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I. Einleitung

1. Gliome
In Deutschland erkranken pro Jahr etwa 8000 Menschen, davon 400 Kinder neu an Hirntumoren. Dieser
Häufigkeitsgipfel im Kindesalter (Michaelis et al. 2000), der einer jährlichen Inzidenz von Hirntumoren
von 2-2,5 pro 100.000 Kinder (unter 15 Jahren) entspricht, ist mit geringen Schwankungen weltweit fest-
zustellen (Tait et al. 1992).
Im Kindesalter sind Hirntumore damit die verbreitetste Form solider Tumore, nur Leukämien treten
häufiger auf. Etwa 75% der pädiatrischen Hirntumore sind der Formengruppe der Gliome zuzurechnen, bei
Erwachsenen sind es etwa 45%. Gliome leiten sich von den verschiedenen glialen Zellen des Gehirns ab,
die hauptsächlich Nähr- und Stützfunktionen erfüllen und funktionell sowie auch morphologisch eindeutig
von den verschiedenen Nervenzelltypen des Gehirns abgegrenzt werden. Astrocytome leiten sich von den
sternförmigen Astrocyten ab, Oligodendrogliome dagegen von den Markscheiden-bildenden Oligodendro-
cyten, Mischgliome enthalten Elemente beider Zelltypen. Bei Kindern überwiegen der Häufigkeit nach
Astrocytome, die nach der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (Kleihues 1993) in die
folgenden Grade eingeteilt werden: Grad I  (gutartig, meist pilocytisches Astrocytom), Grad II (noch
gutartig), Grad III (bereits bösartig, anaplastisches Astrocytom), Grad IV (hoch maligne, Glioblastom
multiforme). Im Kindesalter sind vorwiegend die histologisch gutartigen Grad I Astrocytome anzutreffen.
Eine vollständige chirurgische Entfernung ist jedoch aufgrund der zumeist ungünstigen Lokalisation dieser
Tumore im Kleinhirn und kaudalen Hirnstamm häufig nicht möglich. Bei Erwachsenen finden sich
dagegen überwiegend prognostisch schlechtere, höher maligne Formen, die jedoch häufig die operativ
besser zugänglichen Großhirnhemisphären betreffen.
Die etablierten Behandlungsmaßnahmen für Hirntumore sind neurochirurgische Operation, Bestrahlung
und Polichemotherapie, die aber in Abhängigkeit von Tumorlokalisation, Tumorausdehnung und Histolo-
gie bzw. Sensitivität gegenüber Bestrahlung und Chemotherapie unterschiedlich effektiv sind (Kühl 1987,
1988, Wolff et al. 1996, Kühl et al. 1998, Wolff und Egeler 1999, Gnekow et al. 2000, Kortmann et al.
2000).
Trotz Verbesserungen dieser Therapieformen konnte jedoch die Mortalität bei hochmalignen Gliomen nicht
entscheidend gesenkt werden (Marchese und Chang 1990, Wolff et al. 1999). Das Glioblastom multiforme
weist leider immer noch mediane Überlebenszeiten von nur etwa 8 Monaten auf (Loeffler 1992, Kyritsis
1993, Malkin 1995, De Crevoisier et al. 1996). Weniger als 5% der Kinder mit hochgradigen Astrocytomen
überleben länger als 5 Jahre (Marchese und Chang, 1990). Aber auch weniger bösartige Tumore in
ungünstiger Lokalisation wie dem Hirnstamm haben nur eine 5-Jahres-Überlebensrate von 15-20%
(Grigsby et al. 1988).
Hinzu kommen Belastungen in Folge von Nebenwirkungen der hochtoxischen Tumorbehandlung. Hier
sind vor allem Organschädigungen und kognitive Defizite zu nennen (Danoff et al. 1982, Donahue 1992,
Pollack 1994, Radcliffe et al. 1994, Beck et al. 1995, Schagerl et al. 2000). Zusätzlich zum Auftreten von
Rezidiven am Ort des Primärtumors ist die Bildung sekundärer Tumore 5-10 Jahre nach Strahlentherapie
im Kindesalter mit einer Inzidenz von immerhin 3-12% zu verzeichnen (Danoff et al. 1982, Duffner et al.
1985, Tsang et al. 1993), diese treten zumeist im früheren Bestrahlungsfeld auf (Li et al. 1984).
Aufgrund der unzufriedenstellenden Behandlungssituation vieler maligner Hirntumorerkrankungen sind
alternative Strategien, insbesondere zur Behandlung von hochmalignen Neoplasien, von Tumoren an
chirurgisch nicht zugänglichen Situationen, sowie zur Verbesserung der Lebensqualität unter Therapie und
zur Verringerung von Spätfolgen wünschenswert und Gegenstand aktueller Forschung.
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2. Suizidgentherapie
Für die Behandlung von Hirntumoren erscheint in diesem Sinne vor allem die Suizid-Gentherapie als
besonders geeignet. Prinzipiell beruht diese Therapieform auf der Aktivierung von gering oder nicht
toxischen Substanzen zu hoch-toxischen Metaboliten innerhalb der Tumorzelle, bedingt durch die
Expression eines in diese Zelle eingebrachten therapeutischen Gens. Durch die Behandlung wird spezifisch
die genetisch veränderte Zelle zerstört.
Im Bereich des Gehirns proliferieren fast ausschließlich die Tumorzellen. Umgebendes Normalgewebe,
bestehend aus Neuronen und Gliazellen, ist in der Regel nicht teilungsaktiv. Da Retroviren nur mitotisch
aktive Zellen infizieren können, werden bei der Verwendung retroviraler Vektoren in der Gentherapie
selektiv die malignen Zellen erreicht (Ram et al. 1993).
Hochmaligne Gliome wachsen meist fokal und metastasieren erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium.
Rezidive treten zumeist an der Stelle des Primärtumors auf. Deswegen und wegen der Möglichkeit des
tumorselektiven Gentransfers erscheint die in erster Linie lokal wirksame Suizidgentherapie für diese
Tumorentität besonders geeignet.
Die im Folgenden vorgestellten Untersuchungen befassen sich mit den beiden bekanntesten
Suizidgentherapie-Systemen, dem HSV-tk/GCV- und dem E.coli-cd/5-FC-System.

2.1 Das HSV-tk/GCV-System
Obwohl bereits eine Reihe von Suizidgentherapiesystemen entwickelt wurden (Übersicht: Moolten 1994,
Kramm et al. 1995, Aghi et al. 2000), bezieht sich die Mehrzahl der erhobenen präklinischen und
klinischen Daten zur Suizidgentherapie auf das 1986 von Frederic Moolten entwickelte Herpes Simplex
Virus Typ I Thymidinkinasegen/Ganciclovir-System (HSV-tk/GCV). Außer für die Behandlung von lokal
begrenzten Malignomen hat dieses System auch in Kombination mit Radio-, Chemo- oder Immuntherapien
sowie als biologisches Sicherungssystem beim Gentransfer ein weitreichendes Einsatzgebiet erlangt.
Thymidinkinasen sind Bestandteil eines Recycling-Stoffwechselweges für Thymidin und andere Pyri-
midine. Sie katalysieren die Phosphorylierung ihres jeweiligen Substrates, wodurch Pyrimidinmono-
phosphate entstehen. Diese Monophosphate werden durch zelluläre Kinasen weiter zu Di- bzw. Tri-
phosphaten umgewandelt und anschließend während Replikations- und Reparationsprozessen in die
wachsenden DNA-Stränge integriert. Kinasen der Mammalia haben eine geringe Affinität zu dem
Antimetaboliten GCV (einem Guanosinderivat), wohingegen das Isoenzym des Herpes Simplex Virus Typ
I GCV um den Faktor 1000 effizienter umsetzt. In HSV-tk-transduzierten Tumorzellen führt die
Inkorporation von GCV-Triphosphaten anstelle von Guanosin-5‘-triphosphat zu einem vorzeitigen DNA-
Syntheseabbruch mit konsekutivem Zelltod (Elion 1983, Faulds und Heel 1990). GCV-Triphosphat wirkt
außerdem als DNA-Polymerase-Inhibitor. Durch die Beschränkung der Zytotoxizität des Gesamtsystems
auf die DNA-Synthese werden die Nebenwirkungen für nicht proliferierende Zellen allgemein als gering
angesehen.
Eine spezifische Abtötung von Gliomzellen in vitro und in vivo nach retroviralem HSV-tk-Gentransfer und
nachfolgender Ganciclovir-Behandlung konnte zuerst von Ezzedine et al. (1991) gezeigt werden.
Phase I klinische Versuche mit dem HSV-tk/GCV-System wurden sowohl bei Erwachsenen (Oldfield et al.
1993, 1995) als auch bei Kindern (Raffel et al. 1994) mit malignen Hirntumoren bereits durchgeführt.
Diese ersten klinischen Studien mit Glioblastom-Rezidivpatienten unter Verwendung Retrovirus-
mediiertem HSV-tk-Gentransfer zeigten Regressionen der Tumoren bei einigen Patienten, konnten jedoch
insgesamt keinen objektiven Vorteil dieser Therapieform gegenüber den konventionellen
Behandlungsmethoden erbringen. Allerdings bestätigten diese Studien die geringe Toxizität dieser neuen
Therapieform, welche bereits im Tierversuch gezeigt wurde (Ram et al. 1993). Weiterführende kooperative
Phase II und III-Untersuchungen in den USA, Kanada und Europa zur Behandlung auch von Patienten mit
einem neudiagnostizierten Glioblastom bestätigten die gute Verträglichkeit der Therapie, konnten jedoch
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bisher keine signifikante Verlängerung der Überlebenszeit zeigen (Klatzmann et al. 1998, Shand et al.
1999, Rainov 2000). Die nicht vollständig befriedigenden Therapieergebnisse dieser klinischen Studien
wurden in erster Linie auf die unzureichende in vivo-Transduktionseffizienz der eingesetzten Vektor-
systeme und Gentransferverfahren zurückgeführt (Rainov 2000).

2.2 Das E.coli-cd/5-FC-System
Der zytotoxische Antimetabolit 5-Fluorouracil (5-FU) ist ein häufig zur Behandlung von Darm-, Brust- und
Pankreastumoren eingesetztes Chemotherapeutikum. 5-FU wurde auch zur Behandlung rezidivierender
Hirnstammtumore bei Kindern eingesetzt (Cohen und Duffner 1994). Die systemische Applikation von 5-
FU wird jedoch durch dessen Toxizität begrenzt; in vivo hat 5-FU zudem aufgrund intrahepatischer
Metabolisierung (Lu et al. 1992) nur eine kurze Halbwertszeit: 8-14 Minuten (Van Groeningen et al. 1988).
Lokale intraarterielle und intratumorale Administration verringern die Toxizität und verlängern die wirk-
same Zeitspanne.
Die E.coli-cd/5-FC-Gentherapie ist eine Fortführung der Bemühungen, toxische Nebeneffekte zu
reduzieren und die Wirksamkeit von 5-FU zu erhöhen. Dazu wird das Gen für das bakterielle Enzym
Cytosindeaminase (cd) aus Escherichia coli (Danielsen et al. 1992) in neoplastische Zellen transferiert und
diese anschließend mit 5-Fluorocytosin (5-FC) behandelt. cd deaminiert das nicht-toxische 5-FC zum
toxischen Antimetaboliten 5-FU. Diese Aktivierung findet ausschließlich in transduzierten Tumorzellen
statt, da es kein äquivalentes Enzym bei Säugern gibt (Nishiyama et al. 1985, Mullen et al. 1992, Huber et
al. 1993, Harris et al. 1994). Die Effektivität dieses Ansatzes unter Verwendung von lokal applizierten
Cytosindeaminase-Kapseln und anschließender 5-FC-Behandlung konnten zuerst Nishiyama et al. (1985)
bei Ratten zeigen. In Form eines gentherapeutischen Konzeptes wurde die Wirksamkeit zuerst von Huber et
al. (1993) an colorectalen Karzinomzellinien demonstriert (Austin und Huber 1993, Huber et al. 1993).
Phase I klinische Studien wurden auch hier bereits unternommen (Chrystal et al. 1997).
Die letale Wirkung von 5-FU beruht auf dessen enzymatischer Umsetzung zu 5-Fluorodesoxyuridin-
monophosphat (FdUMP), einem starken Inhibitor der Thymidylatsynthetase (TS). Die TS ist ein Schlüssel-
enzym der DNA-Synthese und katalysiert die Umsetzung von Desoxyuridinmonophosphat (dUMP) zu
Desoxythymidinmonophosphat (dTMP). Dies stellt die einzige de novo Synthesemöglichkeit für dTMP
dar, das nach Phosphorylierung zu dTTP für die DNA-Synthese verwendet wird. TS-Inhibition führt zu
einem Mangel an dTTP. Dies begünstigt den fälschlichen Einbau von 5-Fluorodesoxyuridintriphosphat
(FdUTP), 5-Fluorouridintriphosphat (FUTP) sowie weiteren Umsetzungsprodukten von 5-FU in die DNA.
Diese Einbaufehler können aufgrund des dTTP-Mangels nicht von Uracil-N-Glykosylasen repariert
werden. Es treten unreparierte DNA-Strangbrüche auf, mit letalen Folgen für die betroffenen Zellen. Auch
die RNA-Synthese wird durch den Einbau falscher Nukleotide gestört (Polak 1990). Außerdem werden
RNA-Polyadenylierung, Methylierung von Transfer-RNA und die Prozessierung ribosomaler RNA
inhibiert (Grem 1996).

2.3 Der Bystander-Effekt
Die Transduktionseffizienzen, die mit den heute verfügbaren Vektorsystemen in vivo erreicht werden, sind
noch deutlich begrenzt. Nicht jede Zelle in einem Tumor kann heute durch die Gentherapie erreicht
werden. Dies wäre allerdings für eine erfolgreiche Tumortherapie von entscheidender Bedeutung.
Es wurde jedoch beobachtet, daß auch nicht transduzierte Tumorzellen durch GCV getötet wurden, wenn
sie sich in der Nachbarschaft von tk-transduzierten Zellen befanden (Moolten und Wells 1990, Culver et al.
1992, Freeman et al. 1993, Takamiya et al. 1993, Wu et al. 1994, Samejima und Meruelo 1995, Hamel et
al. 1996, Hoganson et al. 1996).
Dieser Effekt wurde als „Bystander“-Effekt bezeichnet (Moolten und Wells 1990). In vitro-Unter-
suchungen haben gezeigt, daß kultivierte Tumorzellen vollständig durch GCV-Behandlung ausgelöscht
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werden konnten, obwohl tatsächlich nur 3-10% dieser Zellen erfolgreich mit HSV-tk transduziert waren
(Freeman et al. 1993, Takamiya et al. 1993, Wu et al. 1994, Samejima und Meruelo 1995). In vivo Studien
haben einen Bystander-Effekt auch im Tiermodell nachgewiesen (Culver et al. 1992, Freeman et al. 1993,
Samejima und Meruelo 1995). Bis heute sind die Ursachen für den Bystander-Effekt letztendlich noch
weitestgehend im Unklaren. Klar scheint, daß ein enger Zell-Zell-Kontakt im Falle des HSV-tk-Systems für
einen Bystander-Effekt benötigt wird. Diskutiert wird hier u.a. eine direkte Passage von toxischen
Metaboliten (phosphoryliertes GCV) von tk-transduzierten zu nicht transduzierten Zellen über Zell-Zell-
Kanäle, den „Gap-Junctions“ (Bi et al. 1993, Kaneko und Tsukamoto 1995, Wallace et al. 1996).
Der zytotoxische Effekt der E.coli-cd/5-FC-Therapie scheint stärker zu sein als der des HSV-tk/GCV-
Systems, und zwar in vitro als auch in vivo (Trinh et al. 1995, Hoganson et al. 1996). Dies könnte auf einen
effektiveren Bystander Effekt zurückzuführen sein. Allgemein wird angenommen, daß der Bystander-
Effekt des E.coli-cd/5-FC-Systems im Wesentlichen auf der Diffusion des in den transduzierten Zellen
gebildeten toxischen Metaboliten 5-FU beruht. 5-FU kann dann von den umgebenden Bystander-Zellen aus
dem Medium aufgenommen werden. Dieser Effekt ist also primär unabhängig von Zell-Zell-Kontakten und
wird als sehr ausgeprägt beschrieben (Huber et al. 1994, Trinh et al. 1995, Hoganson et al. 1996, Lawrence
et al. 1998). Zusätzliche Zellkontakt-abhängige Mechanismen werden diskutiert (Mesnil et al. 1998).
Bei Bystander-Effekten scheinen in vitro auch Phagocytose/Endocytose-Prozesse eine Rolle zu spielen (Bi
et al. 1993, Freeman et al. 1993). In vivo können zusätzlich Aktivierung des Immunsystems oder Inhibition
von Neovaskularisierung mitwirken (Ram et al. 1993, Barba et al. 1994).
Was man heute jedoch über den zytotoxischen Effekt von Suizidgentherapiesystemen auf transduzierte und
Bystander-Zellen weiß, ist, daß vielfach der Zelltod in Form des programmierten Selbstmordes der Zelle,
der sogenannten Apoptose, erfolgt.

3. Apoptose
Bereits im 19. Jh. befaßten sich eine Reihe von Forschern mit den verschiedenen morphologischen und
physiologischen Formen des Zelltodes (Übersicht: Clarke und Clarke 1996). Die moderne Definition der
Apoptose als eigenständige Form des Zelltodes, v.a. in Abgrenzung zur Nekrose, wird aber heute Kerr,
Currie und Wyllie (1972) zugesprochen. Hatte Kerr (1971) diese besondere Art des Zelltodes zunächst als
„shrinkage necrosis“ (Schrumpfungsnekrose) bezeichnet, etablierten er und seine Mitarbeiter 1972 den
Begriff „Apoptose“. Dieser dem Griechischen entlehnte Begriff bezeichnet das Herabfallen des Laubes im
Herbst.
Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver Prozess der sterbenden Zelle, der zu typischen,
morphologischen Veränderungen wie der Kontraktion des Cytoplasmas, der Kondensation des Nukleus
sowie dem „Blebbing“ der Plasmamembran (Ausstülpung vesikelartiger Fortsätze) führt. Biochemisch ist
die Degradation der DNA in 180-200bp-große Fragmente (bzw. Vielfachen hiervon) charakteristisch.
Letztendlich kulminieren diese Veränderungen in der vollständigen Auflösung der Zelle in kleine Vesikel,
die dann von umgebenden Zellen oder flottierenden Makrophagen endocytotisch aufgenommen und
wiederverwertet werden können. Da hierbei keine Zellinhaltsstoffe freigesetzt werden, unterbleiben
Schädigungen des umgebenden Gewebes durch Entzündungen. Bei nekrotischem Zelltod mit plötzlicher
Zellschwellung und -berstung treten dagegen Entzündungsreaktionen auf (Tomei und Cope 1991). Im
Gegensatz zur Nekrose bleiben außerdem bei der Apoptose Zellorganellen und Membranen lange Zeit
erhalten, verlieren ihre Integrität erst in späten Stadien  (Übersicht: Kerr et al. 1972, Ellis et al. 1991).
Zunächst wurde angenommen, Apoptose benötige generell de novo Gen- und Proteinexpression und würde
sich auch hierdurch von der Nekrose abgrenzen. Diese Annahme wurde u.a. durch die Analyse der CD95-
vermittelten Apoptose (Kap. 3.3), die nicht durch Inhibierung von Protein- oder RNA-Synthese unterdrückt
werden kann, widerlegt (Nagata 1994).
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Apoptotischer oder „programmierter“ Zelltod spielt eine wichtige Rolle in der Ontogenese eines Indi-
viduums. Hier wird der Tod bestimmter Zellen gemäß einem zeitlich und räumlich determinierten Muster
induziert. Im weiteren Verlauf des Lebens ist eine Balance zwischen Proliferation und Apoptose wiederum
maßgeblich für die normale Gewebshomöostase. Ebenso wie ein Übermaß an Proliferation scheint dabei
auch ein zu geringes Ausmaß an Apoptose zur Tumorbildung zu führen (Übersicht: Wylie 1992).
Apoptose kann durch eine Vielzahl externer Stimuli wie z.B. UV- oder ionisierende Strahlung, Che-
motherapeutika und Mangel an Wachstumfaktoren induziert werden. Die verantwortlichen Signaltrans-
duktionsprozesse sind noch nicht genau geklärt. Bisher sind eine Reihe von beteiligten Genen und
möglichen Transduktionswegen identifiziert worden. Diese sind in Tumoren häufig inaktiviert (Übersicht:
Cline 1996). Radio- und Chemotherapie bewirken vielfach Zelltod durch die Induktion von Apoptose
(Übersicht: Brown und Wouters 1999). Die häufig festgestellten Therapieresistenzen von Tumoren beruhen
zumindest teilweise auf dem Verlust der Fähigkeit, auf einen bestimmten Stimulus hin Apoptose
auszulösen. Es sind auch Resistenzen gegen Suizidgentherapie beobachtet worden. Der Status von Genen
(z.B. p53, Kap. 3.1), die an der Apoptose-Kontrolle beteiligt sind, könnte auch hier eine Rolle spielen
(Matsubara et al. 1999).

3.1 Der Tumorsuppressor p53
Ein wichtiger Apoptose-Kontrollpunkt ist der Tumorsuppressor p53 (Vogelstein und Kinzler 1992). p53 ist
notwendig für Strahlungs-induzierte Apoptose und moduliert die Zytotoxizität einiger DNA-schädigender
Chemotherapeutika (Lowe et al. 1993a,b). Als Reaktion nach DNA-Schädigung akkumuliert p53-Protein
im Nukleus der Zelle, bedingt durch erhöhte Translation der p53-mRNA und posttranslationale Stabili-
sierung (Maltzman und Czyzyk 1984, Kastan et al. 1991). Dies führt entweder zu reguliertem Zelltod
(Yonish-Rouach et al. 1991, Shaw et al. 1992) oder aber zu einem Wachstumsstop, der vermutlich Zeit für
Reparaturvorgänge einräumen soll (Michalovitz et al. 1990, Martinez et al. 1991, Kuerbitz et al. 1992, Cox
et al. 1995).
Eine neue Therapieform wie die Suizidgentherapie wäre durch eine Abhängigkeit von funktionellem p53 in
ihrer Wirksamkeit eingeschränkt, da mehr als 50% aller menschlichen Tumore p53-Mutationen aufweisen
(Nigro et al. 1989, Hollstein et al. 1991). Diese Mutationen bewirken in den meisten Fällen eine Resistenz
gegenüber p53-abhängiger Apoptoseinduktion. p53-Mutationen werden häufig auch in Hirntumoren wie
Gliomen und Astrozytomen gefunden (Frankel et al. 1992, Fults et al. 1992, Porter et al. 1992, von
Deimling et al. 1992, Kraus et al. 1994, Louis 1994) und zu einem geringeren Ausmaß in
Oligodendrogliomen (Oghaki et al. 1991) oder Primitiven Neuroektodermalen Tumoren (Saylors et al.
1991).
p53 ist ein Transkriptionsfaktor und seine Apoptose-induzierende und Zellzyklus-arrettierende Aktivität ist
mit der direkten Transkriptionsaktivierung von Genen assoziiert worden (Sabbatini et al. 1995, Attardi et
al. 1996). Aber auch Transkriptions-unabhängige Mechanismen können beteiligt sein (Caelles et al. 1994,
Haupt et al. 1995, 1997, Chen et al. 1996, Marchenko et al. 2000). Es sind bereits einige der Gene, die
durch p53 transkriptionell aktiviert werden, identifiziert worden:

3.2 Das Bcl-2-assoziierte X-Protein Bax
Zu diesen transkriptionell durch p53 aktivierbaren Genen gehört Bax, ein proapoptotisches Mitglied der
Bcl-2-Familie (Oltvai et al. 1993, Miyashita et al. 1994, Miyashita und Reed 1995). Aktives Bax-Protein
bewirkt in einem noch nicht geklärten Mechanismus den Zusammenbruch des mitochondrialen Trans-
membranpotentials. Der Zusammenbruch dieses Potentials stellt häufig ein zentrales Element im Verlauf
der Apoptose-Signaltransduktion dar, so daß hier ein direkter Zusammenhang zwischen p53-Aktivierung
nach DNA-Schädigung und Apoptose-Induktion besteht (Übersicht: Korsmeyer 1999). Die Wirkung
einiger Chemotherapeutika, die Zelltod über p53-Aktivierung induzieren, ist in Bax-defizienten Mäusen
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blockiert (McCurrach et al. 1997). Maligne Entartungen treten hier häufiger auf (Yin et al. 1997). Craperi
et al. zeigten Bax-Induktion im Verlauf der HSV-tk/GCV-Gentherapie in einer Gliomzellinie (1999).
Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie finden sich häufig in enger räumlicher Nachbarschaft zu Poren-
bildenden Proteinen der inneren Mitochondrienmembran (Reed et al. 1998), die als „Megachannels“ oder
„Permeability Transition Pores“ bezeichnet werden (Zoratti und Szabò 1995). Öffnung dieser Poren erlaubt
die freie Diffusion von löslichen Substanzen bis zu einem ungefähren Molekulargewicht von <1500 Da und
verursacht vermutlich das Absinken des Transmembranpotentials (Zoratti und Szabò 1995, Zamzami et al.
1996), das Anschwellen des Organells, das Aufbrechen der äußeren Membran und die Freisetzung von
apoptotischen Faktoren wie Cytochrom c, Apaf-1 (Liu et al. 1996) und AIF (Susin et al. 1996) aus dem
Intermembranraum. Cytochrom c bindet Apaf-1, wodurch die Rekrutierung und Aktivierung von
Procaspase 9 ermöglicht wird (Li et al. 1997). AIF scheint ein direkter Aktivator von Procaspasen zu sein
(Susin et al. 1996, Übersicht: Green und Reed 1998). Caspasen wiederum stellen zentrale Effektoren der
Apoptose dar: Es sind Cystein-Proteasen, die über verschiedene Apoptose-Signaltransduktionswege
aktivierbar sind und nach Aktivierung (durch Spaltung nicht aktiver Procaspasen zu aktiven Caspasen)
durch das gezielte Zerschneiden einer Reihe von strukturellen und funktionellen Proteinen den Zelltod
unwiderruflich einleiten (Übersicht: Hengartner 2000).
Eine der pro- oder antiapoptotischen Funktionen der Bcl-2-Protein-Familie könnte daher die Kontrolle der
Freisetzung solcher apoptogener Substanzen aus den Mitochondrien darstellen, die Mechanismen sind
jedoch noch ungeklärt. Von Bedeutung ist vermutlich das Konzentrationsverhältnis von pro- und anti-
apoptotisch wirkenden Mitgliedern dieser Familie, die sich durch Bildung von Heterodimeren gegenseitig
in ihrer Wirkung neutralisieren. Nach Konzentrationsverschiebung, z.B. durch p53-induzierte, höhere Bax-
Produktion, können sich Bax-Homodimere bilden, die Apoptose einleiten (Reed et al. 1998).
Das Absinken des mitochondrialen Transmembranpotentials ist jedoch mitunter reversibel und nicht
ausreichend, um unwiderruflich Apoptose einzuleiten (Minamikawa et al. 1999, Salvioli et al. 2000).
Außerdem wurden auch Formen apoptotischen Zelltodes beschrieben, die ohne eine Veränderung des
Potentials ablaufen (Kluck et al. 1997, Yang et al. 1997).

3.3 Der Todesrezeptor CD95Fas/APO-1

CD95 (syn. Fas oder APO-1), ebenfalls ein potentielles p53-Zielgen (Owen-Schaub et al. 1995, Reinke und
Lozano 1997), gehört zur Tumornekrosefaktor (TNF)/Nervenwachstumsfaktor (NGF)-Rezeptorfamilie
(Itoh et al. 1991). CD95 wurde isoliert und kloniert (Itoh et al. 1991, Oehm et al. 1992, Watanabe-
Fukunaga et al. 1992) nachdem 1989 beobachtet wurde, daß monoklonale Antikörper gegen diesen
Rezeptor in menschlichen Tumor-Zellen Apoptose auslösen können (Trauth et al. 1989, Yonehara et al.
1989). Inzwischen stellen die über CD95 und TNF-Rezeptor I induzierten Apoptose-Signaltransduktions-
wege die zur Zeit am besten verstandenen dar: Die Bindung von CD95-Ligand an CD95 bzw. von TNFα
an TNF-RI führt zur Bildung membrangebundener Aggregate. Diese rekrutieren intrazellulär über Adaptor-
proteine (FADD bzw. TRADD) Procaspase 8- (Muzio et al. 1996) bzw. Procaspase 10-Moleküle (Wang et
al. 2001, Kirschkel et al. 2001). Diese Initiator-Caspasen werden aktiviert (eventuell durch autokatalytische
Spaltung induziert durch hohe lokale Procaspase-Konzentration) und können dann ihrerseits Effektor-
Caspasen aktivieren, was zur tatsächlichen Ausführung des apoptotischen Signals führt (Übersicht:
Hengartner 2000, Krammer 2000).
CD95/CD95L spielen eine wesentliche Rolle bei apoptotischen Vorgängen im Immunsystem (Übersicht:
Krammer 2000). Sie scheinen zumindest bei leukämischen und hepatozellulären Karzinomzellinien häufig
an der durch einige Chemotherapeutika induzierten Apoptose beteiligt zu sein (Friesen et al. 1996, Fulda et
al. 1997, Müller et al. 1997) und auch im Zusammenhang mit der HSV-tk/GCV-Gentherapie wurde eine
Beteiligung vermutet (Beltinger et al. 1999, Wei et al. 1999). Im Zusammenhang mit p53 wird nicht nur die
Transkriptionsaktivierung von CD95 durch p53 nach DNA-Schädigung, sondern auch ein p53-induzierter
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Transport von CD95 auf die Zelloberfläche (Bennett et al. 1998, Müller et al. 1998) kontrovers diskutiert
(Strasser et al. 1995, Fuchs et al. 1997). In Zellen mit mutiertem p53 sollte demnach der Transport von
neugebildetem CD95 durch das Endoplasmatische Retikulum/Golgi-System an die Zelloberfläche aus-
bleiben, und die Zelle resistent gegenüber CD95-induzierter Apoptose sein.

3.4 Der Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen p21cip1, waf 1, sdi1

p21, ein Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen (cdk), gehört ebenfalls zu den p53-Zielgenen. Nach DNA-
Schädigung kann p21 durch p53 induziert werden und bewirkt einen G1-Arrest (El-Deiry et al. 1993, Xiong
et al. 1993). Es konnte gezeigt werden, daß p21 der p53-vermittelten Apoptose-Induktion entgegen wirken
kann (Gorospe et al. 1996, Lu et al. 1998, Wang et al. 1999, Tian et al. 2000). p21-Überexprimierung
erhöht die Resistenz von Gliomzellinien gegenüber DNA-schädigenden Agenzien (Ruan et al. 1998), und
p21-Verlust scheint in einer erhöhten Apoptoserate nach eben solcher Behandlung zu resultieren
(Waldmann et al. 1996).
p21 kann die Cyclin-Cdk-Komplexe, die das Fortschreiten des Zellzyklus an den regulatorisch wichtigen
Übergängen von der G1- zur S-Phase sowie von der G2- zur Mitose-Phase bewirken, binden und inhibieren
(LaBaer et al. 1997, Bates et al. 1998, Dulic et al. 1998, Nicolescu et al. 1998, Cheng et al. 1999, Sherr und
Roberts 1999). Der Zellzyklus wird dadurch an diesen speziellen Kontrollpunkten negativ reguliert. Der
G1-Arrest wird durch die infolge der Cyklinkinasen-Inhibition ausbleibende Phosphorylierung des Retino-
blastom-Proteins (Rb) herbeigeführt. Rb hält dann den E2-Transkriptionsfaktor komplexiert, wodurch die
Transition von der G1- zur S-Phase unterbleibt (Harper et al. 1993, 1995). Die Aktivität der G2M-Kinase
CyclinB/Cdc2 wird von p21 schwächer inhibiert (Gu et al. 1993, Harper et al. 1993, 1995). p21 bindet
außerdem PCNA, einen Hilfsfaktor der DNA-Polymerase δ (Fairman 1990, Goubin und Ducommun 1995,
Nakanishi et al. 1995, Fotedar et al. 1996). p21 kann durch Interaktion mit PCNA dessen Funktion in
DNA-Replikation und -Reparatur unterbinden und auf diese Weise zusätzlich wachstumshemmend wirken
(Waga et al. 1994, Sherr und Roberts 1995). Zellinien mit p21-Deletionen und p21-Null-Mäuse zeigen eine
Defizienz in der Ausprägung des p53-induzierten G1-Phasenarrests nach DNA-Schädigung (Deng et al.
1995, Waldmann et al. 1995). p21 ist allerdings auch p53-unabhängig aktivierbar (Michieli et al. 1994,
Akashi et al. 1995, Zeng und El-Deiry 1996).

3.5 Das Proto-Onkogen MDM2
Die Expression des mdm2 („mouse double minute“)-Gens kann ebenfalls durch p53 induziert werden
(Barak et al. 1993, Wu et al. 1993). MDM2 komplexiert p53 und inhibiert dadurch die p53-abhängige
Transkriptionsaktivierung (Momand et al. 1992). Die Komplexierung von p53 mit MDM2 scheint einen
ersten Schritt des Ubiquitin-vermittelten p53-Abbaus darzustellen (Haupt et al. 1997, Kubbutat et al. 1997).
Die transkriptionelle Aktivierung des p53-„Gegenspielers“ mdm2 durch p53 bildet vermutlich eine
negative Rückkopplungsschleife, die für die Regulation der p53-Konzentration wichtig ist. MDM2-Über-
exprimierung stellt somit einen weiteren Mechanismus zur funktionellen p53-Inaktivierung dar. Dies ist bei
Tumoren und Tumorzellinien unterschiedlicher Herkunft gezeigt worden (Übersicht: Momand et al. 1998).
Auch bei Gliomen und Astrozytomen tritt MDM2-Überexprimierung auf (Reifenberger et al. 1993, He et
al. 1994, Biernat et al. 1997), wobei p53 dann meist in seiner wt-Form vorliegt (Reifenberger et al. 1993,
Biernat et al. 1997).
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4. Ziel der Arbeit
Das Ziel einer Tumor-Gentherapie mit den Wirksystemen HSV-tk/GCV bzw. E.coli-cd/5-FC ist die
effektive spezifische Abtötung der entarteten Zellen. Zur Zeit sind allerdings die zu Grunde liegenden
zellulären Signaltransduktionswege, die unter Suizidgentherapie den Tod der Zelle bewirken, noch weitest-
gehend unbekannt.
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, zunächst die Art des gentherapeutisch verursachten Zell-
todes zu charakterisieren und dann hiervon ausgehend die beteiligten Signaltransduktionswege zu identi-
fizieren. Dabei wurde die Expression verschiedener Proteine, die Schlüsselfaktoren der Zelltodkontrolle
darstellen, untersucht.
Einer dieser Schlüsselfaktoren ist das Tumorsuppressorprotein p53. Die untersuchten Zellmodelle U87
(humane Gliomzellinie) und 9L (Rattengliosarkomzellinie) wurden deshalb unter besonderer Berück-
sichtigung ihres p53-Genstatus ausgewählt: U87 exprimiert Wildtyp-p53, bei 9L ist p53 mutiert.
Mutationen dieses Tumorsuppressorgens werden bei ca. 50% menschlicher Tumore gefunden. Eine
zentrale Frage ist deshalb, ob p53 eine wichtige Rolle bei der Apoptose-Induktion durch HSV-tk/GCV-
oder E.coli-cd/5-FC-Gentherapie spielt, und ob p53-unabhängige Signalwege ebenfalls beteiligt sein
können.
Die untersuchten Therapiesysteme weisen darüber hinaus Bystander-Effekte auf, d.h. auch nicht trans-
duzierte Zellen werden von der zytotoxischen Wirkung transduzierter Zellen erfaßt. Die genauen Ursachen
dieser Bystander-Effekte sind noch nicht genau geklärt. Ein weiteres Hauptanliegen der Arbeit ist deshalb
zu klären, ob der Bystander-Zelltod nach ähnlichen Mechanismen abläuft wie der durch die direkte
zytotoxische Wirkung der Suizidgentherapie induzierte Zelltod der transduzierten Zellen. Insgesamt ist die
detaillierte Aufklärung der Signaltransduktionswege, die zum Gentherapie-vermittelten Zelltod führen, von
allergrößter Bedeutung für die Identifizierung von Resistenzmechanismen. Nur durch die Aufklärung der
zu Grunde liegenden Mechanismen kann man Angriffspunkte für mögliche Resistenzen definieren und
eingrenzen. Außerdem weiß man von konventionellen Chemotherapeutika, daß Resistenzen vielfach auf
der Inaktivierung von apoptotischen Signaltransduktionswegen beruhen. Dies ist für die HSV-tk/GCV-
Gentherapie ebenfalls bereits vermutet worden (Matsubara et al. 1999). Eine genaue Kenntnis der
ablaufenden zellulären Prozesse könnte also zur Entwicklung effektiverer Therapiestrategien und zur Ver-
ringerung von Resistenzen gleichermaßen führen. Ein besseres Verständnis der Art der Bystander Effekte
könnte außerdem eine gezieltere Anwendung und vielleicht sogar Beeinflussung dieses Effektes zu
therapeutischen Zwecken ermöglichen.
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II. Material und Methoden

A. Material

1. Chemikalien
Alle Chemikalien, die nicht gesondert aufgeführt sind, wurden bei Sigma-Aldrich (Deisenhofen) in p.A.
Qualität bezogen. Zusammengesetzte Lösungen oder Puffer wurden aus Chemikalien der Firma Sigma-
Aldrich hergestellt, sofern nicht anders vermerkt.

