 

MGMT durch den Inhibitor O6BG depletiert, verstärkt IFN-β die Toxizität der durch TMZ 

hervorgerufenen Läsion O6MeG. Während der Prozessierung von O6MeG kommt es im 
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Zuge der Replikation zur Manifestierung einer Basenfehlpaarung. Diese wird von der 

MMR erkannt und vergeblich prozessiert, woraufhin es zum Kollaps der 

Replikationsgabeln und zur Bildung von DSB kommt (Mojas et al. 2007). Über diese 

sekundären Läsionen wird nach TMZ-Gabe die Apoptose vermittelt (Kaina et al. 1997; 

Ochs and Kaina 2000; Lips and Kaina 2001a). Eine 24-stündige Inkubation mit IFN-β 

könnte auf die verschiedenen Prozessierungsschritte einen Einfluss haben, was im 

Folgenden zu einer erhöhten Apoptoserate führt, welche den sensibilisierenden Effekt 

ausmacht.  

Als erstes wurde der Einfluss von IFN-β auf die MMR untersucht. Der MMR Status ist 

entscheidend für die Sensitivität von Zellen gegenüber methylierende Agenzien (Dosch et 

al. 1998; Pepponi et al. 2003; Naumann et al. 2009). MMR defiziente Zellen reagieren 

hoch resistent auf eine Behandlung mit TMZ (Fink et al. 1998; Naumann et al. 2009), 

wohingegen eine Hochregulation der MMR die Zellen gegenüber Methylanzien 

sensibilisiert (Roos et al. 2007b). Da IFNs über den JAK/STAT Signalweg in der Lage 

sind, Einfluss auf die Genexpression ihrer Zielzellen zu nehmen (Silvennoinen et al. 1993; 

Schindler and Darnell 1995; Stark et al. 1998), wäre es vorstellbar, dass durch eine 

Behandlung mit IFN-β in den Melanomzellen die MMR-Proteine hochreguliert werden, 

was im Folgenden durch das vermehrte Auftreten von DSB den sensibilisierenden Effekt 

auslösen könnte. Western-Blot-Analysen ergaben, dass das Expressionsniveau der für die 

MMR entscheidenden Proteine MSH2, MSH6, MLH1 und PMS2 durch IFN-β nicht 

beeinflusst wurde.  

Zweitens wurde der Einfluss von IFN-β auf die TMZ vermittelte Bildung von DSBs 

mittels γH2AX Immunfluoreszenz untersucht. Die Phosphorylierung des Histons H2AX 

(γH2AX) an einem DSB ist ein frühes Ereignis nach DNA-Schädigung. Daher sind die 

durch Immunfluoreszenz nachweisbaren γH2AX Foci ein häufig verwendeter und 

weitgehend akzeptierter Marker für DSBs (Ismail and Hendzel 2008). Die Abnahme der 

Foci-Anzahl über die Zeit spiegelt demnach die Reparatur der DSBs wider. Eine             

24-stündige IFN-β Vorbehandlung führte nicht zu einer verstärkten Induktion von TMZ 

vermittelten DSBs. Dies war auch nicht zu vermuten, da die MMR, welche 

ausschlaggebend für die Bildung von DSBs nach TMZ-Behandlung ist, durch IFN-β nicht 

beeinflusst wurde. Auch die Reparaturkinetik der TMZ-induzierten DSBs wurde durch 

vorangegangene Inkubation mit IFN-β nicht beeinflusst. Da für die Reparatur von O6MeG 

vermittelten DSBs hauptsächlich die HR und nicht NHEJ verantwortlich ist (Roos et al. 

2009), wurde durch Western-Blot-Analysen der Einfluss von IFN-β auf die Expression 
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zweier HR-Proteine, Rad51 und Rad52 untersucht. Eine 24-stündige IFN-β Inkunbation 

veränderte nicht das Expressionsniveau der untersuchten Proteine. Somit konnten die 

Western-blot Analysen die durch γH2AX erlangten Ergebnisse, dass IFN-β keinen Einfluss 

auf die Reparatur der TMZ-induzierten DSBs nimmt, bestätigen. Das steht im Gegensatz 

zu Untersuchungen von Schmidberger et al. und Dritschilo et al. an humanen und murinen 

Tumor-Zellen, wonach IFN-β die HR beeinflusst (Dritschilo et al. 1982; Schmidberger et 

al. 2003). Somit wird der sensibilisierende Effekt von IFN-β gegenüber TMZ weder durch 

einen Einfluss auf die MMR noch durch eine Veränderung der Induktion von DSBs oder 

eine Beeinflussung der HR ausgelöst.  

 

4.2.8 Der sensibilisierende Effekt des Interferon- ββββ gegenüber Temozolomid 

könnte in der p53-mutierten Zelllinie D14, nicht ab er in der p53-Wildtyp 

Zelllinie D05 durch eine Verstärkung des mitochondr ial-vermittelten 

Apoptoseweges ablaufen 

Nachdem gezeigt worden ist, dass O6MeG die ausschlaggebende Läsion für den 

sensibilisierenden Effekt von IFN-β gegenüber TMZ ist und ein Einfluss von IFN-β auf 

deren Prozessierung ausgeschlossen wurde, scheint der sensibilisierende Effekt von IFN-β 

direkt mit einer Verstärkung der durch TMZ ausgelösten Apoptose-Signalkaskade 

zusammen zu hängen.  

Nach einer Behandlung mit TMZ stehen den Zellen zwei Wege zur Verfügung, über 

welche Apoptose ausgelöst werden kann. Der intrinsische, mitochondrial-vermittelte Weg 

und der extrinsische, Rezeptor-vermittelte Weg. Im Gegensatz zur Literatur, wonach TMZ-

Behandlung in p53-Wildtyp Zellen zu einer Aktivierung der Fas-Rezeptor vermittelten 

Apoptose führt (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a), konnten in der hier vorliegenden 

Arbeit Hinweise dafür erbracht werden, dass nach TMZ-Gabe in Melanomzellen der 

mitochondriale Aptotose-Signalweg aktiviert wird. Dies geschah unabhängig vom        

p53-Status. Dafür sprach der Nachweis des Spaltprodukts der Caspase-9 nach             

TMZ-Behandlung in der Zelllinie D05 und D14 (vgl. 3.2.1.2) sowie die Tatsache, dass 

p53-Wildtyp Melanomzellen nicht sensitiver auf eine Behandlung mit TMZ reagierten als 

p53-mutierte Zellen (vgl. 3.2.1.1). Daher wurde als erstes das Expressionsniveau einiger 

für den mitochondrialen Weg wichtiger Proteine nach TMZ-Behandlung und nach 

Kombination von TMZ mit IFN-β in beiden Zelllinien D05 und D14 durch Western-Blot-

