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1 ZUSAMMENFASSUNG 

Apoptose spielt bei der Ontogenese und Homöostase mehrzelliger Organismen eine 
bedeutende Rolle. CD95 ist einer von bislang sechs identifizierten Rezeptoren, die 
direkt Apoptose auslösen können. CD95-vermittelte Apoptose ist unter anderem von 
entscheidender Bedeutung bei der Homöostase des Immunsystems. Fehlregulationen im 
CD95-System tragen zur Entstehung von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen, 
Krebs oder AIDS bei. 

CD95 wird in vielen Geweben konstitutiv exprimiert. Die Expression des CD95-
Liganden (CD95L) ist jedoch auf wenige Zellen beschränkt, wie z.B. aktivierte T-
Zellen, Makrophagen und Zellen der immunpreviligierten Gewebe, und wird streng 
reguliert. Der CD95L ist nicht auf ruhenden T-Zellen exprimiert, er wird aber nach 
Stimulation des T-Zell-Rezeptor-(TCR)/CD3-Komplexes durch Antigen stark 
hochreguliert. Naïve T-Lymphozyten werden durch Stimulation des TCR aktiviert, was 
eine spezifische Immunantwort auslöst. Im Gegensatz dazu führt in zuvor aktivierten T-
Zellen dasselbe Signal zu Aktivierungs-induziertem Zelltod (engl.: activation-induced 
cell death, AICD). In vitro führt die Reaktivierung von T-Zellen zur Expression von 
CD95L, mit der Konsequenz, daß benachbarte CD95-positive Zellen eliminiert werden, 
oder die T-Zellen Suizid begehen. AICD ist ein wichtiger Mechanismus, um die Anzahl 
der reaktiven T-Zellen zu reduzieren und die Immunreaktion zu beenden. 

In dieser Arbeit wurde erstmals eine kritische Rolle des dimeren Transkriptionsfaktors 
AP-1, bestehend aus FosB und c-Jun, während des AICD primärer humaner T-Zellen 
gezeigt. Es konnte eine AP-1 Bindung an eine Sequenz im 5’ UTR des humanen 
CD95L-Promotors nach TCR/CD3-Stimulation nachgewiesen werden. Mutationen in 
dieser FosB/c-Jun Bindestelle oder Expression von dominant-negativen Jun-Mutanten 
reduziert TCR/CD3-vermittelte Induktion der CD95L-Expression, und damit folglich 
den AICD. 

Der molekulare Mechanismus der anti-apoptotischen Funktion des Glucocorticoid-
Rezeptors (GR) in peripheren T-Zellen wird kontrovers diskutiert. Die 
Signalübertragung durch den GR ist komplex und umfaßt unterschiedliche Signalwege, 
u.a. direkte Transaktivierung/Repression von Genen, Protein-Protein-Interaktionen mit 
anderen Transkriptionsfaktoren und indirekte Gen-Regulation durch Induktion von 
Transkriptionsregulatoren. Die vorliegende Studie zeigt erstmals eine funktionelle Rolle 
für die direkte DNA-Bindung des GR an den CD95L-Promotor und einer daraus 
resultierenden Inhibition des AICD. Unter Verwendung von konditional GR-defizienten 
Mäusen und GR-Mutanten konnte in primären T-Zellen eine direkte transkriptionelle 
Regulation des CD95L-Gens durch den Glucocorticoid-Rezeptor demonstriert werden. 
Die reduzierte CD95L-Expression könnte somit zur entzündungshemmenden Funktion 
bei der Glucocorticoid-Therapie beitragen. 
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Bei einer typischen Primärantwort ist die weitreichende Eliminierung der Effektor T-
Zellen am Ende der Immunreaktion unvollständig. Ein kleiner Anteil der T-Zellen 
überlebt und differenziert zu Gedächtniszellen. Der Mechanismus ist bisher unklar, 
durch welchen einige T-Zellen dem AICD entkommen. Um dies im humanen System zu 
untersuchen, wurde ein in vitro-Modell für Gedächtnis T-Zellen entwickelt, in dem 
Langzeit-Kulturen primärer humaner T-Zellen verwendet wurden. Gedächtnis T-Zellen 
sind trotz deutlicher CD95-Oberflächen-Expression resistent gegenüber CD95-
induzierter Apoptose, was ihnen das Überleben während der Deletionsphase einer 
Immunreaktion sichert. Überraschenderweise sterben Gedächtnis T-Zellen jedoch nach 
Stimulation des T-Zell-Rezeptors über einen alternativen, CD95-unabhängigen AICD-
Mechanismus. Dabei bestimmt möglicherweise die Intensität des TCR-Signals, ob es 
zur Initiation einer sekundären Immunantwort oder zur Induktion von Apoptose kommt. 

 

 

Stichworte: Aktivierungs-induzierter Zelltod / Gedächtnis T-Zellen / Glucocorticoid-
Rezeptor / Transkriptionsfaktoren 
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3 EINLEITUNG 

3.1 MECHANISMEN DER APOPTOSE 

Apoptose, auch Programmierter Zelltod genannt, läuft in einer geordneten Reihenfolge 
morphologisch unterscheidbarer Phasen ab. Apoptose kann durch eine Vielzahl 
verschiedener Stimuli induziert werden, so z.B. durch UV- oder γ-Bestrahlung, Entzug 
von Wachstumsfaktoren, Chemotherapeutika, sowie durch Stimulation sogenannter 
Todesrezeptoren. Apoptotische Zellen separieren sich zunächst von ihren benachbarten 
Zellen und zeigen eine charakteristische Kondensierung des Chromatins und des 
Zytoplasmas. Die DNA wird in oligonukleosomale Fragmente von 180 bp und 
Vielfachen davon gespalten (Wyllie et al., 1980; Wyllie et al., 1984). Apoptose wird 
begleitet von Membraninversion, Exposition von Phosphatidylserin an der 
Zelloberfläche, Schrumpfen und Abschnürungen der Plasmamembran (Zeiose), Bildung 
von Apoptotischen Körperchen, welche kondensierte Organellen und 
Chromatinfragmente enthalten. Apoptotische Körperchen werden von Phagozyten 
verschlungen (Krammer, 1999), so daß ihr Inhalt nicht in die Umgebung entlassen wird. 
Im Gegensatz zur Nekrose wird somit im umgebenden Gewebe keine 
Entzündungsreaktion hervorgerufen. In vivo werden apoptotische Zellen schnell durch 
Phagozytose beseitigt (Hengartner, 2001). 

Zelltod durch Nekrose tritt normalerweise nach Gewebsverletzung auf und ist 
morphologisch durch irreversible osmotische Veränderungen gekennzeichnet, welche 
mit Anschwellen und unkontrollierter Lyse der Zellen einhergehen (Wyllie, 1997). 
Aufgrund der Zerstörung der Zellmembran wird der Zellinhalt freigesetzt und kann im 
umliegenden Gewebe Entzündungsreaktionen hervorrufen. Während der Nekrose 
kondensiert der Zellkern nicht, DNA-Fragmentierung ist nicht regelmäßig und wird 
durch andere Enzyme induziert als während der Apoptose (Dong et al., 1997).  

Apoptose ist zur Aufrechterhaltung der Homeostase von Geweben notwendig. Sie spielt 
eine wichtige Rolle in vielen physiologischen Prozessen, insbesondere während der 
Entwicklung und im Immunsystem (Krammer, 1999; Vaux and Korsmeyer, 1999). 
Viele Krankheiten sind mit entweder erhöhter oder verminderter Apoptose assoziiert, so 
z.B. AIDS, Krebs und Autoimmunerkrankungen (Krammer, 1999). 

Die wachsende Subfamilie der Todesrezeptoren gehört zu der TNF/NGF (tumor 
necrosis factor/nerve growth factor)-Rezeptor-Superfamilie. Charakteristisch für diese 
Superfamilie ist das Vorhandensein von zwei bis sechs extrazellulären cysteinreichen 
Domänen. Die Todesrezeptoren, welche differenziell glykosylierte Typ-I 
Transmembranproteine sind, zeichnen sich durch eine intrazelluläre Todesdomäne 
(engl.: death domain, DD) aus. Diese ist zur Transduktion des Todessignals notwendig. 
Sechs Mitglieder dieser Subfamilie sind bis jetzt im humanen System bekannt, nämlich 
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TNF-R1 (CD120a), CD95 (APO/Fas), DR3 (APO-3/LARD/TRAMP/WSL1), TRAIL-
R1 (APO-2/DR4), TRAIL-R2 (DR5/KILLER/TRICK2) und DR6 (Ashkenazi and Dixit, 
1999; Schulze-Osthoff et al., 1998). Unter diesen ist CD95 der am besten untersuchte 
Rezeptor (Krammer, 1999; Schmitz et al., 2000). 

Todesrezeptoren werden durch ihre natürlichen Liganden aktiviert. Die Liganden haben 
sich parallel zu ihren Rezeptoren als eine Todes-Liganden-Familie, die TNF-Familie, 
entwickelt. Mit Ausnahme von LTα sind die Todesliganden Typ-II 
Transmembranproteine, von denen eine lösliche Form durch die Aktivität von Matrix-
Metalloproteinasen generiert werden kann. Einige Studien haben zytotoxische Aktivität 
des löslichen CD95 Liganden (CD95L) gezeigt (Krammer, 1999), wohingegen andere 
darauf hinweisen, daß die Zytotoxizität nicht signifikant ist, oder der lösliche CD95L 
gar Apoptose inhibiert (Schneider et al., 1998; Suda et al., 1997). Dies mag auf 
Speziesunterschiede zurückzuführen sein, da beschrieben wurde, daß der humane 
lösliche Ligand in einigen CD95-exprimierenden Zellen effizient Apoptose auslöst 
(Suda et al., 1997), nicht jedoch der murine lösliche CD95L (Suda et al., 1996). 
Kürzlich wurde gezeigt, daß Proteine der extrazellulären Matrix, wie Fibronectin, mit 
löslichem CD95L interagieren und dabei seine pro-apoptotische Aktivität verstärken 
(Aoki et al., 2001). Die Rolle des löslichen und des membrangebundenen CD95L in 
vivo bleibt genauer zu untersuchen. 

Caspasen sind eine wachsende Familie von Aspartat-spezifischen Cystein-Proteasen, 
die für die Ausführung der Apoptose essentiell sind (Alnemri et al., 1996). Bisher sind 
12 humane Caspasen bekannt (Nicholson, 1999). Sie werden als Proenzyme 
(Zymogene) synthetisiert und durch proteolytische Spaltung aktiviert. Das aktive 
Enzym ist ein heterotetramerer Komplex aus zwei großen und zwei kleinen 
Untereinheiten (Nicholson, 1999). Aktivierung von Caspasen wurde für eine Reihe von 
apoptotischen Stimuli berichtet, einschließlich der Signaltransduktion durch 
Todesrezeptoren (Krammer, 1999). 

Eine wichtige Familie von Apoptose-regulierenden Proteinen ist die Bcl-2-Familie, 
deren Namensgeber das Onkogen bcl-2 ist, welches als Folge einer chromosomalen 
Translokation in B-Zell-Lymphomen überexprimiert ist (Tsujimoto et al., 1985). 
Mitglieder der Bcl-2-Familie werden in pro- (z.B. Bax, Bak) und anti-apoptotische (z.B. 
Bcl-2, Bcl-xL) unterteilt (Gross et al., 1999a; Vander Heiden and Thompson, 1999). 
Obgleich der Einfluß von Bcl-2 Proteinen auf Apoptose völlig offensichtlich ist, ist der 
biologische Mechanismus ihrer Funktion unklar. Das Verhältnis von pro- zu anti-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie wurde als entscheidend für das Schicksal der 
Zelle diskutiert (Gross et al., 1999a). Einige besitzen eine Transmembrandomäne (z.B. 
Bcl-2, Bcl-xL, Bak, Bax), welche die Proteine in intrazelluläre Membranen integrieren 
läßt, so z.B. in die Membran der Mitochondrien. Es wurde gezeigt, daß Bcl-2 
Familienmitglieder die Öffnung sogenannter permeability transition pore (PT pore) 
inhibieren können (Aritomi et al., 1997; Sattler et al., 1997; Schendel et al., 1998). 
Jedoch ist die Verbindung zwischen PT pore, Verlust des mitochondrialen 
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Transmembranpotentials und Freisetzung apoptogener Faktoren, wie z.B. Cytochrom c, 
aus den Mitochondrien kontrovers diskutiert. Es wurde gezeigt, daß tBid, die Caspasen-
aktivierte Form des pro-apoptotische Bcl-2 Familienmitglieds Bid (Huang and Strasser, 
2000), die Homooligomerisierung der pro-apoptotischen Mitglieder Bak und Bax 
vermittelt, was zu einer Freisetzung von Cytochrom c führt (Wei et al., 2001). In 
gesunden Zellen ist Bax im Zytosol lokalisiert und ist als Monomer schwach mit den 
Mitochondrien assoziiert. Nach Induktion der Apoptose assoziiert Bax mit den 
Mitochondrien und integriert in die mitochondriale Membran. Bcl-2 verhindert die Bax-
Oligomerisierung und die Insertion in die Membran (Antonsson et al., 2001). Der Effekt 
von Bcl-2 auf CD95-induzierte Apoptose ist abhängig vom Zelltyp, wie im nächsten 
Kapitel diskutiert wird. 

3.2 SIGNALTRANSDUKTION DER CD95-VERMITTELTEN APOPTOSE 

Stimulation von CD95 durch agonistische Antikörper oder CD95L führt zur Bildung 
eines Multiproteinkomplexes von Proteinen, den man Tod-induzierenden-Signal-
Komplex (engl.: death inducing signaling complex, DISC) nennt. Nach Stimulation 
wird das Serin-phosphorylierte Adaptermolekül FADD/Mort-1 (Boldin et al., 1995; 
Chinnaiyan et al., 1995) zu oligomerisiertem, höchst wahrscheinlich trimerisiertem 
CD95-Rezeptor rekruitiert. In einem nächsten Schritt werden zusätzliche Moleküle in 
den DISC rekrutiert: Zwei Isoformen von Caspase-8, Caspase-8/a (FLICE/Mach-
α1/Mch5β) und Caspase-8/b (Mach-α2) (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996), 
Caspase-10 und CAP-3, ein Molekül, das die N-terminale DED-Domäne (siehe unten) 
von Caspase-8 enthält und einen bisher nicht charakterisierten C-Terminus (Kischkel et 
al., 1995). 

Die Stöchiometrie der Proteine des DISC ist ungeklärt, jedoch ist die Notwendigkeit 
ihrer Interaktion nachgewiesen. Ligandenbindung und Oligomerisierung von CD95 
verändert die Konformation der intrazellulären DD, und ermöglicht es durch homophile 
Interaktionen den Adapter FADD/Mort-1 durch seine DD zu binden. Zusätzlich zur DD 
besitzt FADD eine N-terminale Todeseffektordomäne (engl.: death effector domain, 
DED), durch welche es Caspase-8/a, –8/b und CAP-3 bindet. Procaspase-8 wird im 
DISC in drei aufeinanderfolgenden Schritten gespalten, was zur Bildung von aktiver 
Caspase-8 führt, die aus zwei p10 und zwei p18 Untereinheiten besteht (Medema et al., 
1997). Die Prodomäne von Caspase-8 verbleibt am DISC, während die aktive Caspase-
8 vom DISC dissoziiert und eine Kaskade von Caspasen induziert, welche die 
Exekutionsphase der Apoptose in Kraft setzt (Salvesen, 1999). 

Es wurde berichtet, daß Todesrezeptoren vor ihrer Stimulation bereits über eine 
sogenannte pre-ligand binding assembly domain (PLAD) trimerisiert sind (Chan, 2000; 
Siegel et al., 2000). In diesem Fall würde die Signalübertragung entweder durch eine 
Konformationsänderung timerisierter Todesrezeptoren oder alternativ durch Bildung 
eines multimeren Komplexes nach Ligandenbindung herbeigeführt. Todesrezeptor-
vermittelte Apoptose kann auf verschiedenen Ebenen reguliert werden (Scaffidi et al., 
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1999c). Zum Beispiel wurde gezeigt, daß der Glykosylierungszustand des CD95-
Rezeptors den CD95-vermittelten Zelltod moduliert (Keppler et al., 1999). Initiale 
Experimente zum murinen CD95 DISC unter Verwendung von 2D-Gelen zeigen auch 
für den CD95-Rezeptor der Maus unterschiedliche Glykosylierung (S. Baumann, 
unveröffentlichte Daten). Weiter kann Apoptose durch die Expression von 
Apoptosegenen auf der transkriptionellen Ebene moduliert werden. Zum Beispiel 
induziert der Tumorsuppressor p53 die CD95-Expression nach DNA-Schädigung 
(Muller et al., 1998). Datenbankrecherche führte zur Identifizierung einer Familie von 
DED-enthaltenden Proteinen. Einige dieser Proteine gehören zur Klasse der γ-Herpes 
Viren wie Herpes Virus Saimiri (HVS), Humanes Herpes Virus 8 (HHV 8), ein Kaposi 
Sarcom assoziierter Herpes Virus und Moluscum Contagiosum Virus (MCV). Diese 
Proteine wurden viral FLICE-inhibitory proteins (v-FLIP) genannt. V-FILPs enthalten 
zwei DEDs. Sie binden den CD95 DISC und inhibieren dadurch die Aktivierung von 
Procaspase-8. V-FLIPs sind auch in der Lage, Apoptose zu inhibieren, die durch andere 
Todesrezeptoren induziert wurde (TNF-R1 and TRAIL-R1), was auf einen ähnlichen 
Signalübertragungsweg dieser Rezeptoren schließen läßt (Meinl et al., 1998). 

Das zelluläre Homolog zu v-FLIP wurde c-FLIP/FLAME-
1/I-FLICE/Casper/CASH/MRIT/CLARP/Usurpin (Tschopp et al., 1998) genannt. 
Mehrere Splicevarianten von c-FLIP mRNA wurden beschrieben, jedoch konnten bis 
jetzt nur zwei Formen von FLIP (c-FLIPS und c-FLIPL) auf Protein-Ebene gefunden 
werden (Scaffidi et al., 1999b). Die lange Form c-FLIPL ist strukturell mit Caspase-8 
verwandt, enthält aber ein enzymatisch inaktives Zentrum und interferiert mit der 
Bildung aktiver Caspase-8 Untereinheiten am Rezeptor. Die kurze Form ähnelt 
strukturell v-FLIP, enthält nur zwei DEDs und einen C-Terminus, der sich von Caspase-
8 unterscheidet (Scaffidi et al., 1999b). 

Beim Vergleich unterschiedlich differenzierter Zellen und verschiedener Zell-Linien 
wurden im Hinblick auf die Signalübertragung nach CD95-Stimulation zwei Zelltypen 
identifiziert, CD95-Typ I und CD95-Typ II genannt (Abb. 1)(Scaffidi et al., 1998). Der 
CD95-Typ II Signalweg ist abhängig von der apoptotischen Aktivierung der 
Mitochondrien, einem Prozeß, der bei vielen Apoptose-Signalwegen wichtig ist (Gross 
et al., 1999a; Kroemer, 1997). Diese Erkenntnis klärt viele kontroverse Diskussionen 
auf, die um die Rolle der Mitochondrien während der CD95-vermittelten Apoptose 
geführt wurden. Es wird durch in vitro Studien mit primären T-Zellen (Scaffidi et al., 
1999c; Schmitz et al., 1999) und durch in vivo Studien mit knockout Mäusen (Cecconi 
et al., 1998; Hakem et al., 1998; Kuida et al., 1998; Yin et al., 1999; Yoshida et al., 
1998) gestützt. In CD95-Typ I Zellen ist die Induktion der Apoptose von der 
Aktivierung großer Mengen an Caspase-8 am DISC begleitet. Diesem folgt eine rasche 
Spaltung von Caspase-3, noch vor dem Verlust des mitochondrialen 
Transmembranpotentials (∆ψm), was eine direkte Aktivierung der Caspasen-Kaskade 
vermuten läßt. Im Gegensatz dazu ist die DISC-Bildung in CD95-Typ II Zellen trotz 
ähnlicher CD95 Expression auf der Zelloberfläche schwach. Starke Aktivierung von 
Caspasen erfolgt erst nach Verlust von ∆ψm (Scaffidi et al., 1998). Daraus läßt sich 
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schließen, daß CD95-Typ II Zellen die Mitochondrien als Verstärker nutzen, um die 
Exekutionsphase der Caspasen-Kaskade einzuleiten. Die Aktivierung der 
Mitochondrien wird durch das pro-apoptotische Bcl-2 Familienmitglied Bid vermittelt. 
Bid ist ein Substrat von Caspase-8. In CD95-Typ II Zellen spalten die geringen Mengen 
am DISC aktivierter Caspase-8 Bid. Gespaltenes Bid (tBid) transloziert zu den 
Mitochondrien und induziert den Verlust an ∆ψm und die Freisetzung apoptogener 
Faktoren wie z.B. AIF (apoptosis inducing factor)(Susin et al., 1996) und Cytochrom c 
(Gross et al., 1999b; Liu et al., 1996; Luo et al., 1998). Im Zytosol binden Cytochrom c 
und ATP das Cofaktorprotein Apaf-1, welches dann Procaspase-9 bindet (Zou et al., 
1997). In diesem Komplex, den man Apoptosom nennt, wird Procaspase-9 zum aktiven 
Enzym prozessiert und initiiert die Caspasen-Kaskade unterhalb der Mitochondrien 
(Zou et al., 1999). Das Apoptosom wurde als Holoenzym beschrieben, wobei Caspase-9 
die katalytische Untereinheit darstellt und Apaf-1 der allosterische Regulator 
(Rodriguez and Lazebnik, 1999).  

Es sollte erwähnt werden, daß die Mitochondrien nach CD95-Stimulation in CD95-Typ 
I und CD95-Typ II Zellen gleichermaßen in apoptotischer Weise aktiviert werden. In 
beiden Zelltypen wird die apoptogene Aktivität der Mitochondrien durch Bcl-2 
Überexpression inhibiert. Jedoch nur in CD95-Typ II, nicht aber in CD95-Typ I Zellen 
blockiert Überexpression anti-apoptotischer Bcl-2 Familienmitglieder Caspase-8 und 
Caspase-3 Aktivierung, und damit Apoptose. Somit sind CD95-Typ II Zellen, nicht 
jedoch CD95-Typ I Zellen auf die apoptotische Aktivierung der Mitochondrien zu 
CD95-vermittelter Apoptose angewiesen (Schmitz et al., 2000). 
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Abbildung 1: Modell der zwei CD95-Signaltransduktionswege. Schematische Darstellung 
der CD95-Signalwege in Typ I- und Typ II-Zellen. In Typ I-Zellen (links) führt CD95-
Stimulation zu starker Caspase-8 Aktivierung direkt am DISC. Dies resultiert direkt in der 
Aktivierung weiterer Caspasen und damit in Apoptose. In Typ II-Zellen (rechts) hingegen führt 
eine schwache DISC-Bildung durch Spaltung von Bid zu einer apoptotischen Aktivierung der 
Mitochondrien, was unterhalb der Mitochondrien in einer Spaltung von Caspase-8 und -3 
resultiert. Deshalb inhibiert eine Blockierung der apoptotischen Aktivierung der Mitochondrien 
durch Bcl-2 oder Bcl-XL nur in Typ II-Zellen die Apoptose nach CD95-Stimulation. Weitere 
Erläuterungen siehe Text. 

 

3.3 BIOLOGISCHE FUNKTION DES CD95/CD95L-SYSTEMS 

CD95 ist das am besten charakterisierte Mitglied der Todesrezeptor-Familie. Die 
Untersuchungen dieser Rezeptoren und deren Liganden unterstreichen die biologische 
Bedeutung dieses apoptotischen Systems innerhalb eines Organismus. In einem 
ausgereiften Organismus spielt Apoptose, induziert durch CD95, z.B. eine Rolle bei der 
Homeostase von Geweben. Alternde (seneszente) und beschädigte Zellen werden so 
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eliminiert. Darüber hinaus spielt Apoptose auch im Immunsystem eine entscheidende 
Rolle. Autoreaktive Zellen müssen beseitigt werden, um Autoimmunität zu verhindern. 
Am Ende einer Immunantwort wird die Zahl der aktivierten Lymphozyten reduziert, um 
die Immunhomöostase zu erhalten (Baumann et al., 2002). Zusätzlich sind apoptotische 
Prozesse auch an der Immunüberwachung zur Entfernung von Tumorzellen involviert. 
Des weiteren ist der CD95L für die außergewöhnliche Rolle im Immunsystem einiger 
Gewebe wie Hirn, Ovar, Testis, Uterus während der Schwangerschaft, Plazenta und 
Auge verantwortlich. Diese Gewebe sind von der normalen Immunantwort 
ausgenommen und werden daher als immunologisch privilegiert bezeichnet (Barker and 
Billingham, 1977). Innerhalb dieser Bereiche werden einwandernde Immunzellen durch 
Apoptose beseitigt, da die Zellen dieser Gewebe CD95L exprimieren. Nach Einbringen 
von Viren in die vordere Augenkammer von Mäusen infiltrieren Lymphozyten und 
Granulozyten diese Region. In diesen Zellen wird Apoptose ausgelöst, wahrscheinlich 
durch die CD95L-Expression auf den Epithelzellen (Griffith et al., 1995; Griffith et al., 
1996). Da das CD95/CD95L-System für immunprivilegierte Orte von Bedeutung ist, 
entstand die Idee, dieses System bei der Transplantation einzusetzen. Es ließ sich 
zeigen, daß die menschliche Cornea funktionellen CD95L exprimiert (Stuart et al., 
1997). Untersuchungen an Mäusen unterstützen die Hypothese, daß der CD95L das 
Molekül sein könnte, welches Cornea-Transplantate vor dem Immunsystem des 
Empfängers schützt. Andere Studien über die Beteiligung des CD95L bei der 
Akzeptanz von Spendergewebe sind weniger eindeutig und werden kontrovers 
diskutiert (Allison et al., 1997; Bellgrau et al., 1995; Lau et al., 1996). Ein besseres 
Verständnis, wie diese privilegierten Orte ihren Status aufrecht erhalten, könnte zu 
Wegen führen, die Immunreaktion spezifisch zu unterdrücken. 

Das Verständnis der biologischen Funktion des CD95/CD95L-Systems wurde durch die 
Beschreibung natürlicher Abberationen im CD95/CD95L-Systems gefördert. 1978 
beschrieben Murphy und Rothes eine Mauslinie mit einem autosomal-rezessiven 
Gendefekt lpr (für lymphoproliferation)(Andrews et al., 1978). Bei Mäusen des 
Stamms MRL/MpJ führte diese Mutation zur starken Vergrößerung von Lymphknoten 
und Milz, die durch eine Akkumulation von CD4-CD8--Zellen hervorgerufen wurde. 
Die Entwicklung der Merkmale wurde dabei vom genetischen Hintergrund beeinflußt 
(Izui et al., 1984). So entwickelten einige Mausstämme auch Autoimmunerkrankungen. 
Diese zeigen starke Ähnlichkeit mit den Symptomen, die beim humanen systemischen 
Lupus erythematodes (SLE) auftreten (Andrews et al., 1978; Mysler et al., 1994). 
Inzwischen ist bekannt, daß die lpr-Mutation auf den Einbau eines Retrotransposons im 
Gen für CD95 beruht, was zu einem veränderten mRNA-Transkripts führt. Dies hat eine 
stark verringerte Expression des Rezeptors zur Folge, so daß es zu einer erheblich 
verminderten Apoptose von aktivierten T-Zellen bei diesen Mäuse kommt (Adachi et 
al., 1993; Chu et al., 1993; Mariani et al., 1994; Watanabe-Fukunaga et al., 1992; Wu et 
al., 1993). 

Eine weitere Mutation lprcg (für lymphoproliferation-complementing gld) ist allelisch 
mit lpr und führt zu sehr ähnlichen Symptomen (Matsuzawa et al., 1990). Die 



3  Einleitung 19 

Oberflächenexpression des CD95-Rezeptors von lprcg -Mäusen ist nicht verändert 
(Watanabe-Fukunaga et al., 1992), jedoch ist eine Aminosäure innerhalb der DD von 
CD95 ausgetauscht (Ile262 mit Asn262), was auf eine Punktmutation (T786 nach A786) 
zurückzuführen ist. Diese Veränderung führt zur Resistenz gegenüber CD95-
vermittelter Apoptose. Später zeigte die CD95-defiziente Maus wesentlich stärkere 
Formen der Lymphoadenopathie und Splenomegalie als die lpr-Maus (Adachi et al., 
1995). Dies ließ sich durch eine geringe Restaktivität des CD95/CD95L-Systems 
erklären. Zusätzlich konnte die Lymphoandeopathie in der lpr-Maus durch Expression 
des CD95-Rezeptors als Transgen verhindert werden (Wu et al., 1994). Damit wurde 
die Wichtigkeit von CD95 in der Apoptose von T-Lymphozyten bestätigt. 

Die inaktivierende Punktmutation auf der Ligandenseite wird als gld (für generalized 
lymphoproliferative disease) bezeichnet. Doppelt-heterozygote (lprcg +/-, gld+/-) Mäuse 
zeigten ähnliche Symptome, wie sie für die homozygoten lpr-/- Stämme beschrieben 
wurden (Roths et al., 1984). Die gld Punktmutation führt zu einer 
Aminosäureveränderung (Phe272 zu Leu272) im extrazellulären Bereich des CD95L 
(Lynch et al., 1994; Ramsdell et al., 1994). Diese Region in der Bindestelle des CD95L 
ist innerhalb der TNF-Familie hochkonserviert (Hahne et al., 1995). Der 
Aminosäureaustausch führt zum Verlust der Zytotoxiziät des CD95L (Lynch et al., 
1994; Ramsdell et al., 1994; Takahashi et al., 1994). 

Eine Reihe verschiedener muriner und humaner Tumoren, einschließlich vieler nicht-
lymphoider Tumoren, zeigt eine konstitutive Expression von funktionellem CD95L 
(Hahne et al., 1996; Niehans et al., 1997; O'Connell et al., 1996; Shiraki et al., 1997; 
Strand and Galle, 1998; Strand et al., 1996). So war z.B. ein CD95L-exprimierendes 
Melanom in der Lage, eine potente Antitumor-Immunität hervorzurufen, wenn das 
Wirtstier zugleich einen Defekt in der CD95-Expression hatte (Hahne et al., 1996). Dies 
legt die Möglichkeit nahe, daß der Mechanismus, der für den Schutz des Gewebes vor 
einer Autoimmunerkrankung während einer Entzündungsreaktion oder während einer 
Abstoßung eines Transplantats auch von Tumoren benutzt werden kann, um der 
Immunüberwachung zu entgehen. Diese Deletion von tumor-reaktiven T-Lymphozyten 
durch CD95L-exprimierende Tumore wird als „tumor counterattack“ bezeichnet 
(Bennett et al., 1998; Walker et al., 1998). Allerdings wurden widersprüchliche Daten 
zu diesem Thema publiziert. So wurde über starke Entzündungsreaktionen, 
einschließlich einer Infiltration von Neutrophilen, durch CD95L-positive Tumore 
berichtet (Arai et al., 1997). Injektion von syngenen CD95L-positiven Tumorenzellen in 
Mäuse führte so z.B. nicht zur Entwicklung von Tumoren (Igney et al., 2000; Igney and 
Krammer, 2002), sondern zu einer starken Neutrophilen-vermittelten Immunantwort 
gegenüber den transplantierten Zellen (Seino et al., 1997). 

Zusätzlich ist bekannt, daß CD95L auch Gewebe schädigen kann. In Spender-
gegenüber-Empfänger-Erkrankungen (engl.: graft versus host disease) trägt die 
Fähigkeit der Spender-Effektorzellen, funktionalen CD95L zu exprimieren, zum 
destruktiven Angriff bei (Baker and Reddy, 1996; Braun et al., 1996). Anti-CD95-
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Antikörper induzierten Apoptose in Hepatozyten in vivo (Ogasawara et al., 1993), was 
zur Hypothese führte, daß die CD95L-induzierte Apoptose dieser Zellen zu einigen 
Formen von Hepatitis beiträgt (Galle et al., 1995). 

CD95L-induzierte Apoptose spielt auch eine Rolle in einigen Autoimmunerkrankungen. 
Normale Thyrozyten exprimieren konstitutiv funktionalen CD95L, aber normalerweise 
kein CD95. In Hashimoto-Thyroiditis-Patienten exprimieren die Thyrozyten CD95, was 
die Induktion von Apoptose in diesen Zellen zur Folge hat (Giordano et al., 1997). 
Folglich führt bei Hashimoto-Thyroiditis die normalerweise schützende Funktion des 
CD95L auf Thyrozyten zur Zerstörung der Schilddrüse. 

3.4 DIE T-ZELL-IMMUNANTWORT UND DER AKTIVIERUNGS-INDUZIERTE 
ZELLTOD 

T-Lymphozyten entwickeln sich aus hämatopoetischen Stammzellen des 
Knochenmarks. Frühe Vorläuferzellen wandern in den Thymus ein und entwickeln sich 
dort zu reifen T-Zellen (von Boehmer and Kisielow, 1993). Unreife T-Zellen, oder 
Thymozyten, durchlaufen unterschiedliche phänotypische Stadien, welche durch die 
Expression zahlreicher Oberflächen-Proteine unterscheidbar sind (Petrie et al., 1990; 
Shortman and Wu, 1996). So exprimieren die Zellen zu Beginn weder CD4 noch CD8, 
sind in einer späteren Entwicklungsphase dagegen CD4+CD8+. Die T-Zell-Entwicklung 
beinhaltet somatische Rekombination der Antigen-Rezeptor-Gensegmente. Die 
Expression eines funktionellen T-Zell-Rezeptors (TCR) ist für das Überleben, die 
Reifung und die Selektion der T-Zellen essentiell. Die T-Zell-Selektion führt zu einem 
vielfältigen Repertoire von Antigen-Rezeptor-Spezifitäten.  

Exprimieren T-Zellen ihren Antigen-Rezeptor auf der Zelloberfläche, durchlaufen sie 
eine negative und positive Selektion (Sebzda et al., 1999). Die meisten der Thymozyten 
überleben diese Selektionsprozesse nicht (Baumann et al., 2002; Strasser, 1995; von 
Boehmer et al., 1999). Die Überlebenden Zellen reifen und differenzieren zu CD4+-
Helfer T-Zellen oder CD8+-zytotoxischen T-Zellen (Basson and Zamoyska, 2000). 
Schließlich treten sie in den Blutstrom ein und wandern in periphere lymphatische 
Organe (Milz, Lymphknoten und Peyer’s Patches), zwischen denen sie zirkulieren, bis 
sie auf Antigen treffen. 

Da naïve T-Zellen Antigen nur in den T-Zell-Zonen der sekundären lymphatischen 
Organe erkennen, ist die Einleitung der Immunantwort von dem Transport des Antigens 
vom Ort der Infektion in diese Zonen abhängig. Drei Zelltypen können als 
antigenpräsentierende Zellen fungieren: Makrophagen, dendritische Zellen und B-
Zellen. Unreife dendritische Zellen, die über den Körper verteilt sind, phagozytieren 
und prozessieren Antigen und wandern anschließend in die regionalen Lymphknoten 
ein, wobei sie dabei zu reifen dendritischen Zellen differenzieren (Liu et al., 2001). 
Reife dendritische Zellen präsentieren Antigen als kurze Peptide, gebunden an MHC-
Moleküle (engl.: major histocompatibility complex), auf ihrer Zelloberfläche. Dabei 
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kann es sich um körpereigene oder fremde Proteine handeln, welche entweder von 
intrazellulären Parasiten (Viren), von internalisierten Mikroorganismen oder Toxinen 
stammen. MHC Klasse I Moleküle binden Peptide intrazellulärer Parasiten, die im 
Zytoplasma proliferieren, MHC Klasse II Moleküle dagegen Peptide extrazellulärer 
Parasiten und deren Produkte, welche internalisiert und in vesikulären Kompartimenten 
degradiert werden. Mit Peptid beladene MHC-Moleküle werden zur Zelloberfläche 
transportiert. Die differentielle Erkennung der MHC Moleküle durch den TCR wird 
durch die Corezeptoren CD4 auf T-Helfer-Zellen (TH) und CD8 auf zytotoxischen T-
Zellen (TC) unterstützt. MHC Klasse I Moleküle werden von zytotoxischen CD8+ T-
Zellen erkannt, welche die virusinfizierten Zellen bzw. Tumorzellen direkt zerstören. 
CD95L-positive zytotoxische T-Zellen töten dabei CD95-positive Zielzellen durch 
Auslösen von Apoptose. Alternativ permeabilisiert sezerniertes Perforin die 
Zellmembran, wodurch Granzyme in die Zelle gelangen können. Zusätzlich produzieren 
zytotoxische T-Lymphozyten Interferon-gamma (IFN-γ), welches zum einen die virale 
Replikation hemmt und zum anderen Makrophagen aktiviert. MHC Klasse II Moleküle 
dagegen werden von CD4+ T-Helfer-Zellen erkannt, welche B-Zellen zur Produktion 
von Antikörpern und Makrophagen zur Zerstörung von intravesikulären Pathogenen 
anregen. MHC Klasse I Moleküle werden zur Erkennung von Tumorzellen und viraler 
Infektionen benötigt, und da nahezu jede Zelle von Viren infiziert werden kann, 
exprimieren alle kernhaltigen Zellen MHC Klasse I Moleküle, wobei sie auf Zellen 
hämatopoetischen Ursprungs am stärksten exprimiert sind. MHC Klasse II Moleküle 
dagegen dienen der Kommunikation zwischen Zellen des Immunsystems. Ihre 
Expression ist auf Zellen limitiert, die der Aktivierung der Immunantwort dienen. Dies 
trifft sowohl auf B-Zellen und Makrophagen zu, die durch Effektor T-Zellen aktiviert 
werden, als auch auf professionelle Antigen-präsentierende Zellen (APC), welche die 
Immunantwort einleiten. Auch Stromazellen des Thymusepithels exprimieren MHC 
Klasse II Moleküle. 

Naïve T-Zellen reagieren nur dann auf ein präsentiertes Antigen, wenn dieselbe Zelle 
dem TCR das spezifische Antigen und gleichzeitig dem CD28 Molekül den 
entsprechenden Liganden B7.1 (CD80) oder B7.2 (CD86) als costimulierenden Faktor 
präsentiert. Die Aktivierung von T-Zellen führt zu ihrer Proliferation und zur 
Differenzierung ihrer Nachkommen zu Effektorzellen. Diese Vorgänge sind von der 
Produktion von Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2) und deren Bindung an einen 
hochaffinen Rezeptor auf der aktivierten T-Zelle abhängig. Weil Pathogene sich oft sehr 
schnell replizieren, hat die klonale Expansion naïver T-Zellen und deren 
Differenzierung zu Effektorzellen schnell und effizient zu sein und muß fortgesetzt 
werden, bis das Pathogen eliminiert ist, was bei einer typischen Virusinfektion etwa 7 – 
10 Tage dauert. T-Zellen können bis zu sieben Zellteilungen durchlaufen, nachdem sie 
stimuliert wurden (van Stipdonk et al., 2001).  

