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Zusammenfassung 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kutane T-Zell-Lymphome (CTCL) hinsichtlich ihrer 

Apoptoseregulation untersucht. Die häufigsten Entitäten sind die Mycosis fungoides, das 

Sézary-Syndrom sowie die Gruppe der CD30
+
 lymphoproliferativen Erkrankungen 

(cALCL). Todesliganden-vermittelte Apoptose ist auch für die Lymphozyten-Homöostase 

von essentieller Bedeutung. 

Zunächst wurden die CTCL-Zelllinien hinsichtlich ihrer Apoptosesensitivität gegenüber 

Todesliganden untersucht und mit der von systemischen T-Zell-Lymphomzellen 

verglichen. Hierbei zeigte sich eine ausgesprochene Resistenz aller kutanen Zelllinien 

gegenüber TRAIL- und TNF-Ŭ-induzierter Apoptose. Anhand der Aktivierung der 

Caspasensignalkaskade war eine frühe Blockierung der Apoptose nachweisbar. Überdies 

konnte der Verlust von CD95 und TNF-R1 sowie von Caspase-10 und des Bcl-2-Proteins 

Bid in verschiedenen CTCL-Zelllinien nachgewiesen werden. Die Apoptoseresistenz 

konnte mit einer generellen und starken Expression des anti-apoptotischen Proteins c-

FLIP korreliert werden.  

Des Weiteren wurde der Einfluss von CD30-Stimulation auf die durch CD95-induzierte 

Apoptose in CD30
+
-Zelllinien untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Aktivierung von 

CD30 zu einer verminderten Sensitivität gegenüber CD95-induzierten Apoptose führt. Die 

Bedeutung der in vitro-Ergebnisse zeigte sich auch durch eine weitgehende Parallelität 

dieser zu untersuchten Biopsieproben von CTCL-Patienten. 

Schließlich wurden verschiedene NSAIDs auf ihre Fähigkeit hin untersucht, 

Apoptosesignalwege zu aktivieren bzw. die Expression von c-FLIP zu vermindern. Dies 

wurde sowohl in CTCL-Zelllinien als auch in Tumor-T-Zellen von CTCL-Patienten 

untersucht. Die Wirksamkeit von NSAIDs konnte auch in ex vivo behandelten Tumor-T-

Zellen von CTCL-Patienten nachgewiesen werden, was auf einen möglichen Nutzen 

dieser Substanzgruppe für die CTCL-Therapie hinweist. 

In Ihrer Gesamtheit vermittelt die vorliegende Arbeit einen Einblick in die komplexen 

Apoptoseregulationsmechanismen in kutanen T-Zell-Lymphomen und identifiziert c-FLIP 

als einen zentralen Resistenzfaktor.  

 

Schlagwörter: Apoptose, CTCL, c-FLIP, Todesliganden, NSAID 
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Abstract 

Cutaneous T cell lymphomas (CTCL) form a heterogeneous group of non-Hodgkin 

lymphomas with primary involvement of the skin. Its most frequent forms are Mycosis 

fungoides, Sézary syndrome and CD30-positive cutaneous anaplastic large-cell 

lymphoma. Death ligands critically contribute to lymphocyte homeostasis by induction of 

apoptosis and may further represent safeguard mechanisms to prevent lymphoma 

development and tumor growth. 

First, we analyzed induction of apoptosis by death ligands in CTCL cell lines and 

compared it to that in systemic T-cell lymphoma cells. This revealed for CTCL cells a 

pronounced resistance to death ligands. In particular, there was no caspase activation in 

non-responsive CTCL cells, indicating an early blockade of the apoptosis signal. 

Furthermore a loss of CD95, TNF-R1, caspase-10, as well as of Bid was found in several 

cell lines. Changes at the receptor expression level were largely ruled out, whereas, 

consistent and strong expression of c-FLIP was correlated with resistance. 

In addition, we investigated the CD30/CD95 crosstalk in CD95-sensitive cALCL cell 

lines. Experiments showed that CD30 ligation leads to NF-əB-mediated c-FLIP 

upregulation in cALCL cells, which in turn conferred resistance to CD95-induced 

apoptosis. Parallels with regard to expression of apoptosis regulators were seen in 

peripheral blood mononuclear cells and biopsies of CTCL patients. 

Finally, we evaluated non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) for their capacity 

to downregulate c-FLIP expression and apoptosis induction in CTCL cells as well as in 

tumor T cells from CTCL patients. NSAID treatment resulted in an activation of both 

apoptosis signaling pathways and, furthermore, Diclofenac pre-treatment sensitized for 

TRAIL-induced apoptosis.  

In conclusion, this study elucidates defects in apoptosis regulation, proved the significance 

of c-FLIP for the survival of CTCL cells and provides a rationale for the use of NSAIDs 

as a potentially new therapeutic option for CTCL patients. 

 

Keywords: Apoptosis, CTCL, c-FLIP, death ligand, NSAID 
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1 Einleitung 

1.1 Immunsystem 

Das Immunsystem ist in vielzelligen Organismen für die Bekämpfung von Infektionen, 

pathogenen Mikroorganismen und für die Entfernung potentiell gefährlicher, 

körpereigener Zellen von zentraler Bedeutung. Dabei stützt sich das Immunsystem auf 

zwei Säulen, zum einen auf die angeborene (unspezifische) und zum anderen auf die 

adaptive (spezifische) Immunantwort. Die angeborene Immunantwort erkennt 

konservierte Strukturen auf Pathogenen und führt zu einer schnellen Immunantwort gegen 

diese. Das adaptive Immunsystem ist charakterisiert durch seine hohe Spezifität in der 

Erkennung von Antigenen, was die Identifizierung von unterschiedlichsten Erregern 

ermöglicht (Chaplin, 2010). Überdies ist das adaptive Immunsystem in der Lage, 

veränderte körpereigene Zellen zu identifizieren und diese mittels Todesliganden-

vermittelter oder Granzym B-induzierter Apoptose zu eliminieren (Igney and Krammer, 

2002a).  

Im Allgemeinen sind Apoptosesignalwege, die durch Todesliganden, wie zum Beispiel 

CD95L oder TRAIL, aktiviert werden, auch für die Selbstregulation von Immunzellen und 

hier vor allem für Lymphozyten von großer Bedeutung (Li-Weber and Krammer, 2003; 

Falschlehner et al, 2009). Wichtig für die korrekte Funktion des Immunsystems ist die 

Unterscheidung zwischen körpereigen und körperfremd bzw. entartet (Medzhitov and 

Janeway, Jr., 2000). Störungen in der Fähigkeit zur Unterscheidung sind häufig mit 

Autoimmunerkrankungen assoziiert. Generell stellen verschiedene Schritte im Laufe der 

Entwicklung und Reifung von Immunzellen sicher, dass autoreaktive Zellen mittels 

Apoptose eliminiert werden. Das adaptive Immunsystem ist überdies in der Lage, ein 

immunologisches Gedächtnis zu entwickeln, welches bei einer erneuten Begegnung mit 

dem gleichen Antigen zu einer schnelleren Immunantwort führt. Daher kann die 

physiologische Lebensdauer von Lymphozyten ein paar Stunden, im Falle von 

Gedächtniszellen sogar bis zu mehreren Jahren betragen (Sallusto and Lanzavecchia, 

2009). 

1.1.1 T-Lymphozyten Entwicklung 

Pluripotente Knochenmarkstammzellen stellen den Ausgangspunkt für myeloide und 

lymphoide Zellen dar. Zu den wichtigsten spezifischen und hoch spezialisierten 
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Immunzellen zählen T- und B-Lymphozyten. T-Lymphozyten haben ihren Namen auf 

Grund ihrer Reifung im Thymus. Unreife Vorläufer-T-Lymphozyten wandern aus dem 

Knochenmark in die lymphatischen Gewebe des Thymus ein und erfahren dort in 

verschiedenen Schritten ihre Reifung zu naïven T-Lymphozyten. Zunächst differenzieren 

die Vorläuferzellen zu CD4/CD8 doppelt positiven Thymozyten (DP) aus (Abbildung 1). 

Anschließend findet eine Positivselektion an den kortikalen, thymischen Epithelialzellen 

statt, die dazu führt, dass nur noch CD4 oder CD8 an der Zelloberfläche (SP) exprimiert 

wird. Hieran schließt sich die sogenannte Negativselektion in der Markregion an. Die 

Eliminierung der nicht adäquaten T-Lymphozyten erfolgt mittels Apoptose. Thymozyten, 

die die Negativselektion überstanden haben, verlassen den Thymus als naïve T-Zellen. 

Dies sind nur noch 2% ï 3% der ursprünglich eingewanderten Thymozyten. Am Ende 

dieser Prozesse stehen reife T-Lymphozyten, die mit Hilfe des T-Zell-Rezeptors (TCR) 

und im Verbund mit dem Haupthistonkompatibilitätskomplex (MHC)-Klasse-I- bzw. 

(MHC)-Klasse-II -Komplex Antigen-Peptide erkennen können (Germain, 2002; Chaplin, 

2010; Hinterberger et al, 2010).  

 

 

Abbildung 1 

T-Lymphozyten Entwicklung. Ausgehend von hämatopoetischen Stammzellen reifen in den lymphatischen 

Geweben CD4
+
 und CD8

+
 T-Zellen (Germain, 2002). 
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1.1.2 : T-Lymphozyten (CD4
+
)  

 

Für T-Lymphozyten ist unter anderem die Expression des T-Zell-Rezeptors (TCR) 

charakteristisch. Durch die sogenannte TCR-Umlagerung ist das Immunsystem theoretisch 

in der Lage, für jedes mögliche Peptid einen T-Lymphozyten mit dem passenden TCR zur 

Verfügung zu haben (Krangel, 2009). Die Erkennung von Antigenen wird über den T-

Zell-Rezeptorkomplex, einem Multiproteinkomplex bestehend aus TCR und CD3, 

realisiert. Mit Hilfe dieses Komplexes werden Signaltransduktionskaskaden, an denen 

Protein-Tyrosin-Kinasen beteiligt sind, induziert, die zur Aktivierung verschiedener 

Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (activator protein 1), NFAT (nuclear factor of activated 

T-cells) oder NF-əB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) 

führen (Nakayama and Yamashita, 2010; Love and Hayes, 2010). 