Aceton (Merck KGaA)
Acrylamid/Bisacrylamid (19:1) (Bio-Rad Laboratories GmbH)
AmpliTaq (Taq-Polymerase) (Perkin Elmer)
Annexin V-FITC (PharMingen)
ApoAlert Caspase-3 Assay (Clontech)
ApoAlert LM-PCR Ladder Assay Kit (Clontech)
Biomax MR-1 Röntgenfilme (Kodak GmbH)
Boc-D-fmk (Calbiochem)
Blotto (Santa Cruz)
Ciprobay (Bayer Diagnostika)
DC-Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH)
DiIC18 (3) (MoBiTec)
DiOC6 (3) (MoBiTec)
DNase I, RNase-frei (Roche Diagnostics)
Doxorubicin (Pharmacia GmbH)
Ethanol (Merck KGaA)
Etoposid (Bristol Arzneimittel)
Fixogum (Marabuwerke GmbH & Co)
Fötales Kälberserum (Gibco-BRL)
FuGENETM 6 (Roche Diagnostics)
Ganciclovir  (Syntex GmbH)
Geneticin (Gibco-BRL)
L-Glutamin (Gibco-BRL)
Glyceringelatine (Merck KGaA)
Hybond Nitrocellulose-Membran (Amersham Life Science)
In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche Diagnostics)
Isoton II (Coulter Company)
100bp Ladder (Pharmacia GmbH)
Lumi-LightPlus (Roche Diagnostics)
Maus anti human CD95-PE IgG1 (Immunotech)
Maus anti human Dansyl anti IgG1 (PharMingen)
Maus anti human/Ratte p53 IgG2b (Klon PAB122) (PharMingen)
Maus anti human/Ratte Bcl-2 IgG1 (Klon C-2) (Santa Cruz)
Maus anti human/Ratte Bcl-XL IgG2a (Klon 2H12) (PharMingen)
Maus anti human/Ratte Bax IgG1(Klon 6A7) (PharMingen)
Maus anti human/Ratte CD95 (Klon CH11) (Immunotech)
Maus anti human/Ratte p21cip1 IgG2b (Klon F-5) (Santa Cruz)
Maus anti human/Ratte MDM2 IgG1 (Klon SMP14) (PharMingen)
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Maus anti human/Ratte TNF-RI IgG1 (R&D-Systems)
Maus IgG1 (BDIS /Immunotech)
Maus IgG1-PE (BDIS/Immunotech)
Methanol (Merck KGaA)
Mitosensor (Clontech)
3MM-Papier (Whatman)
Mycoplasmen-PCR-ELISA (Roche Diagnostics)
Natriumpyruvat (Gibco-BRL)
Nitrocellulosemembran Hybond (Amersham Life Science)
PBS (Serag-Wiesner GmbH & CoKG)
pMACS 4 (Miltenyi Biotech)
Penicillin/Streptomycin (Gibco-BRL)
2-Propanol (Merck KGaA)
Propidiumiodid (MoBiTec)
RNaseA (QIAGEN GmbH)
RNAzol (WAK-Chemie)
RPMI 1640 (Biochrom KG, Seromed)
Salzsäure (Merck KGaA)
Seren: Ziege-, Esel-, Pferde-Serum (Santa Cruz)
Streptavidin-FITC/-PE (PharMingen)
Temed (Merck KGaA)
Ultrasensitiver Ratten-TNFα-ELISA (Laboserv)
Vectastain ABC (Vector Laboratories Inc.)
Vincristin (Pharmacia & Upjohn)
Ziege anti-Maus Ig-PE (Serva)
Ziege anti Maus-IgG, Biotin-gekoppelt (PharMingen)
Ziege anti Maus-IgG, HRP-gekoppelt (Santa Cruz)

2. Verzeichnis der Bezugsfirmen
Alexis Deutschland GmbH, Grünberg
Amersham Life Science, Braunschweig
Bayer Diagnostika, Leverkusen
Becton Dickinson, BDIS, Heidelberg
Biochrom KG, Seromed, Berlin
Biometra – biomedizinische Analytik GmbH,
Göttingen
Bio-Rad Laboratories GmbH, München
Boehringer Mannheim (Roche Diagnostics)
Bristol Arzneimittel, München
Calbiochem (Merck)
Clontech, BDIS, Heidelberg
Corning Costar GmbH, Bodenheim
Coulter Company, Krefeld
Dako Diagnostika GmbH, Hamburg
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Köln
GibcoBRL, Eggenstein

Immunotech, s. Coulter
Kodak GmbH, Stuttgart
Laboserv, Giessen, Deutschland
Marabuwerke GmbH & Co, Hamburg
Merck KGaA, Darmstadt
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
MoBiTec, Göttingen
Molecular Probes, Eugene OR/Leiden NL
(Bezug über MoBiTec)
MWG Biotech AG, Ebersberg
Perkin Elmer, Vaterstetten (Roche Diagnostics)
Pharmacia Biotech, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
Pharmacia & Upjohn, Erlangen
PharMingen, BDIS, Heidelberg
QIAGEN GmbH, Hilden
R&D Systems GmbH, Wiesbaden
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Santa Cruz, Heidelberg
Serag-Wiesner GmbH & CoKG, Naila
Serva Eletrophoresis GmbH, Heidelberg
(Invitrogen)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Syntex GmbH, Roche Diagnostika, Aachen

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA
(Bezug über Alexis Deutschland GmbH)
WAK-Chemie, Bad Homburg
Whatman Biometra, s. Biometra
Whatman Scientific Limited (Bezug über Bender
& Hobein, Bruchsal)

3. Zellinien und Plasmide
Sämtliche Zellinien wurden in einem Zellinkubator bei 37oC, 98% Luftfeuchte, in einer auf 5% CO2-ange-
reicherten Atmosphäre kultiviert. Als Zellkulturmedium wurde RPMI-1640, supplementiert mit 10% (vol/
vol) Hitze-inaktiviertem, fötalem Kälberserum, 100 µg/ml Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, und
1 mM Natriumpyruvat eingesetzt. Alle verwendeten Zellinien wurden regelmäßig auf Mycoplasmenkonta-
mination getestet (Mycoplasmen-PCR-ELISA). Nach initialer Behandlung der Zellinien mit Ciprofloxacin
(„Ciprobay“, 25 µg/ml, zwei Wochen lang als Kulturzusatz) blieben diese frei von erneuter
Mycoplasmeninfektion. Sämtliche Versuche wurden mit Mycoplasmen-freien Zellen durchgeführt.

Nicht transduzierte (parentale) Zellinien:

U-87 MG humanes Mischgliom WHO Grad III; ATCC [HTB 14]; Ponten
et al., Acta Path. Microbiol. Scand 74: 465-486, 1968; Hum Hered 21:
238, 1971

9L Gliosarkom der Ratte (Weizsaecker et al. 1981)
Jurkat T-Zellen humane T-Zellinie (akute T-Zell-Leukämie; Schneider et al. 1977)
3T3 Mausembryo-Fibroblastenzellinie (Todaro und Green 1963)

Stabil transduzierte Zellinien:

Parentale
Zellinie

Derivat Transfiziertes Plasmid Referenz

U87-tk pBABE hygro/tk
U87-tk/CD4 pBABE hygro/tk // pMACS 4*

U87

U87-cd pCD2
9L-tk Zimmer et al. 1997
9L-cd pCD2 Aghi et al. 1998

9L

9L-tk/cd Aghi et al. 1998
3T3 3T3-tk pBABE hygro/tk

Tab. 1: Übersicht der im Folgenden verwendeten Zellinien. Aufgeführte Zellinien, die nicht mit Referenzen
versehen wurden, sind im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch stabile Transfektion generiert worden.
(*pMACS 4: Das Plasmid pMACS 4 (Miltenyi Biotech) codiert einen humanen CD4-Rezeptor mit trunkierter
cytoplasmatischer Domäne. Es findet keine Signaltransduktion durch den Rezeptor statt. Zellen, die nach
Transfektion mit diesem Plasmid den Marker auf ihrer Oberfläche exprimieren, können mittels anti-CD4-
paramagnetischen Partikeln und MACS-Sortierung angereichert werden.)
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Plasmide:

Abb. 1: pBABE-hygro/tk
Zur Generierung des pBABE-hygro
/tk-Plasmids wurde das HSV-Typ I-
Thymidinkinasegen aus pBluescript-tk
(freundlicherweise von M. Sena-Este-
ves, MGH, Boston, USA, zur Verfü-
gung gestellt) isoliert und in die sin-
guläre EcoRI-Schnittstelle des pBABE
hygro-Vektors (Morgenstern und Land
1990) inseriert. Der resultierende Vek-
tor codiert das HSV-tk-Gen sowie die
Gene für die Ampicillin- und Hygro-
mycinresistenz zur Selektion in Pro-
bzw. Eukaryoten. tk = HSV Typ I tk-
Gen; hygro = Hygromycinresistenzgen
(Hygromycinphosphotransferasegen);
amp = Ampicillinresistenzgen (β-Lac-
tamasegen); 5‘ bzw. 3‘ LTR-Promotor
= 5‘ bzw. 3‘ LTR-Promotor des mu-
rinen Moloney Leukämie-Virus; pBS
Ori = Replikationsstartpunkt von
pBluescript; SV40 early promotor =
SV40-Promotor

Abb. 2: pCD2
Der Vektor wurde freundlicherweise
von M. Blaese, NIH, Bethesda, USA
zur Verfügung gestellt. Er codiert das
Cytosindeaminasegen von E.coli unter
Kontrolle des 5‘-MoMLV-LTR-Pro-
motors sowie die Gene für die Neo-
mycin- und Ampicillinresistenz zur
Selektion in Eu- bzw. Prokaryonten
(Mullen et al. 1992). cd = E.coli Cyto-
sindeaminasegen; neo = Neomycin-
resistenzgen (Aminoglykosid-Phos-
photransferasegen); ori = Replika-
tionsstartpunkt (Erläuterung weiterer
Abkürzungen: Abb. 1)
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4. Geräte und Software

Verwendete Geräte und Software über die Basis-Laborausstattung hinaus:

PCR-Cycler: TRIO-Thermoblock (Biometra)

Durchflußzytometer: FACScan, FACScalibur (BDIS)

Durchflußzytometer-Software: CellQuest (BDIS)
ModFit LT 2.0 (Verity Software House, Inc.; BDIS)
WinMDI (2.8), Joseph Trotter, Scripps Institute,
La Jolla, CA, USA

Magnetischer Zellsortierer: MACS-Mini-Separator
 mit zugehörigen MACS MS+/RS+-Säulen

(Miltenyi Biotec)

Fluoreszenzmikroskop: (Zeiss, Jena) ausgestattet mit Zeiss-Filtern
(450-490/FT 510/LP 520 und BP485/FT 510/515-565), digitaler
Kamera CF 15/4 MCC (Kappa) und Image-Pro PLUS, Version
3.0.00.00 Software für Windows 95/NT (Media Cybernetics,
Leiden, NL)

Automatisches Zellzählgerät: Z1-Coulter Counter (Coulter Company)
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B. Methoden

1. Transfektion und Selektion von Zellklonen mit stabiler Transgenexpression

1.1 Transfektion
Zur Etablierung eines Suizidgentherapie-Modellsystems für humane Gliome wurde die humane
Gliomzellinie U87 mit den Suizidgenvektoren pBABEhygro/tk bzw. pCD2 (Kap. II. A 3.) stabil trans-
fiziert. Zur Transfektion wurde das Reagens FuGENETM 6 entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt.
Die Aufnahme der FuGENE-DNA-Komplexe in die Zellen erfolgt durch Endocytose. 24 h vor der Trans-
fektion wurden 3⋅105 parentale Zellen (pro Einzelschale) in 6er-Multischalen (Costar) ausgesät. Zum Zeit-
punkt der Transfektion erreichten die Zellen 50% Konfluenz und befanden sich in der exponentiellen
Wachstumsphase. 100 µl serumfreies RPMI 1640-Medium wurden in ein 1,5-ml- Reaktionsgefäß vorgelegt.
6 µl des Transfektionsreagenz wurden in das Medium pipettiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
In ein zweites Reaktionsgefäß wurden 2 µg des zu transfizierenden Plasmides (pBABE-hygro/tk, pCD2
bzw. pMACS4 aufgereinigt mittels Qiagen-Maxi-Prep, QIAGEN) vorgelegt. Nach Ablauf der Inkubations-
zeit wurde das verdünnte Transfektionsreagenz tropfenweise zur Plasmid-DNA pipettiert, vorsichtig ge-
mischt und weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Vor der Inkubation mit dem FuGENE-DNA-
Komplex wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml serumhaltigem RPMI 1640-Medium
bedeckt. Die DNA-FuGENE-Lösung wurde tropfenweise ins Zellmedium gegeben. Die Zellen wurden über
Nacht mit dem fertigen Transfektionskomplex bei 37oC inkubiert, anschließend für 48 h in erneuertem
Medium kultiviert.

1.2 Zytotoxische Selektion
Die transduzierten Zellen wurden trypsiniert und in geringerer Dichte in Petrischalen erneut ausplattiert.
Zur Selektion von Einzelzellklonen wurden die Zellen in Medium unter Zusatz von 0,1-0,2 mg/ml Hygro-
mycin B (pBABEhygro/tk) bzw. 1-2 mg/ml G418 (pCD2) weitere 10 Tage kultiviert. Einzelne Klone
wurden trypsiniert, isoliert und nach ausreichender Amplifikation hinsichtlich ihrer zytotoxischen
Sensitivität gegenüber GCV bzw. 5-FC im Vergleich zu nicht transduzierten Zellinien getestet (Kap. 3.2.1).
Für die weiteren Untersuchungen wurde jeweils der Zellklon mit der größten Sensitivität gegenüber der
jeweiligen Prodrug ausgewählt.

2. Probenvorbereitung

2.1 Vorbereitung der Zellzählungen
Die Probenvorbereitung für die Zellzählungen zur Ermittlung von Proliferation oder Zytotoxizität weicht
ab von der für die Analysen in Kap. 2.2 geschilderten Verfahrensweise. Das Vorgehen ist in den Kapiteln
3.1. „Proliferation“ und 3.2. „Zytotoxizitätsbestimmung“ geschildert.

2.2 Vorbereitung der Analysen
Am Beispiel des HSV-tk/GCV-Systems veranschaulicht die Abb. 3 die Probenvorbereitung.
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Abb. 3: An Tag 0 wurden die
zu untersuchenden Zellen in
einer Dichte von  4 ⋅ 105 in
10ml RPMI 1640-Medium in
75 cm2 Kulturflaschen ausge-
sät. 2 h nach der Aussaat
wurden die „72 h GCV“-
Proben („2-3“, bedeutet Du-
plikate bzw. Triplikate) mit
10µg/ml GCV als Medium-
zusatz versetzt. An Tag 1
wurden die „48 h GCV“-
Proben und an Tag 2 die „24h
GCV“-Proben mit GCV in der gleichen Dosierung versetzt. Ein Teil der Proben blieb unbehandelt, d.h. die
Zellen erhielten keinen GCV-Mediumzusatz. An Tag 3 wurden die Proben den nachfolgenden Analysen
unterzogen. Dieses Schema wurde für jede Zellinie und auch für die Bystander-Zellmischungen eingehalten.

Bei der Untersuchung des E.coli-cd/5-FC-Systems wurde in gleicher Weise verfahren, jedoch wurde mit
der ersten 5-FC-Inkubation („72 h 5-FC“) erst 24 h nach Aussaat begonnen. Die Proben wurden dann im
Abstand von jeweils 24 h über einen Zeitraum von 3 Tagen mit 100 µg/ml der Prodrug 5-FC behandelt
bzw. unbehandelt belassen.
Actinomycin D wurde den Zellen in verschiedenen Konzentrationen (0,001-4 µg/ml) 24 h nach Aussaat
zugesetzt. Nach weiteren 24 h wurden die Proben prozessiert. Entsprechend wurde bei den Behandlungen
mit Doxorubicin (20 µg/ml, 24 h), Etoposid (1 µg/ml, 24 h) oder Vincristin (0,1 µg/ml, 24 h) vorgegangen.
Für die Untersuchungen zum Bystander-Effekt wurden in der Regel zwei Mischungsverhältnisse von nicht
transduzierten und transduzierten Zellen untersucht: 4:1 und 1:1. Die ausgesäte Zellzahl setzte sich in
diesen Fällen z.B. aus 80% 9L-Zellen und 20% 9L-tk-Zellen (entsprechend 4:1) bzw. 50% 9L- und 50%
9L-tk-Zellen (entspechend 1:1) zusammen. Parallel dazu wurden jeweils auch die unvermischten Zellinien
analysiert.
Nach Abschluß der Inkubationsdauer wurden die adhärenten Zellen mit PBS/3mM EDTA vom
Schalenuntergrund gelöst und in Suspension genommen, anschließend mit dem vorher isolierten
Zellüberstand wieder vereinigt und schließlich zentrifugiert (5 Minuten, 300⋅g). Die resultierenden
Zellpellets wurden dann in PBS resuspendiert und den jeweiligen Analyseverfahren unterzogen:
Für die FACS-Analysen wurden Aliquots von etwa 2⋅105 Zellen für die Einzelmessung verwendet
(Ausnahme: Mitochondrienpotentialmessungen, 106 Zellen). Pro untersuchtem Parameter wurden jeweils
zwei Aliquots parallel prozessiert. Alle durchgeführten Untersuchungen wurden mindestens zweimal in
unabhängigen Testreihen wiederholt. Jeder einzelnen FACS-Messung lagen 10.000 Analyse-Ereignisse
zugrunde.
Für die Proteinextraktionen zur Analyse der Caspase-Aktivität wurden 2⋅106 Zellen pro Messung als Du-
plikate aliquotiert. Zur Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot sowie zur RNA- oder DNA-Iso-
lierung wurden alle Zellen eines Versuchsansatzes zur Extraktion verwendet. Es wurden auch hier min-
destens zwei unabhängige Testreihen durchgeführt.
Für immunhistochemische Untersuchungen wurden autoklavierte Objektgläser in 6er-Multischalen aus-
gelegt und mit jeweils 5 ml Kulturmedium bedeckt. Anschließend wurden 105 Zellen in diese Schalen (mit
Objektgläsern) ausgesät und wie in Abb. 3 dargestellt behandelt. Nach Beendigung der Behandlungsphase
wurden die mittlerweile Zell-beschichteten Objektgläser mit Aceton 10 min bei -20oC fixiert und mittels

Aussaat
2 30 1

GCV GCVGCV

Analyse

Prodrug-Gabe

Tag

Proben

2-3

2-3

2-3

2-3 „72 h GCV“

„48 h GCV“

„24 h GCV“

“unbehandelt“
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eines handelsüblichen Klebemittels (Fixogum) auf Objektträgern (mit der Zellschicht nach oben) befestigt.
Bis zur weiteren Analyse wurden diese Objektträger bei -70oC gelagert.

3. Zellzahlbestimmungen
Die Zellzahlen wurden durch elektronische Zellvolumenmessung nach Coulter (1956) bestimmt. Das
Prinzip beruht auf der messbaren Absenkung einer Spannung (U) durch die Zelle. Ein konstanter Strom (I)
wird an ein System (hier: Coulter Counter Z1), bestehend aus zwei Gefäßen gefüllt mit Salzlösung (Isoton
II, Coulter), angelegt. Die beiden Gefäße kommunizieren dabei nur über eine kleine Apertur (< 100 µm)
miteinander. Der Widerstand (R) des Stromkreises wird in der Hauptsache durch die Apertur bestimmt.
Zellen haben eine geringere Leitfähigkeit als die Salzlösung. Passiert eine Zelle die Apertur, so erhöht sich
der Widerstand, die Spannung fällt (nach Ohmschem Gesetz: I = U/R, mit I hier konstant). Das Ausmaß
des Spannungsabfalls (Amplitude) korreliert mit dem Volumen der Zelle. Daher kann ein Schwellenwert
der Zellgröße festgelegt werden (> 6 µm), ab dem ein Ereignis als „Zelle“ gewertet und gezählt wird. Eine
Verfälschung der Meßergebnisse durch Vesikel u.a. Partikel < 6 µm wird dadurch eingeschränkt. Eine
Unterscheidung zwischen vitalen und toten Zellen kann dabei allerdings nicht stattfinden. Deshalb wurden
tote Zellen durch vorheriges Waschen der noch adhärenten Zellproben mit PBS entfernt. Mit dieser
Methode konnte eine hohe Probenzahl prozessiert werden. Dem Ergebnis lag eine große Ereigniszahl zu
Grunde. Vor jeder Zellzahlbestimmung wurden mikroskopische Kontrollen durchgeführt.

3.1. Proliferation
Zur Bestimmung der Proliferationsaktivität der einzelnen Zellinien wurden jeweils 105 Zellen in Triplika-
ten (pro Tag und Zellinie) in 6er-Multischalen ausgesät und mit 5 ml Medium bedeckt. Nach jeweils 24, 48
und 72 h wurde eine Zellzahlbestimmung als Dreifachwert mit Hilfe des Coulter Counters Z1 durchgeführt.
Die Zellen einer Schale wurden nach zweifachem Waschen mit PBS mittels PBS/3mM EDTA vom
Untergrund gelöst und dann in einem Probenvolumen von 10 ml gemessen. Mittelwerte und Standard-
abweichung wurden mittels Excel-Tabellenkalkulation bestimmt.
Die Generationszeit (tg) wurde wie folgt bestimmt: tg = t / n 

wobei t die Dauer der Kultur in Stunden zum Zeitpunkt der Bestimmung

und n die Generationszahl mit n = log 2 ⋅  t / log N – log N0 ist.

N0 gibt die Zellzahl zum Zeitpunkt 0 (Ausgangszellzahl, hier 24 h nach Ausplattierung) und

N die Zellzahl zum Zeitpunkt der erneuten Bestimmung (Endzellzahl).

Bei den Zellzyklusanalysen (Kap. 4.2) kann mit Hilfe dieser Berechnung auf die zeitliche Dauer der
einzelnen Zellzyklusphasen (G0/G1, S, G2/M) anhand deren prozentualem Auftreten zurückgeschlossen
werden. Bei einer Generationszeit von 20 h und einem Anteil von 10% der Zellen in der G2/M-Phase ergibt
sich beispielsweise eine Dauer dieser Phase von etwa 2 h.

3.2. Zytotoxizitätsbestimmungen

3.2.1 Prodrug-Zytotoxizität
Zur Bestimmung der Zytotoxizität von GCV bzw. 5-FC auf transduzierte und nicht transduzierte Zellinien
wurden Zellen in einer Dichte von 105/Schale in 6er-Multischalen (in 5 ml Medium) an Tag 0 als Triplikate
ausgesät und mit steigenden Prodrug-Konzentrationen inkubiert. An Tag 4 wurde nach zweimaligem Wa-
schen mit PBS (zur Entfernung toter Zellen im Kulturüberstand) und nach Ablösung der Zellen mit
PBS/3mM EDTA die Zellzahl im Z1-Zellzählgerät bestimmt.



II. Material und Methoden

- 17 -

3.2.2 Prodrug-Zytotoxizität in Kombination mit TNFαααα oder anti-CD95-Antikörper (CH11)
Zusätzlich zu den unter 3.2.1 beschriebenen Prodrug-Zytotoxizitätstests wurden parallel Ansätze mit 100
ng/ml TNFα  bzw. 500 ng/ml anti-CD95-Antikörper (Klon CH11, Apoptose-stimulierend) in Kombination
mit Prodrugs sowie ohne Prodrugzusatz behandelt und an Tag 4 ausgezählt.

3.2.3 Bystander-Effekt in Kokulturen
Zur Überprüfung, ob die transduzierten Zellinien einen zytotoxischen Bystander-Effekt auf nicht-trans-
duzierte Zellen in Kokulturen ausüben, wurde analog zu Kap. 3.2.1 vorgegangen. Zusätzlich wurden
Zellmischungen ausgesät. An Tag 0 wurden ebenfalls 105 Zellen/Schale in 6er-Multischalen als Drei-
fachansätze übertragen. Neben den unvermischten Zellinien wurden folgende Verhältnisse von nicht
transduzierten zu transduzierten Zellen untersucht: 1:1 und 4:1. Das Kulturmedium wurde mit 10 µg/ml
GCV oder 100 µg/ml 5-FC, für tk- bzw. cd-transfizierte Zellen, respektive, versetzt. Negative Kontrollen
wurden in unversetztem Medium über denselben Untersuchungszeitraum kultiviert. Die Auswertung
mittels Z1-Zellzählgerät wurde an Tag 4 durchgeführt.

3.2.4 Bystander-Effekt nach räumlicher Separierung
Zur Untersuchung der Zellkontaktabhängigkeit des Bystander-Effektes wurden parallel zu den oben
geschilderten Bystander-Ansätzen identische Ansätze in „Transwell“-Multischalen (Costar) ausgesät. Der
Corpus dieser Spezialschalen besteht aus gewöhnlichen 6er-Multischalen. In diese wurden die nicht
transduzierten Zellen (in 2,6 ml Medium) ausgesät. In jede einzelne Schale wurde ein spezieller Einsatz
(„Transwell“ oder „Inlay“) eingesetzt, in den die transfizierten Zellen (in 1,5 ml Medium) ausplattiert
wurden. Das Transwell ist über eine Membran mit dem unteren Kompartiment, in dem sich die nicht trans-
duzierten Zellen befinden, verbunden. Es kommt zu einem Austausch von Medium und löslichen
Substanzen zwischen den verschiedenen, räumlich getrennten Zellkompartimenten. Direkte Zellkontakte
zwischen diesen Zellschichten können nicht auftreten (Abb. 4).

Abb. 4: Auschnitt aus 6-Well-
Platte mit herausnehmbaren
Einsätzen. In das obere und
untere Kompartiment können
verschiedenen Zellpopulatio-
nen getrennt voneinander
ausgesät werden. Die beiden
Kompartimente sind voneinan-
der durch eine Zell-undurch-
lässige Membran (0,4 µm
Porengröße) getrennt. Medium
und darin gelöste Substanzen
(< 0,4 µm ∅ ) können zwischen
den Kompartimenten ausge-
tauscht werden.
Die transduzierten Zellen wur-
den in den oberen Einsatz
ausgesät und vor der Aufberei-
tung der nicht transduzierten Bystander-Zellen (im unteren Kompartiment) für Durchflußzytometrie oder
Zellzählung zusammen mit dem Einsatz entnommen. (Abb. von Costar, Badhoevedorp, NL, modifiziert)

nicht transduzierte Zellen

transduzierte Zellen

Membran (0,4 µm Porengröße)

Medium
(mit oder ohne Prodrug)

oberes Kompartiment

unteres Kompartiment
Einsatz („Inlay“)

Abdeckung
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3.2.5 Bystander-Effekt in xenogenen Zellmischungen
Zur Überprüfung, ob ein Bystander-Effekt auch auftritt, wenn Zellinien verschiedener Spezies kombiniert
werden, wurden identische Ansätze wie in Kap. 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben auch in den folgenden
Mischungen nicht transduzierter und transduzierter Zellinien untersucht:
1. 9L und U87-tk, U87-cd oder 3T3-tk,
2. U87 und 9L-tk, 9L-cd oder 3T3-tk und
3. 3T3 und U87-tk, U87-cd, 9L-tk oder 9L-cd.

4. Durchflußzytometrische Analysen
Durchflußzytometer sind optische Meßsysteme zur Analyse von Fluoreszenz und Streulicht einzelner in
einem Flüssigkeitsstrom fokussierter Partikel oder Zellen. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten
Durchflußzytometer FACScan und FACSCalibur (BDIS) verwenden zur Anregung der Zellen einen
Argonlaser (Emission bei 488 nm), analoge optische Signale vieler Einzelmessungen werden elektronisch
digitalisiert und ausgewertet.

4.1 Morphologische Analysen mittels Vorwärts- und Seitwärts-Streulicht
Mittels Vorwärts- und Seitwärts-Streulicht lassen sich morphologische Parameter wie Zellgröße und Gra-
nularität beobachten. Die Intensität des gestreuten Lichtes ist unter bestimmten Voraussetzungen und mit
bestimmten Einschränkungen proportional zum Zellvolumen (Mullaney et al. 1969). Da hier nur Proben
identischer Ausgangszellinien miteinander verglichen werden (Einfluß von Zellform, Zelloberfläche,
Granularität, interner Struktur etc.) und die Versuchsbedingungen gleich gewählt werden (Proben-
prozessierung, Untersuchung identischer Ausgangszellinien mittels gleicher Apparatur) ist diese qualitative
Untersuchung hier anwendbar. Ein weiterer das Ergebnis beeinflußender Parameter ist der Refraktions-
index der Zellen im Vergleich zum Medium. Zellen mit beschädigten Membranen weisen einen geringeren
Unterschied im Refraktionsindex im Vergleich zum Medium auf als unbeschädigte und zeigen daher eine
geringere Intensität der Vorwärts- und Seitwärtsstreuung (Loken und Herzenberg 1975, Loken et al. 1979).
Durch zusätzliche Färbung mit Propidiumiodid (PI) lassen sich tote Zellen aus der Analyse ausschließen,
da PI nur von Zellen mit beschädigten Membranen aufgenommen wird. Zur Analyse von Vorwärts- und
Seitwärtsstreuung wurden die (wie in Kap. 2.2 beschrieben) gewonnenen Zellproben in PBS resuspendiert
und anschließend ungefärbt sowie PI-gefärbt (5 µg PI/ml final in PBS, 10 min Inkubation unter Licht-
ausschluß bei Raumtemperatur) mittels FACSCalibur analysiert.

4.2 Zellzyklusanalysen und Bestimmung des Anteils subdiploider Zellen einer Population
Die Analyse diploider Zellen mittels Propidiumiodid (PI)-Färbung (nach Fixierung und RNA-Degradation)
und anschließender FACS-Messung ergibt i.d.R. zwei Hauptpopulationen, d.h. in der Histogramm-
darstellung zwei voneinander unterscheidbare Gipfel: G0/G1-Population (Ruhe- und „Gap 1“-Phase) und
G2/M-Population („Gap 2“- und Mitose-Phase) mit der dazwischen liegenden S-Phase (Phase der DNA-
Replikation) von intermediärer Fluoreszenzintensität. Die „Gap“-Phasen bezeichnen Phasen erhöhter
Biosyntheseaktivität, die zur Vorbereitung der folgenden S- bzw. M-Phase nötig sind. Ursache hierfür ist
der (nahezu) konstante DNA-Gehalt, welcher bei diploiden Zellen in G0/G1 auch als 2N bezeichnet wird. In
der Synthese- (S-) Phase des Zellzyklus nimmt der DNA-Gehalt zu, bis er nach Abschluß der Replikation
4N in der G2/M-Phase erreicht. PI interkaliert allerdings auch in doppelsträngige RNA, die Fluoreszenz
dieser RNA/PI-Partikel kann die DNA-Messung überlagern. Der Abbau von RNA vor der Analyse des
DNA-Gehalts (Look et al. 1982) hat sich daher als Standard durchgesetzt. Bei Zellen, welche aus einem
Arrest an der G1/S-Grenze in Apoptose gehen, zeigt sich aufgrund fortschreitender Auflösung des Nukleus
mit Abschnürung von DNA-haltigen Vesikeln und Auswaschung von degradierter DNA eine Fraktion von
Zellen mit einer Fluoreszenz unterhalb des G0/G1-Peaks, welche in vielen Fällen aufgrund ihrer Gauß-
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ähnlichen Verteilung auch quantitativ mittels entsprechender Software ausgewertet werden kann. Treten
Zellen jedoch zu einem späteren Zeitpunkt (S- oder G2/M-Phase) in Apoptose, so überlagert ihre
Fluoreszenz die Bereiche der S- bzw. G  0/G1-Phase, eine quantitative Auswertung ist hier eingeschränkt. Die
durchgeführten Untersuchungen beschränken sich auf Vergleiche von Proben derselben Ausgangszellinie
miteinander, welche unterschiedlich vorbehandelt wurden (Kap. 2.2). Proben wurden nur dann direkt mit-
einander verglichen, wenn sie aus dem gleichen Experiment stammten. Unabhängige Experimente wurden
separat ausgewertet und konnten dann qualitativ mit weiteren unabhängigen Experimenten verglichen
werden. Variationen bedingt u.a. durch Unterschiede im absoluten DNA-Gehalt, unterschiedliche Färb-
barkeit der DNA oder experimentell bedingte Variationen beeinträchtigten die Meßergebnisse daher nicht.
Die (wie in Kap. 2.2 beschrieben) vorbereiteten Zellpellets wurden in 50 µl PBS resuspendiert und durch
Versetzen mit 500 µl 80%-igem Ethanol (unter leichtem Vortexen) fixiert. Nach mindestens 1 h Fixierung
auf Eis wurden die Proben zweimal mit PBS gewaschen, die Proben dabei intensiv gevortext, um degra-
dierte DNA-Fragmente auszuwaschen. Anschließend wurde die zelluläre RNA durch 30-minütige Inku-
bation mit RNase A (DNase-frei, 50 µg/ml final) bei 37oC abgebaut und die DNA mit 5 µg/ml PI 10 min
bei Raumtemperatur gefärbt. Die Analyse erfolgte mittels FACSCalibur, bei linearer FL-2-Einstellung. Zur
Ausschließung von Dubletten (zusammenhängenden Zellen, welche als ein einziges Ereignis aufgezeich-
net werden) wurde mittels des Parameters FL-2-„Width“ eingegrenzt und die Populationsverteilung über
FL-2-„Area“ mittels ModFit (Vers. 2.0) ausgewertet.