Naïve T-Lymphozyten werden durch Stimulation des TCR aktiviert, was eine 
spezifische Immunantwort auslöst. Im Gegensatz dazu wird in zuvor aktivierten T-
Zellen auf dasselbe Signal Aktivierungs-induzierter Zelltod (engl.: activation-induced 
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cell death, AICD) ausgelöst (Dhein et al., 1995; Klas et al., 1993; Nagata, 1997; 
Radvanyi et al., 1993; Singer and Abbas, 1994). AICD ist ein wichtiger Mechanismus, 
um die Anzahl der reaktiven T-Zellen zu reduzieren und die Immunreaktion zu beenden 
(Freitas and Rocha, 1999; Krammer, 2000). Dies kann am Beispiel einer Infektion 
gezeigt werden: Wenn der Körper von der Infektion befreit ist, werden die während der 
Immunantwort generierten Effektorzellen überflüssig. Daher wird die große Mehrzahl 
der aktivierten T-Zellen am Ende der Immunreaktion durch AICD eliminiert. Dieser 
Prozeß kann auch als eine zweite Verteidigungslinie bei Autoimmunität wirken, indem 
durch ihn die autoreaktiven Zellen in der Peripherie deletiert werden. Die Sensitivität 
peripherer T-Zellen gegenüber AICD hängt vom Aktivierungszustand ab (Abb. 2). Die 
Entscheidung zwischen der proliferativen und der suizidalen Antwort der Zellen ist 
streng reguliert und beruht auf der Notwendigkeit zum Auslösen einer Immunreaktion 
oder zur Reduktion der aktivierten T-Zellen, die ihre Aufgabe erfüllt haben. Frisch 
aktivierte T-Zellen sind gegenüber Induktion von Apoptose über Stimulation des TCR 
resistent. Während dieser Initiationsphase werden die Gene für IL-2 und seinen hoch 
affinen Rezeptor (IL-2R α-Kette/CD25) induziert. T-Zellen in der IL-2-abhängigen 
klonalen Expansions- und Effektorphase sind nicht, oder kaum, sensitiv gegenüber 
AICD durch TCR-Stimulation (Green et al., 1992; Lenardo, 1991; Noel et al., 1996; 
Russell et al., 1991). Apoptose wird vermieden, um die Entwicklung einer schützenden 
Immunreaktion zu gestatten. Der anfänglichen Resistenz folgt eine Apoptose-sensitive 
Phase nach Kultivierung der Zellen mit IL-2 (Boehme and Lenardo, 1993; Peter and 
Krammer, 1999; Russell et al., 1991; Scaffidi et al., 1999a). Sobald T-Zellen 
proliferieren, werden sie empfänglich für Apoptose (Lissy et al., 1998; Radvanyi et al., 
1996; Zhu and Anasetti, 1995);(Fournel et al., 1996; Gonzalo et al., 1994). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung einer T-Zell-Immunantwort. Nach Erkennen des 
Antigens proliferieren Antigen-spezifische T-Zellen und differenzieren zu Effektorzellen. Nach 
Beseitigung des Antigens sterben T-Zellen über einen Mechanismus, den man Aktivierungs-
induzierten Zelltod (engl.: activation induced cell death, AICD) nennt.  Nur in dieser 
Deletionsphase sind T-Zellen sensitiv gegenüber CD95-vermittelter Apoptose. Nur wenige 
Zellen überleben den AICD und differenzieren zu Gedächtniszellen. 
 
 

Die Eliminierung von T-Zellen nach TCR-Stimulation kann über zwei verschiedene 
Signalwege erfolgen. Der Hauptweg von AICD wird durch das CD95 System vermittelt 
(Abb. 3), da der Zelltod fast vollständig durch Reagenzien verhindert werden kann, 
welche die CD95/CD95L-Interaktion verhindern (Alderson et al., 1995; Brunner et al., 
1995; Dhein et al., 1995; Ju et al., 1995). Jedoch ist in Gegenwart dieser Reagenzien 
immer noch Zelltod beobachtbar, ein Hinweis darauf, daß es einen CD95-unabhängigen 
Weg geben muß (Dhein et al., 1995). In vitro führt die Reaktivierung von T-Zellen zur 
Expression von CD95L und ermöglicht den Zellen, benachbarte CD95-positive Zellen 
zu eliminieren oder Suizid zu begehen (Janssen et al., 2000; Kabelitz and Janssen, 
1997; Klas et al., 1993; Singer and Abbas, 1994). Die meisten Effektor-T-Zellen 
sterben innerhalb von etwa fünf Tagen, nur ein kleiner Anteil überlebt, um zu langzeit-
überlebenden funktionellen Gedächtniszellen zu werden (Sprent and Miller, 1976). 
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Abbildung 3: Modell für Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD). Restimulation von 
primären T-Zellen über deren T-Zell-Rezeptor (engl.: T cell receptor, TCR) führt zur Induktion 
des CD95 Liganden (CD95L). Über den CD95-Rezeptor wird damit Apoptose durch Fratrizid 
oder Suizid eingeleitet. Matrix-Metalloproteasen (MP), welche den CD95L spalten, können eine 
lösliche Form von CD95L erzeugen, was zur Induktion der Apoptose in einer autokrinen oder 
parakrinen Weise führt. 

 

Stimulations-induzierte und passive Formen der Apoptose unterliegen unterschiedlichen 
molekularen Mechanismen (Lenardo et al., 1999). AICD benötigt die Induktion der 
Expression von Todesliganden, wie CD95L, durch TCR-Stimulation und wird 
unvollständig durch Bcl-2 inhibiert (Alderson et al., 1995; Cui et al., 1996; Dhein et al., 
1995; Ju et al., 1995; Lynch et al., 1995; Russell et al., 1993; Russell and Wang, 1993; 
Takahashi et al., 1994; Zheng et al., 1995). Im Gegensatz dazu tritt passive Apoptose 
bei Zellen auf, die nicht ausreichend durch Wachstumsfaktoren stimuliert werden (death 
by neglect) (Nelson and Willerford, 1998). Passive T-Zell-Apoptose benötigt 
funktionelle Protein-Synthese und wird durch verschiedene T-Zellen-
Wachstumsfaktoren (Zytokine) wie z.B. IL-2, IL-4, IL-7 und IL-15 verhindert. Passive 
T-Zell-Apoptose wird stark durch Expression von Bcl-2 und verwandten Molekülen 
gehemmt, was darauf hinweist, daß der mitochondriale Signalweg der Apoptose 
beteiligt sein könnte. Bei passiver Apoptose sind keine Todesrezeptoren involviert, 
Grundlage ist eher die direkte zytoplasmische Aktivierung von Caspasen, eventuell als 
Ergebnis von Mitochondrien-Schädigung (Hildeman et al., 1999; Hildeman et al., 
2002a; Hildeman et al., 2002b; Kluck et al., 1997; Ohta et al., 1997). 
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CD95-defiziente T-Zellen zeigen eine deutliche Reduktion der TCR-induzierten 
Apoptose, verbleibende Apoptose wird durch TNF-Inhibition blockiert (Tucek-Szabo et 
al., 1996; Zheng et al., 1995). Obwohl kein offensichtlicher T-Zell-Phänotyp in TNF- 
oder TNF-R-defizienten Mäusen festgestellt werden konnte, kann TCR-induzierte 
Deletion peripherer T-Zellen in vivo und in vitro durch  Blockierung des TNF-Systems 
reduziert werden (Alexander-Miller et al., 1996; Marino et al., 1997; Sarin et al., 1995; 
Speiser et al., 1996; Sytwu et al., 1996). Während das CD95/CD95L-System bei der 
Anfangsphase des AICD wichtig zu sein scheint, scheint das TNF-R1/TNF-α System in 
der späteren Phase seine Rolle zu haben (Medema et al., 1997; Zimmermann et al., 
1996). Es wurde weiterhin berichtet, daß das CD95/CD95L-System hauptsächlich die 
Induktion der Apoptose in CD4+ Helfer-Zellen, und das TNF-R1/TNF-α System 
hingegen in CD8+ zytotoxischen T-Zellen vermittelt (Zheng et al., 1995). Da T-Zellen 
in der Deletionsphase CD95-Typ-I sind (siehe Kapitel 3.2), spielen Bcl-2 und Bcl-xL 
keine Rolle in der Regulation des AICD, was sich auch an der unveränderten Deletion 
in Bcl-2 bzw. Bcl-xL transgenen Mäusen zeigt (Petschner et al., 1998; Razvi et al., 
1995; Strasser et al., 1995). 

3.5 REGULATION DER EXPRESSION DES CD95-LIGANDEN IN T-ZELLEN 

CD95 wird in vielen Geweben konstitutiv exprimiert. Die Expression des CD95-
Liganden (CD95L) ist jedoch auf wenige Zellen beschränkt, wie z.B. aktivierte T-
Zellen, Makrophagen und Zellen der immunpreviligierten Gewebe in Auge und Testis, 
und wird streng reguliert. Der CD95L wird nicht von ruhenden T-Zellen exprimiert, 
wird aber nach Stimulation des TCR/CD3-Komplexes durch Antigen oder Reagenzien, 
welche das Antigen-Signal simulieren (anti-CD3-Antikörper bzw. PMA/Ionomycin), 
stark hochreguliert. Die ersten Signale nach TCR/CD3-Stimulation bestehen in der 
aufeinanderfolgenden Aktivierung von Tyrosin-Kinasen, u.a. Lck und ZAP-70. TCR-
Stimulation führt initial zu einer Tyrosin-Phosphorylierung zytoplasmatischer Bereiche 
des TCR und des CD3-Komplexes, und zu einer Signaltransduktionskette, welche 
Phospholipase C (PLC)-γ1 (Siegel et al., 1991), p21ras/RAF Kinase (Izquierdo Pastor et 
al., 1995) und Phosphatidylinositol 3’-OH Kinase (PI3-K)/GDP-Rac-Signalweg 
(Cantrell et al., 1998) umfaßt. PLC-γ1 Aktivierung resultiert in einer Erhöhung der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration und Protein-Kinase C Aktivierung. Es konnte 
gezeigt werden, daß ZAP-70 und Lck in der Induktion der CD95L-Expression während 
AICD involviert sind (Eischen et al., 1997; Gonzalez-Garcia et al., 1997). Sowohl Lck 
als auch ZAP-70 sind für Calcium-Mobilisierung in T-Zellen notwendig. Eine 
Erhöhung der Ca2+-Konzentration führt zur Aktivierung der Ca2+- und Calmodulin-
abhängigen Phosphatase Calcineurin und damit zur Aktivierung Calcineurin-abhängiger 
Transkriptionsfaktoren. ZAP-70 ist auch bei der Aktivierung der Protein Kinase C 
(PKC) beteiligt. Die θ Isoform von PKC wurde als essentiell bei der TCR/CD3-
vermittelten T-Zell-Aktivierung beschrieben und spielt auch eine entscheidende Rolle 
bei der Induktion des CD95L (Villalba et al., 1999; Villunger et al., 1999). Die 
Aktivierung von PKC bzw. die Ca2+-Mobilisierung kann pharmakologisch durch PMA 
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(phorbol myristate acetate) und Ionomycin simuliert werden. Aktivierung von T-Zellen 
durch TCR/CD3-Stimulation führt auch zur Stimulation einer Ras-aktivierten Kaskade 
von Kinasen, wie z.B. Raf, MEK (MAPK-Kinase), ERK (extracellular signal-related 
kinase) und p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase). Der Ras-
Signalübertragungsweg ist für optimale CD95L-Induktion essentiell (Hsu et al., 1999; 
Latinis et al., 1997). 

Der CD95L-Promotor ist komplex und umfaßt Bindestellen für eine Reihe von 
Transkriptionsfaktoren. In Jurkat T-Zellen wurde nach TCR/CD3-Stimulation die 
Bindung von NF-AT (Holtz-Heppelmann et al., 1998; Li-Weber et al., 1998; Norian et 
al., 1998), NF-κB (Kasibhatla et al., 1999; Li-Weber et al., 2000), Egr (early growth 
response protein) (Li-Weber et al., 1999; Mittelstadt and Ashwell, 1998; Mittelstadt 
and Ashwell, 1999), IRF-1 (interferon regulatory factor-1) (Kirchhoff et al., 2002) und 
IRF-2 (Chow et al., 2000) an den CD95L-Promotor gezeigt (Abb. 4)(Li-Weber and 
Krammer, 2002).  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des CD95L-Promotors. T-Zell-Aktivierung durch 
Stimulation des multimeren TCR/CD3-Komplexes resultiert in einer Aktivierung intrazellulärer 
Signalwege, welche zu Phosphorylierung oder Dephosphorylierung zytoplasmatischer 
Zielproteine führt. Dies bewirkt die Aktivierung und den nukleären Transport zahlreicher 
Transkriptionsfaktoren, wie NF-AT, NF-κB und Egr-1, welche durch Bindung an ihre 
Bindesequenzen im CD95L-Promotor zur Induktion der CD95L-Expression führen. Weitere 
Erläuterungen siehe Text. 

 

Die transkriptionelle Aktivierung des CD95L-Gens in T-Zellen erfolgt sehr rasch. 
CD95L-mRNA ist schon eine Stunde nach TCR/CD3-Stimulation zu detektieren und 
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erreicht ein Maximum nach etwa 4 Stunden (Li-Weber et al., 2002b). Als Model für 
CD95-vermitelten AICD (Dhein et al., 1995) und zur Untersuchung der cis-
regulatorischen Regionen des humanen CD95L-Promotors wurden hauptsächlich Jurkat 
T-Zellen verwendet. Wie viele andere Gene steht das CD95L-Gen unter der Kontrolle 
einer großen Anzahl cis-regulatorischer Promotor-Elemente, welche zusammen die 
Feinregulation der transkripionellen Aktivität des Gens gewährleisten. 

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, daß zusätzlich zu den oben beschriebenen Faktoren 
auch Mitglieder der Jun, Fos und ATF Proteine, die den Transkriptionsfaktor AP-1 
(activating protein-1) bilden, an der Induktion des CD95L beteiligt sind. Der dimere 
Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1, der durch zahlreiche externe und interne Signale 
induziert wird, ist an einer Vielzahl zellulärer Prozesse beteiligt, so z.B. Proliferation, 
Differenzierung, Transformation, Tod und Überleben von Zellen. AP-1 ist ein Dimer 
aus den basischen Leuzin-Zipper (bZIP) Proteinen der Jun- (c-Jun, JunB, JunD), Fos- 
(c-Fos, FosB, Fra-1 und Fra-2) und ATF-Subfamilien (ATF2, LRF1/ATF3, B-ATF, 
JDP1, JDP2), die das 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA) response element 
(TRE, consensus: 5’-TGAG/CTCA-3’) erkennen (Shaulian and Karin, 2002). Während 
die Fos-Proteine nur mit Mitgliedern der Jun-Familie über die carboxy-terminale 
Leuzin-Zipper Domäne heterodimerisieren können, können die Jun-Proteine 
homodimerisieren und mit Fos-Mitgliedern heterodimerisieren, um transkriptionell 
aktive Komplexe zu bilden (Angel and Karin, 1991). Auch einige Mitglieder der 
CREB-Familie (CREB, CREM und ATF-1) von Transkriptionsfaktoren können mit AP-
1 Proteinen dimerisieren (Shaulian et al., 2000). Unter Verwendung von knockout-
Strategien konnte gezeigt werden, daß einige Komponenten, wie c-Fos, FosB und JunD 
für die Embryonalentwicklung entbehrlich sind, wohingegen andere, wie c-Jun, JunB 
und Fra-1 essentiell sind (Jochum et al., 2001). 

Direkte Hinweise auf die pro-apoptotische Funktion von AP-1 Transkriptionsfaktoren 
stammen aus transienten Überexpressionsexperimenten, in denen c-Fos und c-Jun in 
zahlreichen Zellinien Apoptose induzieren konnten (Bossy-Wetzel et al., 1997; Ham et 
al., 1995; Preston et al., 1996). Antisense-Oligonukleotide gegen c-fos und c-jun 
mRNA gerichtet erhöhen die Überlebensrate lymphoider Zellen, denen 
Wachstumsfaktoren entzogen wurden (Colotta et al., 1992). Gleichermaßen kann die 
Inhibition der Aktivität von c-Jun durch Expression einer dominant-negativen c-Jun-
Mutante neuronale Zellen vor Apoptose schützen (Whitfield et al., 2001). Für AP-1 
wurde erstmals eine Funktion in der Apoptose aufgrund der Beobachtung vermutet, daß 
c-jun und c-fos mRNAs schnell und transient in lymphoiden Zellen nach Entzug der 
Wachstumsfaktoren induziert wurden (Colotta et al., 1992). Eine c-Jun-abhängige 
Induktion des CD95L wurde in mehreren experimentellen Systemen gezeigt (Eichhorst 
et al., 2000; Shaulian and Karin, 2001). c-Jun-/- Fibroblasten sind resistent gegenüber 
den apoptotischen Effekten alkylierender Reagenzien, welche durch Induktion des 
CD95L vermittelt werden (Kolbus et al., 2000). Während JunB pro-apoptotische und 
JunD anti-apoptotische Funktion zugeschrieben wurden (Passegue and Wagner, 2000; 
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Weitzman et al., 2000), wurden für FosB in vitro und in vivo beide Funktionen 
beschrieben (Hafezi et al., 1997; Ivanov et al., 1997). 

Die erhöhte de novo Synthese und Aktivierung neu synthetisierter oder vorhandener 
Proteine der AP-1 Familie durch Phosphorylierung ist für die Induktion zahlreicher 
Mechanismen zur Apoptose-Stimulation notwendig. JNK (c-Jun NH2-terminale 
Kinase)-vermittelte Phosphorylierung von c-Jun ist für c-Jun-induzierte Apoptose 
essentiell. Expression von c-Jun, welches in der JNK-Phospho-Akzeptor-Stelle mutiert 
ist (c-JunAla63/73), kann Apoptose inhibieren (Niculescu et al., 1999). JNKs werden nach 
TCR/CD3-Stimulation aktiviert, was zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung 
von c-Jun führt (Su et al., 1994). Darüber hinaus wurde beschrieben, daß p38 MAPK 
und JNK nach TCR/CD3-Stimulation im murinen System an der Induktion der CD95L-
Expression beteiligt sind (Faris et al., 1998; Zhang et al., 2000). Unterstützt werden 
diese Daten durch die Beobachtung, daß die Phosphorylierung von c-Jun durch MEKK 
und JNK Kinasen nach genotoxischem Streß in humanen und murinen Zellen die 
CD95L-Expression induziert (Chang and Karin, 2001; Eichhorst et al., 2000; Kasibhatla 
et al., 1998; Kolbus et al., 2000). 

JNK1-/- JNK2-/- Mäuse weisen im Gehirn Regionen mit erhöhter und Regionen mit 
reduzierter Apoptose auf (Kuan et al., 1999; Sabapathy et al., 1999). In vitro Studien 
demonstrieren, daß JNK-Aktivierung nicht für TNF-induzierte Apoptose notwendig ist 
(Liu et al., 1996). Weitere Experimente lassen vermuten, daß JNK Kinase 1 (SEK1) 
eine protektive Rolle bei CD95-induzierter Apoptose spielt (Nishina et al., 1997) und 
daß TNF-induzierte JNK-Aktivierung anti-apoptotische Funktion hat (Natoli et al., 
1997). Somit ist das Resultat der AP-1 Aktivierung offensichtlich Zelltyp-spezifisch 
und hängt von post-translationalen Modifikation und der Gegenwart interagierender 
Faktoren ab. Es gibt Hinweise darauf, daß c-Jun und c-Fos die Hauptregulatoren der 
CD95L-Expression nach genotoxischem Streß sind (Eichhorst et al., 2000; Kasibhatla 
et al., 1998), jedoch ist die funktionelle Rolle und Zusammensetzung des AP-1 Dimers 
bei der CD95L-Induktion des Aktivierungs-induzierten Zelltods bisher unbekannt.  

Zusammenfassend kann man sagen, daß bei aktivierungs-induzierter CD95L-
Expression in T-Zellen zahlreiche Transkriptionsfaktoren beteiligt sind. Jeder dieser 
Faktoren ist für eine vollständige Induktion nach TCR/CD3-Stimulation essentiell, so 
daß das Fehlen eines einzigen Transkriptionsfaktors zu einer deutlichen Reduktion der 
CD95L-Induktion führt, da die kooperative Wirkungsweise der Faktoren auf den 
Promoter nicht mehr gegeben ist. 

3.6 GEDÄCHTNIS T-ZELLEN 

Immunreaktionen enden normalerweise in immunologischem Gedächtnis in Form von 
persistierenden Gedächtnis T-Zellen. Die Existenz dieser Zellen erlaubt eine schnelle 
und starke Reaktion auf eine erneute Exposition mit dem Antigen (Sprent and Surh, 
2002). Das Immungedächtnis wird durch antigen-spezifische T- und B-Zellen vermittelt 
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and bleibt oft ein Leben lang erhalten. Bei einer typischen Primärantwort ist die 
weitreichende Eliminierung der Effektor-T-Zellen am Ende der Immunreaktion 
unvollständig, so daß ein kleiner Anteil der T-Zellen überlebt und zu Gedächtnis- 
(engl.: memory) Zellen differenziert. Im Gegensatz zu B-Zellen gibt es keine Hinweise 
darauf, daß somatische Hypermutation während der Differenzierung naïver T-Zellen zu 
Gedächtnis T-Zellen beteiligt ist. Gedächtnis T-Zellen, die aus Vorläuferzellen stammen 
und unter polarisierenden Bedingungen zu Th1 und Th2 Effektorzellen in vitro 
stimuliert wurden, behalten ihre Polarität in vivo über längere Zeit hinweg (Dutton et 
al., 1998). Gleichermaßen ist die Zytokin-Expression primärer Effektorzellen und 
Gedächtnis-Zellen sehr ähnlich. Solche Ergebnisse lassen auf einen größtenteils 
stochastischen Prozeß der Selektion von Th1- und Th2-Effektorzellen in Hinblick auf 
Tod oder Überleben schließen. Bis vor kurzem wurde spekuliert, daß Gedächtnis T-
Zellen eine Subpopulation von Zellen repräsentieren könnten, die während der primären 
Immunantwort nicht in der Lage waren, zu Effektorzellen zu differenzieren. Diese 
Möglichkeit erscheint mittlerweile unwahrscheinlich, da gezeigt wurde, daß die 
Vorläufer der Gedächtnis T-Zellen während der primären Antwort umfassende 
Proliferation durchlaufen und, zumindest zeitweise, Effektorfunktionen ausüben 
(Opferman et al., 1999). Als ein alternativer Weg wurde vorgeschlagen, daß Gedächtnis 
T-Zellen von Vorläuferzellen abstammen, die erst zu einem späteren Zeitpunkt der 
Immunantwort in Kontakt mit dem Antigen treten (z.B. wegen langsameren 
Einwanderns in die Lymphknoten von anderen Orten im Körper aus) (Kaech et al., 
2002).  Diese Zellen mögen zwar proliferieren und zu Effektorzellen differenzieren, 
jedoch könnte es sein, daß die Sensitivierung gegenüber Apoptose aufgrund eines 
kürzeren Kontakts mit Antigen unvollständig oder reversibel ist, und ihnen damit ein 
Überleben und die Differenzierung zu Gedächtnis T-Zellen ermöglicht (Sprent and 
Tough, 2001). 

Obwohl Gedächtnis T-Zellen als Population nahezu lebenslang zu überleben scheinen, 
weisen sie eine erhebliche Heterogenität auf, was die Expression von spezifischen 
Oberflächenmarkern, Gewebsverteilung und Aktivierungsstatus betrifft. Im 
Allgemeinen exprimieren Gedächtnis Zellen andere Marker als naïve T-Zellen oder 
Effektorzellen. Jedoch scheinen einige Marker, die gelegentlich als Marker für 
Gedächtnis T-Zellen verwendet werden, wie z.B. niedrige Level an CD62L und 
CD45RA, nicht eindeutig (Rogers et al., 2000). Derzeit gilt eine hohe Expression von 
CD44 als der verläßlichste Marker im murinen System für CD4+ und CD8+ Zellen, 
zumindest in Kombination mit geringer Expression von Aktivierungsmarkern wie CD25 
(IL-2R α-Kette) oder CD69. Anhand der Expression von Adhäsionsmolekülen (homing 
Rezeptoren) wie CD62L und CCR7 unterscheidet man zentrale Gedächtniszellen (engl.: 
central memory) und Effektor-Gedächtniszellen (engl.: effector memory). Zentrale 
Gedächtniszellen, die wie naïve T-Zellen CCR7/CD62L-positiv sind, findet man im 
sekundären lymphatischen Gewebe, z.B. den Lymphknoten, wohingegen 
CCR7/CD62L-negative Effektor-Gedächtniszellen sich wie aktivierte T-Zellen im Blut 
und der Milz aufhalten und größtenteils von den Lymphknoten ausgeschlossen sind 
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(Sallusto et al., 1999). Zentrale Gedächtniszellen weisen eine niedrigere Proliferation 
im Gegensatz zu Effektor-Gedächtniszellen auf. Die Beziehung zwischen zentralen und 
Effektor-Gedächtnis T-Zellen ist nicht eindeutig geklärt, jedoch ist es wahrscheinlich, 
daß aktivierte Effektor-Gedächtniszellen aus durch Zytokine oder geringe Mengen an 
Antigen stimulierten zentralen Gedächtniszellen entstehen (Lanzavecchia and Sallusto, 
2000). 

Der Hauptgrund für die erheblich stärkere sekundäre Immunantwort im Gegensatz zur 
primären ist die erhöhte Anzahl an antigen-spezifischen Gedächtnis T-Zellen im 
Vergleich zu antigen-spezifischen naïven T-Zellen. Zusätzlich wurde jedoch gezeigt, 
daß einzelne Gedächtnis T-Zellen reaktiver gegenüber Antigen sind als naïve T-Zellen, 
was für eine Kombination aus quantitativen und qualitativen Ursachen für das 
immunologische Gedächtnis spricht (Rogers et al., 2000). 

Die absolute Anzahl von Gedächtnis T-Zellen bleibt über das gesamte Leben hinweg 
relativ konstant, ein Argument für eine strikte Regulation der Homeostase (Ge et al., 
2002). Vermutlich spiegelt dieses Gleichgewicht eine Balance zwischen 
lebenserhaltenden und pro-apoptotischen Signalen wieder (Hawkins and Vaux, 1997). 
Als anti-apoptotisches Signal wurden Zytokine diskutiert, vor allem IL-15 für CD8+ 
Zellen. Es wurde gezeigt, daß Bcl-2 in vitro durch γc-kontrollierte Zytokine (IL-2, -4, -
7, -9, -15) hochreguliert wird, besonders durch IL-15 in CD8+ Zellen (Zhang et al., 
2002), wohingegen Bcl-xL Hochregulation durch andere Zytokine bewirkt wird, z.B. 
Typ-I Interferone (Pilling et al., 1999). Ex vivo Experimente zeigen eine hohe 
Expression von Bcl-2 in CD8+ Gedächtnis Zellen (Grayson et al., 2000) und relativ 
hohe Level an Bcl-xL in CD4+ Gedächtnis Zellen (Garcia et al., 1999). Es ist jedoch zu 
bedenken, daß CD4+ Gedächtnis Zellen aus γc-/- Vorläuferzellen generiert werden 
können, was dafür spricht, daß γc-kontrollierte Zytokine nicht wichtig sind (Nakajima et 
al., 1997). Es handelt sich zudem bei aktivierten T-Zellen um CD95-Typ-I Zellen, was 
bedeutet, daß die Induktion der Apoptose über CD95 im Rahmen des Aktivierungs-
induzierten Zelltods unabhängig vom mitochondrialen Signalweg, und damit nicht 
inhibierbar durch Bcl-2 und Bcl-xL, ist (siehe Einleitung weiter oben). 

3.7 GLUCOCORTICOIDE 

Glucocorticoide (GC)(Cortisol im Menschen und Corticosteron in der Maus) werden, 
wie auch die anderen vier Hauptklassen an Steroidhormonen – Progesteron, Androgene, 
Östrogene und Mineralocorticoide – aus dem Vorläufer Cholesterol gebildet. Die 
Synthese findet in der Nebennierenrinde statt und wird durch die Aktivität der HPA-
Achse (engl.: hypothalamo-pituitary-axis) kontrolliert. Die HPA-Achse ist ein 
organübergreifendes homöostatisches System, das die Gluconeogenese, angeborene und 
adaptive Immunität und Entzündungsreaktionen kontrolliert. Der Hypothalamus 
sekretiert die Releasing-Hormon Vasopressin (AVP) und corticotropin releasing factor 
(CRF) unter der Kontrolle des Hippocampus und der Amygdala. Diese Neuropeptide 
stimulieren die Adenohypophyse zur Synthese und zur Freisetzung des tropischen 
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Hormons Adrenocorticotropin (ACTH). Mit dem Blutstrom erreicht ACTH die Zona 
fasciculata der Nebennierenrinde und stimuliert die Synthese von Glucocorticoiden. 
Dieses System steht über eine negativen Rückkopplung im Gleichgewicht, wobei 
Glucocorticoide direkt die Synthese und Sekretion von ACTH und CRF inhibieren. 
Glucocorticoid-Produktion wurde auch von Nicht-T-Zellen im Thymus berichtet 
(Vacchio et al., 1999; Vacchio et al., 1994). Der Cortisol-Spiegel hat normalerweise ein 
Minimum um Mitternacht und ein Maximum um 9 Uhr morgens. Glucocorticoide 
werden ans Blut abgegeben und meist in Protein-gebunder Form transportiert; 80 % 
binden an das Glucocorticoid-spezifische Protein Transcortin (corticosteroidbindendes 
Globulin, CBG), 10 % an die Erythrozytenmembran und 10 % liegen in freier und 
damit biologisch aktiver Form vor. Das wichtigste und wirksamste der Glucocorticoide 
(Abb. 5) ist neben geringen Mengen an Cortison (inaktive Form des Cortisol) und 
Corticosteron das Cortisol (Hydrocortison), welches auch mineralocorticoide Wirkung 
hat. Für die Inaktivierung von Cortisol zu Cortison ist das Enzym 11-β-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (11β-HSD) verantwortlich. Der Gehalt an Steroidhormonen in der 
Nebennierenrinde ist gering, jedoch wird Cortisol beim Menschen täglich in einer 
Menge von 5 – 30 mg produziert, was zu einer Konzentration im Blut zwischen 5 und 
20 µg/100 ml führt (Plasmakonzentration von 70 – 550 nM). Die Inaktivierung der 
Hormone erfolgt im wesentlichen in der Leber, wobei Endprodukte, zusammen mit 
geringen Mengen an unverändertem Cortisol, mit dem Harn ausgeschieden werden.  

 
Abbildung 5: Chemische Strukturformeln einiger Glucocorticoide. Struktur von Cortisol, 
den synthetischen Glucocorticoiden Dexamethason und Prednisolon und des Glucocorticoid-
Antagonisten RU486 (Mifepriston). Prednisolon und Dexamethason sind die am häufigsten 
verwendeten synthetischen Cortisol-Analoga in der Corticoid-Therapie, der Glucocorticoid-
Antagonist RU486 wird teilweise als Abortivum benutzt. Weitere Erklärungen siehe Text. 
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Der Glucocorticoid-Rezeptor (GR) ist ein Liganden-induzierbarer Transkriptionsfaktor. 
Seine nahezu ubiquitäre Expression läßt darauf schließen, daß er eine wichtige Rolle in 
vielen physiologischen sowie pathologischen Prozessen spielt.  Der GR enthält eine 
DNA-Bindedomäne, eine Ligandenbindedomäne und zwei Transaktivierungsdomänen 
(Beato et al., 1995), welche die Wechselwirkung des Steroid-Rezeptors mit anderen 
transkriptionellen Regulatoren vermittelt. Die Rolle der Hormon-Bindedomäne liegt 
darin, eine DNA-Bindung in Abwesenheit des Hormons zu verhindern. 

 In Abwesenheit des Liganden wird der GR im inaktiven Zustand in einem 
Multiprotein-Komplex, welcher Chaperone wie hsp90, hsp70 und hsp56 beinhaltet, im 
Zytoplasma gehalten (Abb. 6). Da Glucocorticoide kleine hydrophobe Moleküle sind, 
können sie durch die Plasmamembran diffundieren, und an ihren zytoplasmatischen 
Rezeptor binden. Die Bindung des Glucocorticoids verursacht eine Veränderung der 
Rezeptor-Konformation, so daß der Rezeptor vom zytoplasmatischen Komplex 
dissoziiert und durch seine nicht mehr maskierte NLS (engl.: nuclear translocation 
sequence) in den Zellkern transloziert (Abb. 7). 
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Abbildung 6: Modell des unaktivierten Glucocorticoid-Rezeptor-Komplexes. In 
Abwesenheit des Liganden befindet sich der Glucocorticoid-Rezeptor (GR) in einem 
zytosolischen Multiprotein-Komplex, welcher Chaperone wie hsp90, hsp70 und hsp56 
beinhaltet. Nach Glucocorticoid-Bindung bewirkt eine Konformationsveränderung des GR die 
Exposition des nukleären Lokalisations-Signals (NLS), was in der Translokalisation des 
Rezeptors in den Zellkern und dortiger DNA-Bindung an GRE-Elemente resultiert. Weitere 
Erläuterungen siehe Text. GR, Glucocorticoid-Rezeptor; GC, Glucocorticoid Hormon; Z, Zink-
Finger-Motiv; DBD, DNA-Bindedomäne; NLS, Nukleäres Lokalisations-Signal; STD, Signal-
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Transduktions-Domäne zur Bindung an hsp90; LBD, Liganden-Bindedomäne; TAD, 
Transaktivierungs-Domänen; hsp90, Hitzeschockprotein 90 (heat shock protein 90); hsp 70 
Hitzeschockprotein 70 (heat shock protein 70); hsp56, Hitzeschockprotein 56 (= FKBP59, 
FKBP52, HBI). 

 

Der Glucocorticoid-Rezeptor reguliert die Transkription durch die hochaffine Bindung 
eines aktivierten Rezeptor-Dimers an spezifische DNA-Sequenzen, die man 
Glucocorticoid Response Element (GRE) nennt. Zusätzlich zur Verstärkung der 
Transkription kann der Glucocorticoid-Rezeptor durch Bindung an DNA-Sequenzen, 
die man nGRE (negative GRE) nennt, auch als transkriptioneller Repressor wirken 
(Drouin et al., 1993; Pei, 1996). Dabei interagiert der GR mit anderen 
Transkriptionsfaktoren am Promotor oder bindet Elemente mit überlappender 
Bindesequenz für andere Transkriptionsfaktoren und verhindert damit deren 
transaktivierende Funktion (Diamond et al., 1990; Hoeppner et al., 1995). Mehrere 
Beispiele für eine solche Regulation zwischen GR und AP-1 wurden beschrieben 
(Kraemer et al., 1992; Malkoski and Dorin, 1999). Das GRE ist ein Palindrom, 
bestehend aus einen Paar von 6 bp-Sequenzen, voneinander durch 3 bp getrennt 
(consensus: 5’ AGAACANNNTGTTCT 3’). Der GR dimerisiert nach Bindung an die 
palindromische Sequenz. 
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Abbildung 7: Vereinfachte Domänen-Struktur des Glucocorticoid-Rezeptors. Die 
Liganden-Bindedomäne (LBD, 250 as) bindet das Glucocorticoid-Hormon, ist aber auch an der 
Rezeptor-Dimerisierung, transkriptionellen Regulation und - durch eine NLS - am 
Kerntransport beteiligt. Eine weitere NLS liegt direkt neben der DNA-Bindedomäne (DBD, ~68 
as). Die DBD vermittelt die spezifische Interaktion mit dem GRE-Element, um über die 
Transaktivierungsdomänen (AF-1 & AF-2) die Transkription zu regulieren. Die Amino-
terminale Domäne (439 as) ist an der Unterscheidung zwischen verschiedenen Zielgenen durch 
Protein-Protein-Interaktionen mit spezifischen Transkriptionsfaktoren beteiligt (Greenstein et 
al., 2002). as, Aminosäuren; NLS, nukleäre Lokalisations-Domäne. 
 
 

Zusätzlich zur direkten DNA-Bindung kann der Glucocorticoid-Rezeptor die 
Transkription als ein Monomer durch Protein-Protein-Interaktionen modulieren. In 
Interaktion mit Spi-1 (Gauthier et al., 1993), AP-1 (Jonat et al., 1990), NF-κB (Liden et 
al., 1997), OCT-1 (Kutoh et al., 1992), CREB (Imai et al., 1993) und GATA-1 (Chang 
et al., 1993) wirkt der GR als Repressor. Dies wurde für AP-1- und NF-κB-Aktivität 
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gezeigt (Gottlicher et al., 1998). Dabei verhindert der GR entweder die DNA-Bindung 
anderer Transkriptionsfaktoren (Newton et al., 1998; Ray and Prefontaine, 1994) oder 
repremiert deren Aktivität, ohne ihre DNA-Bindung zu beeinträchtigen (De Bosscher et 
al., 1997; Nissen and Yamamoto, 2000). Durch Interaktion mit STAT5 kann der GR 
zudem als positiver Transkriptionsfaktor wirken (Groner et al., 2000). Des weiteren 
wurde die Kompetition für Coaktivator-Proteine als eventueller Mechanismus der GR-
vermittelten Transrepression diskutiert (Kamei et al., 1996; Sheppard et al., 1998). 
Somit besitzt der GR zwei Funktionen, zum einen als ein Liganden-abhängiger 
Transkriptionsfaktor und zum anderen als ein Liganden-abhängiger negativer Regulator 
anderer Transkriptionsfaktoren. Letztere Funktion ist unabhängig von der DNA-
Bindung des GR, und die Zink-Finger-Domäne ist hierfür nicht essentiell (Herrlich, 
2001). 

DNA-Bindung des GR führt zu einer veränderten Chromatin-Struktur, welche daraufhin 
die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren an den Promotor erst ermöglicht (Deroo 
and Archer, 2001b). Im eukaryontischen Zellkern ist die DNA meist um Histone 
gewickelt, wobei verschieden dicht gepackte Regionen unterschieden werden können. 
Stark gepackte Regionen des Chromatins sind transkriptionell gehemmt (Elgin, 1988; 
Gross and Garrard, 1988), da Transkriptionsfaktoren nur beschränkten Zugang zu ihren 
entsprechenden Bindstellen in Promotorelementen haben (Wolffe and Hayes, 1999). 
Die Veränderung der nukleosomalen Architektur und der damit verbundenen höheren 
transkriptionellen Aktivität eines Promotors durch die Bindung des GR wurde am 
intensivsten am Beispiel des MMTV (mouse mammary tumor virus) Promotor 
untersucht (Deroo and Archer, 2001b), ist aber auch für den Iκ-Bα Promotor 
beschrieben (Deroo and Archer, 2001a). 

Eine regulative Wirkung von Glucocorticoiden auf die Stabilität von mRNA wurde z.B. 
für IL-8 und Cox-2 (Cyclooxygenase 2) gezeigt (Chang et al., 2001; Lasa et al., 2001). 
Der genaue Mechanismus der Regulation des mRNA-Stabilität durch Glucocorticoide 
ist nicht vollständig geklärt. Beschrieben wurde eine mögliche Rolle des sogenannten 
Destabilisierungsmotivs AUUUA im 3’ UTR (engl.: 3’ untranslated region, Region 
zwischen dem Stop-Codon der Translation und dem Start des Poly-A-Schwanzes der 
mRNA) der Transkripte. Jedoch kann dieser Effekt auch indirekt vermittelt werden. So 
können Glucocorticoide z.B. direkt die Proteinkinase p38 inhibieren, was zu einer 
Destabilisierung der IL-8 mRNA führt (Lasa et al., 2001). 

Manche Effekte von Glucocorticoid-Hormonen sind nach kurzer Zeit zu beobachten, 
was zusätzlich zur bisher bekannten Modulation durch Protein-Protein-Interaktion 
weitere nicht-genomische Regulationsmechanismen vermuten läßt. Diskutiert werden 
drei weitere Mechanismen Glucocortcoid-vermittelter Regulation. Nach 
Ligandenstimulation wird nicht nur der GR aus dem zytosolischen Multiproteinkomplex 
entlassen, sondern auch weitere Proteine, wie z.B. Src, was auch zu einer 
Signalübertragung führen könnte (Croxtall et al., 2000). Des weiteren wurde die 
teilweise Auflösung der Plasmamembran und damit verbundener Veränderungen der 
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physikochemischen Eigenschaften der Membran-assoziierten Proteine durch das 
Glucocorticoid Prednisolon diskutiert. Ergebnis hiervon könnte eine Inhibition des 
Calcium- und Natrium-Eintritts durch die Membran sein. Dieser Effekt ist nach 
wenigen Sekunden zu beobachten, jedoch nur bei sehr hohen Glucocorticoid-Dosen 
(Buttgereit et al., 1993; Schmid et al., 2000). Zusätzlich gibt es Publikationen, in 
welchen berichtet wird, daß der GR an die Plasmamembran gebunden vorliegen kann 
(Gametchu et al., 1999; Gametchu et al., 1993). Wie genau die Signalübertragung in 
diesem Fall aussehen könnte ist bisher nicht geklärt, jedoch ist festzuhalten, daß in T-
Lymphozyten der GR nicht in Plasmamembran-gebundener Form vorkommt (Buttgereit 
and Scheffold, 2002). 