Reife T-Lymphozyten sind neben der Expression des TCR auch durch ihr sezerniertes 

Zytokin-Profil (Th1:INF-ɔ, Th2:IL-4/IL-5, Th17:IL-17) charakterisiert und lassen sich so in 

verschiedene Subgruppen unterteilen. Eine Voraussetzung für die Aktivierung von CD4-

positiven T-Helferzellen stellt die Interaktion mit MHC-Klasse-II -Hilfsrezeptoren, die von 

antigenpräsentierenden Zellen (APC) exprimiert werden, dar. Für die Aktivierung sind 

jedoch auch kostimulatorische Rezeptoren von Bedeutung, die zur Modulation von 

Signalen beitragen können. Im Anschluss an eine Aktivierung differenziert ein Teil der T-

Helfer-Zellen zu Gedächtniszellen, die unter anderem durch die Expression von CD45RO, 

CD45RA, CD29, CTLA (cytotoxic T lymphocyte antigen) sowie durch erhöhte 

Apoptoseresistenz gekennzeichnet sind (Daniels and Teixeiro, 2010). Obgleich ihrer 

wichtigen Aufgabe, sind Gedächtniszellen nach wie vor nur zum Teil verstanden 

(Williams and Bevan, 2005; MacLeod et al, 2010).  

1.1.3 T-Lymphozyten-Homing 

Eine wichtige Fähigkeit, die T-Lymphozyten aufweisen müssen, um ihre Funktion im 

Immunsystem zu gewährleisten, ist das Einwandern in Gewebe. Die meisten reifen 

Lymphozyten zirkulieren permanent zwischen Blutkreislauf und Gewebe. Dies beginnt 

mit der Extravasation aus dem Blutkreislauf an Endothelzellen vorbei in das jeweilige 

Gewebe und endet mit dem Durchqueren der Lymphgewebe zurück ins Blut (Shimizu et 

al, 1992). Diese gerichtete Bewegung wird als Lymphozyten-Homing bezeichnet (Butcher 

and Picker, 1996).  
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Neben der reinen Zirkulation zwischen den verschiedenen Geweben kommt es bei 

aktivierten T-Zellen überdies zu einem präferentiellen Einwandern in das Gewebe, in dem 

die Aktivierung stattfand (Schaerli and Moser, 2005). Durch die Expression von Homing-

Rezeptoren (z.B. CLA, CD44, L-Selektin, Integrin, VLA -4, LFA-1) können 

unterschiedliche Gewebe, wie zum Beispiel die Haut, auch gezielt infiltriert werden 

(Butcher and Picker, 1996; Marelli-Berg et al, 2008; Magro and Dyrsen, 2008). Zusätzlich 

können Chemokine als Botenstoffe, sezerniert von dendritischen Zellen oder 

Keratinozyten, eine Einwanderung von T-Zellen mit entsprechenden Chemokinrezeptoren 

(CCR4, CCR10, CXCR3) in Gewebe fördern (Ward and Marelli-Berg, 2009). Ein Verlust 

von Homing-Rezeptoren, ebenso wie die dysregulierte Expression von 

Adhäsionsmolekülen (z.B. L-Selektin), ist mit der malignen Transformation von T-

Lymphozyten assoziiert (Heald et al, 1993; Borowitz et al, 1993; Burg et al, 2006).  

1.1.4 Kostimulatorische Signale 

Die Aktivierung von naïven CD4
+
 T-Zellen erfolgt nach dem Zwei-Signal-Modell, das 

bereits 1975 von Bretscher postuliert wurde und bis heute noch Gültigkeit besitzt 

(Bretscher, 2004). Nach diesem Modell benötigt eine naïve T-Zelle zwei Signale für ihre 

Aktivierung. Das erste Signal stellt die antigenspezifische Bindung des T-Zell-

Rezeptorkomplexes (TCR-CD3) an dendritische Zellen (DC) dar. Das zweite Signal wird 

als kostimulatorisches Signal bezeichnet. In den letzten Jahren wurde deutlich, dass es 

sich bei dem kostimulatorischen Signal nicht nur um ein singuläres Ereignis handelt, 

sondern dass T-Lymphozyten gewissermaßen mit antigenpräsentierenden Zellen (APC) 

kommunizieren. Dies kann sowohl zu aktivierenden wie auch zu inhibierenden Signalen 

führen. Dabei handelt es sich um einen regulatorischen Vorgang, der einer 

physiologischen T-Zell-Aktivierung dient. Kostimulatorische Signale werden unter 

anderem über akzessorische Rezeptoren wie CD2, CD28, CD40 oder CD30 vermittelt 

(Leitner et al, 2010). 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde auch die Signalgebung des CD30-

Rezeptors untersucht. Der CD30-Rezeptor ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-

Rezeptor-Superfamilie (TNFR-SF), die durch strukturelle und funktionelle Homologien 

gekennzeichnet ist (Durkop et al, 1992; Smith et al, 1994). CD30 ist auf Tumorzellen des 

klassischen Hodgkin-Lymphoms (cHL) und des anaplastischen großzelligen T-Zell-

Lymphoms (ALCL) exprimiert. Im normalen lymphatischen Gewebe sind lediglich 

wenige aktivierte Lymphozyten CD30-positiv (Stein et al, 1985; Chiarle et al, 1999). 
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Darüber hinaus findet man den Rezeptor auch auf aktivierten und virustransformierten T- 

und B-Lymphozyten (Froese et al, 1987). Die lösliche Form von CD30 (sCD30) kann 

sowohl in Kulturlösungen von CD30-positiven Tumorzellen als auch im Serum von 

Patienten mit CD30-positivem Lymphom nachgewiesen werden (Josimovic-Alasevic et 

al, 1989). 

Im Vergleich zum CD30-Rezeptor ist die Expression des CD30-Liganden (CD30L) 

weniger eingeschränkt. Dieses Typ-II -Membranprotein findet sich auf aktivierten T-

Zellen, Granulozyten, Makrophagen und auf normalen sowie malignen B-Lymphozyten 

(Smith et al, 1993; Chiarle et al, 1999). Die Aktivierung von CD30 kann, in Abhängigkeit 

des Zelltyps, unterschiedliche Signalwege induzieren, die zu Zellwachstum, 

Differenzierung oder auch Apoptose führen. Ein wichtiger Signalweg, der durch den 

CD30-Rezeptor aktiviert wird, ist der NF-əB-Signalweg, der in anti-apoptotischen und in 

entzündlichen Prozessen eine wichtige Rolle spielt (Schneider and Hubinger, 2002; 

Schneider et al, 2004; Kennedy et al, 2006).  

1.2 Entzündung  

Für einen weiteren wichtigen Prozess sind die Zellen des Immunsystem von essentieller 

Bedeutung ï der Entzündung oder Inflammation. Im Allgemeinen beginnt Inflammation, 

wenn es in einem Gewebe zu Irritationen durch Verletzung, Infektion oder dem Auftreten 

von toxischen Substanzen kommt. Dies führt zur Ansammlung von Gewebsflüssigkeit und 

zur Infiltration von Immunzellen in das Gewebe, wodurch es zu Schwellung, Erythema 

und damit zu einer weiteren Verstärkung der Inflammation kommt. Im weiteren Verlauf 

der Inflammation stehen dann die Reparatur der Gewebeschäden sowie die 

Gewebeerneuerung im Mittelpunkt (Nathan, 2002).  

Im Zuge der Inflammation kommt es durch die verstärkte metabolische Aktivität in den 

inflammatösen Geweben zu einem erhöhten Aufkommen von ROS (reactive oxygene 

species) und RNS (reactive nitrogene species). Diese freien Radikale stellen im 

Allgemeinen ein toxisches Nebenprodukt von metabolischer Aktivität dar und können zu 

Schäden an Proteinen, Lipiden und der DNS führen. Allerdings aktivieren freie Radikale 

auch komplexe Signalwege, die unter anderem zu einer Erhöhung des anti-oxidativen 

Potentials führen bzw. Mediatoren induzieren, die den ROS/RNS-induzierten Schäden 

entgegenwirken. Einer dieser Signalwege, den ROS und RNS aktivieren, ist der NF-əB-

Signalweg (Roberts et al, 2009). In der Bekämpfung von Pathogenen ist die Freisetzung 
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von ROS Teil des physiologischen Schutzmechanismus und im Allgemeinen können 

Zellen zeitlich begrenzten oxidativen Stress überstehen.  

Neben dem physiologischen Nutzen von Entzündungsreaktionen, im Rahmen von 

Wundheilung oder in der angeborenen Immunantwort, zeigte sich in den letzten Jahren, 

dass es einen Zusammenhang zwischen chronischer Inflammation und der Entstehung von 

Krebs gibt (Mantovani et al, 2008). Dass hier komplexe Zusammenhänge zu 

berücksichtigen sind, zeigt sich auch daran, dass eine chronische Entzündung nicht per se 

das Krebsrisiko erhöht. Akzeptiert ist jedoch, dass Entzündungsprozesse in der 

Entwicklung und der Progression von Krebs eine wichtige Rolle spielen können. Viele 

Tumore zeigen nach ihrer Etablierung die Tendenz, eine pro-inflammatorische 

Mikroumgebung zu generieren (Mantovani et al, 2008). Von diesem Milieu scheinen 

Krebszellen, die auch als ĂWunden, die nicht heilenñ, bezeichnet wurden (Dvorak, 1986), 

zu profitieren. Die in Tumorgeweben präsenten, verschiedenen Immunzellen können 

daher durch die Sezernierung von pro-inflammatorischen Zytokinen oder Chemokinen zur 

Unterstützung des Tumors führen (Grivennikov et al, 2010).  

Eine Blockierung der Zytokin- und Chemokin-vermittelten Inflammation stellt daher 

einen möglichen Ansatzpunkt für Krebstherapiestrategien dar (Lawrence and Fong, 2010; 

Demaria et al, 2010). In diesem Zusammenhang könnte auch der Einsatz von nicht-

steroidalen anti-inflammatorischen Substanzen (NSAIDs), die auch zu einer Blockierung 

von NF-əB-Signalwegen beitragen, von Interesse sein (Habens et al, 2005; Cuzick et al, 

2009). Ein Vorteil von anti-inflammatorischen Therapieansätzen ist überdies, dass sie im 

Gegensatz zu Radio- oder Chemotherapie nicht zu Mutationen führen (Grivennikov et al, 

2010). 