Analyse untersucht. Eine zusätzliche Vorbehandlung der Zellen mit IFN-β führte jedoch in 
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der Zelllinie D05 nicht zu einer Veränderung der Expression der untersuchten Proteine. In 

der Zelllinie D14 führte nur eine Kombination von TMZ und IFN-β Vorbehandlung zu 

einer deutlichen Abnahme von Bax im Cytoplasma. Bax wird auf einen apoptotischen 

Stimulus hin in die Mitochondrienmembran rekrutiert, wo es Kanäle bildet und die 

Freisetzung von Cytochrom c bewirkt, was der entscheidende Schritt in der mitochondrial-

vermittelten Apoptose darstellt (Hacker and Weber 2007; Kepp et al. 2007). Da Bax nach 

TMZ-Gabe p53 abhängig transkribiert wird (Wu and Deng 2002), D14 aber p53-mutiert 

ist, kann auf diesen apoptotischen Stimulus hin nur begrenzt zusätzliches Bax transkribiert 

werden, wobei die Translokation an die Mitochondrienmembran durch eine Abnahme von 

Bax im Cytoplasma zeigt. Das könnte ein Hinweise darauf sein, dass eine Vorbehandlung 

mit IFN-β in der Zelllinie D14 zu einer Verstärkung der mitochondrial-vermittelten 

Apoptose führt. Diese Vermutung muss jedoch noch durch weitere Experimente gestützt 

werden.  

Da der sensibilisierende Effekt in der p53-Wildtyp Zelllinie D05 stärker ausgeprägt war 

und die Mehrzahl der Melanome p53-wildtypisch ist, wurde im Folgenden hauptsächlich 

auf die Aufklärung des dem sensibilisierenden Effekts zugrunde liegenden Mechanismus 

in p53-Wildtyp Zelllinien eingegangen.  

 

4.2.9 Interferon- ββββ bewirkt in den p53-Wildtyp Melanomzelllinien D05, aber 

auch in der p53-mutierten Zelllinie D14 eine verstä rkte Expression der Pro-

Caspase-8 

Sowohl für Gliomzellen als auch für humane Lymphozyten wurde beschrieben, dass in 

p53-Wildtyp Zellen die TMZ vermittelte Apoptose über den Fas-Rezeptor Signalweg 

verläuft (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a). Deshalb wurde in den hier verwendeten 

Melanomzellen, obwohl für sie beschrieben wurde, dass sie einen Defekt in der Fas-

Rezeptor-vermittelnden Apoptose-Signalkaskade haben (Rivoltini et al. 1998; Thomas and 

Hersey 1998), der Einfluss von IFN-β auf die Fas-Rezeptor induzierte Apoptose 

untersucht. Zwei entscheidende Komponenten des Fas-Rezeptor Signalweges sind der Fas-

Rezeptor und die Pro-Caspase-8 (Muzio et al. 1996; Muzio et al. 1998). Der Fas-Rezeptor 

wird durch einen apoptotischen Stimulus p53 abhängig transkribiert und in der 

Zellmembran angereichert (Muller et al. 1998). Diese p53 Abhängigkeit erklärt, weshalb 

der Fas-Rezeptorweg nur in p53-Wildtyp Zellen eine Rolle spielt. Die Pro-Caspase-8 ist 
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die für diesen Apoptoseweg entscheidende Initiatorcaspase, welche die Effektorcaspasen-3 

und -7 aktiviert (Muzio et al. 1997).  

Durch Western-Blot-Analysen wurde gezeigt, dass die Expression des Fas-Rezeptors nicht 

durch IFN-β beeinflusst wird. In beiden untersuchten Melanomzelllinien war das basale 

Pro-Caspase-8 Niveau sehr gering. Das entspricht Untersuchungen von Fulda et al. (Fulda 

et al. 2001). Durch eine 24-stündige Inkubation der Zellen mit IFN-β konnte das Niveau an 

Pro-Caspase-8 besonders in der Zelllinie D05 gesteigert werden. In der Zelllinie D14 war 

der Anstieg des Pro-Caspase-8 Niveaus durch IFN-β geringer. Das entspricht den unter 

3.2.2.1 bzw. 4.2.3 beschriebenen Daten, wonach besonders die p53-Wildtyp Zelllinie D05 

durch IFN-β gegenüber TMZ sensibilisiert werden kann. In der p53-mutierten Zelllinie 

D14 könnte das geringe basale Niveau des Fas-Rezeptors ausreichen, um durch die IFN-β 

vermittelte Verstärkung der Pro-Caspase-8 Expression einen leichten sensibilisierenden 

Effekt auszulösen. Dass in p53-mutierten Zelllinien das basale Niveau des Fas-Rezeptors 

ausreichen kann, um über diesen Signalweg Apoptose auszulösen, wurde bereits an p53 -/- 

Mäusefibroblasten gezeigt (Tomicic et al. 2005). Eine weitere Möglichkeit, weshalb der 

sensibilisierende Effekt von IFN-β auch in der p53-mutierten Zelllinie D14 auftritt wäre, 

dass über die Pro-Caspase-8 eine Verknüpfung des Fas-Rezeptor vermittelten und 

mitochondrial vermittelten Apoptosewegs besteht. Die Pro-Caspase-8 ist in der Lage, das 

Protein Bid zu schneiden, wodurch tBid entsteht. tBid kann das für den mitochondrialen 

Weg notwendige pro-apoptotische Protein Bax aktivieren. Daher könnte eine verstärkte 

Expression der Pro-Caspase-8 auch in der p53-mutierten Zelllinie D14 über den 

mitochondrial-vermittelten Apoptoseweg zu einem höheren Apoptoseniveau führen.  