Die physiologische Wirkung der Glucocorticoide besteht vor allem in einer Stimulation 
der Gluconeogenese durch die Neusynthese verschiedener Enzyme des Aminosäure-
Stoffwechsels und der Gluconeogenese, sowie einer Hemmung der Glucose-Oxidation 
in den Zellen und einer damit verbundenen Erhöhung des Blutzucker-Spiegels. Da die 
zur Gluconeogenese verwendeten Aminosäuren einem verstärkten Proteinabbau in den 
peripheren Organen (Muskelgewebe, Knochenmatrix) zur Folge haben, kommt den 
Glucocorticoiden eine ausgesprochen katabole Wirkung zu. Glucocorticoide erlauben 
dem Organismus, auf Umweltveränderungen mit einer Anpassung ihrer Genexpression 
zu reagieren, um den aktuellen physiologischen Bedürfnissen zu entsprechen. 
Physischer (Infektionen, Verletzungen) oder emotionaler Streß (z.B. Anblick des 
Feindes) führt zu einer schnellen Aktivierung der HPA-Achse, was in einer 
Ausschüttung von Glucocorticoiden resultiert, welche dann das Immun-, Nerven- und 
endokrine System koordinieren. Somit sind Glucocorticoide an der Regulation der 
Energieversorgung des Körpers beteiligt, steuern Stoffwechselphasen und den Schlaf-
Wachrhythmus, modulieren Funktionen des zentralen Nervensystems, den 
Fettmetabolismus sowie die Streß-Bereitschaft.  

Weiterhin ist der Glucocorticoid-Rezeptor durch seine entzündungshemmende und 
immunsuppressive Wirkung ein wichtiger Modulator des Immunsystems. Deshalb 
werden Glucocorticoide häufig zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen, 
Entzündungserkrankungen, Allergien und zur Nachbehandlung von 
Organtransplantationen zum Schutz vor Abstoßungsreaktionen eingesetzt. Prednisolon 
und Dexamethason sind die am häufigsten verwendeten synthetischen Analoga von 
Cortisol. Dexamethason enthält ein zusätzliches Fluoratom, welches die Wirksamkeit 
des Medikaments erhöht, indem die Affinität zum Glucocorticoid-Rezeptor erhöht und 
zudem der Abbau der Substanz verlangsamt wird. Der pharmakologische Effekt von 
Corticosteroiden beruht auf Stimulation des GR durch supraphysiologische 
Konzentrationen des Liganden. Die abnormal starke Ligation des GR verursacht eine 
verstärkte Glucocorticoid-vermittelte Antwort, welche sowohl nützliche als auch 
toxische Effekte haben kann. Hält man sich die große Anzahl von GR-regulierten 
Genen vor Augen, so ist es nicht verwunderlich, daß die Effekte der Steroid-Therapie 
komplex sind. Neben erwünschten Reaktionen wie Immunsuppression und Induktion 
von Apoptose sind Nebenwirkungen wie der Mineralienverlust in den Knochen, 
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Verdünnung der Haut, Abbau von Muskelproteinen und Gewichtszunahme zu 
verzeichnen. Somit verlangt die Corticoid-Therapie ein kontrolliertes Gleichgewicht 
zwischen der Reduktion der Entzündungsreaktion und der Vermeidung des Schadens 
durch die toxischen Nebenwirkungen des Medikaments. Aus diesem Grund werden 
Glucocorticoide in der Behandlung von Transplantationsabstoßungen, 
Autoimmunerkrankungen und Allergien meist in Kombination mit weiteren 
Medikamenten eingesetzt. Der Glucocorticoid-Antagonist (Antiglucocorticoid) RU486 
(auch als Mifepristone bekannt) wurde ursprünglich entwickelt, um den GR während 
einer eventuellen Tumor-Therapie zu blockieren (Ulmann et al., 1990). Da RU486 
neben dem GR auch den Progesteron-Rezeptor bindet und inhibiert, findet RU486 
allerdings hauptsächlich als Abortivum Verwendung (sogenannte ‚Abtreibungspille’) 
(Mahajan and London, 1997; Ulmann et al., 1990). Allerdings gibt es auch Hinweise 
auf eine agonistische Funktion von RU486 auf den Progesteron-Rezpetor (Cairns et al., 
1993). 

Die meisten genetischen Defekte in der Glucocorticoid Signalübertragung wurden für 
Mutationen beschrieben, welche die Steroid Synthese direkt betreffen oder die 
Glucocorticoid-Level indirekt modulieren, wie z.B. Effekte auf die HPA-Achse. Auch 
wenn mehrere Mutationen im GR-Gen beschrieben sind, die zu angeborener 
Glucocorticoid-Resistenz führen (Stratakis et al., 1994), wurde nie ein kompletter 
Verlust der GR-Gen-Funktion beobachtet, was auf eine essentielle Rolle des GR 
schließen läßt. Die Funktion des GR in vivo wurde in mehreren Maus-Linien untersucht, 
die Mutationen im GR-Gen enthalten. Das GR-Gen besteht aus 9 Exons, welche einen 
Bereich von 110 kb ausmachen. Die Deletion des Exon 3, welches für die erste Zink-
Finger-Domäne der DNA-Bindedomäne codiert, führt zu einer kompletten 
Inaktivierung des GR Gens. Diese GR-defizienten Mäuse (GR-/-) sterben in der ersten 
Minute nach der Geburt aufgrund einer defekten Entwicklung der Lunge (Tronche et 
al., 1998). Die Induktion von Enzymen der Gluconeogenese ist in diesen Mäusen 
verhindert. Zudem zeigen diese Mäuse zusätzlich eine defekte Reifung der Haut, 
gestörte Proliferation von Erythrozyten-Vorläufern, und andere Defekte, was zu dem 
allgemeinen Schluß führte, daß Glucocorticoide für viele Aspekte der Mausentwicklung 
wichtig sind.  

Um die Regulation physiologischer Prozesse durch GR in adulten Mäusen zu 
untersuchen, wurden Mäuse erzeugt, die eine Punktmutation im D-loop der zweiten 
Zink-Finger-Domäne der DNA-Bindedomäne enthalten (Ala458 zu Thr458). Dieser D-
loop ist essentiell für die Dimerisierung des GR nach DNA-Bindung (Dalman et al., 
1991; Luisi et al., 1991). Diese Mutation führt zu einem Dimerisierungsdefekt des GR 
und verhindert damit die DNA-bindungsabhängige Transaktivierung, so daß GRE-
vermittelte Geninduktion nach Glucocorticoid-Behandlung fehlt (Reichardt et al., 
1998b). Modulation der Genexpression durch Protein-Protein-Interaktion, wie z.B. die 
Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-κB bleibt jedoch erhalten. 
Interessanterweise überleben diese Mäuse (GRdim) bis ins Erwachsenenalter (Reichardt 
et al., 1998b). Die Lungen dieser Mäuse entwickeln sich normal, die Thymozyten sind 
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aber gegenüber Dexamethason-induzierter Apoptose resistent. Diese Studie zeigt, daß 
die Dimerisierung, d.h. damit auch die DNA-Bindung und die damit verbundene GRE-
vermittelte Transkription, nicht für die Maus-Entwicklung notwendig ist. Weitere GR-
Mutanten und deren T-Zell-Phänotyp werden im nächsten Kapitel ausführlicher 
besprochen. 

3.8 DIE ROLLE DES GLUCOCORTICOID-REZEPTORS IN T-LYMPHOZYTEN 

Glucocorticoid-Hormone üben ihre entzündungshemmende Wirkung hauptsächlich 
dadurch aus, daß sie die Expression von Zytokinen – wie z.B. TNFα (Crinelli et al., 
2000), IL-1α (Amano et al., 1993), IL-2 (Almawi et al., 1991; Paliogianni and 
Boumpas, 1995), IL-4 (Chen et al., 2000), IL-5 (Mori et al., 1997), IL-6 (Amano et al., 
1993), IL-8 (Tobler et al., 1992), IL-11 (Haynesworth et al., 1996), IL-12 (Blotta et al., 
1997; Elenkov et al., 1996), IL-16 (Arima et al., 1999) and IFN-γ (Kunicka et al., 1993) 
- und die Synthese zahlreicher Zelloberflächenmoleküle inhibieren und damit die 
Aktivierung des Immunsystem effizient hemmen. Obwohl es noch am genauem 
Verständnis der entzündungshemmenden Funktion der Glucocorticoide fehlt, ist klar 
gezeigt, daß der GR Liganden-abhängig die Expression zahlreicher inflammatorischer 
Zytokine vermindert, was so die Immunantwort inhibiert (Herrlich, 2001; Vieira et al., 
1998). Zusätzlich kann der GR die Expression von IκBα induzieren, einem Inhibitor 
des Transkriptionsfaktors NF-κB, welcher ein Schlüsselfaktor für die Immunantwort ist 
(Auphan et al., 1995; Scheinman et al., 1995). Thymozyten von Mäusen mit einer 
erhöhten Expression an GR nach Einführung eines YAC-(engl.: yeast artificial 
chromosome)-GR-Transgens zeigen nicht nur eine erhöhte Sensitivität gegenüber 
Steroiden, sondern auch eine erhöhte Resistenz gegenüber LPS-induzierten septischen 
Schock (Reichardt et al., 2000). Diese Ergebnisse deuten auf eine Rolle der 
Glucocorticoide bei der Limitierung von Entzündungsreaktionen hin. Interessanterweise 
sind Glucocorticoide auch in GRdim Mäusen in der Lage, Entzündungen zu vermindern. 
GRdim-Mäuse weisen eine Punktmutation (A458T) in Exon 4 des GR auf, welches für 
einen Teil der DNA-Bindedomäne kodiert, die auch für die Dimerisierung des GR-
Proteins notwendig ist. Somit ist das GRdim-Protein zwar noch zu Protein-Protein-
Interaktionen, nicht jedoch zu DNA-Bindungs-abhängiger Transaktivierung in der Lage. 
Dies zeigt, daß GRE-Bindung und Aktivierung von Genen durch den GR für die 
Limitierung von Entzündungsreaktionen durch Glucocorticoide nicht nötig ist 
(Reichardt et al., 2001). Jedoch zeigen GRdim-Mäuse eine erhöhte Letalität nach 
Applikation von anti-CD3-Antikörpern (A. Bauer, unveröffentlichte Daten). Vermutlich 
sind Reaktionen, die komplexere immunologische Regulationen implizieren, GRE-
abhängig. 

Zusätzlich zur Repression der Zytokin-Expression lösen Glucocorticoide in 
Thymozyten und einigen T-Zell-Hybridomen Apoptose aus, wohingegen periphere T-
Zellen nur geringfügig sensitiv gegenüber Glucocorticoid-induzierter Apoptose sind 
(Greenstein et al., 2002). Im Gegensatz zu TCR-induzierter Apoptose ist die 
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Glucocorticoid-induzierte Apoptose unabhängig vom CD95-System (Ju et al., 1995; 
Zacharchuk et al., 1990). Obwohl sowohl Glucocorticoide als auch TCR-Stimulation 
Apoptose in T-Zell-Hybridomen induzieren können, ist der Zelltod in der Präsenz 
beider Stimuli überraschenderweise stark reduziert (Zacharchuk et al., 1990). So wurde 
vermutet, daß sowohl endogene als auch exogene Glucocorticoide an der Regulation der 
Homeostase peripherer T-Zellen beteiligt sind (Gonzalo et al., 1993). Für Thymozyten 
und T-Zell-Hybridome wurde gezeigt, daß das synthetische Glucocorticoid 
Dexamethason die TCR-induzierte Apoptose reduziert (Ashwell et al., 2000a; Iwata et 
al., 1991), und umgekehrt kann Glucocorticoid-induzierte Apoptose durch TCR-
Stimulation, über Aktivierung des ERK Signalweges, inhibiert werden (Jamieson and 
Yamamoto, 2000). SEB-induzierte Apoptose in Thymozyten, T-Zell-Hybridomen und 
peripheren T-Zellen wird ebenfalls durch Dexamethason verringert (Ayroldi et al., 
1995). Unter Verwendung eines T-Zell-Hybridoms konnte gezeigt werden, daß sowohl 
TCR-induzierte Apoptose, als auch die CD95L-Expression durch Glucocorticoide 
inhibiert wird (Cui et al., 1996; Yang et al., 1995).  

Unter den Genen, deren Expression durch Glucocorticoide induziert werden, befindet 
sich das anti-apoptotische „Leucine Zipper“-Protein GILZ (Glucocorticoid Induced 
Leucine Zipper). Die Expression dieses transkriptionellen Regulators ist auf lymphoide 
Zellen beschränkt (D'Adamio et al., 1997). Die konstitutive Expression von GILZ in 
Thymozyten und reifen T-Lymphozyten wird durch Dexamethason-Behandlung weiter 
erhöht, durch Stimulation des TCR hingegen erniedrigt. Überexpression von GILZ 
schützt T-Zell-Hybridome vor TCR-induzierter Apoptose, nicht jedoch vor Zelltod 
durch andere Stimuli (D'Adamio et al., 1997). Dies läßt darauf schließen, daß 
Glucocorticoid-vermittelter Schutz vor AICD, zumindest zum Teil, in der Inhibition der 
CD95L-Induktion aufgrund erhöhter GILZ-Expression begründet ist. Zusätzlich 
inhibiert GILZ-Überexpression die IL-2 und IL-2R Expression. Ein möglicher 
Mechanismus, über den GILZ seinen Effekt vermitteln könnte, ist die Inhibition der 
DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors NF-κB (Ayroldi et al., 2001). NF-κB induziert 
die CD95L-Expression nach TCR-Stimulation (Li-Weber et al., 2000; Matsui et al., 
1998; Mittelstadt and Ashwell, 1998). Die Überexpression von GILZ konnte durch 
Interferenz mit dem Kerntransport und der DNA-Bindung von NF-κB die IL-2 
Expression in einem T-Zell-Klon inhibieren (Ayroldi et al., 2001). Zusätzlich konnte 
gezeigt werden, daß GILZ auch mit dem Transkriptionsfaktor AP-1 interferieren und 
ihn damit inhibieren kann (Mittelstadt and Ashwell, 2001). Ebenfalls kann durch 
Glucocorticoide der NF-κB-Inhibitor Iκ-B induziert werden, was wiederum zu einer 
indirekten Regulation des CD95L führen könnte (Scheinman et al., 1995). 

Die physiologische Rolle von Glucocorticoiden in der T-Zell-Entwicklung wird 
kontrovers diskutiert (Godfrey et al., 2000; Jondal et al., 2001). Obwohl 
Glucocorticoide Apoptose in unreifen Thymozyten induzieren - nicht jedoch in reifen 
T-Zellen - ist es unklar, ob endogene Corticosteroide eine Rolle in der T-Zell-Reifung 
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spielen. Da Glucocorticoide die TCR-induzierte Apoptose in T-Zell-Hybridomen 
inhibieren (Yang et al., 1995), wurde vermutet, daß sie, von Nicht-Thymozyten 
innerhalb des Thymus produziert, eine Schlüsselrolle, oder zumindest die 
Feinregulation der Thymozyten-Selektion übernehmen (Ashwell et al., 2000a; Vacchio 
et al., 1999). Um dies genauer zu untersuchen wurden mehrere Mausmodelle 
verwendet. Die Insertion einer PGK-Neomycin-DNA-Cassette in Exon 2 des GR Gens 
führt zu einem hypomorphen Allel (GRhypo), da dadurch mRNA Varianten entstehen, 
welche für ein N-terminal verkürztes Protein kodieren, welches die DNA-Bindedomäne 
und Liganden-Bindedomäne enthalten (Cole et al., 2001). Obwohl die Thymozyten 
dieser Mäuse resistent gegenüber Dexamethason-induzierter Apoptose sind, verläuft die 
Thymozyten-Differenzierung und Selektion im Thymus normal (Purton et al., 2000). 

Wird dagegen das Modell einer Maus verwendet, die T-Lymphozyten-spezifisch 
Antisense-Transkripte des GR exprimiert, so zeichnen sich Defekte im Überleben und 
in der Reifung von Thymozyten ab (King et al., 1995). Ebenso wie bei 
pharmakologischer Inhibition der GR-Funktion, ist die Anzahl CD4+CD8+ Thymozyten 
reduziert und das T-Zell-Repertoire verändert. Thymozyten, die normalerweise die 
positive Selektion durchlaufen, gehen stattdessen in Apoptose - wahrscheinlich, weil 
das normalerweise schwache Signal zur positiven Selektion zu stark wird (negative 
Selektion), wenn der inhibitorische Effekt des GR reduziert ist. Allerdings werden diese 
Ergebnisse kontrovers diskutiert, zum einen weil die Spezifität des Antisense-Ansatzes 
ein Problem darstellen könnte. Eine andere Gruppe stellte unter Verwendung einer 
unabhängigen Maus-Linie mit dem selben Promotor (lck proximaler Promotor) eine 
Erhöhung der Thymozytenzahl fest (Jondal et al., 2001). Expression von GR-antisense 
mRNA führt zu einer nur etwa 40–60%-igen Reduktion der GR-Proteinmenge, was 
diesen Ansatz limitiert (Pepin et al., 1992), zumal der exakte Grad an GR-Reduktion 
auf zellulärer Ebene schwer zu bestimmen ist. Zudem sind die absolute Zahl an 
Thymozyten und die CD4+CD8- und CD4-CD8+ Populationen in GR+/- und GRdim 
Mäusen normal (Reichardt et al., 1998b). Kürzlich wurde berichtet, daß T-Zell-
Entwicklung, Zellzahl und die Fähigkeit der Thymozyten zur negativen Selektion als 
Antwort auf CD3/CD28-Stimulation oder Superantigen in GRhypo Embryonen normal 
verläuft (Purton et al., 2000). Da sowohl GRhypo als auch GR-/- Thymozyten 
vollkommen resistent gegenüber Glucocorticoid-induzierter Apoptose sind, kann man 
ausschließen, daß ein weiterer Rezeptor mit redundanter Funktion existiert. Diese Daten 
lassen Zweifel an der wichtigen Rolle des GR in der Thymozyten-Entwicklung 
aufkommen. Allerdings wäre es möglich, daß in den GRdim Mäusen der GR einen 
entwicklungsspezifischen Effekt vermittelt, der unabhängig von der Induktion von 
Apoptose und unabhängig von der Transaktivierungsfunktion des GR ist, dafür aber als 
Monomer in Wechselwirkung mit anderen Transkriptionsfaktoren einen Effekt 
vermittelt. 

Um dies letztlich genau zu untersuchen, ist die Verwendung von Mäusen notwendig, 
die eine Thymozyten-spezifische Mutation bzw. T-Lymphozyten-spezifische GR-
Defizienz aufweisen (GRlckCre). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Mäuse zur 
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Untersuchung der Rolle des GR im AICD peripherer T-Zellen verwendet. Die 
konditionale Mutation des GR Gens wurde mit Hilfe des Cre/loxP-Systems (Gu et al., 
1994; Sauer and Henderson, 1988) erzeugt. Cre ist eine prokaryontische Rekombinase, 
welche DNA-Fragmente ausschneidet, die von zwei 34 bp langen DNA-Sequenzen, 
loxP genannt, flankiert werden. Im Falle des GR Gens wurde das Exon 3 von loxP 
Sequenzen flankiert (GRloxP).  In jeder Zelle, die Cre Rekombinase exprimiert, wird 
Exon 3 deletiert und damit das GR-Gen inaktiviert. Allein die Anwesenheit der loxP 
Sequenzen beeinflußt weder die Expression noch die Funktionalität des GR. Die 
Deletion des GR spezifisch in T-Lymphozyten (in unreifen Thymozyten und reifen 
peripheren T-Zellen) erfolgte durch Kreuzung der GRloxP Mäuse mit transgenen 
Mäusen, welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des proximalen lck-
Promotors exprimieren. Das Allel bleibt in anderen Zellen des Organismus intakt, was 
zu einer T-Lymphozyten-spezifischen Inaktivierung des GR führt. (Weitere 
Erklärungen in Kapitel 5.2.1).. 

3.9 WISSENSCHAFTLICHE FRAGESTELLUNGEN 

Apoptose spielt bei der Ontogenese und Homöostase mehrzelliger Organismen eine 
bedeutende Rolle. CD95 ist einer von bislang sechs identifizierten Rezeptoren, die 
direkt Apoptose auslösen können. CD95-vermittelte Apoptose ist unter anderem von 
entscheidender Bedeutung bei der Homöostase des Immunsystems. Fehlregulationen im 
CD95-System tragen zur Entstehung von Krankheiten wie Autoimmunerkrankungen, 
Krebs oder AIDS bei. 

CD95 wird in vielen Geweben konstitutiv exprimiert. Die Expression des CD95-
Liganden (CD95L) ist jedoch auf wenige Zellen beschränkt, wie z.B. aktivierte T-
Zellen, Makrophagen und Zellen der immunpreviligierten Gewebe, und wird streng 
reguliert. Der CD95L ist nicht auf ruhenden T-Zellen exprimiert, er wird aber nach 
Stimulation des T-Zell-Rezeptor-(TCR)/CD3-Komplexes durch Antigen stark 
hochreguliert. Naïve T-Lymphozyten werden durch Stimulation des TCR aktiviert, was 
eine spezifische Immunantwort auslöst. Im Gegensatz dazu führt in zuvor aktivierten T-
Zellen dasselbe Signal zu Aktivierungs-induziertem Zelltod (engl.: activation-induced 
cell death, AICD). In vitro führt die Reaktivierung von T-Zellen zur Expression von 
CD95L, mit der Konsequenz, daß benachbarte CD95-positive Zellen eliminiert werden, 
oder die T-Zellen Suizid begehen. AICD ist ein wichtiger Mechanismus, um die Anzahl 
der reaktiven T-Zellen zu reduzieren und die Immunreaktion zu beenden. 

In dieser Arbeit sollten die molekularen Mechanismen der Regulation des AICD in 
primären T-Zellen untersucht werden. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, daß 
Mitglieder der Jun, Fos und ATF Proteine, die den Transkriptionsfaktor AP-1 
(activating protein-1) bilden, an der Induktion des CD95L beteiligt sind. Daher stellte 
sich die Frage nach der Rolle des AP-1-Komplexes in der Regulation des AICD. 
Zahlreiche Studien weisen auf eine kritische Rolle von Glucocorticoid-Hormonen in der 
Thymozyten-Entwicklung und der Regulation des Überlebens peripherer T-Zellen hin. 
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Dabei war vor allem die Frage zu klären, wie der molekulare Mechanismus der anti-
apoptotischen Funktion des Glucocorticoid-Rezeptors in peripheren T-Zellen vermittelt 
wird. Ferner sollte in einem in vitro-Modell untersucht werden, wie einige Effektor T-
Zellen dem AICD entgehen können, um zu Gedächtnis T-Zellen zu differenzieren. 
Dabei war vor allem die Frage nach der Sensitivität und Resistenz dieser Zellen 
gegenüber Induktion der Apoptose durch Stimulation des CD95- oder des T-Zell-
Rezeptors zu klären. 



4 MATERIAL UND METHODEN 

4.1 MATERIAL 

4.1.1 CHEMIKALIEN 

 

Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen Serva 
(Heidelberg), Fluka (Neu-Ulm), Sigma (München) Roth (Karlsruhe) und Merck 
(Darmstadt) bezogen). Radioaktive Reagenzien wurden von der Firma Amersham-
Buchler (Braunschweig) bezogen. 

 

4.1.2 HÄUFIG VERWENDETE PUFFER 

 

Western Blot Lysepuffer: 150 mM NaCl 

    30 mM  Tris-HCl, pH 7,5 

    1 mM  PMSF 

    10 % (w/v) Glyzerol 

    1 % (w/v) Triton X-100 

    10 mM  NaF 

    1 mM  Na-orthovanadat     

20 Stück SPI Proteasen Inhibitor Cocktail  
auf 1 Liter Tabletten Complete (Boehringer) 

 

PBS:    137 mM NaCl 

    8,1 mM Na2HPO4 

    2,7 mM KCl 

    1,5 mM KH2PO4,  pH 7,4 

 

TBE (10x):   0,45 M  Tris 

    0,45 M  Borsäure 
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    10 mM  EDTA, pH 8.3 

 

TE:    10 mM  Tris 

    1 mM  EDTA, pH 7,5 

 

Probenpuffer reduz. (5x): 50 % (v/v) Glyzerol 

    10 % (v/v) SDS 

    50 mM  Tris, pH 6,8 

    25 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

    0,25 mg/ml Bromphenolblau 
 
 
APS-Lösung:   10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat 
 

Sammelgel (5%) :  24 mM  Tris-HCl, pH 6,8 

    5 % (w/v) Acrylamid 

    0,1 % (w/v) SDS 

    0,1 % (w/v) APS 

    0,1 % (w/v) TEMED 

 

Trenngel (12 %):  37,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 

    12 % (w/v) Acrylamid 

    0,1 % (w/v) SDS 

    0,03 % (w/v) APS 

    0,1 % (w/v) TEMED 

 

EMSA-Gel:   12 ml  38 % Acrylamid, 1,5 % Bisacrylamid 

    6 ml  TBE 10 x 

    1 ml  Glyercin 

    60 µl  TEMED 

    600 µl  APS 

    41 ml  H20 
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Laufpuffer:   25 mM  Tris-Base 

    0,19 M  Glycin 

    1 % (w/v) SDS 

 

Fixierlösung:   20 % (v/v) Methanol 

    10 % (v/v) Essigsäure 

 

Transferpuffer:  25 mM  Tris 

    0,19 M  Glycin 

    20 % (v/v) Methanol 

    0,037 % (w/v) SDS 

 

Stripping Puffer:  62,5 mM Tris-HCl, pH 8,0 

    2 % (w/v) SDS 

    100 mM β-Mercaptoethanol 

 

Puffer A (Kernextrakte): 10 mM  HEPES-KOH, pH 7,9 

    1,5 mM MgCl2 

    10 mM  KCl 

    0,5 mM DTT 

    0,2 mM PMSF 

 

Puffer C (Kernextrakte): 20 mM  HEPES-KOH, pH 7,9 

    1,5 mM Gyzerol 

    420 mM NaCl 

    1,5 mM MgCl2 

    0,2 mM EDTA 

    0,5 mM DTT 

    0,2 mM PMSF 
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5 x EMSA-Puffer:  50 mM  HEPES, pH 7,5 

    2,5 mM EDTA 

    500 mM KCl 

    10 mM  DTT 

    20 % (v/v) Ficoll 

    2,5 % (v/v) NP-40 

    0,025 % (w/v) Bromphenolblau 

 

 

Lyse-Puffer:   10 mM  Tris-HCl, pH 8,2 

(für DNA-Präparation) 400 mM NaCl 

    2 mM  Na2EDTA 

 

 
Nicolettipuffer:  0,1 % (w/v) Natriumcitrat 
 
    0,1 % (w/v) Triton X-100 
 
    50 µg/ml Propidiumiodid 
 
Weitere Lösungen sind in den entsprechenden Kapiteln aufgeführt. 

 

4.1.3 BIOLOGISCHES MATERIAL 

4.1.3.1 BAKTERIENSTÄMME 
 

E.coli Stamm DH5α (Clontech) zur Vermehrung von Plasmiden. 

 

4.1.3.2 EUKARYONTISCHE ZELLEN 
 

Jurkat J16  humane T-Zell-Leukämie-Linie 

Jurkat J16/77  humane T-Zell-Leukämie-Linie (Subklon von J16) 

Jurkat J16/145  humane T-Zell-Leukämie-Linie (Subklon von J16) 

Jurkat J27  humane T-Zell-Leukämie-Linie (Subklone von J16/77) 



4  Material und Methoden 46 

DC27.1  murine T-Zell-Leukämie-Linie 

 

4.1.3.3 MÄUSE 
 

Bezeichnung Genotyp Herkunft 

GRlckCre Konditional GR-defizient 
(T-Zell-spezifisch)  

Günther Schütz (DKFZ), 
unveröffentlicht 

GRdim Dimerisierungs-defekter GR Günther Schütz (DKFZ), 
(Reichardt et al., 1998b) 

 

Weitere Erläuterungen siehe Ergebnis-Teil, Kapitel 5.2.1 

Alle Mäuse wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen im Zentralen Tierstall 
des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in Heidelberg gehalten. 

  

4.1.4 NÄHRMEDIEN 

4.1.4.1 MEDIEN FÜR DIE ZELLKULTUR 
 

Pulverisiertes Zellkulturmedium RPMI 1640 wurde von der Firma Sigma (Deisenhofen) 
bezogen und nach Herstellerangaben in pyrogenfreiem Wasser gelöst. Das Medium 
wurde sterilfiltriert und anschließend bei 4°C gelagert. Vor der Verwendung wurden die 
Medien mit folgenden Zusätzen supplementiert: 

 

10 %  FCS    BRL, Eggenstein 

10 mM  HEPES   BRL, Eggenstein 

50 µg/ml Gentamycin   BRL, Eggenstein oder 

50 µg/ml Penicillin/Streptomycin BRL, Eggenstein 

 

Fetales Kälberserum (FCS) wurde vor der Zugabe zu den Medien für 30 min bei 56°C 
hitzeinaktiviert. 

Zellkulturmedium für primäre humane T-Zellen wurde mit 25 U/ml IL-2 supplementiert 
(humanes T-Zellmedium). Das Zellkulturmedium für primäre murine T-Zellen wurde 
zusätzlich mit folgenden Zusätzen supplementiert (murines T-Zellmedium): 
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50 µM  β-Mercaptoethanol 

2 mM  L-Alanyl-L-Glutamin 

100 µM Natriumpyruvat 

 

Einfriermedium für T-Zellinien enthielt 20 % DMSO (v/v) in RPMI 1640 Medium. 

 

4.1.4.2 MEDIEN FÜR BAKTERIEN 
 

LB-Medium: 10 g/l Caseinhydrolysat 

  5 g/l Hefeextrakt 

  10 g/l NaCl 

  eingestellt auf pH 7,2 mit 1 N NaOH 

 

Für die Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar 
hinzugefügt. Für die Herstellung von Selektionsmedien wurde Ampicillin (100 µg/ml) 
hinzugefügt. 

 

4.1.5 ANTIKÖRPER 

Antikörper für FACScan 

Human 

Name1 Serum/Isotyp Antigen Quelle/Referenz 

Anti-APO-1 IgG3 CD95 Trauth et al., 1989 

B-10 IgG1 CD95 Santa Cruz 

FII23c IgG3 unbekannt Trauth et al., 1989 

N-19 Kanninchen Bcl-2 Santa Cruz 

44 IgG1 Bcl-x Transduction Lab 

polyclonal Kanninchen Bcl-x Transduction Lab 

UCHT1-FITC IgG1 CD3 Pharmingen 
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RPA-T4-FITC IgG1 CD4 Pharmingen 

RPA-T8-FITC IgG1 CD8 Pharmingen 

RPA-T8-PE IgG1 CD8 Pharmingen 

HIB19-PE IgG1 CD19 Pharmingen 

M-A251-PE IgG1 CD25 Pharmingen 

G44-26-FITC IgG2b CD44 Pharmingen 

HI100-FITC IgG2a CD45RA Pharmingen 

UCHL1-PE IgG2b CD45RO Pharmingen 

Dreg 56-FITC IgG1 CD62L Pharmingen 

FN50-PE IgG1 CD69 Pharmingen 

2C101 IgG1 CD95L Alexis 

5G51 IgG1 CD95L Alexis 

Alf-2.1a IgG1 CD95L Ancell 

NOK-1-biotin IgG1 CD95L Pharmingen 

MuIgG-PE Ziege polyklonal muIgG Dianova 

 

Murin 

Name1 Serum/Isotyp Antigen Quelle/Referenz 

Jo2-FITC Hamster CD95 Pharmingen 

MFL-3-biotin Hamster CD95L Pharmingen 

H57-597-FITC Hamster TCR beta Pharmingen 

RA3-6B2-PE Rat IgG2a B220/CD45R Pharmingen 

A19-3 Hamster unbekannt Pharmingen 

L3T4-FITC/PE Rat IgG2a CD4 Pharmingen 

Ly2-PE Rat IgG2a CD8 Pharmingen 

7D4-PE Rat IgM CD25 Pharmingen 

H1.2F3-FITC Hamster CD69 Pharmingen 

RR4-7-FITC Rat IgG2b Vβ6 TCR Pharmingen 

F23.1-FITC IgG2a Vβ8 TCR Pharmingen 
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1 Konjugiert mit: FITC (Fluorescein-Isothiocyanat λEx/Em/max 488/514 nm), PE (R-
Phycoerythrin λEx/Em/max 488/575 nm), Cy (CyChrome λEx/Em/max 488/669 nm), bio 
(Biotin) 

Weitere fluoreszenzmarktierte Moleküle 

Basisprotein Farbstoff Antigen Quelle/Referenz 

Streptavidin PE Biotin Pharmingen 

Streptavidin Cy Biotin Pharmingen 

 

Antikörper für Western Blot 

Human 

Name Serum/Isotyp Antigen Quelle/Referenz 

N-19 Kaninchen 
polyklonal Bcl-2 Santa Cruz 

C4 IgG1 β-Actin Boehringer 

B22630 
Kaninchen 
polyklonal Bcl-x Transduction Lab 

 

Peroxidase-konjugierte Antikörper 

Name Serum/Isotyp Antigen Quelle/Referenz 

muIgG1-HRP Ziege polyklonal muIgG1 Southern Biotech. 

muIgG2a-HRP Ziege polyklonal muIgG2a Southern Biotech. 

muIgG2b-HRP Ziege polyklonal muIgG2b Southern Biotech. 

muIgG3-HRP Ziege polyklonal muIgG3 Southern Biotech. 

Ziege-IgG-HRP Kaninchen 
polyklonal Ziege IgG Santa Cruz 

 

Antikörper für EMSA Supershifts 

Name Serum/Isotyp Antigen Quelle/Referenz 

102 Kaninchen 
polyklonal FosB Santa Cruz 

H-75 Kaninchen 
polyklonal FosB Santa Cruz 
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4 Kaninchen 
polyklonal c-Fos Santa Cruz 

D Kaninchen 
polyklonal c-Jun/AP-1 Santa Cruz 

H-79 Kaninchen 
polyklonal c-Jun Santa Cruz 

R-20 Kaninchen 
polyklonal Fra-1 Santa Cruz 

Q-20 Kaninchen 
polyklonal Fra-2 Santa Cruz 

 

Antikörper für Apoptose-Assay 

Human 

Name Serum/Isotyp Antigen Funktion Quelle/Referenz 

Anti-APO-1 IgG3 CD95 agonist Trauth et al., 1989 

NOK-1 IgG1 CD95L antagonist Pharmingen 

OKT3 IgG2a CD3 agonist Kung et al., 1979 

Goat anti 
Mouse Ig Ziege polyklonal murine Ig 

(H+L) 
crosslinker Southern 

Biotechnology 

Murin 

Name Serum/Isotyp Antigen Funktion Quelle/Referenz 

Jo2 Hamster CD95 agonist Pharmingen 

MFL-3 Hamster CD95L antagonist Pharmingen 

145-2C11 Hamster CD3 agonist Pharmingen 

500A2 Hamster CD3 agonist Pharmingen 

37.51 Hamster CD28 agonist Pharmingen 

Weitere Reagenzien für Apoptose-assay 

Name Funktion Quelle/Referenz 

zVAD.fmk Pan-Caspasen-Inhibitor Bachem 

BD.fmk Pan-Caspasen-Inhiobitor Bachem 
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APO-Fc CD95L-Inhibitor Dhein et al. 1995 

 

 

4.1.6 MOLEKULARBIOLOGISCHES MATERIAL 

4.1.6.1 VEKTOREN 
 

Name   Verwendungszweck   Bezugsquelle 

 

pcDNA3  eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen 

RSV   eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen 

pGL3   Luziferase Vektor   Promega 

pEGFP-spectrin Spectrin-EGFP-Fusionsplasmid Kalejta et al., 1997 

5xTRE-tata pGL3 5xTRE-Site Luziferase Vektor Peter Angel, DKFZ 

 

4.1.6.2 ENZYME UND KITS 
 

Enzyme   Bezugsquelle 

 

RNase (DNase-frei)  Roche 

T4 Polynukleotidkinase MBI Fermentas 

T4 DNA Ligase  MBI Fermentas 

Polynukleotid Kinase  Roche 

HindIII Restriktionsenzym MBI Fermentas 

BglII Restriktionsenzym MBI Fermentas 

calf intestinal phosphatase Roche 

 

Für die in vitro-Translation von Proteinen wurde das TNT(C) gekoppelte 
Reticulozytenlysat System von Promega verwendet. 
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4.1.6.3 MOLEKULARGEWICHTSMARKER 
Proteinmarker: Rainbow-Marker RPN756  Amersham-Buchler 

DNA-Marker: GeneRuler 100 bp ladder  MBI Fermentas 

  GeneRuler 1 kb ladder  MBI Fermentas 

 

4.1.6.4 MEMBRANEN UND FILTER 
ECL-Protein-Transfer-Membran Hybond C  Amersham-Buchler 

3MM-Blottingpapier     Schleicher & Schüll 

Sterilfilter Centrx MF     Schleicher & Schüll 

Nylon-Zellsieb 40 µm Maschendichte  Falcon 

 

4.1.6.5 OLIGONUKLEOTIDE UND PRIMER 
 

Oligonukleotide für EMSA 

Name Sequenz 5’ → 3’ 

TRE consensus CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA 

GCG AAC TAC TCA GTC GGC CTT 

+76/+95 GAT CCG GCT GGC CTG ACT CAC CAG CA 

GAT CTG CTG GTG AGT CAG GCC AGC CG 

+76/+95  mutiert GAT CCG GCT GGC CTA ATT AAC CAG CA 

GAT CTG CTG GTT AAT TAG GCC AGC CG 

 

Primer für genomische PCR bzw. RT-PCR 

human 

Name Sequenz 5’ → 3’ 

β-Actin TGA CGG GGT CAC CCA CAA TGT GCC CAT CTA 

CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT GGA GGG 

CD95L ATG TTT CAG CTC TTC CAC CTA CAG A 

CCA GAG AGA GCT CAG ATA CGT TGA C 
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murin 

Name Sequenz 5’ → 3’ 

β-Actin ATT GTT ACC AAC TGG GAC GAC ATG 

CTT CAT GAG GTA GTC TGT CAG GTC 

GILZ CTC TCA ACC CCA TTC TAT GTA 

GGC AGA GAT GGG AGA GAT TG 

CD95L TTC ACT CCA GAG ATC AGA GCG G 

CAG CAG TGC CAC TTC ATC TTG G 

C-FLIP CTG ATG GAG ATT GGT GAG AGC 

GAG CGA AGC CTG GAG AGT ATT 

Bcl-2 CGA CTT CGC CGA GAT GTC CAG CCA G 

ACT TGT GGC CCA GAT AGG CAC CCA G 

CD95L Promotor 
Klonierung UP 

CCT GAA GCT TGG CAC CCA GCC CCA GGA AAG G 

CD95L Promotor 
Klonierung „500“ 

CCT GAG ATC TCA GGG GAA GTG GGA TGG ATA G 

CD95L Promotor 
Klonierung „1500“ 

CCT GAG ATC TTG ATA TTT TGA ATC CTC TAT G 

CD95L Promotor 
Klonierung „3000“ 

CCT GAG ATC TAT GGT GGT GAA CAT CTG TAA T 

 

Die verwendeten DNA-Oligos und Primer wurden von Sigma-ARK im Auftrag 
synthetisiert. 