4.3 Analyse der PS-Externalisierung
Ein häufig als früh bezeichnetes Ereignis im Verlauf des apoptotischen Zelltodes stellt die Umverteilung
von Phosphatidylserin (PS), einem Phospholipid der Plasmamembran, dar. Normalerweise ist PS asym-
metrisch hauptsächlich in der dem Cytoplasma zugewandten Oberfläche des Plasmalemmas vertreten (Op
den Kamp 1979). Diese Asymmetrie geht oft bereits früh im Verlauf der Apoptose verloren, PS wird durch
einen noch ungeklärten, eventuell aktiven Mechanismus in die äußere Phospholipidschicht gebracht (Fadok
et al. 1992a, b). In Gegenwart von Ca2+-Ionen bindet AnnexinV PS mit hoher Affinität (Raynal and Pollard
1994). Externalisierung von PS wurde mittels FACS-Analyse unter Verwendung von FITC-konjugiertem
AnnexinV gemessen. Gegenfärbung mit Propidiumiodid (PI) wurde durchgeführt, um früh-apoptotische
Zellen mit intakter Plasmamembran von spät apoptotischen oder nekrotischen Zellen, die in Folge zuneh-
mender Membrandurchlässigkeit nicht mehr in der Lage sind, PI auszuschließen, zu unterscheiden (Koop-
man et al. 1994, Martin et al. 1995, Vermes et al. 1995).
Die (wie in Kap. 1.2 geschildert) gewonnenen Zellaliquots (2 ⋅ 105 Zellen jeweils) wurden für die FACS-
Analyse in 200 µl AnnexinV-Bindungspuffer (10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM
CaCl2) resuspendiert. Die Proben wurden versetzt mit 5 µl des gebrauchsfertigen AnnexinV-FITC-Rea-
genz (PharMingen) und mit 5 µg/ml PI unter Lichtausschluß 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurden die Proben direkt mit dem FACScalibur (in Standardeinstellungen für FITC und PE)
analysiert. Die Spezifität der AnnexinV-Bindung wurde mittels Kompetition mit löslichem o-Phospho-L-
Serin, durch Verwendung nicht Ca2+-haltiger Puffer (PBS), durch Versetzen des Bindungspuffers mit
EDTA (Chelatisierung Ca2+-Ionen) sowie durch zelluläre Kontrollen (Jurkat-T-Zellen mit und ohne
Actinomycin D-Behandlung) überprüft.
Zusätzlich wurde PS-Exposition bei 9L und 9L-tk-Zellen nach Vorinkubation mit einem irreversiblen,
zellpermeablen Caspase-Inhibitor (D’Mello et al. 1998; Boc-D-FMK, 10-100 µg/ml präinkubiert 1 h vor
GCV-Applikation) gemessen. Nach 48 h GCV-Inkubation (10 µg/ml) wurde die PS-Exposition wie oben
beschrieben untersucht. Zusätzlich wurden Zellaliquots zur Zellzählung (wie in Kap. 3 beschrieben)
verwendet.
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4.4 Untersuchung des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP, ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψm)
Das mitochondriale Transmembranpotential ist ein Parameter, welcher auf die Funktionalität der Mitochon-
drien einer Zelle und damit ihre Fähigkeit zur ATP-Synthese zurückschließen läßt. Der Verlust der selek-
tiven Membranpermeabilität, welcher in einigen apoptotischen Signaltransduktionswegen eine initiale
Rolle zu spielen scheint, kann mittels Durchflußzytometrie unter Verwendung potentiometrischer Farb-
stoffe auf Einzelzellniveau demonstriert werden.
Die Aktivität der mitochondrialen Atmungskette speichert die aus Oxidationsreaktionen freiwerdende
Energie in Form eines elektrochemischen Gradienten durch aktives Auspumpen von Protonen aus der
Matrix in das Cytosol. Es entsteht ein elektrisches Transmembranpotential von etwa 180-200 mV (innen
negativ) sowie ein Protonengradient von etwa einer log Stufe, einer pH-Einheit. Lipophile, kationische
Farbstoffe wie Rhodamin-123 (Johnson et al. 1980) oder Carbocyanine (z.B. DiOC6(3) (Terasaki 1998)
oder JC-1 (Cossarizza et al. 1993)), dringen selektiv in Mitochondrien ein. Die Akkumulation des Farb-
stoffes in den Mitochondrien ist umso ausgepägter, je höher das Transmembranpotential ist. Die Fluores-
zenzintensität von DiOC6(3) nimmt außerdem in lipophilem Millieu um das 6-fache zu (Sims et al. 1974),
so daß ein deutlicher Unterschied in der Fluoreszenz von Zellen mit aktiven und solchen mit depolarisierten
Mitochondrien zu messen ist. DiOC6(3) ist zwar nicht absolut spezifisch für Mitochondrien, es akkumuliert
zu einem geringen Teil auch im Endoplasmatischen Retikulum (Terasaki et al. 1984) und reagiert sensitiv
auf Plasmamembrandepolarisierung (Salvioli et al. 1997, Fricker et al. 1997). Diese unspezifischen Bin-
dungen spielen jedoch bei Verwendung geringer Farbstoffkonzentrationen (wie hier geschehen) keine
Rolle.
JC-1 hat zusätzlich die Eigenschaft, abhängig vom Transmembranpotential Aggregate in den Mitochon-
drien zu bilden, welche dann Licht einer geänderten Wellenlänge emittieren. Bei der üblichen Argonlaser-
anregung (488 nm) emittieren depolarisierte Mitochondrien (JC-1-Monomere) hauptsächlich Licht im
Grünbereich (530 nm) und polarisierte Mitochondrien (JC-1-Aggregate) orangefarbenes Licht (590 nm).
Der im Folgenden u.a. verwendete Farbstoff „MitoSensor“ der Firma Clontech besitzt ähnliche Eigen-
schaften. Im Unterschied zu JC-1 verbleiben jedoch die monomeren Farbstoffmoleküle im Cytosol der
Zelle, so daß in der Fluoreszenzmikroskopie die Unterscheidung der Zellen mit verringertem Potential er-
leichtert wird, da die gesamte Zelle (außer der Bereich des Nukleus) deutlich grün erscheint. Farbstoffe
wie DiOC6(3) besitzen gegenüber JC-1-verwandten Farbstoffen den Vorteil, daß ein zweiter Parameter
über Parallelfluoreszenzmessungen gleichzeitig untersucht werden kann. So kann durch Gegenfärbung mit
Propidiumiodid eine Verwechslung von vitalen Zellen mit verringertem Potential mit toten Zellen
ausgeschlossen werden. Bei JC-1 und MitoSensor kann eine solche Unterscheidung nur indirekt mittels
Eingrenzung der Auswertung auf Zellen, die in Bezug auf Größe und Granularität im Vorwärts- und
Seitwärtsscatter normal erscheinen, erzielt werden.
Allen genannten Farbstoffen ist die Einschränkung gemein, daß Zellen mit weniger Mitochondrien eine ge-
ringere Fluoreszenz zeigen, als solche mit einer höheren Anzahl dieser Organellen. Diese Variation ist
jedoch deutlich geringer als die durch Depolarisation beobachtete Fluoreszenzabnahme. Durch Aus-
schließung extrem verkleinerter Zellen und apoptotischer Vesikel in der FACS-Analyse wurde dieser
möglichen Fehlerquelle in der vorliegenden Arbeit entgegengewirkt. Zur Bestimmung des Einflusses von
Mitochondrienzahl/Zelle auf die Fluoreszenzabnahme durch Mitochondriendepolarisierung werden
gelegentlich Fluoreszenzfarbstoffe wie z.B. 10-Nonyl-Acridinorange, „MitoFluor Green“ oder „Mito-
Tracker Green“ (MolecularProbes, MoBiTec) verwendet. Die Sensitivität dieser Verbindungen ist jedoch
umstritten, zudem werden sie durch veränderte Mitochondrienmembranpotentiale beeinflußt (Keij et al.
2000), so daß hier auf eine solche Kontrolle verzichtet wurde.
Als funktionale Kontrolle sowie zur Einstellung von FL-1, FL-2 und der Kompensation im FACSCalibur
wurden bei den Messungen jeweils Proben parallel mit Substanzen behandelt, die das Membranpotential
kollabieren lassen. mClCCP (m-Carbonylcyanidchlorophenylhydrazon) ist ein Entkoppler der oxidativen
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Phosphorylierung. Werden Zellen vor der Zugabe von potentiometrischen Farbstoffen mit mClCCP
behandelt, bleibt eine Konzentrierung des Farbstoffs in den Mitochondrien der Zelle aus, da das Trans-
membranpotential durch die Entkopplung sinkt. Schwache mitochondriale Hintergrundfluoreszenz ist dann
ausschließlich durch unspezifische Bindung des Farbstoffes begründet. Die gemessene geringe zelluläre
Fluoreszenz korreliert unter diesen Umständen mit den Parametern Zellgröße und dem Plasmamembran-
potential.
106 Zellen/ml wurden mit 40 nM DiOC6(3) in PBS bei 37oC für 30 min äquilibriert. Kontrollen wurden zur
Depolarisierung zuvor 30 min bei 37oC in 200 µM mClCCP/PBS inkubiert (in Anlehnung an: Macho et al.
1995, Zamzami et al. 1995). Nach Gegenfärbung mit PI (5 µg/ml final) wurden die Proben direkt mittels
FACSCalibur analysiert. Zellfärbungen mit dem MitoSensor-Farbstoff (Clontech) wurden entsprechend den
Herstellerempfehlungen durchgeführt: 106 Zellen/ml wurden mit 5 µg/ml Mitosensor in Inkubationspuffer
(oder Serum-freiem Medium) 20 min bei 37oC (Brutschrank) inkubiert, mit Inkubationspuffer gewaschen
und nach Zentrifugation (350⋅g) auch darin resuspendiert und schließlich direkt mittels FACSCalibur oder
Fluoreszenzmikroskop analysiert. Für fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurden die Färbungen in
situ in 6er-Multischalen durchgeführt.

4.5 Expression der Todes-Rezeptoren CD95 und TNF-RI
Eines der am genauesten charakterisierten Systeme zur Induktion von Apoptose ist der Cytokin-mediierte
Signaltransduktionsweg, insbesondere über die Membranrezeptoren CD95 und TNF-RI (Nagata 1994,
Smith et al. 1994). Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte FACS-Analyse der jeweiligen
Oberflächen-Rezeptor-Expression sollte zeigen, ob diese Rezeptoren auf der Zelloberfläche exprimiert
werden und ob sich deren Expression im Verlauf der Gentherapie bzw. der Behandlung mit Actinomycin D
verändert.
Hierzu wurden die (wie in Kap. 2.2 beschrieben) gewonnenen Zellpellets in PBS/5%BSA resuspendiert.
Die Bindung des Primärantikörpers erfolgte bei sättigender Konzentration während einer 1 h Inkubation auf
Eis (unter Lichtausschluß bei CD95-PE). Überschüssige Antikörper wurden durch zweimaliges Waschen
mit PBS entfernt. Bei Verwendung des direkt konjugierten CD95-Antikörpers wurden die Zellen nach
diesen Waschschritten direkt im Durchflußzytometer gemessen. Der unkonjugierte TNF-RI-Antikörper
wurde mittels sekundärem, PE-gekoppeltem Antikörper detektiert (sättigende Konzentration, 30 min, auf
Eis, unter Lichtausschluß) und nach erneuter Entfernung überschüssiger Antikörper durch zweimaliges
Waschen mit PBS mittels FACSCalibur gemessen. Die folgenden Antikörper wurden verwendet:
Maus IgG1 monoklonaler, PE-konjugierter anti-human CD95-Antikörper (kreuzreaktiv mit Ratten-CD95)
sowie entsprechende Isotypkontrolle (Maus IgG1-PE). Maus IgG1 monoklonaler anti-human TNF-RI-Anti-
körper (kreuzreaktiv mit Ratten-TNF-RI) sowie korrespondierende Isotypkontrolle (Maus IgG1). Als De-
tektionsantikörper wurde der Sekundärantikörper Ziege anti-Maus-Ig-PE eingesetzt.

4.6 FACS-Analysen von Bystander-Zellen
Zur Analyse apoptotischer Merkmale in Bystander-Zellen wurden die folgenden Strategien ausgetestet und
die Ergebnisse miteinander verglichen:

4.6.1. Direkte Untersuchung von Zellmischungen
Wie in Kap. 2.2 beschrieben, wurden an Tag 0 zusätzlich zu unvermischten transduzierten und nicht
transduzierten Zellen auch Mischungen dieser Zellen in den Verhältnissen 1:1 und 1:4 ausgesät und mit den
jeweiligen Prodrugs behandelt bzw. unbehandelt gelassen. An diesen Proben wurden die in Kap. 4.1-4.5
beschriebenen FACS-Messungen durchgeführt.
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4.6.2 Räumliche Separierung von Bystander-Zellen mittels Einsätzen („Inlays“)
In 6er-Multischalen („Transwells“, Abb. 4) wurden nicht transduzierte Zellen ausgesät und mit Medium
bedeckt. In die eingesetzten Inlays wurden die transduzierten Zellen ausgesät (Kap. 3.2.3). Nach Abschluß
der Inkubationsphase wurden die in den Inlays befindlichen transduzierten Zellen entnommen und die
verbliebenen reinen Bystander-Zellen für die durchflußzytometrischen Messungen eingesetzt. Dieses
Verfahren war nur auf cd-transfizierte Zellen anwendbar, da nur diese einen Bystander-Effekt aufweisen,
der unabhängig von Zell-Zell-Kontakten funktioniert. Effekte, die auf Zell-Zell-Kontakten beruhen, werden
dabei nicht erfaßt. Diese Versuche wurden parallel zu den in Kap. 4.6.1 beschriebenen durchgeführt.

4.6.3 Identifizierung von Bystander-Zellen durch Fluoreszenzmarkierung
Die Analyse von Bystander-Zellen wurde auch nach selektiver Anfärbung der transduzierten Zellen mittels
des Membranfarbstoffs DiIC18(3) durchgeführt. DiIC18(3) gehört zu den langkettigen Dialkylindocarbo-
cyaninen, welche als Markierungsfarbstoffe insbesondere bei vitalen oder fixierten neuronalen Zellen Ver-
wendung finden. Der Farbstoff hat keinen unmittelbaren Einfluß auf die Vitalität oder andere physiolo-
gische Eigenschaften der Zellen. Der lipophile Farbstoff integriert sich in die Zellmembran und breitet sich
dort durch laterale Diffusion aus (Honig und Hume, 1986). Im allgemeinen wird (z.B. während der Kokul-
tivierung) kein Farbstoff von markierten auf unmarkierte Zellen übertragen, außer bei Freisetzung des
Farbstoffes durch Aufbrechen der Membran bei nekrotischen oder spät apoptotischen Zellen. Diese
mögliche artifizielle Färbung von Bystander-Zellen, welche z.B. auch durch Aufnahme apoptotischer
Vesikel erfolgen kann, ist jedoch, wie hier dargestellt wurde, so gering, daß die Aussagen des Versuches
dadurch nicht beeinträchtigt werden. DiIC18(3) hat ein Absorptions- und Fluoreszenzspektrum, welches mit
Rhodamineinstellungen kompatibel ist, kann also mittels Argonlaser angeregt werden und emittiert dann
Fluoreszenzlicht von etwa 565 nm Wellenlänge, welches im FL-2-Kanal gemessen werden kann.
Zur Markierung wurden die transfizierten Zellen (9L-tk bzw. U87-tk) vor der unter Kap. 2.2 beschriebenen
Probenvorbereitung 30 min bei 37oC im Zellinkubator in 10 µM DiIC18 (3⋅106 Zellen/6 ml 10 µM DiIC18 in
RPMI) inkubiert. Überschüssiger Farbstoff wurde durch Waschen mit PBS entfernt, die Zellzahl bestimmt
und mit der Probenvorbereitung, wie für gewöhnliche Bystander-Ansätze (Kap. 4.6.1) beschrieben,
fortgefahren.

5. Fluoreszenzmikroskopische Analysen
Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikroskopie dienten hier einerseits zur qualitativen Überprüfung der
FACS-Analysen andererseits zum Nachweis spezifischer Antigene mittels Immunfluoreszenz. Bei diesen
Antigenen handelte es sich um p53 sowie exprimierte p53-Zielgene (Kap. 9.) und weitere Apoptose-rele-
vante Proteine.

5.1 Qualitative Überprüfung und Dokumentation der FACS-Analysen
Aliquots der für die FACS-Analysen aufbereiteten Zellsuspensionen wurden auf Objektträger übertragen
und mittels Fluoreszenmikroskop untersucht. Die Dokumentation erfolgte mittels digitaler Kamera und
Bildbearbeitungs-Software.

5.2 Nachweis spezifischer Antigene
Die Färbungen wurden an Aceton-fixierten Zellpräparaten (Kap. 2.2) durchgeführt. Bis zur Inkubation des
Zweitantikörpers folgte das Prozedere dem Standard-ABC-Färbeprotokoll für Immunhistochemie (Kap.
6.2). Spezifische Antigene wurden nach Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Ziegen-Serum
mittels der auch für die Proteinexpressionsstudien verwendeten, unmarkierten Maus-IgG-Antikörper (5
µg/ml, Kap. 9.6.2) gebunden, anschließend indirekt mit biotingekoppelten sekundären Ziege anti Maus-
IgG-Antikörpern (5 µg/ml in Blockierungsserum; Inkubation in Feuchtkammer 30 Minuten 37oC,
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anschließend Waschen in PBS) inkubiert und schließlich mit Streptavidin (PE- oder FITC-konjugiert)
visualisiert (10 min Inkubation bei 37oC und Waschen in PBS).

6. Immunhistochemie
Mittels immunhistochemischer Methodik wurde die Expression spezifischer Antigene im Verlauf ver-
schiedener Behandlungen (Gentherapie, Actinomycin D, Doxorubicin, Etoposid und Vincristin) bei den
Gliomzellinien in situ untersucht. Desweiteren wurden morphologische, nukleäre Veränderungen sowie
DNA-Degradierungen analysiert.
Spezifische Antigene wurden immunhistochemisch mittels Standard ABC-Färbereaktion (Camon, Vector
Laboratories) in situ gefärbt. Aceton-fixierte Zellpräparate (Kap. 2.2) wurden in PBS äquilibriert,
anschließend 20 min mit 1:50-verdünntem Normalserum blockiert. Dieser und alle folgenden
Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer bei 37oC durchgeführt. Der Primärantikörper wurde
in Normalserum verdünnt (5 µg/ml final) und nach Abtropfen überschüssigen Serums auf das Präparat
aufgetragen. Die Präparate wurden mit dem Primärantikörper 1 h inkubiert. Nach Waschen der Präparate
mit PBS wurde 30min mit dem verdünnten biotinylierten Zweitantikörper inkubiert. Währenddessen wurde
das ABC-Reagenz bestehend aus Avidin und biotinylierter Meerrettichperoxidase neu angesetzt und nach
Waschen der Präparate aufgetragen (30 min Inkubation). In der Zwischenzeit wurde das Peroxidase-
Substrat/Chromogengemisch angesetzt. Sigma Fast DAB (3,3‘-Diaminobenzidin)- und Wasserstoffperoxid-
Tabletten wurden im Verhältnis 1:1 (pro 5 ml H2O) in destilliertem Wasser gelöst und zur Entfernung
grober Farbpartikel gefiltert (0,4 µm Poren). Nach Abschluß der ABC-Inkubation und intensiven Waschens
der Präparate mit PBS wurde die Entwicklung durch Inkubation mit dem Substrat/Chromogengemisch (5-8
min, bei Raumtemperatur) durchgeführt und im PBS-Bad gestoppt. Nach Eindecken der Präparate in
Glyceringelatine wurden sie lichtmikroskopisch analysiert und dokumentiert (Kap. 6.1). Als Primär-
antikörper wurden die unter Kap. 9.6.2 aufgeführten Antikörper, insbesondere anti-Ratte/human p53
(PAB122), welcher sowohl mutiertes als auch Wildtyp-p53 erkennt, und zusätzlich Maus anti-Dansyl
(IgG1-Negativ-Kontrolle) eingesetzt.

7. TUNEL-Test
Der TUNEL-Test („TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling“) ermöglicht die Identifizierung apop-
totischer Zellen in situ auf Einzelzellniveau. Im Verlauf der Apoptose kommt es zu DNA-Strangbrüchen,
welche selektiv mittels terminaler Desoxynukleotidyltransferase (TdT) markiert werden können. Dieses
Enzym katalysiert die kovalente Bindung von dNTPs bzw. modifizierten dNTPs oder Analoga (hier:
Fluorescein-markiertes dUTP) an freie 3‘OH-DNA-Enden. Hieraus resultiert eine Anfärbung apoptotischer
Nuclei, welche mikroskopisch betrachtet und dokumentiert werden kann.
Aceton-fixierte Zellpräparate wurden in PBS (4oC) äquilibriert und anschließend 2 min auf Eis in Permea-
bilisierungslösung (0,1% Triton X-100; 0,1% Natrium-Citrat) inkubiert. Nach Waschen der Präparate in
PBS wurden für die Markierungsreaktion 50 µl der gebrauchsfertigen „Tunel“-Reaktionsmischung (50 µl
TdT-Lösung/450 µl Markierungslösung) auf die Zellen aufgetragen und 60 min inkubiert. Diese und die
folgenden Inkubationsschritte wurden bei 37oC in einer feuchten Kammer durchgeführt. Nach Waschen der
Präparate mit PBS konnte das Ergebnis der Reaktion mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert werden.
Für die Signalkonvertierung zur lichtmikroskopischen Analyse wurden 50 µl Konverter-AP-Lösung (anti-
Fluorescein-Antikörper konjugiert mit Alkalischer Phosphatase) je Präparat aufgebracht und 30 min mit
Parafilm bedeckt inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurde die Detektion mit 50-100 µl Sub-
stratlösung (Fast Red, Inkubation 10 min bei Raumtemperatur) vorgenommen. Überschüssige Substrat-
lösung wurde durch Waschen in PBS entfernt, die Präparate mit Glyceringelatine eingedeckt und mikros-
kopiert/dokumentiert (Kap. 6.1).
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Als Negativ-Kontrolle dienten Zellpräparate, die unter Weglassung des Enzyms den gleichen Inkubations-
schritten unterzogen wurden. Als positive Kontrolle wurden permeabilisierte Zellpräparate vor der Mar-
kierungsreaktion in DNase I-Lösung (10 µg/ml, 10 min bei Raumtemperatur) inkubiert. Sämtliche Reagen-
zien des Tests wurden von Roche Diagnostics (In Situ Cell Death Detection Kit, AP) bezogen.

8. Detektion des DNA-Ladderings
Ein als typisch beschriebenes Merkmal für Apoptose ist die Spaltung chromosomaler DNA durch zelluläre
Endonukleasen, wodurch Fragmente von 180-200 bp Länge sowie Vielfache dieser Fragmentgröße
entstehen. Nach Auftrennung dieser Fragmente mittels Gelelektrophorese ergibt sich das Bild einer Leiter,
wodurch der Begriff „DNA-Leiter“ („DNA laddering“) geprägt wurde (Wyllie 1980).
DNA-Degradation wurde zunächst nach Standard-Methodik mittels Zellyse, ProteinaseK-Verdau, Phenol-
Chloroform-Extraktion, Isopropanol-Fällung der DNA, RNase-Verdau und Standard-Agarose-Gelelektro-
phorese (Sambrook et al. 1989) untersucht. Es war jedoch nicht möglich, für die Dokumentation aus-
reichend hochauflösende Bilder der DNA-Leiter zu gewinnen. Dieses Ziel wurde hier nach Anwendung des
sensitiveren „ApoAlertTM LM-PCR Ladder Assay Kits“ gemäß den Angaben des Herstellers (Clontech)
erreicht („PCR“, Kap. 10).
Prinzipiell wird hier eine Signalverstärkung durch Anwendung einer Ligase-mediierten PCR erreicht. An
freie 5‘-Phosphatendungen der chromosomalen DNA werden 3‘-OH-Enden eines dephosphorylierten
Adaptoroligomers (bestehend aus einem gepaarten 12er- und einem 24er- Oligonukleotid) legiert. Durch
die Dephosphorylierung des Adaptors kann nur das 24er-Oligonukleotid kovalent mit chromosomaler DNA
verbunden werden, da nur dieses eine sterisch gut zugängliche 3‘-OH-Gruppe besitzt (beim12er
Oligonukleotid durch den Überhang des längeren Oligonukleotids behindert). Durch Erhitzen des
Reaktionsgemisches auf 72oC dissoziiert das 12er-Oligonukleotid und die überhängenden Enden werden
durch Taq DNA-Polymerase aufgefüllt. In den folgenden PCR-Zyklen fungiert das 24er-Oligonukleotid
nun als Primer der DNA-Synthese. Sequenzunabhängig können mit dieser Methode DNA-Fragmente
amplifiziert werden, wobei kleinere Fragmente in der Synthese einen Vorteil gegenüber größeren haben
und so zusätzlich verstärkt werden.
Aus den wie in Kap. 2.2 geschildert vorbereiteten Proben wurde DNA mittels QIAamp Blood Kit
(QIAGEN) isoliert, die Ausbeute durch Spektrophotometrie bestimmt. 1 µg DNA je Probe wurde ver-
mischt mit 70 µl Ligationsansatz 10 min bei 55oC inkubiert und anschließend über einen Zeitraum von 1 h
graduell auf 10oC abgekühlt (Inkubation im Thermocycler). Nach 10 min Inkubation bei 10oC wurden 0,5
µl T4-DNA-Ligase hinzupipettiert und der Ligationsansatz für weitere 12-16 h bei 16oC inkubiert.
Für die PCR wurden 150 ng Adaptor-legierter DNA eingesetzt und gemäß den Herstellerangaben mit PCR-
Puffer, sterilem Wasser, der 10x LM-PCR-Mischung und der KlenTaq-1 DNA-Polymerase/TaqStart-Anti-
körper-Mischung auf ein Volumen von 100 µl eingestellt. KlenTaq-1 ist eine N-terminal deletierte Taq
DNA-Polymerase, der die Exonukleaseaktivität fehlt. TaqStartTM-Antikörper sorgt für automatischen Hot
Start (Kellogg et al. 1994). Nach 8 min Inkubation bei 72oC wurden 25 Zyklen (1 min 94oC, 3 min 72oC)
im Thermocycler durchlaufen, gefolgt von einer abschließenden Synthesephase von 15 min bei 72oC.
10 µl des PCR-Ansatzes wurden danach mittels Standard-Agarose-Gelelektrophorese (1,2% Agarosegel,
2,5 h Lauf bei 6 V/cm) und Sichtbarmachung mit Ethidiumbromid unter UV-Anregung (Sambrook et al.
1989) auf DNA-Laddering untersucht.

9. Colorimetrische Detektion der Caspase 3-Enzymaktivität
Die Aktivierung von Cystein-Proteasen, den „Caspasen“, ist von Bedeutung u.a. für die Effektor-Phase des
apoptotischen Zelltodes (Übersicht: Thornberry und Lazebnik 1998). Hier wurde die Rolle der Effektor-
Caspase 3 im Verlauf der Gentherapie bzw. der Actinomycin D-Behandlung untersucht.
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Caspase 3-Enzymaktivität wurde mittels colorimetrischem Test entsprechend dem vom Hersteller vorge-
schlagenen Protokoll (ApoAlert Caspase 3 Assay, Clontech) gemessen. Das Test-Prinzip beruht auf der
Spaltung des artifiziellen Caspase 3-Substrats DEVD-pNA, die zur Bildung des spektrophotometrisch bei
405 nm detektierbaren Chromophors p-Nitroanilid (pNA) führt. Die pNA-Bildung pro Zeiteinheit ist ein
Maß für die Caspase 3-Aktivität im untersuchten Zellysat.
Zellpellets (2⋅106 Zellen jeweils) wurden, wie in Kap. 2.2 beschrieben, angefertigt und bei -70oC bis zur
Messung eingefroren. Als Negativkontrolle wurden Zellpellets von unbehandelten Zellen angefertigt. Zell-
pellets der gleichen Behandlungssequenz wurden immer gemeinsam aufgearbeitet und in 96-Well-Platten
gleichzeitig der Absorptionsmessung unterzogen. Zur Abgrenzung unspezifischer Enzymaktivität wurden
parallel Proben mit irreversiblem Caspase 3-Inhibitor DEVD-fmk (5 µM final) vorbehandelt (30 min bei
37oC) und erst danach mit Caspase 3-Substrat versetzt.
Zur Feststellung der Caspase 3-Aktivität in Bystander-Zellmischungen wurden an Tag 0 Zellmischungen
10:0, 9:1, 8:2, etc. bis 0:10 von nicht transduzierten und transduzierten Zellen ausgesät und behandelt (Kap.
2.2). Parallel dazu wurden die gleichen Zellen getrennt voneinander als reine Populationen in gleicher
Weise behandelt und erst am Tag der Analyse in den gleichen Zellzahlverhältnissen nachträglich gemischt.
Die Caspase 3 Aktivität wurde dann direkt gemessen.

10. Western Blot
Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine werden für einen nachfolgenden immunologischen Nachweis
elektrophoretisch auf Membranen übertragen. Das Prinzip wurde 1979 von Towbin entwickelt, der Name
„Western Blot“ für diese Methode von Burnette (1981) in Anlehnung an „Southern Blot“ (Southern 1975)
und „Northern Blot“ (Alwine et al. 1977) für die entsprechende Übertragung von DNA bzw. RNA auf
Membranen geprägt. Sollen im Anschluß spezifische Antigene mittels Immunglobulinen nachgewiesen
werden, spricht man auch von einem „Immunoblot“ (Towbin und Gordon 1984).
Diese Methodik wurde hier zur Untersuchung der Protein-Expression von p53 und p53-Zielgenen (mdm2,
bax, p21) sowie weiterer Apoptose-relevanter Proteine während der Gen- bzw. Actinomycin D-Therapie
eingesetzt.

10.1  Zellyse und Proteinextraktion
Zur Zellyse und Proteinextraktion wurde ein detergenzhaltiger Puffer mit hoher Salzkonzentration gewählt,
welcher neben den löslichen Proteinen des Cyto- und Karyosols auch Membranproteine (aufgrund der
hydrophoben Wechselwirkungen mit dem nicht-ionischen Detergenz Triton X-100) und z.B. Nukleinsäure-
assoziierte Proteine (aufgrund der Störung der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Protein und
DNA/RNA durch die hohe Salzkonzentration) löst. Zur Inaktivierung gleichzeitig freigesetzter zellulärer
Proteasen sind Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, inhibiert Serinproteasen) und EDTA (indirekte Inhibi-
tion von Metalloproteasen durch Bildung von Ca2+- und Mg2+-Chelaten) beigesetzt. Dithiothreitol verhin-
dert die Oxidation von Thiolgruppen zu Cystin. Die gewonnenen Zellpellets (Kap. 2.2) wurden in 10-fach-
em Volumen Zellysepuffer (10 mM Tris (pH 7,5); 140 mM NaCl; 1,5 M KCl; 5 mM EDTA; 1% Triton X-
100; 1 mM PMSF; 1 mM DTT) vollständig resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zel-
len dreimal je 10 s mit Ultraschall behandelt (bei 4oC), der zelluläre Debris abzentrifugiert, und der wäßrige
Überstand mit den darin gelösten Proteinen in neue Reaktionsgefäße überführt. Anschließend wurden diese
Proben bei -70oC bis zur weiteren Verwendung gelagert.

10.2 Konzentrationsbestimmung
Zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration der Zellysate wurde der „DC Protein Assay“
(BioRad) durchgeführt, der auf einer von Lowry et al. (1951) entwickelten Methode beruht. In alkalischer
Lösung reagiert Kupfertartrat mit Proteinen, die Kupfer-behandelten Proteine reduzieren anschließend
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Folin. Die Farbentwicklung korreliert mit dem Gehalt an Tyrosin und Tryptophan und in geringerem
Ausmaß auch mit dem Gehalt an Cystin, Cystein und Histidin. Bei der Reduktion verliert das Folinreagens
1-3 Sauerstoffatome und bekommt eine charakteristische blaue Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei
750 nm (Peterson et al. 1979).
Von den zu analysierenden Zellysaten wurden Verdünnungen (1:50) in Zellysepuffer angefertigt. Als Pro-
teinstandard wurde eine 10%-ige BSA-Lösung verwendet. Eine Verdünnungsreihe von 1 mg/ml bis zu 50
µg/ml BSA in Lysepuffer wurde angefertigt. Sowohl von den Proben als auch von den Standards wurden
die Bestimmungsreaktionen als Duplikate angesetzt. 15 µl Probe bzw. Standard wurden in Polystyren-
küvetten mit 75 µl Reagens A‘ (Reagens A (alkalische Kupfertartratlösung) versetzt mit 20 µl/ml Reagens
S) vermischt. Nach Zugabe von 600 µl Reagens B (verdünntes Folinreagenz) und Durchmischung wurde
nach 15 min Farbentwicklung die Absorption mittels Spektrophotometer bei 750 nm gemessen. Aus den
Mittelwerten der Extinktionen der Standardverdünnungen wurde eine Eichkurve erstellt. Die Protein-
konzentrationen der Proben konnten entsprechend ihrer Extinktionswerte aus dieser Standardeichkurve ge-
nähert abgelesen werden.

10.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur Auftrennung von Proteinen in einer porösen Gelmatrix nach ihrer Größe müssen sie vollständig dena-
turiert werden. Dies geschieht durch eine Behandlung mit Natriumdodecylsulfat (SDS) und einem Cystin-
spaltenden Thiolreagenz (hier: Dithiothreitol, DTT) unter Erhitzung. In wäßrigem Millieu binden die Pro-
teine über hydrophobe Wechselwirkungen den aliphatischen Teil des SDS, während die negativ geladene
Sulfatgruppe nach außen gerichtet ist. Die Eigenladung der Proteine wird überdeckt. Durch die Beladung
von 1 g Protein mit etwa 1,4 g SDS entsteht ein konstantes Masse/Ladungsverhältnis, die Retardierung
eines Proteins im Gel ist dann linear abhängig vom Molekulargewicht.
Zur Auftrennung der Proteine wurden diskontinuierliche Polyacrylamidgele verwendet (Lämmli  1970).  8-
12%-ige Trenngele mit aufgelagerten 4%-igen Sammelgelen (0,75 mm dick) wurden entsprechend den An-
gaben von Sambrook et al. (1989) angefertigt. Diese sind geeignet für die Auftrennung von Proteinen mit
Molekulargewichten zwischen 15 und 120 kD. Für die Elektrophorese wurde das Mini Protean II System
(Bio-Rad) verwendet. Die Gele wurden mit Laufpuffer bedeckt (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS,
pH 8,3). Pro Spur wurden jeweils 80 bzw. 100 µg Protein 1:1 mit 2x Probenpuffer versetzt  (100 mM
Tris/Cl pH 6,8; 200 mM DTT; 4% SDS; 0,2% Bromphenol-Blau; 20% Glycerol), 3 min auf 100oC erhitzt
und anschließend  in die Taschen des Sammelgels pipettiert. Nach Anlegung der Spannung (65 V, etwa 1
h) wandern Chloridionen als Leitionen mit höchster Geschwindigkeit vor der Proteinfraktion. Glycinionen,
bei pH 6,8 hauptsächlich als in der Summe ungeladene Zwitterionen vorliegend, bleiben dahinter zurück.
Die SDS-Proteinmizellen werden zwischen diesen Leit- und Folgeionen in einer Zone geringer Leit-
fähigkeit aufkonzentriert und erreichen fokussiert das Trenngel, wo sie dann ihrem Molekulargewicht ent-
sprechend aufgetrennt werden (95 V, 2-3 h). Durch den höheren pH-Wert hier erhält Glycin eine negative
Nettoladung und wandert als Front vor der Proteinfraktion. Zur Molekulargewichtsbestimmung sowie zur
visuellen Kontrolle von Gelelektrophorese und anschließendem Proteintransfer auf eine Nitrozellulose-
membran wurde ein vorgefärbter Proteinmarker (SDS-7B) aufgetragen. Miteinander zu vergleichende
Proben wurden nebeneinander auf dasselbe Gel aufgetragen, z. B. Proteinextrakte aus nicht transduzierten
und tk-transduzierten Zellen (jeweils unbehandelt und nach 24 h, 48 h und 72 h GCV-Inkubation) sowie
Extrakte tk-transduzierter Zellen nach 72 h 5-FC-Inkubation. Entsprechend wurde für die cd-transduzierten
Zellen verfahren. Zusätzlich wurden Extrakte aller Zellen jeweils unbehandelt und nach 24 h Inkubation
mit Actinomycin D (Kap. 2.2) miteinander verglichen.
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10.4 Tank-Blotting
Die mit hoher Auflösung in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden für die nachfolgenden immuno-
logischen Nachweismethoden elektrophoretisch auf Nitrozellulosemembranen (Hybond) übertragen. Als
Transferpuffer wurde der Tris-Glycin-Puffer der SDS-PAGE benutzt, dem jedoch weniger SDS (0,037%)
und zusätzlich 20% (vol/vol) Methanol zugesetzt wird. Methanol erhöht die Bindungseffizienz der Proteine
an Nitrozellulosemembranen. Als Bindungsursache werden hydrophobe Wechselwirkungen und schwache
elektrostatische Kräfte angenommen. Die Bindungskapazität der Nitrozellulosemembranen beträgt 80-200
µg Protein/cm2, was bei einer Auftrennung von 80 µg/Spur mehr als ausreichend ist (Nyholm und Ramlau
1988). Etwa 25 min vor Beendigung der Gelelektrophorese wurden die passend zugeschnittenen Mem-
branen 5 min in destilliertem Wasser und anschließend für weitere 20 min in Transferpuffer äquilibriert.
Nach Abschluß der Elektrophorese wurden die Gele ebenfalls 5 min in Puffer äquilibriert. Die Transfer-
einheit bestehend aus in Transferpuffer getränkten, passend zugeschnittenen 3MM-Papieren, dem Protein-
gel und der Membran, wurde, wie im Labormanual von Sambrook et al. (1989) geschildert, aufgebaut. Der
Transfer wurde etwa 16 h bei konstanter Spannung (4 V/cm) mit vorgekühltem Puffer (4oC) durchgeführt.