Die hier beobachtete Hochregulation der Pro-Caspase-8, wie sie bereits für IFN-γ und  

IFN-α an Medullablastomzellen und Leberkarzinomzellen beschrieben wurde (Fulda and 

Debatin 2002; Casciano et al. 2004a; Liedtke et al. 2006), könnte dadurch erklärt werden, 

dass IFNs über den JAK/STAT Signalweg in der Lage sind, die Genexpression zu 

beeinflussen (Silvennoinen et al. 1993; Schindler and Darnell 1995; Stark et al. 1998), 

wenn in den Zielgenen ein Bereich vorhanden ist, an den der Inerferon-stimulierte 

Transkriptionsfaktor 3 (ISGF 3) binden kann. Ein solcher Bereich, ein „Interferon-

stimulated-response-element“ (ISRE), wurde in der Promotorregion der Pro-Caspase-8 

nachgewiesen (Casciano et al. 2004b; De Ambrosis et al. 2007). Eine weitere Möglichkeit, 

wie IFN-β eine Verstärkung der Pro-Caspase-8 Expression hervorrufen könnte, wäre über 

Demethylierung der Promotorregion. Die Expression von Genen kann über 

Hypermethylierung an der Promotorregion gehemmt werden. Dies wurde bereits für das 
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MGMT-Gen (Watts et al. 1997) wie auch für Caspase-8 in Tumorzellen gezeigt (Eggert et 

al. 2000; Grotzer et al. 2000; Hopkins-Donaldson et al. 2003) und ist, im Falle der 

Caspase-8, mit einer schlechten Prognose der Patienten verbunden (Pingoud-Meier et al. 

2003). Demethylierung der Promotorregion führt demnach zu einer Verstärkung der 

Genexpression. Für IFN-β ist gezeigt worden, dass es Promotor-Demethylierungen 

hervorrufen kann (Micali et al. 2007). Welcher Mechanismus in der vorliegenden Arbeit zu 

der Verstärkung der Pro-Caspase-8 Expression führt, wurde nicht weiterführend 

untersucht.   

 

4.2.10 Der in D05 und D14 beobachtete Interferon-Ef fekt konnte in weiteren 

Melanomzellen bestätigt werden 

Durch Einbeziehung einer weiteren p53-Wildtyp Melanomzelllinie (A375) und einer 

weiteren p53-mutierten Melanomzelllinie (RPMI 7951) (Haapajarvi et al. 1999) sollten im 

Folgenden mehrere Fragen beantwortet werden: i) Handelt es sich bei dem 

sensibilisierenden Effekt von IFN-β gegenüber TMZ um ein für die Zelllinien D05 und 

D14 spezifischen Phänotyp? ii ) Ist der sensibilisierende Effekt von IFN-β gegenüber TMZ 

generell in p53-Wildtyp Zelllinien ausgeprägter als in p53-mutierten Zelllinien und 

demnach abhängig vom p53-Status der Zellen? iii ) Zeigen auch andere Melanomzelllinien 

das für D05 und D14 beobachtete und in der Literatur für Melanomzellen beschriebene 

(Fulda et al. 2001) geringe Niveau an Pro-Caspase-8 und kann dieses besonders in p53-

Wildtyp Zellen durch eine Inkubation mit IFN-β gesteigert werden?  

Um diese Fragen zu beantworten, wurden die p53-Wildtyp Zelllinie A375 und mutierte 

Zelllinien RPMI 7951 hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber TMZ und hinsichtlich des 

sensibilisierenden Effekts von IFN-β gegenüber TMZ untersucht.  

Es konnte gezeigt werden, dass die p53-Wildtyp Zelllinie A375 nicht sensitiver auf eine 

Behandlung mit TMZ reagierte als die p53-mutierte Zelllinie RPMI 7951. Jedoch konnte 

die p53-Wildtyp Zelllinie A375 deutlich stärker durch IFN-β gegenüber TMZ sensibilisiert 

werden als die p53-mutierte Zelllinie RPMI 7951. Ebenfalls wurde in der Zelllinie A375 

ein sehr geringes Niveau an Pro-Caspase-8 nachgewiesen, was durch eine 24-stündige 

IFN-β Inkubation deutlich erhöht werden konnte. Die Zelllinie RPMI, welche nicht durch 

IFN-β gegenüber TMZ sensibilisiert werden konnte, zeigte ein vergleichsweise hohes 

Niveau an Pro-Caspase-8, welches durch IFN-β Inkubation nicht gesteigert werden konnte.  
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Der beschriebene Effekt von IFN-β gegenüber einer Behandlung von Melanomzelllinien 

mit TMZ konnte demnach von dem bisherigen Zellsystem D05 und D14 auf weitere 

Melanomzelllinien ausgeweitet werden. Das spricht für die Allgemeingültigkeit des 

beobachteten IFN Effekts in p53-Wildtyp Melanomzelllinien.  

 

4.2.11 p53-Wildtyp Melanomzellen weisen einen Defek t in der Fas-Rezeptor 

vermittelten Apoptose auf, welcher durch eine 24-st ündige Interferon- ββββ 

Vorinkubation überwunden werden kann 

Sowohl für Gliomzellen als auch für humane Lymphozyten wurde gezeigt, dass p53-

Wildtyp Zellen deutlich sensitiver auf eine Behandlung mit methylierenden Agenzien, wie 

TMZ, reagieren als p53-mutierte Zellen. Die erhöhte Sensitivität der p53-Wildtyp 

Gliomzellen und humanen Lymphozyten war auf eine p53 abhängige Aktivierung der Fas-

Rezeptor vermittelten Apoptose zurückzuführen (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a). Die 

hier verwendeten Melanomzelllinien verhielten sich jedoch gegensätzlich. p53-Wildtyp 

Zelllinien waren resistenter bzw. vergleichbar sensitiv wie p53-mutierte Zelllinien. Erst 

eine Vorbehandlung mit IFN-β führte dazu, dass p53-Wildtyp Melanomzellen ihre 

Resistenz gegenüber TMZ überwunden und sensitiver auf eine Behandlung mit TMZ 

reagierten als p53-mutierte Zelllinien. Im Folgenden wird diskutiert, ob die Resistenz der 

hier verwendeten p53-Wildtyp Melanomzelllinien gegenüber TMZ durch einen Defekt in 

der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose hervorgerufen wird und ob dieser durch IFN-β 

überwunden werden kann.  