 

4.1.7 GERÄTE 

 

Gerät      Hersteller 

 

Autoradiographiehüllen   Rego 

Autoradiographiekassetten   Suprema 

1205 Betaplate Counter   Wallac 

Blotapparatur Semi-Dry 20 x 25 cm  CTI 
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Brutschrank Stericult 200 Inkubator  Forma Scientific 

Steril Guard Hood    The Baker Company 

Durchflußzytometer FACScan  Becton Dickinson 

Durchflußzytometer FACSCalibur  Becton Dickinson 

Micro Cell Harvester    Skatron 

Pipetten: P10, P20, P100, P200, P1000 Gilson Electronics 

Elektoporationsgerät Gene Pulser II  Biorad 

Nucleofector Elektroporator   Amaxa 

Gefrierschränke –20°C   Liebherr 

Gefrierschränke –80°C   Forma Scientific 

Gelelektrophoresekammer Horizon 11.14 Gibco BRL 

Gelelektrophoresekammer SDS-PAGE CTI 

Heizbad     Köttermann 

Heizblock Thermostat 5320   Eppendorf 

Mikroskope: 

Lichtmikroskop ID 02  Zeiss 

Phasenkontrastmikroskop  Leitz 

Mikrowellengerät HMG730B  Bosch 

Mini-Gelelektrophoresekammer  Biorad 

Netzgerät Electrophoresis Power  Renner 

pH-Meter Calimatic    LHD Labortechnik 

Photoeinheit: 

UV-Flächenstrahler   Konrad Benda 

Kamera RA1    Kaiser 

Video  Graphic Printer UP-860 CE Sony 

Photometer U-1100    Hitachi 

Quarzküvetten Suprasil   Hellma 

DuoLumat LB9507    EG&G Berthold 

Röntgenfilmentwicklungsgerät Curix 160 Agfa-Gevaert 

Schüttelinkubator Certomat HK  Braun 

Szintillationszähler    LHD Labortechnik 
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Gene Amp PCR system 9700   PE Applied Biosystems 

Vakuumzentrifuge 100H   Bachofer 

Sterilarbeitsplatz SG600   Baker Company 

Analysenwaage AE 240   Mettler 

Präzisionswaage PE 3600   Mettler 

Neubauer Zählkammer   HBG 

Zentrifugen: 

 Biofuge A    Heraeus 

 Biofuge Fresco   Heraeus 

 Megafuge 1.0R   Heraeus 

 Omnifuge 2.0RS   Heraeus 

 Centrifuge 5402   Eppendorf 

 Sorvall RC 3B Plus, 5C Plus  DuPont 

 

4.2 METHODEN 

4.2.1 ZELLKULTUR  

4.2.1.1 KULTIVIERUNG EUKARYONTISCHER ZELLEN 
Alle Arbeiten zur Kultivierung höherer Zellen erfordern sterile Bedingungen, um 
Kontaminationen mit Bakterien, Hefen oder anderen Pilzen zu vermeiden, und wurden 
daher in Zellkulturlabors an speziellen Sterilarbeitsplätzen durchgeführt. Darüber hinaus 
wurden ausschließlich gammabestrahlte Zellkulturmaterialien wie Kulturschalen, 
Kulturflaschen, Pipetten und Zentrifugenröhrchen der Firmen Renner, Falcon (Becton 
Dickinson), Greiner und Nunc verwendet. Die verwendeten Zellen wurden in 
folgendem Medium kultiviert: 

RPMI 1640 Medium: Jurkat Klone 

Humanes T-Zellmedium: primäre humane T-Zellen 

Murines Zellmedium: primäre murine T-Zellen; DC27.1 

Es wurde darauf geachtet, daß die Dichte von primären T-Zellen etwa bei 2 x 106 
Zellen/ml und von T-Zellinien etwa bei 3 x 105 Zellen/ml lag. Suspensionskulturen 
wurden alle zwei bis drei Tage im Verhältnios 1:4 bis 1:6 mit frischem Kulturmedium 
versehen. 
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4.2.1.2 EINFRIEREN UND AUFTAUEN VON ZELLEN 
Um in flüssigen Stickstoff gelagerte Zellen (Jurkat und DC27.1) zu rekultivieren, 
wurden die tiefgefrorenen Zellen im 37°C Wasserbad aufgetaut, in 50 ml Medium 
überführt und pelletiert. Zweimaliges Wiederholen des Waschvorgangs reduziert den 
Anteil an Einfriermedium auf ein nichttoxisches Maß. Es wurden 5 x 105 Zellen/ml 
ausgesäht und am darauffolgenden Tag umgesetzt. 

Zum Aufbewahren von Zellen in flüssigen Stickstoff wurden etwa 1 x 107 Zellen in 
exponentieller Wachstumsphase in 0,5 ml FCS aufgenommen und in vorgekühlte 
Einfrierröhrchen gegeben. Nach Zugabe des gleichen Volumens kalten 
Einfriermediums, wurde die Zellsuspension unmittelbar bei –80°C weggefroren. Nach 
24 Stunden wurde das Einfrierröhrchen bis zur Rekultivierung der Zellen in flüssigen 
Stickstoff überführt. Die hohe Dielektrizitätskonstante von DMSO verhindert die 
Bildung zerstörerischer Eiskristalle bei tiefen Temperaturen, bewirkt jedoch oberhalb 
und im Bereich des Gefrierpunkts die Solubilisierung der Zellmembran. Um die 
toxischen Eigenschaften von DMSO zu minimieren, muß bis zum Zeitpunkt des 
Einfrierens ständig gekühlt werden und zusätzlich sehr rasch gearbeitet werden. 

4.2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN 

4.2.2.1 KONZENTRATIONS- UND REINHEITSBESTIMMUNG VON NUKLEINSÄUREN 
Das Absorptionsspektrum von doppel- und einzelsträngigen Nukleinsäuren hat sein 
Maximum bei einer Wellenlänge von 260 nm. Zur Konzentrationsbestimmung von 
Nukleinsäuren wurde deshalb mittels eines Spektralphotometers deren Extinktion 
(Optische Dichte, OD) bei 260 nm in Quarzküvetten bestimmt und wie folgt errechnet: 

OD260 (dsDNA) x 50 x Verdünnung  = c(dsDNA) [mg/ml] 
OD260 (ssDNA) x 33 x Verdünnung  = c(ssDNA) [mg/ml] 
OD260 (RNA) x 40 x Verdünnung  = c(RNA) [mg/ml] 

Verunreinigungen in Nukleinsäurepräparationen stellen neben den Fällungsreagenzien 
vornehmlich zelluläre Proteine dar. Da das Absorptionsmaximum von Proteinen bei 
einer Wellenlänge von 280 nm liegt, ergibt sich aus dem Quotienten der Extinktionen 
bei λ = 260 nm und λ = 280 nm ein Parameter für die Reinheit der Nukleinsäurelösung: 
Üblicherweise liegt der OD260/OD280-Quotient bei 1,8 für DNA- und 1,6 für RNA-
Präpartationen. 

4.2.2.2 ISOLIERUNG VON PLASMID-DNA 
Plasmid-Präparation im Mini-Maßstab 

1,5 ml einer Bakterienkultur wurden abzentrifugiert (2 min, 5000 rpm, 20°C) und das 
Pellet in 500 µl STET-Puffer (8 % Sucrose, 0,5 % Triton X-100, 50 mM EDTA, 10 mM 
Tris/HCl, pH 8) resuspendiert. Durch Zugabe von 50 µl Lysozym-Lösung (50 mg/ml) 
wurden die Bakterien 3 min bei RT lysiert. Danach wurde für 90 s bei 95°C inkubiert, 
um Proteine zu denaturieren, und der Debris abzentrifugiert (5 min, 13000 rpm). Das 
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Pellet wurde mit Hilfe eines Zahnstochers entfernt. Anschließend wurde die Plasmid-
DNA mit 0,5 ml Isopropanol und 50 µl Ammoniumacetat (8 M) präzipitiert und sofort 
abzentrifugiert (5 min, 13000 rpm). Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, im 
Vakuum getrocknet und danach in 30 µl TE oder sterilem Wasser gelöst. Um RNA-
Kontaminationen zu eliminieren, wurde 1 µl (500 µg/ml) DNase-freie RNase 
zugegeben. 

Plasmid-Präparation im Maxi-Maßstab 

Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-Maßstab wurde mit dem Qiagen Plasmid 
Maxi Kit durchgeführt. Dafür wurden 400 ml LB-Medium in einem 1 l-Fernbachkolben 
mit 100 µg/ml Ampicillin versetzt und mit 500 µl einer exponentiell wachsenden 
Bakterienkultur oder einer Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte angeimpft. Nach 
Inkubation über Nacht bei 37°C unter Schütteln wurde die Bakteriensuspension 
abzentrifugiert (Sorvall GS-3, 10 min, 5000 rpm, 4°C) und die Bakterien in 10 ml 
Puffer P1 resuspendiert. Zur Lyse der Bakterien wurden 10 ml des Lysepuffers P2 
zugegeben, und das Gemisch 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 
10 ml eiskaltem Puffer P3 wurden Proteine und chromosomale DNA gefällt, 20 min auf 
Eis inkubiert und dann abzentrifugiert (Sorvall SS-34, 30 min, 20000 x g und 4°C). Der 
Überstand wurde auf eine Anionenaustauschersäule (Qiagen-tip 500) aufgegeben, die 
zuvor mit 15 ml Puffer QBT äquilibriert worden war, wobei die Plasmid-DNA unter 
den gegebenen pH- und Salzbedingungen an die Säulenmatrix gebunden blieb (1,6 M 
Salz, pH = 7,0). Nach zweimaligem Waschen mit je 30 ml Puffer QC wurde die 
Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF in ein 50 ml-Röhrchen eluiert und mit 
0,7 Volumeneinheiten Isopropanol gefällt. Nach Zentrifugation (Heraeus Varifuge, 
30 min, 6000 rpm, 4°C) wurde das DNA-Pellet in 5 ml eiskaltem 70%igen Ethanol 
gewaschen. Die DNA wurde anschließend im Vakuum getrocknet und in 200 µl TE 
gelöst. Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung wurde diese durch Zugabe 
von TE auf 1 mg/ml eingestellt und die DNA bei - 20°C gelagert. Die erhaltene 
Plasmid-DNA wurde nach Maxi-Präparation mittels Sequenzierung analysiert (SeqLab, 
Göttingen). 

4.2.2.3 ISOLIERUNG GENOMISCHER DNA 
Zur Isolierung von genomischer DNA aus eukaryontischen Zellen wurden 1 – 2 x 107 
Zellen in 1,5 ml Lyse-Puffer mit 100 µl 10 % SDS und 0,5 mg Proteinase K bei 37°C 
über Nacht zur Lyse inkubiert. Anschließend wurden 0,5 ml 5 M NaCl hinzugegeben, 1 
h bei Raumtemperatur geschüttelt und Proteine für 15 min bei 2500 rpm sedimentiert. 
Die im Überstand befindliche DNA wurde mit 2 Volumen Ethanol für 20 min bei – 
80°C gefällt. Im nächsten Schritt wurde die DNA für 10 min bei 3000 rpm sedimentiert. 

4.2.2.4 RNA-ISOLIERUNG UND REVERSE TRANSKRIPTION (RT) 
Die Isolierung von Gesamt-RNA eukaryontischer Zellen erfolgte unter Verwendung der 
TRIZOL-Methode (Gibco BRL), beruhend auf der Phenol-Chloroform-Methode, nach 
Angaben des Herstellers. Die Reverse Transkription (RT) eukaryontischer mRNA 
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erfolgte unter Verwendung des GeneAmp-Kits von Perkin Elmer nach Angaben des 
Herstellers. 

4.2.2.5 DNA-AMPLIFIKATION DURCH POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR) 
Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) läßt sich ein definierter Nuklein-
säureabschnitt selektiv vervielfältigen. Grundlage der Reaktion sind zyklische Tempe-
raturänderungen, welche optimale Bedingungen für verschiedene Reaktionen zur Ver-
fügung stellen. Im ersten Schritt hybridisieren spezifische Oligonukleotide (Primer) mit 
der hitzedenaturierten einzelsträngigen DNA zu einem doppelsträngigen Startpunkt für 
die DNA-Polymerase, welche dann im zweiten Schritt doppelsträngige DNA aus der 
einzelsträngigen Vorlage synthetisiert. Durch Hitzeeinwirkung trennen sich die 
komplementären Einzelstränge im dritten Schritt und können schließlich erneut mit den 
Primern hybridisieren, so daß sich bei jedem Zyklus die Zahl der zur Verfügung 
stehenden Vorlagen verdoppelt. Verwendet wurde die PCR zur Amplifikation 
genomischer DNA-Abschnitte zwecks Klonierung und zur Quantifizierung der mRNA-
Expression mittels der RT-PCR. 

Die RT-PCR (Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) dient dazu, die 
Expression eines bestimmten Gens semiquantitativ zu bestimmen. Zunächst wurde die 
zelluläre Gesamt-RNA isoliert, anschließend wurde der mRNA-Anteil aufgrund seines 
charakteristischen polyA-RNA-Endes mit Hilfe der reversen Transkription (RT) in 
einzelsträngige DNA (ssDNA) übersetzt. Im dritten Schritt wurde die ssDNA mit Hilfe 
zweier spezifischer Primer amplifiziert und die qualitative Zu- oder Abnahme eines 
bestimmten Genprodukts untersucht. 

Verwendet wurde das High Fidelity PCR Master Kit von Roche. Dazu wurde je 
Reaktion folgender Ansatz benutzt: 

 

300 nM Sense-Primer 
300 nM Antisensee-Primer 
10 – 500 ng Template DNA 
25 µl High Fidelity PCR Master 
ad 50 µl H2O 
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Die PCR wurde wie folgt durchgeführt: 

PCR zur Amplifikation von cDNA humanen Ursprungs: 

Start  4 min bei 94°C 
25-30 
Zyklen 

Denaturierung
Annealing 
Elongation 

30 s bei 94°C 
45 s bei 57°C 
30 s bei 72°C 

Termination  5 min bei 72°C 
 

PCR zur Amplifikation von cDNA murinen Ursprungs: 

Start  5 min bei 94°C 
25-30 
Zyklen 

Denaturierung
Annealing 
Elongation 

1 min bei 94°C 
1 min bei 60°C 
1 min bei 72°C 

Termination  5 min bei 72°C 
 

PCR zur Klonierung aus muriner genomischer DNA: 

Start  4 min bei 94°C 
38 Zyklen Denaturierung

Annealing 
Elongation 

1 min bei 94°C 
1 min bei 60°C 
3,5 min bei 72°C 

Termination  10 min bei 72°C 
 

4.2.2.6 RESTRIKTIONSSPALTUNG VON DNA 
Es wurden etwa 1 - 2 µg Plasmid-DNA aus Mini- bzw. Maxipräparation oder PCR-
Produkte von genomischer PCR mit 2 U einer Restriktionsendonuklease im vom 
Hersteller angegebenen enzymspezifischen Puffer für mindestens eine Stunde bei 37°C 
inkubiert. Wurden Doppelspaltungen mit zwei Restriktionsendonukleasen durchgeführt, 
wurde ein Puffersystem gewählt, in welchem beide Enzyme laut Herstellerangaben 100 
% ihrer Aktivität, oder sofern dies in der gewählten Enzym-Komination nicht möglich 
ist, höchstmögliche Aktivität aufwiesen. Die erhaltenen Fragmente konnten 
anschließend in einem Agarosegel aufgetrennt werden. Folgende 
Restriktionsendonukleasen wurden eingesetzt: 
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Enzym  Spaltstelle  Firma 

HindIII A↓AGCTT  MBI Fermentas 

BglII  A↓GATCT  MBI Fermentas 

4.2.2.7 PHOSPHATASE-REAKTION 
Um die monomolekulare Rückligation eines mit Restriktionsenzymen linearisierten 
Vektors beim Ligationsansatz zu verhindern, wurden die 5’-Phosphatgruppen 
abgespalten. Dazu wurde zu den letzten 30 min des Restriktionsverdaus nach Angaben 
des Herstellers eine Phosphatase (calf intestinal phosphatase, CIP, Roche) gegeben. 

4.2.2.8 ANALYTISCHE AGAROSE-GELELEKTROPHORESE ZUR AUFTRENNUNG VON 
NUKLEINSÄUREN 
PCR-Produkte und durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen entstandene DNA-
Fragmente können im analytischen Agarosegel (TBE/0,8 - 
2 % Agarose/0,00001 % Ethidiumbromid) mittels Elektrophorese ihrer Größe 
entsprechend aufgetrennt werden. Dazu wurden sie mit DNA-Probenpuffer versehen, in 
Geltaschen pipettiert und 30 -120 min bei 80 – 120 V aufgetrennt. Zur Kalibrierung des 
Gels wurde neben die zu untersuchenden Proben ein DNA-Molekulargewichtsmarker 
mit definiertem Fragmentgemisch (GeneRuler 100 bp oder 1 kb ladder, MBI 
Fermentas) aufgetragen. 

Nach der Gelelektrophorese wurden die DNA-Banden durch UV-Bestrahlung 
(λ = 254 nm) sichtbar gemacht und photographiert. Ethidiumbromid interkaliert se-
quenzunspezifisch in doppelsträngige DNA-Moleküle und führt so durch Anregung mit 
UV-Licht zu violetter Fluoreszenz (Emissionswellenlänge λ = 605 nm). 

4.2.2.9 ISOLIERUNG VON DNA-FRAGMENTEN AUS EINEM AGAROSE-GEL 
Für die Isolation von DNA-Fragmenten aus dem Gel zum Zwecke der weiteren 
Klonierung wurde der Gel-Extraction-Kit von Qiagen entsprechend den Hersteller-
angaben verwendet. Hierzu wurde das zu extrahierende DNA-Fragment aus dem Gel 
ausgeschnitten, gewogen und mit drei Volumenanteilen des Puffers QG für 10 min bei 
50°C inkubiert, bis die Agarose vollständig gelöst war. Anschließend wurde 1 Volumen 
2-Propanol zugegeben, gemischt, die Probe auf eine QIAquick-Säule gegeben und für 1 
min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluß wurde verworfen, die Säule durch 
Zentrifugation (1 min, 10000 rpm) mit 750 µl Puffer PE gewaschen. Der Durchfluß 
wurde verworfen und die Säule durch erneute Zentrifugation (1 min, 10000 rpm) 
getrocknet. Das DNA-Fragment wurde mit 30 µl des Puffers EB (Tris-HCl, pH 8,5) 
eluiert, indem die Säule hiermit für 1 min inkubiert und anschließend abzentrifugiert 
wurde (1 min, 10000 rpm). 
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4.2.2.10 LIGATION VON DNA 
Für die Ligation wurde die geschnittene Vektor-DNA mit der zu inserierenden DNA 
gemischt, so daß eine etwa dreifach höhere Konzentration der Insertions-DNA vorlag. 
Dieses Gemisch wurde in Ligationspuffer mit 2 U T4-DNA-Ligase für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur oder für 16 Stunden bei 14°C inkubiert und anschließend für die 
Transformation von kompetenten Bakterien verwendet. 

4.2.2.11 TRANSFORMATION VON BAKTERIEN 
Um Bakterien zu transformieren, ist es notwenig, ihnen die entsprechende Kompetenz 
zu verleihen. Hierzu wurden 2 bis 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie des 
entsprechenden Bakterienstammes angeimpft und über Nacht bei 37°C unter Schütteln 
inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 1000 ml LB-Medium versetzt und bis zu einer 
Zelldichte von 0,5 bis 1 x 108 Zellen/ml (turbidimetrisch bestimmt, entsprechend einer 
OD600nm von 0,5 bis 1) inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation von 15 min auf Eis 
wurden die Bakterien 15 min bei 4000 rpm und 4°C (Sorvall GS-3 oder Beckman JLA 
10,500) zentrifugiert. Anschließend wurde das Pellet mehrmals mit eiskaltem, sterilem 
Wasser gewaschen. Das Pellet wurde nach dem letzten Waschschritt mit 2 ml 10 % 
Glyzerol resuspendiert und in Alliquots zu 50 µl in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
Die Lagerung erfolgte bei –80°C. 

Zur Transformation mittels Elektroporation wurden Bakterien des E.coli-Stammes 
DH5α verwendet. Jeweils 50 µl kompetente Bakterien wurden mit 1-100 ng Plasmid 
DNA gemischt. Die Transformation erfolgte im Gene Pulser (Biorad) bei 2500 V,  
200 Ω und 25 µF. Dann wurden die Bakterien 1 h bei 37°C in LB-Medium inkubiert 
und anschließend auf mit dem entsprechendem Antibiotikum versetzten LB-Agar über 
Nacht kultiviert.  

4.2.2.12 ISOLIERUNG VON KERNPROTEINEN 
Zur Präparation von nukleären Proteinen (unter anderem Transkriptionsfaktoren) zur 
Verwendung im EMSA wurden 2 x 106 Zellen zur Lyse in 400 µl Puffer A für 10 min 
bei 4°C inkubiert. Nach 10 s Zentrifugation bei 13000 rpm wurde das Zellkern-
enthaltende Pellet in 100 µl Puffer C zur Lyse der Zellkerne resuspendiert und 20 min 
bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben für 2 min bei 13000 rpm 
zentrifugiert und der Überstand für EMSA-Experimente verwendet (Andrews and 
Faller, 1991). 

4.2.2.13 HYBRIDISIERUNG VON OLIGONUKLEOTIDEN 
Die Hybridisierung kurzer, komplementärer Oligonukleotide dient der Herstellung 
kurzer Fragmente doppelsträngiger DNA zur Verwendung im EMSA. Hierzu wurden je 
250 pmol jedes Oligonukleotid-Einzelstrangs mit 8,3 µl 3 M NaCl und 91,7 µl H2O für 
2 min auf 70°C erhitzt und anschließend langsam auf Raumtemperatur abgekühlt. 
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4.2.2.14 RADIOAKTIVE ENDMARKIERUNG VON DNA-OLIGONUKLEOTIDEN 
Um die Bindung von Proteinen (z.B. Transkriptionsfaktoren) an DNA im EMSA-Gel 
sichtbar zu machen, wurden die verwendeten Oligonukleotide an ihren Enden radioaktiv 
markiert und per Autoradiographie nachgewiesen. Die radioaktive Markierung erfolgte 
mittels der T4-terminalen Polynukleotid-Kinase, die 5’-OH Enden von Nukleotiden mit 
einem Phosphatrest markiert. 

Es wurden 5 pmol hybridisiertes Oligonukleotid mit 2.5000 Ci/mmol [γ−32P]ATP, 10 U 
T4-TPK und dem mitgelieferten Puffer in einem Volumen von 25 µl gemischt und für 
30 min bei 37°C inkubiert. Freie Nukleotide wurden mit Hilfe von MicroSpin G-25 
Säulen (Amersham) von den nicht eingebauten radioaktiven Oligonukleotiden getrennt. 
Anschließend konnten die Oligonukleotide direkt im EMSA eingesetzt werden. 

4.2.2.15 GELSHIFT UND SUPERSHIFT ASSAY (EMSA) 
Es wurden 2,5 - 5 µg Protein (bzw. 0,5 µg in vitro translatiertes Protein) mit 6 µl 5 x 
EMSA-Puffer, 1 µl Glyzerin, 0,1 µl DTT, 2 µl poly [d(I-C)] (Roche) und 32P-markierten 
DNA-Oligonukleotiden in einem Volumen von 30 µl inkubiert (30 min, 
Raumtemperatur). Im Falle des Supershifts mit Antikörpern (1 µg) bzw. Kompetion mit 
nicht-radioaktivem Oligonukleotid (50 – 200-facher Überschuß) wurden die Proteine 
zuvor mit dem Antikörper bzw. dem nicht-radioaktiven Oligonukleotid für 20 min bei 
4°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben mit EMSA-Puffer versetzt und auf 
einem nativen 6 %-Polyacrylamidgel aufgetrennt (140 V, 1 –3 h). Nach Beendigung der 
Elektrophorese wurde das Gel für 90 min bei 80°C unter Vakuum getrocknet und die 
Komplexe über Autoradiogarphie detektiert.  

4.2.3 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 

4.2.3.1 PRÄPARATION PRIMÄRER HUMANER T-ZELLEN 
Alle Waschschritte wurden mit sterilem PBS oder RPMI ohne FCS durchgeführt. 
500 ml Vollblut von gesunden Spendern wurden mit 1 ml Heparin (Braun, Melsungen) 
versetzt, um die Gerinnung des Blutes zu vermeiden. Je 15 ml Ficoll Trennlösung 
(Separating Solution, Biochrom, Berlin) wurden mit 30 ml Blut langsam überschichtet 
und zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20°C/ohne Bremse). Die Leukozyten wurden  
abgenommen, zweimal gewaschen (1000 rpm/10 min/20°C/Bremse auf Stufe 6 und 900 
rpm/10 min/20°C/Bremse auf Stufe 2) und in 200 ml RPMI/FCS aufgenommen. 
Anschließend wurden Monozyten und Makrophagen, d.h. adhärente Zellen, depletiert, 
indem die Zellen auf 2 große Kulturflaschen verteilt und mindestens 1 h im Brutschrank 
inkubiert wurden. Nicht-adhärente Zellen, d.h. die Lymphozyten, wurden  abgenommen 
und zentrifugiert (1200 rpm/10 min/20°C). Die Lymphozyten wurden mit RPMI/FCS 
auf 8x 106 Zellen/ml eingestellt und 1:1 mit 2% AET-Erythrozyten (s.u.) gemischt 
(Rosettierung). Das Gemisch wurde zentrifugiert (1000 rpm/10 min/20°C/Bremse auf 
Stufe 2), der Überstand bis auf 20 ml abgenommen und das Pellet (Rosetten) vorsichtig 
wieder resuspendiert. Die Rosetten wurden auf 15 ml Ficoll geschichtet und 
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zentrifugiert (2420 rpm/20 min/20°C/ohne Bremse). Das Pellet aus T-Zellen und 
Erythrozythen wurde gewaschen (1200 rpm/10 min/20°C), und dann mit dem 
vierfachen Volumen (bezogen auf das Pellet) an ACK-Puffer (frisch verdünnt aus 10 x 
Puffer: 41,45g NH4Cl, 5g KHCO3, 0.186g EDTA, pH 7,27 ad 500 ml Wasser) lysiert. 
Dazu wurden Pellet und ACK-Puffer durch Pipettieren bis zur Lyse vermischt. Die Lyse 
der Erythrozyten zeigt sich durch einen Farbumschlag von trüb hellrot nach klar 
dunkelrot. Nach einem Waschschritt wurde dann mit RPMI/FCS auf 50 ml aufgefüllt, 
und die T-Zellen mit RPMI/FCS auf 2 x 106 Zellen/ml eingestellt. Anschließend wurde 
mit 1 µg/ml des Lectins PHA über Nacht stimuliert. Am nächsten Tag wurden die T-
Zellen dreimal gewaschen, erneut auf 2 x 106 Zellen/ml eingestellt und mit 25 U/ml IL-
2 für weitere 5 Tage in Kultur gehalten. 

AET-Erythrozyten 

Alle Zentrifugationen wurden bei 1200 rpm für 10 min bei 20°C durchgeführt. 
0.5 g 2-Aminoethylisothiouroniumbromid (AET, Sigma) wurden in 12,5 ml 
pyrogenfreiem Wasser bei pH 9,0 (mit 2N NaOH einstellen) gelöst und sterilfiltriert. 
25 ml eines 1:1 Gemisches aus Hammelblut und Alsever-Lösung (GibcoBRL) wurden 
dreimal mit sterilem PBS gewaschen, zur AET-Lösung zugegeben und für 15 min bei 
37°C inkubiert. Anschließend wurde viermal mit sterilem PBS gewaschen und 
schließlich eine 2 %ige Suspension in RPMI/FCS hergestellt, die bis zu 3 Tagen haltbar 
war. 

4.2.3.2 PRÄPARATION PRIMÄRER MURINER T-ZELLEN UND THYMOZYTEN 
T-Zellen 
Die Tötung der Mäuse erfolgte entweder durch Genickbruch oder durch Asphyxie in 
CO2-Atmosphäre. Die Milz und die mesenterialen Lymphknoten wurden mit sterilem 
Präparierbesteck entnommen und in 4°C kaltes RPMI-Kulturmedium überführt. Nach 
Reinigung der Organe von Fettgewebe mit kleinen Pinzetten wurden diese durch ein 
Zellsieb (40 µm Maschendichte, Falcon) gedrückt. Die daraus resultierende 
Zellsuspension wurde mit RPMI-Kulturmedium gewaschen (1500 rpm, 5 min). Die 
Lyse der Erythrozyten erfolgte durch eine 5-minütige Inkubation in ACK-Puffer, 
welcher die Erythrozyten durch osmotischen Schock zum Platzen bringt. Nach einem 
weiteren Waschschritt wurden die adhärenten Zellen depletiert, indem die Zellen in 
einem Volumen von 50 ml Kulturmedium in einer liegenden 250 ml-Zellkulturflasche 
für eine Stunde im Brutschrank (37°C) inkubiert wurden. Die adhärenten Zellen haften 
an der Wand der Plastikflasche, wohingegen die nicht-adhärenten Zellen weiter 
verwendet wurden. Die B-Zell-Depletion erfolgte durch eine Inkubation für 2 Stunden 
in einer Kulturflasche, die zuvor mit 10 µg/ml Ziege-anti-Maus IgG-Antikörper in PBS 
für 3 Stunden im Brutschrank beschichtet wurde. B-Zellen binden an den an die Flasche 
gekoppelten Antikörper, wohingegen die nicht-haftenden Zellen nach einem 
Waschschritt mit einer Dichte von 2x106 Zellen / ml in Maus-T-Zell-Medium 
aufgenommen wurden. Die Reinheit der T-Zellen wurde per anti-TCRαβ-
Antikörperfärbung im FACS überprüft. Anschließend wurde mit 5 µg/ml ConA über 
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Nacht stimuliert. Am nächsten Tag wurden die T-Zellen dreimal gewaschen, erneut auf 
2 x 106 Zellen/ml eingestellt und mit 25 U/ml IL-2 für weitere 5 Tage in Kultur 
gehalten. 

Thymozyten 
Der Thymus wurde der getöteten Maus mit sterilem Präparierbesteck entnommen und in 
4°C kaltes RPMI-Kulturmedium überführt. Nach Reinigung von Fettgewebe wurden 
diese durch ein Zellsieb (40 µm Maschendichte, Falcon) gedrückt. Die daraus 
resultierende Zellsuspension wurde mit RPMI-Kulturmedium gewaschen (1500 rpm, 5 
min).  

4.2.3.3 MAGNETISCHES SORTIEREN VON PRIMÄREN T-ZELLEN 
Subpopulationen primärer humaner und muriner T-Zellen wurden mit Hilfe 
magnetischer Beads separiert. Das Prinzip beruht auf der Inkubation der Zellsuspension 
mit Antikörpern, welche an super-paramagnetische Micro-beads gekoppelt sind. Dazu 
wurde das MACS-System von Miltenyi bzw. das Dynabeads-System von Dynal nach 
Angaben der Hersteller verwendet. 

4.2.3.4 FLUORESZENZMARKIERUNG VON ZELLEN MIT CFSE 
Wurden unterschiedlich behandelte Zellen für einen in vitro Versuch gemischt, so  
wurde eine der Populationen zur späteren Identifikation im FACS mit einem 
Fluorochrom markiert. Dazu wurde das nicht-toxische Fluorochrom CFSE 
(carboxyfluoroscein succinimidyl ester) gewählt, welches nach Eindringen in die Zelle 
durch eine nicht-spezifische Esterase gespalten wird und danach im Zytoplasma der 
Zelle für Tage verbleibt. Proliferiert die Zelle, so wird die Menge an CFSE bei jeder 
Teilung in den Tochterzellen halbiert. Dieser Verlust an Fluoreszenzintensität kann im 
FACS detektiert werden. Zum Markieren wurden 1 x 106 Zellen in 10 µM CFSE in 1 ml 
PBS resuspendiert und für 5 min bei 37°C inkubiert. Die Färbereaktion wurde mit 1 ml 
FCS gestoppt und die Zellen anschließend mindestens 3 mal mit je 50 ml 
Zellkulturmedium gewaschen. 

4.2.3.5 FACSCAN-ANALYSE VON OBERFLÄCHENMOLEKÜLEN 
Die Expression von Zelloberflächenproteinen wurde durch Färbung mit spezifischen 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern und anschließender Messung im 
Durchflußzytometer (FACScan bzw. FACSCalibur, Becton Dickinson) bestimmt. Dazu 
wurden 3 - 5 x 105 Zellen durch fünfminütige Zentrifugation (5 min, 1500 rpm, 
Megafuge 3.OR) pelletiert. Die Überstände wurden verworfen und die in 50 µl 
resuspendierten Zellen 15 min mit monoklonalem Erstantikörper bei 4°C inkubiert. 
Dabei wurden gereinigte monoklonale Antikörper in einer Konzentration von 1-
10 µg/ml eingesetzt. Nicht gebundene Antikörper wurden durch einmalige Zugabe von 
1 ml PBS, anschließender fünfminütiger Zentrifugation bei 1500 rpm und Dekantieren 
des Überstandes entfernt. Die eigentliche Fluoreszenzfärbung erfolgte durch 15 
minütige Inkubation bei 4°C mit einem Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten 
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Zweitantikörper (1-10 µg/ml). Alternativ wurde ein direkt fluoreszenzmarkierter 
Erstantikörper verwendet. Nach Abschluß der Färbereaktion wurden die Zellen in 100 
µl PBS resuspendiert und im FACScan gemessen. Zweimaliges Waschen mit PBS und 
Fixierung der gebundenen Antikörper mit 300 µl PBS/1 % Formaldehyd ermöglichten 
eine Aufbewahrung der markierten Proben über mehrere Wochen bei 4°C im Dunkeln. 

Die immunfluoreszenzgefärbten Zellen wurden durch eine Kapillare in das 
Durchflußzytometer FACScan eingesogen und dort von einem Argonlaser mit der An-
regungswellenlänge λ = 488 nm bestrahlt. Die Wellenlänge des von den angeregten 
Elektronen emittierten Lichts war dann jeweils vom verwendeten Fluoreszenzfarbstoff 
abhängig. Das Licht wurde von Sammellinsen eingefangen und über verschiedene 
Spiegel und Filter an Detektoren weitergeleitet, welche Auskunft über Größe (forward 
scatter, FSC), Granularität (side scatter, SSC) oder Fluoreszenz (fluorescence detector, 
FL) gaben. 

4.2.3.6 INTRAZELLULÄRE FACSCAN-ANALYSE 
Um Proteine zu analysieren, die intrazellulär exprimiert bzw. gespeichert werden, 
wurden Zellen zunächst fixiert und permeabilisiert bevor sie mit fluoreszenzmarkierten 
Antikörpern gefärbt wurden. Dazu wurden 5 x 105 Zellen zentrifugiert, in 100 µl PBS 
aufgenommen und in ein 1:1 Methanol/Aceton-Gemisch getropft, das auf -20°C gekühlt 
war. Darin wurden die Zellen für 30 min fixiert. Anschließend wurden die Zellen 
zentrifugiert, mit 0,5 ml PBS/1% BSA/0,1% Saponin gewaschen, in 100 µl PBS/1% 
BSA/0,1% Saponin mit 1 µg/ml spezifischem Antikörper resuspendiert und 30 min auf 
Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut mit 0,5 ml PBS/1% BSA/0,1% Saponin 
gewaschen und in 100 µl eines mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugierten 
Zweitantikörpers (10 µg/ml) resuspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die 
Zellen gewaschen, in 100 µl PBS resuspendiert und im FACScan analysiert. 

4.2.3.7 MESSUNG APOPTOTISCHER ZELLEN 
Mit Hilfe zahlreicher unterschiedlicher Methoden lassen sich verschiedene 
Veränderungen während des Zelltodes detektieren und der Anteil lebender bzw. toter 
Zellen in einer Population bestimmen. Im folgenden sind drei Methoden beschrieben, 
die während der Arbeit verwendet wurden, wobei die FSC/SSC-Analyse die am 
häufigsten verwendete war, teilweise in Kombination mit Propidiumiodid-Ausschluß. 

Apoptosemessung aufgrund morphologischer Veränderungen (FSC/SSC-Analyse) 

Das Schrumpfen von Zellen während der Apoptose aufgrund veränderter 
Membranorganisation, Zerstörung von Komponenten des Zytoskeletts und aufgrund 
von Zellmassenverlust durch Abschnürung von Apoptotischen Körperchen (Kerr et al., 
1972) ist ein morphologisches Charakteristikum des apoptotischen Zelltods. Von 
lebenden Zellen lassen sich apoptotische Zellen daher im FACS aufgrund ihres 
geringeren FSC-Signals, d.h. Größe, unterscheiden. Darüber hinaus weisen apoptotische 
Zellen eine modifizierte Organisation von Kern und Zytoplasma auf. Kondensiertes 
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Zytoplasma wird aufgrund der erhöhten Granularität als vergrößertes SSC-Signal im 
FACS sichtbar. Der Anteil apoptotischer Zellen in einer Zellpopulation ließ sich daher 
mittels FACS bestimmen: das FSC-Signal wurde gegen das SSC-Signal aufgetragen 
(FSC/SSC) und die Zellen ober- und unterhalb der sich ergebenden Diagonale zwischen 
den Populationen ausgewertet. 

Ausschluß von Propidiumiodid 

Der rote Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid – als Propidiumiodid-Salz verwendet – 
wird unspezifisch von toten Zellen aufgenommen. Das Propidium-Kation ist nicht in 
der Lage, die intakte Plasmamembran von lebenden Zellen zu überwinden und reichert 
sich daher nur in Zellen an, welche die Integrität der Plasmamembran bereits verloren 
haben (Tanke et al., 1982). Zur Bestimmung per FACS wurden Zellen in 100 µl PBS 
kurz vor der Messung mit 100 µl Propidiumiodid-Lösung (5 µg/ml in PBS) versetzt. 
Anregung des Propidiumions erfolgte bei 535 nm. Die Emmission erfolgte über ein 
breites Spektrum um 617 nm und wurde daher im FL2 und FL3-Detektor gemessen. 

Bestimmung von Zellkernen mit subdiploidem DNA-Gehalt (Nicoletti-Methode) 

Mit Hilfe einer von Nicoletti et al. (1991) etablierten Methode lassen sich die 
unterschiedlichen Größen der polymeren genomischen DNA in apoptotischen und 
nichtapoptotischen Zellkernen detektieren. Dazu wurden jeweils 2 x 105 Zellen in 
250 µl Nicoletti-Puffer über Nacht bei 4°C unter Lichtabschluß lysiert. Die 
Pufferbedingungen erlaubten die Zellyse ohne Zerstörung der Kerne und die 
Interkalation des roten Fluoreszenzfarbstoffes Propidium in die genomische DNA 
(Waring et al., 1965). Propidium bildet mit den Βasenpaaren der DNA einen charge 
transfer-Komplex aus, der in Abhängigkeit der Anzahl der Propidium-Basenpaar-
Interaktionen zu einer bis zu 30fachen Fluoreszenzverstärkung führt (Arndt-Jovin et al., 
1989). Neben den vitalen diploiden und sich gerade teilenden tetraploiden Zellkernen 
ließen sich daher im FL-2-Detektor des FACS die apoptotischen Zellkerne als 
subdiploider DNA-Peak ausmachen. 

Die spezifische Apoptose wurde folgendermaßen berechnet: [(% experimentelle 
Apoptose - % spontane Apoptose)/(100 - % spontane Apoptose)] x 100. 

4.2.3.8 [3H]-DTHYMIDIN-EINBAU TEST 
Proportional zur Proliferation von Zellen erfolgt die DNA-Verdopplung. Der Einbau 
von Tritium-markiertem Desoxythymidin in neusynthetisierte DNA ermöglicht daher 
die Bestimmung der Zellproliferation über die Messung der eingebauten Radioaktivität. 
Jeweils 5 x 104 Zellen wurden in einem Volumen von 100 µl in einer 96-Loch-
Flachbodenplatte ausgesäht und mit den gewünschten Stimuli inkubiert. Nach Abschluß 
der Inkubationszeit wurde 10 µl [3H]-dThymidin-Lösung (5 µCi/Ansatz) zu den 
Ansätzen gegeben und die Zellen durch Einbau von [3H]-dThymidin in 
neusynthetisierte DNA über 16 h radioaktiv markiert. Die Platten wurden im Micro Cell 
harvester (Skatron, Norwegen) geerntet und die Radioaktivität anschließend im 1205 
Betaplate Counter (Wallac, Finnland) bestimmt. 
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4.2.3.9 TRANSIENTE TRANSFEKTION VON T-ZELLINIEN 
Für die transiente Transfektion von Jurkat und DC27.1 Zellen wurde die Methode der 
Elektroporation verwendet. Dazu wurden 2 x 106 Zellen pro Ansatz abzentrifugiert 
(5 min, 1500 rpm), in je 400 µl Kulturmedium resuspendiert und in eine 
Elektroporationsküvette überführt. Nach Zugabe von 10 bis 30 µg Plasmid-DNA wurde 
kurz gemischt und mit 960 µF und 240 V (Jurkat) bzw. 280 V (DC27.1) elektroporiert.  
Anschließend wurde die Suspension zügig in 24-Loch Zellkulturplatten überführt, in die 
1,6 ml Kulturmedium vorgelegt waren. Um die Transfektionseffizienz und die 
Überlebensrate zu erhöhen wurden die Zellen direkt vor und nach der Transfektion für 5 
min auf Eis inkubiert. 