10.5 Unspezifische Gesamtproteinfärbung: Ponceau S
Nach Abschluß des Blotverfahrens kann die Transfereffizienz visuell anhand der Vollständigkeit der
Übertragung des vorgefärbten Proteinmarkers SDS-7B aus dem Gel auf die „Blotting“-Membran kon-
trolliert werden. Zur genaueren Überprüfung der Gleichmäßigkeit des Proteinmengenauftrags der Proben
(80 µg/Spur) sowie deren Transfereffizienz wurden die Membranen einer unspezischen Proteinfärbung mit
dem Azofarbstoff Ponceau S unterzogen. In saurer Lösung bilden die anionischen Natriumsulfonatgruppen
des Azofarbstoffes feste Ionenbindungen mit den protonierten Aminosäurebausteinen der Proteine aus.
Färbungen mit Ponceau S sind daher reversibel und interferieren nicht mit den nachfolgend angewendeten
immunchemischen Detektionsverfahren (Salinowich und Montelaro 1986).
Zur Färbung wurden die „geblotteten“ Nitrozellulosemembranen kurz in PBS gespült und anschließend 3
min unter leichtem Schütteln in Ponceau S-Gebrauchslösung (0,1% Ponceau S in 5% (vol/vol) Ethansäure)
inkubiert. Nach Entfernung überschüssiger Farblösung mittels Waschen in PBS wurden die gebundenen
Proteine als rosafarbene Banden sichtbar. Die Farbintensitäten der Spuren wurden visuell miteinander ver-
glichen. Durch Überführung der Membranen in PBS (pH 7,4) wurde die Färbung anschließend wieder aus-
gewaschen.

10.6 Immunologischer Nachweis

10.6.1 Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
Zur Reduktion unspezifischer Hintergrundsreaktionen wurden unspezifische Bindungsstellen der Membra-
nen vor der Inkubation mit den primären Antikörpern mittels dreistündiger Inkubation in einer frisch ange-
setzten 5%-igen Suspension von Magermilchpulver („Blotto“) in PBS unter konstantem, leichtem  Schüt-
teln bei Raumtemperatur abgesättigt.

10.6.2 Inkubation mit primären Antikörpern
Zur Detektion spezifischer Proteinbanden auf den Membranen wurden monoklonale Antikörper mit
entsprechender Spezifität verwendet. Die Antikörper wurden so ausgewählt, daß das jeweilige zu de-
tektierende Epitop bei den Spezies Ratte (9L-Zellinie) und Mensch (U87-Zellinie) gleichermaßen erkannt
wird.
Die folgenden monoklonalen, primären Antikörper wurden für die Inkubation in 1%-iger Blotto/PBS-
Suspension verdünnt und in den angegebenen Konzentrationen eingesetzt:
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p53 (0,2-1µg/ml, Maus IgG2b, Klon PAB122,)
Bcl-2 (1 µg/ml, Maus IgG1, Klon C-2)
Bcl-XL (1 µg/ml, Maus IgG2a, Klon 2H12)
Bax (1 µg/ml, Maus IgG1, Klon 6A7)
p21 (1 µg/ml, Maus IgG2b, Klon F-5)
MDM2 (1 µg/ml, Maus IgG1, Klon SMP14)

Die Inkubationen wurden unter konstantem, leichtem Schütteln jeweils über Nacht bei Raumtemperatur
durchgeführt. Nicht- oder unspezifisch gebundene Primärantikörper wurden anschließend durch Waschen
der Membranen unter konstantem Schütteln bei mehrfachem Pufferwechsel 1-6 h lang in PBS entfernt.

10.6.3 Detektion
Der Nachweis eines unmarkierten primären Antikörpers mit einem Enzym-gekoppelten Sekun-
därantikörper dient der Erhöhung der Sensitivität der Methode. Die polyklonalen, sekundären Antikörper
erkennen verschiedene antigene Determinanten der leichten und/oder schweren Kette des Immunglobulins,
so daß pro primärem Antikörpermolekül mehrere sekundäre Antikörper mit daran gekoppeltem Enzym ge-
bunden werden können. Der Substratumsatz in der Detektionsreaktion wird dadurch deutlich gesteigert.
Der sekundäre Antikörper (polyklonaler anti-Maus IgG aus Ziege, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase
(HRP), Santa Cruz) wurde in 1%-iger Blotto/PBS-Suspension verdünnt (1 µg/ml), und die Inkubation unter
stetem Schütteln bei Raumtemperatur 1 h durchgeführt. Er konnte zum Nachweis aller verwendeten
primären IgG-Antikörper eingesetzt werden. Ungebundener oder unspezifisch gebundener Antikörper
wurde durch Waschen der Membranen mit PBS unter mehrfachem Pufferwechsel 1 h bei Raumtemperatur
entfernt.
Die aus dem Meerrettich gewonnene Peroxidase enthält als Wirkgruppe ein Fe3+-Protophorphyrin. Sie kata-
lysiert mit Wasserstoffperoxid als Co-Substrat Oxidationen. Bei den gewöhnlichen Chemilumineszenz-
nachweisreaktionen katalysiert das Enzym im Alkalischen die Entstehung eines instabilen zyklischen
Peroxids aus Luminol (3-Aminophthalhydrazid). Unter Ringaufspaltung zerfällt das Peroxid in die ent-
sprechende Dicarbonylverbindung, dem 3-Aminophthalat-Dianion. Dabei wird Licht der Wellenlänge 428
nm emittiert. Verstärkung und Verlängerung der Lichtemission wird durch den Einfluß von Substanzen,
wie z.B. para-substituierten Phenolen auf die Reaktion erreicht (Roswell und White 1978, Thorpe und
Kricka 1986). Bei dem verwendeten Substrat Lumi-LightPLUS wird ein Licht der Wellenlänge 425 nm
ausgesendet, welches zur Belichtung gewöhnlicher Röntgenfilme geeignet ist. Die Detektionsgrenze des
Nachweises wird mit 1-5 pg Antigen angegeben. Licht wird über einen Zeitraum von bis zu neun Stunden
emittiert, wodurch mehrere Expositionen durchgeführt werden konnten. Die Detektion mittels Lumi-
LightPlus wurde entsprechend den Hersteller-Empfehlungen durchgeführt. Verstärker- und Peroxidlösung
wurden 1:1 gemischt, die Membran damit vollkommen bedeckt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschließend wurde die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien plaziert (Luftblasen und überschüssige
Detektorflüssigkeit entfernt) und in einer Röntgenkassette fixiert. Nach Röntgenfilm-Exposition (1-3 min,
Biomax MR-1) wurde automatisch entwickelt (Agfa SCOPIX LR 5200).

11. Semiquantitative Analyse zur mRNA-Expression von CD95/CD95L und TNF-RI/TNFαααα
Zur Untersuchung des Einflusses der HSV-tk/GCV-Gentherapie auf die Transkription bzw. auf die Menge
vorhandenen Transkriptes der Gene CD95, CD95L, TNF-RI und TNFα wurde eine semiquantitative RT-
PCR mit dem Haushaltsgen β-Aktin als Vergleichsstandard durchgeführt.
Die Polymerase-Ketten-Reaktion ermöglicht die spezifische, nahezu exponentielle Amplifizierung von
DNA-Abschnitten mit Hilfe zweier kurzer Oligonukleotide („Primer“), welche dieses Fragment flankieren
und mit jeweils einem der beiden DNA-Stränge der Doppelhelix hybridisieren. Dabei sind diese Oligo-
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nukleotide so orientiert, daß die DNA-Synthese in die von den Oligonukleotiden begrenzte Region hinein
gerichtet ist. Die neu synthetisierte DNA steht in dem nächsten Zyklus ebenfalls als Matrize zur Verfü-
gung, so daß die Kopienzahl des betreffenden DNA-Fragments mit jedem Zyklus, bestehend aus den
Schritten Primer-Hybridisierung, DNA-Synthese und Denaturierung der DNA, (nahezu) verdoppelt wird
(Saiki et al. 1985, 1988, Mullis et al. 1986). Die RNA-(RT-)PCR dient allgemein der Untersuchung der
Genexpression auf RNA-Niveau (Brenner et al. 1989). Bevor allerdings die RNA mittels PCR amplifiziert
werden kann, muß sie zunächst in komplementäre DNA („cDNA“) durch eine Reverse Transkriptions-
reaktion (RT) umgeschrieben werden.

11.1 RNA-Isolierung
Die Zellen (9L, 9L-tk) wurden wie in Kap. 2.2 beschrieben in Doppelansätzen in 75 cm2 Zellkulturflaschen
ausgesät und mit GCV behandelt bzw. unbehandelt gelassen. An den Tagen 1, 2 und 3 wurde RNA mittels
RNAzolTM gemäß den Herstellerempfehlungen isoliert. Nach der Inkubationszeit (Kap. 2.2) wurden die
Zellen mit 0,2 ml RNAzolTM/106 Zellen lysiert und die Löslichkeit der RNA durch Einwirken von Scher-
kräften erhöht. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform/2 ml Homogenat wurden die Proben 15 s kräftig ge-
schüttelt und 15 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 4oC, 12000⋅g) bilden sich zwei Phasen
aus: die obere, wäßrige Phase mit der enthaltenen RNA sowie die untere, organische Phase. DNA und
Proteine finden sich in der organischen sowie der Interphase, so daß durch Isopropanol-Präzipitation die
RNA aus der wäßrigen Phase aufgereinigt werden kann (Sambrook et al. 1989). Die erhaltene Ausbeute
und Nukleinsäurekonzentration wurde mittels UV-Spektrophotometrie bestimmt.

11.2 cDNA-Synthese
5 µg RNA wurde jeweils zur cDNA-Synthese eingesetzt. Verbliebene mögliche DNA-Verunreinigungen
wurden durch Inkubation mit RNase-freier DNase I (1 h, 1 u DNase/1 µg RNA, in 1x PCR-Puffer bei
37oC) abgebaut. Die DNase wurde anschließend thermisch inaktiviert (5 min bei 75oC).
Die RNA wurde zusammen mit 20 pmol Oligo-dT16-Primer denaturiert und anschließend durch Zugabe
von Superscript-Reverser Transkriptase bei 45oC 1 h revers transkribiert. Als Negativkontrollen wurden in
der nachfolgenden PCR auch RNA-Proben ohne vorherige cDNA-Synthese (Test auf DNA-Kontamina-
tion) sowie ein cDNA-Synthese-Ansatz ohne Zugabe von RNA (Test auf Kontamination der cDNA-Syn-
thesereagenzien) amplifiziert.

11.3 Semiquantitative PCR
Jeweils 1/15 Volumen des cDNA-Ansatzes wurde zur PCR eingesetzt. Die PCR-Reaktionsgemische
setzten sich folgendermaßen zusammen:

Reagenzien CD95 CD95-L TNF-RI TNFα β-Aktin
cDNA 2µl 2µl 2µl 2µl 2µl

CD95-s CD95-L-s TNF-RI-s TNFα-s β-Aktin-sPrimer
(10µM, jeder) CD95-as CD95-L-as TNF-RI-as TNFα-as β-Aktin-as

KCl 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Tris-HCl (pH 8,3) 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM

MgCl2 1,5 mM 2 mM 1,5 mM 1,5 mM 1,5 mM
dNTP 200 µM 300 µM 200 µM 200 µM 200 µM
H2Odd ad 50 µl ad 50 µl ad 50 µl ad 50 µl ad 50 µl

Taq-Polymerase 2,5 u 2,5 u 2,5 u 2,5 u 2,5 u
(Primer-Sequenzen, Kap. 10.5. dNTP: jedes Nukleotid (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 20mM in autoklaviertem,
doppelt destilliertem Wasser.)
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Die folgenden Programme wurden zur Amplifizierung verwendet. Initial wurde das PCR-Gemisch ohne
Taq-Polymerase 3 min auf 95oC zur Denaturierung der cDNA und der Primer erhitzt. Nach Abkühlung auf
die Primer-Hybridisierungstemperatur wurden 2,5 Einheiten Taq-Polymerase je Ansatz zupipettiert. Nach
einer ersten Extension bei 72oC für 1 min setzten die aufgeführten Programme ein:

CD95 CD95-L β-AktinProgramm-
schritt Temp. Dauer Schleife Temp. Dauer Schleife Temp. Dauer Schleife

0 95oC 80 s 95oC 80 s 95oC 80 s
1 67oC 40 s 59oC 40 s 60oC 20 s
2 72oC 20 s an 0, x 33 72oC 20 s an 0, x 38 72oC 20 s an 0, x 28

TNF-RI TNFαProgramm-
schritt Temp. Dauer Schleife Temp. Dauer Schleife

0 95oC 60 s 95oC 60 s
1 66oC 30 s 60oC 40 s
2 72oC 30 s an 0, x 33 72oC 30 s an 0, x 33

Die letzte Extensionsphase wurde auf 5 min verlängert. Als Kontrolle auf Kontamination der PCR-Rea-
genzien wurden bei jeder Amplifizierung Kontrollreaktionen ohne Zugabe von cDNA mitgeführt. Als Posi-
tivkontrolle sowie zur semiquantitativen Beurteilung des Amplifizierungsergebnisses diente die Ampli-
fizierung des „House-keeping“-Gens β-Aktin (weitere Kontrollreaktionen, Kap. 10.2).

11.4 Gelelektrophorese
Mittels Standard-Agarosegelelektrophorese (Sambrook et al. 1989) wurden die amplifizierten DNA-Frag-
mente aufgetrennt und analysiert. Dazu wurden 8 µl jedes PCR-Ansatzes vermischt mit DNA-Ladepuffer
(50% (vol/vol) Glycerin, 0,2% SDS, 0,05% Bromphenolblau in TBE) auf 1%-ige Agarosegele (in TBE)
aufgetragen und 1 h bei 6 V/cm mit TBE (0,1 M Tris-Base, 85 mM Borsäure, 1 mM EDTA, pH 8,3) als
Elektrophoresepuffer aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker wurde eine 100 Basen-Paar-Leiter ver-
wendet.

11.5 Sequenzen der verwendeten Primer-Oligonukleotide

Amplifizierte
Sequenz

Richtung Oligonukleotid-Sequenz (5‘-3‘) Fragmentgröße

sense CATGCCATCCTGCGTCTGGAC
β-Actin

anti-sense CACAGAGTACTTGCGCTCAGGAGG
500 bp

sense TGCTCGGCAGCACAAAGTCCCGGAAAGCA
CD95

anti-sense CAGGCTCTCTCCTCTCTTCGTGGCTGGAAC
306 bp

sense ACATATGGAACTGCTTTGATCTCTGGAGT
CD95-L

anti-sense GACATATAAATGGTCAGCAACGGTAAG
285 bp

sense GCGATGCTGTATGCTGTGGTGGATGG
TNF-RI

anti-sense GCCTTATCGCGGGAGGTGGGTCGT
300 bp

sense AGTTCCATGGCCCAGACCCTCACACTC
TNFα

anti-sense GAGAACGGATGAACACGCCAGTCGCCT
521 bp

(„sense“, „antisense“: Bezeichnung der DNA-Syntheserichtung. Bei Verlängerung eines Sense-Oligonukleotids
entsteht eine Kopie des codierenden Sense-Strangs der DNA. Die verwendeten Oligonukleotide wurden von
MWG Biotech synthetisiert.)
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12. Untersuchung der TNFαααα-Sekretion mittels ultrasensitivem ELISA
Mittels eines ultrasensitiven ELISA („enzyme-linked-immunosorbent-assay“)-Tests (Engvall und Perlmann
1971) wurde die Sekretion von TNFα ins Medium bei 9L- und 9L-tk-Zellen nach HSV-tk/GCV-Gen-
therapie untersucht. Dazu wurden über einen Zeitraum von 5 Tagen im Abstand von 24 h beginnend nach
Aussaat und Behandlung (10 µg/ml GCV bzw. unbehandelt) 1 ml Aliquots aus dem Überstand der Zell-
kulturen (4⋅105 Zellen/5ml Medium in 6-Well-Platten) entnommen und nach Zentrifugation der zellfreie
Überstand bei -70oC bis zur späteren Messung aller gesammelten Proben gelagert. Die Zellproben wurden
nach Entnahme der Überstand-Aliquots (wie in Kap.3 beschrieben) gezählt, um die mittels ELISA-gemes-
sene TNFα-Produktion auf die jeweilige Zellzahl beziehen zu können. Die Durchführung des ELISAs er-
folgte gemäß den Angaben des Herstellers (Laboserv). Antikörper spezifisch für Ratten-TNFα sind ge-
bunden an den Boden einer 96-Well-Platte. Während der Inkubation dieser Platte mit den gewonnenen
Überstand-Aliquots wird TNFα, sofern vorhanden, von diesen Antikörpern gebunden und immobilisiert.
TNFα wird dann in einer zweiten Inkubation mit einem biotinylierten anti-Ratten-TNFα-Antikörper von
diesem spezifisch gebunden und kann mittels Streptavidin-konjugierter Peroxidase und entsprechendem
Enzymsubstrat (Tetramethylbenzidin) detektiert werden. Die Umsetzung des Enzymsubstrats führt zur Pro-
duktion eines Farbstoffes, der colorimetrisch gemessen werden kann. Die Intensität der Farbreaktion ist
dann proportional zur Menge des gebundenen TNFαs. Dieser Test wurde in zwei voneinander unabhän-
gigen Testreihen durchgeführt.
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III. Ergebnisse

1. Transfektion und Selektion von Zellklonen mit stabiler Transgenexpression
Die nicht transduzierten Ausgangszellinien U87 und 9L besitzen gegenüber GCV (IC50 25-50 µg/ml) bzw.
5-FC (IC50 300-600 µg/ml) ähnliche Sensitivitäten (Tab. 5). Nach dem Transfer der Suizidgene und der an-
schließenden Selektion von Einzelzellklonen zeigten die transduzierten Zellinien (U87-tk, U87-cd, 9L-tk
und 9L-cd) eine gesteigerte Sensitivität gegenüber den zugehörigen Suizidenzym-Substraten, nicht jedoch
gegenüber irrelevanten Prodrugs. So beträgt die IC50 von GCV nach Transfer des HSV-tk-Gens in U87 6
ng/ml, ist also um den Faktor 5000 reduziert. Bei der 9L-tk-Linie ist die IC50 für GCV 50 ng/ml (Faktor
600). Die mit dem E.coli-cd-Gen transduzierten Zellinien U87-cd und 9L-cd sind um den Faktor 100 bzw.
500 sensitiver gegenüber 5-FC als die Ausgangszellinien. Nach Suizidgentransfer ist also die Sensitivität
der Zellen gegenüber den relevanten Prodrugs signifikant erhöht. Die transduzierten Zellen zeigten spezifi-
sche Sensitivitätsveränderungen, keine allgemein gesteigerte Empfindlichkeit, wie durch die innerhalb der
verschiedenen transduzierten und nicht transduzierten Zellinien gleichbleibende Actinomycin D-Zytotoxi-
zität belegt wird.
Die Sensitivität der transduzierten Zellinien gegenüber der jeweiligen Prodrug wurde nach vorhergehender
10-tägiger Antibiotikaselektion (Kap. II. B 1.2) getestet. Sie erwies sich als stabil über einen Zeitraum von
bis zu einem Jahr (spätere Zeitpunkte nicht getestet). Den im Folgenden dargestellten Ergebnissen liegen
Zellproben zu Grunde, die im Abstand von 6-8 Wochen regelmäßig selektioniert wurden.

IC50Zellinie
[GCV] [5-FC] [Actinomycin D]

Sensitivitätsfaktor

U87 30 µg/ml 600 µg/ml 0,001 µg/ml
U87-tk 6 ng/ml 500 µg/ml 0,001 µg/ml 5000 x
U87-cd 25 µg/ml 6 µg/ml 0,001 µg/ml 100 x

9L 30 µg/ml 500 µg/ml 0,01 µg/ml
9L-tk 0,05 µg/ml 300 µg/ml 0,01 µg/ml 600 x
9L-cd 50 µg/ml 1 µg/ml 0,01 µg/ml 500 x

Tab. 5: Auswirkung des Suizidgentransfers auf die Sensitivität der Zellen gegenüber den Prodrugs GCV und 5-
FC. Die IC50 gibt diejenige Konzentration von GCV, 5-FC bzw. Actinomycin D an, die zum Absterben von 50%
der Zellen führt. Als „Sensitivitätsfaktor“ wird derjenige Faktor bezeichnet, um den die wirksame Prodrug-Kon-
zentration (IC50) der transduzierten Zellinien gegenüber der der nicht transduzierten erniedrigt ist. Zur Ermittlung
dieser Werte wurden jeweils 105 Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen der Prodrugs bzw. Actinomycin D
versetzt. Nach vier Tagen wurde die Zellzahl mittels Z1-Coulter Counter bestimmt. Alle Werte wurden in Form
von Triplikaten sowie in zwei voneinander unabhängigen Tests ermittelt.

2. Untersuchung der Zellmorphologie nach Zelltodinduktion
Mit Apoptose klassischerweise assoziierte morphologische Merkmale sind eine Abrundung der Zelle ein-
hergehend mit Adhäsionsverlust, das Auftreten von charakteristischen Membranausstülpungen, die Kon-
traktion des Cytoplasmas, die Kondensation des Chromatins mit anschließender Auflösung des Nukleus
kulminierend in der Auflösung der gesamten Zelle in Vesikel (Kerr et al. 1972, Wyllie 1980). Im Gegen-
satz dazu zeigen nekrotische Zellen typischerweise keines dieser Merkmale, sondern zeichnen sich durch
Zellschwellung mit konsekutiver Zerstörung von zellulären Membransystemen und Organellen aus.
Nach Actinomycin D-Behandlung (1-2 µg/ml 24 h), Behandlung mit HSV-tk/GCV bzw. E.coli-cd/5-FC
oder Inkubation mit 5-10% (vol/vol, 1 h) Ethanol als Mediumzusatz zeigten alle untersuchten Zellinien
morphologische Merkmale, welche typisch für apoptotisches Zellsterben sind. Dies galt auch bei Behand-
lung der Zellinien mit Doxorubicin, Vincristin und Etoposid (Kap. II. B 2.2). In Phasenkontrastaufnahmen
liessen sich Membranaustülpungen und Vesikelabschnürungen, sowie zunehmende Auflösung der Zelle
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Abb. 5: Morphologische Veränderungen der Zellen nach
gentherapeutischer Behandlung. Durchlichtmikroskopische
Phasenkontrastaufnahme von GCV-behandelten 9L-tk-
Zellen (48 h, 10 µg/ml) (400x Vergrößerung). Es zeigen
sich Apoptose-typische zelluläre Veränderungen: Im Zen-
trum der Aufnahme ist eine fast vollständig in Vesikel auf-
gelöste Zelle zu sehen. Links davon ist eine abgerundete
Zelle mit Membranaustülpungen und einer Fragmentierung
des Kerns zu erkennen.  (v = Vesikel, b = Membranaus-
stülpungen, n = Nukleusfragment).

beobachten (Abb. 5). Kondensation des Chromatins und Auflösung des Nukleus liessen sich nach Propi-
diumiodidfärbung mittels Fluoreszenzmikroskopie zeigen (Abb. 6). Ausmaß und Ausprägung dieser Merk-
male variierten von Zelle zu Zelle und traten auch zeitlich nicht synchron innerhalb einer gegebenen Zell-
population auf. Früh zu beobachten war eine Abrundung der Zellen und der Verlust der Adhäsion an den
Untergrund. Die Plasmamembran bekam ungleichmäßige Ausbuchtungen, Vesikel schnürten sich an der
Oberfläche ab, das Cytoplasma kondensierte. Das Ausmaß der Vesikelausstülpungen nahm im weiteren
zeitlichen Verlauf zu, wobei sich symmetrische Abknospung kleinerer Vesikel, aber auch ungleichmäßige
Abschnürungen von großen Zellanteilen zeigten. Im allgemeinen war die Kondensation des Chromatins der
behandelten Zellen früher zu beobachten als die Fragmentierung des Nukleus. Verglichen mit den anderen
morphologischen Veränderungen waren die des Kerns eher spät auftretende apoptotische Merkmale.
Die beschriebenen morphologischen Veränderungen waren bei unbehandelten Zellen oder bei Zellen,
welche mit irrelevanten Prodrugs behandelt wurden, in keinem signifikanten Maße festzustellen. Nach
Induktion von nekrotischem Zelltod durch Behandlung mit 20% (vol/vol) Ethanol zeigten sich die beschrie-
benen morphologischen Veränderungen nicht.

v

b

C

n

n

n

Abb. 6: Apoptotische Verän-
derungen des Zellnukleus nach
Gentherapie. (A, C) Durchlicht-
aufnahmen, (B, D) fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen
derselben Zellen (U87-cd (A,
B), U87-tk (C, D), 400x). U87-
cd-Zellen wurden 72 h mit 100
µg/ml 5-FC behandelt, U87-tk-
Zellen 72 h mit 10 µg/ml GCV.
Propidiumiodid-Färbung der
DNA nach Ethanol-Fixierung
und RNase-Verdau zeigt die
Auflösung der Nuklei in klei-
nere Fragmente. In C, D zum
Vergleich eine Zelle mit noch
unveränderter Kernmorpholo-
gie.

C

BA

D
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3. Durchflußzytometrische und Immunfluoreszenz-Untersuchungen
Mittels durchflußzytometrischer Methodik und Immunfluoreszenzmikroskopie wurde untersucht, ob Apop-
tose-assoziierte Parameter unter Gentherapie oder Behandlung mit Actinomycin D auftreten. Dabei wurde
versucht, beteiligte Signaltransduktionswege zu identifizieren. Die untersuchten Parameter wurden sowohl
qualitativ als auch quantitativ wie folgt erfaßt:

FACS-Messungen:Zellinien:
1 2 3 4 5 6

9L/9L-cd*
9L/9L-tk*

U87/U87-cd*
U87/U87-tk*

AnnexinV-
FITC/PI DiOC6(3)/PI Mitosensor PI (DNA) CD95/

CD95L
TNF-RI/
TNFα

Parameter: PS-Exposition
MTP-
(∆Ψm)

Reduktion

MTP-
(∆Ψm)

Reduktion

Zellzyklus
Sub-G1-DNA
(Karyorrhexis

/Pyknosis)

Rezeptor-
/Ligand-

expression

Rezeptor-
/Ligand-

expression

Tab. 6: Durchgeführte durchflußzytometrische und Immunfluoreszenz-Untersuchungen von Apoptose-assozi-
ierten Parametern. Während der Gentherapie und der Behandlung der Zellen mit Actinomycin D (24 h, 0,001-4
µg/ml) wurden die Zellen mittels der FACS-Messungen 1-6 (z.B. 1 = Annexin V-FITC/PI) auf die entspre-
chenden Apoptose-Parameter (1 = PS-Exposition) hin untersucht. Jeder Parameter wurde in zwei voneinander
unabhängigen Versuchsreihen und jeweils in Duplikaten gemessen (Kap. II. B 2.2).
*„9L/9L-cd“: In der jeweiligen Versuchsreihe wurde sowohl die Ausgangszellinie (hier: 9L) als auch die jeweils
abgeleitete, transduzierte Zellinie (hier: 9L-cd) unbehandelt (nach 72 h), sowie unter Prodrug-Behandlung (100-
3000 µg/ml 5-FC bzw. 10-1000 µg/ml GCV nach 24 h, 48 h und 72 h) untersucht (Kap. II. B 2.2).
„PS-Exposition“: Phosphatidylserin-Exposition
„MTP (∆Ψm) -Reduktion“: Reduktion des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP)
(Karyorrhexis/Pyknosis): Kondensation bzw. Fragmentierung der Nuclei. Diese Parameter wurden parallel zur
FACS-Analyse des Zellzyklus und des Anteils von Zellen mit Sub-G1-DNA-Gehalt mittels Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert (Abb. 6).

3.1 Analyse der Vorwärts- und Seitwärtsstreuung des Lichtes
Apoptose wurde zunächst als „Shrinkage Necrosis“ (Schrumpfungsnekrose) bezeichnet (Kerr 1971), da
sich im Vergleich zur typischen Nekrose mit Zellschwellung und Berstung apoptotische Zellen abrunden,
verkleinern und an Granularität zunehmen. Mittels durchflußzytometrischer Analyse von Vorwärts- und
Seitwärts-Streulicht lassen sich morphologische Parameter wie Zellgröße und Granularität untersuchen. Die
Intensität der Lichtstreuung ist proportional zum Zellvolumen (Mullaney et al. 1969). Dementsprechend
geht bei apoptotischen Zellen die Vorwärtsstreuung  (FSC) des Laserlichtes zurück, und die Streuung im
Seitwärtsscatter (SSC) nimmt aufgrund der gesteigerten Granularität der Zellen zu.
Außer apoptotischen Zellen weisen auch Zellen mit geschädigten Membranen eine geringere Intensität in
der Vorwärtsstreuung und außerdem einen Rückgang der Seitwärtsstreuung (Loken und Herzenberg 1975,
Loken et al. 1979) auf. Dies beruht auf dem Unterschied im Refraktionsindex der Zellen im Vergleich zum
Medium: Dieser ist bei beschädigten Zellen geringer als bei unbeschädigten. Durch Analyse von Proben,
welche parallel mit Propidiumiodid (PI) gefärbt wurden, lassen sich solche Zellen aus der Analyse aus-
schließen (Abb. 7 „9L-tk (B)“). PI wird nur von Zellen mit geschädigten Membranen aufgenommen. Hier-
bei bleibt zu bedenken, daß auch spät-apoptotische Zellen PI-positiv sind und somit ebenfalls ausge-
schlossen werden.
Im Verlauf der gentherapeutischen sowie der Behandlung mit Actinomycin D kam es zu einem Rückgang
in der Intensität der Vorwärtsstreuung bei gleichzeitiger Zunahme der Seitwärtsstreuung (Abb. 7). Diese
Veränderung der Lichtstreuung wurde nicht bei unbehandelten oder bei Zellen entdeckt, welche mit irrele-
vanten Prodrugs behandelt wurden. Auch die genetisch nicht veränderten Ausgangszellinien zeigten keine
Änderung des FSC/SSCs nach Behandlung mit Prodrugs in Standardkonzentrationen. Wurde die GCV-
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Konzentration um den Faktor 100 erhöht (auf 1000 µg/ml), so zeigten nach 48 h Inkubation jedoch auch
die parentalen Zellinien 9L und U87 Apoptose-typische Veränderungen der Lichtstreuung. Bei einer Be-
handlung mit 30-fach höheren 5-FC-Dosen (3 mg/ml) zeigten 9L-Zellen nach 48 h ebenfalls eine solche
Veränderung, U87-Zellen jedoch nicht. Diese geringere Sensitivität der U87-Zellen gegenüber 5-FC unter
den Versuchsbedingungen zeigte sich auch in den weiteren Analysen (Kap. 3.2-3.3). Höhere Konzentra-
tionen von 5-FC wurden aufgrund der limitierenden Löslichkeit von 5-FC in wäßriger Lösung (15 mg/ml
maximal) nicht untersucht. In Analysen nach längerer Inkubation (72 h - 96 h), mit gleichbleibend erhöhter
5-FC-Konzentration (3 mg/ml) zeigten auch U87 Apoptose-typische Veränderungen im FSC/SSC. Bei den
zum Vergleich getesteten Chemotherapeutika induzierte Doxorubicin (20 µg/ml) nach 24 h eine FSC/SSC-
Veränderung ähnlich wie Actinomycin D. Vincristin (0,1 µg/ml) und Etoposid (1 µg/ml) bewirkten in den
gewählten Konzentrationen nach 24 h keine deutliche Änderung des FSC. Lediglich die Granularität nahm
leicht zu, obwohl ein zytotoxischer-Effekt (15-33% PI-positive Zellen) beobachtet wurde. Nach weiteren
24 h zeigten aber auch Etoposid- bzw. Vincristin-behandelte Zellen eine deutliche SSC-Zunahme und eine
FSC-Abnahme. Diese Ergebnisse waren für U87- und 9L-Zellen ähnlich.
Gentherapie sowie Behandlung mit den ausgewählten Chemotherapeutika lösen demnach Apoptose-typi-
sche Veränderungen im Lichtstreuungsverhalten der Zellen aus. Nach Induktion von nekrotischem Zelltod
(Behandlung mit 20% Ethanol) zeigten sich die beschriebenen Lichtstreuungsveränderungen nicht.

Abb. 7: Veränderung der
Lichtstreuung im Verlauf
der HSV-tk/GCV-Genthera-
pie. Die Vorwärts- und
Seitwärtsstreuung (FSC/
SSC) von unbehandelten
und mit GCV-behandelten
9L- und 9L-tk-Zellen wurde
durchflußzytometrisch be-
stimmt. Die Zellen wurden
mit Propidiumiodid (PI)
gefärbt, um eine Ausgren-
zung von nicht vitalen (PI-
positiven) Zellen zu ermög-
lichen. „9L“ und „9L-tk
(A)“ zeigen die gesamte
Zellpopulation. „9L-tk (B)“
zeigt die vitale Zellpopu-
lation nach Ausgrenzung
von PI-positiven (toten)
Zellen. Im Verlauf der Be-
handlung nimmt bei 9L-tk-
Zellen zunächst die Granu-
larität zu (SSC erhöht),
nach 48-72 h nimmt die
Zellgröße (FSC erniedrigt)
im Durchschnitt ab. Die
Population der Zellen mit
geringerer Größe enthält
einen großen Anteil PI-
positiver, toter Zellen.

9L-tk (A) 9L-tk (B)

72 h GCV

unbeh.

24 h GCV

48 h GCV

9L
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3.2 Analyse der Phosphatidylserinexposition
Ein sehr früh nachzuweisendes Apoptose-Merkmal ist der Verlust der asymmetrischen Verteilung von
Phosphatidylserin (PS) in der Plasmamembran der Zelle. Normalerweise befindet sich PS fast ausschließ-
lich in der dem Cytoplasma zugewandten Phospholipidschicht und nicht auf der Außenseite der Zelle.
Diese Asymmetrie wird unter Energieaufwand aufrechterhalten, die beteiligten Mechanismen sind noch
nicht abschließend geklärt. Der durchflußzytometrische Nachweis von PS auf der Zelloberfäche mittels
Bindung von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppeltem AnnexinV hat sich in den letzten Jahren zu einem der
gebräuchlichsten Apoptosenachweisverfahren entwickelt. Die überwiegende Zahl der Untersuchungen
wurde bisher jedoch an Zellen der hämatopoetischen Linien durchgeführt. Wie in folgender Abbildung zu
sehen ist, zeigte die verwendete Positivkontrolle (Jurkat-T-Zellen nach Apoptoseinduktion durch Actino-
mycin D (ActoD)) eine deutliche AnnexinV-Bindung:

Im Folgenden wurde die Exposition von PS als Apoptosemarker bei Gliomzellinien nach Behandlung mit
Apoptose-auslösendem ActoD sowie den beiden Gentherapiesystemen untersucht.
Zur Untersuchung der PS-Exposition nach ActoD-Behandlung wurden die Gliomzellinien 9L und U87,
sowie die davon abgeleiteten stabil transduzierten Zellinien mit steigenden ActoD-Konzentrationen (0,001-
2 µg/ml) 24 h-lang behandelt und die PS-Umverteilung durchflußzytometrisch bestimmt (Kap. II. B 4.3).

