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Mit der Entdeckung von Apoptose auslsenden Antikorpern vor 10 Jahren wurde die
Bedeutung des programmierten Zelltodes fir den multizellul&ren Organismus in voller
Tragweite erkannt.

Die Apoptose ist schon in der Embryonalentwicklung fur die Differenzierung der
Gewebe sehr wichtig, ebenso im ausgewachsenen Korper fur ihre Homdostase. Eine
ganz besondere Rolle spielt sie fur das |mmunsystem. Bereits heute zeigt sich, wiees zu
schweren Erkrankungen kommt, wenn das streng kontrollierte Apoptose-System
fehlerhaft gesteuert wird. Ein Uberhandnehmen der Apoptose kann zu lmmundefekten
(zum Beispiel AIDS), Degeneration von Nervenzellen (zum Beispiel M. Parkinson) oder
auch zum Verlust von Muskelzellen (Progressive Muskeldystrophie) fuhren. Dagegen
fuhrt ein zu wenig an Apoptose zu Autoimmun-Erkrankungen (zum Beispiel
Systemischer Lupus Erythematodes) oder auch zu Tumoren (zum Beispiel Leukamien,
Osteosarkome, Neuroblastome).

Ziel dieser Arbeit war es, den Apoptose-Signalweg bei im Kindesalter auftretenden
Leukamien besser zu verstehen. Dazu wurden zuerst normale periphere T-Lympho-zyten
untersucht. Diese sind CD95-resistent und haben den CD95-L auf dem
Transkriptionslevel nur gering exprimiert. Andert sich der Aktivierungszustand dieser



Zéellen, wird der CD95-Rezeptor hoch exprimiert. Unstimulierte periphere
T-Lymphozyten dagegen exprimieren den CD95-Rezeptor auf ihrer Oberflache nur
gering. Nach Aktivierung mit PHA und IL-2 wird dieser Rezeptor innerhalb von
Stunden hochreguliert, ohne dal3 die peripheren T-Lymphozyten Apoptose-sensitiv
werden. Erst nach vier Tagen mit IL-2-Stimulierung werden die Zellen CD95-sensitiv,
das CD95-Antigenmuster auf der Oberflache veréndert sich dabeil nicht. Es konnte nun
nachgewiesen werden, dal3 sich Caspase-8 bei den resistenten peripheren T-Lympho-
zyten nicht an den DISC bindet. Dagegen findet man diese Protease bel den sensitiven
peripheren T-Lymphozyten im DISC, und dieser aktiviert dann die Apoptose. Der
Mechanismus der Caspase-Assoziation an den DISC ist noch unbekannt. Durch Verhin-
derung der Caspase-8-Bindung kann jedoch der Apoptose-Typ-1 blockiert werden.

Gleichzeitig wurde eine Korrelation des Apoptose hemmenden Proteins Bcl-x, mit dem
Sensitivitatsverhalten von peripheren T-Lymphozyten gefunden. In unstimulierten
peripheren T-Lymphozyten war Bcl-x, auf RNA- wie auch auf Proteinebene nicht
nachweisbar. Nach der Aktivierung wurde Bcl-x, stark hochreguliert. Wurden die Zellen
nach vier Tagen wieder CD95-sensitiv, war Bcl-x, nicht mehr nachzuweisen. Dieser
Mechanismus hemmt den Apoptose-Typ-2. Das geschieht dadurch, dal3 Bcl-x,_ an
Caspase-9 hindet und so die Formierung des Apaf-1/Cytochrom c/dATP/
Caspase-9-Komplexes verhindert. Weil beide CD95-Signalwege bei Tagl-aktivierten
peripheren T-Lymphozyten blockiert sind, kommt es zur vollstandigen Resistenz.