4.2.3.10 TRANSIENTE TRANSFEKTION VON PRIMÄREN HUMANEN T-ZELLEN 
Zur transienten Transfektion von primären humanen T-Zellen wurde die Nucleofector 
Technologie von Amaxa verwendet. Diese beruht auf nicht-viralem Gen-Transfer in 
stimulierte, aber auch unstimulierte humane T-Zellen mittels einer modifizierten 
Elektroporation. Dabei wird mit Hilfe einer Zelltyp-spezifischen Lösung und Pulsfolge 
während der Elektroporation die Plasmid-DNA unabhängig vom Zellzyklus direkt in 
den Zellkern transferiert. Dies ermöglicht eine schnelle (4 – 8 Stunden) Detektion der 
Genexpression. Lösung und Puls sind für jeden Zelltyp und Stimulationszustand 
optimiert. Es wurden 1 – 5 x 106 Zellen in PBS gewaschen, in 100 µl 
Transfektionslösung aufgenommen, mit 1 –5 µg DNA versetzt und im Nucleofector 
elektroporiert. Für frisch präparierte und kurzzeit stimulierte T-Zellen wurde die T cell 
solution und der Puls U14 verwendet, für T-Zellen, die seit 5 Tagen stimuliert waren, 
wurde die solution 3059 und der Puls T14 verwendet. Zur Bestimmung der 
Transfektionseffizienz wurde ein GFP-Plasmid cotransfiziert. Nach 5 bzw. 16 h wurde 
die Effizienz im FACS bestimmt. Bei frisch präparierten und kurzzeit stimulierten T-
Zellen lag sie bei ca. 60 %, bei T-Zellen, die seit 5 Tagen stimuliert waren bei 30 – 40 
% der lebenden Zellen. Da 10 - 40 % der Zellen durch die Transfektion starben, wurde 
vor weiteren Experimenten zur Separation der überlebenden Zellen eine Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgeführt. 

4.2.3.11 GEWINNUNG VON LZ-CD95L 
Zur Gewinnung von LZ-CD95L (Walczak et al., 1999) wurden CV-1/EBNA Zellen 
durch die DEAE-Dextran Methode transient transfiziert. Einen Tag vor der Transfektion 
wurden 3 x 106 Zellen pro 150 cm3 Flasche ausgesät (105 Zellen/ml). Hatten die Zellen 
eine Konfluenz von 80-85 % erreicht, wurde die Transfektion durchgeführt. Dazu 
wurden pro 150 cm3 Flasche 15 µg der zu transfizierenden DNA mit 187,5 µl DEAE-
Dextran (4 mg/ml in TBS; Sigma) in DMEM-F12/FCS/75 µM Chloroquin 
(Stammlösung 10 mM in PBS; Sigma) in einem finalen Volumen von 1,5 ml gemischt. 
Das Kulturmedium wurde von den Zellen entfernt, durch DMEM-F12/FCS/Chloroquin 
ersetzt und das DNA-Dextran-Gemisch zugegeben. Nach Inkubation für 4,5 h im 
Brutschrank wurde das Chloroquin-Medium entfernt und die Zellen mit 
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DMEM/FCS/10% DMSO für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde das DMSO-
Medium abgenommen und die Zellen in DMEM-F12 kultiviert. Am Tag nach der 
Transfektion wurde das Medium gewechselt und damit auch abgestorbene Zellen 
entfernt. Die Zellen wurden 7 Tage kultiviert und der Überstand gesammelt. Die 
Konzentration an LZ-CD95L in der Stocklösung betrug 5 µg/ml. 

4.2.3.12 RADIOAKTIVES MARKIEREN VON ZELLEN 
Für die Markierung von neusynthetisierten Proteinen durch die radioaktiven 
Aminosäuren [35S] Methionin und [35S]-Cystein wurden exponentiell wachsende Zellen 
zweimal mit PBS gewaschen und in Methionin/Cystein-Mangelmedium aufgenommen. 
Nach einer Stunde bei 37°C wurde 0,5 mCi [35S]-Methionin/Cystein (Pro Mix, 
Amersham) pro 3 x 107 Zellen zugegeben und die Zellen für 18-24 Stunden bei 37°C 
inkubiert. Danach standen die Zellen für weitere Versuche zur Verfügung. 

4.2.3.13 LUZIFERASE BESTIMMUNG 
Für Luziferase-Experimente wurden Jurkat bzw. DC27.1 Zellen mit 5 - 10 µg 
Luziferase-Reporter-Plasmid und 5 µg eines Plasmids, das für das zu untersuchende 
Effektorprotein kodiert oder Leervektor transient transfiziert. Nach 24 h wurden 
Alliqots für 12 - 16 h unterschiedlich stimuliert bzw. unstimuliert kultiviert. Um die 
Transfektionseffizienz zu vergleichen, wurden 3 µg eines Plasmids kotransfiziert, das 
für nicht-induzierbare Renilla-Luziferase kodiert. Die Zellen wurde im Lyse-Puffer des 
dual luciferase assay system (Promega, Heidelberg, Germany) lysiert. Luziferase 
Experimente wurden mit Hilfe des DuoLumat LB9507 (Berthold, Wildbach, Germany) 
gemessen. 

4.2.3.14 INTRAVENÖSE SEB-INJEKTION UND DEXAMETHASON-BEHANDLUNG VON 
MÄUSEN 
Es wurden 100 µg SEB (stapylococcal enterotoxin B, Sigma) in 250 µl PBS gelößt und 
intravenös in die Schwanzvene der Mäuse injiziert. Superantigene wie SEB binden an 
bestimmte TCR Vβ Moleküle und stimulieren damit eine größe Anzahl von T-Zellen 
zur Proliferation. SEB führt in vivo zu einer Expansion der Vβ8+ T-Zellen (mit einem 
peak etwa an Tag 3-4) und einer anschließenden Deletions-Phase (Tag 5-14). Die Vβ8-
T-Zell-Population wird auf 30-40% der ursprünglichen relativen Zellzahl reduziert, 
kehrt jedoch nach etwa 3 Wochen zur normalen Populationsgröße zurück (Bonfoco et 
al., 1998; Hildeman et al., 2002a). Die Dexamethason-Behandlung von Mäusen erfolgte 
ab Tag 3 nach der SEB-Injektion über die Verabreichung der wasserlöslichen Form von 
Dexamethason (Dexamethason-21-Phosphat, Sigma) im Trinkwasser (20 mg/l). 
Dexamethason-21-Phosphat wird im Serum der Maus in die aktive Komponente 
Dexamethason umgewandet und hat dort eine Halbwertszeit von etwa 5 Stunden 
(Clarke’s Isolation and Identification of drugs, 2nd ed., p.518, 1986). 
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4.2.4 PROTEINCHEMISCHE METHODEN 

4.2.4.1 IN VITRO TRANSLATION VON PROTEIN 
Die in vitro-Transkription/Translation von Proteinen wurde mit Hilfe des TNT T7 
gekoppelten Transkriptions/Translations-System von Promega durchgeführt. Dabei 
wurde folgender Ansatz verwendet: 

10- 40 µl TNT T7 Quick Master Mix 
2 µl  [35S]-Methionin (10 mCi/ml) 
0,5 – 4 µg Template-DNA 

Der Ansatz wurde für 90 min bei 30°C inkubiert und anschließend in EMSA-
Experimenten verwendet. Kontrolliert wurde die in vitro Translation durch Auftrennung 
der Proben per SDS-PAGE und Autoradiographie des getrockneten Gels. 

4.2.4.2 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE) 
Proteine wurden in diskontinuierlichen SDS-PA-Gelen (Laemmli, 1970) mit 7,5-15 % 
(w/v) Acrylamid-Trenngel und einem 5 % (w/v) Acrylamid-Sammelgel aufgetrennt. Die 
Gele hatten folgende Dimensionen: 

Große Gele: 
Sammelgel: 233 mm x 12 - 27 mm x 1,5 mm 
Trenngel: 233 mm x 203 mm x 1,5 mm. 

Mini-Gele: 
Sammelgel: 85 mm x 20 mm x 1,5 mm 
Trenngel: 85 mm x 70 mm x 1,5 mm 

Die Gelzusammensetzung ist in Kapitel 4.1.2. aufgeführt. Die Polymerisation wurde 
durch die Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED gestartet und die polymerisierende Lösung 
sofort verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Gießen mit Isopropanol 
überschichtet. Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde der Alkohol durch Spülen mit 
Wasser entfernt, die Geloberfläche durch Tupfen mit Filterpapier getrocknet und das 
Sammelgel gegossen. Nach der Polymerisation (10 min) wurden die Gele beladen. 
Proteinlösungen wurden mit SDS-Auftragspuffer versetzt und 3 min bei 95°C inkubiert. 
Zylindergele aus der isoelektrischen Fokussierung wurden auf die Sammelgele gelegt 
und mit Agaroselösung (0,169M Tris/HCI, pH 8,8, 0,9 % (w/v) SDS, 9 % Glyzerol, 1 % 
(w/v) Agarose, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau) fixiert, die zuvor durch Aufkochen 
gelöst und mit DTT (Endkonzentration 50 mM) versetzt wurde. Der Lauf der Gele 
erfolgte bei 80 bis 130 Volt für 12-20 Stunden. Bei radioaktiven Proben wurden die 
Gele getrocknet und autoradiographiert. 

4.2.4.3 WESTERN BLOT 
Zum Transfer von Proteinen aus Acrylamidgelen auf Membranen wurde ein "Semidry"-
Verfahren eingesetzt. Dazu wurden die Graphitelektroden der Blotkammer (Pharmacia, 
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Freiburg) mit Transferpuffer befeuchtet. Darauf wurden drei Lagen mit Transferpuffer 
befeuchtete Filterpapiere, anschließend die befeuchtete Hybond-ECL-Membran C 
(Amersham-Buchler, Braunschweig), das Gel und fünf Lagen befeuchtete Filterpapiere 
geschichtet. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/cm2 90 min lang bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation für 1 Stunde mit 
5 % (w/v) Milchpulver in PBS-T (0,05% Tween-20 in PBS) oder 2 – 5 % (w/v) BSA in 
TBS-T (0,05% Tween-20 in TBS) bei Raumtemperatur abgesättigt. Waschschritte 
wurden stets mit PBS-T oder TBS-T durchgeführt. Der Blot wurde zunächst  dreimal 
gewaschen. Der Primärantikörper wurde in PBS-T oder TBS-T verdünnt 
(Hybridomüberstand: 1:5 - 1:20 Verdünnung und aufgereinigte Antikörper: 0,1-1,0 
µg/ml) und der Blot unter Schütteln für 16 Stunden bei 4°C mit dem Antikörper 
inkubiert. Danach wurde dreimal je 10 min gewaschen. Anschließend wurde ein 
Peroxidase konjugierter Sekundärantikörper (Verdünnung 1:20 000 in PBS-T mit 1 % 
Milchpulver oder TBS-T mit 2 – 5 % BSA) für 90 min bei Raumtemperatur unter 
Schütteln inkubiert und anschließend der Blot dreimal je 10 min gewaschen. Die 
Detektion der Proteine erfolgte durch die ECL-Methode (enhanced 
chemiluminescence). Gleiche Teile der Detektionsreagenzien A und B 
(Chemiluminescence-Kit, Amersham-Buchler) wurden gemischt, der Blot darin eine 
Minute inkubiert und auf Röntgenfilmen exponiert. Zur mehrmaligen Verwendung von 
Western Blots wurde der zur Detektion verwendete Antikörper durch Inkubation der 
Membran für 20 min bei 56°C mit Stripping-Puffer entfernt. Nach mehrmaligem 
Waschen wurden unspezifische Bindestellen abgesättigt und der Blot anschließend mit 
weiteren Antikörpern analysiert.  

4.2.4.4 IMMUNPRÄZIPITATION 
Für die Immunpräzipitation wurden behandelte oder unbehandelte Zellen in Lysepuffer 
resuspendiert und für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Kerne und 
unlöslichen Bestandteile abzentrifugiert (15 min, 14000 rpm, 4°C). Das so geklärte 
Lysat wurde dann für die Immunpräzipitation verwendet. Dazu wurden 2 µg Antikörper 
durch eine Inkubation von mehr als 1 h bei Raumtemperatur an 30 µg Protein A- oder 
G-Sepharose (Roche) gekoppelt. Die Immunpräzipitationen erfolgte für mehr als 1 
Stunde bei 4°C auf einem Überkopfschüttler. Anschließend wurde die Sepharosematrix 
durch Zentrifugation (3000 g, 30 s, 4°C) entfernt und mehrfach in Lysepuffer 
gewaschen. 

 



5 ERGEBNISSE 

5.1 EINE NEUARTIGE FUNKTION FÜR FOSB IN DER REGULATION DES 
AKTIVIERUNGS-INDUZIERTEN ZELLTODS PRIMÄRER T-ZELLEN 

Die Eliminierung reaktiver T-Zellen nach Beendigung der Immunreaktion erfolgt durch 
die Induktion von Apoptose über die Restimulation des TCR. Dieser als Aktivierungs-
induzierte Zelltod (engl.: activation-induced cell death, AICD) bezeichnete Prozeß ist 
ein wichtiger Mechanismus, um die Anzahl reaktiver T-Zellen zu reduzieren, und wird 
hauptsächlich über das CD95-System vermittelt. Der CD95L ist nicht auf ruhenden T-
Zellen exprimiert, wird aber nach TCR/CD3-Restimulation stark hochreguliert. Es gibt 
zahlreiche Hinweise, daß der Transkriptionsfaktor AP-1, bestehend aus Mitgliedern der 
Jun-, Fos- und ATF-Proteinfamilien, an der Induktion des CD95L während des AICD 
beteiligt ist (Kasibhatla et al., 1999; Matsui et al., 2000). 

 

5.1.1 TRANSKRIPTIONSFAKTOREN DER AP-1 FAMILIE SIND AM AICD BETEILIGT 

Um zu untersuchen, ob der AP-1 Transkriptionsfaktor am AICD von T-Zellen beteiligt 
ist, wurden Jurkat T-Zellen transient mit dominant-negativen (DN)-Mutanten von Jun 
(Abb. 8), c-FLIPS oder Leervektor zusammen mit einem GFP-(green fluorescent 
protein)-Expressionsplasmid transfiziert. Die Apoptoserate GFP-positiver Zellen wurde 
nach 36 h CD3-Stimulation ermittelt. Als Positiv-Kontrolle diente die Überexpression 
von c-FLIPS (Krueger et al., 2001), welches die Signalübertragung von Todesrezeptoren 
nahezu vollständig inhibiert. c-FLIP-Überexpression resultiert in einer Inhibition des 
AICD (Abb. 9A). Die Expression von dominant-negativen Jun-Mutanten führt zu einer 
reduzierten TCR/CD3-vermittelten Apoptose (Abb. 9A).  
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der verwendeten dominant-negativen Jun-
Konstrukte. Die Mutanten enthalten die basische Leuzin-Zipper-Domäne von c-Jun (∆6/194) 
oder v-Jun (∆vJ), jedoch fehlt ihnen die Transaktivierungs-Domäne (Stein et al., 1993). Die 
Mutante ∆6/194m35 enthält zusätzlich einen Aminosäureaustausch in der Leuzin-Zipper-
Domäne, was zu einer verstärkten Hetero- und Homodimerisierung führt (H. van Dam, S. 
Müller und P. Angel, unveröffentlichte Daten). Somit heterodimerisieren die transfizierten Jun-
Mutanten mit endogenen AP-1 Proteinen und inhibieren damit deren Aktivität. 

 

Da TCR/CD3-induzierte Apoptose über das CD95/CD95L-System vermittelt wird, ist 
der Einfluß dominant-negativer Jun-Mutanten auf die Regulation des CD95L und/oder 
auf die Signalübertragung nach CD95-Stimulation zurück zu führen. Um den 
Mechanismus der Apoptose-Regulation durch Jun näher einzugrenzen, wurde ein 
Aliquot der transfizierten Zellen für 16 Stunden mit löslichem, trimerisiertem CD95L 
(LZ-CD95L) inkubiert. Die Expression dominant-negativer Jun-Mutanten zeigte keinen 
Einfluß auf die Apoptose in Anwesenheit von exogenem CD95L, und damit keinen 
Effekt auf die Signalübertragung unterhalb des CD95-Rezeptors (Abb. 9B). 
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Abbildung 9: Dominant-negatives Jun reduziert AICD, hat jedoch keinen Einfluß auf den 
CD95-vermittelten Signalweg. (A) Jurkat T-Zellen wurden transient mit einem 
Expressionsplasmid, das für GFP kodiert, und dominant-negativen Jun-Konstrukten, c-FLIPS 
oder Leervektor (C) transfiziert. TCR/CD3-Stimulation erfolgte 24 h nach der Transfektion für 
36 h. Die Messung der Apoptose GFP-positiver Zellen erfolgte durch FSC/SSC-Analyse im 
FACS. (B) Ein Aliquot der transient transfizierten Zellen aus (A) wurde für 16 h mit 500 ng/ml 
LZ-CD95L inkubiert. Anschließend wurde die Apoptose GFP-positiver Zellen per FSC/SSC-
Analyse im FACS ermittelt. 

 

Diese Ergebnisse zeigen, daß c-Jun oder einer seiner Dimerisierungspartner der AP-1 
Transkriptionsfaktorfamilie in der TCR/CD3-induzierten T-Zell-Apoptose involviert ist 
und dieser Einfluß in der Signalkette vor der Aktivierung des CD95-Rezeptors zu 
finden ist. 

 

5.1.2 C-JUN STEUERT ZUR INDUKTION DES CD95L DURCH TCR/CD3-STIMULATION 
BEI 

Da in Gegenwart von dominant-negativem Jun der AICD reduziert ist, wurde getestet, 
ob dies auf eine verminderte CD95L-Expression nach TCR/CD3-Stimulation zurück zu 
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führen ist. Dies würde auf die Beteiligung einer AP-1-Aktivierung an der CD95L-
Induktion nach TCR/CD3-Stimulation hindeuten. Jurkat T-Zellen wurden transient mit 
einem Luziferase-Reporter-Konstrukt transfiziert, welches ein 1204 bp-Fragment 5’ 
vom Transkriptionsstart und 100 bp des 5’ UTRs (5' untranslatierte Region zwischen 
Transkriptions- und Translationsstart)(-1204/+100) des humanen CD95L-Gens enthielt. 
Dieses Reporter-Konstrukt wurde durch TCR/CD3-Stimulation in Kontroll-
Transfektionen 5-fach induziert (Abb. 10). Koexpression von dominant-negativem Jun 
reduzierte die CD95L-Induktion im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle um das 2 - 4-
fache. 
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Abbildung 10: Dominant-negatives Jun reduziert die CD3-vermittelte CD95L-Induktion. 
Jurkat T-Zellen wurden mit einem (-1204/+100) CD95L-Luziferase-Reporter-Konstrukt und 
dominant-negativen Jun-Mutanten bzw. Leervektor (C) transient kotransfiziert. 24 h nach der 
Transfektion wurden die Zellen für eine Dauer von 12 h mit anti-CD3-Antikörpern stimuliert 
und anschließend die relative Luziferase-Aktivität bestimmt. 

 

Die Zeitspanne zwischen transienter Transfektion, der Bestimmung der Apoptoserate 
(60 h) und der Luziferase-Messung (40 h) weichen aus technischen Gründen 
voneinander ab. Dies ist wahrscheinlich der Grund dafür, daß die drei DN-Jun-
Konstrukte die Apoptose und die CD95L-Induktion unterschiedlich stark reduzieren. 

Diese Ergebnisse demonstrieren, daß c-Jun oder einer seiner Dimerisierungspartner in 
der CD95L-Promoter-Aktivierung nach TCR/CD3-Stimulation involviert ist. 
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5.1.3 C-JUN UND FOSB BINDEN NACH TCR/CD3-STIMULATION AN DIE AP-1 
BINDESTELLE IM CD95L 5’ UTR  

Behandlung von humanen Leberzellen mit Chemotherapeutika induziert die AP-1 (c-
Jun/c-Fos) Bindung an eine AP-1 Bindestelle im 5’ UTR des CD95L-Gens, welche für 
die CD95L-Induktion in diesem System notwenig ist (Abb. 11 und (Eichhorst et al., 
2000)). 

 

TATA

-30 +76 +95

GGCTGGCCTGACTCACCAGC

+1 ATG

 
Abbildung 11: Schematische Darstellung des CD95L 5’ UTR. Sequenz der AP-1 Bindestelle 
im humanen CD95L 5’ UTR (Eichhorst et al., 2000). Position +1 stellt den Transkriptionsstart 
dar, ATG markiert die Stelle des Translationsstarts, unterstrichen ist die AP-1 Bindestelle und 
die Nukleotide, welche in den Oligonukleotiden der EMSA-Experimente und den Konstrukten 
der Luziferase-Experimente mutiert sind. Weitere Erklärungen siehe Text und Anhang. 

 

Es wurde getestet, ob diese AP-1 Bindestelle auch für die TCR/CD3-vermittelte 
CD95L-Induktion in T-Zellen verantwortlich ist. EMSAs mit einem Oligonukleotid, 
dessen Sequenz die AP-1 Erkennungsstelle im 5’ UTR enthält (+75/+96), resultierten in 
der Induktion eines Protein/DNA-Komplexes mit Kernextrakten von Jurkat T-Zellen 
(Abb. 12, Spur 1-4) und restimulierten primären T-Zellen (Abb. 12, Spur 5-6) 8 Stunden 
nach TCR/CD3-Stimulation. Dieses Resultat deutet auf eine Bindung von AP-1 an diese 
Sequenz auch nach TCR/CD3-Stimulation hin. 

 



5  Ergebnisse 76 

 

TCR/CD3       0     2    4     8     0      8       [h]

1 2 3 4 5 6

Jurkat Primäre
T-Zellen

 
Abbildung 12: Kinetik der stimulations-abhängigen Induktion des Protein/DNA-
Komplexes. EMSA mit dem +76/+95 Oligonukleotid des CD95L 5’ UTRs. Spur 1-4: 
Verwendung von Kernextrakten von Jurkat T-Zellen, unstimuliert bzw. TCR/CD3 stimuliert für 
2, 4 oder 8 h. Spur 5 und 6: Verwendung von Kernextrakten von primären Tag 6 T-Zellen, 
unstimuliert bzw. TCR/CD3 stimuliert für 8 h. Der Pfeil markiert die stimulations-abhängige 
Bande. 

 

Kompetition mit 50-fachem molaren Überschuß an nicht-radioaktivem Oligonukleotid, 
welches die Wildtyp AP-1-Bindestelle enthält, führte zur Hemmung der Bildung dieses 
Protein/DNA-Komplexes (Abb. 13, Spur 3 und 7) nach TCR/CD3-Stimulation von 
Jurkat T-Zellen und primären humanen T-Zellen. Die Verwendung eines 
Oligonukleotids mit mutierter AP-1 Bindestelle führte zu keiner Veränderung in der 
Komplexbildung  (Abb. 13, Spur 4 und 8). Diese Daten zeigen, daß es sich bei dem 
stimulations-abhängigen Komplex um eine spezifische Bindung von Proteinen der AP-1 
Transkriptionsfaktor-Familie handelt, da eine Inhibition der Komplex-Bildung durch 
Kompetition nicht möglich ist, sofern das nicht-radioaktive Oligonukleotid eine 
Veränderung in der AP-1 Erkennungssequenz enthält. 
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Abbildung 13: TCR-induzierte Proteine binden an die AP-1 Stelle im 5’ UTR.  
Kompetition des Protein/DNA-Komplexes mit Wildtyp- (wt) oder mutiertem (mu) +76/+95 
Oligonukleotid bei 50-fachem Überschuß. Spur 1-4: Kernextrakte von 8 h TCR/CD3-
stimulierten Jurkat T-Zellen, Spur 5-8: Kernextrakte von 8 h TCR/CD3-restimulierten primären 
Tag 6 T-Zellen. Der Pfeil markiert die stimulations-abhängigen Komplexe. 

 

Zur weiteren Analyse wurde in supershift-Experimenten die Zusammensetzung dieses 
AP-1 Komplexes untersucht. Die Zugabe von c-Jun-spezifischen Antikörpern resultierte 
in einem Komplex, welcher zusätzlich zum Oligonukleotid und die daran gebundenen 
Transkriptionsfaktoren nun noch die an diese Proteine gebundenen Antikörper enthält, 
und deswegen eine höheres Molekulargewicht aufweist und im Gel mit geringerer 
Geschwindigkeit migriert (Abb. 14, Spur 3 und 7). Dagegen führte ein c-Fos-
spezifischer Antikörper weder in Kernextrakten von Jurkat T-Zellen noch von primären 
T-Zellen zu einem shift (Abb. 14, Spur 4 und 8). Dies zeigt, daß es sich im Gegensatz 
zum AP-1 Komplex in humanen Leberzellen nach Behandlung mit Chemotherapeutika 
(Eichhorst et al., 2000) nicht um ein Dimer aus c-Jun und c-Fos handelt. 
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Abbildung 14: Der TCR/CD3-induzierte AP-1 Komplex am 5’ UTR beinhaltet c-Jun, 
nicht jedoch c-Fos. EMSA-supershift mit Kernextrakten von TCR/CD3-stimulierten (8 h) 
Jurkat T-Zellen (Spur 1-4) und primären Tag 6 T-Zellen (Spur 5-8) in der Gegenwart 
spezifischer Antikörper bzw. einer Isotyp-Kontrolle. Der Pfeil markiert die stimulations-
abhängige Bande, sc* markiert den durch Antikörper geshifteten Komplex. 

 

Um den Dimerisierungspartner von c-Jun im Komplex zu identifizieren, wurde ein 
Antiserum verwendet, welches alle bekannten Mitglieder der Fos-Unterfamilie von AP-
1 erkennt. Sowohl in Kernextrakten von Jurkat T-Zellen als auch von primären T-Zellen 
führte dies zu einem Verlust des induzierten Komplexes im EMSA (Abb. 15A Spur 12 
und Abb. 15B, Spur 3). Dieses Experiment zeigt, daß es sich bei dem 
Dimerisierungspartner von c-Jun in diesem Komplex um ein Mitglied der Fos-Familie 
handelt. 
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Abbildung 15: Supershift zur Identifikation des Dimerisierungspartners von c-Jun im AP-
1 Komplex des CD95L 5’ UTR. EMSA mit dem +76/+95 Oligonukleotid in der Gegenwart 
von spezifischen Antikörpern mit Kernextrakten von CD3-stimulierten (8 h) (A) Jurkat T-Zellen 
und (B) primären Tag 6 T-Zellen.  

 

Um die Identität des Dimerisierungspartners von c-Jun weiter einzugrenzen, wurden 
Antikörper verwendet, welche einzelne Mitglieder der Fos-Familie individuell 
erkennen. Nur die Zugabe eines FosB-spezifischen Antikörpers reduzierte die Bildung 
des Komplexes in Gelshift-Experimenten sowohl mit Extrakten von Jurkat T-Zellen 
(Abb. 15A, Spur 4) als auch mit primären T-Zell-Extrakten (Abb. 15B, Spur 4). 
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Abbildung 16: Spezifität und Funktionalität der verwendeten Antikörper. Supershift-
Experiment mit einem consensus TRE-Oligonukleotid. (A) EMSA mit in vitro translatiertem c-
Jun und c-Fos mit bzw. ohne spezifischen Antikörpern gegen c-Jun oder c-Fos bzw. Isotyp-
Kontroll-Antikörper. (B) EMSA mit in vitro translatierem c-Jun und Fra1 (links) oder c-Jun und 
Fra2 (rechts) mit bzw. ohne spezifischen Antikörpern gegen Fra1, Fra2 bzw. Isotyp-Kontroll-
Antikörper. Der Pfeil markiert die spezifische Bande, sc* markiert den supershift-Komplex. 

 

Zum gleichen Ergebnis kam man unter Verwendung eines weiteren FosB-spezischen 
Antikörpers (Clone H-75, Santa Cruz, Daten nicht gezeigt). Deutlich veränderte 
elektrophoretische Mobilität von in vitro translatierten Proteinen zeigen die Spezifität 
und Funktionalität der verwendeten Antikörper (Abb. 16). 

Diese Resultate demonstrieren, daß nach TCR/CD3-Stimulation ein Dimer aus c-Jun 
und FosB an die AP-1 Bindestelle des 5’ UTR des CD95L-Gens bindet. 

 

5.1.4 DIE AP-1 BINDESTELLE IM 5’ UTR IST MASSGEBLICH AN DER INDUKTION DES 
CD95L-PROMOTORS NACH TCR/CD3-STIMULATION BETEILIGT 

Um die Rolle der im CD95L 5’ UTR identifizierten AP-1 Bindestelle in einem 
funktionellen Experiment zu bestätigen, wurde die Induzierbarkeit von Luziferase-
Reporter-Konstrukten verglichen, die entweder die AP-1 Bindestelle als Wildtyp oder in 
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einer mutierten Form enthielten. Dazu wurden zwei unterschiedlich lange Promotor-
Konstrukte (Abb. 17B) verwendet. Wie in Abb. 17A gezeigt wird, war die TCR/CD3-
vermittelte Induktion des –1204/+100 Konstruktes (6-fach) signifikant reduziert, wenn 
die AP-1 Bindestelle mutiert vorlag (2,5-fach). Gleichermaßen war die 2-fache 
Induktion des –36/+100 minimalen Promoters in seinem mutierten Gegenstück 
vollständig inhibiert. 
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Abbildung 17: Mutation in der AP-1 Bindestelle des 5’UTR führt zu reduzierter 
Promotor-Aktivierung nach TCR/CD3-Stimulation. (A) Jurkat T-Zellen wurden transient 
mit Wildtyp bzw. mutierten –1204/+100 bzw. –36/+100 Luziferase-Konstrukten transfiziert. 24 
h nach der Transfektion wurden die Zellen für eine Dauer von 12 h mit anti-CD3-Antikörpern 
stimuliert und anschließend die relative Luziferase-Aktivität bestimmt. (B) Schematische 
Darstellung der verwendeten Luziferase-Konstrukte. wt, Wildtyp; mu, mutierte 5’UTR AP-1 
Bindestelle. 

 

Dieses Ergebnis zeigt, daß die AP-1 (c-Jun/FosB) Bindestelle im 5’ UTR des CD95L-
Gens zu dessen vollständiger Induktion nach TCR/CD3-Stimulation beiträgt. 
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Abbildung 18: FosB Überexpression führt nicht zur Verstärkung der CD95L-Induktion. 
Kotransfektion eines FosB Expressionsplasmids bzw. Leervektors (RSV-0) und Luziferase-
Reporter-Konstrukt (-1204/+100) in Jurkat T-Zellen und anschließender CD3-Stimulation für 
16 h. 

 

Obwohl FosB für die vollständigen Induktion des CD95L essentiell ist, ist FosB allein 
jedoch nicht in der Lage, den Promoter in einem Überexpressions-System zu aktivieren 
(Abb. 18). Die transiente Transfektion mit unterschiedlichen Mengen eines FosB-
Expressionsplasmids führt im Luziferase-Experiment auch nicht nach TCR/CD3-
Stimulation zu einer zusätzlichen CD95L-Promotor-Aktivität. Dies läßt vermuten, daß 
FosB in der Zelle zu jeder Zeit vorliegt, und die Aktivierung von c-Jun, als der 
Dimerisierungspartner, limitierend wirkt. 

Diese Ergebnisse demonstrieren, daß die AP-1 Bindestelle im 5’ UTR des humanen 
CD95L-Gens und die daran bindenden Proteine (c-Jun und FosB) eine entscheidende 
Rolle in der TCR/CD3-vermittelten Induktion des CD95L hat und somit wichtig für die 
Auslösung des AICD ist. 
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5.2 DER MOLEKULARE MECHANISMUS DER ANTI-APOPTOTISCHEN 
FUNKTION DES GLUCOCORTICOID-REZEPTORS IM AKTIVIERUNGS-
INDUZIERTEN ZELLTOD 

 

Zahlreiche Studien weisen auf eine wichtige Rolle von Glucocorticoid-Hormonen in der 
Thymozyten-Entwicklung und der Regulation des Überlebens peripherer T-Zellen hin. 
In transgenen Mäusen, die ein Glucocorticoid-Rezeptor (GR) antisense-Konstrukt T-
Lymphozyten-spezifisch exprimieren, wurden Defekte in der Thymozyten-Reifung 
beobachtet (King et al., 1995). Zudem konnte gezeigt werden, daß das synthetische 
Glucocorticoid Dexamethason den AICD in T-Zell-Hybridomen durch 
Beeinträchtigung der CD95L-Induktion nach TCR/CD3-Stimulation inhibieren kann 
(Cui et al., 1996; Yang et al., 1995).  

 

5.2.1 BESCHREIBUNG DER VERWENDETEN MAUS-MUTANTEN 

Um die Mechanismen der Glucocorticoid-vermittelten Regulation in T-Lymphozyten zu 
untersuchen wurde der GR mit Hilfe des Cre/loxP-Systems spezifisch in T-Zellen 
inaktiviert (GRlckCre). Des weiteren wurden zur Untersuchung des GR-Signalweges 
Maus-Mutanten mit einem Dimerisierungs-defekten GR (GRdim) (Reichardt et al., 
1998b) verwendet. Abb. 19 zeigt eine schematische Darstellung des murinen GR-Gens 
und der Konstrukte, welche für die Generierung der mutanten Mäuse verwendet 
wurden. Die Mäuse wurden im Labor von Prof. Dr. Günther Schütz, DKFZ Heidelberg, 
erzeugt. Exon 3 des GR-Gens, welches für einen Teil der DNA-Bindedomäne kodiert, 
wurde mit loxP-Sequenzen flankiert. Die dieses Konstrukt homozygot enthaltenden 
Mäuse (GRloxP) wurden wie zuvor beschrieben (Bleckmann et al., 2002; Mantamadiotis 
et al., 2002; Tronche et al., 1998) durch homologe Rekombination in ES-Zellen 
(embryonic stem cells) erzeugt. lckCre transgene Mäuse, welche die Cre-Rekombinase 
unter der Kontrolle des T-Lymphozyten-spezifischen lck-Promoters exprimieren, 
wurden durch Oozyten-Injektion generiert (Orban et al., 1992). Um konditional GR-
defiziente Mäuse (GRlckCre) zu schaffen, wurden heterozygote lckCre transgene Mäuse 
(GRlckCre/+) mit homozygoten GRloxP Mäusen (GRlox/lox) gekreuzt, was in GRlox/lox;lckCre 
Mäusen (GRlckCre) resultierte (Abb. 19). Diese Mäuse weisen eine vollständige 
Rekombination des GR-Gen-Lokus in Thymozyten und peripheren T-Zellen auf 
(Southern Blot Analyse, durchgeführt von Anton Bauer, DKFZ Heidelberg, Daten nicht 
gezeigt). Der GR ist auf Protein-Ebene in T-Lymphozyten dieser Mäuse nicht 
nachweisbar. Als Kontrolle dienten in den Experimenten GRlox/lox Mäuse. 
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Genotyps der verwendeten Maus-Mutanten. 
Zur Generierung von GR-defizienten bzw. konditional GR-defizienten Mäusen wurde Exon 3 
des GR-Gens von loxP Sequenzen flankiert (GRloxP, GR floxed). Die Kreuzung dieser Mäuse 
mit transgenen Mäusen, welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des T-Lymphozyten-
spezifischen lck Promotors exprimieren, resultierte in T-Zell-spezifischen GR-defizienten 
Mäusen (GRlckCre). Eine Punktmutation in Exon 4 bewirkt die Expression eines Dimerisierungs-
defekten GR-Proteins, welches nicht zur Transaktivierung, jedoch zur Gen-Regulation durch 
Protein-Protein-Interaktionen in der Lage ist. Weitere Erklärungen siehe Einleitung und 
(Reichardt et al., 1998b). 

 

Mäuse mit einer Punktmutation (A458T) in Exon 4, welches für einen Teil der DNA-
Bindedomäne kodiert, welche auch für die Dimerisierung des GR-Proteins notwendig 
ist, erzeugt ein GR-Protein (GRdim), welches zwar noch zu Protein-Protein-
Interaktionen, nicht jedoch zu DNA-Bindungs-abhängiger Transaktivierung  in der 
Lage ist (Reichardt et al., 1998b). 

 

5.2.2 NORMALE T-LYMPHOZYTEN-ENTWICKLUNG IN KONDTIONAL GR-
DEFIZIENTEN MÄUSEN 

Konditional GR-defiziente Mäuse, denen der GR spezifisch in T-Lymphozyten fehlt, 
zeigen auf den ersten Blick keinen veränderten Phenotyp, sind gesund und fertil. 
Obwohl in Mäusen, die ein GR-antisense-Konstrukt spezifisch in T-Zellen exprimieren, 
Defekte in der T-Zell-Entwicklung festgestellt wurden (King et al., 1995), zeigten die 
durchflußzytometrische Untersuchung der Lymphozyten-Populationen der peripheren 
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lymphatischen Organe wie Milz (Abb. 20), mesenterialer Lymphknoten (Daten nicht 
gezeigt) sowie des Thymus (Abb. 21) in GRlckCre Mäusen keinerlei Unterschiede zu 
Kontrolltieren. Das Verhältnis von T- zu B-Zellen, sowie von CD4+ T-Helfer- zu CD8+ 
cytotoxischen T-Zellen ist durch das Fehlen des GR nicht beeinträchtigt. Die Größe und 
Zellzahl der lymphatischen Organe ist ebenfalls nicht verändert (Daten nicht gezeigt).  

 

CD4
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TCR

Wildtyp GRlckCre

 
Abbildung 20: FACS-Analyse mit primären Lymphozyten der Milz. Suspensionen 
homogenisierter Milzen wurden nach Erythrozyten-Lyse mit spezifischen fluoreszenz-
gekoppelten Antikörpern gegen den T-Zell Rezeptor (TCR) und einen B-Zell-Marker (B220) 
bzw. die Corezeptoren CD4 und CD8 gefärbt und im FACS analysiert. 
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Abbildung 21: FACS-Analyse frisch präparierter Zellsupensionen des Thymus. 
Suspensionen homogenisierter Thymi von adulten Mäusen wurden mit spezifischen 
fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern gegen CD4 und CD8 gefärbt und im FACS analysiert.  

 

Diese Resultate zeigen, daß der Glucocorticoid-Rezeptor für die Thymozyten-
Entwicklung nicht essentiell ist. Weitergehende in vitro und in vivo Untersuchungen zur 
Rolle des GR in der Thymozyten-Selektion wurden von Anton Bauer und Wolfgang 
Schmid, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Günther Schütz, DKFZ Heidelberg durchgeführt. Die 
vorliegende Studie befaßt sich im weiteren dagegen mit der Funktion des GR in 
peripheren T-Zellen. 

 

5.2.3 UNVERÄNDERTE PROLIFERATION UND AKTIVIERUNG VON GR-DEFIZIENTEN T-
ZELLEN 

Synthetische Glucocorticoide werden als effiziente entzündungshemmde Medikamente 
eingesetzt, da sie die Expression zahlreicher Zytokine inhibieren und damit die 
Aktivierung des Immunsystems hemmen. Um die Rolle des GR in der Proliferation und 
Aktivierbarkeit von peripheren T-Zellen zu untersuchen, wurden primäre T-
Lymphozyten der Milz mit dem Lektin ConA stimuliert. Die IL-2-Rezeptor α-Kette 
(CD25) und CD69 (very early activation marker) dienen als Marker für die Aktivierung 
von peripheren T-Zellen, da diese Moleküle auf ruhenden T-Zellen nicht exprimiert 
sind, jedoch nach TCR/CD3-Stimulation stark induziert werden. Sowohl T-Zellen von 
Wildtyp- als auch GRlckCre Mäusen zeigten wenige Stunden nach ConA-Stimulation 
eine deutlich vermehrte Oberflächenexpression von CD25 und CD69 (Abb. 22). 
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Abbildung 22: Unveränderte Aktivierbarkeit von GR-defizienten T-Zellen. Kinetik der 
CD25 (IL-2Rα) (A) und CD69 Expression (B) auf primären T-Zellen von Wildtyp und GRlckCre 
Mäusen per FACS-Analyse nach ConA-Stimulation. 