Abb. 8: 24 h-Inkubation mit 2 µg/ml ActoD induzierte bei Jurkat-T-Zellen eine Exposition von Phosphatidyl-
serin (PS) auf der Zelloberfläche. In der durchflußzytometrischen Analyse zeigten Jurkat T-Zellen nach ActoD-
Behandlung (B) im Vergleich zu unbehandelten Jurkat-T-Zellen (A) etwa 15% mehr vitale (PI-negative) Zellen,
die FITC-konjugiertes AnnexinV binden (FITC, Abk. Fluorescein-Isothiocyanat). AnnexinV weist eine hohe
Affinität zu PS auf. PS ist normalerweise sequestriert, befindet sich asymmetrisch verteilt hauptsächlich in der
dem Cytoplasma zugewandten Membranschicht und ist damit für Zelloberflächenfärbungen nicht zugänglich. Im
Verlauf der Apoptose verliert sich diese Asymmetrie. Die vitalen, AnnexinV-bindenden Zellen sind früh-apop-
totische Zellen. Spät-apoptotische und nekrotische Zellen verlieren die Integrität ihrer Plasmamembran. Da das
fluoreszierende AnnexinV-FITC dann in die Zellen eindringen kann, ist eine Unterscheidung zwischen exponier-
tem und cytoplasmatisch orientiertem PS nicht mehr möglich. Sämtliche PI-positiven Zellen binden in diesem
Fall auch AnnexinV. Spät-apoptotische Zellen sind daher hier durchflußzytometrisch nicht von nekrotischen
Zellen zu unterscheiden.
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Alle untersuchten Zellinien reagierten auf ActoD-Behandlung (ab einer Konzentration von 0,1 µg/ml) mit
der Exposition von PS (Abb. 17 C, D; Tab. 7). Mit steigender Dosierung wurde auch der Anteil PS-expo-
nierender Zellen in der Population größer. Die ActoD-Sensitivität der transduzierten und der entsprechen-
den nicht transduzierten Zellen unterschied sich dabei nicht signifikant. Unterschiede zeigten sich jedoch
zwischen U87- und 9L-Zellinien. Mit sinkender Vitalität zeigte sich sowohl bei U87- als auch bei 9L-Zell-
linien ein Anstieg der PS-Exposition. U87-Zellinien waren jedoch um den Faktor 10 (IC50) sensitiver ge-
genüber der ActoD-Behandlung (Tab. 5) und wiesen einen größeren Anteil an PS-positiven Zellen auf:
Während 9L-Zellinien bei einer zytotoxischen ActoD-Dosierung zwischen 38 und 48% PS-positive Zellen
zeigten, lag der Anteil dieser Zellen bei den U87-Zellinien unter vergleichbarer ActoD-Dosierung bei 60-
90% der Zellen.
Wie diese Experimente zeigten, reagierten die hier untersuchten Gliomzellinien ähnlich wie Jurkat T-Zellen
auf einen apoptotischen Stimulus mit der Umverteilung von PS. Diese Methode ist also prinzipiell als
Apoptosenachweis für die hier verwendeten Gliomzellinien anwendbar. Bei beiden Zellinien kam es so-
wohl unter HSV-tk/GCV- als auch unter E.coli-cd/5-FC-Gentherapie zu einer PS-Exposition (Abb. 18, Tab.
8). In Abb. 9 (A, B) ist eine 9L-tk-Zelle nach 3-tägiger Behandlung mit GCV (10 µg/ml) und Färbung mit
AnnexinV-FITC/PI dargestellt. In der Durchlichtaufnahme zeigt sich das typische Bild einer apoptotischen
Zelle mit abgerundetem Zellkörper, kontrahiertem Cytoplasma und beginnender Ausstülpung von Vesi-
keln. In der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme zeigt diese Zelle eine deutliche, grüne Fluoreszenz auf
ihrer Oberfläche als Nachweis der PS-Umverteilung. Die Cytoplasmamembran ist noch unbeschädigt, da PI
nicht in das Zellinnere eingedrungen ist. In derselben Abb. (C, D) ist eine spät-apoptotische 9L-tk-Zelle mit
deutlicher apoptotischer Veränderung der Kernmorphologie zu sehen, welche aufgrund der PI-Duchlässig-
keit der Membran im Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. In der durchflußzytometrischen Analyse mittels
AnnexinV-FITC/PI ist eine solche Zelle nicht von einer nekrotischen Zelle zu unterscheiden, da
durchlässige Membranen auch den Influx von AnnexinV-FITC ermöglichen, welches dann intrazellulär PS
binden kann.

Abb. 9: Exposition von Phos-
phatidylserin (PS) nach Gentherapie.
(A, C) Durchlicht-Aufnahmen, (B, D)
fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
men derselben Zellen (9L-tk, 400-
fache Vergrößerung). 9L-tk-Zellen
wurden 72 h lang mit 10 µg/ml GCV
behandelt. Auf der Zelloberfläche ex-
poniertes PS wird durch Färbung mit
FITC-konjugiertem AnnexinV (grüne
Fluoreszenz) nachgewiesen. Gleich-
zeitige Färbung mit Propidiumiodid
(rote Fluoreszenz) zeigt die Intaktheit
der Zellmembran in (B) (früh-
apoptotisch).
(C, D) zeigen eine spät-apoptotische
Zelle mit deutlichen apoptotischen
Veränderungen der Kernmorphologie
(Karyorrhexis), die aufgrund der PI-
Durchlässigkeit der Membran in der

A B

C D
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Fluoreszenzaufnahme sichtbar werden. Es ist nicht möglich, solche Zellen mittels AnnexinV-FITC/PI-Durch-
flußzytometrie von nekrotischen Zellen zu unterscheiden, da die durchlässigen Membranen nekrotischer Zellen
den passiven Influx von AnnexinV und die intrazelluläre Bindung ermöglichen. Aufgrund der höheren
Fluoreszenzintensität von PI wurde in (D) eine kürzere Belichtung gewählt, wodurch die grüne AnnexinV-FITC-
Fluoreszenz hier schwächer als in (B) erscheint.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie ließ sich die PS-Exposition bei den transfizierten Zellinien (U87-tk, U87-
cd, 9L-tk, 9L-cd) nach Behandlung mit den korrespondierenden Prodrugs qualitativ bestätigen. Parallel da-
zu konnte die Morphologie der PS-exponierenden Zellen als Apoptose-typisch beschrieben werden. An-
nexinV-FITC-Bindung konnte bei unbehandelten Zellen, bei nicht transduzierten Ausgangszellen oder bei
Zellen, die mit irrelevanten Prodrugs behandelt wurden, nicht in einem signifikantem Ausmaß beobachtet
werden. Nach Actinomycin D-Behandlung (1-2 µg/ml 24 h) zeigten alle untersuchten Zellinien PS-Exposi-
tion in der fluoreszenzmikroskopischen Analyse. Dies war ebenso der Fall bei Behandlung mit 5-10%
(vol/vol) Ethanol. Bei Erhöhung des Ethanol-Volumenanteils im Medium auf Nekrose-auslösende 20%
(vol/vol) war dagegen keine AnnexinV-FITC-Bindung nachzuweisen (auch nicht mittels Durchflußzyto-
metrie).
Im Vergleich zur qualitativen Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht die Durchflußzytometrie eine quantita-
tive Analyse der PS-Exposition der untersuchten Zellinien.
Abb. 18 (C, D) fasst die Ergebnisse der Untersuchung der PS-Exposition bei den gentherapeutisch behan-
delten Gliomzellinien über einen Zeitraum von 3 Tagen (Kap. II. B 2.2) zusammen. Als Standardkon-
zentrationen der Prodrugs wurden 10 µg/ml GCV und 100 µg/ml 5-FC gewählt. Diese Konzentrationen
liegen über der IC50-Konzentration (Tab. 5), die zum Absterben von 50% der entsprechend mit dem HSV-
tk- bzw. dem E.coli-cd-Gen transfizierten Zellen nach einer 4-tägigen Inkubation führt. Die Vitalität der
nicht transduzierten Ausgangszellen bleibt dabei unbeeinträchtigt.
Im beobachteten Behandlungszeitraum (3 Tage) ist der Rückgang der Vitalität der transfizierten Zellen
außer bei 9L-tk-Zellen noch nicht sehr deutlich ausgeprägt, daher wurden diese Zellen über einen längeren
Zeitpunkt beobachtet und die zytotoxische Wirkung der jeweiligen Prodrug kontrolliert. Außerdem wurde
exemplarisch der Effekt höherer Prodrug-Konzentrationen (bis 1 mg/ml GCV und 3 mg/ml 5-FC) an Tag 2
der Behandlung untersucht (Abb. 19 (C, D), Tab. 9). Da die Pharmakogentherapie jedoch insbesondere auf
möglichst geringe Prodrug-Dosierungen hinzielt, um Nebeneffekte für normales Gewebe so gering wie
möglich zu halten, sind insbesondere die zellulären Vorgänge unter niedriger Dosierung von Interesse und
stellen damit ein realitätsnäheres Modell dar als Hoch-Dosis-Behandlungen.
Die Zellinien 9L-tk und U87-tk zeigten unter Standardbedingungen (10 µg/ml GCV) eine deutliche Zunah-
me an PS-positiven Zellen (Tab. 8). Diese waren bereits an Tag 1 (22% 9L-tk, 15% U87-tk) darstellbar und
nahmen im Verlauf der Behandlung an Zahl zu (Tag 2-3: 36-38% bei 9L-tk; 37-42% bei U87-tk). Bei
unbehandelten Zellen war nur eine unwesentliche PS-Exposition darzustellen (6% 9L-tk, 9% U87-tk).
AnnexinV wurde lediglich von bis zu 5% der mit GCV- oder 5-FC-behandelten nicht transduzierten 9L
bzw. bis zu 8% der U87-Zellen gebunden. Dieser Anteil muß als Hintergrund der PS-Exposition gesehen
werden. Der Anteil der cd-transfizierten Zellinien 9L-cd und U87-cd, die nach Behandlung mit 5-FC PS-
Exposition zeigten, war wesentlich geringer als bei den tk-Zellinien. Am deutlichsten war diese an Tag 2 zu
messen (25% 9L-cd, 16% U87-cd) und nahm an Tag 3 eher ab statt zu. Unbehandelt oder nach Behandlung
mit irrelevanten Prodrugs zeigten die Zellen keine signifikante Fluoreszenzzunahme.
Der Einfluß höherer Prodrug-Konzentrationen auf die PS-Exposition ist exemplarisch für U87 und U87-tk
in Abb. 10 dargestellt. Die Zellen wurden 48 h mit verschiedenen Prodrug-Konzentrationen (bis zu 1
mg/ml GCV) inkubiert. Zur Identifizierung nicht vitaler Zellen wurde für die durchflußzytometrische Mes-
sung mit Propidiumiodid (PI) gegengefärbt. Die nicht transduzierte Zellinie U87 zeigte selbst bei der höch-
sten Prodrug-Konzentration von 1 mg/ml eine nur geringe PS-Exposition: 14% der Zellen banden Anne-
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xinV, das entsprach 17% der vitalen Zellpopulation. Unter vergleichbaren Bedingungen waren bereits 41%
der U87-tk-Zellen AnnexinV-positiv, d.h. 55% der vitalen Zellen. Bei der gewöhnlich eingesetzten Stan-
dardkonzentration von 10 µg/ml GCV zeigten U87-Zellen keine signifikante PS-Exposition: 2% waren po-
sitiv (gegenüber 1% bei unbehandelten Zellen). U87-tk zeigten nach Inkubation mit der Standardkonzen-
tration 20% AnnexinV-positive Zellen (24% der vitalen Zellen) verglichen mit 2% bei der unbehandelten
Kontrolle. Bei Inkubation mit 100 µg/ml GCV zeigte sich eine leichte Erhöhung der positiven U87-Zellen
(6%, d.h. 7% der vitalen Zellen), bei U87-tk war keine signifikante Zunahme gegenüber der Inkubation mit
10 µg/ml zu verzeichnen (20% positiv, d.h. 25% der vitalen Zellen). Die verwendete Standardkonzentra-
tion von 10 µg/ml GCV zeigte also bereits deutliche Effekte bei transduzierten Zellen, beeinflußte die
nicht-transduzierte Zellinie in Bezug auf den untersuchten Parameter jedoch nicht. Die Wirkung von GCV
zeigte sich - wie auch in den Zytotoxizitätsstudien - als Dosis-abhängig: Hohe Konzentrationen führten
nicht nur bei stabil transfizierten Zellen zu deutlichen Effekten, sondern begannen auch nicht transduzierte
Zellen zu beeinflussen. Diese Ergebnisse wurden durch weitere unabhängige Tests (Tab. 9, Abb. 19 C)
bestätigt.

Abb. 10: Vergleich der Induktion
von PS-Exposition (AnnexinV-
Bindung) durch verschiedene Pro-
drug-Konzentrationen bei U87 und
U87-tk-Zellen nach 48 h Inkuba-
tion. Zur Identifizierung nicht vi-
taler Zellen wurde für die FACS-
Messung mit Propidiumiodid (PI)
gegengefärbt. Die nicht transdu-
zierte Zellinie U87 zeigt eine ge-
ringe PS-Exposition selbst bei der
höchsten GCV-Konzentration von
1mg/ml: 14% der Zellen binden
AnnexinV, das entspricht 17% der
vitalen Zellpopulation. Unter ver-
gleichbaren Bedingungen sind be-
reits 41% der U87-tk-Zellen An-
nexinV-positiv, d.h. 55% der vita-
len Zellen. Bei der gewöhnlich ein-
gesetzten Standardkonzentration
von 10 µg/ml GCV zeigen U87
keine signifikante PS-Exposition:
2% sind positiv, gegenüber 1% bei
unbehandelten Zellen. U87-tk zei-
gen nach Inkubation mit der Stan-
dardkonzentration 20% AnnexinV-
positive Zellen (24% der vitalen
Zellen) verglichen mit 2% bei der
unbehandelten Kontrolle.

 Bei Inkubation mit 100 µg/ml GCV zeigt sich eine leichte Erhöhung der positiven U87-Zellen (6%, d.h. 7% der
vitalen Zellen), bei U87-tk ist keine signifikante Zunahme gegenüber der Inkubation mit 10 µg/ml zu ver-
zeichnen (20% positiv, d.h. 25% der vitalen Zellen).
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Bei höheren GCV-Konzentrationen ließ sich nach 48 h auch bei nicht transduzierten 9L-Zellen eine zuneh-
mende PS-Exposition nachweisen (Tab. 9, Abb. 19 D). Diese trat jedoch im Gegensatz zu transduzierten
9L-tk-Zellen erst ab 1000 µg/ml GCV auf und betraf lediglich 18% der vitalen Zellen. 9L-tk-Zellen zeigten
unter den gleichen Versuchsbedingungen bereits bei 10 µg/ml GCV 30%-PS-positive Zellen. Dieser Anteil
stieg auf 43% bei Behandlung mit 1000 µg/ml GCV. Die Beeinträchtigung der Vitalität durch die Behand-
lung fällt entsprechend bei 9L-tk-Zellen deutlicher aus als bei 9L-Zellen: bei 1000 µg/ml GCV sind noch
81% der 9L-Zellen, jedoch nur noch 55% der 9L-tk-Zellen vital. Unbehandelte 9L- und 9L-tk-Zellen
zeigten keine Beeinträchtigung ihrer Vitalität und keine signifikante PS-Exposition.
Bei Behandlung der nicht transduzierten Zellen mit höheren 5-FC-Konzentrationen zeigte sich bei 3 mg/ml
nach 48 h noch keine signifikante PS-Exposition oder Verringerung der Vitalität (Tab. 9, Abb. 19 C, D).
Erst nach 72-96 h begannen auch 9L und U87-Zellen PS zu exponieren und die Vitalität ließ nach. Die
transfizierten Derivate 9L-cd und U87-cd reagierten auf höhere Prodrug-Dosierungen mit gesteigerter PS-
Exposition sowie verringerter Vitalität. Unbehandelte nicht transduzierte und transduzierte Zellen zeigten
keine signifikante PS-Exposition oder Beeinflussung der Vitalität.
Die Chemotherapeutika Vincristin und Etoposid induzierten ebenfalls sowohl bei 9L- als auch bei U87-
Zellinien eine Exposition von PS, die nach 24 h noch gering war, nach weiteren 24 h deutlicher wurde
(nicht gezeigt). 9L-Derivate waren zunächst etwas sensitiver gegen VP16 (21-25% der vitalen Zellen sind
PS-positiv nach 24 h) als U87-abgeleitete Zellinien (8-12% PS-positiv), nach 48 h glichen sich die Werte
jedoch an (34-36% der 9L- bzw. U87-Zellen PS-positiv). Dies spiegelte sich auch in der Zytotoxizität
wider: Nach 24 h waren noch ca. 88% der U87-Derivate, jedoch nur noch 54-67% der 9L- bzw.
transduzierten 9L-Zellen vital. Nach weiteren 24 h VP-16-Behandlung waren sowohl bei U87- als auch bei
9L-Zellen noch etwa 28-32% der Zellen vital. PS-Exposition (bis zu 16%) und Vitalitätsrückgang (bis zu
62%) waren nach Vincristin-Behandlung insgesamt geringer. Auswirkungen von Doxorubicin konnten
nicht durchflußzytometrisch untersucht werden, da die hohe Autofluoreszenz von Doxorubicin-behandelten
mit der FACS-Messung interferierte.

3.3 Untersuchung des mitochondrialen Transmembranpotentials
Die Depolarisation der Mitochondrien ist - ebenso wie die PS-Eposition - ein sehr frühes Merkmal der
Apoptose. Hierunter versteht man den Verlust der selektiven Permeabilität der inneren Mitochondrien-
membran, welche gemeinsam mit der Aktivität der Atmungskette am Aufbau eines Protonengradienten be-
teiligt ist. Dieser Protonengradient führt zu einem elektrischen Transmembranpotential von etwa 180-200
mV, wobei die Mitochondrienmatrix negativ geladen ist gegenüber dem Cytosol. Zur Messung dieses mito-
chondrialen Transmembranpotentials (MTP) kann daher die selektive intramitochondriale Anreicherung
von lipophilen, kationischen Farbstoffen wie z.B. DiOC6(3) (3,3‘-Dihexyl-oxacarbocyaniniodid) genutzt
werden. Die Akkumulation solcher Farbstoffe ist umso ausgeprägter, je höher das Transmembranpotential
ist. Zellen mit depolarisierten Mitochondrien, welche den fluoreszierenden Farbstoff nicht anreichern, sind
daher mittels Durchflußzytometrie aufgrund ihrer geringen Fluoreszenz gut von Zellen mit polarisierten
Mitochondrien (mit hoher Fluoreszenz) zu unterscheiden.
Die Untersuchung des MTPs ist, abgesehen von seiner Bedeutung als Apoptosemarker, auch in Bezug auf
die der Apoptose zugrunde liegenden Signaltransduktionswege wichtig. Ein möglicher Apoptose-induzie-
render Signalweg bei Zellen, die das Tumorsuppressorgen p53 in seiner Wildtypsequenz (wt) exprimieren,
verläuft nämlich über die Mitochondrien: DNA-Schädigungen induzieren eine p53-Akkumulation, die
Transkription von Bax (einem pro-apoptotischen Protein der Bcl-2-Familie) wird durch p53 aktiviert. Bax-
Homodimere treten aus dem Cytosol in die äußere Mitochondrienmembran ein und bewirken in einem
noch nicht geklärten Prozess den Zusammenbruch des MTPs. In der Folge führt dies zu einem Austritt von
Cytochrom c und anderen proapoptotischen Faktoren und zur Aktivierung der Caspase 9, die dann die
Effektorphase der Apoptose über eine Caspase 3-Aktivierung einleitet. Daher ist hier der direkte Vergleich



III. Ergebnisse

-41-

der wt-p53-exprimierenden U87-Zellen und der 9L-Zellen mit inaktiviertem, mutiertem (mt)-p53 von
besonderem Interesse.
Zunächst wurde jedoch die Bedeutung des MTPs als Apoptosemarker in Jurkat-T-Zellen untersucht, da in
diesen hämatopoetischen Zellen der Nachweis einer Mitochondriendepolarisation mittels des Farbstoffes
DiOC6(3) sehr gut charakterisiert ist.
Die Abb. 11 zeigt eine typische Messung des MTPs in Jurkat T-Zellen. Nach Behandlung mit dem Apop-
tose-Induktor Actinomycin D (1 µg/ml, 24 h) zeigen 13% der Zellen einen Rückgang der Fluoreszenz nach
Färbung mit DiOC6(3) ohne gleichzeitigen PI-Influx (das bedeutet, daß diese Zellen noch als vital zu be-
trachten sind; Abb. 11B). In der unbehandelten Kontrollpopulation sind dies nur 3% (Abb. 11A). D.h. etwa
10% der Zellen besitzen aufgrund der Actinomycin D-Behandlung depolarisierte Mitochondrien. Es weisen
desweiteren nach der Behandlung mit Actinomycin D rund 10% mehr Zellen einen MTP-Rückgang bei
gleichzeitigem PI-Influx auf. PI-positive Zellen mit einem noch hohen MTP zeigen keinen signifikanten
Anstieg (von ca. 0,4% auf 2%). Die Mehrzahl der PI-positiven Zellen - dies zeigt der Verlauf der Ereig-
nisse im Dot Plot - verliert ihre Vitalität, nachdem die Mitochondrien depolarisiert vorliegen. Nur wenige
Ereignisse zeigen PI-positive Zellen, welche zuerst ihre Membranintegrität und erst dann, sekundär, die
Polarität ihrer Mitochondrien einbüßen. Als Positivkontrolle (Abb. 11 C, D) dient die Vorbehandlung der
Zellen mit m-Carbonyl-cyanidchlorophenylhydrazon (mClCCP), einem Entkoppler der oxidativen
Phosphorylierung (30 min, 200 µM mClCCP, Kap. II. B 4.4). Durch die Entkopplung bricht das MTP
zusammen und nach Färbung mit DiOC6(3) kann anhand dieser niedrig-fluoreszierenden Zellen der linke,
untere Quadrant als repräsentative Stichprobe der depolarisierten Zellen definiert werden.

Abb. 11: 24 h-Inkubation mit 1 µg/ml
Actinomycin D induziert in Jurkat-T-
Zellen ein Absinken des Mitochondrien-
transmembranpotentials (MTP). Sind
die Mitochondrien einer Zelle depolari-
isiert, so bleibt eine Akkumulation des
Fluoreszenzfarbstoffes DiOC6(3) in den
Mitochondrien aus, die dann gemessene
Fluoreszenz ist deutlich niedriger als bei
Zellen mit nicht depolarisierten Mito-
chondrien. Die Zellen im jeweils unte-
ren linken Quadranten weisen ein ver-
ringertes MTP auf und sind gleichzeitig
vital (d.h. können nicht mit PI angefärbt
werden). Im Vergleich zu unbehandel-
ten Jurkat-T-Zellen (A) weisen die mit
Actinomycin D behandelten Zellen (B)
in dieser durchflußzytometrischen Ana-
lyse etwa 10% mehr vitale Zellen mit
verringerter DiOC6(3)-Fluoreszenz auf.

Diese besitzen depolarisierte Mitochondrien. „Nicht-vitale“ (PI-positive) Zellen zeigen überwiegend eine ver-
ringerte DiOC6(3)-Fluoreszenz. Nach Präinkubation mit einem Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung,
mClCCP, der sowohl bei unbehandelten (C) als auch bei behandelten Zellen (D) zu einem Absinken des MTPs
führt, zeigen etwa 98% der Zellen eine verringerte Fluoreszenz nach Färbung mit DiOC6(3).
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Entsprechende Untersuchungen zum MTP wurden mit den wt- und den mt-p53-Gliomzellinien
durchgeführt (Abb. 17 E, F, Tab. 7). wt-p53 U87-Zellinien zeigten ab einer Konzentration von 0,1 µg/ml
Actinomycin D einen deutlichen Rückgang der Vitalität. Gleichzeitig nahm der Anteil noch vitaler Zellen
mit depolariserten Mitochondrien an der Gesamtpopulation zu: In den unbehandelten Kontrollen waren 1-
4% vitale Zellen mit depolarisierten Mitochondrien zu detektieren, nach ActoD-Behandlung waren es 30%
bei U87-cd, 43% bei U87 und 74% bei U87-tk. Obwohl U87-tk- und U87-cd-Zellen einen etwa gleich stark
ausgeprägten Rückgang der Vitalität zeigten, wiesen U87-tk-Zellen im AnnexinV- und im MTP-Test
jeweils ca. 40% mehr apoptotische Zellen auf als U87-cd-Zellen.
Bei den mt-p53 9L-Zellen war ein signifikanter Rückgang des MTPs erst ab einer Konzentration von 2
µg/ml Actinomycin D und einem drastischen Rückgang der Vitalität festzustellen. Der Anteil
depolarisierter Zellen war mit 17% bei 9L-cd, 18% bei 9L und 34% bei 9L-tk in Relation zu den U87-
Zellinien geringer. PS-Exposition trat bei den 9L-Zellinien bereits bei wesentlich geringeren ActoD-
Konzentrationen (0,1 µg/ml) auf und nahm stetig und vergleichsweise stärker zu. Nach Behandlung mit 2
µg/ml ActoD waren 38% 9L-tk-, 40% 9L- und 48% 9L-cd-Zellen PS-positiv.

Abb. 12: Durchflußzytometrische Unter-
suchung des Mitochondrientransmembran-
potentials bei U87- und 9L-Zellen nach
Behandlung mit ActoD.  In A, B unbehan-
delte U87- (A) bzw. 9L- (B) Zellen  nach
Färbung mit PI und DiOC6(3). In C, D: 24 h
mit 1 µg/ml ActoD behandelte U87- (C)
bzw. 9L-Zellen (D) ebenfalls nach Färbung
mit PI und DiOC6(3).
Während in den unbehandelten Zellproben
nur wenige Zellen mit reduziertem MTP zu
detektieren sind (enthalten in der als R1 be-
zeichneten Region), ist in den U87-Zellen
nach Behandlung mit ActoD eine stabile
Population mit reduziertem MTP zu detek-
tieren, die noch nicht PI-positiv ist, d.h., die
noch als vital zu bezeichnen ist.

Bei 9L-Zellen hingegen ist der überwiegende Teil der Zellen mit reduziertem MTP bereits auch PI-positiv, d.h.
nicht mehr vital. (Leichte Schwankungen in der Fluoreszenz der Zellproben ergeben sich durch die Veränderung
des Anteils vitaler, polarisierter Zellen in der jeweiligen Probe, da nur diese Zellen den Farbstoff aufnehmen. Bei
einem geringeren Anteil dieser Zellen akkumuliert mehr Farbstoff in diesen Zellen.)

Auch unter Gentherapie zeigte sich, daß mitochondriale Effekte bei den U87-Derivaten eine größere Rolle
zu spielen scheinen als bei 9L-abgeleiteten Zellinien (Tab. 8, Abb. 18 E, F). Allerdings schienen diese bei
einer geringeren Anzahl von Zellen aufzutreten als die PS-Exposition.
Ein signifikanter Rückgang des MTPs der gentherapeutisch behandelten U87-tk- bzw. U87-cd-Zellen ließ
sich nach 2-3 Tagen messen (bis zu 15% bei U87-cd und 31% bei U87-tk). PS-Exposition ließ sich jedoch
bereits ab Tag 1 der Behandlung (9% bei U87-cd bzw. 15% bei U87-tk) und stärker steigend als der Anteil
der Zellen mit niedrigem MTP nachweisen (bis zu 19% bei U87-cd und bis zu 42% bei U87-tk). Cd-
transduzierte Zellen zeigten im Vergleich zu tk-transduzierten Zellen eine geringere Ausprägung dieser

C D

R1

R1

A B
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apoptotischen Merkmale. Nicht transduzierte U87-Zellen, unbehandelte oder mit irrelevanten Prodrugs
behandelte Zellen zeigten keine signifikanten MTP-Veränderungen.
Bei den mit GCV-behandelten 9L-tk-Zellen (10 µg/ml) wurden an Tag 1 mittels AnnexinV-FITC/PI-
Färbung etwa 22% vitale, apoptotische Zellen gemessen, diese wiesen jedoch keine Mitochondrien-
depolarisation auf. An Tag 2 sind 36% der vitalen Zellen AnnexinV-positiv, jedoch hatten nur 10% der
vitalen Zellen ein verringertes MTP. Nach 3-tägiger GCV-Behandlung waren 38% der Zellen apoptotisch,
es besaßen jedoch nur 19% depolarisierte Mitochondrien. Unbehandelte 9L-tk-Zellen oder nicht
transduzierte 9L-Zellen (behandelt oder unbehandelt) wiesen keine signifikanten MTP-Veränderungen auf
(1-3%).
Ähnlich verhielt es sich bei 9L-cd Zellen nach Behandlung mit 5-FC (100 µg/ml). Der Anteil der vitalen
Zellen, die PS-exponierten war an jedem Behandlungstag höher als der Anteil der Zellen mit verringertem
MTP. Nicht transduzierte 9L- oder unbehandelte 9L-cd-Zellen zeigten keine MTP-Veränderung über einen
Hintergrundwert von 2% hinaus. Auch hier war ähnlich wie bei U87-Zellinien eine geringere Ausprägung
der apoptotischen Merkmale bei 9L-cd-Zellen als bei 9L-tk-Zellen festzustellen. Verglichen mit U87-
Zellinien war der Anteil von Zellen mit verringertem MTP deutlich geringer. Dieser Unterschied zwischen
U87- und 9L-abgeleiteten Zellinien wurde bei Behandlung der Zellen mit höheren Prodrug-
Konzentrationen noch deutlicher (Tab. 9, Abb. 19).

Abb. 13: Vergleich der Auswir-
kung verschiedener Prodrug-Kon-
zentrationen auf das mitochon-
driale Transmembranpotential
(MTP) von U87 und U87-tk-
Zellen. Die Zellen wurden 48 h
mit verschiedenen GCV-Konzen-
trationen (10 µg/ml bis 1 mg/ml)
inkubiert bzw. unbehandelt be-
lassen. Anschließend wurden die
Zellen mit dem MTP-Fluores-
zenzfarbstoff DiOC6(3) sowie
Propidiumiodid (zur Identifizie-
rung nicht vitaler Zellen) gefärbt
und durchflußzytometrisch ana-
lysiert. Vitale, nicht apoptotische
Zellen weisen eine hohe
DiOC6(3)-Fluoreszenz auf und
sind PI-negativ (unterer rechter
Quadrant). Eine Verringerung des
MTPs äußert sich in einer
geringeren DiOC6(3)-Fluoreszenz
(unterer linker Quadrant). Nicht
vitale Zellen mit verringertem
MTP befinden sich im oberen
linken Quadranten, nicht vitale
Zellen mit hohem MTP im
oberen, rechten Quadranten. Die
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transduzierten U87-tk-Zellen zeigen bereits nach Behandlung mit niedrigen GCV-Konzentrationen (10 µg/ml)
einen deutlichen Rückgang des MTPs der Zellen, ein charakteristisches Apoptose-Merkmal. Bei Erhöhung der
GCV-Konzentration wird auch der Anteil dieser apoptotischen Zellen an der behandelten U87-tk-Zellpopulation
größer. Bei nicht transduzierten Zellen ist eine leichte Zunahme solcher apoptotischer Zellen erst ab einer 100-
fach höheren GCV-Konzentration (1 mg/ml) festzustellen. Unbehandelte Zellproben zeigen keine signifikanten
MTP-Veränderungen. Dargestellt ist ein Ausschnitt aus einer repräsentative Meßreihe.

Wie in der Abb. 13 für GCV-behandelte und unbehandelte U87- und U87-tk-Zellen dargestellt, wurden alle
Zellinien auch nach Behandlung mit den höheren Prodrug-Konzentrationen (10-1000 µg/ml GCV bzw.
100-3000 µg/ml 5-FC) auf MTP-Veränderungen untersucht (Tab. 9, Abb. 19).
Bei den U87-abgeleiteten Zellinien U87-tk und U87-cd zeigte sich eine Korrelation zwischen steigender
Zytotoxizität, PS-Exposition und MTP-Erniedrigung bei Behandlung mit höheren Konzentrationen der je-
weiligen Prodrug. Während jedoch die Vitalität mit steigender Produg-Konzentration bei U87-tk- und U87-
cd-Zellen etwa gleich stark abnahm, waren die apoptotischen Merkmale wiederum bei U87-tk-Zellen
wesentlich ausgeprägter: Die PS-Exposition nahm bei U87-tk-Zellen von 27% positiven Zel-len (10 µg/ml
GCV) auf bis zu 54% (1 mg/ml GCV) zu. Die zugehörigen Werte für den Anteil der Zellen mit niedrigem
MTP lagen zwar immer deutlich darunter, stiegen jedoch ebenfalls mit erhöhter Prodrug-Konzentration von
18% positiven Zellen (bei 10 µg/ml GCV) bis auf 40% (bei 1 mg/ml  GCV) (Abb. 13). U87-cd-Zellen
zeigten unter Standardbedingungen (100 µg/ml 5-FC) nur 18% PS-positive und nur 10% Zellen mit
geringem MTP. Bei Erhöhung der 5-FC-Konzentration auf 3 mg/ml ließ sich dies auf 36% PS-positive und
19% Zellen mit geringem MTP steigern. Auch bei U87-cd-Zellen war also jeweils die Zahl PS-positiver
Zellen höher als die Zahl der Zellen mit depolarisierten Mitochondrien. Unbehandelte U87-tk- oder U87-
cd-Zellen zeigten keine signifikanten apoptotischen Veränderungen.
Obwohl transduzierte 9L-Zellinien vergleichbare cytotoxische Effekte nach Prodrug-Behandlung zeigten,
war jedoch insgesamt die Ausprägung apoptotischer Merkmale etwas geringer als bei den transduzierten
U87-Zellinien. Der Verlust des MTPs war bei 9L-tk-Zellen bei deutlich weniger Zellen festzustellen als bei
U87-tk. Dieser Unterschied wurde besonders deutlich bei einem Vergleich der Daten, die man für ähnlich
zytotoxisch effektive Dosierungen der Prodrug erhielt. Bei 9L-tk-Zellen sank die Vitalität nach 2-tägiger
Behandlung mit 10 µg/ml GCV auf 65%. Eine annähernd gleich starke Zytotoxizität erreichte man in die-
sem Zeitraum bei U87-tk-Zellen nur nach Behandlung mit 1000 µg/ml GCV. Unter diesen Bedingungen
waren 55% der U87-tk- und nur 30% der 9L-tk-Zellen PS-positiv, bei den Zellen mit geringem MTP waren
40% der U87tk und nur 10% der 9L-tk-Zellen betroffen. Dieser Unterschied blieb aber auch feststellbar,
wenn man die Auswirkung identischer GCV-Konzentrationen verglich, lediglich bei der Zahl der PS-posi-
tiven Zellen erreichten die 9L-tk-Zellen dann gleich hohe Werte. Ein Vergleich der cd-transduzierten Deri-
vate fiel nicht so deutlich aus. Zwar war die Ausprägung der apoptotischen Merkmale bei U87-cd-Zellen
nach 5-FC-Behandlung insgesamt etwas deutlicher. Bei Dosierungen etwa gleicher Toxizität glichen sich
die Werte weiter an. Unbehandelte transduzierte Zellen (9L-tk, 9L-cd) zeigten dagegen keine signifikanten,
apoptotischen Veränderungen.
Nicht transduzierte Zellinien (9L, U87) zeigten unbehandelt und unter Standard-Prodrug-Konzentrationen
keinen Effekt. Erst bei Erhöhung um den Faktor 100 zeigten U87 und 9L nach GCV-Behandlung 17 bzw.
18% PS-exponierende Zellen. Bei U87 war dies begleitet von einem Anstieg der Zellen mit geringem MTP
(11%), welcher bei 9L-Zellen nicht deutlich war (6%). Bei Behandlung der nicht transduzierten Zellen mit
5-FC zeigte sich die größere Resistenz der U87-Zellen in dem (nach 2 Tagen noch) ausbleibenden Effekt
auf die PS-Exposition und das MTP selbst bei 30-fach höherer 5-FC-Konzentration als unter
Standardbedingungen. Erst nach längerer Inkubationszeit zeigten sich auch hier apoptotische Merkmale.
Bei 3 mg/ml 5-FC war bei 9L-Zellen zumindest eine moderate Zunahme der PS-exponierenden Zellen
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(7%) festzustellen. Bei Erhöhung der Prodrug-Konzentrationen begannen also auch die nicht-trans-
duzierten Zellinien cytotoxische Effekte und Apoptose zu demonstrieren.
Mit dem Mitosensor-Farbstoff können Veränderungen des mitochondrialen Potentials direkt in situ
untersucht werden (Abb. 14).