1.3 NF-kB-Signalgebung 

In Säugetierzellen besteht die NF-əB-Transkriptionsfaktorfamilie aus fünf Mitgliedern: 

RelA (p65), RelB, cRel, NF-əB1 (p50 und sein Vorlªufer p105) sowie NF-əB2 (p52 und 

sein Vorläufer p100). Die NF-əB-Proteine lagern sich als funktionelle Struktur zu Homo- 

und Heterodimeren zusammen. Grundsätzlich lassen sich zwei NF-əB-Signalweg, der 

kanonische und der alternative NF-əB-Signalweg, voneinander unterscheiden (Abbildung 

2). Im Rahmen des kanonischen Signalweges kommt es hauptsächlich zur Aktivierung 

von RelA/p50-Dimeren. Diese liegen im unstimulierten Zustand im Zytoplasma durch I-

əB-Proteine (inhibitor of kappa-B) gebunden vor. Im Zuge einer Aktivierung durch eine 

breite Palette von Stimuli (TNF-Ŭ, IL-1, Virus-Infektion, genotoxische Substanzen oder 
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ionisierende Strahlung) kommt es zur Phosphorylierung der I-əB-Proteine an Serinresten 

durch den IKK-Komplex (I kappa B kinase), was zu einer Ubiquitinierung und zum 

proteosomalen Abbau der I-əB-Proteine führt. Die freigesetzten RelA/p50-Dimere 

translozieren in den Kern und wirken dort als Transkriptionsfaktoren. Dieser NF-əB-

Signalweg ist vor allem in der angeborenen Immunantwort und in der Inflammation von 

Bedeutung.  

 

 

Abbildung 2 

NF-əB-Signalwege. Aktivierung des kanonischen (I-əBŬ) und des NIK-abhängigen, alternativen NF-əB-

Signalweges. Für Erläuterungen siehe Abschnitt 1.3 (Bollrath and Greten, 2009).  

 

Der zweite, alternative Signalweg zeigt sich etwas eingeschränkter hinsichtlich der ihn 

aktivierenden Stimuli. Hierzu zählen Mitglieder der TNF-Superfamilie (z.B. BAFF), 

Lymphotoxin ɓ (LTɓ) oder der CD40-Ligand. In diesem Signalweg wird IKKŬ durch NIK 

(NF-əB-inducing kinase) aktiviert, woraufhin IKKŬ p100, den wichtigsten RelB-Inhibitor, 

phosphoryliert und dem proteosomalen Abbau zuführt. Die RelB/p52- oder RelB/p50-

Dimere translozieren in den Kern und führen zur Transkription von Genen. Verschiedene 

Untersuchungen weisen darauf hin, dass dieser Signalweg überwiegend in der 
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Entwicklung, Organisation und Funktion von sekundären lymphatischen Organen sowie in 

der B-Zell-Reifung eine Rolle spielt. In der Aktivierung beider NF-əB-Signalwege ist der 

IKK -Komplex von zentraler Bedeutung. Dieser besteht aus zwei katalytischen 

Untereinheiten, IKKŬ und IKKɓ, sowie einer regulatorischen Untereinheit, IKKɔ (NEMO) 

(Baud and Karin, 2009). 

Eine Blockierung von Inflammation und NF-əB-Signalwegen ist auf Grund ihrer 

Involvierung in Zellwachstum und Apoptoseresistenz auch therapeutisch relevant. Anti-

apoptotische NF-əB-Zielproteine sind neben Bcl-2- und IAP-Proteinen auch der 

Caspasen-Inhibitor c-FLIP (Micheau et al, 2001; Karin, 2006a; Karin, 2009; 

Vallabhapurapu and Karin, 2009). 

1.4 Nicht-Steroidale Anti-Inflammatorische Substanzen 

Nicht-steroidale anti-inflammatorische Substanzen (NSAIDs) werden seit langem für die 

Behandlung von Schmerzen und Entzündungen eingesetzt. In vergangenen Jahren konnte 

für diese Substanzklasse auch eine anti-neoplastische Aktivität nachgewiesen werden (Cha 

and DuBois, 2007). Für die schmerzstillende und anti-entzündliche Wirkung von NSAIDs 

ist die Inhibition von Cyclooxygenasen (COX) verantwortlich. Zurzeit sind drei 

Isoformen, COX-1, -2 und -3, beschrieben, wobei über COX-3 noch wenig bekannt ist. 

Für COX-1 ist eine ubiquitäre Expression in verschiedenen Geweben sowie eine wichtige 

Rolle für den Gastrointestinaltrakt nachgewiesen. Im Gegensatz dazu ist die Expression 

von COX-2 induzierbar, zum Beispiel durch Inflammation (Rouzer and Marnett, 2009).  

Im Allgemeinen können NSAIDs in zwei Gruppen eingeteilt werden: zum einen in die 

selektiven COX-2-Inhibitoren (Coxibe), wie zum Beispiel Celecoxib, und zum anderen in 

die nicht-selektiven COX-Inhibitoren, die sowohl COX-1 als auch COX-2 blockieren 

können. Beispiele für diese Gruppe sind Sulindac, Acetylsalicylsäure (ASA), 

Natriumsalicylat (NaS) oder Diclofenac (DF). Coxcibe wurden als Alternative zu nicht-

selektiven NSAIDs und deren Nebenwirkungen entwickelt (Warner et al, 1999). Es zeigte 

sich jedoch, dass Coxcibe zwar deutlich magenfreundlicher sind, aber unerwartet negative 

Auswirkungen auf das kardiovaskuläre System haben. Dies hatte sogar die Rücknahme 

von Medikamenten dieser Substanzgruppe zur Folge (Hinz et al, 2007). Cyclooxygenasen, 

die ein wichtiges Ziel der NSAIDs darstellen, sind für die Synthese von Prostaglandinen 

(PG) aus Arachidonsäure von Bedeutung (Samuelsson et al, 2007; Kang et al, 2007). Vor 

allem das Prostaglandin E2 (PGE2) zeigte sich als pro-proliferativ und mit dem Wachstum 

von Krebszellen assoziiert. PGE2 wird sezerniert und führt über die Bindung an 
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Prostaglandin E-Rezeptoren (EP1-4) zur Aktivierung von verschiedenen pro-proliferativen 

und anti-apoptotischen Signalwegen (Abbildung 3) (Fecker et al, 2007; Sugimoto and 

Narumiya, 2007). Eine veränderte Expression von COX-2 wurde im Kolorektalkarzinom 

(Clevers, 2006), kutanem Plattenepithelkarzinom (Fecker et al, 2010b) sowie in 

hämatologischen Erkrankungen (Ladetto et al, 2005; Ohsawa et al, 2006; Kopp et al, 

2010) mit Angiogenese, Metastasierung und anti-apoptotischer Signalgebung assoziiert. 

Überdies besteht ein Zusammenhang zwischen der durch chronische Inflammation 

verstärkten COX-2-Expression und der Entwicklung bzw. Förderung von Krebs 

(Subbaramaiah and Dannenberg, 2003; Harris, 2007; Grivennikov and Karin, 2010). 

 

 

Abbildung 3 

Signalwege, die durch Prostaglandin E2 (PGE2) aktiviert werden können (Fecker et al, 2007). 

 

Jedoch schränken die bei einer Langzeiteinnahme von hohen Dosen von NSAIDs 

auftretenden, zum Teil schweren Nebenwirkungen die Einsatzmöglichkeiten von NSAIDs 

ein. Dennoch haben sich NSAIDs als wirksam in der Bekämpfung von Tumoren gezeigt 

und sogar prophylaktische Effekte konnten nachgewiesen werden (Gupta and DuBois, 

2001; Thun et al, 2002). In verschiedenen Studien wurde die Wirkung von NSAIDs in 

unterschiedlichen Tumorentitäten evaluiert, wie zum Beispiel bei Brustkrebs (Gierach et 

al, 2008), Prostatakrebs (Liu et al, 2006a), Kolorektalkarzinomen (Thun et al, 2002), 

Lungenkrebs (Hosomi et al, 2000; Liu et al, 2006b), Magenkrebs (Wong et al, 1999) oder 

Lymphomen (Bellosillo et al, 1998; Jendrossek et al, 2003; Subhashini et al, 2005). Vor 
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allem für Personen mit FAP (Familiäre Adenomatöse Polyposis), die ein erhöhtes Risiko 

haben, Kolorektalkarzinome zu entwickeln, zeigte sich, dass NSAIDs dieses Risiko 

deutlich senken können (Steinbach et al, 2000; Cuzick et al, 2009). Trotz der anti-

tumoralen Aktivität von NSAIDs erfolgt eine prophylaktische Einnahme nur bei 

Personengruppen (z.B. mit FAP) mit einem besonders erhöhten Krebsrisiko. 

Neben der Inhibition der COX-2 haben NSAIDs weitere, COX-unabhängige, Wirkungen, 

die ebenfalls zur anti-tumoralen Aktivität beitragen können (Jana, 2008). Hierzu zählen 

unter anderem die Blockierung von NF-əB-Signalwegen (Kopp and Ghosh, 1994; Grilli et 

al, 1996; Din et al, 2004; Grosch et al, 2006), die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

PPAR-ɔ (He et al, 1999; Wu et al, 2003), der Abbau von ɓ-Catenin (Dihlmann et al, 

2003) sowie die Expression von p21 (Huls et al, 2003). Obwohl NSAIDs seit geraumer 

Zeit untersucht werden, ist im Vergleich zu anderen Tumorentitäten der Erkenntnisstand 

bezüglich der Wirkung von NSAIDs in T-Zell-Lymphomen noch gering (Elwood et al, 

2009). 

1.5 Maligne Lymphome ï Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome 

Als Lymphome werden Erkrankungen entarteter Zellen des lymphatischen Gewebes 

bezeichnet. Alle Lymphome lassen sich in eine von zwei Gruppen einteilen: in Hodgkin-

Lymphome (HL) oder in Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). Hodgkin-Lymphome sind 

nach dem Arzt Thomas Hodgkin benannt, der die Erkrankung 1832 als erster beschrieb. 

HL-Zellen exprimieren typischerweise CD30 und sind durch Hodgkin- bzw. Reed-

Sternberg-Zellen charakterisiert. Sie stammen überwiegend von B-Lymphozyten ab. 

Primär kutane Lymphome (CL) unterscheiden sich von anderen NHL sowohl in ihren 

klinischen als auch in ihren biologischen Eigenschaften. Auch stammen CL im Gegensatz 

zu den systemischen Lymphomen häufig von T-Lymphozyten (75%) ab (Groves et al, 

2000; Bassan et al, 2004). Die Klassifikation der primär kutanen NHL erfolgt 

entsprechend dem WHO/EORTC-Klassifikationssystem aus dem Jahr 2005. In diese 

aktuelle Klassifikation wurden neben klinischen Parametern auch morphologische, 

immunologische und genetische Kriterien einbezogen (Willemze et al, 2005; Burg et al, 

2006). Die Stadieneinteilung für MF/SzS erfolgt nach der ISCL/EORTC-TNM-

Klassifikation (Horwitz et al, 2008; Mestel et al, 2008). 