Essentiell für die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vermittelten Signalkaskade ist eine 

Methylanzien induzierte Hochregulation des Fas-Rezeptors, wie sie u. a. für Gliomzellen 

und humane Lymphozyten beschrieben wurde (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a). Da der 

Fas-Rezeptor p53 abhängig exprimiert wird, findet diese Hochregulation nur in p53-

Wildtyp Zellen statt (Muller et al. 1998). In den hier verwendeten Melanomzelllinien D05 

und D14 konnte die gesteigerte Expression des Fas-Rezeptors in der p53-Wildtyp Zelllinie 

D05 72 h nach TMZ-Gabe nachgewiesen werden, nicht jedoch in der p53-mutierten 

Zelllinie D14. Damit verhalten sich die Melanomzelllinien in diesem Punkt, dem Beginn 

der Fas-Rezeptor Signalkaskade, wie die in der Literatur beschriebenen Zellsysteme. Der 

Unterschied zwischen Gliomzellen und Melanomzellen hinsichtlich ihrer Sensitivität 

gegenüber TMZ muss sich demnach im weiteren Verlauf der Signalkaskade manifestieren. 

Dies sollte, ebenso wie die Ursache der IFN-β bedingten Sensibilisierung gegenüber TMZ, 
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durch Experimente mit einem Fas-aktivierenden Antikörper genauer charakterisiert 

werden. Der Fas-aktivierende Antikörper ist in der Lage durch Bindung an den Fas-

Rezeptor gezielt diesen Apoptoseweg auszulösen. Die Antikörpergabe erfolgte 72 h nach 

TMZ-Behandlung. Die Zellen zeigten zu diesem Zeitpunkt eine moderate Apoptoserate 

(vgl. Abb.: 3-24), so dass eine zusätzliche Aktivierung der Fas-Rezeptor vermittelten 

Apoptose durch den aktivierenden Antikörper beobachte werden konnte. Die p53-Wildtyp 

Melanomzelllinie D05 zeigte nach einer Behandlung mit TMZ, O6BG und dem Fas-

aktivierenden Antikörper nur eine sehr geringe Apoptoserate (Abb. 3-37 B, Säule 5). Dies 

deutet auf einen Defekt in der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptosekaskade hin. Durch eine 

Kombination von TMZ, O6BG und IFN-β konnte, nach der Gabe des Fas-aktivierenden 

Antikörpers, die Apoptoserate deutlich erhöht werden (Abb. 3-37 B, Säule 7). Demnach 

scheinen die Zellen durch die Kombination mit IFN-β ihre Fähigkeit wieder zu erlangen 

nach TMZ-Gabe über den Fas-Rezeptor-Signalweg Apoptose auszulösen. Dieser Effekt 

war in der p53-mutierten Zelllinie D14 nur sehr schwach erkennbar.  

Funktionell bewiesen wurden diese Ergebnisse durch eine stabile Transfektion der p53-

Wildtyp Zelllinien D05 und A375 mit einem Vektor, welcher für dominant-negatives 

(DN)-FADD codiert. FADD ist das Adaptermolekül zwischen dem Fas-Rezeptor und der 

Pro-Caspase-8 und für die Ausführung der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose zwingend 

notwendig (Chinnaiyan et al. 1995; Boldin et al. 1996; Muzio et al. 1996). DN-FADD ist 

aufgrund eines Aminosäureaustausches nicht in der Lage Pro-Caspase-8 zu rekrutieren 

(Tewari and Dixit 1995; Chinnaiyan et al. 1996). Da es gegenüber endogenem FADD 

dominant exprimiert wird kommt es durch eine Transfektion der Zellen mit DN-FADD zu 

einer Hemmung der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose (Chinnaiyan et al. 1996). In den 

Zelllinien D05 und A375 hatte die Expression von DN-FADD keine oder nur eine geringe 

Auswirkung auf die Apoptoeserate, wenn die Zellen, in Abwesenheit von MGMT, mit 

TMZ und dem Fas-aktivierenden Antikörper behandelt wurden (Abb. 3-38 B+C, Säulen 6). 

Das beweist, dass die p53-Wildtyp Melanomzelllinien D05 und A375 den Fas-

Rezeptorweg nach einer Behandlung mit TMZ nicht nutzen. Erst wenn die Zellen mit  

IFN-β vorbehandelt wurden, hatte eine Hemmung des Fas-Rezeptorweges durch           

DN-FADD einen Einfluss auf die TMZ-induzierte Apoptoserate (Abb. 3-38 B+C, 

Säulen 8). DN-FADD exprimierende Zellen zeigten im Vergleich zu Zellen, welche das 

Protein nicht exprimieren, eine deutlich geringere Apoptoserate. Das beweist, dass die 

Zellen nach einer Vorbehandlung mit IFN-β in der Lage sind, den Fas-Rezeptorweg zu 

nutzen, weshalb eine Hemmung des selben zu einer niedrigeren Apoptoserate führt. Für die 
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Zelllinie D05 konnten diese Ergebnisse mit einer weiteren unabhängigen Methode (SubG1 

Messung) bestätigt werden. 

4.2.12 Interferon- ββββ sensibilisiert Melanomzellen ebenfalls gegenüber T RAIL-

vermittelter Apoptose  

Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, dass dem sensibilisierenden Effekt des IFN-β 

gegenüber TMZ-Behandlung eine Verstärkung des Rezeptor-vermittelten Apoptoseweges 

zugrunde liegt. Ausschlaggebend hierfür könnte eine IFN-β vermittelte Erhöhung des 

Expressionsniveau der Pro-Caspase-8 sein. Die Pro-Caspase-8 ist ein Schlüsselenzym der 

Rezeptor-vermittelten Apoptose, zu der sowohl die Fas-Rezeptor als auch die TRAIL-

vermittelte Apoptosekaskade gehören. Wenn die IFN-β vermittelte Hochregulation der 

Pro-Caspase-8 das entscheidende Ereignis darstellt, so sollte eine IFN-β Behandlung die 

Zellen auch gegenüber TRAIL vermittelter Apoptose sensibilisieren. Um das zu 

überprüfen, wurden Experimente mit dem Todes-Rezeptor Liganden TRAIL durchgeführt. 