Abb. 14: Mitochondriendepolarisation wird durch HSV-tk/GCV-Gentherapie bei U87-tk-Zellen induziert. Die
Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesät und 2 Tage lang mit 10 µg/ml GCV behandelt (B) bzw. unbehandelt
(A) belassen. Anschließend wurde eine in situ-Färbung mit den Fluoreszenzfarbstoffen Mitosensor (Clontech)
und Propidiumiodid durchgeführt. Rote, punktuelle Mitosensor-Fluoreszenz weist auf Mitochondrien mit hohem
Transmembranpotential hin. Grüne, diffuse Fluoreszenz zeigt cytoplasmatisch lokalisierten Mitosensor-Farb-
stoff. Bei fehlendem Transmembranpotential bleibt eine Akkumulation des Farbstoffes in den Mitochondrien
aus, die dortige Fluoreszenzverschiebung durch Aggregatbildung zu Rot findet dann nicht statt. Fehlende nukle-
äre PI-Färbung zeigt, daß die dargestellten Zellen noch vital sind.

Diese mikroskopischen Analysen bestätigten qualitativ die mit DiOC6(3) gewonnenen Ergebnisse. Gen-
therapeutische oder Behandlung mit Actinomycin D induzierte hier sichtbar eine Depolarisierung der
Mitochondrien. Nekrose-induzierende Ethanolkonzentration (20% vol/vol) induzierte dagegen keine
Depolarisation der Mitochondrien.

3.4 Bestimmung des Anteils subdiploider Zellen
Apoptotische Zellen können durchflußzytometrisch auch aufgrund ihres geringeren DNA-Gehalts identifi-
ziert werden. Typischerweise wird die DNA in apoptotischen Zellen durch Endonukleasen fragmentiert,
diese Fragmente können leicht ausgewaschen werden. Außerdem geht DNA durch Abspaltung DNA-halti-
ger Vesikel während des apoptotischen Zelltodes verloren. Als kennzeichnend für Apoptose wird zumeist
die Erscheinung einer Population unterhalb des G0/G1-Peaks angesehen (die sogenannte Sub-G1-
Population). Dies ist wiederum für hämatopoetische Zellen beschrieben worden und läßt sich nach
Behandlung von Jurkat-T-Zellen mit Actinomycin D (24 h) gut demonstrieren:

U87-tk ohne GCV U87-tk 48 h GCV

A B
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2N = diploider DNA-Gehalt, 4N = verdoppelter diploider DNA-Gehalt.

Nach Actinomycin D-Behandlung läßt sich diese Sub-G1-Population auch bei den Gliomzellinien zeigen
(Abb. 26). Die durchflußzytometrische Messung der Zahl der Sub-G1-Ereignise ist ein gebräuchlicher und
guter Marker für Apoptose. (Allerdings setzen sich Sub-G1-Ereignisse nicht nur aus ganzen Zellen, sondern
auch aus Vesikeln zusammen, weshalb es hier zu einer Amplifizierung des Signals kommt.)
Als Indikator für Apoptose wurde der Sub-G1-Populationsanteil bei den durchflußzytometrischen Unter-
suchungen stets zusätzlich analysiert und mit den Ergebnissen der AnnexinV-Bindungsstudien und der
Analysen des MTPs verglichen. Es zeigten sich prinzipiell die gleichen Tendenzen (Tab. 7-9, Abb. 17-19):
So zeigten die transduzierten Zellinien nach Behandlung mit den entsprechenden Prodrugs signifikante, im
Verlauf der Behandlung Zunahmen der Sub-G1-Ereignisse. Dies war bei unbehandelten Zellen nicht zu
beobachten. Die nicht transduzierten Ausgangszellinien zeigten erst nach Erhöhung der Prodrug-Konzen-
trationen um den Faktor 30-100 eine im Vergleich zu den unbehandelten Zellen signifikante Zunahme
solcher Apoptose-typischen Zellen mit verringertem DNA-Gehalt. Nach Actinomycin D-Behandlung ab
einer Konzentration von 0,01 µg/ml war bei allen hier untersuchten Zellinien eine deutliche Erhöhung der
Sub-G1-Ereignisse festzustellen. Dieser Anstieg von Sub-G1-Ereignissen wäre in nekrotischen Zellproben
nicht oder nicht in diesem Maße zu erwarten, da es hier nicht zu einer Veränderung des DNA-Gehaltes der
Zellen kommt, allenfalls zu einem Aufplatzen der Zellen mit Entlassung von Chromatin, welches durch die
ausgedehnten Waschschritte in der präparativen Vorbereitung der Zellproben größtenteils entfernt werden
und die Messung nicht wesentlich beeinträchtigen sollte. Bei Behandlung der Zellen mit Nekrose-

Abb 15: Nach Behandlung mit Actinomycin D
zeigen sich apoptotische Jurkat-T-Zellen (aufgrund
des Apoptose-typischen DNA-Verlusts) in der
durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse in Form
einer Zellpopulation mit einem DNA-Gehalt, der
unter dem normaler diploider Zellen (≥ 2N, bis zu
4N) liegt. Diese Population wird als „Sub-G0/G1“-
Zellpopulation bezeichnet, da diese Zellen einen
DNA-Gehalt von <2N aufweisen (G0/G1-Zellen =
2N). Unbehandelt (A) zeigen nur 3% der Zellen einen
Sub-G1-DNA-Gehalt, nach Behandlung (24 h) mit
2µg/ml (B) Actinomycin D sind 39% der gesamten
gemessenen Zellprobe im Sub-G1-Bereich zu finden.
Die Zellen wurden mit 70%-Ethanol fixiert (1 h) und
störende RNA durch Verdau mit RNase A abgebaut.
Nach Färbung mit Propidiumiod (5 µg/ml) wurde die
durchflußzytometrische Zellzyklusanalyse durchge-
führt. Die Auswertung erfolgte mittels  ModFit-Soft-
ware (Vers. 2.0). Die Prozentzahlen der Zellzyklus-
phasen G0/G1, S und G2/M addieren sich jeweils zu
100%. Die Prozentzahl apoptotischer Zellen bezieht
sich auf die insgesamt gemessenen Zellen, d.h. bei
einem Anteil von 27% apoptotischer Zellen, verteilen
sich die restlichen 73% auf die Zyklusphasen
(„=100%“).
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auslösender Ethanolkonzentration (20% vol/vol) waren dementsprechend keine signifikanten Mengen von
Sub-G1-Ereignissen zu messen.

Abb. 16: Ausprägung einer Apoptose-typischen
Sub-G1-Population bei GCV-behandelten 9L-tk-
Zellen. Dargestellt sind durchflußzytometrische
Zellzyklusanalysen unbehandelter 9L-tk-Zellen (in
A) sowie 4h mit 10 µg/ml GCV behandelter 9L-tk-
Zellen nach weiteren 20h (in B) bzw. 44h Kultur in
unversetztem Normalmedium (in C).
4h Behandlung der 9L-tk-Zellen mit GCV genügen,
um einen Zellzyklusphasenarrest an der G1/S-Grenze
zu induzieren (B), der sich nach weiteren 24h in
normalem, unversetztem Medium auflöst, wobei ein
großer Teil der Zellen in Apoptose geht (C). Zu
erkennen ist dies an dem großen Anteil von Zellen
im Sub-G1-Bereich.
(Weitere Erklärungen der Darstellung können der
Abb. 15 entnommen werden.)
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Zellinie Behandlung
Konz.

[µg/ml]
vital [%] PS-pos. [%] MTPred. [%] sub-G1  [%]

unbehandelt 0 89 8 3 7
0,001 91 8 2 9
0,01 86 10 7 14
0,1 72 26 7 27
1 66 32 7 36

9L
ActoD

2 20 40 18 n.a.*
unbehandelt 0 90 7 2 4

0,001 89 9 3 6
0,01 87 6 3 9
0,1 71 24 5 22
1 71 25 6 36

9L-tk
ActoD

2 45 38 34 n.a.
unbehandelt 0 92 5 1 5

0,001 92 5 1 11
0,01 89 5 2 10
0,1 77 12 4 24
1 76 20 6 39

9L-cd
ActoD

2 43 48 17 n.a
unbehandelt 0 86 9 4 10

0,001 90 12 5 11
0,01 86 5 11 40
0,1 49 62 43 68

U87
ActoD

1 39 59 51 n.a.
unbehandelt 0 85 10 3 6

0,001 89 9 2 6
0,01 94 7 10 19
0,1 67 83 74 89

U87-tk
ActoD

1 56 92 68 n.a.
unbehandelt 0 75 14 1 15

0,001 75 14 2 23
0,01 82 14 9 37
0,1 58 36 30 78

U87-cd
ActoD

1 38 60 39 79
Tab. 7: Vitalität, PS-Exposition, Zellen mit verringertem Mitochondrienpotential bzw. DNA-Gehalt (in %) nach
Behandlung mit verschiedenen Actinomycin D-Konzentrationen bzw. in unbehandelten Kontrollen. Als „vitale“
Zellen wird der Anteil der Zellen (in Prozent) an der Gesamtpopulation bezeichnet, welcher in der
durchflußzytometrischen Analyse PI-negativ ist. Die Prozentzahl der Zellen, die Phosphatidylserin auf der
Zelloberfläche exponiert haben (PS-positiv sind), bezieht sich nur auf noch vitale (PI-negative) Zellen. Nach
Abzug der PI-positiven Zellen von der gesamten Zellzahl bilden die verbliebenen vitalen Zellen zusammen also
den „100%“-Bezugswert. Ein Verlust des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP) ist typisch für
apoptotische Zellen. Die Prozentzahl derjenigen Zellen mit verringertem MTP bezieht sich ebenfalls nur auf die
noch vitale Zellfraktion. Das verringerte MTP ist meßbar als geringere Fluoreszenz dieser apoptotischen Zellen
im Vergleich zu unbehandelten Zellen nach Färbung mit dem Farbstoff DiOC6(3). Im Verlauf der Apoptose
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kommt es zu charakteristischen DNA-Verlusten, die zur Bildung einer Zellpopulation mit einem DNA-Gehalt
unter dem der unveränderten diploiden Zellen führt („subdiploid“ oder „sub G1“). Der DNA-Gehalt kann
durchflußzytometrisch gemessen werden. Vitale Zellen können hier aufgrund der Fixierung jedoch nicht mehr
von toten Zellen unterschieden werden. Die Prozentzahl subdiploider Zellen bezieht sich demnach auf die
gesamte, und nicht nur auf die vitale Zellpopulation. Ergebnisse einer repräsentativen Versuchsreihe.
Standardabweichungen (SD) sind in der folgenden Abb. 17. eingetragen.
(*n.a.: nicht auswertbar, aufgrund nicht eindeutig identifizierbarem G1-Peak)

Abb. 17: Durchflußzytometrische Messungen der Vitalität (A, B), der PS-Exposition (C, D), des MTP-Rück-
gangs (E, F) sowie des DNA-Verlustes (G, H) der transduzierten und nicht-transduzierten 9L- und U87-Zellinien
nach 24 h Behandlung mit Actinomycin D in steigenden Konzentrationen (0-2 µg/ml). (Erklärung der gemesse-
nen Parameter „Vitalität“, „PS-Exposition“, „verringertes MTP“ und „subdiploider DNA-Gehalt“ in der zugehö-
rigen Tab. 7.) Ab einer ActoD-Konzentration von 0,1 µg/ml zeigten sowohl die U87- als auch die 9L-Zellinien
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einen deutlichen Rückgang der Vitalität. Ab dieser Konzentration traten auch die ersten Anzeichen apoptoti-
schen Zelltodes auf: Vor allem in den U87-Zellinien war ein hoher Anteil der Zellen PS-positiv (36-83%) und
wies depolarisierte Mitochondrien auf (30-74%). Es wurden vermehrt Ereignisse mit einem subdiploiden DNA-
Gehalt (sub-G1, 68-89%) gemessen. Diese charakteristischen Apoptose-Anzeichen waren bei 9L-Zellinien zwar
ebenfalls festzustellen, traten jedoch in geringerem Maße ab 0,1 µg/ml ActoD auf: Die PS-positiven Zellen be-
trugen 12-26%. Dieser Prozentsatz konnte bis auf 38-48% bei Inkubation mit 2 µg/ml ActoD gesteigert werden.
Auffallend war, daß der Prozentsatz von Zellen mit depolarisierten Mitochondrien dahinter deutlich zurückstand
(4-7% bei 0,1 µg/ml und 6-7% bei 1 µg/ml und 17-34% bei 2 µg/ml ActoD). Sub-G1-Ereignisse nahmen bei den
9L-Zellinien ebenfalls ab einer Konzentration von 0,1 µg/ml ActoD zu (22-27%).

Zellinie Behandlung
Dauer
[Tage]

vital [%] PS-pos. [%] MTPred. [%] sub G1 [%]

unbehandelt 3 96 4 1 4
1 94 5 2 4
2 95 5 3 5

GCV
(10 µg/ml)

3 95 5 2 5
unbehandelt 3 86 4 2 2

1 87 3 2 2
2 85 3 2 3

9L

5-FC
(100 µg/ml)

3 85 4 2 3
unbehandelt 3 87 6 2 4

1 63 22 2 ≈11
2 47 36 10 ≈33

9L-tk GCV
(10 µg/ml)

3 33 38 19 ≈15
unbehandelt 3 81 3 2 3

1 85 12 4 18
2 70 25 7 22

9L-cd 5-FC
(100 µg/ml)

3 62 20 11 19
unbehandelt 3 92 6 2 2

1 93 8 2 1
2 91 9 2 2

GCV
(10 µg/ml)

3 93 8 3 2
unbehandelt 3 82 6 4 4

1 82 8 5 4
2 83 7 5 4

U87

5-FC
(100 µg/ml)

3 82 6 7 3
unbehandelt 3 91 9 2 2

1 87 15 5 9
2 76 37 16 46

U87-tk GCV
(10 µg/ml)

3 73 42 31 54
unbehandelt 3 93 5 6 4

1 91 9 4 11
2 86 16 9 21

U87-cd 5-FC
(100 µg/ml)

3 82 19 15 33
Tab. 8: Auswirkung der Gentherapie auf die Vitalität, die Exposition von Phosphatidylserin (PS), das mitochon-
driale Transmembranpotential (MTP) und den DNA-Gehalt der Zielzellen. Die Werte stellen Mittelwerte einer
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repräsentativen Versuchsreihen dar, die in der Wiederholung vergleichbare Ergebnisse zeigte. Standardabwei-
chungen sind der folgenden Abb. 18 zu entnehmen. Erklärungen der gemessenen Parameter können der Tab. 7
entnommen werden.

Abb. 18: Durchflußzytometrische Messungen der Vitalität (A, B), der Phosphatidylserin (PS)-Exposition (C, D),
des Rückgangs des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP) (E, F) sowie des DNA-Verlusts (sub-
diploider DNA-Gehalt: G, H) der transduzierten und nicht-transduzierten 9L- und U87-Zellinien nach genthera-
peutischer Behandlung über einen Zeitraum von 3 Tagen (s.a. Tab. 8). Erklärung der gemessenen Parameter s.
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Tab. 7. Behandlung mit den Prodrugs (10 µg/ml GCV bzw. 100 µg/ml 5-FC) induziert in den entsprechend (mit
dem HSV-tk- bzw. dem E.coli-cd-Gen) transduzierten U87- und 9L-Zellinien Apoptose; bei unbehandelten
Zellen ist dies nicht festzustellen. Die nicht transduzierten Ausgangszellinien U87 und 9L zeigen unbehandelt
oder nach Behandlung mit den Prodrugs keine signifikanten Apoptose-Merkmale.
Transduzierte 9L-Zellen zeigen einen größeren cytotoxischen Effekt nach Prodrug-Behandlung als transduzierte
U87-Zellen: Nach 3-tägiger Prodrug-Behandlung sind 33-62% der transduzierten 9L-Zellen, aber noch 73-82%
der U87-Zellen vital. Nicht transduzierte Zellen bleiben von der Prodrug-Behandlung unbeeinflußt. Die Vitalität
der jeweiligen unbehandelten Zellen wurde hier als „100%“-Bezugswert genommen. Das für apoptotische Zellen
charakteristische Merkmal „PS-Exposition“ tritt bei den tk-transduzierten U87- und 9L-Zellen häufiger auf, als
bei den cd-transduzierten: 38-42% der tk-transduzierten und nur 19-20% der cd-transduzierten Zellen sind nach
3-tägiger Prodrug-Behandlung PS-positiv.  Ein Rückgang des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP)
ist bei tk-transduzierten U87-Zellen nach Prodrug-Behandlung häufiger festzustellen (31%) als bei den tk-
transduzierten 9L-Zellen (19%). Ebenso sind Zellen mit depolarisierten Mitochondrien bei U87-cd-Zellen (15%)
nach 3-tägiger 5-FC-Behandlung häufiger festzustellen als bei 9L-cd-Zellen (11%). Die Apoptose-typischen
DNA-Verluste (sub-G1-Ereignisse) treten bei U87-Zellinien (33-54%) etwas häufiger auf als bei den
transduzierten 9L-Zellinien (15-19%). Insgesamt kann eine generelle Zunahme dieser apoptotischen Merkmale
im Verlauf der gentherapeutischen Behandlung festgestellt werden. Diese ist bei nicht transduzierten Zellen
nicht festzustellen. Unbehandelte Zellen zeigen solche Merkmale ebenfalls nicht.
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Zellinie Behandlung
Konz.

[µg/ml]
Vital [%] PS-pos. [%] MTPred. [%] sub G1 [%]

unbehandelt 0 90 2 3 6
10 90 3 2 4
100 89 5 4 10GCV
1000 81 18 7 29

unbehandelt 0 93 2 2 3
100 90 2 2 4
1000 92 4 3 8

9L

5-FC
3000 88 7 3 12

unbehandelt 0 90 4 2 5
10 65 30 11 20
100 59 30 14 21

9L-tk
GCV

1000 55 43 19 23
unbehandelt 0 90 4 2 4

100 83 16 7 13
1000 79 17 13 13

9L-cd
5-FC

3000 74 21 17 14
unbehandelt 0 94 1 2 3

10 94 2 3 3
100 95 6 4 5GCV
1000 88 18 13 21

unbehandelt 0 94 1 3 3
100 91 2 2 2
1000 91 2 2 2

U87

5-FC
3000 88 4 3 3

unbehandelt 0 95 3 3 3
10 80 27 32 59
100 76 26 38 68

U87-tk
GCV

1000 72 54 47 72
unbehandelt 0 89 8 8 6

100 82 18 10 16
1000 71 31 15 28

U87-cd
5-FC

3000 67 36 19 35
Tab. 9: Auswirkung höherer Prometabolitenkonzentrationen auf die Vitalität, die Exposition von Phos-
phatidylserin (PS), das mitochondriale Transmembranpotential (MTP) und den DNA-Gehalt der Zellen nach 48
h Inkubation. Die Werte stellen gerundete Mittelwerte repräsentativer Versuchsreihen dar (Kap. II. B 2.2). Die
Wiederholung dieser Versuchsreihen zeigte ähnliche Ergebnisse. Standardabweichungen und Erläuterung der
Ergebnisse sind in der folgenden Abb. 16 zu finden. Erkärung der gemessenen Parameter können der Tab. 7
entnommen werden.
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Abb. 19: Ergebnisse der durchflußzytometrischen Messungen der Vitalität (A, B), der Phosphatidylserin (PS)-
Exposition (C, D), des Rückgangs des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP) (E, F) sowie des DNA-
Verlustes (subdiploider DNA-Gehalt: G, H) der transduzierten und nicht transduzierten 9L- und U87-Zellinien
nach 48 h-Behandlung mit höheren Prodrug-Konzentrationen  (10-1000 µg/ml GCV bzw. 100-3000 µg/ml 5-FC)
(s.a. Tab. 9). Erklärung der gemessenen Parameter s. Tab. 7. Höhere Prodrug-Konzentrationen bewirkten
größere cytotoxische Effekte auf transduzierte Zellen und begannen auch nicht transduzierte Zellen zu
schädigen. Der Rückgang der Vitalität der nicht transduzierten Zellen nach 2-tägiger Prodrug-Behandlung ist
allerdings nicht deutlich: Nach Inkubation mit den höchsten eingesetzten GCV- bzw. 5-FC-Konzentrationen sind
nur 5-6% weniger Zellen vital als bei den unbehandelten Vergleichsproben. Bei den transduzierten Zellen ist der
zytotoxische Effekt dieser um den Faktor 30-100 höheren Prodrug-Konzentrationen nach 2 Tagen ebenfalls nicht
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wesentlich größer: Nach einer solchen Behandlung sind nur 8-15% weniger Zellen vital als nach Inkubation mit
den niedrigeren Standard-Dosierungen (10 µg/ml GCV bzw. 100 µg/ml 5-FC). (Die Vitalität der jeweiligen
unbehandelten Zellen wurde hier als „100 %“-Bezugswert genommen.)
Das für apoptotische Zellen charakteristische Merkmal „PS-Exposition“ tritt bei den nicht transduzierten
Zellinien nicht nach Behandlung mit Standard-Prodrug-Konzentrationen auf. Nach Erhöhung der GCV-
Konzentration um den Faktor 100 ist jedoch eine deutliche PS-Exposition bei jeweils 18% der vitalen 9L- und
U87-Zellen zu detektieren. Nach Behandlung mit der höchsten untersuchten 5-FC-Konzentration (3 mg/ml) ist
dies nach 2 Tagen kaum festzustellen (7%-PS-positive Zellen bei 9L, 4% bei U87). Wie in den vorhergehenden
Untersuchungen zeigten die transduzierten Zellinien bereits nach Behandlung mit der jeweiligen Standard-
Konzentration der Prodrug PS-Exposition. Die Zahl der PS-exponierenden Zellen konnte durch die Anwendung
höherer Konzentrationen jedoch weiter gesteigert werden.
Ein Rückgang des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP) ist bei nicht transduzierten Zellinien selbst
nach Anwendung höherer Prodrug-Konzentrationen kaum festzustellen. Nur U87-Zellen zeigen nach
Behandlung mit 1 mg/ml GCV einen Anteil von 13% vitaler Zellen mit niedrigem MTP. Bei den transduzierten
Zellinien zeigen alle Linien nach Behandlung eine Reduktion des MTPs. Dies ist bei U87-tk-Zellen am stärksten
ausgeprägt (bis zu 47% vitale Zellen mit reduziertem MTP). Bei 9L-tk-, 9L-cd- und U87-cd-Zellen wiesen
maximal 17-19% der Zellen depolarisierte Mitochondrien auf.
Die Apoptose-typischen DNA-Verluste (Sub-G1-Ereignisse) treten auch bei den nicht transduzierten Zellinien
nach 2-tägiger Behandlung mit 1 mg/ml GCV (29% bei 9L, 21% bei U87) sowie bei 9L-Zellen nach Behandlung
mit 3 mg/ml 5-FC (12%) auf. Die transduzierten Zellinien zeigen bereits unter den Standard-Dosierungen einen
deutlichen Anteil von Zellen mit verringertem DNA-Gehalt (13-59%). Dieser ließ sich nur bei den U87-
abgeleiteten Zellinien durch eine Steigerung der Prodrug-Konzentrationen weiter erhöhen.

4. Untersuchungen zur DNA-Degradierung
Ein typisches Merkmal für apoptotischen Zelltod ist der zielgerichtete Abbau der zellulären DNA. Dabei
beginnt zunächst das Chromatin zu kondensieren, die DNA wird zerstückelt und der Nukleus aufgelöst.
Diese Prozesse sind innerhalb der Zelle auf die Aktivierung von Caspasen und spezifischen Endonukleasen
zurückzuführen. Caspase 3 ist durch gezieltes Zerschneiden von Bestandteilen der Kernmembran (Lamine)
beteiligt an deren Abbau. Spezifische Faktoren (z.B. „Acinus“, Sahara et al. 1999) und Endonukleasen (z.
B. „CAD“, Enari et al. 1998) werden durch Mitglieder der Caspase-Familie aktiviert und bewirken die
DNA-Zerstückelung. Zunächst wird die DNA in größere Fragmente bis zu 50 kB zerschnitten. Andere
Endonukleasen schneiden DNA an den zwischen den Nukleosomen liegenden Sequenzen, wodurch
Fragmente von 180-200 bp sowie Vielfache hiervon entstehen. Diese zeigen aufgetragen auf ein
Agarosegel das als „DNA-Leiter“ beschriebene Erscheinungsbild, welches typischerweise mit
apoptotischem Zelltod assoziiert ist (Wyllie 1980).
Klassische Methoden zum Nachweis dieser DNA-Zerschneidung sind der „TUNEL“-Test und die
Agarosegelelektrophorese isolierter DNA.

4.1 Nachweis von DNA-Strangbrüchen mittels TUNEL-Test
Für die Nachweisreaktion wird die Eigenschaft der terminalen Desoxynukleotidyltransferase („TdT“)
genutzt, freie Nukleotidtriphosphate Matrizen-unabhängig an freie 3‘OH-Enden von DNA zu
synthetisieren. Aceton-fixierte Zellpräparate wurden hier mit TdT und Fluorescein-markiertem dUTP
inkubiert, was zum Einbau von fluoreszierendem dUTP an freie 3‘OH-Enden führt. Dieses wurde mit
einem anti-dUTP-Antikörper (konjugiert mit Alkalischer Phosphatase) detektiert, anschließend mit Substrat
(Fast-Red) entwickelt und lichtmikroskopisch untersucht. Bei Vorhandensein einer großen Zahl von DNA-
Brüchen erhält man eine deutliche nukleäre Färbung (Abb. 20).
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9L- und U87-Zellinien (transduzierte und nicht transduzierte) wurden in 6-Well-Platten auf sterile
Deckgläschen ausgesät und nach 24 h für jeweils 48 bzw. 72 h mit Prodrug behandelt oder unbehandelt
gelassen. Bei den gentherapeutisch behandelten Zellen konnte in situ nach Anwendung des TUNEL-
Nachweises eine deutliche nukleäre Färbung detektiert werden. Diese schien bei 9L-cd-Zellen ausgeprägter
zu sein als bei 9L-tk-Zellen. Ein ähnliches Signal zeigte sich nicht bei den unbehandelten Zellen, bei
behandelten, nicht transduzierten Zellen oder bei mit irrelevanten Prodrugs behandelten, transduzierten
Zellen. Die Abwesenheit der TdT im Inkubationspuffer führte zu einem Verlust des positiven Signals bei
den gentherapeutisch behandelten Zellen.

4.2 „DNA-Laddering“
Mittels konventioneller DNA-Isolierung war es nicht möglich, das DNA-Laddering in apoptotischen Zellen
eindeutig darzustellen (Abb. 21 B). Auf diese Weise war es lediglich möglich, zwischen undegradierten
und degradierten DNA-Proben zu unterscheiden. Ein Leitermuster war nur schwach zu erkennen und
nekrotische unspezifische Degradation nicht auszuschließen. Nach Verwendung einer spezifischen (Ligase-
mediierten) PCR zur Signalverstärkung konnten auch kleinste Ladder-Fragmente deutlich gezeigt werden
(Abb. 21 A). Durch die Ligation von Adapteroligomeren an freie 3‘OH-Enden der DNA und anschließende
Verwendung dieser Oligomere als Primer in einer PCR-Reaktion konnten diese Fragmente gezielt
amplifiziert werden. Nach zweitägiger gentherapeutischer Behandlung zeigten 9L-cd, 9L-tk, U87-cd und
U87-tk mit Hilfe dieses PCR-Nachweisverfahrens deutliche Leitermuster. Diese blieben aus, wenn die
Zellen nicht oder mit irrelevanten Prometaboliten behandelt wurden. Nicht transduzierte Zellen zeigten ein
solches Leitermuster nicht. Übliche PCR-Negativ-Kontrollen (Amplifizierung von Proben ohne zugesetzte
DNA) zeigten keine DNA-Leiter-Amplifizierung. Dies zeigt, daß zumindest ein Teil der Zellen apoptotisch
stirbt und daß hierbei die spezifische Zerschneidung der DNA in 180-200bp-große Fragmente auftritt.

Abb. 20: 9L-cd-Zellen zeigten nach
Behandlung mit 5-FC DNA-Fragmen-
tierung im TUNEL-Test. Mikroskopi-
sche Aufnahmen von Aceton-fixierten
unbehandelten (A) und mit 5-FC (48 h,
100 µg/ml) behandelten 9L-cd-Zell-
präparaten (B) nach TUNEL-Test. Ter-
minale Desoxynukleotidyltransferase
(TdT) katalysiert die kovalente Bin-dung
von Fluorescein-markiertem dUTP an
freie 3‘OH-DNA-Enden. Für die
lichtmikroskopische Analyse wurde
eingebautes Fluorescein-dUTP mittels
anti-Fluorescein-Antikörper (konjugiert
mit Alkalischer Phosphatase) und Fast
Red-Substrat detektiert. DNA-Strang-
brüche liessen sich nur in mit 5-FC
behandelten (B), nicht aber in un-
behandelten 9L-cd-Zellen (A) in Form
eines nukleär lokalisierten roten Nie-
derschlags nachweisen.B

A
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Abb. 21: DNA-Degradierung  bei 9L-Zellen nach HSV-tk/GCV-Gentherapie.
Nachweis der Spaltung chromosomaler DNA in 180-200bp-Fragmente und -Multimere: (B) mittels kon-
ventioneller Methodik (Zellyse, ProteinaseK-Verdau, Phenol-Chloroform-Extraktion, Isopropanol-Fällung der
DNA, RNase-Verdau und Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al. 1989)) und (A) mittels Ligase-mediierter
PCR und Gelelektrophorese (Clontech) (Kap. II. B 7.).
Nach konventioneller Methodik (B) war die DNA-Leiter nur schwach zu detektieren. Dargestellt sind isolierte
DNA-Proben von unbehandelten (1) und behandelten 9L-tk-Zellen (24-72 h = 2-4, s.u.). Die unbehandelte DNA-
Probe zeigte keine sichtbare Degradierung. Die behandelten Proben wiesen Zeichen von Degradierung und ein
schwach sichtbares, leiterartiges Muster auf (2). Nach Signalverstärkung durch Anwendung einer Ligase-
vermittelten PCR zur selektiven Amplifizierung kleiner, durch Strangbrüche entstandener DNA-Fragmente war
die Ausbildung der Apoptose-typischen DNA-Leiter bei 9L-tk-Zellen nach Behandlung mit GCV (48 h, 10
µg/ml) deutlich nachzuweisen (A, 4). Unbehandelte Zellen (3) bzw. nicht transduzierte Zellen (9L, behandelt (2)
oder unbehandelt (1)) zeigten ein solches Muster nicht.

In (A): (M) 100bp-Molekulargewichtsmarker
(1) 9L unbehandelt,
(2) 9L + 10µg/ml GCV,
(3) 9L-tk unbehandelt,
(4) 9L-tk + 10µg/ml GCV.
Alle Proben nach 48 h Kultur.

In (B): (1) 9L-tk unbehandelt, 72 h,
(2) 9L-tk + 10µg/ml GCV, 24 h,
(3) 9L-tk + 10µg/ml GCV, 48 h,
(4) 9L-tk + 10µg/ml GCV, 72 h,
(M)100bp-Molekulargewichtsmarker

(Gibco BRL).
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5. Zellzyklusanalysen
Zunächst wurden Generationszeit und Dauer der Zellzyklusphasen sowohl für die transduzierten als auch
für die nicht transduzierten Zellinien während des Wachstums in Normalmedium bestimmt (Kap. II. B 3.1).
Aufgrund der zufälligen Integration einer oder mehrerer Kopien der transfizierten Plasmide in das Genom
der Zielzelle kann es neben der Expression des transferierten Gens auch zu weiteren Veränderungen der
zellulären Genexpression kommen. Die Expression von Genen kann u.a. artifiziell aktiviert oder reprimiert
werden. In Abhängigkeit von der Funktion der betroffenen Gene können sich hierdurch Phänotypen
ergeben, welche von dem der nicht transduzierten Ausgangszelle abweichen. Ein Vergleich der
Zellmorphologie zeigte in keiner der transfizierten Zellinien eine signifikante Veränderung. Neben der
Zellmorphologie ist das Zellwachstum ein relevanter Indikator. Zellwachstum und -zyklus wurden
außerdem untersucht, um in späteren Analysen den Einfluß von Suizidgentherapie und Actinomycin D-
Behandlung auf diese Parameter beurteilen zu können. Die Ergebnisse der Proliferationsuntersuchungen
der transduzierten und nicht transduzierten Zellinien faßt Tab. 10 zusammen:

Zellzyklusphasen
Zellinie Generationszeit

G0/G1 S G2/M
U87 13,1 h (± 1,1) 7,7 h (± 1,2) 3,8 h (± 0,7) 1,6 h (± 0,5)

U87-tk 14,9 h (± 2,2) 8,4 h (± 1,6) 4,6 h (± 1,0) 1,9 h (± 0,6)
U87-cd 20,9 h (± 4,0) 12,4 h (± 3,1) 5,9 h (± 2,1) 2,6 h (± 1,4)

9L 15,3 h (± 0,1) 7,2 h (± 0,3) 6,1 h (± 0,4) 1,9 h (± 0,3)
9L-tk 18,4 h (± 1,9) 7,8 h (± 1,2) 8,0 h (± 1,2) 2,7 h (± 0,5)
9L-cd 12,9 h (± 1,3) 6,1 h (± 0,9) 5,2 h (± 0,8) 1,6 h (± 0,4)

Tab. 10: Die Generationszeit gibt denjenigen Zeitraum an, welcher für eine Verdoppelung der Zellzahl der
betreffenden Zellinie während der exponentiellen Wachstumsphase nötig ist. Bestimmt wurde sie durch
Zellzählungen in 24 h Intervallen. Die Werte sind Mittelwerte einer von zweien, in Triplikaten vorgenommenen
Meßreihe, die Standardabweichung ist in Klammern angegeben (Kap. II. B 3.1). Die Zellzyklusphasenverteilung
wurde durchflußzytometrisch ermittelt (Kap. II. B 4.2). Anhand des prozentualen Auftretens der einzelnen
Phasen konnte auf die Dauer der jeweiligen Zyklusphase zurückgeschlossen werden. Diese Messungen wurden
in Duplikaten durchgeführt und wiederholt. Dargestellt ist eine repräsentative Messung mit Standardabweichung.