Anschlief3end wurde untersucht, wie sich das CD95-System in T- und B-Leukamie-
Zéellinien verhdlt. Dazu wurden CD95-sensitive mit CD95-resistenten Leukéamie-Zellinien
verglichen. Es zeigte sich, dal3 CD95-sengitive Zellinien im Durchschnitt eine hohere
CD95-Expression auf ihrer Zelloberflache aufweisen. Dartiber hinaus war der CD95-L
konstitutiv nur auf CD95-sensitiven Leukamie-Zellinien nachzuweisen. Nach Stimulation
konnten aber ale Leukamie-Zellinien den CD95-L stark hochregulieren. Verglichen mit
B-Leukamie-Zellinien waren T-Leukamie-Zellinien in der Lage, den CD95-L. um mehr
als das 10-fache hochzuregulieren. Die anderen untersuchten Schitisseimolekiile zeigten
keine Korrelation mit der CD95-Sensitivitét. Interessanter-weise wurde Bcl-xL bei allen
untersuchten Leukémie-Zellinien gleichformig exprimiert, so dal3 man von einer
generellen Blockade der Typ-2-Apoptose in Leukémiezellen ausgehen kann.

Nach Zugabe des Chemotherapeutikums Doxorubicin in therapeutischer Konzentration
konnte die Apoptose in T-Leukamie-Zellinien aktiviert werden. Uberraschender-weise
wurde aber nur eine Hochregulierung der Transkripte des CD95-L gefunden. Alle
anderen wichtigen Signalmolekile (CD95, fadd, caspase-8), wie auch die Bcl-2-Familie
(bax, bik, bcl-2, bel-xL) und die Caspasen (ice, ich-1, cpp32) zeigten keine
Veranderung. Das bedeutet, dal3 die fir den programmierten Zelltod nétigen Proteine
bereitsin der Zelle vorliegen und nicht erst hergestellt werden missen. Dafur spricht



auch der rasche Beginn der Apoptose etwa 30 min nach der Stimulation mit
Doxorubicin.

Die Untersuchungen erstreckten sich dann weiter auf Leukamiezellen von Patienten, die
noch keine Therapie erhalten hatten. Dabel zeigte sich zuerst, dal3 alle Tumorzellen
CD95-resistent waren, und auf der Oberflache fanden sich unterschiedlich viele
CD95-Rezeptoren. Die Menge von CD95 und die Resistenzstarke lief3en sich nicht
korrelieren. Auf der Transkriptionsebene ergab sich, dal3 diese Zellen den CD95-L nur
gering exprimieren, daftir wurde eine Splei3form des CD95-Rezeptors (SCD95)
vermehrt gebildet. Dieses |6dliche Protein konnte in grof3er Menge im Pleuraexudat eines
Patienten mit einem T-NHL nachgewiesen werden. Der |6diche Rezeptor kann den
CD95-L abfangen und so zu einer CD95-vermittelten Resistenz fiihren. Auch die
Caspasen zeigten ein aktiviertes Bild. Alle untersuchten Caspasen waren auf
Transkriptionsebene hochreguliert.

Die Wichtigkeit des CD95/CD95-L-Systems bel ALPS und CSS lief3 uns nach Muta-
tionen im Bereich der Bindungsdoméne des CD95-L suchen. Es konnte gezeigt werden,
dai3 das CD95-L-Gen keinen grof3en Polymorphismus aufweist. In Leukamie-Zellinien
und im Probenmaterial von Patienten mit Morbus Hodgkin fanden sich keine Mutationen
im Bereich von Exond des CD95-L.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen fir die Diagnostik und Therapie von Leukamien
eine weitreichende Bedeutung erlangen. Zum einen konnte gezeigt werden, dai die
histologische und phanotypische Charakterisierung von Leukamiezellen noch nicht aus-
reicht, um diese Tumorzellen zu definieren. Der tumorauslsende Defekt muf3
molekular, das heil3t auf der DNA-Ebene gesucht werden. Zum zweiten ergibt sich aus
dem genauen Verstandnis des CD95-Signalwegs die Moglichkeit, gentherapeutisch ein-
zugreifen. Dadurch kénnen entweder Defekte ganz spezifisch repariert oder Fehler-
maoglichkeiten umgangen werden, indem die distale Apoptose Uber die Caspasen
aktiviert wird. Dies wirde zu einer drastischen Reduzierung der unspezifischen Strahlen-
und Chemotherapie fihren.