 

 

Die Analyse von GRdim Mäusen ergab vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). 
Untersuchungen der Zellzahl nach mehreren Tagen Stimulation, Zellzyklus-
Bestimmung durch Propidium-Iodid-Färbung der Nuklei, Messung der Größenzunahme 
der T-Zellen nach Stimulation per FSC/SSC-Analyse und [H3]-Thymidin-Einbau ergab 
keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und GR-mutanten Mäusen (Daten 
nicht gezeigt). Diese Befunde zeigen, daß, obwohl exogene Glucocorticoid-Gabe die T-
Zell-Aktivierung inhibiert (Herrlich, 2001; Vieira et al., 1998), das Fehlen des GR 
keinen Einfluß auf die Aktivierbarkeit und Proliferation von T-Zellen hat. 
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5.2.4 UNTERSUCHUNGEN ZUM AICD IN GR-DEFIZIENTEN PERIPHEREN T-ZELLEN 

Neben der Repression der Zytokin-Expression lösen Glucocorticoide in Thymozyten 
und einigen T-Zell-Hybridomen Apoptose aus (Daten nicht gezeigt). Periphere T-Zellen 
sind nur gegenüber sehr hohen Glucocorticoid-Konzentrationen (Behandlung mit > 10-5 
M Dexamethason für 18 Stunden, Abb. 23 rechts) sensitiv. Naïve periphere T-Zellen 
sind resistent gegenüber TCR/CD3-induzierter Apoptose. ConA-Stimulation und 
anschließende Expansion der Zellen für 5 Tage in IL-2-haltigem Medium sensitiviert 
die Zellen gegenüber TCR/CD3-vermittelter Apoptose. In GRlckCre Mäusen sieht man 
keine signifikanten Unterschiede in der Sensitivierung primärer T-Zellen gegenüber 
AICD (Abb. 23). Da TCR/CD3-Stimulation naïver T-Zellen zu Proliferation führt, 
erscheint die spezifische Apoptose an Tag 0 negativ. 

 

-20

0

20

40

60

0 2 4 6 8 10

wildtyp

GRlckCre

Zeit [Tage]

Sp
ez

ifi
sc

he
Ap

op
to

se
[%

]

WT KO

10

5

0

Sp
ez

ifi
sc

he
A

po
pt

os
e

[%
]

 
Abbildung 23: Unveränderte Sensitivierung primärer T-Zellen nach ConA-Stimulation 
gegenüber TCR/CD3-vermittelter Apoptose. Primäre T-Zellen der Milz von Wildtyp- und 
GRlckCre-Mäusen wurden über Nacht mit ConA stimuliert und in IL-2-haltigem Medium weiter 
kultiviert. An den angegebenen Tagen wurde ein Aliquot für 18 h mit anti-CD3-Antikörpern 
stimuliert und anschließend die Apoptose über FSC/SSC-Analyse quantifiziert. Kleines 
Balkendiagramm rechts: Spezifische Apoptose nach Inkubation primärer Tag 5 T-Zellen für 18 
h mit 10-5 M Dexamethason. WT: Wildtyp; KO: GRlckCre. 

 

Zur weiteren Untersuchung des Apoptose-Phänotyps wurden Tag 5 T-Zellen für 18 
Stunden mit anti-CD3-Antikörper, LZ-CD95L oder ConA behandelt. Weder die 
spontane Apoptose, noch Zelltod durch TCR/CD3- bzw. ConA-Restimulation oder 
durch direkte Stimulation des CD95-Rezeptors sind in GRlckCre bzw. GRdim Mäusen 
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beeinträchtigt (Abb. 24). Ebenso ist die Expression von CD95 bei Tag 5 T-Zellen von 
Wildtyp- und GRlckCre Mäusen vergleichbar (Abb. 24 oben links). 
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Abbildung 24: Normale Apoptose von T-Zellen mit mutiertem GR oder ohne GR. Primäre 
T-Zellen der Milz wurden für 16 h mit ConA stimuliert und anschließend in IL-2-haltigem 
Medium kultiviert. Die Zellen wurden für 16 h mit 5 µg/ml ConA, 500 ng/ml LZ-CD95L 
behandelt, mit anti-CD3-Antikörper-beschichtet Platten stimuliert oder unbehandelt gelassen 
(Spontan-Apoptose). Apoptose-Bestimmung erfolgte durch FSC/SSC-FACS-Analyse. 
Bestimmung der CD95-Expression von Tag 5 T-Zellen von Wildtyp und GRlckCre Mäusen (oben 
links). 

 

Diese Resultate demonstrieren, daß der GR im AICD peripherer T-Zellen und im 
Signaltransduktionsweg nach CD95-Stimulation keine entscheidende Rolle spielt. 

 

5.2.5 GLUCOCORTICOIDE INHIBIEREN DEN AKTIVIERUNGS-INDUZIERTEN ZELLTOD 

Obwohl in der Abwesenheit des GR kein Defekt in der Apoptose peripherer T-Zellen zu 
beobachten ist, können Glucocorticoide möglicherweise den AICD durch Kontrolle von 
Proteinen, die am AICD beteiligt sind, modulieren. Dazu wurden primäre voraktivierte 
T-Zellen bzw. das T-Zell-Hybridom DC27.1 in Anwesenheit oder Abwesenheit von 
Dexamethason-Dosen, welche in den Zellen selbst keine Apoptose auslösen 
(subtoxisch), über TCR/CD3 (re-)stimuliert. Abbildung 25 zeigt, daß TCR/CD3-
induzierte Apoptose durch Dexamethason signifikant reduziert wird. Die Inhibition des 
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AICD durch den CD95L-antagonistischen Antikörper MFL3 bestätigt die Beteiligung 
des CD95-Systems bei diesem Prozeß. Somit können Glucocorticoide, welche in einer 
Vielzahl von Zelltypen zur Induktion von Apoptose in der Lage sind, in subtoxischen 
Dosen die TCR/CD3-vermittelte Apoptose inhibieren. 
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Abbildung 25: Dexamethason inhibiert AICD. Primäre murine Tag 5 T-Zellen (B) bzw. 
DC27.1 Zellen (murine T-Zell-Linie, A) wurden 16 h auf mit anti-CD3-Antikörper 
beschichteten Platten in der Gegenwart des CD95L-antagonistischen Antikörpers MFL3 (10 
µg/ml) bzw. subtoxischer Dosen Dex (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M und 10-7 M für gleichzeitige 
Behandlung mit MFL3) stimuliert. Apoptose wurde per FSC/SSC-Analyse im FACS 
quantifiziert. 

 

Um zu untersuchen, wo Dexamethason bei der TCR/CD3-vermittelten Apoptose 
eingreift, wurde in primären murinen und humanen T-Zellen Apoptose direkt über 
Stimulation des CD95-Rezeptors induziert. Man erkennt keinerlei Einfluß von 
Glucocorticoiden auf die CD95-vermittelte Apoptose (Abb. 26). In primären T-Zellen 
wurde keine veränderte Expression von Bcl-2 nach Dexamethason-Behandlung 
beobachtet (Abb. 32B), was klar mit der unveränderten Apoptose-Induktion durch den 
CD95L bei unterschiedlichen Dexamethason-Konzentrationen (Abb. 26) korreliert. 
Diese Daten lassen darauf schließen, daß der anti-apoptotische Effekt von 
Dexamethason auf AICD oberhalb des CD95-Rezeptors zu finden ist.  
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Abbildung 26: Dexamethason hat keinen Einfluß auf CD95-induzierte Apoptose. Titration 
des CD95-Liganden und Dexamethason. Apoptose-Bestimmung nach 18 h Stimulation. (A) 
Primäre murine Tag 5 T-Zellen, (B) primäre humane Tag 6 T-Zellen. 

 

Glucocorticoide können die TCR/CD3-induzierte CD95L-Expression in T-Zell-
Hybridomen inhibieren (Cui et al., 1996; Yang et al., 1995). Abb. 27 zeigt eine 
konzentrationsabhängige Inhibition der CD95L-Protein-Expression auf der 
Zelloberfläche primärer T-Zellen bzw. dem T-Zell-Hybridom DC27.1 nach TCR/CD3-
Stimulation. Sowohl die Inhibition der Proteinsynthese durch Cycloheximid (CHX) als 
auch Behandlung mit dem Transkriptions-Inhibitor Actinomycin D (Act.D) führte wie 
erwartet zu einer Inhibition der CD95L-Induktion. Die Expression des TCR bzw. von 
CD95 wird nicht durch Dexamethason moduliert (Daten nicht gezeigt). Humane T-Zell-
Linien wie Jurkat, CEM, H9 oder Molt4 sind gegenüber Dexamethason nicht responsiv, 
d.h. auch sehr hohe Dosen lösen hier keine Apoptose aus (Daten nicht gezeigt). Deshalb 
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wurden Experimente im humanen System ausschließlich mit primären T-Zellen 
durchgeführt. 
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Abbildung 27: Dexamethason inhibiert CD3-induzierte CD95L-Expression. Primäre 
murine Tag 5 T-Zellen (links) bzw. die DC27.1 Zellen (murine T-Zell-Linie, rechts) wurden 8 h 
auf mit anti-CD3-Antikörper beschichteten Platten in der Gegenwart oder Abwesenheit 
subtoxischer Dosen Dex (10-8 M, 10-7 M, 10-6 M) bzw. Cycloheximid (CHX; 10 µg/ml) oder 
Actinomycin D (Act.D; 2 µg/ml) stimuliert. Oben: Histogramme zeigen CD95L-Färbung im 
FACS. Gefüllte Histogramme: Für 6 h TCR/CD3-stimulierte Zellen. Offene Histogramme: 
Unstimulierte Zellen und Isotyp-Kontrolle. 

 

Eine Kinetik der TCR/CD3-Stimulation zeigte, daß die Oberflächen-Expression des 
CD95L schon zu frühen Zeitpunkten verringert ist (Abb. 28).  Dieser schnelle Einfluß 
von Dexamethason läßt einen direkten Effekt auf die CD95L-Transkription vermuten. 
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Abbildung 28: Dexamethason inhibiert die CD95L-Induktion zu einem frühen Zeitpunkt 
der Stimulation. Kinetik der CD95L-Induktion nach CD3-Stimulation bestimmt auf Protein-
Ebene per FACS-Analyse. DC27.1 Zellen (A) bzw. primäre Tag 5 T-Zellen (B) wurden auf mit 
anti-CD3-Antikörper beschichteten Platten stimuliert. Die subtoxische Dosis (10-7 M) Dex bzw. 
Kontroll-Lösemittel (DMSO) wurde zu Anfang der Stimulationsphase zugegeben. 

 

Wie in Abb. 23 gezeigt, sind frisch präparierte T-Zellen resistent gegenüber TCR/CD3-
induzierter Apoptose, werden jedoch durch Stimulation mit einem Lektin (ConA bei 
murinen und PHA bei humanen T-Zellen) und anschließender Kultivierung in IL-2-
haltigem Medium gegenüber TCR/CD3-vermittelter Apoptose sensitiviert. 
Dexamethason reduziert AICD auch schon in früheren Stimulations-Phasen, in denen 
periphere T-Zellen nur teilweise Apoptose-sensitiv sind (Abb. 29). Einen Tag nach 
Stimulation frisch präparierter T-Zellen mit einem Lektin sind die Zellen nur 
geringfügig gegenüber TCR/CD3-induzierter Apoptose sensitiv. Dexamethason ist in 
der Lage, den geringen Grad an Apoptose schon in dieser frühen Stimulationsphase zu 
reduzieren (Abb. 29). 
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Abbildung 29: Dexamethason  inhibiert AICD in primären murine und humanen T-
Zellen. Primäre murine (A) und humane (B) T-Zellen wurden an den angegebenen Tagen nach 
primärer Lektin-Stimulation für 18 h in der Gegenwart oder Abwesenheit von 10-7 M 
Dexamethason mit anti-CD3-Antikörper stimuliert. Bestimmung der Apoptose erfolgte per 
FSC/SSC-Analyse im FACS. 

 

Glucocorticoide regulieren zelluläre Prozesse durch Aktivierung des GR. Um einen 
eventuellen GR-unabhängigen Mechanismus durch Dexamethason auszuschließen, 
wurde der GR-Antagonist RU486 (Mifepriston) verwendet. RU486 bindet an die 
Liganden-Bindestelle des GR, stabilisiert dadurch den hsp90-enthaltenden 
heterooligomeren GR-Komplex im Zytosol und inhibiert somit dessen Aktivierung 
durch Glucocorticoide (Cadepond et al., 1997). 
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Abbildung 30: Der anti-apoptotische Effekt von Dexamethason wird durch den 
Glucocorticoid-Rezeptor vermittelt. (A) Dex inhibiert AICD in humanen T-Zellen. Primäre 
humane Tag 6 T-Zellen wurden für 16 h über CD3-Antikörper in der Gegenwart oder 
Abwesenheit von antagonistischen CD95L-Antikörper (NOK1) und mit/ohne Dex (10-7 M) 
stimuliert und die Apoptoserate ermittelt. Primäre murine Tag 5 T-Zellen (B), DC27.1 Zellen 
(C) und primäre humane Tag 6 T-Zellen (D) wurden für 16 h in der Gegenwart oder 
Abwesenheit von Dex (10-7 M) und mit/ohne 5 µM RU486 stimuliert und anschließend die 
Apoptose per FACS quantifiziert. 

 

 

T-Zellen wurden mit RU486 vorinkubiert und anschließend in der Gegenwart oder 
Abwesenheit von Dexamethason mit anti-CD3-Antikörpern stimuliert. Der anti-
apoptotische Effekt subtoxischer Dexamethason-Dosen auf TCR/CD3-induzierte 
Apoptose läßt sich durch eine subtoxische Dosis RU486 inhibieren (Abb. 30B-D). Dies 
zeigt, daß es sich um einen GR-abhängigen Mechanismus handelt. Sowohl in primären 
humanen und murinen T-Zellen als auch in der murinen T-Zellinie DC27.1 ist die 
Inhibition des Dexamethason-Effekts durch RU486 zu beobachten. 
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Diese Resultate zeigen einen anti-apoptotischen Effekt von Glucocorticoiden während 
des AICD primärer T-Zellen murinen und humanen Ursprungs, welcher auf einer 
Reduktion der CD95L-Induktion nach TCR/CD3-Stimulation beruht. 

 

5.2.6 BINDUNG AN EIN GRE IST FÜR DEN ANTI-APOPTOTISCHEN EFFEKT VON 
DEXAMETHASON NOTWENDIG 

Der GR kann einerseits in Form eines Homodimers als ein Liganden-abhängiger 
Transkriptionsfaktor fungieren und andererseits in Form eines Monomers durch direkte 
Interaktionen mit anderen Proteinen (wie z.B. AP-1 und NF-κB) die Transkription 
regulieren. Um zu untersuchen, welcher dieser beiden Mechanismen in der Modulation 
des AICD durch Dexamethason involviert ist, wurden primäre T-Zellen von GRlckCre 
und GRdim Mäusen verwendet. GRdim Mäuse weisen eine Mutation im GR auf, welche 
die Homodimerisierung und damit die direkte Transaktivierung verhindert. DNA-
Bindungs-abhängige Transkiptionskontrolle durch den GR ist in GRdim Mäusen somit 
nicht möglich, so daß GRE-vermittelte Gen-Induktion als Antwort auf Glucocorticoide 
fehlt. Die Modulation der Genexpression durch Beeinflussung von 
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und NF-kB ist jedoch funktionell (Reichardt et al., 
2001).  
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Abbildung 31: Der anti-apoptotoische Effekt von Dexamethason auf AICD wird durch 
direkte DNA-Bindung des GR vermittelt. Primäre murine Tag 5 T-Zellen von Wildtyp, 
GRlckCre und GRdim Mäusen wurden 16 h (A) bzw. 8 h (B) auf mit anti-CD3-Antikörper 
beschichteten Platten in der Gegenwart oder Abwesenheit von Dex (10-7 M) stimuliert. (A) 
Bestimmung der Apoptose durch FSC/SSC-Analyse im FACS, (B) Bestimmung der CD95L-
Protein-Expression auf der Zelloberfläche per FACS. 

 

Die Analyse zeigt, daß sowohl die komplette Inaktivierung des GR (GRlckCre), als auch 
eine Mutation, bei der selektiv die Bindung an ein GRE gestört ist, Protein-Protein-
Interaktionen jedoch erhalten bleiben (GRdim), die Dexamethason-induzierte Inhibition 
des AICD (Abb. 31A) und die Reduktion der CD95L-Induktion (Abb. 31B) verhindert. 

Diese Ergebnisse zeigen, daß für die Signalübertragung des anti-apoptotischen Effekts 
ein GR-Dimer benötigt wird, und somit eine Regulation über Protein-Protein-
Interaktionen mit AP-1 oder NF-κB als Mechanismus auszuschließen ist. 
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5.2.7 DER ANTI-APOPTOTISCHE EFFEKT VON DEXAMETHASON IST UNABHÄNGIG VON 
PROTEIN-NEUSYNTHESE 

Der CD95L wird kurze Zeit nach TCR/CD3-Stimulation exprimiert, was durch die 
Gegenwart von Dexamethason inhibiert wird, und in einer Stimulations-Kinetik auf 
mRNA-Ebene zu sehen ist (Abb. 32A). In früheren Studien wurde gezeigt, daß die 
Überexpression von GILZ (glucocorticoid induced leucine zipper) T-Zell-Hybridome 
von TCR/CD3-vermittelter Apoptose schützen kann, was mit einer reduzierten CD95L-
Induktion korreliert (D'Adamio et al., 1997). GILZ ist in T-Zellen durch Dexamethason 
induzierbar (Abb. 32B). GILZ kann ebenso wie der GR mit Transkriptionsfaktoren wie 
NF-κB und AP-1 direkt interagieren und dadurch deren Aktivität inhibieren (Ayroldi et 
al., 2001; Mittelstadt and Ashwell, 2001).  
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Abbildung 32: Der anti-apoptotische Effekt von Glucocorticoiden ist unabhängig von der 
Protein-Neusynthese. (A) DC27.1 Zellen wurden in Gegenwart oder Abwesenheit von 10-7 M 
Dex für die angegebenen Zeitspannen mit anti-CD3 Antikörpern stimuliert. RT-PCR für CD95L 
und β-Actin. (B) Primäre murine Tag 5 T-Zellen wurden in der Gegenwart oder Abwesenheit 
von 10-7 M Dex für 5 h mit anti-CD3 Antikörpern stimuliert bzw. unbehandelt gelassen. RT-
PCR für CD95L, GILZ, Bcl-2 und β-Actin. (C) Primäre murine Tag 5 T-Zellen wurden für 2 h 
mit 5 µg/ml CHX bzw. DMSO als Lösemittel-Kontrolle vorinkubiert und anschließend in der 
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Gegenwart oder Abwesenheit von 10-7 M Dex für 5 h mit anti-CD3 Antikörpern stimuliert bzw. 
unbehandelt gelassen. RT-PCR für CD95L und β-Actin. (D) Je ein Aliquot der in (C) mit CHX 
vorbehandelten Zellen wurde für 16 h anti-CD3 Antikörpern stimuliert bzw. unbehandelt 
gelassen. Bestimmung der Apoptose per FSC/SSC-Analyse. 
 

 

Zum Ausschluß eines indirekten Effekts über Neusynthese von Proteinen wie GILZ 
oder IκB wurden primäre Tag 5 T-Zellen mit dem Translations-Inhibitor Cycloheximid 
(CHX) vorinkubiert, und anschließend in der Gegenwart oder Abwesenheit von 
Dexamethason über TCR/CD3 stimuliert. Die Ergebnisse der RT-PCR zeigen eine 
signifikante Inhibition der TCR/CD3-vermittelten CD95L-Induktion durch 
Dexamethason (Abb. 32C). Jedoch hat die Blockierung der Protein-Neusynthese durch 
CHX keinen Einfluß auf diese Inhibition. Die Wirksamkeit von CHX wurde in einem 
Apoptose-Experiment überprüft; TCR/CD3-induzierte Apoptose ist in der Gegenwart 
von CHX aufgrund verhinderter CD95L-Protein-Synthese inhibiert (Abb. 32D). Da 
durch die Blockierung der Protein-Synthese durch CHX die Reduktion der CD95L-
mRNA-Induktion nach TCR/CD3-Stimulation nicht beeinträchtigt ist, zeigen diese 
Daten, daß der anti-apoptotischen Effekt von Glucocorticoiden nicht auf einer Protein-
Neusynthese (so z.B. von GILZ und IκB) beruht. 

 

5.2.8 DER INHIBITORISCHE EFFEKT WIRD NICHT ÜBER BEEINTRÄCHTIGUNG DES 
TCR-SIGNALS VERMITTELT  

Eine Modulation des frühen TCR-Signals durch Glucocorticoide wurden für 
Thymozyten  und T-Zell-Hybridomen berichtet (Baus et al., 1996; Van Laethem et al., 
2001). Daher wurde überprüft, ob Dexamethason auch nach vollendeter TCR/CD3-
Stimulation zu einer Reduktion der CD95L-mRNA-Expression führt. 
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Abbildung 33: Der anti-apoptotische Effekt von Dexamethason wird nicht über 
Beeinträchtigung des TCR-Signals vermittelt. RT-PCR-Analyse der CD95L- und β-Actin-
mRNA-Expression. DC27.1 Zellen wurden für 5 h über anti-CD3-beschichtete Platten 
stimuliert und anschließend in neue, unbeschichtete Platten transferiert. Während einer weiteren 
drei-stündigen Inkubation wurden die Zellen entweder unbehandelt gelassen (Spur 1), oder es 
wurde für die letzten 3 (Spur 4), 2 (Spur 3) bzw. 1 (Spur 2) Stunde(n) Dexamethason (10-7M) 
hinzugegeben. 

 

Die murine T-Zellinie DC27.1 wurde für 5 Stunden über anti-CD3-Antikörper 
beschichtete Platten stimuliert. Das führte zu einer Induktion der CD95L-Expression 
(Abb. 33, Spur 1). Nach Transfer auf eine neue Platte wurde während einer 
darauffolgenden dreistündigen Inkubation für die jeweils letzten 3, 2 oder 1 Stunde(n) 
Dexamethason hinzugegeben. Man erkennt eine deutliche Reduktion der CD95L-
mRNA-Expression durch eine Behandlung mit Dexamethason (Abb. 33, Spur 4). Somit 
sind Glucocorticoide in der Lage, die TCR/CD3-induzierte CD95L-Expression selbst 
nach vollendeter Stimulation des TCR negativ zu modulieren, was zeigt, daß es sich 
nicht um eine Beeinträchtigung des TCR-Signals selbst handeln kann, sondern 
vermutlich eine direkte transkriptionelle Regulation des CD95L-Promotors vorliegt.  

 

5.2.9 EIN IN VIVO MODELL ZUM AICD 

Die Experimente demonstrieren einen anti-apoptotischen Effekt von Glucocorticoiden 
auf TCR/CD3-induzierten CD95-vermittelten AICD peripherer T-Zellen in vitro. Die 
nahezu ubiquitäre Expression des GR läßt vermuten, daß die Glucocortiocoid-
Behandlung in vivo weitaus kompliziertere physiologische Auswirkungen hat. Um die 
Resultate der in vitro Experimente in einem in vivo AICD-Modell zu untersuchen, 
wurden das Modell der SEB- (staphylococcal enterotoxin B) Injektion verwendet 
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(Bonfoco et al., 1998; Hildeman et al., 2002a). SEB bindet als Superantigen an die 
Vβ8-Region des TCR und führt darüber zur Stimulation einer großen Anzahl von CD4+ 
und CD8+ T-Zellen (Gonzalo et al., 1992; Kawabe and Ochi, 1991; White et al., 1989). 
Als Kontrolle dienen Vβ6 T-Zellen, die durch eine SEB-Injektion nicht aktiviert 
werden.  

 

 

 

 

Abbildung 34: Struktur von Dexamethason 21-Phosphat. Wasserlösliche Form des 
synthetischen Glucocorticoids Dexamethason, welches in vivo in die wirksame Form überführt 
wird. Die Verabreichung erfolgte durch Gabe im Trinkwasser der Mäuse.  

 

Die einmalige intravenöse Injektion von SEB führt zu einer Expansion der Vβ8 T-
Zellen, die nach etwa 3 Tagen ihr Maximum erreicht (Abb. 35A). Dies gilt 
gleichermaßen für CD4+ als auch CD8+ T-Zellen. Die Vβ6-positiven Zellen bleiben von 
der SEB-Injektion unbeeinträchtigt (Abb. 35B). Ab dem dritten Tag nach der SEB-
Stimulation kann man eine Abnahme der Vβ8-T-Zellen beobachten, was der T-Zell-
Deletion während des AICD entspricht. Ab Tag 3 der Stimulation bekamen die Mäuse 
entweder normales Wasser zu Trinken oder die Mäuse wurden einer Dexamethason-
Behandlung ausgesetzt. Dazu wurde ihnen die wasserlösliche Form von Dexamethason 
(Dexamethason 21-Phosphat, Abb. 34), welche in vivo in Dexamethason konvertiert 
wird (Kroin et al., 2000; Zhu et al., 1998), im Trinkwasser verabreicht (20 mg/l). In vivo 
besitzt Dex-Phosphat eine Halbwertszeit von etwa 5 Stunden (Clarke’s Isolation and 
Identification of drugs, 2nd ed., p.518, 1986). 
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Abbildung 35: Der in vivo-Effekt von Dexamethason auf den AICD im SEB-Modell. Mäuse 
wurden intravenös mit 100 µg SEB in die Schwanzvene injiziert. Nach 3 Tagen bekamen sie 
entweder normales Wasser oder mit Dexamethason-21-Phosphat versetztes Wasser zu Trinken. 
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Gesamt-T-Zell-Population der Milz sowie CD4+- 
und CD8+- T-Zellen auf die Expression von Vβ8 (A) und Vβ6 (B) im FACS getestet. 

 

Überraschenderweise sieht man keine reduzierte Deletion durch Dexamethason-
behandlung, sondern im Gegenteil eine beschleunigte Abnahme der Vβ8-Population 
(Abb. 35A). Dies betrifft sowohl die CD4+ als auch die CD8+ Zellen. Die Milzen der 
Dexamethason-behandelten Mäusen waren stark verkleinert. Ebenso war auch die Zahl 
der T-Zellen stark reduziert (Daten nicht gezeigt), was auf einen apoptotischen Effekt 
der verwendeten Dexamethason-Konzentration (20 mg/l im Trinkwasser) auf Zellen der 
Milz hindeutet.  
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5.3 MECHANISMUS DER APOPTOSE-RESISTENZ HUMANER GEDÄCHTNIS 
T-ZELLEN 

Bei einer typischen Primärantwort ist die weitreichende Eliminierung der Effektor T-
Zellen am Ende der Immunreaktion unvollständig, so daß ein kleiner Anteil der T-
Zellen überlebt und zu Gedächtniszellen differenziert. Unklar ist bisher der 
Mechanismus, durch welchen einige T-Zellen dem Aktivierungs-induzierten Zelltod 
(AICD) entkommen. Um dies im humanen System zu untersuchen, wurde ein in vitro-
Modell für Gedächtnis T-Zellen entwickelt, in welchem Langzeit-Kulturen primärer 
humaner T-Zellen verwendet wurden.  

ruhende
Tag 0
naïve

T-Zellen 

TCR/CD3
Stimulation

aktivierte
Tag 1

Effektor
T-Zellen

aktivierte
Tag 6

Effektor
T-Zellen

ruhende
Tag 30

Gedächtnis
T-Zellen

AICD
überlebende

T-Zellen

naïv Effector

AICD Apoptose

Gedächtnis

 

Abbildung 36: Langzeit-Kultur primärer humaner T-Zellen als in vitro-Modell für 
Gedächtnis T-Zellen. Humane T-Zellen wurden aus Spenderblut gewonnen, mit dem Lektin 
PHA über Nacht stimuliert und anschließend in IL-2-haltigem Medium kultiviert. Langzeit-
überlebende Zellen dienten als Modell für Gedächtnis T-Zellen. Dieser Ansatz beruht auf der 
Beobachtung, daß T-Zellen nach Stimulation und einigen Tagen Kultur gegenüber Apoptose 
sensitiviert werden. Jene Zellen, die diesen Prozeß in vitro überleben, könnten eventuell den 
Zellen entsprechen, die in vivo die Deletionsphase am Ende einer Immunantwort überleben, um 
zu Gedächtnis T-Zellen zu differenzieren. Weitere Erklärungen siehe Text. 

 

Dazu wurde das bisherige in vitro-Modell zum AICD (Klas et al., 1993) 
weiterentwickelt (Abb. 36). Primäre T-Zellen wurden aus Spenderblut präpariert (Tag 0 
T-Zellen), über Nacht mit dem Lektin PHA stimuliert (Tag 1 T-Zellen), und 
anschließend in IL-2-haltigem Medium weiter kultiviert. Die Zellen sind unter diesen 
Bedingungen nach etwa 6 Tagen (Tag 6 T-Zellen) gegenüber TCR/CD3- und CD95-
induzierter Apoptose sensitiviert (Klas et al., 1993). Die Frage war, ob Zellen, die diese 
Kultivierung über längere Zeit überleben (die Maximaldauer des Überlebens betrug 83 
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Tage), den Phänotyp von Gedächtnis T-Zellen aufweisen und somit als in vitro-Modell 
hierfür dienen können (Abb. 36). 

 

5.3.1 T-ZELL-DELETION WÄHREND DES AICD IST UNVOLLSTÄNDIG 

Während der Deletionsphase der Immunantwort stirbt die Mehrzahl der Effektorzellen, 
jedoch überleben einige, die zu Gedächtniszellen differenzieren können. Die molekulare 
Ursache für das Überleben dieser Zellen ist bisher nicht geklärt. Um dies zu 
untersuchen wurden Apoptose-sensitive Tag 6 T-Zellen für 16 Stunden mit LZ-CD95L 
behandelt und anschließend die überlebenden Zellen über einen Ficoll-Dichtegradienten 
isoliert. Diese CD95-resistenten Tag 6 Effektor T-Zellen wurden mit unbehandelten Tag 
6 T-Zellen verglichen. Unbehandelte Zellen stellen ein Gemisch aus Apoptose-
sensitiven und resistenten Zellen dar. Nach 16 h LZ-CD95L-Behandlung waren etwa 
noch 20 % der Zellen am Leben (Daten nicht gezeigt). Der Vergleich zwischen 
resistenten und unbehandelten Zellen erfolgte durch FACS-Analyse auf Expression pro- 
und anti-apoptotischer Proteine (Abb. 37). Man erkennt eine Reduktion der CD95-
Expression in AICD-überlebenden Zellen, sowohl in einer CD95-Oberflächen-Farbung 
(Abb. 37, erstes Histogramm) als auch in einer intrazellulären FACS-Färbung (Abb. 37, 
zweites Histogramm). 
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Abbildung 37: Differentielle Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine in AICD-
überlebenden Effektor T-Zellen. Primäre Tag 6 Effektor T-Zellen wurden für 16 h mit 500 
ng/ml LZ-CD95L stimuliert und anschließend die überlebenden Zellen über einen Ficoll-
Dichtegradienten isoliert. Die CD95-Expression der so gewonnenen Zellen wurde durch 
extrazelluläre (Antikörper: anti-APO-1, erstes Histgramm) und intrazelluläre Färbung (ic, 
Antikörper: B-10, zweites Histogramm) analysiert. Die Expression von Bcl-2 und Bcl-xL wurde 
durch Färbung mit polyklonalen Seren bzw. monoklonalen Antikörpern bestimmt. Dargestellt 
ist die jeweilige Expression in AICD-überlebenden Zellen (ausgefüllte Histogramme) im 
Vergleich zu unbehandelten Tag 6 T-Zellen (offene Histogramme).  

 

Diese Daten sprechen für eine Selektion von Zellen mit niedriger CD95-Expression. 
Zusätzlich zur verringerten Expression dieses pro-apoptotischen Proteins in den 
überlebenden Zellen konnte eine erhöhte Expression der anti-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder Bcl-2 und Bcl-xL festgestellt werden (Abb. 37, drittes, viertes und 
fünftes Histogramm). Für Bcl-xL ergab sowohl ein polyklonales Serum als auch ein 
monoklonaler Antikörper eine stärkere Färbung in überlebenden Zellen. 
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Diese Ergebnisse zeigen, daß das Überleben von einigen Effektor T-Zellen nach 
Behandlung mit CD95L mit einer erniedrigten CD95-Expression und einer erhöhten 
Expression der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL korreliert. 

 

5.3.2 LANGZEIT-KULTIVIERTE T-ZELLEN WEISEN PHÄNOTYPISCHE MERKMALE VON 
GEDÄCHTNIS T-ZELLEN AUF 

Gedächtnis T-Zellen exprimieren andere Marker als naïve T-Zellen, so daß der 
Phänotyp der Oberflächenmarker für die Differenzierung von Zellen in verschiedenen 
Phasen der Aktivierung genutzt werden kann. Jedoch sind die Oberflächenmarker, die 
für die Unterscheidung von Gedächtniszellen von naïven Zellen verwendet werden, 
teilweise auch auf kurzlebigen Effektorzellen exprimiert (Rogers et al., 2000). Um 
zwischen Effektor und Gedächtnis T-Zellen zu unterscheiden, wurde eine Kombination 
verschiedener Oberflächenmarker benutzt. Ein zusätzliches Unterscheidungsmerkmal 
stellt die Zeit dar, welche seit initialer Lektin-Stimulation vergangen ist. 

 

 

Abbildung 38: Phänotypische Identifikation von Langzeit-kultivierten T-Zellen als 
Gedächtnis T-Zellen. An den angegebenen Tagen wurde ein Aliquot der primären T-Zell-
Kultur auf die Oberflächen-Expression von T-Zell-Markern überprüft. Dazu wurden die Zellen 
mit Antikörpern gegen CD25, CD62L, CD45RA oder CD45RO gefärbt und im FACS 
analysiert. 
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Die wohl bekanntesten Marker zur Charakterisierung von Gedächtniszellen, 
CD45RA/CD45RO, werden kontrovers diskutiert (Arlettaz et al., 1999). Obwohl die 
Langzeit-kultivierten T-Zellen den erwarteten CD45RA-CD45RO+ Phänotyp aufweisen 
(Abb. 38), wurden sie aus diesem Grund, ebenso wie die niedrige Expression des 
Adhäsionsmoleküls CD62L, nicht zur Charakterisierung eingesetzt. Stattdessen wurden 
in dieser Studie drei Eigenschaften zur Charakterisierung von Gedächtniszellen 
verwendet: Bei Gedächtnis T-Zellen handelt es sich um ruhende bzw. nur langsam 
proliferierende Zellen, welche sich nicht in einem aktivierten Zustand befinden, und die 
deswegen im Gegensatz zu Tag 1-6 Effektorzellen nicht die IL2-R α-Kette (CD25) 
exprimieren. Man erkennt eine Induktion der CD25-Expression von Tag 0 auf Tag 1, 
welche sich bis Tag 6 hält, jedoch zu späteren Zeitpunkten verschwindet (Abb. 38). 
Zudem sind Gedächtniszellen, ebenso wie naïve T-Zellen, kleiner als proliferierende 
Effektorzellen, was durch FSC/SSC-Analyse im FACS zu beobachten ist (Daten nicht 
gezeigt). Um naïve T-Zellen von Gedächtniszellen zu unterscheiden, wurde der 
Umstand genutzt, daß naïve T-Zellen im Gegensatz zu Zellen, die schon mal aktiviert 
wurden, keine CD95-Expression aufweisen (Abb. 39). Diese Marker wurden 
grundsätzlich nur in Kombination mit dem Parameter Zeit verwendet. Die PHA-
Stimulation an Tag 0 aktiviert nahezu alle Zellen der Kultur. Bei T-Zellen, welche sich 
2-3 Wochen später in einem nicht-aktivierten Zustand befinden, sollte es sich um 
Gedächtniszellen handeln. 

Phänotypisch handelt sich bei den primären Langzeit-kultivierten T-Zellen des in vitro-
Modells damit um Gedächtnis T-Zellen. 

  

5.3.3 GEDÄCHTNIS T-ZELLEN SIND TROTZ CD95-EXPRESSION RESISTENT 
GEGENÜBER CD95-INDUZIERTER APOPTOSE 

Um den Apoptose-Phänotyp Langzeit-kultivierter T-Zellen zu untersuchen wurden 
primäre humane T-Zellen frisch präpariert und an Tag 0, 1, 6, 25 und 68 nach der 
initialen PHA-Stimulation auf CD95-Oberflächen-Expression analysiert. Die Zellen 
wurden nach initialer Stimulation an Tag 0 ohne weitere Stimulation in IL-2-haltigem 
Medium kultiviert. Tag 0 T-Zellen sind CD95-negativ, nach Stimulation jedoch wird 
die CD95-Expression induziert, ist an Tag 1 mittelstark und erreicht an Tag 6 ein 
Maximum (Trauth et al., 1989). Auch nach 68 Tagen in vitro-Kultur bleibt die CD95-
Expression hoch (Abb. 39). Die Intensität der CD95-Expression schwankt allerdings je 
nach T-Zell-Spender. So ist in manchen Fällen eine leicht erniedrigte Expression 
festzustellen, die derer von Tag 1 T-Zellen entspricht. Da Tag 1 T-Zellen mit 
mittelstarker CD95-Expression resistent gegenüber CD95-vermittelte Apoptose sind, 
was auf reduzierte CD95-DISC-Bildung und erhöhter Bcl-xL-Expression beruht, und 
Tag 6 T-Zellen mit hoher CD95-Expression sensitiv sind (Peter et al., 1997; Scaffidi et 
al., 1999a), war die Frage, wie Langzeit-kultivierte Zellen auf CD95-Stimulation 
reagieren. 
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Abbildung 39: Humane Gedächtnis T-Zellen exprimieren CD95. Primäre humane T-Zellen 
wurden nach der Präparation für 16 h mit PHA stimuliert und anschließend in IL-2-haltigem 
Medium kultiviert. An den angegebenen Tagen wurde der Kultur ein Aliquot entnommen und 
auf die Expression von CD95 hin untersucht. Dazu wurden die Zellen mit dem CD95-
Antikörper anti-APO-1 und einem Fluoreszenz-markierten Zweitantikörper (Ziege-anti-Maus-
PE) gefärbt und im FACS analysiert. 

 

Dazu wurden an verschiedenen Tagen der Kultivierung Aliquots für 16 h mit LZ-
CD95L behandelt. Man erkennt eine Sensitivierung gegenüber CD95-vermittelter 
Apoptose von Tag 0 auf Tag 6, jedoch eine deutliche Resistenz langzeit-kultivierter 
Zellen. Somit exprimieren die in vitro generierten humanen Gedächtniszellen zwar 
CD95, sind aber resistent gegenüber CD95-induzierter Apoptose (Abb. 40) . 
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Abbildung 40: Humane Gedächtnis T-Zellen sind resistent gegenüber CD95-induzierter 
Apoptose. Primäre humane T-Zellen wurden an den angegebenen Tagen auf ihre Sensitivität 
gegenüber CD95-vermittelter Apoptose hin untersucht. Dazu wurden sie für 16 h mit 500 ng/ml 
LZ-CD95L inkubiert. Bestimmung der Apoptose erfolgte durch FSC/SSC-Analyse im FACS. 

 

Eine Titration des CD95L zeigt eine deutliche Resistenz von Tag 25 Gedächtnis T-
Zellen (Abb. 41). Nur bei sehr hohen Konzentration ist eine geringe Induktion von 
Apoptose erkennbar. Dagegen sind Tag 6 Effektorzellen und Jurkat J27 T-Zellen CD95-
sensitiv.  
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Abbildung 41: Humane Gedächtnis T-Zellen sind deutlich resistenter gegenüber CD95-
induzierter Apoptose als Effektorzellen. Primäre humane T-Zellen an Tag 6 und Tag 25 nach 
initialer PHA-Stimulation und die Jurkat J27 T-Zellen wurden für 16 h mit den angegebenen 
Konzentrationen an LZ-CD95L behandelt. Bestimmung der Apoptose erfolgte durch FSC/SSC-
Analyse im FACS. 

 

Diese Resultate demonstrieren, daß Langzeit-kultivierte Gedächtnis T-Zellen trotz 
CD95-Expression auf der Zelloberfläche gegenüber CD95-induzierter Apoptose 
resistent sind. 