Kutane T-Zell-Lymphome (CTCL) sind durch eine klonale Vermehrung von malignen T-

Lymphozyten in der Haut gekennzeichnet, die zum Zeitpunkt der Diagnose nicht in 

anderen Organen nachweisbar sind (Willemze et al, 2005). Typischerweise ist der 
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Immunphänotyp von CTCL-Zellen dem von Gedächtniszellen ähnlich und ist durch die 

Expression von CD4, CD45RO und CLA gekennzeichnet. Die häufigsten kutanen T-Zell-

Lymphome sind die Mycosis fungoides (MF), das Sézary-Syndrom (SzS) sowie die 

Gruppe der CD30-positiven lymphoproliferativen Erkrankungen (Abbildung 4, Tabelle 1) 

(Willemze et al, 2005; Burg et al, 2005).  

 

Tabelle 1 Relative Häufigkeit und 5-Jahresüberlebensraten von Patienten mit primär kutanen 

Lymphomen entsprechend der WHO-EORTC-Klassifikation (verändert nach (Willemze et al, 2005)). 

WHO-EORTC Klassifikation  Häufigkeit  % 5-Jahresüberlebens rate % 

Indolent er klinischer  Verlauf  

Mycosis fungoides (MF) 44 88 

Folliculotrope MF 4 80 

Primär kutanes anaplastisches                     

großzelliges Lymphom (cALCL) 
8 95 

Lymphomatoide Papulose 12 100 

Aggressive r klinischer  Verlauf  

Sézary-Syndrom (SzS) 3 24 

Primär kutane periphere T-Zell-Lymphome, 

unspezifiziert 
2 16 

 

 

Abbildung 4 

Patienten mit verschiedenen kutanen Non-Hodgkin-Lymphonen. Mycosis fungoides (MF), Sézary-Syndrom 

(SzS), Lymphomatoide Papulose (LyP) und kutanes anaplastisches großzelliges Lymphom (cALCL). 
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Den CD30-positiven lymphoproliferativen Erkrankungen lassen sich die nicht-aggressive 

Lymphomatoide Papulose (LyP) und das aggressive CD30-positive kutane anaplastische 

großzellige Lymphom (cALCL) zuordnen. Die Tumorzellen dieser Entität zeichnen sich 

durch ihre Zellgröße sowie der Expression von CD30 aus (Stein et al, 2000; Kadin, 2006). 

Auch heute noch sind die der Pathogenese von CTCL zugrundeliegenden Mechanismen 

erst zum Teil aufgeklärt (Beyer M et al, 2011). 

1.5.1 Inzidenzen und Therapie von NHL 

Lymphome sind im Vergleich zu Organtumoren wie Brust-, Darm-, Prostata- oder 

Lungenkrebs eher selten (Abbildung 5). Für viele westliche Industrienationen liegt die 

Inzidenz für Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) bei 10-20 Fällen je 100.000 Personen pro 

Jahr. Am häufigsten erkranken dabei Menschen im höheren Lebensalter, etwa zwischen 

dem 50. bis 70. Lebensjahr, wobei Männer häufiger als Frauen betroffen sind (Muller et 

al, 2005; Husmann G et al, 2010). 

 

 

Abb ildung 5  

Prozentualer Anteil ausgewählter Tumorlokalisationen für Deutschland (Stand 2006) (Husmann G et al, 

2010). 

 

Während die Lebenserwartung von MF-Patienten mit ausschließlicher Haut-Beteiligung 

noch relativ gut ist, verschlechtert sich die Prognose, wenn eine Beteiligung der 

Lymphknoten vorliegt bzw. es zusätzlich zu einer Involvierung von Organen kommt (Kim 

et al, 1996; Whittaker and Foss, 2007). Von den zurzeit verfügbaren Therapien stellt allein 

die allogene Stammzelltransplantation eine Heilung in Aussicht. Jedoch ist dieser Eingriff 
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mit zum Teil tödlich verlaufenden Komplikationen verbunden. Da auch der Einsatz von 

Chemotherapie in frühen Stadien zu keiner Heilung führt, wird bei den meisten CTCL-

Formen eine stadiengerechte, eher zurückhaltende Therapie durchgeführt (Horwitz et al, 

2008). Neben CTCL-spezifischen Medikamenten wie Bexaroten, Denileukin Diftitox und 

Vorinostat werden auch topische Steroide, Mechlorethamin, Interferon-Ŭ oder 

Chemotherapien eingesetzt. Ebenso findet die extrakorporale Photophorese oder die 

Phototherapie in der CTCL-Therapie Anwendung (Mestel et al, 2008; Klemke and 

Goerdt, 2008; Lansigan and Foss, 2010). In den fortgeschrittenen Stadien steht auf Grund 

des seltenen kurativen Erfolges der Therapiestrategien auch die Verbesserung der 

Lebensqualität im Vordergrund (Demierre et al, 2006). 

1.6 Apoptose 

Der Begriff Apoptose leitet sich vom griechischen apo Ăabñ und ptosis Ăfallenñ ab und 

bezeichnet dort das Herabfallen von Blättern im Herbst. In der Biologie wird der Begriff 

verwendet, um das Absterben von Zellen nach einem definierten Programm zu 

beschreiben. Daher wird Apoptose auch als programmierter Zelltod bezeichnet (Lockshin 

and Williams, 1964; Kerr et al, 1972). Grundlegende Arbeiten zur Apoptose wurden 1977 

an dem Nematoden Caenorhabditis elegans durchgeführt. Hier konnte gezeigt werden, 

dass immer eine gleiche Anzahl von Zellen, nämlich 131 von 1090, im Verlauf der 

Entwicklung des Nematoden mittels Apoptose eliminiert werden (Sulston and Horvitz, 

1977).  

Charakteristisch für apoptotische Zellen ist das Schrumpfen der Zellen, die 

Chromatinkondensation, die DNS-Fragmentierung sowie die Aufrechterhaltung der 

Membranintegrität (Ellis et al, 1991). Während der Apoptose schnüren sich exozytotische 

Membranvesikel von der Plasmamembran ab, die die Fragmente der Zelle enthalten und 

als apoptotische Körperchen (apoptotic bodies) bezeichnet werden. Letztendlich werden 

diese Vesikel durch Makrophagen und Nachbarzellen aufgenommen, dadurch kommt es 

zu keiner Freisetzung von zytosolischen Bestandteilen in den extrazellulären Raum, 

weshalb es im Verlauf des apoptotischen Zelltodes zu keiner nennenswerten 

Entzündungsreaktion kommt (Hengartner, 2000; Harada and Grant, 2003). 

Generell handelt es sich bei der Apoptose um einen aktiven, ATP-abhängigen sowie strikt 

regulierten biochemischen Prozess. Apoptose ist für vielzellige Organismen ein 

grundlegender Mechanismus, der neben der Aufrechterhaltung der Zellhomöostase auch 

für die Entwicklung von Immunzellen von Bedeutung ist (Brenner et al, 2008). Jede Zelle 
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des menschlichen Körpers verfügt über die Möglichkeit, Apoptosesignalwege zu 

aktivieren und sich so aus dem Zellverbund zu entfernen (altruistischer Zelltod). 

Dysregulationen in Apoptosesignalwegen spielen bei verschiedenen Erkrankungen eine 

wichtige Rolle. So sind Veränderungen, die zu einer verstärkten Apoptose führen, bei 

neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus Parkinson 

beschrieben. Im Gegensatz dazu kann ein Mangel an Apoptose, zum Beispiel bei der 

Entwicklung von Lymphozyten, zu Autoimmunerkrankungen führen (Goldin and 

Landgren, 2009). Ebenso steht die Suppression von Apoptosesignalwegen klar mit der 

Entstehung und der malignen Transformation von Zellen in Zusammenhang (Vermeulen 

et al, 2005). Dies kann sowohl durch inaktivierende Mutationen pro-apoptotischer Gene 

als auch durch die Überexpression anti-apoptotischer Faktoren geschehen. Derart 

veränderte Zellen entziehen sich auf Grund ihrer Apoptoseresistenz sowohl der 

Selbstkontrolle als auch der Kontrolle durch das Immunsystem (Igney and Krammer, 

2002b; Kim et al, 2005). Dies kann dann zu ungehemmten Wachstum der Zellen führen 

und zur Entstehung von Therapieresistenzen beitragen (Eberle et al, 2007a; Fulda, 2009). 

Daher stellt die Induktion bzw. die Sensitivierung für Apoptose eine wichtige Strategie in 

der Bekämpfung von Krebs dar. 

1.7 Nekrose im Vergleich zur Apoptose 

Ein weiterer gut untersuchter Zelltodmechanismus, neben der Apoptose, stellt die Nekrose 

dar. Im Gegensatz zur aktiv regulierten und physiologisch sinnvollen Apoptose kann die 

Nekrose in der Regel als ĂUnfalltodñ der Zelle beschrieben werden. Obwohl unter 

pathologischen Bedingungen Apoptose und Nekrose koexistieren oder ineinander 

übergehen können, lässt sich doch anhand charakteristischer morphologischer und 

biochemischer Merkmale zwischen beiden Prozessen unterscheiden (Abbildung 6) 

(Nicotera and Merlino, 2004; Galluzzi et al, 2009).  

Nach mechanischer Verletzung, Unterversorgung mit Blut (Ischämie) oder Sauerstoff 

(Hypoxie) oder Bakterieninfektion der Zelle kann es zu nekrotischem Zelltod kommen. 

Durch die beschädigte Plasmamembran strömt Wasser in die Zelle und bringt diese zum 

Platzen. Dies führt dazu, dass Bestandteile des Zytosols in den Extrazellularraum gelangen 

und dort Entzündungsreaktionen auslösen, wodurch das betroffene Gewebe häufig 

vernarbt. Da Nekrose nicht energieabhängig ist, kann es auch zu nekrotischem Zelltod 

kommen, wenn eine Apoptoseinduktion ohne ausreichende Energieversorgung vorliegt 

(Fink and Cookson, 2005).  
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Wenngleich Nekrose gemeinhin als Unfalltod von Zellen beschrieben wird, so weisen 

neuere Ergebnisse darauf hin, dass auch hier spezifische Signalwege aktiviert werden. Da 

die beteiligten Signalwege auch im Verlauf der Apoptose aktiviert werden, kam es zur 

Prägung des Begriffes Nekroptose oder programmierter Nekrose (Degterev and Yuan, 

2008; Hitomi et al, 2008; Vandenabeele et al, 2010). 