TRAIL bindet an spezifische Rezeptoren und ist dadurch in der Lage, Apoptose zu 

induzieren. Eine zusätzliche Behandlung mit einem Zytostatikum war in diesem Falle nicht 

notwendig. Außerdem ist die TRAIL vermittelte Apoptose im Gegensatz zu der Fas-

Rezeptor vermittelten Apoptose unabhängig vom p53-Status der Zellen (Meng and El-

Deiry 2001; Ehrhardt et al. 2008). Eine Behandlung der Zellen mit TRAIL zeigte in allen 

drei untersuchten Melanomzelllinien nur eine moderate Induktion von Apoptose. Das steht 

in Einklang mit der Literatur, wonach Melanomzellen Resistent gegenüber TRAIL 

vermittelter Apoptose sind (Chawla-Sarkar et al. 2002). Erst durch eine zusätzliche 

Vorinkubation mit IFN-β konnten die Zellen gegenüber TRAIL sensibilisiert werden, wie 

auch schon von Chawla-Sarkar et al. beschrieben (Chawla-Sarkar et al. 2002). Die 

Sensibilisierung korrelierte in der vorliegenden Arbeit mit der Hochregulation der         

Pro-Caspase-8. Die Zelllinien D05 und A375, welche eine starke Hochregulation der    

Pro-Caspase-8 durch IFN-β zeigten, zeigten auch eine starke Sensibilisierung gegenüber 

TRAIL. Die Zelllinie D14, welche nur eine schwache Hochregulation der Pro-Caspase-8 

zeigte, wurde durch IFN-β auch nur schwach gegenüber TRAIL sensibilisiert.  

Bei dem Fas-Rezeptor und dem TRAIL-Rezeptor handelt es sich um verschiedene 

Rezeptoren, welche durch unterschiedliche Liganden aktiviert werden. Auch erfolgt die 

Expression der Rezeptoren über verschiedene Signaltransduktionskaskaden. Trotz dieser 

Unterschiede sensibilisierte IFN-β die Melanomzellen sowohl gegenüber TMZ und der 

damit verbundenen Fas-Rezeptor-vermittelte Apoptose als auch gegenüber TRAIL-
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vermittelter Apoptose. Daraus ergibt sich, dass der sensibilisierende Effekt von IFN-β 

gegenüber TMZ nicht durch eine Verstärkung der Expression des Fas-Rezeptors oder des 

Fas-Liganden hervorgerufen wird. Dies konnte ebenfalls durch Western-Blot Analysen 

bestätigt werden, wonach die Expression des Fas-Rezeptors durch IFN-β nicht beeinflusst 

wird. Die IFN-β vermittelte Hochregulation der Pro-Caspase-8 scheint dagegen das 

essentielle Ereignis zu sein, was den sensibilisierenden Effekt von IFN-β gegenüber 

Rezeptor-vermittelter Apoptose auslöst.  

 

4.2.13 Die verstärkte Expression der Pro-Caspase-8 durch Interferon- ββββ ist 

essentiell für die Reaktivierung der Fas-Rezeptor v ermittelten Apoptose in 

p53-Wildtyp Melanomzellen 

Die bisherigen Untersuchungen zur Sensibilisierung von p53-wildtypischen 

Melanomzelllinien durch eine Kombinationsbehandlung aus IFN-β und TMZ deuten auf 

die IFN-β vermittelte Heraufregulierung der Pro-Caspase-8 als das essentielle Ereignis 

dieses Effekts hin. Um dies funktionell zu untersuchen, wurde die p53-Wildtyp 

Melanomzelllinie A375 mit einem Vektor, welcher eine siRNA-Sequenz gegen Caspase-8 

enthält, stabil transfiziert und mit A375 Zellen, welche mit einer Kontroll-siRNA (HRS-

Sequenz) transfiziert wurden, verglichen. Die Caspase-8 siRNA exprimierenden Zellen, 

nicht aber die, welche die Kontroll-siRNA exprimierten, besaßen ein deutlich verringertes 

Pro-Caspase-8 Niveau. Durch den „knock-down“ der Caspase-8 zeigte eine 

Vorbehandlung der Zellen mit IFN-β keinen zusätzlichen Effekt mehr auf die Behandlung 

mit TMZ. Die Expression der Kontroll-siRNA hatte hingegen keinen Einfluss auf den 

sensibilisierende Effekt von IFN-β gegenüber TMZ. Hierdurch konnte funktionell 

nachgewiesen werden, dass die Hochregulation der Pro-Caspase-8 das entscheidende 

Ereignis darstellt, welches für die Sensibilisierung der p53-Wildtyp Melanomzelllinien 

gegenüber TMZ verantwortlich ist.Diese Untersuchungen zeichnen sich durch ihre hohe 

klinische Relevanz aus, da 80 % aller malignen Melanome p53-Wildtyp sind.  
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4.2.14 Schematische Darstellung der Ergebnisse 

Basierend auf den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen lässt sich für die 

Sensibilisierung der p53 Melanomzelllinien gegenüber TMZ durch IFN-β folgendes 

Modell erstellen:  
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Abb. 4-1: Sensibilisierung von p53-Wildtyp Melanomzellen gegenüber Temozolomid durch Interferon-ββββ 
Die Zelltod vermittelnde Läsion, welche von TMZ induziert wird, ist die Methylierung der DNA an der Position 
O6 des Guanins (O6MeG) (1). Diese Läsion wird sehr effizient von dem Reparaturenzym MGMT repariert (2). 
Wird dieses durch O6BG depletiert, kommt es während der DNA-Replikation über O6MeG zur Induktion von 
DSBs (3). Von diesen ausgehend kommt es zur Stabilisierung von p53 (4). p53 fungiert als Transkriptionsfaktor 
und bewirkt die verstärkte Expression des Fas-Rezeptor Proteins, welches sich in der Membran der Zellen 
anreichert (5). Die Aktivierung des Fas-Rezeptors durch die Bindung des Fas-Liganden an der extrazellulären 
Domäne des Rezeptormoleküls bewirkt die Rekrutierung von FADD was wiederum die Initiatorcaspase Pro-
Caspase-8 rekrutiert. Pro-Caspase-8 wird jedoch in den Melanomzellen nur sehr schwach exprimiert. Eine IFN-
β Inkubation steigert die Expression der Pro-Caspase-8 (6). Durch proteolytische Spaltung wird die Pro-
Caspase-8 in die aktive Caspase-8 überführt (7) Diese aktive Caspase-8 ist in der Lage die Effektorcaspasen-3 
und -7 zu spalten und somit zu aktivieren (8). Durch die IFN-β bedingte Steigerung der Pro-Caspase-8 
Expression kommt es zu vermehrter Aktivierung der Effektorcaspasen-3 und -7 und damit zu einer IFN-β 
vermittelten Steigerung der TMZ-induzierten Apoptose (9). 
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5 Zusammenfassung 