 

5.3.4 EIN ALTERNATIVER, CD95-UNABHÄNGIGER MECHANISMUS DES AICD IN 
GEDÄCHTNIS T-ZELLEN 

Effektorzellen sind sowohl gegenüber CD95-induzierter als auch gegenüber TCR/CD3-
vermittelter Apoptose sensitiv. Dieser als AICD bezeichnete Prozeß ist zur Deletion 
überflüssiger Effektorzellen am Ende der Immunantwort notwendig. Um zu überprüfen, 
wie sich Gedächtnis T-Zellen gegenüber TCR/CD3-Stimulation verhalten, wurden 
Aliquots primärer T-Zell-Kulturen an verschiedenen Tagen nach initialer PHA-
Stimulation für 24 h mit anti-CD3-Antikörpern bzw. 16 h mit CD95L behandelt (Abb. 
42). 
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Abbildung 42: CD95-unabhängiger Mechanismus des AICD in Langzeit-kultivierten T-
Zellen. Primäre humane T-Zellen wurden zu den angegebenen Zeitpunkten auf ihre Sensitivität 
gegenüber CD95- und TCR/CD3-induzierter Apoptose hin untersucht. Stimulation mit 500 
ng/ml LZ-CD95L erfolgte für 16 h, TCR/CD3-Stimulation für 24 h. Bestimmung der Apoptose 
erfolgte durch FSC/SSC-Analyse im FACS. 

 

Wie schon in Abb. 40 gezeigt, sind naïve Tag 0 T-Zellen resistent gegenüber CD95-
induzierter Apoptose, und erreichen ein Sensitivitäts-Maximum an Tag 6. Während 
dieser Expansionsphase verlaufen die Sensitivitäts-Kurven für CD95- und TCR/CD3-
induzierter Apoptose parallel (Abb. 42). Ab etwa Tag 15 nach initialer PHA-
Stimulation sind die Zellen CD95-resistent, jedoch überraschenderweise sensitiv 
gegenüber TCR/CD3-vermittelten Zelltod. Da TCR/CD3-induzierte Apoptose an Tag 6 
über das CD95/CD95L-System vermittelt wird, die CD95-Signalübertragung in 
langzeit-kultivierten T-Zellen jedoch nicht funktionell ist, muß es sich hierbei um einen 
alternativen Mechanismus des AICD handeln. 

Diese Resultate demonstrieren, daß in vitro langzeit-kultivierte primäre T-Zellen, die 
phänotypisch Gedächtnis T-Zellen entsprechen, trotz CD95-Oberflächen-Expression 
resistent gegenüber CD95-induzierten Zelltod sind, in ihnen jedoch durch TCR/CD3-
Stimulation ein CD95-unabhängigen Mechanismus des AICD induziert wird. 

 



6 DISKUSSION 

6.1 EINE KRITISCHE ROLLE FÜR FOSB IM CD95-VERMITTELTEN 
AKTIVIERUNGS-INDUZIERTEN ZELLTOD (AICD) PRIMÄRER T-
ZELLEN 

Diese Studie zeigt erstmals eine kritische Rolle des dimeren Transkriptionsfaktors AP-
1, bestehend aus FosB und c-Jun, während des AICD primärer humaner T-Zellen. Es 
konnte eine AP-1 Bindung an eine Sequenz im 5’ UTR des humanen CD95L-Promotors 
nach TCR/CD3-Stimulation nachgewiesen werden. Mutationen in dieser FosB/c-Jun 
Bindestelle oder Expression von dominant-negativem Jun reduzieren die TCR/CD3-
vermittelte Induktion des CD95L-Promotors, und folglich den AICD. 

Interessanterweise führen Chemotherapeutika in Leber-Zellen ebenfalls zu einer 
Aktivierung und Bindung von AP-1 an dieselbe Bindestelle im 5’ UTR (Eichhorst et al., 
2000). Ebenso führen DNA-schädigende Stimuli wie Etoposid, Teniposid und UV-
Bestrahlung in humanen T-Zellen zu einer Aktivierung von AP-1 und, in Kooperation 
mit NF-κB, zu einer daraus folgenden Streß-induzierten CD95L-Expression (Kasibhatla 
et al., 1998). In Dickdarm-Tumorzellen wurde upstream des Transkriptions-Starts eine 
AP-1-responsive Bindestelle identifiziert (Harwood et al., 2000), wohingegen in Leber-
Zellen die AP-1 Stelle im 5’ UTR als bedeutsam nachgewiesen wurde (Eichhorst et al., 
2000). In allen Fällen wurde ein heterodimerer Komplex aus c-Jun und c-Fos als 
Aktivator der CD95L-Expression beschrieben. Interessanterweise konnte in der 
vorliegenden Studie gezeigt werden, daß nach TCR/CD3-Stimulation primärer humaner 
T-Zellen ein AP-1 Komplex an die CD95L 5’ UTR bindet, welcher aus c-Jun und FosB 
besteht, jedoch keine signifikanten Mengen an c-Fos beinhaltet (Abb. 43).  
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Abbildung 43: Schematische Darstellung der Induktion des CD95L-Promotors nach 
TCR/CD3-Stimulation. Stimulation des TCR/CD3-Komplexes humaner Tag 6 T-Zellen führt 
zur Aktivierung zahlreicher Transkriptionsfaktoren, welche kooperativ die Induktion der 
CD95L-Expression bewirken. Die Bindung des Heterodimers aus FosB und c-Jun an die AP-1 
Erkennungssequenz im 5’ UTR ist für eine vollständige Induktion des CD95L-Gens notwendig. 
Weitere Erläuterungen siehe Text.  

 

AP-1 Bindung nach TCR/CD3-Stimualtion war an eine Sequenz von –125 bis –95 des 
murinen CD95L-Promotors nachweisbar, wobei diese Bindung von funktionellem NF-
κB abhängig ist (Matsui et al., 2000). Ebenfalls wurde die Beteiligung von AP-1 bei der 
CD95L-Induktion embryonaler Fibroblasten nach Behandlung mit alkylierenden 
Reagenzien beschrieben (Kolbus et al., 2000). Allerdings ist zu bedenken, daß die 
Promotoren des murinen und des humanen CD95L-Gens deutliche Unterschiede 
aufweisen, besonders in 5’ UTR, so daß aus Studien im murinen System keine direkten 
Schlußfolgerungen zu Transkriptionsfaktor-Erkennungssequenzen im humanen CD95L-
Promotor gezogen werden können. Im humanen System wurde eine AP-1 Bindestelle 
bei Position –950 identifiziert, die bei der Induktion der CD95L-Expression nach 
Behandlung mit DNA-schädigenden Reagenzien beteiligt ist (Kasibhatla et al., 1998). 
Diese wird jedoch nicht bei T-Zell-Aktivierungs-induzierter CD95L-Promotor-Aktiviät 
benötigt (Kasibhatla et al., 1999). Während c-Fos pro- und anti-apoptotische Aktivitäten 
zugeschrieben werden, abhängig vom Zelltyp und Stimulus, stellen die Ergebnisse der 
vorliegenden Studie die ersten funktionellen Daten zur Beteiligung von FosB bei der 
CD95L-vermittelten Apoptose dar. Auch wenn nicht ausgeschlossen werden kann, daß 
es im humanen CD95L-Promotor noch weitere AP-1 Bindestellen gibt, demonstrieren 
diese Experimente, daß die Bindung von FosB in 5’ UTR zum AICD beiträgt (Abb. 44). 
Obwohl FosB für die vollständige Induktion des CD95L nach TCR/CD3-Stimulation 
essentiell ist, induziert die Überexpression von FosB alleine nicht den Promoter. Dies 
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führt zu der Vermutung, daß FosB in der Zelle zu jeder Zeit vorliegt, und c-Jun, als der 
Dimerisierungspartner den limitierenden Schritt darstellt. Interessant wäre die Klärung 
der Frage nach der Expression von FosB und c-Jun während des AICD. Die Beteiligung 
eines JunD/FosB-Dimers in TGF-β1 (transforming growth factor-β1)-induzierter 
Apoptose wurde für Hepatozyten und Epithelzellen berichtet, wobei FosB zu einer 
Smad3/Smad4-abhängigen Transkription führt (Yamamura et al., 2000). Im 
Unterschied zu primären humanen T-Zellen führte die FosB-Überexpression in einer 
Hepatom-Zellinie auch alleine zu einer Verstärkung TGFβ1-induzierter Transkription. 

TCR

CD95

CD95L

CD95

CD95L

AT, EGR, NFκB
MP

anti-CD3 Antikörper
TCR

 

FosB/cFosB/c--JunJun
NF

Abbildung 44: Modell für die Rolle von FosB im Aktivierungs-induzierten Zelltod (AICD). 
Restimulation primärer T-Zellen über den TCR führt zur Aktivierung zahlreicher 
Transkriptionsfaktoren, welche kooperativ die Induktion der CD95L-Expression und damit die 
Einleitung der Apoptose über Stimulation des CD95-Rezeptors bewirken.  

 

Wie viele andere Gene steht das CD95L-Gen unter der Kontrolle einer großen Anzahl 
cis-regulatorischer Promotor-Elemente, welche zusammen die Feinregulation der 
transkriptionellen Aktivität des Gens gewährleisten. Vieles deutet darauf hin, daß FosB 
und c-Jun funktionell mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie NF-AT, synergistisch die 
CD95L-Expression regulieren. Mutationen in der NF-AT Bindestelle im CD95L-
Promotor blockieren vollständig die induzierbare Transkription dieses Promotors (Li-
Weber et al., 1998; Rivera et al., 1998). In Zellen des Immunsystems sind kooperative 
NF-AT/NF-κB Komplexe nach Stimulation des Antigen-Rezeptors von T- und B-Zellen 
beschrieben worden (Rao et al., 1997). Zudem ist der AICD von der kooperativen 
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Aktivität von NF-AT/AP-1-Interaktionen abhängig (Macian et al., 2000). Ca2+-
Mobilisierung aktiviert die Phosphatase Calcineurin, welche NF-AT dephosphoryliert 
und damit dessen Translokalisation aus dem Cytosol in den Nukleus bewirkt (Crabtree, 
1999). Da die Stimulation des PKC/Ras-Signaltransduktionsweges in der Aktivierung 
eines AP-1 Transkriptions-Komplexes resultiert (Karin, 1995), stellt eine Kooperation 
zwischen NF-AT und AP-1 Proteinen damit einen wirkungsvollen Mechanismus zur 
Integration von Signalen des Ca2+- und PKC/Ras-Signalweges dar. Kooperative 
Bindung wurde für Promotor-Regionen zahlreicher Gene gezeigt (Cockerill et al., 1995; 
Rooney et al., 1995). Möglicherweise agieren NF-AT und AP-1 funktionell zusammen, 
indem sie an unterschiedliche DNA-Sequenzen im CD95L-Promotor binden. Dies 
könnte die schwache Induktion des –36/+100 Reporter-Konstruktes erklären, welche die 
NF-AT Erkennungs-Sequenz nicht enthält (Li-Weber et al., 1999). Ungeachtet des 
exakten Mechanismus der Kooperativität erweitern die Ergebnisse dieser Studie das 
Wissen um die Anzahl der AP-1 Untereinheiten, die in der Regulation der Apoptose 
beteiligt sind. Ob auch andere apoptotische Prozesse, welche ebenfalls mit Änderungen 
in des FosB-Expression assoziiert sind, wie z.B. Glutamat-vermittelte Apoptose 
neuronaler Zellen (Lidwell and Griffiths, 2000) und TGFβ-induzierte Apoptose in 
Hepatozyten (Yamamura et al., 2000), durch FosB/c-Jun-abhängiger Aktivierung 
vermittelt werden, bleibt zu untersuchen. 

 

6.2 DIE INHIBITION DES AKTIVIERUNGS-INDUZIERTEN ZELLTODS 
(AICD) DURCH GLUCOCORTICOID-HORMONE WIRD ÜBER EINE 
DIREKTE TRANSREPRESSION DES CD95L-GENS DURCH DEN 
GLUCOCORTICOID-REZEPTOR VERMITTELT 

Direkte Hinweise für einen wichtigen Beitrag des Glucocorticoid-Rezeptors (GR) zur 
Thymozyten-Differenzierung stammen aus Studien, in welchen sogenannte transgene 
knockout (TKO) Mäuse verwendet wurden, die antisense-GR mRNA unter der 
Kontrolle des T-Zell-spezifischen lck Promotors exprimieren. Dies resultierte in einer 
50%-igen Reduktion der GR-Expression und verursachte eine deutliche Reduktion in 
der Anzahl CD4+CD8+ semi-reifer Thymozyten, welche eine erhöhte Sensitivität 
gegenüber TCR/CD3-vermittelter Apoptose aufwiesen (King et al., 1995). Die 
periphere T-Zellzahl ist in diesen Mäusen reduziert und weist ein verändertes TCR-
Repertoire auf (Lu et al., 2000; Tolosa et al., 1998). Diese Ergebnisse wurden mit der 
Notwendigkeit des GR-Signals zur Aufrechterhaltung des Gleichgewichts und 
Umwandlung des ansonsten Apoptose-induzierenden TCR-Signals in ein schwächeres 
positives Signal erklärt. Somit würden Thymozyten, welche normalerweise positiv 
selektiert werden, in der Abwesenheit des GR-Signals durch das TCR-Signal deletiert. 
Diese Hypothese wurde durch FTOC-(fetal thymic organ culture-) Experimente mit 
Metyrapon, welches den letzten Synthese-Schritt von Cholesterol zu Cortison inhibiert, 
unterstützt (Ashwell et al., 1996; Vacchio and Ashwell, 1997; Vacchio et al., 1999; 
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Vacchio et al., 1994). Allerdings darf nicht unerwähnt bleiben, daß kürzlich gezeigt 
werden konnte, daß Metyrapon seinen inhibitorischen Effekt auf die Entwicklung von 
Thymozyten unabhängig vom GR-Signalweg ausübt (Purton et al., 2002). 
Erstaunlicherweise zeigen mehrere Studien, welche das gleiche TKO-Modell 
verwendeten wie oben beschrieben, gegensätzliche Ergebnisse, so z.B. eine erhöhte 
Anzahl CD4+CD8+ Thymozyten und peripherer T-Zellen (Morale et al., 1995; 
Pazirandeh et al., 2000; Sacedon et al., 1999a; Sacedon et al., 1999b). Bisher konnte 
kein Konsens über die physiologische Rolle des GR in Thymozyten gefunden werden. 

GR-/--Mäuse sterben aufgrund einer defekten Entwicklung der Lunge in den ersten 
Minuten nach der Geburt (Tronche et al., 1998). GR-/--Embryonen weisen, soweit eine 
Untersuchung möglich ist, keine Defekte in der Thymus-Zellularität und der Verteilung 
der Thymozyten-Populationen auf. Um die Bedeutung des GR in der Thymozyten-
Reifung und der Aufrechterhaltung der peripheren T-Zell-Homöostase in adulten Tieren 
zu klären, wurden mit Hilfe des Cre/loxP-Systems konditional GR-defiziente Mäuse 
generiert, in welchen der GR nur in T-Lymphozyten fehlt (GRlckCre). Bei diesen Mäusen 
fehlt die DNA-Bindedomäne und ein Proteinprodukt ist nicht nachweisbar. Im 
Gegensatz zur Expression von antisense-GR mRNA hat das Fehlen des GR-Proteins 
keinen Einfluß auf die Thymozyten-Reifung. Auch das TCR-Repertoire weist keine 
signifikanten Unterschiede auf, was für eine normale Selektion spricht (A. Bauer, 
unveröffentlichte Daten). Gestützt werden diese Ergebnisse durch Studien, welche 
Mäuse mit einem hypomorphen GR-Allel (GRhypo) verwenden (Purton et al., 2000). 
Diese Mäuse enthalten eine Insertion in Exon 2 des GR-Gens, welche die N-terminale 
Transaktivierungsdomäne zerstört. Die meisten dieser Mäuse sterben aufgrund einer 
fehlerhaften Lungenentwicklung bei der Geburt (Cole et al., 1995). Thymozyten-
Entwicklung von GRhypo Embryonen ist unverändert (Purton et al., 2000). Eine neuere 
Studie bestätigt diesen unveränderten Phänotyp durch Rekonstitution subletal 
bestrahlter Mäuse mit GRhypo T-Zell-Vorläufern aus fetaler Leber (Purton et al., 2002). 
Bei den GRhypo Mäuse ist zu bedenken, daß die 3’ Region des GR-Gens transkribiert 
und auch translatiert wird, und somit ein verkürztes GR-Protein vorliegt (Cole et al., 
2001). Was dieses verkürzte GR-Protein auf molekularer Ebene noch bewirken kann, 
wurde bisher nicht vollständig geklärt. Der Unterschiedliche Phänotyp von GRhypo zu 
GR-/- legt aber nahe, daß noch wichtige Gene reguliert werden, wenn vielleicht auch 
weniger effizient. Auch wenn dieses nicht zur Transaktivierung und Repression der 
Gen-Expression in der Lage ist, ist eine Bestätigung der Daten zur Rolle des GR in T-
Lymphozyten durch Verwendung einer konditionalen knockout-Strategie besonders 
aufgrund voriger Studien mit gegensätzlichen Resultaten von großem Wert. Die 
weitreichenden, kontroversen Diskussionen (Ashwell et al., 2000a; Ashwell et al., 
2000b; Godfrey et al., 2000; Godfrey et al., 2001; Jondal et al., 2001) um die mögliche 
Funktion des GR während der T-Zell-Entwicklung wurden vor allem durch die 
Limitationen der experimentellen Ansätze verursacht. Der Umstand, daß GR-/- Mäuse 
und die Mehrzahl der GRhypo Mäuse direkt nach der Geburt sterben, erschwerte eine 
Untersuchung in adulten Tieren. Dieses Problem wurde nur durch Rekonstitutions-
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Experimente umgangen. Die vorliegenden Daten demonstrieren eine normale 
Entwicklung und Homöostase peripherer T-Lymphozyten von GRlckCre Mäusen, die im 
Gegensatz zu antisense-GR transgenen und GRhypo Mäusen vollständig defizient für GR 
sind. Somit ist die Hypothese, daß Glucocorticoide die TCR-Signalübertragung 
regulieren, nicht weiter aufrecht zu erhalten. Es ist nicht nur schwer, die vorliegenden 
Daten im Kontext der GR-antisense transgenen Mäuse zu erklären, sondern es ist noch 
schwerer, die vollkommen unterschiedlichen Resultate der beiden Maus-Modelle zu 
erklären, welche das gleiche antisense-Konstrukt unter der Regulation des gleichen 
Promotors exprimieren (King et al., 1995; Morale et al., 1995). Eine mögliche 
Erklärung liegt darin, daß das im TKO-Modell verwendete antisense Transkript des 3’ 
UTR des Ratten-GR (Pepin et al., 1992) Homologien zu anderen mRNAs aufweist und 
somit zu einer unspezifischen Inhibition anderer Transkripte führt. Das Ausmaß einer 
solchen Inhibition mag aufgrund allelischer Unterschiede stark vom Maus-Stamm 
abhängen. 

Schon 1993 wurde in einer Studie (Gonzalo et al., 1993) die in vivo Rolle des GR in der 
Expansions- und Deletionsphase peripherer T-Zellen während der Immunantwort 
untersucht. Dazu wurden Mäuse mit SEB injiziert und 4 Stunden später mit dem 
Glucocorticoid-Antagonisten RU486 behandelt. Es wurden keinerlei Unterschiede in 
der Expansion und Kontraktion der Vβ8-T-Zell-Population festgestellt (Gonzalo et al., 
1993). In Übereinstimmung mit der vorliegenden Studie an konditional GR-defizienten 
Mäusen spielen endogene Glucocorticoid-Werte, welche direkt nach SEB- oder CD3-
Stimulation transient erhöht sind, keine Rolle bei der Regulation der klonalen 
Expansion (d.h. Proliferation) und Deletion (d.h. Aktivierungs-induziertem Zelltod). 

In Übereinstimmung mit Daten aus einer Studie mit peripheren GRhypo-T-Zellen (Purton 
et al., 2002) hat das Fehlen des GR in GRlckCre-Mäusen keinerlei Auswirkungen auf die 
Proliferation und Aktivierbarkeit peripherer T-Zellen. Die entzündungshemmende 
Wirkung von Glucocorticoiden wird hauptsächlich über die Inhibition der Zytokin-
Expression vermittelt, was eine reduzierte Aktivierung des Immunsystems zur Folge 
hat. Durch Glucocorticoid-Behandlung wird die IL-2 mRNA-Expression über eine 
Beeinträchtigung der AP-1- und NF-κB-Aktivierung inhibiert (Almawi et al., 1991; 
Reichardt et al., 2001), was eine wichtige Rolle des GR bei der T-Zell-Aktivierung 
vermuten läßt (Herrlich, 2001). Aber auch wenn der GR für die Übermittlung der 
immunsupprimierenden Funktion nach Glucocorticoid-Behandlung wichtig ist, zeigt 
diese Arbeit, daß der GR in vitro nicht zur Regulation der T-Zell-Aktivierung und 
Proliferation unter Bedingungen beiträgt, bei welchen keine exogenen Glucocorticoide 
verabreicht werden (Abb. 22). Dies deutet darauf hin, daß der GR in T-Zellen keine 
entscheidende Rolle in der Regulation der Homöostase peripherer T-Zellen spielt. 
Jedoch ist zu bedenken, daß Veränderungen der HPA-Achsen-Aktivität während einer 
Infektion, durch Faktoren wie Streß und Zytokinen, zu veränderten Glucocorticoid-
Leveln im Tier führt (Reichardt et al., 2000). Dies könnte in vivo indirekte Effekte auf 
die T-Zell-Immunität haben. Eine Untersuchung im pathologischen Kontext wäre durch 
eine in vivo Infektion von GRlckCre-Mäusen möglich. 
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Eine mögliche regulatorische Funktion von Glucocorticoiden im Aktivierungs-
induzierten Zelltod (AICD) peripherer T-Zellen wurde intensiv mit Hilfe von T-Zell-
Hybridomen untersucht. Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine funktionelle Rolle 
für die direkte DNA-Bindung des GR an den CD95L-Promotor, und einer daraus 
resultierenden Regulation des AICD primärer T-Zellen.  

Die Restimulation des TCR/CD3-Komplexes führt in aktivierten peripheren T-Zellen 
zur Oberflächen-Expression des CD95L, welcher über Aktivierung des CD95-Rezeptors 
Apoptose induziert. Zahlreiche Reagenzien wurden als Modulatoren der CD95L-
Expression berichtet, u.a. Vitamin E (Li-Weber et al., 2002b), Parthenolid (Li-Weber et 
al., 2002a) und Glucocorticoide (Cui et al., 1996; Yang et al., 1995). Einige Studien 
berichten zudem von einer Glucocorticoid-vermittelten Inhibition des 
Signalübertragungsweges unterhalb von CD95, was auf eine Induktion des anti-
apoptischen Proteins Bcl-2 (Zipp et al., 2000) oder einer Regulation zahlreicher pro- 
und anti-apoptischer Moleküle, u.a. Bcl-2, Bcl-xL, FLIP und Bax (Yerramasetti et al., 
2002), zurückzuführen ist. Auch konnte ein Zusammenspiel von Dexamethason und 
TNF-α in der Inhibition CD95-vermittelter Apoptose in einer humanen Lungen-Epithel-
Zellinie gezeigt werden, welche auf einer Induktion von c-IAP2 beruht (Webster et al., 
2002). Die Mehrzahl der Untersuchungen zur anti-apoptotischen Wirkungsweise von 
Glucocorticoiden zeigen dagegen einen Einfluß nur oberhalb der Todesrezeptoren, d.h. 
in der Regulation der Expression der entsprechenden Todesliganden (Cui et al., 1996; 
Wang et al., 2001; Yang et al., 1995). Dies ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen 
der vorliegenden Studie. Weder in humanen noch murinen primären T-Zellen war eine 
Beeinflussung CD95-induzierter Apoptose zu beobachten. Dabei war die Bcl-2 
Expression unverändert.  

Bei einem T-Zell-Hybridom wurde die differentielle Regulation der TNF-
Familienmitglieder CD95L, TRAIL, TNF-α durch Dexamethason gezeigt (Wang et al., 
2001). Die Rolle von TNF-α im AICD ist bisher nicht vollständig geklärt (Medema et 
al., 1997; Zimmermann et al., 1996), doch ließ eine Modulation der CD95L-Expression 
eine Funktion von Glucocorticoiden im AICD vermuten. Es konnte eine anti-
apoptotische Wirkung von Dexamethason während des AICD in primären T-Zellen 
bestätigt werden. Arbeiten an Hybridom-Zellen wiesen zuvor auf einen solchen Effekt 
hin (Cui et al., 1996; Yang et al., 1995). Auch Aktivierungs-induzierter Zelltod akut 
HIV-1-infizierter humaner CD4+ T-Zellen wird durch Glucocorticoide inhibiert (Lu et 
al., 1995). Ziel dieser Studie war die Aufklärung des molekularen Mechanismus der 
Glucocorticoid-vermittelten Inhibition des AICD in primären T-Zellen. 

 



6  Diskussion                           119 

TCR

CD95L promoter

Dex

GRTranskriptionsfaktoren

Iκ-B,
GILZ

nGRE

1.)

2.)

3.)

4.)

CD95L mRNA

?

5.)

 

Abbildung 45: Schematische Darstellung einiger möglicher Signalübertragungswege des 
Glucocorticoid-Rezeptors. Nach Aktivierung des GR durch Liganden, wie z.B. dem 
synthetischen Glucocorticoid Dexamethason, kann der GR als ein Liganden-induzierbarer 
Transkriptionsfaktor die Expression zahlreicher Gene positiv oder negativ regulieren. Dabei 
kann es sich um einen direkten [4.)] oder indirekten [3.)] Mechanismus handeln, wobei letzterer 
über die Induktion von Proteinen vermittelt wird, welche die Aktivität anderer 
Transkriptionsfaktoren modulieren. Zudem wurde ein Translations-abhängiger, negativer Effekt 
auf mRNA-Stabilität gezeigt [5.)]. Als Monomer kann der GR mit weiteren 
Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 und NF-κB, interagieren [2.)] und deren Aktivität reduzieren. 
Vermutet wurde zudem ein direkter Effekt auf die TCR-Signalübertragung durch Inhibition 
früher Tyrosin-Phosphorylierung [1.)] 

 

Der GR ist ein Liganden-kontrollierter Transkriptionsfaktor. Die Signalübertragung 
durch den GR ist komplex und umfaßt unterschiedliche Mechanismen. Einige davon 
sind schematisch in Abb. 45 dargestellt. Der GR kann als ein Monomer direkt über 
Protein-Protein-Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren wechselwirken und 
dadurch deren Aktivierung inhibieren (Gottlicher et al., 1998). Dies wurde für Spi-1 
(Gauthier et al., 1993), AP-1 (Jonat et al., 1990; Reichardt et al., 1998a), NF-κB (Liden 
et al., 1997), OCT-1 (Kutoh et al., 1992), CREB (Imai et al., 1993) und GATA-1 
(Chang et al., 1993) gezeigt. Der GR kann zudem als Co-Aktivator von STAT5 agieren 
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(Stocklin et al., 1996). Dieser Mechanismus ist von der DNA-Bindung des GR 
unabhängig (Herrlich, 2001). GRdim-Mäuse tragen eine Mutation, welche zu einem 
Dimerisierungsdefekt des GR führt und damit die DNA-bindungsabhängige 
Transaktivierung verhindert, so daß GRE-vermittelte Geninduktion nach 
Glucocorticoid-Behandlung fehlt (Reichardt et al., 1998b). Modulation der 
Genexpression durch Protein-Protein-Interaktion bleibt jedoch erhalten. Da der anti-
apoptotische Effekt von Dexamethason in GRdim-T-Zellen nicht zu beobachten ist, kann 
ausgeschlossen werden, daß dieser Signalweg für die Vermittlung des beobachteten 
Effekts verantwortlich ist. Obwohl AP-1- und NF-κB-Bindestellen im CD95L-Promotor 
beschrieben sind (Li-Weber et al., 2000), spielt eine mögliche Modulation dieser 
Transkriptionsfaktoren durch den GR bei der Inhibition des AICD keine entscheidende 
Rolle. 

Der Transkriptionsfaktor NF-κB wurde als essentiell für die TCR/CD3-induzierte 
CD95L-Expression nachgewiesen (Holtz-Heppelmann et al., 1998; Norian et al., 1998). 
Der Inhibitor von NF-κB, IκB, ist ein Glucocorticoid-induzierbares Gen. Erhöhte IκB-
Synthese kann den Kerntransport und damit die transkriptionelle Aktivität von NF-κB 
reduzieren. Somit ließ die Korrelation zwischen IκB-Induktion und Inhibition der NF-
κB-Aktivierung nach Glucocorticoid-Behandlung einen direkten Zusammenhang 
vermuten (Auphan et al., 1995; Scheinman et al., 1995). Jedoch zeigten weitere 
Studien, daß die Glucocorticoid-vermittelte Repression der NF-κB-Aktivität 
unabhängig von der IκB-Induktion ist (Brostjan et al., 1996; Costas et al., 2000; 
Goppelt-Struebe et al., 1999; Heck et al., 1997; Reichardt et al., 2001). So wurde 
demonstriert, daß erhöhte IκB-Synthese nicht (De Bosscher et al., 2000) oder nur 
teilweise (Crinelli et al., 2000) die Glucocorticoid-induzierte Immunsuppression 
beeinflußt. Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß auch die Repression von 
Entzündungsreaktionen durch reduzierte NF-κB-Aktivität zwar mit einer erhöhten IκB-
Expression korreliert, dies jedoch nicht durch diese bedingt wird, da der anti-
inflammatorische Effekt auch in der GRdim-Mutante erhalten ist (Reichardt et al., 2001). 
Ein weiteres Glucocorticoid-induzierbares Protein, welches die Transaktivierung des 
CD95L nach TCR/CD3-Stimulation beeinflussen könnte, ist GILZ (Glucocorticoid-
induced leucin-zipper)(D'Adamio et al., 1997). GILZ kann ebenso wie der GR an AP-1 
und NF-κB binden und dadurch deren Aktivität inhibieren (Ayroldi et al., 2001; 
Mittelstadt and Ashwell, 2001). Auch wenn GILZ-Überexpression T-Zell-Hybridomen 
eine Resistenz gegenüber TCR/CD3-vermittelte Apoptose verleiht (Nocentini et al., 
1997), kann die Induktion der Expression sowohl von GILZ als auch IκB als 
Mediatoren des anti-apoptotischen Effekts von Dexamethason beim AICD 
ausgeschlossen werden, da die Protein-Neusynthese nicht für die Inhibition der CD95L-
mRNA-Induktion notwendig ist (Abb. 32). Auch in Gegenwart des Translations-
Inhibitors Cycloheximid war Dexamethason in der Lage, CD95L-mRNA-Induktion 
nach TCR/CD3-Stimulation zu inhibieren, was zeigt, daß die Protein-Neusynthese für 
diesen Effekt entbehrlich ist.  



6  Diskussion                           121 

Glucocorticoide können die Zytokin-Expression auch post-transkriptionell durch 
Reduktion der mRNA-Stabilität inhibieren. Dies wurde u.a. für c-myc (Tosato et al., 
1990), IL-1 (Amano et al., 1993), IL-2 (Boumpas et al., 1991), IL-6 (Tobler et al., 
1992), IL-8 (Tobler et al., 1992), TNF-α (Mehindate et al., 1994) und Cox-2 (Chang et 
al., 2001) berichtet, jedoch ist dafür die de novo Synthese eines destabilisierenden 
Proteins notwendig (Amano et al., 1993; Maroder et al., 1990; Tobler et al., 1992). 
Somit kann auch die Modulation der CD95L-mRNA Stabilität durch Glucocorticoide 
als Mechanismus der Inhibition des AICD nicht verantwortlich sein. 

TCR/CD3-Stimulation führt zu einer erhöhten Protein-Kinase-Aktivität (June et al., 
1990), welche zu einer Tyrosin-Phosphorylierung von zahlreichen intrazellulären 
Substraten führt, darunter auch von Untereinheiten des TCR selbst. In Thymozyten und 
T-Zell-Hybridomen wurde eine Reduktion dieser frühen Tyrosin-Phosphorylierung bei 
Behandlung mit hohen Dexamethason-Konzentration gezeigt (Baus et al., 1996; Van 
Laethem et al., 2001). Sehr hohe Dexamethason-Gaben wurden als Inhibitoren der 
Tyrosin-Phosphorylierung nach TCR-Stimulation beschrieben (Anastassiou et al., 
1992). Jedoch wird dieser Befund kontrovers diskutiert, da in anderen Studien dieser 
Effekt nicht beobachtet wird (Elliott et al., 1996). In primären humanen T-Zellen konnte 
auch bei hohen Dexamethason-Konzentrationen eine Inhibition des TCR-Signals jedoch 
nur beobachtet werden, wenn die Zellen zusammen mit PGE2 (Prostaglandin E2) 
behandelt wurden (Elliott et al., 1996). Hoche Konzentrationen von Dexamethason 
erhöhen in PEG2-vorbehandelten T-Zellen die cAMP-Konzentration, was mit dem 
TCR-Signal interferiert (Mendelsohn et al., 1973). Allerdings konnte gezeigt werden, 
daß sowohl cAMP- als auch Glucocorticoid-vermittelte Inhibition von AICD nicht auf 
einer Beeinträchtigung des TCR-Signals direkt beruht, da auch die Behandlung mit 
nach TCR/CD3-Stimulation noch zu einer Reduktion des Zelltods führt (Lee et al., 
1993). Diese Ergebnisse konnten im Rahmen dieser Arbeit bestätigt werden. RT-PCR-
Daten (Abb. 33) zeigen, daß Dexamethason seine inhibitorische Wirkung auf die 
CD95L-Expression auch nach vollendeter TCR-Stimulation ausüben kann. Auch initiale 
Experimente zur frühen Tyrosin-Phosphorylierung von TCR-Komponenten lassen keine 
Unterschiede durch Dexamethason-Behandlung vermuten. Zudem beruht der eventuelle 
Effekt von Glucocorticoiden auf die Vermittlung des TCR-Signals auf de novo 
Proteinsynthese (Baus et al., 1996), was aus diesem Grund in diesem System als 
Mechanismus ausgeschlossen werden kann. 

Die Resultate dieser Studie weisen eine direkte DNA-Bindung des GR an den CD95L-
Promotor nach Dexamethason-Behandlung nach. Dies führt zu einer reduzierten 
Induktion der CD95L-Expression und damit reduzierten Apoptose (Abb. 46). Bei der 
GR-Bindesequenz im CD95L-Promotor handelt es sich um ein nGRE (negative 
glucocorticoid responsive element). Die nGRE-Consensus-Sequenz wurde bisher nicht 
klar definiert, doch scheint sie von positiven GRE-Sequenzen abzuweichen. So wurde 
ein nGRE im PRL3-Promotor gefunden, welches nur eine Seite des palindromischen 
GRE enthält, was nur einer GR-Dimer-Hälfte die DNA-Bindung erlaubt (Subramaniam 
et al., 1997). Im Gegensatz zu positiven GRE erhöhen nGRE die Promotor-Aktivität in 
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der Abwesenheit der GR-Bindung, wahrscheinlich durch andere Transkriptionsfaktoren, 
welche in der selben Region binden, deren Aktivität durch die GR-Bindung negiert wird 
(Sakai et al., 1988). Für diese Wirkungsweise gibt es mehrere Modelle. Es wurde eine 
direkte Interaktion des an nGRE gebundenen GR mit der basalen 
Transkriptionsmaschinerie beobachtet (Jaffuel et al., 1999), aber auch Überlappungen 
der nGRE-Sequenz mit einerseits der TATA-Box (Morrison and Eisman, 1993) und 
andererseits Bindestellen weiterer Transkriptionsfaktoren (Subramaniam et al., 1998) 
(Drouin et al., 1989a; Drouin et al., 1989b; Drouin et al., 1989c). Dabei ist die Bindung 
exklusiv nur eines der Faktoren möglich. Eine Inhibition der Transaktivierung durch ein 
überlappendes bzw. benachbartes nGRE wurde für AP-1 beschrieben (Chandran et al., 
1999) (Kraemer et al., 1992; Malkoski and Dorin, 1999). Zusätzlich zu einer 
Kompetition um DNA-Bindung (Diamond et al., 1990; Hoeppner et al., 1995) könnte 
die GR-Bindung an ein nGRE die transkriptionelle Aktivität anderer 
Transkriptionsfaktoren durch sterische Veränderungen modulieren (Nakai et al., 1991). 
Beschrieben wurde dieser Mechanismus für AP-1; eine Bindung von GR in direkter 
Nähe einer AP-1 Bindestelle erlaubte zwar noch die AP-1 Bindung, führte jedoch zu 
einer Transrepression der AP-1 Aktivität (Pearce et al., 1998). 
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Abbildung 46: Vereinfachte Darstellung der inhibitorischen Wirkung von 
Glucocorticoiden auf die TCR/CD3-vermittelte CD95L-Induktion. TCR/CD3-Restimulation 
primärer T-Zellen resultiert in der Aktivierung und dem nukleären Transport zahlreicher 
Transkriptionsfaktoren, welche durch Bindung an den CD95L-Promotor zur Induktion der 
CD95L-Expression führen. Glucocorticoid-Behandlung von T-Zellen führt zur Bindung des 
Liganden-aktivierten GR-Dimers an eine nGRE-Sequenz im CD95L, was in einer reduzierten 
Induktion nach TCR/CD3-Stimulation resultiert. Somit bewirken Glucocorticoide über eine 
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direkte CD95L-Promotor-Bindung des GR eine Reduktion des Aktivierungs-induzierten 
Zelltods. Hsp: Hitze-Schock-Proteine; GC: Glucocorticoide; GR: Glucocorticoid-Rezeptor; 
nGRE: negatives Glucocorticoid Responsives Element. Weitere Erläuterungen siehe Text. 

 

Da nGRE-Sequenzen bisher nicht gut definiert sind, ist deren Identifikation innerhalb 
eines Promotors nur schwer durch Sequenz-Analyse möglich. Experimente zur 
Überprüfung einer direkten Bindung des GR an den CD95L-Promotor werden derzeit 
unternommen. Dazu wird ein 3 Kb- bzw. 1,5 Kb-langes Fragment des murinen CD95L-
Promotors in einen Luziferase-Vektor kloniert. Deletions- und Mutations-Analysen 
können dann zur Identifikation und funktionellen Beschreibung der nGRE-Sequenz 
führen. Ein 500 bp-langes Promotor-Konstrukt zeigte zwar eine TCR/CD3-
Induzierbarkeit, jedoch keine negative Regulation durch Dexamethason (Daten nicht 
gezeigt), was demonstriert, daß die putative nGRE-Bindestelle weiter 5’ im Promotor zu 
suchen ist.  

Um detailliertere Erkenntnisse über die regulatorischen Mechanismen des GR in sowohl 
peripheren T-Zellen als auch Thymozyten zu erhalten, laufen derzeit Unternehmungen 
zur Analyse der differentiellen Genexpression nach TCR/CD3-Stimulation in der 
Gegenwart oder Abwesenheit von Dexamethason durch Verwendung von DNA-
Microarrays (Affymetrix). 

Diese Studie stellt eine detaillierte Analyse der molekularen Mechanismen der 
Glucocorticoid-vermittelten Inhibition des AICD in primären T-Zellen dar. Mit Hilfe 
konditional GR-defizienter Mäuse und Dimerisierungs-defekter GR-Mutanten konnte 
erstmals die Funktion und der Wirkungsmechanismus des GR in T-Zell-Entwicklung 
und Regulation des AICD in primären T-Zellen aufgeklärt werden. Bei Dexamethason-
Applikation über das Trinkwasser konnte eine beschleunigte Reduktion der Vβ8-T-Zell-
Population festgestellt werden. Diese Deletion betrifft nur die aktivierten Vβ8-
Population, nicht jedoch die unstimulierten Vβ6-Zellen, was auf eine in vivo-
Sensitivierung aktivierter T-Zellen gegenüber Glucocorticoid-induzierter Apoptose 
hinweist. In diesem Zusammenhang ist zu bedenken, daß die systemische 
Glucocorticoid-Behandlung in vivo nicht nur T-Lymphozyten, sondern auch zahlreiche 
andere Zelltypen beeinflußt. So wäre es denkbar, daß die Dexamethason-induzierte 
Genregulation in T- oder nicht-T-Zellen indirekt zu einer beschleunigten Deletion SEB-
stimulierter T-Zellen führt. Um dies weiter zu untersuchen, wird durch eine Titration 
der Dexamethason-Menge im Trinkwasser versucht, ein Dosis zu finden, welche für die 
T-Zellen subtoxisch ist. Interessant wäre in diesem Kontext auch die mechanistische 
Untersuchung der Sensitivierung aktivierter T-Zellen gegenüber Dexamethason-
induzierter Apoptose in vivo. 