 

 

Abbildung 6 

Darstellung einer apoptotischen (rechts) und nekrotischen (links) Zelle. Ausgehend von einer normalen Zelle 

(1) zeigt sich im Zuge der Apoptose eine Kondensation des Chromatins (2), eine Zellschrumpfung sowie die 

Abschnürung von apoptotischen Körperchen (3) und letztendlich die Aufnahme dieser durch Nachbarzellen 

(4). Im Gegensatz dazu ist die Nekrose durch ein Anschwellen der Zellen und einem Aufbrechen der 

Zellmembran (7) und letztendlich einem ĂAuslaufenñ der Zelle (8) und der Induktion von Inflammation 

gekennzeichnet (Kerr, 1995). 

 

1.8 Apoptosesignalwege 

In der Apoptoseregulation lassen sich im Allgemeinen zwei Signalwege voneinander 

unterscheiden. Zum einen der extrinsische, Todesliganden/Todesrezeptor-vermittelte 

Apoptosesignalweg und zum anderen der intrinsische, mitochondriale Apoptosesignalweg 

(Abbildung 7) (Hengartner, 2000; Harada and Grant, 2003; Fulda and Debatin, 2006). 

Beide Signalwege sind über das Bcl-2-Protein Bid (BH3-interacting domain death 

agonist) miteinander verbunden und können sich so gegenseitig beeinflussen (Li et al, 

1998; Youle and Strasser, 2008). Beide Signalwege aktivieren die Caspasensignalkaskade, 

die maßgeblich an der Ausprägung der für die Apoptose charakteristischen Merkmale 

beteiligt ist.  
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Neben den für die Regulation des mitochondrialen Apoptosesignalweges wichtigen Bcl-2-

Proteinen sind weitere inhibitorische Apoptosemediatoren wie c-FLIP im Bereich des 

DISC (death-inducing signaling complex) und die IAP-Proteinfamilie (inhibitor of 

apoptosis proteins) auf der Ebene der Effektorcaspasen bzw. der Initiatorcaspase-9 für die 

Apoptoseregulation von Bedeutung. 

 

 

Abbildung 7 

Apoptosesignalwege. Dargestellt sind der extrinsische und der intrinsische Apoptosesignalweg. Die Spaltung 

und damit Aktivierung von Caspasen ist durch (" ) gekennzeichnet. Erläuterungen siehe Abschnitt 1.8 

(Eberle et al, 2007b). 

 

1.8.1 Der extrinsische Apoptosesignalweg 

Der extrinsische Signalweg wird durch die Bindung von Todesliganden wie CD95L, 

TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) oder TNF-Ŭ (tumor necrosis factor 

alpha) an entsprechende Todesrezeptoren (CD95, TRAIL-R1, -R2 oder TNF-R1), die zur 

TNF-Rezeptor-Superfamilie gehören, initialisiert und führt typischerweise zur 
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Aktivierung der Caspasensignalkaskade (Wang and El Deiry, 2003; Lavrik et al, 2005; 

Krammer et al, 2007). Neben der Aktivierung der Caspasensignalkaskade kann es auch zu 

einer Aktivierung von NF-əB-Signalwegen durch die Anlagerung von anderen 

Adapterproteinen an den zytoplasmatischen Teil der Todesrezeptoren kommen 

(Abbildung 8) (Di Pietro and Zauli, 2004; Nicotera et al, 2007).  

Die Expression von sogenannten TRAIL-Decoy-Rezeptoren (TRAIL-R4/DcR1 und 

TRAIL-R5/DcR2) kann zu einer Blockierung von TRAIL-vermittelten Apoptosesignalen 

führen. Diese Gruppe von Todesrezeptoren sind zwar zur Bindung von TRAIL fähig, 

verfügen jedoch über keine oder nicht funktionelle zytoplasmatische Todesdomäne, 

wodurch keine DISC-Formierung stattfindet (Abbildung 8) (Mahalingam et al, 2009).  

 

 

Abbildung 8 

Schematische Darstellung der wichtigsten Todesliganden und der entsprechenden Todesrezeptoren sowie 

nachgeschalteter Signalwege (Eberle et al, 2007b). 

 

In Folge der Bindung von Todesliganden kommt es zu einer Oligomerisierung der 

Todesrezeptoren und am zytoplasmatischen Teil der Todesrezeptoren zur Formierung des 

pro-apoptotischen Multiproteinkomplexes DISC. Der DISC besteht unter anderem aus 

Initiatorprocaspase-8 oder -10 und dem Adapterprotein FADD (Fas-associated death 

domain protein), das die Bindung zur zytoplasmatischen Todesdomäne der 

Todesrezeptoren vermittelt (Scott et al, 2009). Als Folge der Formierung des DISC 

kommt es zur Aktivierung der Initiatorcaspase-8 oder -10, die letztendlich über die 
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Aktivierung von Effektorcaspasen zur Spaltung von Todessubstraten (z. B. ICAD oder 

PARP) sowie zur Fragmentierung der DNS führt (Fischer et al, 2003). Für aktive 

Caspasen wurden im Verlauf der letzten Jahre eine große Zahl von möglichen Substraten 

berichtet. Hierzu muss jedoch gesagt werden, dass für viele dieser Substrate weder deren 

physiologische Rolle bekannt ist noch deren Spaltung in vivo nachgewiesen werden 

konnte (Fischer et al, 2003; Timmer and Salvesen, 2007; Taylor et al, 2008). 

1.8.2 Caspasensignalkaskade 

Bei Caspasen handelt es sich um eine Gruppe von Proteasen, die in verschiedenen 

Signalwegen von elementarer Bedeutung sind (Tabelle 2). Der Name Caspase leitet sich 

von ihrer Funktion als Cystein-abhängige Aspartat-spezifische Protease ab. Caspasen 

werden als Zymogene gebildet und verfügen im Allgemeinen über einen ähnlichen 

strukturellen Aufbau. Sie bestehen aus einer, in ihrer Länge variierender, N-terminalen 

Prodomäne, gefolgt von konservierten, katalytischen Untereinheiten (Abbildung 9). Dabei 

scheinen die Caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 und -10 überwiegend in der Apoptose und die 

Caspase-1, -4 und -5 überwiegend in der Inflammation von Bedeutung zu sein (Tabelle 2) 

(Martinon and Tschopp, 2007; Pop and Salvesen, 2009). Überdies lassen sich die in der 

Apoptose involvierten Caspasen in Initiatorcaspasen (-8, -10, -9, -2) und in 

Effektorcaspasen (-3, -6, -7) unterteilen.  

 

Tabelle 2 Übersicht der Funktionen von Caspasen in humanen Zellen (Taylor et al, 2008). 

Caspase  8, 10, 9, 2 3, 6, 7 1, 4, 5, 12L 14 

Funktion  Apoptose Apoptose Inflammation 
Keratinozyten- 
differenzierung 

 Initiatorcaspasen  Effektorcaspasen    

 

Im Zuge der Caspasenaktivierung spielt die direkte proteolytische Spaltung nur für 

Effektorcaspasen eine entscheidende Rolle. Für Initiatorcaspasen ist der aktivierende 

Schritt die Einlagerung in Multiproteinkomplexe wie dem DISC, dem Apoptosom, dem 

PIDDosom oder dem Inflammasom. Dabei lagern sich Initiatorcaspasen mit 

Adapterproteinen wie z. B. FADD oder Apaf-1 und weiteren Faktoren wie z. B. 

Cytochrom C zu diesen Multiproteinkomplexen (Csp-8, -10: DISC; Csp-9: Apoptosom; 

Csp-2: PIDDosom) zusammen (Abbildung 9) (Tinel and Tschopp, 2004; Bratton and 

Salvesen, 2010; Schroder and Tschopp, 2010).  
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In diesen Komplexen kommt es zur Dimerisierung der Caspasen, ausgelöst durch die 

räumliche Nähe, was auch als proximity-induced dimerization bezeichnet wird (Salvesen 

and Dixit, 1999; Oberst et al, 2010). Im Verlauf der Aktivierung von Caspasen kommt es 

zur Prozessierung der katalytischen Untereinheiten in eine große (A) und eine kleine (B) 

Untereinheit, die sich zu Dimeren in der Art ABB`A` zusammenlagern. Die großen 

Untereinheiten (A oder A`) verfügen über Cys- und His-Aminosäurereste und vermitteln 

die katalytische Aktivität. Die kleinen Untereinheiten (B oder B`) besitzen indes 

Aminosäurereste, die für die Substratbindung notwendig sind. Im Verlauf der Aktivierung 

kann es durch intramolekulare Prozessierung zu weiteren Maturierungsereignissen 

kommen (Abbildung 10). Dies führt zur Abspaltung oder Kürzung der verschiedenen 

Linkerregionen, was zu einer Stabilisierung der Dimerkomplexe beiträgt.  

 

 

Abbildung 9 

Caspasenaufbau. Position der ersten Spaltstelle, zwischen der großen (p20) und der kleinen (p10) 

Untereinheit, ist durch einen dicken Pfeil, die weiteren Schnittstellen durch weitere Pfeile gekennzeichnet. Die 

Prodomäne der Initiatorcaspasen enthält DED (death effector domain)- oder CARD (caspase recruitment 

domain)-Domänen. Eingezeichnet sind die Oberflächen-Loops (L1-4) sowie in Rot die katalytisch aktiven 

Cysteinreste (Bao and Shi, 2007). 

 

Drei Ebenen der Regulation von aktiven Caspasen sind beschrieben: die direkte 

Caspaseninhibition, die Caspasendegradation oder die Caspaseninhibition durch Decoy-

Inhibitoren. Eine direkte Caspaseninhibition kann beispielsweise durch die Bindung von 

nicht spaltbaren Substraten an die katalytisch aktiven Stellen erfolgen. Beispiele hierfür 

stellen die viralen Proteine CrmA (cytokine response modifier A) oder p35 dar (Stennicke 
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et al, 2002). Dabei handelt es sich um eine eher unspezifische Caspaseninhibition. Ein 

etwas spezifischerer Ansatz der direkten Caspaseninhibition wird durch das zur IAP-

Proteinfamilie gehörende Protein XIAP repräsentiert. Dieses IAP kann über die BIR 3-

Domäne (baculovirus IAP repeat) Caspase-9 bzw. über die BIR 2-Domäne aktive 

Effektorcaspasen blockieren (Eckelman et al, 2008).  