Pankreaskarzinome und maligne Melanome weisen eine hohe Resistenz gegenüber 

Zytostatika und Bestrahlung in der Therapie auf. Die Behandlung eines metastasierenden 

Pankreaskarzinoms besteht aus einer Kombination aus 5-FU, CDDP und IR. Für die 

Behandlung des malignen Melanoms ist das methylierende Agenz DTIC das Mittel erster 

Wahl. Das ebenfalls methylierende Agenz TMZ, welches jedoch in Deutschland noch 

nicht für die Behandlung von malignen Melanomen zugelassen ist, erlangt immer größere 

Bedeutung. Die Ansprechrate der Tumore kann durch Kombination mit IFNs erhöht 

werden. In der vorliegenden Arbeit wurde an Pankreaskarzinom- bzw. Melanomzelllinien 

untersucht, ob IFNs einen radio- bzw. chemosensibilisierender Effekt ausüben und, wenn 

ja, welcher Mechanismus hierfür verantwortlich ist.  

Es wurden zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien (Panc-1, Su8686, Capan-1, Capan-2,    

Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1, HS 766T, Mia-PaCa-2 und PA-TU 8902) untersucht. 

Diese zeigten eine hohe Variabilität in ihrer intrinsischen Radiosensitivität sowie in ihrer 

Sensitivität gegenüber IFN-α und IFN-β. IFN-β erwies sich als toxischer im Vergleich zu 

IFN-α. Die radiosensibilisierende Wirkung der IFNs an Pankreaskarzinom-Zelllinien war 

moderat, wobei IFN-β im Vergleich zu IFN-α effektiver war. Ein Zusammenhang 

zwischen dem IFN-Rezeptor Status und dem zytotoxischen oder radiosensibilisierenden 

Effekt der IFNs konnte nicht beobachtet werden. Der radiosensibilisierende Effekt ging mit 

einer deutlichen Erhöhung der α-Komponente, einer für Überlebenskurven 

charakteristische zellspezifische Konstante, einher und kam durch eine IFN-β vermittelte 

Verstärkung der IR-induzierten Apoptoserate zustande. Dies wurde sowohl durch SubG1 

als auch durch Annexin V / PI Messungen gezeigt. Einen Einfluss von IFN-β auf den 

Zellzyklus und die DSB-Reparatur konnte durch funktionelle Untersuchungen sowie durch 

PCR bzw. Western-Blot-Analysen als Grund für den sensibilisierdenen Effekt 

ausgeschlossen werden. Ein sensibilisierender Effekt von IFN-β auf die durch            

TMZ-induzierte Zytotoxizität war für die Pankreaskarzinom-Zelllinien weder in MGMT-

profizientem noch –depletiertem Zustand zu beobachten.  

Zur Untersuchung der sensibilisierenden Eigenschaften von IFNs gegenüber TMZ in 

malignen Melanomzelllinien wurden p53-Wildtyp (D05 und A375) und mutierte Zelllinien 

(D14 und RPMI 7951) untersucht. Gegenüber alleiniger TMZ-Behandlung reagierten die 

untersuchten p53-Wildtyp Melanomzelllinien, im Gegensatz zu Gliomzellen oder humanen 

Lymphozyten, nicht sensitiver auf eine Behandlung mit TMZ als p53-mutierte Zelllinien. 
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Der Nachweis des Spaltprodukts der Caspase-9 lieferte einen Hinweis darauf, dass in den 

Melanomzelllinien unabhängig vom p53-Status nach alleiniger TMZ-Behandlung der 

mitochondriale Apoptoseweg aktiviert wird. Durch eine Vorbehandlung der Zellen mit 

IFN-α oder IFN-β konnte die TMZ-induzierte Apoptoserate in malignen Melanomzellen 

deutlich gesteigert werden. In p53-Wildtyp Melanomzellen war der chemosensibilisierende 

Effekt der IFNs besonders ausgeprägt. IFN-β erwies sich hierbei als effektiver im 

Vergleich zu IFN-α, weshalb für die folgenden Versuche IFN-β verwendet wurde. In 

humanen Lymphozyten, welche als Beispiel für nicht malignen Zellen verwendet wurden, 

hatte eine zusätzliche IFN-β Behandlung keine Auswirkungen auf die Sensitivität der 

Zellen gegenüber TMZ. Durch stabile Transfektion der Zelllinie D05 mit MGMT konnte 

das durch TMZ-induzierte Addukt O6MeG als für den sensibilisieredenen Effekt 

ausschlaggebende DNA-Schädigung charakterisiert werden. Western-Blot-Analysen und 

γH2AX-Immunfluoreszenz Untersuchungen konnten einen Einfluss von IFN-β auf die 

Prozessierung der Läsion O6MeG sowie einen Einfluss von IFN-β auf die Induktion und 

Reparatur von TMZ verursachten DSBs ausschließen. Durch Experimente mit einem Fas-

aktivierenden Antikörper und durch eine stabile Transfektion der Zelllinien D05 und A375 

mit DN-FADD konnte gezeigt werden, dass p53-Wildtyp Melanomzellen nicht oder nur 

eingeschränkt in der Lage sind, nach TMZ-Behandlung über den Fas-Rezeptor Signalweg 

Apoptose zu induzieren. Ausschlaggebend hierfür ist die geringe Pro-Caspase-8 

Expression dieser Zelllinien. Eine IFN-β Vorbehandlung bewirkte eine Reaktivierung des 

Fas-Rezeptor Signalweges, was mit einer verstärkten Expression der Pro-Caspase-8 

einherging. Durch Experimente mit Caspase-8 siRNA konnte diese IFN-β induzierte 

Verstärkung der Pro-Caspase-8 Expression als entscheidender Faktor für den 

sensibilisierenden Effekt ausgemacht werden. Zum ersten Mal konnte damit in dieser 

Arbeit gezeigt werden, dass p53-Wildtyp Melanomzellen durch eine IFN-β vermittelte 

Hochregulation der Pro-Caspase-8 ihre Fähigkeit wiedererlangen, nach TMZ-Behandlung 