Die Signalübertragung durch den Liganden-aktivierten GR ist komplex und 
unterscheidet sich je nach Zelltyp und den physiologischen Bedingungen. Durch die 
Verwendung unterschiedlicher Maus-Modelle und in vitro Experimenten mit 
Hybridom-Zellen entstand ein komplexes Bild der Wirkungsweise des GR in T-Zellen. 
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Indem in dieser Studie jeder mögliche, bisher bekannte Signalweg des GR in primären 
T-Zellen getestet wurde, konnte die Regulation des CD95L-Promotors über ein nGRE 
als der anti-apoptotische Mechanismus von Glucocorticoiden im Laufe des AICD 
identifiziert werden. Repression von NF-κB und AP-1, deren Bindestellen ebenfalls im 
CD95L-Promotor identifiziert wurden (Harwood et al., 2000; Li-Weber et al., 2000), 
scheinen bei der Inhibition keine wesentliche Rolle zu spielen. 

In murinen T-Zellen führt die Dexamethason-Behandlung in Gegenwart CD95L-
antagonistischer Antikörper zu einer stärkeren Inhibition des Zelltods als die Blockade 
der CD95L-CD95-Interaktion alleine, was darauf hinweist, daß Glucocorticoide 
zusätzlich zum CD95-System möglicherweise noch ein weiteres im AICD involviertes 
System inhibieren. Dies ist in Übereinstimmung mit einer Studie an einem T-Zell-
Hybridom, in welchem eine Reduktion der TNF-α Induktion durch Dexamethason 
gezeigt wurde (Wang et al., 2001). In humanen T-Zellen hat Dexamethason hingegen 
keinen Effekt auf CD95L-inhibierten AICD, was auf einen eventuellen Spezies-
Unterschied in der Beteiligung verschiedenen Todesrezeptor-Systeme beim AICD 
hinweist. Dies verlangt jedoch weitergehende Untersuchungen. 

Glucocorticoid-Hormone üben ihre entzündungshemmende Wirkung hauptsächlich 
dadurch aus, daß sie die Expression von Zytokinen inhibieren und damit die 
Aktivierung des Immunsystem effizient hemmen. Obwohl es noch am genauem 
Verständnis der entzündungshemmenden Funktion der Glucocorticoide fehlt, ist klar 
gezeigt, daß der GR Liganden-abhängig die Expression zahlreicher inflammatorischer 
Zytokine vermindert, was so die Immunantwort inhibiert. Bei GRlckCre-Mäusen wurde 
im Gegensatz zu GRlysMCre-Mäusen, welche konditional GR-defizient in myeloiden 
Zellen (z.B. Makrophagen) sind (Clausen et al., 1999), kein Verlust der 
Entzündungshemmung oder der Immunsuppression durch Glucocorticoide gefunden 
(unveröffentlichte Daten). Bei den in vitro verwendeten Dexamethason-Mengen in 
dieser Arbeit handelt es sich um Konzentrationen, die in vivo unter Streß-Bedingungen 
erreicht werden können (Gonzalo et al., 1993; Reichardt et al., 2000). Ob die 
Glucocorticoid-vermittelte Reduktion der CD95L-Expression zur Inhibition einer 
Entzündungsreaktion in vivo beiträgt bleibt zu untersuchen. Denkbar wäre, daß bei 
Glucocorticoid-Behandlung von chronischen Entzündungen die Reduktion der Anzahl 
CD95L-positiver Effektor T-Zellen zu einer verminderte Gewebsschädigung beiträgt. 

 

6.3 MECHANISMEN DER APOPTOSE-RESISTENZ HUMANER GEDÄCHTNIS 
T-ZELLEN 

Immunologisches Gedächtnis schützt Organismen vor wiederholter Infektion mit 
Pathogenen. Die Aufrechterhaltung der verstärkten Reaktivität nach Antigen-Kontakt 
wird durch langlebige Gedächtnis-Zellen vermittelt. Der genaue Mechanismus, wie 
Gedächtnis T-Zellen entstehen, ist nicht vollständig geklärt, jedoch geht man davon aus, 
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daß sie aus aktivierten Effektorzellen hervorgehen, die während des AICD nicht durch 
Apoptose deletiert werden (Opferman et al., 1999). Diese Arbeit demonstriert, daß 
langzeit-kultivierte Gedächtniszellen trotz deutlicher CD95-Expression gegenüber 
CD95-induzierte Apoptose resistent sind. TCR/CD3-Stimulation führt jedoch über 
einen CD95-unabhängigen Mechanismus des AICD zu Apoptose. 

Die Stimulation des CD95-Todesrezeptors führt in Tag 6 Effektor T-Zellen zur 
Induktion von Apoptose. Einige Zellen überleben jedoch die Behandlung mit LZ-
CD95L in vitro. Diese überlebenden Zellen könnten diejenigen darstellen, die in vivo zu 
Gedächtnis T-Zellen differenzieren. Ob es sich bei der Selektion um einen 
stochastischen Prozeß handelt, oder ob eine Effektor T-Zelle vorprogrammiert ist, zu 
einer Gedächtnis T-Zelle zu differenzieren, ist bisher nicht geklärt. Initiale Experimente 
zeigen, daß Effektorzellen, die eine CD95-Stimulation überleben, eine reduzierte CD95-
Oberflächen-Expression und eine erhöhte Expression der anti-apoptotischen Proteine 
Bcl-2 und Bcl-xL aufweisen (Abb. 37). Da das Todessignal des CD95-Rezeptors schnell 
in einer Caspasen-Aktivierung und damit einer Initiation von Apoptose endet (Scaffidi 
et al., 1998), ist eine spontane Regulation der Expression pro- oder anti-apoptotischer 
Proteine unwahrscheinlich. Die Daten weisen eher darauf hin, daß solche Effektorzellen 
selektiert werden, die schon vorher geringere CD95-Expression in Kombination mit 
erhöhten Bcl-2- und Bcl-xL-Leveln aufweisen. Es wurde von einer Induktion der Bcl-2-
Expression in Antigen-spezifischen Gedächtniszellen berichtet, jedoch wird in diesem 
Zusammenhang auch eine Reduktion der Bcl-2-Level in Effektorzellen im Vergleich zu 
naïven T-Zellen gezeigt (Grayson et al., 2001; Grayson et al., 2000), was im 
Widerspruch zu Experimenten mit dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Modell 
steht (Scaffidi et al., 1999a). Allerdings ist zu bedenken, daß Tag 6 T-Zellen als CD95-
Typ I identifiziert wurden, d.h. die Signalübertragung nach CD95-Stimulation nicht von 
der apoptotischen Aktivierung der Mitochondrien abhängig ist, da durch starke CD95-
DISC-Aktivität ausreichende Mengen an Caspasen direkt aktiviert werden können 
(Scaffidi et al., 1998). Dies stellt eine physiologische Rolle der anti-apoptotischen Bcl-
2-Proteine in den überlebenden Zellen in Frage. Im Gegensatz zu passiven Formen der 
T-Zell-Apoptose (Nelson and Willerford, 1998) läßt sich der AICD nur unvollständig 
durch Bcl-2 inhibieren (Dhein et al., 1995; Lynch et al., 1995). Jedoch ist zu bedenken, 
daß die AICD-überlebenden Zellen eine geringere CD95-Oberflächen-Expression 
aufweisen. Apoptose-resistente Tag 1 T-Zellen, welche CD95-Typ II sind und somit auf 
die apoptotische Aktivierung der Mitochondrien angewiesen sind, weisen ebenfalls 
geringere CD95-Expression auf.  Dies könnte auf einen Wechsel von CD95-Typ I zu 
Typ II hinweisen, so daß eine erhöhte Bcl-2- und Bcl-xL-Expression Resistenz 
vermitteln könnte. Diese Frage kann in Zukunft durch die Untersuchung der CD95-
DISC-Bildung geklärt werden, da CD95-Typ II-Zellen eine verminderte CD95-DISC-
Bildung im Vergleich zu CD95-Typ I-Zellen zeigen (Scaffidi et al., 1998). Bei murinen 
Gedächtnis T-Zellen wurde von einer erhöhten c-FLIP-Expression berichtet, was zu 
einer Inhibition der CD95-vermittelten Apoptose führen könnte (Inaba et al., 1999), 
wobei im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit Gedächtniszellen in deren Modell auch 
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resistent gegenüber  TCR/CD3-induzierten Zelltod waren. In humanen Effektor T-
Zellen wurde eine Induktion von c-FLIPS nach TCR/CD3-Restimulation beobachtet, 
was die CD95-DISC-Aktivität reduziert und damit Zellen von Apoptose schützt 
(Kirchhoff et al., 2000). 

Aktivierungs-induzierter Zelltod wird hauptsächlich über das CD95/CD95L-System 
vermittelt. Dementsprechend gibt es eine klare Korrelation zwischen der Sensitivität 
gegenüber TCR/CD3- und CD95-induzierter Apoptose während der Expansions- und 
Deletionsphase der Immunantwort. Diese Korrelation geht während der weiteren 
Kultivierung verloren. Gedächtnis T-Zellen (Tag 30 – 80) sind trotz CD95-Resistenz 
sensitiv gegenüber TCR/CD3-vermittelten AICD. Dies wirft die Frage nach einem 
alternativen AICD-Mechanismus auf (Abb. 47). Denkbar wäre die Beteiligung eines 
anderen Todesrezeptors der TNFR-Familie, aber auch ein Todesrezeptor-unabhängiger 
Mechanismus ist nicht auszuschließen. Derzeitige Untersuchungen auf diesem Gebiet 
konzentrieren sich auf die Blockierung einzelner Todes-Signalwege, so z.B. die 
Inhibition von Todesliganden wie TNF-α oder TRAIL, aber auch die Inhibition von 
Caspasen. Eine Form CD95-unabhängiger Apoptose nach TCR/CD3-Stimulation wurde 
in T-Zellen von Patienten mit septischem Schock beobachtet (M. Weigand, 
unveröffentlichte Daten), wobei dieser Mechanismus unabhängig von Caspasen-
Aktivierung ist. Initiale Experimente deuten aber auf eine Notwendigkeit von Caspasen 
in der Signalübertragung der TCR/CD3-induziertzen Apoptose in Gedächtnis T-Zellen 
hin (S. Fas, unveröffentlichte Daten). Es bleibt zu klären, ob es sich bei dem 
Mechanismus der TCR/CD3-induzierten Apoptose in Gedächtniszellen um einen 
direkten Signalweg handelt, oder ob wie in Effektorzellen die Neusynthese von 
Proteinen notwendig ist. Ebenso ist die Rolle der apoptotischen Aktivierung von 
Mitochondrien hierbei bislang nicht geklärt. 
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Abbildung 47: Vereinfachtes Modell eines CD95-unabhängigen Mechanismus des AICD in 
primären humanen Gedächtnis T-Zellen. 1.) TCR/CD3-Restimulation induziert in Effektor 
T-Zellen die Expression des CD95L, welcher durch Stimulation von CD95 Apoptose induziert. 
2.) Langzeit-kultivierte Gedächtnis T-Zellen hingegen sind trotz hoher CD95-Expression 
resistent gegenüber CD95-induzierter Apoptose. TCR/CD3-Restimulation führt in diesen Zellen 
über einen bisher ungeklärten Mechanismus zur Apoptose-Induktion. 

 

Die in vitro kultivierten T-Zellen werden über die gesamte Dauer der Experimente in 
IL-2-haltigem Medium gehalten. Da Gedächtnis-Zellen nicht (oder nur sehr langsam) 
proliferieren, exprimieren sie nicht die hochaffine α-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25). 
Nur unphysiologisch hohe Konzentrationen an IL-2 sind noch in der Lage, über die 
verbliebenden IL-2R-Ketten ein Signal zu übertragen. Eine Aktivierung von Antigen-
spezifischen Gedächtniszellen durch IL-2 und IL-4 wurde im murinen T-Zellen 
berichtet (London et al., 1999). Interessant wäre die Klärung, ob das Vorhandensein 
von IL-2, oder auch anderer Zytokine bzw. Costimulation, einen Effekt auf das 
Überleben der in vitro generierten Gedächtnis T-Zellen hat. Das Langzeit-Überleben 
von Gedächtniszellen scheint von Zytokinen abhängig zu sein (Ashton-Rickardta and 
Opferman, 1999; Carter et al., 1998). So wurde von einer Kontrolle der Homöostase 
CD8+-Gedächtniszellen durch IL-15 berichtet (Judge et al., 2002; Kennedy et al., 2000; 
Lodolce et al., 1998; Zhang et al., 1998). IL-15 könnte dabei gewisse Funktionen von 
IL-2 übernehmen (Alileche et al., 2001; Yamada et al., 1998). Auch IL-7 scheint 
positive Auswirkungen auf das Überleben von Gedächtniszellen zu haben (Kieper et al., 
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2002; Schluns et al., 2000; Tan et al., 2002). Zwar sind Gedächtnis T-Zellen zur 
Aktivierung weniger auf Costimulation angewiesen als naive T-Zellen (Croft et al., 
1994; Kuiper et al., 1994), jedoch wurde eine Rolle costimulatorischer Moleküle in der 
Aufrechterhaltung der Homöostase von Gedächtniszellen gezeigt (Bertram et al., 2002; 
Semnani et al., 1994; Sporici and Perrin, 2001). 

Zur Differenzierung unterschiedlicher T-Zell-Aktivierungsphasen werden im humanen 
und murinen System verschiedene phänotypische Oberflächenmarker herangezogen 
(Ashton-Rickardta and Opferman, 1999). Die wohl bekanntesten Marker sind CD45RA 
und CD45RO. Dabei handelt es sich um alternative Spleiß-Varianten von CD45, wobei 
CD45RA+ Zellen als naïve und CD45RO+ Zellen als Gedächtnis T-Zellen betrachtet 
werden (de Jong et al., 1991). Jedoch wird die CD45RO-Form auch auf der 
Zelloberfläche von Effektorzellen exprimiert. Zudem ist die exklusive Expression von 
CD45RA auf naïven und CD45RO auf Gedächtniszellen nicht stabil, was durch eine 
Reversion dieser Verhältnisse in späten Gedächtniszellen gezeigt werden konnte (Abb. 
38) (Arlettaz et al., 1999; Beverley, 1991; Dunne et al., 2002). Die IL-2 Rezeptor α-
Kette (IL-2Rα)/CD25 wird nur von aktivierten, proliferierenden T-Zellen exprimiert, 
hingegen nicht von ruhenden Zellen, wie naïven und Gedächtnis T-Zellen. Bei CD62L 
handelt es sich um ein Adhäsions-Molekül, welches wie CCR7 (Sallusto et al., 1999) 
daran beteiligt ist, naïven T-Zellen das Einwandern in periphere lymphatische Organe 
zu ermöglichen (homing) und dadurch auch deren Lokalisation auf diese Organe 
beschränkt. CD62L wird nicht auf Effektor- und nur auf Subpopulationen von 
Gedächtniszellen (Zentrale Gedächtniszellen) exprimiert, welche dadurch in nicht-
lymphoides Gewebe einwandern können. Auch die CD95-Expression kann als 
Unterscheidungsmerkmal herangezogen werden, da nur naïve Zellen CD95-negativ 
sind. Zahlreiche weitere Marker können zur Phänotypisierung herangezogen werden, so 
z.B. CD11a, CD18, CD29, CD49e, CD49d, LFA-2 und LFA-1 (Hamann et al., 1997), 
jedoch handelt es sich bei diesen Proteinen um Marker, die sowohl auf Effektor- als 
auch auf Gedächtniszellen zu finden sind. Gedächtnis T-Zellen sind in der Lage, 
Effektorfunktionen schneller und effizienter zu übernehmen als naïve T-Zellen. In 
vielen Fällen sind sie auch zur schnelleren Zytokin-Sekretion in der Lage (Rogers et al., 
2000; Sasama et al., 1998). Dies könnte als zusätzlicher funktioneller Marker zur 
Identifikation von Gedächtnis T-Zellen dienen.  

Zusammenfassend kann man sagen, daß zwar bisher kein Oberflächenprotein 
identifiziert werden konnte, das exklusiv nur von Gedächtniszellen exprimiert wird, 
aber daß man über eine Kombination von Markern Gedächtniszellen identifizieren 
kann. In Hinblick auf allgemein akzeptierte Gedächtnis T-Zell-Oberflächenmarker 
entsprechen die in vitro langzeit-kultivierten Zellen dieser Studie Gedächtnis T-Zellen. 

Zur weiteren Charakterisierung von humanen Gedächtniszellen ist es erforderlich, in T-
Zell-Präparationen aus Spenderblut direkt an Tag 0 die Gedächtnis T-Zell-Population zu 
isolieren und mit den Gedächtnis T-Zellen des Langzeit-Kultivierungs-Modells zu 
vergleichen. Auch wenn das biochemische Arbeiten mit Langzeit-kultivierten Zellen 
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einfacher ist, da der Prozentsatz an Gedächtnis-Zellen im Blut gering ist und somit nur 
wenige Zellen für proteinbiochemische Studien zur Verfügung stehen, ist eine 
Bestätigung der Befunde in unbehandelten T-Zellen notwendig. Zur Zeit ist eine 
Isolierung primärer Gedächtnis-Zellen direkt aus dem Blut jedoch nur bedingt möglich, 
da es keine verläßlichen Marker gibt. Doch wäre eine Kombination unterschiedlicher 
Oberflächen-Moleküle zur Isolation durch entweder MACS- oder FACS-Sortierung 
denkbar. 

Letztlich bleibt die Frage, welche physiologische Funktion der beobachtete Apoptose-
Phänotyp erfüllt. Denkbar ist, daß die CD95-Resistenz einen Schutz vor sogenanntem 
bystander kill (Ando et al., 1997; Thilenius et al., 1999) darstellt, d.h. Gedächtnis T-
Zellen während der Deletionsphase einer Immunantwort nicht „versehentlich“ durch 
Apoptose eliminiert werden. Jedoch bleibt zu klären, warum die Zellen nicht die CD95-
Expression reduzieren, sondern stattdessen die Signalübertragung des Todesrezeptors 
blockieren. Interessant ist sicherlich auch die Aufklärung des molekularen 
Mechanismus der CD95-Resistenz und die Frage, ob die Stimulation des CD95-
Rezeptors überhaupt einen Effekt hat. Es wurde berichtet, daß primäre Gedächtnis T-
Zellen durch CD95-Stimulation costimuliert werden, was zu einer verstärkten 
Aktivierung und Proliferation führt (Chun et al., 2000; Desbarats et al., 1999). Bisher 
ungeklärt ist, ob CD95-positive, CD95-resistente Gedächtniszellen nach TCR/CD3-
Stimulation den CD95L exprimieren, und ob dieser zu einem physiologischen Effekt 
beiträgt. Bei der Beobachtung, daß Gedächtnis T-Zellen gegenüber TCR/CD3-
induzierter Apoptose sensitiv sind, könnte es sich um eine Frage der Intensität des TCR-
Signals handeln. Sicherlich ist die Stimulation des TCR/CD3-Komplexes über anti-
CD3-Antikörper stärker als während der Initiation einer sekundären Immunantwort 
durch Kontakt mit geringen Mengen an Antigen. Derzeit wird untersucht, ob das 
Verhältnis zwischen Proliferation und Apoptose nach TCR/CD3-Stimulation in 
Gedächtnis T-Zellen gegenüber naïven oder Effektor Zellen verschoben ist. Zu erwarten 
wäre eine weitaus stärkere Proliferation von Gedächtnis T-Zellen als Antwort auf 
geringe Mengen an Antigen bzw. anti-CD3-Antikörper. Aktuelle Untersuchungen 
konzentrieren sich somit auf die Regulation des Gleichgewichts von Proliferation versus 
Apoptose nach TCR/CD3-Stimulation und der involvierten regulatorischen 
Mechanismen.  
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7 AUSBLICK 

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals eine funktionelle Rolle für die direkte DNA-Bindung 
des GR an den CD95L-Promotor, und einer daraus resultierenden Regulation des AICD 
primärer T-Zellen in vitro. Die Glucocorticoid-Wirkung in vivo ist weitaus komplexer als in 
einem in vitro-Modell, da neben T-Lymphozyten zahlreiche weitere Zelltypen direkt oder 
indirekt beeinflußt werden. So haben Glucocorticoide Einfluß auf die Zytokin-Expression und 
die Aktivierung der HPA-Achse, was indirekt zu einer Modulation der Immunantwort führen 
kann. Zukünftige Experimente konzentrieren sich auf Untersuchungen der in vivo-Wirkung 
von Dexamethason auf die T-Zell-Deletion am Ende einer Immunantwort. Hierbei findet das 
in vivo-Modell der SEB-Injektion Verwendung. Ebenfalls untersucht wird in diesem Kontext 
der Mechanismus der in vivo-Sensitivierung aktivierter T-Zellen gegenüber Dexamethason-
induzierter Apoptose. 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine AP-1 Bindestelle im 5’ UTR des humanen CD95L-
Gens identifiziert werden. Mutationen in dieser Bindestelle reduzieren die TCR/CD3-
vermittelte Induktion des CD95L-Promotors, und folglich den AICD. Obwohl AP-1- und NF-
κB-Bindestellen im CD95L-Promotor beschrieben sind, spielt eine mögliche Repression 
dieser Transkriptionsfaktoren durch direkte Protein-Protein-Interaktionen mit dem GR bei der 
Glucocorticoid-vermittelten Inhibition des AICD keine entscheidende Rolle. Die Resultate 
der vorliegenden Arbeit mit konditional GR-defizienten Mäusen und GR-Mutanten weisen 
vielmehr auf eine direkte DNA-Bindung des GR an den CD95L-Promotor und einer daraus 
resultierenden Inhibition des AICD hin. Derzeitige Untersuchungen zur Identifikation eines 
nGRE im CD95L-Promotor mit einem 500 bp-langen Promotor-Konstrukt weisen auf eine 
Lokalisation weiter 5’ im Promotor hin. Künftige Deletions- und Mutations-Analysen mit 
einem 3 Kb-langen Promotor-Konstrukt werden zu detaillierteren Erkenntnissen über die 
genaue Lage und Funktion des nGRE führen. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Gedächtnis T-Zellen trotz einer 
Resistenz gegenüber CD95-induzierter Apoptose sensitiv gegenüber TCR/CD3-vermittelten 
Zelltod sind. Bei diesem AICD handelt es sich um einen alternativen, CD95-unabhängigem 
Mechanismus. Weitere Experimente werden zeigen, ob hierbei andere Todesrezeptoren 
involviert sind. Unklar ist bisher, ob Glucocorticoide, welche zu einer Inhibition des AICD in 
Effektor-Zellen in der Lage sind, einen Einfluß auch auf TCR/CD3-vermittelte Apoptose von 
Gedächtnis T-Zellen haben. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß Dexamethason in 
primären murinen T-Zellen in Gegenwart CD95L-antagonistischer Antikörper zu einer 
stärkeren Inhibition des Zelltods führt als die Blockade der CD95L-CD95-Interaktion alleine, 
was auf einen Einfluß auf einen weiteren Todessignalweg hinweist. Zukünftige Experimente 
werden zeigen, ob ein Glucocorticoid-inhibierbarer Signalweg im AICD von Gedächtnis T-
Zellen involviert ist. 
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9 ANHANG 

 

Sequenz des humanen CD95L 5’ UTR und Promotors: 

 

>gi|3492846|dbj|AB013303.1| Homo sapiens gene for Fas ligand, 5'-flanking region and 
partial cds 

TGCCTTGCTCCTGAATCAAACCTTCCAACAGAAGGCAGGGAAGTGAGATCATTAGGTTTGTTTTTTAAAA 

AGCATTTTTCTTATAGCATTTTACTGGGTGATTTGGGCTTGGGAAAGGTCGGTGGCAGGGCACCTGTTAG 

GGCATTATTGCAGTATTTCAAGTGAGAGATAAAGTCTGACCCCAGGCAACAGCAGTAAGAAAAATGGGAG 

TAGCGAGGATGGGGCAGGGGGGCAGTACACTGAGGGGAGGGTAAGGAACAGGTCTCAGGTAAAAGCGACA 

GTCCTGGGTGACCAGTTAAACGTTGGGGGAGAGGAAAAGAAAGGAGATGAAGTTGCCACCAGAAAGAGTG 

GCCTCAGGAGAAAGGGGTTGTACAGGGTTGGGGATGGGGTGGGATGGGCAGAATGTATCAGGGAAATAGT 

ACCCTTGGGGTTGGTGTGGTACAGGTGAGTGGGCCTGAATGATAGTAATGGAAATCCCAAAGCATGATAT 

AAAAACTAACGAAATTTGAAAAGTAATAAACATGAAAAAAATGAAAAATTTTGATTTATGGGGGATTTAT 

TTGGCTTCTATTGGAGAATGATTAGGACTGAAGCTAACTACTTGGAAGTTATTGGCATATAAATGGTATG 

TGAGGCCAGAGGAAATGGTGAGATGAGCCCAAGTAGAGAGGCCAGCTTTAAACAACAACAACAACAACAA 

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCAAAACAAAGAAATAGGACACAGAGTTAGATTTGAATGTCAGATAT 

ATGATGAATAATTGTTTAGTATATTCCATGTTTGGACATGTTTAAGACCTACTTGTCCTAAAAATAATGT 

ATTATTTATCTGAAATTCAAATTTAACTGGGCACCATGTATTTCATCTGGCAACCATAACAGGGGCAGCA 

CACAGAAATGTTGGCAGGGACCAGGCAGGCCTTTCAGATAGTGAGGTGGTGTGTGAGACACAGGCCAGTG 

GTGGAGGCTGGGTGACCCAGAACTCCTGTCTCTCATTCTCAGGGGCAGCTGCTACATACTTCCCACTGAT 

TGGGTTTGCAGAGATGGCCTCGAGGGTGTCTGATATTCTGATATTTCAAAACAGAATAGAAATATGTATT 

TTAATGTGTATTTAATATATATATTTTAAAATATTTTTAATGTTGATATTAAAAGTGGTCAGTTGGGCTC 

AGTGCAGTGGCTCATGCCTGTAATTCCAGCACTTTGGGAAACTGAGGCAGGAGGATGTCTTGAAGCTAGG 

AGTTTGAGACAAGCCTGGGCAACATAGCAAGTCCCCATCTGTACAAAAAAAAAAAAGAATAAATTAGTCA 

GGTGTAGTGACTTATGCCTATAATCCCAGCTACTCAGGAGGCCAAGGCAAGAGGATTGCTTGAGCCCAGG 

AGTTTGAGGCTGCAGTTAACTACGATAGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACTCTGTC 

TCTATTTAAATAAATAAGTAAATAAATAAACTGGGCAAACAATGAAAATGAAAACATTGCGAAATACAAA 

GCAGCTCTGTGGGTTCCACTGGTTTGCAGCCTCTGATCTAATTTCTAAAGTGGGTGTAGCAGGTTTTTAA 
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CCTGTAAATTATGGTGATCGGCAGGTCAGGGTAAATGGTAGTTGTGTGTGGGGAAGAGATGATGGCAACA 

GATGTTTTCCTCCTGCAAAAACTAAAATGTGGGAGTGACTTCTCTGGCCATGACTCCATGGTCTCTCCCC 

TCAGAGCCATTTTCAGTAAAATTTTTATAGTTTAAAAAATACGGTTCTGAACAATTTTTGTTAGAGTTAT 

TTTGGGATTTTTAAATAGTTTTTTGGTTGTGTATATGGTAGAATTCTTAAAATTATACAATTATAATGTA 

TAAAAAAGCATGCAATTATAATTCATAAAATTATAGCCCCACTGACCATTCTCCTGTAGCTGGGAGCAGT 

TCACACTAACAGGGCTATACCCCCATGCTGACCTGCTCTGCAGGATCCCAGGAAGGTGAGCATAGCCTAC 

TAACCTGTTTGGGTAGCACAGCGACAGCAACTGAGGCCTTGAAGGCTGTTATCAGAAAATTGTGGGCGGA 

AACTTCCAGGGGTTTGCTCTGAGCTTCTTGAGGCTTCTCAGCTTCAGCTGCAAAGTGAGTGGGTGTTTCT 

TTGAGAAGCAGAATCAGAGAGAGAGAGATAGAGAAAGAGAAAGACAGAGGTGTTTCCCTTAGCTATGGAA 

ACTCTATAAGAGAGATCCAGCTTGCCTCCTCTTGAGCAGTCAGCAACAGGGTCCCGTCCTTGACACCTCA 

GCCTCTACAGGACTGAGAAGAAGTAAAACCGTTTGCTGGGGCTGGCCTGACTCACCAGCTGCCATGCAGC 

AGCCCTTCAATTACCCATATCCCCA 

 

Erklärungen zu den Farbmarkierungen: 

 

blau:  TATA-Box an Position -30 

grün:  Transkriptions-Start an Position +1 

grau:  +76/+95 Oligonukleotid mit AP-1 Bindestelle 

(doppelt unterstrichen) 

rot:  Translations-Start-Codon ATG an Position +100 

 

 

Sequenz des murinen CD95L Promotors: 

 

>gi|20830819:c5703098-5693061 Mus musculus WGS supercontig Mm1_WIFeb01_18 

TAGTCCTGGCTGTCCTGGAACTCACTCTTTAGACCAGGCTGGCCTCGAACTCAGAAATCCGCCTGCCTCT 

GCCTCCCAAGTGCTGGGATTAAAGGCATGCACATATTTTTAATAATGACAACAATACACTTCTTCATACA 

ACACTTCTCTCTGGCTATTTCAATTACAGTTACTAGTCTGTGGGATGTTTTTCTAATATGACTGTTTTCT 

CTGCTAATACACGTGGAAGATTAAATATATGCAAATAGTTGTTTTTGTTTGTTTGTTTTGTTTTGTTTAA 

GAGCAAAGAGACAGGAGATTTTGCCTAACTGTCAAACCAGTCAAGACATCTGTAAAGTTGCTGGGCATGG 

TGGTGAACATCTGTAATTCCAAACTTTAAGAAAAGGGGGTCGGGAGGATTGCTACAAGTAGGAGGCCAGC 
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CTGGGTTACACACTGAGTTAGGAGTCAGTTTTGGTACATAGAGACACTCTATCTCTATAAAGGGAAAAAA 

CTATATCTACAATACCATGACTATGAGAACTGCATAACTATTGTACCAGGATAGATGGATGGGCAGATCA 

AACAAGAATCAGAGCTATAAGATGTCATCAATAAAGACCATGGTAACTATGCTACTGTGATTCAGTAGAA 

GAAATGAGGGATCGAGTTGAGGAAATTGGTTCATTCATAGTACAAGGTTTGCACTTTAGAAACTTTTATT 

TCTTATTTTTAAATATGCACATGCATGTGTGTCTTATATGTGGCCACATGCTTGTGAGTGCAGCTACCTG 

TACTTGGGGAGGCCAGAAGAGGGAACAGGATGCTGTGGAGGTGGAGGTGGTTGTTAGCTGCCTGAGATGG 

ATGCTAGGACTGAAGTCAGGCCCTCTGCAAGAGCAGGACATGCTCTGAACTGCTGAGCCACCTTTCTGGC 

TTCTGGTTTAAACTGTAGATGTCTTCTTAGAGCTTGAGTATTCGAGGCACGTTCTCCAATGCAAGGGGCC 

TCTAGGATCCTGGTAATGGGATGTGGCAAACAGAAAAATTCACATAACAAGAAAGTGGGTTGCCCAACAA 

ATCTATGACTGATGTTCAAACTCACAAGAAACAAGTGAGAAAGCAGTTCATAGACAGTGAGATTATCTTT 

ATAGGTATAATGCTGGCAAAAACTGGAAAGGTAGGTAGCATTATACAAAGCAGAGATCAAAGCAGCAGCT 

AGGATGCTCCTTCTGCAACTGCCAGTGGCGATGAGGGACTGAGCTGCTAAACGAGCATCCTGGAGGTACC 

TAGAGAAGTTGAACGAGTAGCCTCATGTTTATAAATACACAAACTCAAACTTGGAGTGTTCTACGGTCTT 

TACTCACATTTGAGAAATTCTTGTCTGGTCTGTCTGTTTGGCAGATTGCTTCAGGGGGCTTCCCTAGGCT 

TGTTAAGGTTAAATACCAGGTTCCCTGGCTATGTATCACCCTCTGTTGCTCCTGAGTCACCTCTGGAGCT 

CTGGCCTGTAGTCAACTTTAAGGCTGATTCCGTGGAATCATGAGAGTAGGAGGCTGAAAGGACTGAGTTT 

GAGGTTCTAGGATGTGGGGGCCATCAGCCTGTTGGCTCTTGCATCCATTTTTCCTTCAGCAGCTACAGAG 

CTAAGTTCTACTTTGAATGGTGATTTCTTTTCATTAATAAGGTTCTGGTACCAATGTGATGGGTCCTTGA 

GACTGTTCACGGGGGTGTTTATTCTTTCTCAATCTTGCCAATAATAGTACCATTTCTGCTGAATGGCACT 

ACCAAACTCCAACCCAGTTTCTAGAAGTTTCTCTCTCGTCTCTTTCAGCTAGAACTCTTTCCCTGTGATT 

GGTGGACAGTAGGGTGTTGATATTTTGAATCCTCTATGAAAAAAAATTAATCAAAAGAAGGACAAAGAGA 

TGTGGACAGACAGAATGACAATTACTAAAGAATCCTGGGAGTTGAGATATAAAAATCACAAAAGACTCAT 

CTGGTACAGGGAGAGCAGCCATGGGACTAGGGAAGGAGGGGAAGATAAGAAATGTGTCACAGGTGAGAAA 

AAGCAGGCCTGGATGATCAGGGTGGGGCGGGGAGGGTGCGGGGGGAAGGGCTGGGGGCAAAAGGAAGGAA 

CAGCCTGAGATTGCCAGCAGAGTGACCTCAGGAGAATTAGCAGCTGGGGTGGGGCAGGATGAAGGCAGCA 

GAAAAATAACACTTTGGGAGTTGTTTTGGCATAGGTGAGAGGGGTAGGGTGCTCATCCCAGAAATCCCAA 

AGCATGAGATAAAAAAAATAAAACCACTTAAAATGTAGAGTCTGCCAAAAAGGTGGAATATAGGAACTTA 

TTGGGATTTATATGGTTTATATGGGAAAGTAATGGGAACCGAGACTGAGTTCTTAGAGGTTATTAGACAT 

AAATGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGCCAGAAGACTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGG 

CCAGAAGACTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGCCAGAAGACTGAAGTCAAACCTAAGGCAGAGTGGT 

CGGTTTTATAAAGGCATAAGATATATACTTAAATTTGTTGTAAATGTTGAATAATGTTTTAGTATGTGCT 
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GTGTGATGGTTAAGGCACACTTGCTATAAAAATGCTATTTATTGCTTATCTCAAACTCTTCTGAATTAGG 

CACCTCAGTTTTCATCTGGTGACCAGAAGAGAGATTGCAAAGTTAAATGATTACAGAGGAGGAAGGCTAC 

ATTTCCCAGGGGAAGTGGGATGGATAGGGGGCAGGCACAGTGGGGGGTTAGGGCAGCCTTGAACACCTGG 

CACACATTCCTGGTTGCAGCTGGCTGATGTTCAGGGAAGGGACTTCAACAGAGGATTCAACTCCCTATGC 

TCAGATGTGGAGATATCTTCTCTAGCCGAACTCCTTGGTCTTTTCCCCATGCCTCAGCACCAACAGGCCT 

CTCAGGACACACCCCAGAGCTGCGGAAGAGCTAATGTCCTCAAGGGGTATCCAGCGCTGACTTGCTGAGT 

TGGACCTCAGGCAGGCAAGCCTGGTTTACCAGCCTTCTCAGTTAGCACAGAGACGCCAATTGGAACTTCG 

AAGACTTGTCGTCAGAAATTTCTGGGCGGAAACTTCCTGGGGTTGCTGTGAGCTTTTTGAGGCTTCTCAG 

CTTCAGATGCAAGTGAGTGGGTGTCTCACAGAGAAGCAAAGAGAAGAGAACAGGAGAAAGGTGTTTCCCT 

TGACTGCGGAAACTTTATAAAGAAAACTTAGCTTCTCTGGAGCAGTCAGCGTCAGAGTTCTGTCCTTGAC 

ACCTGAGTCTCCTCCACAAGGCTGTGAGAAGGAAACCCTTTCCTGGGGCTGGGTGCCATGCAGCAGCCCA 

TGAATTACCCATGTCCCCAGATCTTCTGGGTAGACAGCAGTGCCACTTCATCTTGGGCTCCTCC 

 

Erklärungen zu den Farbmarkierungen: 

 

blau:  TATA-Box 

rot:  Translations-Start-Codon ATG 

hellgrau: downstream Primer zur Klonierung der 1,5 Kb- bzw. 3 Kb-
CD95L- Promotor-Fragmente 

: dunkelgrau: upstream Primer zur Klonierung der CD95L-Promotor-Fragmente 
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°C  Grad Celsius 

Abb.  Abbildung 

AICD  Aktivierungs-induzierter Zelltod 

Ak  Antikörper 

AP-1  Aktivator-Protein-1 

AS  Aminosäure 

ATF-1  aktivierender Transkriptionfaktor-1 

ATP  Adenosintriphosphat 

Bcl-2  B-Zell-Lymphoma-2 

bp  Basenpaare 

bZIP  basischer Leuzin-Zipper 

CAP  Zytotoxizitäts-abhängiges APO-1 assoziiertes Protein 

c-FLIP  zelluläres FLICE-inhibitorisches Protein 

CD  “Cluster of differentiation” 

CFSE  Carboxyfluoroscein succinimidyl ester 

CHX  Cycloheximid 

ConA  Concanavalin A 

Cy  CyChrome 

Da  Dalton 

DD  Todesdomäne 

DED  Todeseffektordomäne 

Dex  Dexamethason 

DISC  Tod-induzierender Signalkomplex 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DN  dominant-negativ 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DTT  Dithiotreitol 
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ΨM  Mitochondriales Transmembranpotential 

EMSA  “electrophoretic mobility shift assay” 

FACS  “fluorescence activated cell sorter” 

FADD  “Fas-associated death domain protein” 

FCS  Fötales Kälberserum 

FITC  Fluoresceinthiocyanat 

FLICE  “FADD-like ICE” 

FSC  „forward scatter“ (im FACS) 

g  Gramm 

GC  Glucocortiocid 

GILZ  “Glucocorticoid Induced Leucine Zipper” 

GR  Glucocortiocid-Rezeptor 

GRlckCre konditional T-Zell-spezifische GR-defiziente Maus 

GRdim  Dimerisierungs-defekte GR-Mutante 

GRE  Glucocorticoid-responsives Element 

h  Stunde 

ICE  Interleukin-1β-konvertierendes Enzym 

IκB  Inhibitor von NF-κB 

IgG  Immunglobulin der Klasse G 

IL  Interleukin 

JNK  c-Jun NH2-terminale Kinase 

Kb  Kilobasenpaare 

KDa  Kilodalton 

LZ  Leuzin-Zipper 

M  molar 

MACS  “magnetic activated cell sorter” 

ME  2-Mercaptoethanol 

min  Minuten 

mRNA  messenger RNA 

MW  Molekulargewicht 

min.  Minute 
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NF-κB  Nukleärer Faktor κB 

NGF  Nervenwachstumsfaktor 

nGRE  negatives Glucocorticoid-responsivee Element 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion 

PE  Phycoerythrin 

PHA  Phytohemagglutinin 

PMA  phorbol-12-myristat-13-actetat 

pI  isoelektrischer Punkt 

PI  Propidium Iodid 

PT  Permeabilitäts-Transition 

rpm  Umdrehungen pro Minute 

RNA  Ribonukleinsäure 

RT  Raumtemperatur 

RT  Reverse Transkription 

s  Sekunde 

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

SSC  „sideward scatter“ (im FACS) 

TCR  T-Zell-Rezeptor 

TNF  Tumor Nekrose Faktor 

TNF-R  Tumor Nekrose Faktor-Rezeptor 

TPA  12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetat 

TRAIL  “TNF-related Apoptosis-inducing ligand” 

TRE  TPA-responsives Element 

UTR  untranslatierte Region 

v-FLIP  virales FLICE-inhibitorisches Protein 

 

 

Weitere Abkürzungen sind in den einzelnen Kapiteln erläutert. 
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