Eine weitere Möglichkeit zur Regulation von Caspasen stellt ein erhöhter proteosomaler 

Abbau von aktiven Caspasen dar. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass 

aktive Caspasen im Vergleich zu ihrer inaktiven Zymogenform einen erhöhten Umsatz 

haben. Hierbei scheinen auch IAPs, die mit Ubiquitinierungsereignissen assoziierte RING 

(really interesting new gene)- und UBA (ubiquitin-associated)-Domänen besitzen, eine 

Rolle zu spielen (Gyrd-Hansen et al, 2008).  

Ein Beispiel für einen Caspasen-Inhibitor, der auf Grund seiner strukturellen Ähnlichkeit 

zur Blockierung von Initiatorcaspasen führt, ist die Pseudocaspase c-FLIP (cellular 

FLICE-inhibitory protein). Diese kann sich ebenfalls in den DISC einlagern und so zur 

Verdrängung von Procaspase-8 oder -10 führen (Shirley and Micheau, 2010). Daher ist 

eigentlich die Bezeichnung Caspasen-Inhibitor irreführend. Vielmehr sollte von einem 

Aktivierungsblockierer geredet werden. 

 

 

Abbildung 10 

Prozessierung von Initiator- und Effektorcaspasen (Pop and Salvesen, 2009). 
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1.8.3 Initiatorcaspasen-Inhibitor ï c-FLIP 

Bei dem Caspasen-Inhibitor FLIP handelt es sich um einen wichtigen Inhibitor der 

Todesliganden-induzierten Apoptose. Im Rahmen der Suche nach Caspasenbindungs-

partnern, also Proteinen, die über eine DED-Domäne (death effector domain) verfügen, 

wurde zunächst das virale v-FLIP identifiziert (Thome et al, 1997). Kurze Zeit danach 

zeigte sich, dass auch in Säugetierzellen ein homologes Protein existiert ï c-FLIP 

(Abbildung 11). Zurzeit sind 11 Spleißvarianten auf mRNA-Ebene beschrieben, von 

denen drei als Protein nachweisbar sind: das 55 kDa große c-FLIPL (long), das 26 kDa 

große c-FLIPS (short) und das in Raji-Zellen identifizierte 24 kDa große c-FLIPR (Irmler 

et al, 1997; Djerbi et al, 1999). Im Allgemeinen ist die Struktur von c-FLIP einer 

Initiatorcaspase recht ähnlich und wird daher auch als Pseudocaspase bezeichnet. Allen 

drei FLIP-Isoformen gemeinsam ist die DED-Domäne. 

 

 

Abbildung 11 

Schematische Darstellung des Aufbaus verschiedener DED (death effector domain)-Proteine (Budd et al, 

2006). 

 

Von allen Isoformen verfügt jedoch nur c-FLIPL über einen Caspasen-ähnlichen C-

terminalen Teil, der allerdings nicht die für die enzymatische Aktivität wichtigen 

Aminosäuremotive Gln-Ala-Cys-X-Gly und His-Gly besitzt (Cohen, 1997). Die 

Entstehung von FLIP wird mit der Genduplikation einer Initiatorcaspase erklärt, eine 

Annahme, die auch durch die räumliche Nähe dieser Gene auf dem Chromosom 2 

unterstützt wird (Djerbi et al, 1999). Vergleichbar zu v-FLIP sind auch c-FLIPS, c-FLIPR 

und c-FLIPL in der Blockierung von Todesliganden-induzierter Apoptose involviert. Eine 

ausschließliche Apoptoseblockierung zeigt sich dabei nur für c-FLIPS und c-FLIPR 

(Shirley and Micheau, 2010).  
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Für c-FLIPL konnte über die Identifikation von Bindungspartnern ein Zusammenhang zum 

NF-əB-Signalweg nachgewiesen werden (Tabelle 3) (Thome and Tschopp, 2001). Hierbei 

spielen möglicherweise FLIPL-Spaltprodukte, die auftreten, wenn c-FLIPL durch Caspase-

8 prozessiert wird, eine Rolle. Dimere aus Caspase-8 und der prozessierten p43-c-FLIP-

Form zeigen eine erhöhte Affinität zur Anlagerung von TRAF-2 (TNFR-associated factor 

2) und RIP-1 (receptor-interacting protein 1), was im Zusammenhang zur Aktivierung 

von NF-əB steht (Kataoka and Tschopp, 2004; Dohrman et al, 2005).  

Auch zeigte sich, dass die Überexpression von c-FLIPL nicht per se zu einer Blockierung 

von Apoptose führt, sondern im Gegenteil, caspasenabhängige Apoptose verstärken kann. 

Eine mögliche Erklärung könnte in dem Heterodimer aus c-FLIP und Caspase-8 liegen, in 

dem der enzymatisch aktive Loop von Caspase-8 durch c-FLIP stabilisiert wird (Micheau 

et al, 2002; Yu et al, 2009). 

 

Tabelle 3 Bindungspartner von c-FLIP-Isoformen (verändert nach (Thome and Tschopp, 2001)). 

Protein  c-FLIPS c-FLIPL 

FADD + + 

Caspase-8 + + 

Caspase-10 + + 

Caspase-3 + + 

Bcl-xL ND + 

TRAF1 - + 

TRAF2 - + 

TRAF3 ND + 

RIP ± + 

RIP-2 - + 

NIK ND + 

IKK-2 ND ND 

Raf-1 ND + 

+ Bindung, - keine Bindung, ± schwache Bindung, ND: not determined 

 

Im Allgemeinen spielen DED-Proteine wie c-FLIP, FADD oder auch Caspase-8 eine 

wichtige Rolle in der Differenzierung und in der Aktivierung von T-Zellen (Zhang and 

He, 2005; Pellegrini et al, 2005). Interessanterweise ist der Phänotyp von c-FLIP-

defizienten T-Zellen dem von Caspase-defizienten ähnlich (Chun et al, 2002) und ein 

Verlust von c-FLIP in transgenen Mäusen zeigte sich bereits nach 10,5 Tagen als letal 

(Yeh et al, 2000).  
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Der Einfluss auf die Life-and-Death-Decision einer Zelle wird daher auch vom Verhältnis 

aller c-FLIP-Isoformen zu anderen pro-apoptotischen Mediatoren wie FADD oder 

Initiatorcaspase-8 bestimmt (Fricker et al, 2010). C-FLIP ist überdies auf Grund seiner 

pro-proliferativen und anti-apoptotischen Eigenschaften als ein therapeutisch relevantes 

Zielprotein anerkannt (Safa et al, 2008). Ebenso ist für verschiedene Tumorzellen eine 

dysregulierte c-FLIP-Expression beschrieben (Bagnoli et al, 2010).  

1.8.4 Effektorcaspasen-Inhibitoren ï IAPs 

Die zweite wichtige Gruppe von Caspaseninhibitoren stellt die IAP-Proteinfamilie dar. 

Das charakterisierende Merkmal der IAPs sind die BIR-Domänen. Dabei handelt es sich 

um Zinkbindungsstellen, die 70 Aminosäuren umfassen und für die Proteinwechsel-

wirkungen wichtig sind (Birnbaum et al, 1994; Hinds et al, 1999). Im Allgemeinen kann 

man zwei Gruppen von BIR-Domänen unterscheiden, Typ I (BIR 1) und Typ II  (BIR 2 

und BIR 3), die jeweils über spezifische Bindungseigenschaften verfügen (Abbildung 12). 

Ein bekanntes Bindungsmotiv für Typ II BIR-Domänen stellt dabei das IBM (IAP-binding 

motif) dar. Die Unterscheidung von Typ I und Typ II BIR-Domäne hängt auch mit der Ab- 

bzw. Anwesenheit einer sogenannten Ădeep-peptide binding grooveò zusammen (Rothe et 

al, 1995; Uren et al, 1996; Lu et al, 2007). Die in Säugetierzellen vorkommenden IAPs, 

wie zum Beispiel XIAP, cIAP-1, cIAP-2 oder Survivin, haben bis zu drei dieser Domänen 

im N-terminalen Bereich. Neben diesen Domänen kann sich C-terminal zusätzlich eine 

RING-Finger-Domäne, die über E3-Ubiquitinligase-Aktivität verfügt (Yang and Li, 2000) 

bzw. eine UBA-Domäne befinden, die für die Interaktion mit ubiquitierten Proteinen 

notwendig ist (Gyrd-Hansen et al, 2008; Blankenship et al, 2009). Schließlich verfügen 

cIAP-1 und -2 zusätzlich über eine CARD-Domäne (caspase recruiting domain), deren 

genaue Funktion noch unklar ist.  

 

 

Abbildung 12 

Schematische Darstellung verschiedener Mitglieder der IAP (inhibitors of apoptosis proteins)-Proteinfamilie 

(Gyrd-Hansen and Meier, 2010; Altieri, 2010). 
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XIAP ist in der Lage, durch direkte Bindung Effektorcaspasen sowie die Initiatorcaspase-

9 zu blockieren (Bratton and Salvesen, 2010). Dabei wird das Bindungsmotiv, das von 

XIAP über die BIR 2-Domäne sowie der Linkerregion dazwischen erkannt wird, erst in 

aktiven Effektorcaspasen zugänglich. Die Inhibition von Initiatocaspase-9 wird im 

Unterschied dazu durch die BIR 3-Domäne vermittelt, die zu einer Blockierung der für die 

Aktivität notwendigen Konformationsänderung führt (Shiozaki et al, 2003).  

Generell werden IAPs mit der Regulation der caspasenabhängigen Apoptose in 

Verbindung gebracht, jedoch spielen sie auch in verschiedenen anderen Signalwegen eine 

wichtige Rolle, zum Beispiel in der Ubiquitin-abhängigen Regulation der Aktivierung von 

NF-əB (Galban et al, 2008; Galban and Duckett, 2010). Eine Involvierung der IAPs 

wurde überdies in der Metastasierung, der MAP-Kinase-Signalgebung, der Zellteilung 

sowie der Mitose berichtet (Dogan et al, 2008; Mehrotra et al, 2010). Die Expression von 

Mitgliedern der IAP-Proteinfamilie sind in verschiedenen Tumoren mit Chemoresistenz, 

Progression sowie einer verschlechterten Prognose assoziiert (LaCasse et al, 2008), was 

zur Entwicklung von sogenannten SMAC-Mimetika geführt hat. Dabei handelt sich um 

Peptide, die dem physiologischen IAP-Inhibitor SMAC/DIABLO ähneln. Der mögliche 

therapeutische Nutzen dieser Peptide wird zurzeit in verschiedenen klinischen Studien 

evaluiert. Obwohl in normalen Geweben die Inaktivierung von IAPs nicht nachteilig zu 

sein scheint, gibt es Hinweise darauf, dass die Entstehung von bestimmten Arten von 

Krebs mit dem Verlust von IAPs assoziiert sein könnte (Wright and Duckett, 2005; Jost et 

al, 2009; Gyrd-Hansen and Meier, 2010). 