über den Fas-Rezeptor Signalweg Apoptose auszulösen. Diese Arbeiten weisen einen Weg, 

auf welchem die hohe Resistenz von malignen Melanomzellen, welche zu 80 % das nicht 

mutierte p53 Gen beherbergen, über eine IFN-β induzierte Reaktivierung der Fas-Rezeptor 

vermittelten Apoptosekaskade überwunden werden kann.  
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

A     Adenin 
Abb.     Abbildung 
ABH2    “alkylation repair homolog 2” 
ABH3    “alkylation repair homolog 3” 
A.bidest     aqua bidestillata (zweifach destiliertes Wasser) 
abs.    absolut 
ACNU 1-(4-Amino-2-Methyl-5-Pyrimidinyl)Methyl-3-(2-Chlorethyl)-3- 

Nitrosoharnstoff (Nimustin) 
ADP     Adenosin-5‘-Diphosphat 
AIF    “apoptosis-inducing factor” 
Akt    “v-akt murine thymoma viral oncogene homolog”  
Apaf-1    “apoptotic protease-activating factor 1” 
APE    AP-Endonuklease 
APNG    Alkylpurin-DNA N-Glycosylase 
APS     Ammoniumpersulfat 
AP-    apyrimidine Stelle 
ATM    “ataxia-telangiectasia mutated” 
ATP     Adenosin-5‘-Triphosphat 
ATR    “ATM- und Rad3-related” 
As     Aminosäure(n) 
Bad    “Bcl2-antagonist of cell death” 
Bak    “Bcl2-antagonist/killer” 
Bax     “Bcl-2 associated protein X” 
Bcl-2     “B cell lymphoma 2 / B cell leukemia 2” 
Bcl-XL (Bcl2L1)   “Bcl2-like 1” 
BCNU 1-(2-Chlorethyl)-L-Nitrosoharnstoff (Carmustin) 
BER     “base excision repair” (Basenexzisionsreparatur) 
Bid    “BH3 interacting domain death agonist” 
tBid    “truncated Bid” 
Bp     Basenpaar(e) 
BPB     Bromphenolblau 
BRCA1/2   “breast cancer 1/2, early onset” 
BrdU     5-Bromo-2‘-Desoxyuridin 
BSA     Rinderserumalbumin 
C     Cytosin 
ca.     circa 
c-Abl    “v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog” 
CAD    „caspase-activated DNase“ 
CAK    “CDC2 activating kinase” 
CARD    „caspase recruitment domain” 
Caspase    „cysteine-aspartic acid proteases“ 
CCNU    Lomustin 
CDK    Cyclin-abhängige Proteinkinase 
CENU    N-chloroethyl-N-nitrosourea (N-Chlorethyl-N-Nitrosoharnstoff) 
Chk1    Checkpoint Kinase 1 
Chk2    Checkpoint Kinase 2 
CKI    Inhibitor der Cyclin-abhängigen Proteinkinasen 
Cyt C    Cytochrom C 
DABCO    1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane 
DAPI    4',6-Diamidino-2-phenylindol 
dCTP     Desoxycytidin-5‘-Triphosphat 
DISC    “death-inducing signaling complex“ 
DMSO     Dimethylsulfoxid 
DNA     Desoxyribonukleinsäure 
DN-FADD   dominant negative-“Fas-associated death domain” 
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DNA-PK   DNA-Proteinkinase 
dNTP     Desoxynukleosidtriphosphate 
DSB(s)    DNA-Doppelstrangbru(ü)ch(e) 
DTIC    Dimethyl-trizeno-imidazol-Carboxamid (Dacarbazin) 
DTT     Dithiothreitol 
ECL     “enhanced chemoluminiscence” 
E. coli     Escherichia coli 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF-R    “epidermal growth factor-receptor” 
EMSA    “electrophoretic mobility shift assay” (Gelretardationsexperiment) 
ERCC1    “excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,  

complementation group 1”  
Erk2     “extracellular signal receptor regulated kinase 2” 
ESB    DNA-Einzelstrangbruch 
f     femto 
FACS     “fluorescence activated cell sorter” 
FADD     “Fas-associated death domain” 
FasL    Fas-(CD95-) Lignad 
Fas-R    Fas-(CD95-) Rezeptor 
Fen1    “flap structure-specific endonuclease 1”  
FCS     „fetal calve serum“ (Fötales Kälberserum) 
FITC     Fluorescein 
FM    Diethyl (1-{[(2-chloroethyl)(nitroso)carbamoyl]amino}ethyl) 