Alle untersuchten Zellinien besitzen kurze Generationsphasen. Eine Generationszeit betrug zwischen 13
und 21 h, d.h. zur Verdoppelung der Population benötigten diese Zellinien weniger als einen Tag. Innerhalb
der 9L-Zellinien wichen die Werte für die Generationszeit sowie die Zellzyklusphasen kaum voneinander
ab, lediglich die 9L-tk-Zellinien wuchs etwas langsamer und benötigte vor allem für die Vollendung der S-
Phase 2-3 h länger als 9L- bzw. 9L-cd-Zellen. Innerhalb der U87-Zellinien verhielten sich U87 und U87-tk
relativ ähnlich. U87-cd-Zellen wiesen jedoch eine geringere Wachstumsgeschwindigkeit auf. Das scheint
vor allem an einem höheren Anteil von Zellen in der G0/G1-Phase des Zyklus zu liegen. S- und G2/M-Phase
sind hier jeweils nur etwa 2 h länger als bei parentalen U87-Zellen und nur 1,3 bzw. 0,7 h länger als bei
U87-tk-Zellen. Vermutlich verblieb ein größerer Teil der Zellen länger in der G0-, der Ruhe-Phase des
Zyklus. Trotzdem war auch bei dieser Zellinie die proliferative Aktivität noch so hoch, daß man nicht von
einer wesentlichen Veränderung des Wachstumsverhaltens nach Transfektion sprechen kann.
9L-tk-Zellen arrettierten nach Behandlung mit GCV (10 µg/ml) in der S-Phase des Zellzyklus (Abb. 22).
Dieser Arrest trat bereits nach 24 h auf und umfaßte nahezu alle Zellen. Dies änderte sich über den
gesamten Behandlungszeitraum von 3 Tagen nicht mehr (Tab. 11). Ein solcher S-Phase-Arrest zeigte sich
nicht bei unbehandelten 9L-tk-Zellen. Bei den nicht transduzierten 9L-Zellen war nach GCV-Behandlung
lediglich eine leichte Erhöhung des Anteils von Zellen in der S-Phase festzustellen (Abb. 22, Tab. 11),
welcher an Tag 3 wieder rückläufig war. Erst eine Erhöhung der GCV-Dosierung zeigte, daß 9L-Zellen
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ähnlich wie die transduzierten 9L-tk-Zellen reagieren (Tab. 12), und daß lediglich die effektive Dosis um
den Faktor >100 höher liegt als bei stabil mit HSV-tk transduzierten Zellen: Bei Behandlung mit 10 µg/ml
GCV waren an Tag 2 11% mehr 9L-Zellen in der S-Phase als bei unbehandelten 9L-Zellen. Nach Erhöhung
der Dosierung auf 100 µg/ml waren es 23% und bei einer weiteren Dosiserhöhung auf 1000 µg/ml waren
auch die nicht transduzierten 9L-Zellen überwiegend in der S-Phase nachzuweisen.

Abb. 22: Auswirkung der HSV-tk/GCV-Gentherapie
auf den Zellzyklus bei 9L-Zellen.
Rechte Spalte: 9L-tk-Zellen unbehandelt sowie mit
10 µg/ml GCV 24 h lang behandelt. Die durchfluß-
zytometrische Zellzyklusanalyse zeigt eine deutliche
Arretierung der behandelten Zellen in der S-Phase
des Zellzyklus.
Linke Spalte: Nicht transduzierte 9L-Zellen wurden
mit steigenden GCV-Konzentrationen 48 h lang be-
handelt bzw. unbehandelt belassen. Hier ist eben-
falls eine zunehmende Akkumulation von Zellen in
der S-Phase nach GCV-Behandlung zu sehen.

Diese ist jedoch nicht so ausgeprägt wie bei transduzierten Zellen. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse einer
Meßreihe in Duplikaten. Die Wiederholung dieser Versuchsreihe zeigte ähnliche Ergebnisse. Erläuterungen der Art
der Abbildung sowie der Abkürzungen können der Abb. 15 entnommen werden.
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U87-tk-Zellen zeigten nach 24 h GCV-Inkubation in der Standarddosierung von 10 µg/ml ebenso wie 9L-
tk-Zellen einen S-Phase-Arrest (Abb. 22, Tab. 11). Dieser betraf jedoch nicht 100% der Zellen (wie bei 9L-
tk zu sehen war), sondern nur 69%. Im Vergleich zu 9L-tk-Zellen fiel auf, daß diese S-Phase-Zellen an Tag
2 der Behandlung kaum noch zu detektieren waren. Im Gegensatz zum 9L-Model war an Tag 1 noch ein
relativ großer Anteil von G0/G1-Zellen (31%) zu detektieren. Die nicht transduzierten U87-Zellen zeigten
nach 2-tägiger Behandlung mit der Standarddosierung von 10 µg/ml GCV nur eine leichte Erhöhung des
Zellanteils in der S-Phase (11% mehr gegenüber der unbehandelten Kontrolle) (Abb. 22, Tab. 11). Erst bei
einer Erhöhung der Prodrug-Konzentration (Tab. 12) auf 100 µg/ml bzw. 1000 µg/ml GCV wurde auch
hier ein S-Phase-Arrest deutlich (24% bzw. 46% mehr Zellen in der S-Phase als in der unbehandelten
Kontrolle). Erhöhung der GCV-Konzentration um den Faktor 10 führte bei U87-tk-Zellen zur fast
vollständigen Auflösung der Zellzyklusverteilung: nur noch 10% der Zellen befanden sich in der G1/G0-
Phase. Bei weiterer Dosiserhöhung ließ sich auch der G1/G0-Peak nicht mehr zweifelsfrei identifizieren, die
Zellen waren vollständig apoptotisch, wie die Analyse der Sub-G1-Ereignisse (Tab. 9) nahelegt.
Bei der E.coli-cd/5-FC-Gentherapie zeigten sowohl U87-cd- als auch 9L-cd-Zellen (Abb. 23, Tab. 11)
einen - allerdings gering ausgeprägten - G1/G0-Phasenarrest (etwa 5-10%) an Tag 1 der Behandlung. An
Tag 2 der Behandlung war dieser nicht mehr festzustellen, der Anteil der Zellen in dieser Zyklusphase war
sogar rückläufig. Stattdessen akkumulierten die Zellen in der S-Phase. Dieser S-Phase-Arrest wurde nur bei
U87-cd-Zellen, nicht jedoch bei 9Lcd-Zellen deutlicher nach Behandlung mit höheren Prodrug-
Konzentrationen (bis zu 3 mg/ml 5-FC) (Abb. 24, Tab. 12).
Der Zellzyklus nicht transduzierter U87-Zellen blieb auch bei Behandlung mit 3 mg/ml 5-FC nach 2 Tagen
noch unverändert (Abb. 24). 9L-Zellen reagierten ab einer Konzentration von 1 mg/ml 5-FC nach 2 Tagen
mit einer deutlichen Akkumulation der Zellen in der S-Phase: In unbehandelten Proben befanden sich 44%
der Zellen in der S-Phase-Zellen, nach 5-FC-Behandlung 65% (Abb. 23).
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Abb. 23: Auswirkung der HSV-tk/GCV-Gentherapie auf den Zellzyklus bei U87-Zellen. Linke Spalte: U87-
Zellen unbehandelt sowie 48 h lang mit steigenden GCV-Konzentrationen (10-1000 µg/ml) behandelt. Die
durchflußzytometrische Zyklusanalyse zeigt eine Arretierung der behandelten Zellen in der S-Phase des Zell-
zyklus, welche deutlicher wird, je höher die GCV-Konzentration ist. Nach Behandlung mit 1000 µg/ml GCV
befinden sich außerdem 1/3 der gemessenen Ereignisse im Sub-G1-Bereich, ein typisches Merkmal apopto-
tischer Zellen. Rechte Spalte: U87-tk-Zellen wurden über einen Zeitraum von 3 Tagen mit 10 µg/ml GCV
behandelt bzw. unbehandelt gelassen. Es zeigt sich eine deutliche Akkumulation der Zellen in der S-Phase
nach 24 h. An den Folgetagen ist diese nicht mehr nachzuweisen. Ab Tag 1 der Behandlung nimmt der Anteil
apoptotischer Zellen (= sub G0/G1) im Zyklusprofil zu. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse einer
Meßreihe in Duplikaten. Erläuterungen der Art der Abbildung sowie der Abkürzungen können der Abb. 15
entnommen werden.
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Abb. 24: Auswirkung der E.coli-cd/5-FC-Gentherapie
auf den Zellzyklus bei 9L-Zellen. Linke Spalte: 9L-
Zellen unbehandelt sowie 48 h mit 100-3000 µg/ml 5-
FC behandelt. Die durchflußzyto-metrische
Zyklusanalyse zeigte nach Auswertung mittels ModFit-
Software einen S-Phase-Arrest ab einer 5-FC-
Konzentration von 1000 µg/ml. Apop-totische Sub-G1-
Ereignisse nahmen ab dieser Kon-zentration ebenfalls
zu.

Rechte Spalte: 9L-cd-Zellen wurden mit 100 µg/ml 5-FC behandelt bzw. unbehandelt gelassen und nach 24 und
48 h analysiert. Nach 24 h nahm zunächst der G0/G1-Anteil zu, nach 48 h war dieser rückläufig und die Zellen
akkumulierten zunehmend in der S-Phase. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse einer Meßreihe in
Duplikaten. Erläuterungen der Art der Abbildung sowie der Abkürzungen können der Abb. 15 entnommen
werden.
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Abb. 25: Auswirkung der E.coli-cd/5-FC-Gen-
therapie auf den Zellzyklus bei U87-Zellen.
Linke Spalte: U87-Zellen unbehandelt sowie 48 h
mit 3000 µg/ml 5-FC behandelt. Die durchfluß-
zytometrische Zellzyklusanalyse zeigt keine signi-
fikante Veränderung der prozentualen Verteilung
der Zellen auf die Zyklusphasen. Apoptotische
Sub-G1-Zellen sind nicht nachzuweisen.
Rechte Spalte: U87-cd-Zellen wurden 48 h lang mit steigenden 5-FC-Konzentrationen behandelt bzw. unbehandelt
belassen. Die Zyklusanalyse zeigte, daß es nach 48 h bereits bei 100 µg/ml 5-FC zu einer deutlichen Akku-
mulation von Zellen in der S-Phase kommt. Durch Inkubation mit höheren Dosierungen der „Prodrug“ wird diese
Tendenz verstärkt. Auch die Zahl der apoptotischen Sub-G1-Ereignisse nimmt deutlich zu. Dargestellt sind
repräsentative Ergebnisse einer Meßreihe in Duplikaten. Erläuterungen der Art der Abbildung sowie der
Abkürzungen können der Abb. 15 entnommen werden.
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GCV [10 µg/ml]
Zellen Zyklusphase unbeh.

Tag 1 Tag 2 Tag 3

G0/G1 48 % 49 % 44 % 42 %
S 47 % 47 % 56 % 50 %9L

G2/M 5 % 4 % 0 % 8 %

G0/G1 64 % 0 % 0 % na
S 28 % 98 % 100 % na9L-tk

G2/M 8 % 2 % 0 % na

G0/G1 63 % 54 % 53 % 47 %
S 29 % 38 % 40 % 45 %U87

G2/M 8 % 8 % 6 % 7 %

G0/G1 54 % 31 % 60 % 78 %
S 36 % 69 % 40 % 22 %U87-tk

G2/M 10% 0 % 0 % 0 %

5-FC [100 µg/ml]
Zellen Zyklusphase unbeh.

Tag 1 Tag 2 Tag 3

G0/G1 55 % 54 % 54 % 55 %
S 36 % 29 % 33 % 30 %9L

G2/M 9 % 17 % 13 % 15 %

G0/G1 51 % 60 % 42 % 39 %
S 34 % 40 % 58 % 58 %9L-cd

G2/M 15 % 0 % 0% 3 %

G0/G1 61 % 59 % 59 % 59 %
S 29 % 30 % 28 % 27 %U87

G2/M 10 % 11 % 13 % 14 %

G0/G1 64 % 37 % 34 % 40 %
S 24 % 49 % 48 % 29 %U87-cd

G2/M 12 % 14 % 18 % 31 %
Tab. 11: Messung der Anteile der Zellzyklusphasen (in %) von 9L- und U87-Zellinien während der Behandlung
mit GCV bzw. 5-FC über einen Zeitraum von 3 Tagen im Vergleich zu unbehandelten („unbeh.“) Zellproben.
Prozentwerte beziehen sich auf den Anteil der Zellen in der jeweiligen Phase in Bezug zur Gesamtzahl der
Zellen in diesen Phasen zusammengenommen (=100%). Wiedergegeben sind Ergebnisse repräsentativer Mes-
sungen, die in Duplikaten durchgeführt wurden und nach Wiederholung vergleichbare Ergebnisse zeigten. Die
Auswertung erfolgte mittels ModFit-Software. („na“, nicht auswertbar).
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GCV [µg/ml]
Zellen Zyklusphase unbeh.

10 100 1000

G0/G1 51 % 42 % 31 % 38 %
S 41 % 52 % 63 % 61 %9L

G2/M 8 % 6 % 6 % 1 %

G0/G1 50 %  0 %  31 % na
S 37 % 98 %   62 % na9L-tk

G2/M 13 % 2 % 7 % na

G0/G1 63 % 53 % 40 % 14 %
S 29 % 40 % 53 % 77 %U87

G2/M 8 % 7 % 7 % 9 %

G0/G1 60 % 41 % na na
S 35 % 52 % na naU87-tk

G2/M 6 % 7 % na na

5-FC [µg/ml]
Zellen Zyklusphase unbeh.

100 1000 3000

G0/G1 47 % 45 % 33 % 26 %
S 44 % 49 % 65 % 69 %9L

G2/M 9 % 6 % 2 % 5 %

G0/G1 49 % 41 % 42 % 39 %
S 42 % 59 % 58 % 54 %9L-cd

G2/M 9 % 0 % 0 % 7 %

G0/G1 63 % 61 % 62 % 60 %
S 26 % 28 % 29 % 30 %U87

G2/M 11 % 11 % 10 % 10 %

G0/G1 58 % 39 % 17 % 20 %
S 31 % 46 % 73 % 72 %U87-cd

G2/M 11 % 15 % 10 % 8 %
Tab. 12: Messung der Anteile der Zellzyklusphasen (in %) von 9L- und U87-Zellinien während der Behandlung
mit steigenden Prodrug-Konzentrationen nach 2 Tagen im Vergleich zu unbehandelten („unbeh.“) Zellproben.
Es wurden 10-1000 µg/ml GCV bzw. 100-3000 µg/ml 5-FC eingesetzt. Prozentwerte beziehen sich auf den
Anteil der Zellen in der jeweiligen Phase in Bezug zur Gesamtzahl der Zellen in diesen Phasen zusammen-
genommen (=100%). Wiedergegeben sind Ergebnisse repräsentativer Messungen, die in Duplikaten durchge-
führt wurden und nach Wiederholung vergleichbare Ergebnisse zeigten. Die Auswertung erfolgte mittels
ModFit-Software. („na“, nicht auswertbar).
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Actinomycin D induzierte bei den U87-Zellinien in gering toxischen Dosierungen (bis zu einer
Konzentration von 0,01 µg/ml und 24 h Inkubation) einen G0/G1-Arrest (Abb. 25, Tab. 13). Ab einer
Konzentration von 0,01 µg/ml ließ sich ineinander übergehend eine Akkumulation in der S- und der G2/M-
Phase nachweisen.
Ähnlich verhielt es sich bei den 9L-Zellinien (Abb. 25, Tab. 13): Bei geringer Actinomycin D-
Konzentration (bis 0,01 µg/ml) zeigte sich eine Arrettierung in der G0/G1-Phase. Diese war allerdings
wesentlich geringer ausgeprägt als bei den U87-Zellinien. Bei höheren Konzentrationen (ab 0,1 µg/ml)
zeigte sich eine Akkumulation der Zellen in der G2/M-Phase: 9L wiesen 10% mehr Zellen in G2/M-Phase
auf verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, 9L-tk 10-15% und 9L-cd 15%.

ActoD [µg/ml]
Zellen Zyklusphase unbeh.

0,001 0,01 0,1 1

G0/G1 48,5 % 55 % 38,3 % 46,6 %  54,5 %
S  38,5 % 34,8 % 45,1 % 33,6 % 26,1 %9L

G2/M 13,1 % 12,6 % 16,6 % 19,8 % 25,1 %

G0/G1 44 %  48,4 % 35,1 % 36,1 % 41,6 %
S  42,1 % 38,7 % 49,3 % 44,4 % 30,5 %9L-tk

G2/M 14 % 12,9 % 15,6 % 23,8 % 28 %

G0/G1 44,9 % 56,5 %  35,6 % 44,1 % 39,9 %
S 41,7 % 33,8 % 48,2 % 36,2 % 33,9 %9L-cd

G2/M 13,4 % 9,7 % 16,2 % 19,7 % 26,2 %

G0/G1 56,9 % 95,1 % 65,9 % na na
S  29,5 % 3,2 % 15,5 % na naU87

G2/M 13,6 % 1,7 % 18,7 % na na

G0/G1 54,4 % 76,2 % 40,9 %  na na
S 30,7 % 8,3 % 41,6 % na naU87-tk

G2/M 15 % 15,5 % 17,4 % na na

G0/G1 57,3 %  75,7 % 31,6 %  50,6 %  65,5 %
S  25,2 % 14 % 48,4 % 14,3 % 0 %U87-cd

G2/M 17,4 % 10,3 % 20 % 35,2 % 34,5 %
Tab. 13: Messung der Anteile der Zellzyklusphasen (in %) von 9L- und U87-Zellinien nach Behandlung mit
verschiedenen Actinomycin D-Konzentrationen im Vergleich zu unbehandelten („unbeh.“) Zellproben.
Dargestellt sind Mittelwerte (von Duplikaten) einer Meßreihe. In der Wiederholung wurden vergleichbare
Ergebnisse erhalten. Prozentwerte beziehen sich auf den Anteil der Zellen in der jeweiligen Phase in Bezug zur
Gesamtzahl der Zellen in diesen Phasen zusammengenommen (=100%). Die Auswertung erfolgte mittels
ModFit-Software. („na“, nicht auswertbar)
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Abb. 26: Auswirkung der Behandlung mit Actino-
mycin D auf den Zellzyklus von U87- und 9L-Zellen.
Linke Spalte: Veränderung der Verteilung von U87-
cd-Zellen auf die Phasen des Zellzyklus nach Be-
handlung (24 h) mit steigenden ActoD-Konzentra-
tionen. Bei geringer Dosierung (0,001 µg/ml) ist ein
G0/G1-Phasenarrest deutlich. Höhere Konzentrationen
führen zu vermehrter Akkumulation in der G2/M-
Phase sowie einem stetig steigenden Anteil von Zellen
mit Sub-G1-DNA-Gehalt (apoptotische Zellen).
Rechte Spalte: Veränderung der Verteilung von 9L-
cd-Zellen auf die Phasen des Zellzyklus nach Be-
handlung (24 h) mit steigenden ActoD-Konzentra-
tionen. Bei geringer Dosierung (0,001 µg/ml) ist eben-
falls ein G0/G1-Phasenarrest deutlich. Höhere Konzen-
trationen führen wie bei U87-cd-Zellen zu vermehrter
Akkumulation in der G2/M-Phase. Erläuterung der Art
der Abbildung sowie der Abkürzungen können der
Abb. 15 entnommen werden.
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6. Analyse von Todesrezeptor/Ligand-Signaltransduktionswegen: CD95/CD95L und TNF-RI/TNF-αααα 
Die Todesrezeptor/Ligand-Signaltransduktionswege CD95/CD95L und TNF-RI/TNF-α gehören zu den
Zytokin-vermittelten Apoptose-Signalwegen. Die Zahl der beschriebenen Todesrezeptoren und ihrer spezi-
fischen Liganden wächst zwar stetig, jedoch sind nur wenige der nachfolgenden Transduktionswege genau
verstanden. Darunter die Aktivierung der TNF-RI- und CD95-Rezeptoren: Die Bindung ihrer jeweiligen
Liganden führt zur Bildung intrazellulärer Signalkomplexe. Diese Komplexe aktivieren Caspasen, die
Apoptose-Effektoren (Enari et al. 1995, Boldin et al. 1996, Chinnaiyan et al. 1996, Muzio et al. 1996). Eine
Beteiligung des CD95/CD95L-Systems bei der HSV-tk/GCV-Gentherapie wurde von Beltinger et al.
(1999) und Wei et al. (1999) postuliert. In den hier untersuchten Zellmodellen scheinen diese Signaltrans-
duktionswege jedoch nicht an der Apoptose-Auslösung und -Exekution nach Suizidgentherapie oder Acto
D-Behandlung beteiligt zu sein.
Die Expression der Todesrezeptoren CD95 und TNF-RI wurde durchflußzytometrisch in den Zellmodellen
U87 und 9L nach Suizidgentherapie sowie Chemotherapie (ActoD, Etoposid, Vincristin) untersucht. Bei
der Suizidgentherapie im 9L-Modell wurde über den gesamten Behandlungszeitrahmen mit spezifischen
monoklonalen Antikörpern auf Erhöhung der Oberflächenexpression von CD95 und TNF-RI im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle untersucht. Zellen der 9L-Zellinien zeigten keinerlei detektierbare Ober-
flächenproteinexpression von CD95 oder TNF-RI, weder unbehandelt noch nach Behandlung mit einer der
angeführten Therapien. Einzige Ausnahme: 9L-tk/cd-Zellen, welche bereits im unbehandelten Zustand
CD95 exprimieren, diese Expression stieg jedoch nach GCV-Behandlung nicht weiter an. Zusätzlich wurde
mittels eines ultrasensitiven ELISA-Tests die Sekretion von TNFα ins Medium bei 9L und 9L-tk-Zellen
nach HSV-tk/GCV-Gentherapie untersucht. Es konnte keinerlei Sekretion von TNFα nachgewiesen
werden. Durchflußzytometrische Untersuchungen im U87-Modell zeigten ebenfalls keine detektierbare
Erhöhung der Oberflächenexpression von CD95 oder TNF-RI.
Es ist beschrieben worden, daß Zellen mit mutiertem p53 CD95 zwar transkribieren und translatieren,
jedoch der Transport des synthetisierten Proteins auf die Oberfläche der Membran über das Endoplasma-
tische Retikulum und den Golgi-Apparat gestört ist (Bennett et al. 1998, Müller et al. 1998). Bennett et al.
(1998) berichten außerdem von verstärkter TNF-RI-Oberflächenexpresion nach Aktivierung von überexpri-
miertem p53. Zur Klärung der Frage, ob in dem untersuchten p53-mutierten Modellsystem 9L die Expres-
sion auf transkriptionaler Ebene induziert wird und lediglich der posttranslationale Proteintransport nicht
stattfindet, wurde eine semiquantitative RT-PCR durchgeführt. Untersucht wurde das HSV-tk/GCV
System. Die Behandlung von 9L- und 9L-tk-Zellen wurde über einen Zeitraum von 3 Tagen durchgeführt.
Unbehandelte Zellen wurden als Kontrolle mitgeführt. Als interne Kontrolle diente β-Actin. In diesen
Untersuchungen war mRNA für CD95, CD95L, TNF-RI und TNFα nachweisbar. Die Expressionhöhe von
CD95/CD95L und TNF-RI/TNFα war gering und veränderte sich nicht über den Behandlungszeitraum
(Abb. 27).
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Abb. 27: Die Untersuchung der mRNA-Ex-
pression von CD95 und CD95L mittels semi-
quantitativer PCR im Vergleich zu β-Actin
zeigte keine Veränderung nach HSV-tk /GCV-
Gentherapie im 9L-Modell.
(Die gewählte Anzahl von PCR-Amplifizie-
rungszyklen unterscheidet sich bei β-Actin
(30x), CD95 (35x) und CD95L (40x), weshalb
die β-Actin-Expression vergleichsweise niedrig
erscheint.)

(A) 9L-tk unbehandelt,
(B) 9L-tk 24 h mit 10 µg/ml GCV und
(C) 9L-tk 48 h mit 10 µg/ml GCV behandelt.

(M) 100 bp Molekulargewichtsmarker (Gibco),
(1)(1)(1)(1) β-Actin (500 bp),
(2) CD95 (306 bp),
(3) CD95L (285 bp).
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7. Proteinexpression

7.1 Immunhistochemie
Ein wichtiger Kontrollpunkt der Apoptoseinduktion ist der Tumorsuppressor p53 (Vogelstein und Kinzler
1992). Nach DNA-Schädigung akkumuliert p53-Protein durch posttranskriptionale Stabilisierung im
Nukleus der betroffenen Zelle (Maltzman und Czyzyk 1984, Kastan et al. 1991). Dies führt entweder zu
reguliertem Zelltod (Yonish-Rouach et al. 1991, Shaw et al. 1992) oder zu einem Wachstumsstop der Zelle,
der vermutlich Zeit für Reparaturprozesse gewährt (Michalovitz et al. 1990, Martinez et al. 1991, Kuerbitz
et al. 1992, Cox et al. 1995). Die zytotoxische Wirkung der Gentherapiesysteme HSV-tk/GCV und E.coli-
cd/5-FC ist u.a. durch Schädigung der DNA bedingt. Die Beteiligung von p53 an den Signaltrans-
duktionswegen, die zum Zelltod durch diese Gentherapiesysteme führt, ist noch nicht geklärt. Daher wurde
die p53-Proteinexpression im Verlauf der Gentherapie untersucht.
Mittels immunhistochemischer Färbung wurde die p53-Expression zunächst bei unbehandelten nicht
transduzierten Zellinien untersucht. Der immunhistochemische Nachweis von p53 ist i.d.R. korreliert mit
dem Vorhandensein von Mutationen, die die Halbwertszeit des Proteins verlängern. Durch die verlängerte
Halbwärtszeit kommt es zur nukleären Akkumulation des Proteins über physiologische Konzentrationen
hinaus. Erst durch die Akkumulation wird p53 immunhistochemisch nachweisbar. Wildtyp-p53 (wt-p53) ist
unter normalen Umständen nicht mittels Immunhistochemie nachweisbar. Wt-p53 kann jedoch nach
Induktion durch DNA-schädigende Noxen (z.B. UV-Strahlung, Röntgenstrahlung, einige Chemothera-
peutika) die immunhistochemische Detektionsgrenze ebenfalls überschreiten.
Die immunhistochemische Färbung mit monoklonalem anti p53-Antikörper PAB122, welcher sowohl
mutiertes (mt) als auch wt-p53 bindet, war für U87 und die murine Fibroblastenzellinie 3T3 negativ, für 9L
positiv. U87 und 3T3 exprimieren wt-p53 (Rittling und Denhardt 1992, Tiemann und Deppert 1994, Van
Meir et al. 1994, Asai et al. 1994), die exprimierten p53-Proteinmengen liegen normalerweise unterhalb der
Detektionsgrenze. 9L-Zellinien hingegen exprimieren mutiertes p53 (Van Meir et al. 1994, Asai et al.
1994) und zeigten eine deutliche, nukleär lokalisierte p53-Expression (Abb. 28 A, B).
Immunhistochemisch nachweisbar wurde p53 jedoch auch in 3T3 und U87 sowie deren transduzierten
Derivaten nach Behandlung mit Apoptose-auslösenden Konzentrationen von Doxorubicin (20 µg/ml, 24 h)
oder Actinomycin D (2 µg/ml, 24 h) (Abb. 28 C-F). Behandlung mit Vincristin (0,1 µg/ml, 24 h) oder
Etoposid (1 µg/ml, 24 h) zeigten dagegen keine eindeutig positive Reaktion. Die transduzierten U87- und
3T3-Zellinien wiesen nach Gentherapie keine eindeutige p53-Akkumulation auf. An Tag 3 der Behandlung
mit GCV waren lediglich vereinzelte U87-tk- bzw. 3T3-tk-Zellen schwach positiv. Cd-transduzierte U87-
Zellen wiesen nach Standardbehandlung mit 5-FC über einen Zeitraum von drei Tagen keine detektierbare
p53-Akkumulation auf, obwohl die Zellen deutliche morphologische Anzeichen für Apoptose zeigten.
9L-Zellen sowie die davon abgeleiteten stabil transduzierten Zellinien 9L-tk und 9L-cd wiesen bereits in
unbehandeltem Zustand eine hohe Expression des mutierten p53 im Nukleus auf. Diese wurde durch
Behandlung mit 5-FC oder GCV nicht erkennbar verändert.
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A

C

B

Abb. 28: Zu A, B: 9L Ratten-Gliosarkomzellen weisen eine p53-Missense-Punktmutation auf. Das
mutierte p53-Proteinprodukt ist durch immunhistochemische Methodik nachweisbar. In (A): Färbung
von 9L-Zellen mit irrelevantem Isotyp-mAb (anti-Dansyl). In (B): Färbung von 9L-Zellen mit mono-
klonalem anti-p53-Ab (PAB 122), der Wildtyp- und mutierte p53-Proteine nachweisen kann. Der nu-
kleär lokalisierte Farbniederschlag (DAB) zeigt die Akkumulation von p53.
Zu C-F: U87-tk-Zellen nach immunhistochemischer p53-Detektion: (C) unbehandelt, (D) nach 72 h
GCV-Behandlung (10 µg/ml), (E) nach 24 h Acto D-Behandlung (2 µg/ml) und (F) nach 24 h Doxo-
rubicin-Behandlung (20 µg/ml). Deutliche, spezifische p53-Akumulation zeigt sich nach Behandlung
mit ActoD und Doxorubicin, nicht jedoch bei unbehandelten oder gentherapeutisch behandelten
Zellen.
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7.2 Western Blot

7.2.1 Tumorsuppressor p53
Die p53-Proteinexpression wurde im U87- und 9L-Modell während HSV-tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-
Gentherapie sowie nach Behandlung mit Actinomycin D auch mittels Western Blot-Analyse untersucht.
Hier ist der Verlust von apoptotischen, weniger adhärenten Zellen geringer als bei der Immunhistochemie.
p53 war in unbehandelten U87- und U87tk-Zellen kaum nachweisbar (Abb. 29 A)  Nach 48 h Behandlung
mit 10 µg/ml GCV akkumulierte p53 in U87-tk und schwächer auch in U87. Nach 72 h nahm diese
Induktion bei U87-tk-Zellen weiter zu, bei U87 sank die Expression auf das Hintergrundniveau zurück.
Nach Behandlung von U87-tk-Zellen mit der irrelevanten Prodrug 5-FC änderte sich die Expressionshöhe
von p53 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht. Dies galt auch für mit GCV-behandelte U87-cd-
Zellen.
Im Unterschied zum HSV-tk/GCV-System zeigte sich beim E.coli-cd/5-FC-System eine schnellere Induk-
tion von p53 bei U87-cd-Zellen (bereits nach 24 h), diese sank an den folgenden Tagen wieder (Abb. 29 B).
Die p53-Expressionshöhe von parentalen U87-Zellen wurde durch Behandlung mit 5-FC nicht verändert.
Nach Behandlung mit ActoD zeigten alle U87-Zellinien eine deutliche p53-Akkumulation (z.B. U87-cd,
Abb. 29 B).
p53-Monomere waren bei 9L-Zellinien als Doppelbande bei 53 kD zu detektieren (Abb. 30). Im Verlauf
der Gentherapie nahm bei 9L-tk-Zellen insgesamt die p53-Konzentration zu, vor allem im Bereich der
schwereren Bande. Nach 72 h-GCV-Behandlung war die untere p53-Bande kaum noch zu detektieren.
Bei nicht transduzierten 9L-Zellen war nach GCV-Applikation keine absolute Zunahme der Expressions-
höhe von p53 festzustellen. Jedoch nahm - wie bei 9L-tk - die schwerere p53-Bande zu, die leichtere hinge-
gen ab. Nach 72 h GCV-Behandlung war jedoch kaum noch ein Unterschied zur unbehandelten Kontrolle
festzustellen. Bei Behandlung von 9L-tk mit irrelevanter Prodrug (100 µg/ml 5-FC) änderte sich die Ex-
pression von p53 ebenfalls nicht. Dies galt auch für GCV-behandelte 9L-cd-Zellen. 9L-tk-Zellen schienen
höhere Mengen p53 als die nicht transduzierte Ausgangszellinie zu exprimieren. Die Analyse der p53-
Proteinexpression im 9L-Modell während Behandlung mit ActoD (2 µg/ml, 24 h) mittels Western Blot
zeigte einen Rückgang der leichteren p53-Proteinbande (Abb. 31).

7.2.2 Proto-Onkogen mdm2
Mdm2 bindet p53 und inhibiert dadurch dessen transkriptionelle Aktivität (Momand et al. 1992). Diese
Bindung führt p53 in den Ubiquitin-Proteinabbauweg ein (Haupt et al. 1997; Kubbutat et al. 1997).
Gleichzeitig wird die Expression von mdm2 durch p53 transkriptionell positiv reguliert (Barak et al. 1993,
Wu et al. 1993). Dadurch entsteht anscheinend ein negativer „Feedback“-Mechanismus zur strengen
Kontrolle der p53-Proteinkonzentration. Aufgrund dieses engen Zusammenhangs zwischen p53 und
MDM2 wurde auch die Proteinexpession von MDM2 mittels Western Blot nach Gentherapie bzw. ActoD-
Behandlung untersucht.
Der verwendete monoklonale Maus-IgG1-Antikörper SMP14 ist reaktiv mit MDM2 der Ratte (Picksley et
al. 1994), der Maus und des Menschen (Martin et al. 1995). MDM2 kommt in fünf verschiedenen
Spleißvarianten (p90, p85, p76, p74 sowie p58-57) vor, welche sämtlich das vom verwendeten mono-
klonalen Antikörper erkennbare Epitop aufweisen (Olson et al. 1993). Chen et al. (1997) berichteten des-
weiteren von einer proteolytischen Fragmentierung von MDM2 im Verlauf von Apoptoseprozessen durch
eine DEVD-Caspase. Hierdurch entstehen zusätzliche Proteinfragmente mit den molekularen Massen von
60 und 32kD. Das 60kD-Protein besitzt ebenfalls das relevante Epitop und sollte daher detektierbar sein.
Von den genannten MDM2-Varianten sind lediglich p90, p85, p57-58 und p60 zur Komplexierung mit p53
befähigt.
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MDM2 wurde in den U87-Zellinien hauptsächlich in Form der Spleißprodukte p90 und p85 exprimiert
(Abb. 29 A, B). Spleißprodukte geringerer Größe waren nur schwach zu detektieren. Die Expressionshöhe
war in der nicht transduzierten Zellinie geringer als in den stabil transduzierten Linien U87-tk und U87-cd.
Nach 48 h Behandlung mit 10 µg/ml GCV akkumulierte MDM2 in U87-tk und schwächer auch in U87.
Nach 72 h nahm diese Induktion bei U87-tk-Zellen weiter zu, bei U87 sank die Expression auf das Hinter-
grundniveau zurück. Hinzu kam bei U87-tk die erhöhte Expression eines zweiten MDM2-Transkriptes, wo-
bei es sich entweder um ein DEVD-Caspase-Schnittprodukt (60kD) oder um ein alternatives Spleißprodukt
(58/57kD) handelte. Nach Behandlung von U87-tk-Zellen mit der irrelevanten Prodrug 5-FC bzw. von
U87-cd-Zellen mit GCV änderte sich die Expressionshöhe von MDM2 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle nicht.
Beim E.coli-cd/5-FC-System zeigte sich ebenfalls eine Induktion von MDM2. Die MDM2-Expression bei
U87-cd wurde erhöht und erreichte ihr Maximum nach 48 h. Auch U87-Zellen zeigten eine leichte MDM2-
Induktion nach 48 h. Nach Behandlung mit ActoD zeigten U87-tk- und U87-cd-Zellen keine nachweisbare
MDM2-Expression mehr.
Die MDM2-Expression war in 9L-Zellen 24 h nach GCV-Applikation leicht erniedrigt im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle, nach 48 und 72 h war dieser Unterschied zur Kontrolle wieder aufgehoben (Abb.
30). 9L-tk-Zellen exprimierten höhere Mengen MDM2 als die nicht transduzierten 9L-Zellen, wobei vor-
wiegend das p90 und/oder das p85-Spleißprodukt nachzuweisen war. Die MDM2-Konzentration sank nach
GCV-Behandlung stetig ab. Dieses Expressionmuster war bei 9L-cd-Zellen nach 5-FC-Behandlung ähnlich
(nicht gezeigt). Bei Behandlung von 9L-tk mit irrelevanter Prodrug (100 µg/ml 5-FC) änderte sich die
Expression von MDM2 nicht. Dies galt auch für mit GCV-behandelte (10 µg/ml , 72 h) 9L-cd-Zellen.
Nach 24-stündiger Inkubation mit 1-2µg/ml Actinomycin D war MDM2 in keiner der untersuchten
Zellinien (9L, 9L-tk, 9L-cd, U87, U87-tk, U87-cd) nachzuweisen (Abb. 29 B, 31).