1.8.5 Intrinsischer (Mitochondrialer) Apoptosesignalweg 

Im intrinsischen Apoptosesignalweg sind die Mitochondrien von zentraler Bedeutung. Die 

Aktivierung dieses Apoptosesignalweges führt zur Freisetzung von pro-apoptotischen, 

mitochondrialen Faktoren (Tait and Green, 2010). Diese Faktoren können zur Ausbildung 

des Apoptosoms führen, was die Aktivierung der Caspasensignalkaskade zur Folge hat 

(Hengartner, 2000; Fulda and Debatin, 2006; Bratton and Salvesen, 2010). Für T-Zellen, 

als sogenannte Typ I-Zellen (Barnhart et al, 2003), ist zwar der extrinsische, 

Todesliganden-vermittelte Signalweg von größerer Bedeutung, jedoch ist durch die 

Beteiligung des mitochondrialen Signalweges eine Verstärkung von extrinsischen 

Apoptosesignalen möglich. Dies wird durch die Spaltung des Bcl-2-Proteins Bid zu tBid 

(truncated Bid) durch aktivierte Initiatorcaspase-8 realisiert. Die Translokation von tBid in 
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die Mitochondrienmembran sowie die Bindung an Bax führt dann zur Aktivierung des 

mitochondrialen Signalweges (Li et al, 1998).  

Generell wird die Permeabilität der Mitochondrien und damit die Aktivierung des 

Apoptosesignalweges durch die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie reguliert (Abbildung 

13) (Reed, 2008). Im Verlauf der Aktivierung des intrinsischen Signalweges stellt die 

Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials (ȹɊm) ein reversibles Ereignis 

dar. Hingegen ist die Freisetzung von Cytochrom C, auch auf Grund der dafür 

notwendigen Porenbildung, ein irreversibler Schritt (Tait and Green, 2010).  

Mitochondrien sind in erster Linie die Energielieferanten der Zelle. Hier wird ATP über 

die oxidative Phosphorylierung generiert, wodurch Mitochondrien auch eine Quelle von 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sind. Im Zuge der Ausbildung von Poren in gestörten 

oder beschädigten Mitochondrien kann es zur Freisetzung von ROS kommen. Umgekehrt 

kann die Freisetzung von ROS aus anderen Quellen zur Permeabilisierung der 

Mitochondrien führen und so zur Aktivierung des intrinsischen Signalweges beitragen 

(Orrenius et al, 2007). Generell ist der intrinsische, mitochondriale Apoptosesignalweg 

auch für Therapiestrategien sowie für die Apoptoseinduktion durch intrazelluläre Signale 

von großer Bedeutung (Abbildung 13) (Gogvadze et al, 2009; Gupta et al, 2009). 

 

 

Abbildung 13 

Aktivierung des mitochondrialen Signalweges durch pro- und anti-apoptotische Bcl-2-Proteine. Erläuterungen 

siehe Abschnitt 1.8.5 (Kelly and Strasser, 2011). 
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1.8.6 Apoptoseregulation durch die Bcl-2-Proteinfamilie 

Nach der Erstbeschreibung von Bcl-2 (B cell lymphoma 2) (Tsujimoto et al, 1984) 

konnten eine Reihe von Proteinen auf Grund von strukturell ähnlichen Bereichen, den 

sogenannten BH (Bcl-2 homology)-Domänen sowie auf Grund ihrer Wechselwirkung mit 

Bcl-2 identifiziert und klassifiziert werden. Zusammen bilden sie die Bcl-2-Proteinfamilie. 

Proteine der Bcl-2-Familie besitzen bis zu vier konservierte BH-Domänen (BH1-BH4), 

über die Protein-Protein-Interaktionen stattfinden können (Chipuk et al, 2010). Generell 

kann die Bcl-2-Proteinfamilie in zwei Gruppen unterteilt werden: in anti-apoptotische Bcl-

2-Proteine wie Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequence 1) und A1/Bfl-1 

sowie in pro-apoptotische Bcl-2-Proteine. Diese pro-apoptotische Gruppe lässt sich des 

Weiteren in eine BH-Multidomänengruppe mit Bax (B cell lymphoma 2ïassociated X 

protein), Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer), Bcl-xS und Bcl-xAK sowie in eine BH-

3-only-Gruppe mit Bid, Bik/Nbk, Bad, Noxa und Puma aufteilen (Abbildung 14) (Hossini 

and Eberle, 2008).  

Eine Interaktion von pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinen erfolgt über die Bindung 

der exponierten BH3-Domäne der pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine an eine als 

hydrophobe Tasche bezeichnete Struktur, die sich aus einer Reihe von BH-Domänen der 

anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinen formt. Dabei kann die BH4-Domäne zu einer 

Stabilisierung dieser Wechselwirkung beitragen (Hossini and Eberle, 2008). Eine solche 

Bindung führt zur Blockierung der pro-apoptotischen Funktion der entsprechenden Bcl-2-

Proteine. Eine vergleichbare Interaktion zwischen pro-apoptotischen Bcl-2-Proteinen führt 

hingegen zu einer Verstärkung der Wirkung (Daniel et al, 2003). 
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Abbildung 14 

Schematische Darstellung der Struktur von anti- und pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie. 

Dargestellt sind die BH-Domänen (BH1-4) sowie die Transmembrandomäne (TM) (Eberle et al, 2007b). 

 

Die Regulation des intrinsischen Apoptosesignalweges basiert im Grunde auf der 

Aufrechterhaltung der mitochondrialen Membranintegrität durch die anti-apoptotischen 

Bcl-2-Proteine. Im Allgemeinen sind die Bcl-2-Proteine an der äußeren 

Mitochondrienmembran lokalisiert, beziehungsweise liegen inaktiviert im Zytoplasma 

vor. Kommt es durch pro-apoptotische Stimuli zu einem Übergewicht an eingelagerten 

pro-apoptotischen Bcl-2-Proteinen und damit zu einer Permeabilisierung der äußeren 

Mitochondrienmembran (mitochondrial outer membrane permeabilisation ï MOMP), 

führt dies zum Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (ȹɊm) und zur 

Freisetzung von mitochondrialen Faktoren wie Cytochrom C, AIF, Endonuklease G, 

SMAC/DIABLO und HtrA2/Omi (Chipuk and Green, 2008; Chipuk et al, 2010). Diese 

Faktoren führen im Zytoplasma zur Aktivierung von caspasenabhängigen 

Apoptosesignalwegen, können aber auch zum Teil unabhängig von Caspasen zu DNS-

Fragmentierung führen. 
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1.9 Alternative Zelltodmechanismen 

Neben Apoptose und Nekrose wurden weitere alternative Zelltodmechanismen anhand 

von morphologischen Kriterien identifiziert (Galluzzi et al, 2009; Kroemer et al, 2009). 

Dabei zeigte sich, dass die verschiedenen Signalwege nicht separat voneinander 

existieren; sie sind vielmehr miteinander verbunden und beeinflussen sich gegenseitig. In 

diesem Zusammenhang hat das Nomenclature Committee on Cell Death einheitliche 

Kriterien für die Beschreibung von Zelltod vorgeschlagen, die zu einer Unterscheidung 

von vier typischen (Apoptose, Nekrose, Autophagie und Cornification) und verschiedenen 

untypischen Zelltodmechanismen führte (Mitotische Katastrophe, Anoikis, Exzitotoxizität, 

Wallerianische Degeneration, Paraptose, Pyroptose, Pyronekrose und Entose) (Kroemer et 

al, 2009). In den meisten dieser Zelltodmechanismen sind jedoch die genauen 

molekularen Mechanismen noch weitgehend unverstanden (Zhivotovsky and Orrenius, 

2010). 

Autophagie wird oft als programmed cell death type II bezeichnet, stellt jedoch im 

Vergleich zur Apoptose (programmed cell death) und Nekroptose (programmed necrosis) 

in erster Linie einen Überlebenssignalweg dar, der einen Zeitraum mit Nährstoffmangel 

überbrücken soll. Kommt es allerdings nicht zu einer Verbesserung der Nährstoffsituation, 

kommt es zum Absterben der Zelle (Kroemer and Jaattela, 2005; Mizushima et al, 2008).  

Cornification ist ebenfalls eine Art programmierter Zelltod, der in der Epidermis als 

terminale Differenzierung der Keratinozyten (Lippens et al, 2009) und bei der Reifung 

von roten Blutzellen oder im Linsenepithelium nachgewiesen werden konnte. Obwohl 

morphologisch ähnlich, bestehen zum Teil große Unterschiede in den jeweils beteiligten 

biochemischen Prozessen.  

Ein weiteres Kriterium, durch welches sich alternative Apoptosesignalwege 

charakterisieren lassen, ist die Aktivierung der Caspasensignalkaskade. Hierbei können 

auch alternative Proteasen wie Cathepsine von Bedeutung sein. Neben den in Lysosomen 

lokalisierten Cathepsinen werden weitere Faktoren wie ROS/RNS oder mitochondriale 

Faktoren wie AIF als Ursache für Caspasen-unabhängige Apoptose diskutiert (Broker et 

al, 2005; Tait and Green, 2008; Franke et al, 2010).  

In aktuellen Modellen zur Apoptoseregulation werden die Caspasen-unabhängigen 

Formen des programmierten Zelltodes sowie die offensichtliche Redundanz der 

verschiedenen Signalwege als ein Schutzmechanismus diskutiert, der einem Ausfall der 

klassischen caspasenabhängigen Apoptose entgegenwirken soll (Lockshin and Zakeri, 

2004; Golstein and Kroemer, 2005). 
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1.10 Fragestellung der Arbeit 

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte die Apoptoseregulation in kutanen T-Zell-

Lymphomen untersucht und neue therapeutische Strategien evaluiert werden. 

Apoptosesignalwege sind wichtig in der Ontogenese und Zellhomöostase von 

mehrzelligen Organismen und Störungen in Apoptosesignalwegen sind entscheidend an 

der Entstehung von Krankheiten wie Krebs beteiligt. Neben apoptoseinduzierenden 

Mediatoren sind Apoptoseinhibitoren Teil der physiologischen Regulation der Apoptose.  