phosphonate (Fotemustin) 
g     Gramm 
G     Guanin 
GAPDH    Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
GDP     Guanosin-5‘-Diphosphat 
GTP     Guanosin-5‘-Triphosphat 
Gy    Gray 
h     Stunde(n) oder human 
HAP     humane apurine/apyrimidine Endonuklease 
HEPES     N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsäure 
HR    homologe Rekombination 
HRP     “horseradish peroxidase” (Meeretich Peroxidase) 
H2AX    “H2A histone family, member X” 
γH2AX    gamma H2AX 
IAP    “inhibitor of apoptosis proteins“  
IC50    mittlere inhibitorische Konzentration 
IFN-α    Interferon-α 
ΙFΝ−β    Interferon-β 
IFN-γ    Interferon-γ 
IFNAR2    Untereinheit des Interferon-Rezeptors 2 
IFN-R    Interferon-Rezeptor 
IgG     Immunoglobulin G 
IL-2    Interleukin-2 
IR    Ionisierende Strahlung 
IRF    „Interferon regulatory factor“ 
ISGF    Interferon stimulierter Transkriptionsfaktor 
ISRE    „Interferon signaling response element“ 
J     Joule 
JAK    Janus-Kinase 
k     kilo 
K    Kontrolle 
kBp     Kilobasenpaar(e) 
kDa     Kilodalton 
Konz.    Konzentration 
Ku70 (XRCC6)   “X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 6” 
Ku80 (XRCC5)    “X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 5” 
L     Liter 
LMDS    “locally-multiply-damaged-site” 
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LMP-Agarose    “low melting point Agarose” (Agarose mit niederem Schmelzpunkt) 
mA     Miliamper 
mAb    monoklonaler Antikörper 
Mcl-1    “myeloid cell leukemia sequence 1 (Bcl2-related)” 
ml     Mililiter 
MID    mittlere Inaktivierungsdosis 
min     Minute(n) 
µl     Mikroliter 
m     milli 
M     molar 
Mdm2    „transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein” 
MGMT     O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
MLH1     “mutL homolog 1” 
MMR     Mismatch-Reparatur 
MMS     Methylmethansulfonat 
MNNG     N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin 
MOMP    “mitochondrial outer membrane permeabilisation“  
MPG    N-Methylpurin-DNA-Glycosydase 
Mre11    “meiotic recombination 11 homolog” 
MSH2     „mutS homolog 2“ 
MSH6    „mutS homolog 6“ 
MTIC    5-(3-Methyltriazen-1-yl)Imidazol-4-Carboxamid 
mRNA     „messenger RNA“ 
n     nano 
Nbs1    „Nijmegen breakage syndrome 1“ 
NER     „nucleotide excision repair“ (Nukleotidexzisionsreparatur) 
NHEJ    „nonhomologous end-joining“ 
Noxa    Latein für Schaden (Bcl2-related) 
O6BG    O6-Benzylguanin 
O6ClEtG   O6-Chlorethylguanin 
O6MeG     O6-Methylguanin 
O4MeT    O4-Methylthymidin 
PAA     Polyacrylamid (38%) / Bispolyacrylamid (2%) 
pAb    polyklonaler Antikörper 
PAGE     Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PARP-1    Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 
PBS     Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PCNA    “proliferating cell nuclear antigen“ 
PCZ    N-Isopropyl-4- (2-methylhydrazin omethyl)benzamid (Procarbazin) 
PI    Propidium Jodid 
PI3K    Phosphatidylinositol 3-Kinasen 
PMS2    “postmeiotic segregation increased 2” 
PMSF     Phenylmethylsulfonylfluorid 
PNK     T4-Polynukleotid-Kinase 
Pol    DNA-Polymerase 
PTIC    N-Isopropyl-4- (2-methylhydrazin omethyl)benzamid (Procarbazin) 
Puma    “p53 up-regulated modulator of apoptosis” 
qRT-PCR   Quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
Rad50    “DNA repair protein Rad50 homolog”  
Rad51    “DNA repair protein Rad51 homolog”  
Rad52    “DNA repair protein Rad52 homolog”  
Raf    “rapidly growing fibrosarcoma” or “rat fibrosarcoma” 
Ras    “rat sarcoma” 
Rb-Protein   “retinoblastoma protein” 
RNA     Ribonukleinsäure 
RNase     Ribonuklease 
RPA    “replication protein A, 32 kDa” 
RT     Raumtemperatur 
Ser    Serin 
SCE     Schwesterchromatidenaustausch 
SCGE     Einzelzellgelelektrophorese 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
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SDS-PAGE   SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
sec     Sekunde(n) 
SF2    Überlebensfraktion bei 2 Gy 
siRNA    “small interfering RNA” 
Smac/DIABLO   “second mitochondria-derived activator of caspase” 
STAT    “signal transducer and activator of transcription” 
Survivin (BIRC5)   “baculoviral IAP repeat-containing 5” 
T     Thymin 
TCA     Trichloressigsäure 
Tab.     Tabelle 
Taq     Thermus aquaticus 
TBE     Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TE     Tris-EDTA-Puffer 
TEMED    N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin 
Thr    Threonin 
TMZ    4-methyl-5-oxo-2,3,4,6,8-pentazabicyclo [4.3.0] nona-2,7,9-triene-9- 

carboxamide (Temozolomid) 
TNF    “tumor necrosis factor” 
TRAIL    “TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor” 
Tris     Tris - (Hydroxymethyl)-Aminoethan 
Tyk    Tyrosin-Kinase 
U    Units (Einheiten) 
u.a.    unter anderem 
Upm     Umdrehungen pro Minute 
UV     Ultraviolette Strahlung 
V     Volt 
Vol     Volumen 
XAF1    “XIAP-associated factor 1”  
XIAP    “X-linked IAP” 
XPF (ERCC4)   “excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 

complementation group 4” 
XRCC1    “X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1” 
z.B.    zum Beispiel 
°C     Grad Celcius 
5’dRP    5’-Deoxyribose-5-Phosphat 
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Abb. 3-20  Wachstumskurven der Zelllinien D05 und D14 mit und ohne 24-stündiger Interferon-β 
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Fotemustin 
 
Abb. 3-27  Einfluss von Interferon-β auf die Behandlung der Melanomzelllinien D05 und D14 mit 

ionisierender Strahlung 
 
Abb. 3-28  Einfluss von Interferon-β auf die Behandlung der Zelllinien D05 und D14 mit MMS 
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Abb. 3-33  Einfluss von Interferon-β auf die Induktion von DNA-Doppelstrangbrüchen nach 

Temozolomid-Behandlung 
 
Abb. 3-34  Einfluss von Interferon-β auf die Expression der pro-apoptotischen Proteine Puma, Bak 

und Bax und das anti-apoptotische Protein Bcl2 nach Temozolomid-Behandlung 
 
Abb. 3-35  Einfluss von Interferon-β auf die Expression der für den extrinsischen Apoptoseweg 

essenziellen Proteine Pro-Caspase-8 und Fas-Rezeptor   
 
Abb. 3-36 A  Zytotoxizität der Kombinationsbehandlung aus Temozolomid und Interferon -β in den 
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Abb. 3-36 B  Beeinflussung des Pro-Caspase-8 Niveaus durch Interferon-β in den Zelllinien A375 und 

RPMI 7951 
 
Abb. 3-37  Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose durch Interferon-β in den 

Zelllinien D05 und D14 
 
Abb. 3-38  Einfluss der stabilen Transfektion mit DN-FADD auf die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor 

vermittelten Apoptose mit und ohne IFN-β Vorbehandlung in den Zelllinien D05 und A375 
 
Abb. 3-39  Einfluss der stabilen Transfektion mit DN-FADD auf die IFN-β vermittelte 

Sensibilisierung gegenüber TMZ in der Zelllinie D05 
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Abb. 3-40  Einfluss von Interferon-β auf die TRAIL vermittelte Apoptose in den Zelllinien D05, D14 

und A375 
 
Abb. 3-41  Einfluss der stabilen Transfektion mit Caspase-8 siRNA auf die IFN-β vermittelte 

Sensibilisierung gegenüber TMZ in der Zelllinie A375 
 
Abb. 4-1  Sensibilisierung von p53-Wildtyp Melanomzellen gegenüber Temozolomid durch 

Interferon-β 
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