In den Untersuchungen sollte dabei die Todesliganden-vermittelte Apoptose im 

Mittelpunkt stehen. Zunächst war der Vergleich von kutanen T-Zell-Lymphom-Zelllinien 

mit systemischen T-Zell-Lymphom-Zelllinien hinsichtlich ihrer Sensitivität gegenüber 

Todesliganden-induzierter Apoptose geplant. Durch die Verwendung einer großen Anzahl 

kutaner T-Zell-Zelllinien sollte ein möglichst allgemein gültiges Bild der 

Apoptosensitivität zu Stande kommen. Mit Hilfe des Nachweises bekannter kritischer 

Apoptosemediatoren sollten Unterschiede zwischen kutanen und systemischen T-Zell-

Zelllinien identifiziert werden. 

Des Weiteren sollte der Einfluss der CD30-Signalgebung in CD30-positiven 

Lymphomzellen auf die Apoptoseregulation geklärt werden. Dabei war die Rolle der NF-

əB-Signalwege und deren Zielproteine von besonderem Interesse. Im Allgemeinen war 

die Korrelation der gefundenen in vitro-Befunde mit der in vivo-Situation durch die 

Einbeziehung von CTCL-Patientenbiopsien angestrebt. Hierfür war geplant, die 

identifizierten, kritischen Apoptosemediatoren auch in Patientenproben nachzuweisen. 

Letztendlich sollten die gewonnenen Erkenntnisse der Dysregulationen der 

Apoptosesignalwege in CTCL-Zellen zu einer verbesserten CTCL-Therapiestrategie 

führen. In diesem Zusammenhang war die Evaluierung von nicht-steroidalen anti-

inflammatorischen Substanzen (NSAIDs) hinsichtlich ihrer anti-tumoralen Aktivität 

sowohl in CTCL-Zelllinien (in vitro) als auch in isolierten Tumor-T-Zellen (ex vivo) von 

CTCL-Patienten geplant.  
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2 Ergebnisse 

2.1 Apoptoseresistenz von CTCL-Zelllinien 

Zur Aufklärung der Apoptoseregulation in kutanen T-Zell-Lymphom (CTCL)-Zellen 

wurden vier kutane MF/SzS-Zelllinien (HH, HuT-78, MyLa und SeAx) sowie vier kutane 

CD30-positive ALCL-Zelllinien (JK, Mac-1, Mac-2A, und Mac-2B) hinsichtlich ihrer 

Sensitivität gegenüber Todesliganden-induzierter Apoptose untersucht. Im Vergleich dazu 

wurde die Apoptosesensitivität von vier systemischen T-ALL -Zelllinien (Jurkat, MOLT-4, 

CCRF-CEM und Karpas-45) bestimmt. Alle Zelllinien wurden mit den Todesliganden 

TRAIL, TNF-Ŭ sowie dem agonistischen anti-CD95-Antikörper CH-11 für 16 h behandelt 

und die Apoptoseinduktion mittels DNS-Fragmentierungs-ELISA und Propidiumjodid 

(PI) DNS-Färbung quantifiziert. Parallel dazu wurde die Zytotoxizität anhand der LDH-

Freisetzung bestimmt.  

Die Stimulation des Todesrezeptors CD95 mit CH-11 (100 ng/ml) induzierte in allen vier 

systemischen sowie in sieben von acht kutanen Lymphom-Zelllinien Apoptose. Nur eine 

kutane Zelllinie, SeAx, zeigte sich gegenüber CD95-Stimulation als resistent (Abbildung 

15 A). Die Aktivierung von CD95 (CH-11, 100 ng/ml, 8h) führte in cALCL-Zellen zu 10-

30% apoptotischen, hypodiploiden Sub-G1-Zellpopulationen (Abbildung 15 B und C). 

Im Gegensatz zu den systemischen Lymphom-Zelllinien, die auf TRAIL- (20 ng/ml) und 

TNF-Ŭ- (10 ng/ml) Stimulation mit einer signifikanten Apoptoseinduktion reagierten, 

zeigten sich alle kutanen Lymphom-Zelllinien als resistent gegenüber TRAIL- und TNF-

Ŭ-induzierter Apoptose (Abbildung 15A). Abhängig von der Stimulationsdauer von CD95 

durch CH-11 zeigte sich eine geringe Zytotoxizität, die als sekundäres Ereignis zu werten 

ist, da sie zu früheren Zeitpunkten bei ähnlicher Apoptoseinduktion nicht nachweisbar war 

(Daten nicht gezeigt). Generell konnte keine signifikant erhöhte Zytotoxizität durch 

TRAIL und TNF-Ŭ nachgewiesen werden. Insgesamt zeigte sich damit in allen CTCL-

Zelllinien eine ausgeprägte Apoptoseresistenz gegenüber TRAIL und TNF-Ŭ.  
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Abbildung 15 Abbildungslegende siehe nächste Seite. 

 



E r g e b n i s s e | 41 

Abbildung 1 5 Verminderte Sensitivität von CTCL-Zelllinien  gegenüber Todesliganden -vermittelter 

Apoptose.  

(A) Acht kutane CTCL-Zelllinien, vier MF/SzS (HH, HuT-78, MyLa und SeAx)- und vier CD30
+
 cALCL (JK, 

Mac-1, Mac-2A und Mac-2B)-Zelllinien, sowie als Kontrollen vier systemische T-ALL-Zelllinien (Jurkat, CCRF-

CEM, MOLT-4 und Karpas-45) wurden für 16 Stunden mit den Todesliganden TNF-Ŭ (10 ng/ml), TRAIL (20 

ng/ml) sowie dem agonistischen anti-CD95-Antikörper CH-11 (100 ng/ml) inkubiert. Anschließend wurde die 

DNS-Fragmentierung als Maß für die Apoptoseinduktion bestimmt und als relative Apoptose dargestellt. 

Dafür wurden die Werte der behandelten Proben auf die jeweiligen unbehandelten Kontrollen (graue Balken, 

C = 1) bezogen. Die Bestimmung der Zytotoxizität erfolgte durch den Nachweis von LDH im 

Zellkulturüberstand. Dargestellt ist exemplarisch die LDH-Freisetzung von cALCL-Zelllinien in Prozent; hierfür 

wurden alle Proben auf Triton X-100 lysierte unbehandelte Kontrollen (C = 100%) bezogen. Dargestellt sind 

Mittelwerte mit ±SD eines repräsentativen Experimentes, das mit Dreifachwerten durchgeführt wurde. Die 

Signifikanz wurde mittels Studentôsche t-Verteilung berechnet und bei einem p-Wert von < 0,05 mit [*] und bei 

p < 0,01 mit [**] gekennzeichnet. (B) Vier cALCL-Zelllinien wurden mit CH-11 (100 ng/ml) für 8 Stunden 

inkubiert und anschließend mittels PI-Färbung die apoptotische, hypodiploide Sub-G1-Zellpopulationen 

quantifiziert und in Prozent dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte mit ±SD eines repräsentativen Experimentes, 

das mit Dreifachwerten durchgeführt wurde. (C) Dargestellt sind repräsentative Histogramme von CH-11-

behandelten cALCL-Zelllinien. Die apoptotische Sub-G1-Zellpopulationen sind in Prozent angegeben. 
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2.2 Apoptoseresistenz korreliert mit der Blockierung der Caspasen-

signalkaskade 

Zur Aufklärung der Signalwege, die in CTCL-Zellen durch Todesliganden aktiviert 

werden, wurde die Prozessierung der Initiatorcaspase-8, -10, -9, der Effektorcaspase-3 

sowie der Abbau von Bid untersucht. Die Prozessierung von Caspasen ist ein Zeichen für 

die Aktivierung der Caspasensignalkaskade und ist durch die Spaltung der Procaspasen 

bzw. durch das Auftreten von spezifischen Caspasenspaltprodukten gekennzeichnet. 

Korrespondierend mit der Sensitivität gegenüber Todesliganden-induzierter Apoptose 

zeigte sich die vollständige Aktivierung der Caspasensignalkaskade (Caspase-8, -10, -9, -

3) in T-ALL -Zellen für TRAIL, TNF-Ŭ und CD95 (Abbildung 16 B). Eine signifikante 

Aktivierung der Caspasenkaskade zeigte sich für CTCL-Zelllinien (MF/SzS und cALCL), 

mit der Ausnahme von SeAx, ausschließlich nach CD95-Aktivierung (Abbildung 16 A 

und C). 

Eine Spaltung von Bid war nach CD95-Stimulation in Jurkat (T-ALL ) und in zwei CTCL-

Zelllinien (HuT-78 und MyLa) nachweisbar. Die beiden anderen CTCL-Zelllinien zeigten 

entweder keine Spaltung (SeAx) oder hatten keine nachweisbare Expression von Bid 

(HH). Dies ist vor allem im Hinblick auf die an der Apoptoseinduktion beteiligten 

Apoptosesignalwege in T-ALL -Zelllinien von Bedeutung. Obwohl diese Zellen sensitiv 

gegenüber TRAIL und TNF-Ŭ sind, zeigten sie keine Prozessierung von Bid, was auf die 

überwiegende Aktivierung der extrinsischen Apoptosesignalwege hindeutet.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Caspasensignalkaskade in allen untersuchten Zelllinien 

prinzipiell aktivierbar ist und dass die Todesliganden in erster Linie extrinsische 

Apoptosesignalwege aktivieren. Überdies weisen die Daten auf eine frühe Blockierung, 

oberhalb der Initiatorcaspase-8, der TRAIL- und TNF-Ŭ-induzierten Apoptose in CTCL-

Zellen hin.  

Obwohl sich in allen apoptosesensitiven Zelllinien die Aktivierung der Inititaorcaspase-8 

nachweisen ließ, zeigte sich die Prozessierung der Initiatorcaspase-10 nur in CH-11-

behandelten CTCL-Zelllinien (Abbildung 16 A und C). Dabei zeigte sich die 

Initiatorcaspase-10 in 6 CTCL-Zelllinien (HuT-78, MyLa, JK, Mac-2A, Mac-2B) als 

schwach und in 2 CTCL-Zelllinien (HH und SeAx) als nicht exprimiert. Im Gegensatz 

dazu war, unabhängig von der starken Basalexpression und der Art der Behandlung, in 

keiner der T-ALL -Zelllinien eine Aktivierung der Initiatorcaspase-10 nachweisbar 

(Abbildung 16 B). 
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Abbildung 16 Abbildungslegende siehe nächste Seite. 
































































































































































