7.2.3 Bcl-2-Proteinfamilie
Bax ist ein proapoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie (Oltvai et al.1993), und es wird vermutet, daß Bax
direkt involviert ist beim Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials. Die Verminde-
rung des Transmembranpotentials stellt einen wichtigen Faktor im Verlauf von Apoptoseprozessen dar
(Green und Reed 1998, Hengartner 2000). Die direkte transkriptionale Regulation von bax durch p53
(Miyashita and Reed, 1995) scheint einen eigenständigen Apoptoseweg zu charakterisieren, auch wenn die
zunehmend erkennbare Komplexität apoptotischer Vorgänge dies relativieren könnte.
Die Bax-Proteinexpression im U87-und 9L-Modell wurde während HSV-tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-
Gentherapie mittels Western Blot analysiert (Abb. 32 A, B). Die Zellinien wurden über einen Zeitraum von
bis zu drei Tagen mit den Prodrugs (10 µg/ml GCV; 100 µg/ml 5-FC) bzw. 24 h mit ActoD (1-2 µg/ml) be-
handelt. Die Bax-Proteinexpression im U87-Modell änderte sich nicht nach Gentherapie oder nach ActoD-
Behandlung. Im 9L-Modell wurde Bax nur sehr gering exprimiert (z.T. unterhalb der Detektionsgrenze).
Dies änderte sich nicht nach Gentherapie, jedoch war nach ActoD-Behandlung eine höhere Bax-Expression
nachzuweisen.
Bei stabiler Bax-Expression kann jedoch alternativ die Reduktion der Konzentration von anti-apoptotischen
Bcl-2-Familienmitgliedern Apoptose bedingen. Es ist gut charakterisiert (Reed 1994), wie pro- und anti-
apoptotische Faktoren dieser Familie Heterodimere bilden und sich hierdurch in ihrer Funktion gegenseitig
neutralisieren können. Nach Störung des Konzentrationsgleichgewichtes, z.B. durch Bcl-2-Degradierung,
kann Bax vermehrt aus den neutralisierenden Heterodimeren freigesetzt werden und seine proapoptotische
Funktion trotz gleichbleibender Konzentration ausüben.
Daher wurde auch die Proteinexpression der anti-apoptotischen Faktoren Bcl-2 und Bcl-xL mittels Western
Blot analysiert (Abb. 33 und 34).
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Bei den nicht transduzierten Zellinien änderte sich die Bcl-2-Expression unter Gentherapie nicht wesentlich
(Abb. 33). U87-tk-Zellen zeigten einen leichten Rückgang der Expression beginnend 24 h nach Einsetzen
der GCV-Behandlung. Bei U87-cd zeigte sich keine deutliche Bcl-2-Reduzierung nach Behandlung mit 5-
FC. Die Bcl-2-Expressionshöhe blieb bei 9L-tk-Zellen unbeeinflußt von der GCV-Behandlung. Bei mit 5-
FC-behandelten 9L-cd-Zellen zeigte sich jedoch eine deutliche Zunahme der Bcl-2-Expression.
Nach Behandlung mit ActoD zeigten U87-tk, U87-cd und 9L-tk einen Rückgang der Bcl-2-Expression, 9L-
cd zeigte eine deutliche Zunahme.
Bei den nicht transduzierten Zellinien änderte sich die Bcl-xL-Expression unter Gentherapie nicht (Abb.
34). U87-tk und U87-cd zeigten keine Änderung der Bcl-xL-Expression nach der jeweiligen Prodrug-Be-
handlung. Bei 9L-tk-Zellen trat im Verlauf der Gentherapie eine zweite, etwas schwerere Bcl-xL-Protein-
bande auf, die schwach auch bei 9L-Zellen zu erkennen war, dort jedoch nicht wesentlich zunahm. Bei 9L-
cd-Zellen war nach 72 h ein Rückgang zu verzeichnen.
Nach Behandlung mit ActoD zeigten U87-tk, U87-cd, 9L-tk und 9L-cd einen Rückgang der Bcl-xL-
Expression.

7.2.4 p21WAF1, Cip1, Sdi1, Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen
Ein weiteres p53-Zielgen ist p21, ein Cyclin-abhängiger Kinase-Inhibitor, dessen Bedeutung für den G1-
Zellzyklusarrest nach p53-Induktion durch DNA-Schädigung gut charakterisiert ist (El-Deiry et al. 1993).
p21 kann der Induktion von Apoptose entgegenwirken (Tian et al. 2000) und wird in einigen Apoptose-
wegen frühzeitig von Caspasen inaktiviert (Gervais et al. 1998, Chai et al. 2000). Aufgrund seiner Bedeu-
tung für den Zellzyklus, für DNA-Reparatur/Replikation und Apoptose sowie als Zielgen von p53 wurde
die Proteinexpression von p21 während Gentherapie und Therapie mit Actinomycin D mittels Western Blot
untersucht.
Bei den nicht transduzierten Zellinien U87 und 9L änderte sich die p21-Expression unter Gentherapie nicht
(Abb. 35). Bei U87-tk-Zellen änderte sich das Expressionsprofil nach GCV-Applikation ebenfalls nicht.
Mit 5-FC behandelte U87-cd-Zellen zeigten eine p21-Induktion nach 24 h, die nach 48 h wieder abnahm
und nach 72 h erneut auf den Kontrollwert abgesunken ist. 9L-tk-Zellen exprimierten p21 auf einem höhe-
ren Niveau als die nicht transduzierten 9L-Zellen. Nach GCV-Behandlung nahm p21 bereits nach 24 h
deutlich ab, eine zweite Bande bei ca. 16 kD wurde sichtbar. Diese war nach 48 h nicht mehr zu detektie-
ren. 9L-cd-Zellen exprimierten p21 in geringer Konzentration (verglichen mit U87-Zellen). 24 h nach 5-
FC-Applikation war p21 nicht mehr nachzuweisen, dies änderte sich über den Behandlungszeitraum nicht
mehr.
Nach Behandlung mit ActoD zeigten U87-cd, 9L-tk und 9L-cd einen Rückgang der p21-Expression. U87-tk
zeigte eine deutliche Erhöhung der Expressionsstärke.
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Abb. 29: Analyse der p53- und
MDM2-Proteinexpression im
U87-Modell während der HSV-
tk/GCV- (A) und E.coli-cd/5-
FC-Gentherapie (B) mittels
Western Blot.
(A) p53 ist in unbehandelten
U87- und U87-tk-Zellen nur
schwach nachweisbar. Nach 48h
Behandlung mit 10 µg/ml GCV
akkumuliert p53 in U87-tk und
schwächer auch in U87. Nach
72 h nimmt diese Induktion bei
U87-tk-Zellen weiter zu, bei
U87 sinkt die Expression auf
das Hintergrundniveau zurück.
Dies gilt analog für die MDM2-
Expressionshöhe. Hinzu kommt
bei U87-tk die erhöhte Expres-
sion eines zweiten MDM2-
Transkriptes, wobei es sich ent-
weder um ein Caspase 3-
Schnittprodukt (60kD) oder um
ein alternatives Spleißprodukt
(58/57kD) handelt. Nach Be-
handlung von U87-tk-Zellen mit
der irrelevanten Prodrug 5-FC
ändert sich die Expressionshöhe
von p53 und MDM2 im Ver-
gleich zur unbehandelten Kon-
trolle nicht.
(B) p53- und MDM2-Expression
im U87-Modell unter E.coli-
cd/5-FC-Gentherapie:
Im Unterschied zum HSV-tk/GCV-System wird im E.coli-cd/5-FC-System p53 schneller induziert (bei U87
cd-Zellen bereits nach 24 h). Die p53-Konzentration sinkt an den folgenden Tagen wieder. Die p53
Expressionshöhe von nicht trans-duzierten U87-Zellen wird nicht verändert. Die MDM2-Expression bei U87
cd wird erhöht und erreicht ihr Maximum nach 48 h. Auch U87-Zellen zeigen eine leichte MDM2-Induktion
nach 48 h. Nach Behandlung mit ActoD zeigen U87-cd-Zellen eine deutliche p53-Akkumulation, MDM2
Proteine sind nicht nachweisbar.
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Abb. 31: Analyse der p53- und
MDM2-Proteinexpression im 9L-
Modell während Behandlung mit
Actinomycin D (2 µg/ml, 24 h)
mittels Western Blot. Nach Acto D-
Behandlung ist die leichtere p53-
Proteinbande nicht zu detektieren,
MDM2 ist ebenfalls nicht nach-
weisbar.

Abb. 30: Analyse der p53- und MDM2-Proteinexpression im 9L-Modell während HSV-tk/GCV-Gentherapie
mittels Western Blot. p53-Monomere sind bei 9L-Zellinien als Doppelbande bei 53 kD zu detektieren. Im
Verlauf der Gentherapie nimmt bei 9L-tk-Zellen insgesamt die p53-Konzentration zu, vor allem im Bereich der
schwereren (höheren) Bande.
Bei nicht transduzierten 9L-Zellen ist keine signifikante Zunahme der Expressionshöhe von p53 festzustellen.
Nach GCV-Applikation nimmt jedoch wie bei 9L-tk die schwerere p53-Bande zu, die leichtere hingegen ab.
Nach 72 h GCV-Behandlung ist jedoch kaum noch ein Unterschied zur unbehandelten Kontrolle festzustellen.
Bei Behandlung von 9L-tk mit irrelevanter Prodrug (100 µg/ml 5-FC) ändert sich die Expression von p53 und
MDM2 nicht. Die MDM2-Expression ist in 9L-Zellen 24 h nach GCV-Applikation leicht erniedrigt im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, nach 48 und 72 h ist dieser Unterschied zur Kontrolle wieder
aufgehoben. 9L-tk-Zellen exprimieren nicht nur höhere Mengen p53 als die nicht transduzierte
Ausgangszellinie, sondern weisen auch ein höheres MDM2-Expressionsniveau auf, wobei vorwiegend das p90
und/oder das p85-Spleißprodukt nachzuweisen ist. Die MDM2-Konzentration sinkt nach GCV-Behandlung
stetig und gleichmäßig für die exprimierten Spleißprodukte ab.
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Abb. 32: Analyse der Bax-Proteinexpression im U87-und 9L-Modell während HSV-tk/GCV- (A) und E.coli-
cd/5-FC-Gentherapie (B) mittels Western Blot. Die Zellinien wurden über einen Zeitraum von bis zu drei Tagen
mit den Prodrugs (10 µg/ml GCV; 100 µg/ml 5-FC) bzw. 24 h mit Acto D (1-2 µg/ml) behandelt. Die Bax-
Proteinexpression im U87-Modell ändert sich nicht nach Gentherapie oder nach Acto D-Behandlung. Im 9L-
Modell wird Bax nur sehr gering exprimiert (z.T. unterhalb der Detektionsgrenze), dies ändert sich nicht nach
Gentherapie. Nach Actinomycin D-Behandlung ist jedoch eine höhere Bax-Expression nachzuweisen.

Abb. 33: Analyse der Bcl-2-Proteinexpression im U87-und 9L-Modell während HSV-tk/GCV- (A) und E.coli-
cd/5-FC-Gentherapie (B) mittels Western Blot. Die Zellinien wurden über einen Zeitraum von bis zu drei Tagen
mit den Prometaboliten (10 µg/ml GCV; 100 µg/ml 5-FC) bzw. 24 h mit Acto D (1-2 µg/ml) behandelt. Bei den
nicht transduzierten Zellinien ändert sich die Bcl-2-Expression unter Gentherapie nicht. Nur bei GCV-behan-
delten 9L-Zellen zeigt sich nach 24 und 48 h ein leichter Rückgang, der jedoch nach 72 h nicht mehr fest-
zustellen ist. U87-tk zeigt einen leichten Rückgang der Expression beginnend 24 h nach Einsetzen der GCV-
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Behandlung. Bei U87-cd verändert sich die Bcl-2-Konzentration nach 5-FC-Behandlung nicht signifikant. Die
Bcl-2-Expressionshöhe bleibt bei 9L-tk-Zellen unbeeinflußt von der GCV-Behandlung. Bei mit 5-FC-
behandelten 9L-cd-Zellen zeigt sich jedoch eine deutliche Zunahme der Bcl-2-Expression. Nach Behandlung mit
ActoD zeigen U87-tk, U87-cd und 9L-tk einen Rückgang der Bcl-2-Expression, 9L-cd eine deutliche Zunahme.

Abb. 34: Analyse der Bcl-xL-Proteinexpression im U87-und 9L-Modell während HSV-tk/GCV- (A) und E.coli-
cd/5-FC-Gentherapie (B) mittels Western Blot. Die Zellinien wurden über einen Zeitraum von bis zu drei Tagen
mit den Prometaboliten (10 µg/ml GCV; 100 µg/ml 5-FC) bzw. 24 h mit Acto D (1-2 µg/ml) behandelt.
Bei den nicht transduzierten Zellinien ändert sich die Bcl-xL-Expression unter Gentherapie nicht. U87-tk und
U87-cd zeigen keine Änderung der Bcl-xL-Expression nach der jeweiligen Prodrug-Behandlung. Bei 9L-tk-
Zellen tritt im Verlauf der Gentherapie eine zweite etwas schwerere Bcl-xL-Proteinbande auf, die schwach auch
bei 9L-Zellen zu erkennen ist, dort jedoch nicht wesentlich zunimmt. Bei 9L-cd-Zellen ist nach 72 h ein leichter
Rückgang der Bcl-xL-Konzentration zu verzeichnen.
Nach Behandlung mit Actinomycin D zeigen U87-tk, U87-cd, 9L-tk und 9L-cd einen Rückgang der Bcl-xL-
Expression.

U87

un
be

h.
24

 h
 5

-F
C

48
 h

 5
-F

C

72
 h

 5
-F

C

U87-cd

9L

9L-cd

Bcl-xL

24
 h

 A
ct

o 
D

U87

un
be

h.

24
 h

 G
C

V

48
 h

 G
C

V

72
 h

 G
C

V

U87-tk

9L

9L-tk

Bcl-xL

24
 h

 A
ct

o 
D

A B



III. Ergebnisse

-79-

Abb. 35: Analyse der p21-Protein-
expression im U87-und 9L-Modell
während HSV-tk/GCV- (A) und
E.coli-cd/5-FC-Gentherapie (B) mit-
tels Western Blot. Die Zellinien
wurden über einen Zeitraum von bis
zu drei Tagen mit den Prodrugs (10
µg/ml GCV; 100 µg/ml 5-FC) bzw. 24
h mit Acto D (1-2 µg/ml) behandelt.
Bei den nicht transduzierten Zell-
linien U87 und 9L ändert sich die p21-
Expression unter Gentherapie nicht
signifikant (9L +GCV nicht gezeigt).
Bei U87tk-Zellen ändert sich das
Expressionsprofil nach GCV-Applika-
tion ebenfalls nicht. Mit 5-FC behan-
delte U87cd-Zellen zeigen eine p21-
Induktion nach 24 h, die nach 48 h
wieder abnimmt und nach 72 h erneut
auf den Kontrollwert absinkt. 9L-tk-
Zellen exprimieren p21 auf einem
höheren Niveau als die nicht trans-
duzierte Ausgangszellinie 9L. Nach
GCV-Behandlung nimmt p21 bereits
nach 24 h deutlich ab, eine zweite
Bande bei ca. 16 kD wird sichtbar.
Diese ist nach 48 h nicht mehr zu
detektieren. 9L-cd-Zellen exprimieren
p21 in geringer Konzentration (ver-
glichen mit U87-Zellen). 24 h nach 5-
FC-Applikation ist p21 nicht mehr
nachzuweisen, dies ändert sich über
den Behandlungszeitraum nicht mehr.
Nach Behandlung mit ActoD zeigen U87-cd, 9L-tk und 9L-cd einen Rückgang der p21-Expression. U87-tk
zeige eine deutliche Erhöhung der Expressionsstärke.
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8. Colorimetrische Detektion der Caspase 3-Enzymaktivität
Die meisten der morphologischen Veränderungen, die charakteristisch für den apoptotischen Zelltod sind,
werden von einer Familie von Cystein-Proteasen bewirkt. Diese werden spezifisch in apoptotischen Zellen
aktiviert. Durch das Zerschneiden ihrer Substrate werden strukturelle Veränderungen wie z.B. Kondensa-
tion und Auflösung des Nukleus, Vesikelabschnürung, Auflösung des Zytoskeletts, aber auch funktionelle
Veränderungen z.B. bei der DNA-Reparatur und -Replikation oder dem Spleißen von mRNA bewirkt.
Da insbesondere die Cystein-Protease Caspase 3 eine wichtige Effektor-Funktion im Verlauf des apopto-
tischen Zelltodes einnimmt, wurde die Aktivität dieses Enzyms nach Gentherapie und Actinomycin D-
Chemotherapie in 9L- und U87-Zellen untersucht. Die Untersuchung erfolgte in Zellysaten mittels eines
colorimetrischen Testverfahrens, das auf der Spaltung des artifiziellen Caspase 3-Substrats DEVD-pNA
unter Bildung des spektrophotometrisch detektierbaren Chromophors p-Nitroanilid (pNA) beruht. Die
pNA-Bildung pro Zeiteinheit (1 h) ist dann ein Maß für die Caspase 3-Aktivität im untersuchten Zellysat.
Alle 9L- und U87-Zellinien wurden über einen Zeitraum von bis zu 3 Tagen auf die Induktion ent-
sprechender Caspase-Aktivität, meßbar als Absorptionserhöhung bei 405 nm im Vergleich zu unbe-
handelten Kontrollen, überprüft. Sofern nicht anders vermerkt, liegen allen Ergebnissen Doppelwerte
zugrunde. Die Ergebnisse wurden in unabhängigen Tests reproduziert. Als Kontrollen dienten jeweils
sowohl die entsprechenden unbehandelten Zellen als auch Lysate der behandelten Zellen, die allerdings
zuvor mit einem irreversiblen Caspase 3-Inhibitor (DEVD-fmk) behandelt wurden.
Die deutlichste Caspase 3-Aktivität ließ sich nach ActoD-Behandlung (2 µg/ml, 24 h) bei 9L und 9L-cd mit
etwa 2,5-fach erhöhter Absorption im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zeigen. 9L-tk zeigten eine
2,2-fache Absorptionserhöhung unter ActoD-Behandlung (Abb. 36). Die U87-Zellinien wiesen nach
ActoD-Behandlung (1 µg/ml) eine deutlich geringere Caspase 3-Aktivität auf (nur etwa 1,4-fache
Absorptionserhöhung) (Abb. 36). Dies war erstaunlich, da die PS-Exposition im Annexin V-Test bei
ActoD-Behandlung bereits bei 60-80% der von U87-abgeleiten Zellen die Einleitung von Apoptose
nahelegte, während nur etwa 40% der 9L-abgleiteten Zellen diesen Apoptosemarker bei gleicher Behand-
lung zeigten. Von den Gentherapiemodellen wies die HSV-tk/GCV-Gentherapie die deutlichste Caspase 3-
Aktivierung auf. Die U87-tk-Zellen zeigten bereits an Tag 1 eine 1,5-fach höhere Absorption als die unbe-
handelte Kontrolle (Abb. 37). Die Absorptionserhöhung stieg an den Tagen 2 und 3 weiter bis auf das 1,8-
fache. Bei den 9L-tk-Zellen war die erhöhte Caspaseaktvität erst an Tag 2 zu messen, betrug dann aber
schon das 1,8-fache des Kontrollwertes und blieb auch an Tag 3 auf diesem hohen Niveau (Abb. 37)1.
Bei der Behandlung der Zellen mit dem E.coli-cd/5-FC-System ließ sich bei den 9L-cd-Zellen eine weniger
deutliche Absorptionserhöhung auf das 1,4-fache an Tag 2 detektieren (Abb. 38). Diese fiel an Tag 3 auf
das 1,3-fache und ließ sich an Tag 4 überhaupt nicht mehr nachweisen. Bei den U87-cd Zellen zeigte sich
eine ähnlich schwache Caspaseaktivierung (1,3-fach) bereits an Tag 1 (Abb. 39). Die Caspaseaktivierung
stieg an Tag 2 auf das 1,5-fache an und erreichte ihr Maximum an Tag 3 mit einer 2,25-fachen Erhöhung.
Dies war vergleichbar mit dem durch GCV in U87-tk-Zellen ausgelösten Aktivitätsanstieg. Bei Behandlung
der transduzierten Zellen mit irrelevanten Prodrugs oder bei Behandlung nicht transduzierter Zellen mit
GCV (10 µg/ml 24-72 h) oder 5-FC (100 µg/ml 24-72 h) konnte keine Absorptionserhöhung im Vergleich
zu den unbehandelten Kontrollen festgestellt werden (Abb. 38).

                                                          
1 Vorinkubation mit einem irreversiblem Caspase-Inhibitor (D’Mello et al. 1998; Boc-D-FMK, Boc-Asp(OMe)-
CH2F, 10-100 µg/ml präinkubiert 1 h vor GCV-Applikation) konnte bei 9L-tk allerdings die Apoptoseinduktion,
nachgewiesen durch Bestimmung der PS-Exposition im AnnexinV-Bindungstest, nicht verhindern. Nach 48 h
GCV-Inkubation (10 µg/ml) wurde die PS-Exposition durchflußzytometrisch untersucht. Nicht mit GCV-
behandelte 9L-tk-Zellen zeigten einen Hintergrund PS-exponierender Zellen von 4% (5% der vitalen Zellen).
Mit GCV-behandelte Zellen zeigten sowohl mit als auch ohne Caspaseinhibitor einen Anteil PS-positiver Zellen
von 15-18% (entspricht 30-36% der vitalen Zellpopulation). Ebensowenig konnte das Ausmaß des Zellsterbens
supprimiert werden.
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Abb. 36: DEVD-Caspasen wurden bei 9L- und U87-Zellinien nach Actinomycin D-Behandlung (2 µg/ml, 24 h)
aktiviert. Mittels colorimetrischem Assay wurde die Freisetzung von pNA aus dem artifiziellen Substrat DEVD-
pNA nach Spaltung durch zelluläre DEVD-Caspasen in Zellysaten anhand der Absorption von pNA bei 405 nm
gemessen (in den Grafiken in absoluten Werten angegeben). „Substrat“ zeigt die jeweiligen Zellysat-Messungen
1 h nach Zugabe von Substrat (pNA). „Substrat + Inhibitor“ gibt die Meßwerte parallel hergestellter Proben
wieder, welche mit Caspase-Inhibitor präinkubiert wurden. Diese Werte zeigen die Absorption abzüglich der
DEVD-Caspase-Aktivität und lassen Rückschlüse auf unspezifische pNA-Spaltung zu. „Ohne Substrat“ zeigt die
Absorptionswerte weiterer Parallelproben, welche ohne vorherige Substrat-Zugabe den Absorptionshintergrund-
wert darstellen. Jedem Meßwert liegen zwei unabhängige Proben, die parallel gemessen wurden, zugrunde. Die
entsprechende Abweichung ist als Fehlerbalken eingetragen. Jede Meßreihe wurde zweimal in unabhängigen
Tests an Zellysaten, welche in separaten Testreihen gewonnen wurden, durchgeführt.
Alle untersuchten Zellinien zeigen eine spezifische Absorptionserhöhung nach ActoD-Behandlung. Diese ist bei
den 9L-Zellinien insgesamt höher als bei U87-Zellinien. Eine zusätzliche, geringe unspezifische Aktivität ist
ebenfalls zu detektieren und bei 9L-Zellinien wiederum stärker ausgeprägt als bei U87-Zellinien. Bei
unbehandelten Zellen ist dagegen keine Caspaseaktivität meßbar.
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Abb. 37: DEVD-Caspasen (Caspase 3) werden bei
9L-tk-Zellen nach GCV-Behandlung (10 µg/ml)
aktiviert. 9L-Zellen bzw. unbehandelte Zellen zeigen
eine solche Aktivierung nicht.
Wie in Abb. 36 geschildert wurde hier mittels colorimetrischem Assay die Freisetzung von pNA aus DEVD-
pNA nach Spaltung durch zelluläre DEVD-Caspasen in Zellysaten anhand der Absorption von pNA bei 405 nm
gemessen (als absolute Werte wiedergegeben). Erklärung der Bezeichnungen „Substrat“, „Substrat + Inhibitor“
und „ohne Substrat“ können der Abb. 36 entnommen werden. Jedem Meßwert liegen zwei unabhängige Proben,
die parallel gemessen wurden, zugrunde. Die entsprechende Abweichung ist als Fehlerbalken eingetragen. Jede
Meßreihe wurde zweimal in unabhängigen Tests an Zellysaten, welche in separaten Testreihen gewonnen
wurden, durchgeführt.
9L-tk-Zellen zeigen nach 24 h GCV-Behandlung noch keine detektierbare Caspase 3-Aktivität. Diese ist erst
nach 48 h deutlich meßbar. Auch nach 72 h Behandlung bleibt die detektierte Caspase 3-Aktivität auf diesem
hohen Niveau. Bei der nicht transduzierten Ausgangszellinie 9L ist hingegen keine erhöhte Caspase 3-Aktivität
meßbar.
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Abb. 38: DEVD-Caspasen
werden bei 9L-cd durch 5-
FC-Behandlung (100
µg/ml) aktiviert. Diese
Aktivierung bleibt in nicht
transduzierten Zellen und in
mit irrelevanten Suizid-
genen transduzierten Zel-
len aus.  Wie in Abb. 36
geschildert, wurde hier mit-
tels colorimetrischem As-
say die Freisetzung von
pNA aus DEVD-pNA nach
Spaltung durch zelluläre
DEVD-Caspasen in Zell-
lysaten anhand der Ab-
sorption von pNA bei 405
nm gemessen (in absoluten
Werten wiedergegeben).
Erläuterung der Bezeich-
nungen „Substrat“, „Sub-
strat + Inhibitor“ und „ohne
Substrat“ in Abb. 36.
Dargestellt ist eine exem-
plarische Testreihe mit  Be-
stimmung der Absorptio-
nen von Einzelwerten. 9L-
cd-Zellen zeigen nach 5-
FC-Behandlung eine ge-
ringe Caspase 3-Aktivität
vor allem an Tag 2. An den
Folgetagen der Behandlung
sinkt diese wieder ab.
Diese Enzymaktivität ist bei
unbehandelten 9L-cd-Zellen
nicht zu detektieren. Nach
5-FC-Behandlung zeigen
weder die nicht transdu-
zierte Ausgangszellinie 9L
noch die mit dem irrele-
vanten Suizidgen tk trans-
duzierte Zellinie 9L-tk eine
signifikante Caspase 3-
Aktivität.
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Abb. 39: DEVD-Caspasen werden bei U87 nach Gentherapie aktiviert. Über einen Zeitraum von 3 Tagen wurden
U87, U87-tk und U87-cd Zellen mit 10 µg/ml GCV bzw. 100 µg/ml 5-FC behandelt. Unbehandelte Zellen
(„unbeh.“) wurden ebenfalls untersucht. Es wurden zu jedem Zeitpunkt Zellysate unter Zugabe von DEVD-pNA
(„Substrat“), unter Zugabe von DEVD-pNA und Caspase-Inhibitor („Substrat + Inhibitor“) sowie ohne Zugabe
von Caspase-Substrat einer colorimetrischen Untersuchung auf DEVD-Caspase-Aktivität unterzogen. Dargestellt
ist eine Messung der Absorptionen bei 405 nm (in absoluten Werten). Die Enzym-aktivitäten wurden anhand von
Doppelwerten bestimmt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.
U87-tk-Zellen zeigen bereits nach 24-stündiger GCV-Behandlung eine deutlich meßbare Caspase 3-Aktivität, die
sich nach 48 h Behandlung auf einem maximalen Niveau befindet und nach 72 h noch gleich hoch ist.
Unbehandelt ist bei U87-tk diese Enzymaktivität nicht meßbar. Die nicht transduzierte Ausgangszellinie zeigt
weder unbehandelt noch nach Behandlung mit GCV oder 5-FC eine signifikante Caspase 3-Aktivität. U87-cd-
Zellen weisen nach 24 h Behandlung mit 5-FC nur eine geringe Caspase 3-Aktivität auf, die auch nach 48 h nur
schwach steigt. Erst nach 72 h erreicht die Caspase 3-Aktivität hier ein Maximum, welches vergleichbar hohe
Werte annimmt wie bei den 48 h lang mit GCV behandelten U87-tk-Zellen.
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9. Ergebnisse der Untersuchungen zum Bystander-Effekt

9.1 Zytotoxizitätstests
Der Bystander-Effekt bezeichnet den zytotoxischen Effekt einer Therapie auf primär unbeteiligte, benach-
barte Zellen. Bei der Suizidgentherapie versteht man darunter das Sterben nicht-transduzierter Zellen in der
Nachbarschaft transduzierter Zellen nach Prodrug-Applikation. Die Ursachen dieses Effektes sind noch
nicht im Detail geklärt, hierbei scheinen verschiedene Faktoren eine Rolle zu spielen. Auch bei den ver-
schiedenen Suizidgensystemen gibt es Unterschiede. Metabolische Kooperation von transduzierten und
nicht-transduzierten Zellen, Austausch zytotoxischer Metabolite über Gap-Junctions oder Endocytose wer-
den u.a. diskutiert. Im E.coli-cd/5-FC-System diffundiert der aktive Metabolit 5-FU direkt von Zelle zu
Zelle. In vivo kann auch eine Verstärkung oder Aktivierung des Immunsystems oder eine Inhibition von
Neovaskularisierung beteiligt sein. Bystander-Effekte sind keine obligate Begleiterscheinung von Suizid-
gentherapiesystemen, für das HSV-tk/GCV sowie das E.coli-cd/5-FC-System sind sie jedoch gut dokumen-
tiert. Im Falle des HSV-tk/GCV-Systems sind jedoch auch schon Fälle von Resistenzen beschrieben wor-
den. Auch scheint das Ausmaß des zu beobachtenden Bystander-Effektes sehr variabel zu sein.
Daher wurden in der vorliegenden Studie die stabil transfizierten Zellinien zunächst auf ihre Fähigkeit hin
untersucht, nicht-transduzierte Zellen in Kokultur abzutöten.
Die mit dem HSV-tk-Gen transduzierten Zellinien 9L-tk, U87-tk und 3T3-tk induzierten nach GCV-Appli-
kation einen deutlichen Bystander-Effekt in kokultivierten, nicht transduzierten Ausgangszellen (Abb. 40).
105 Zellen wurden in den Mischungsverhältnissen 4:1 und 1:1 (nicht transduzierte : transduzierte Zellen)
ausgesät und 96 h mit 10 µg/ml GCV behandelt. Parallel dazu wurden auch reine Kulturen sowie un-
behandelte Kulturen untersucht (Kap. II. B 3.2.2). Alle Werte wurden als Triplikate angesetzt und
sämtliche Tests in wenigstens zwei voneinander unabhängigen Versuchsreihen wiederholt.
Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (entspricht 100%), wiesen die nicht transduzierten Zellen
nach Behandlung mit GCV keine signifikant verringerte Proliferation auf (U87: 72-81%, 3T3: 87-91%, 9L:
78-91%, Tab. 14, Abb. 40). Dementsprechend wäre in den kokultivierten Zellmischungen bei Abwesenheit
eines Bystander-Effektes immer eine Überlebensrate zu erwarten, die dem prozentualen Anteil der nicht
transduzierten Zellen entsprechen würde. Ist jedoch die auftretende Überlebensrate signifikant geringer als
der Anteil nicht transduzierter Zellen, so liegt wahrscheinlich ein Bystander-Effekt vor. Der verbliebene
Anteil überlebender, transduzierter Zellen kann hierbei vernachlässigt werden, da er nachweislich nur 1-2%
beträgt. Das Verhältnis („V“, 0-1) der tatsächlich gemessenen Zellzahl zur rechnerisch erwarteten Zellzahl
zeigt daher, ob ein Bystander-Effekt vorliegt, und vermittelt einen Eindruck von der Stärke dieses Effektes.
Werte um V = 1 sind zu erwarten, wenn kein Bystander-Effekt vorliegt. Ist dagegen ein Bystander-Effekt
vorhanden, sollte das Verhältnis deutlich geringer (V < 1) ausfallen.
9L-tk-Zellen induzierten einen deutlichen Bystander-Effekt, nicht nur bei der zugehörigen parentalen
Zellinie 9L (V = 0,05 bis 0,32), sondern auch in xenogenen Mischungen mit der humanen Gliomzellinie
U87 (V = 0,25 bis 0,52) und der Maus-Fibroblastenzellinie 3T3 (V = 0,05 bis 0,38). Dabei war der
Bystander-Effekt bei Kokulturen mit einem hohen Anteil transduzierter Zellen im HSV-tk/GCV-System
allgemein stärker ausgeprägt als bei Kulturen mit einem geringeren Anteil transduzierter Zellen. Am
Auswertungstag wurden noch 1-2% der transduzierten 9Ltk-Zellen gezählt. Bei weiterer Inkubation dieser
Zellen zeigte sich, daß diese transduzierten Zellen nicht weiter proliferierten und nach weiteren 2-3 Tagen
vollständig abstarben.
U87-tk-Zellen induzierten in der zugehörigen nicht transduzierten Ausgangszellinie U87 einen deutlichen
Bystander-Effekt (V = 0,16 bis 0,39), zeigten jedoch keinerlei Effekt auf 9L-Zellen (V = 0,92 bis 1,61) und
lediglich einen geringen Effekt auf 3T3-Zellen (V = 0,44 bis 0,68). U87-tk-Reinkulturen starben unter der
GCV-Behandlung bis auf 1% im Versuchszeitraum ab. Die weitere Kultivierung zeigte auch hier, daß die
noch verbliebenen Zellen nach 2-3 zusätzlichen Inkubationstagen vollständig abstarben. Der beobachtete
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Bystander-Effekt von U87-tk auf U87 war signifikant und verglichen mit 9L/9L-tk-Mischungen kaum
geringer. Aber obwohl 9L-tk zytotoxisch auf U87 wirkten, blieb dieser Effekt aus, wenn U87-tk und 9L-
Zellen kokultiviert wurden. Dieses Ergebnis konnte mit einer zweiten tk-transduzierten U87-Zellinie (U87-
tk-CD4) reproduziert werden (nicht gezeigt).
3T3-tk-Zellen induzierten nur einen vergleichsweise schwachen Bystander-Effekt auf 3T3 (V = 0,3 bis
0,57), 9L (V = 0,36 bis 0,63) und U87 (V = 0,36 bis 0,67).

Abb. 40: 9L-tk induziert Bystander-Effekte nicht nur in der parentalen 9L-Zellinie, sondern auch in den xeno-
genen Zellinien U87 und 3T3.  U87-tk induziert Bystander-Effekte effizient nur in U87-Zellen, kaum jedoch in
3T3-Zellen und nicht in 9L-Zellen.
Dargestellt sind jeweils nur die Ergebnisse der behandelten Zellen, die entsprechenden unbehandelten Kon-
trollen wurden für jede Kohorte als 100%-Wert zur Grundlage der Berechnung der behandelten Zellen ge-
nommen. Es wurden jeweils 1⋅105 Zellen in den jeweiligen Mischungsverhältnissen als Triplikate ausgesät und
96 h mit 10 µg/ml GCV behandelt. Die Zellzählung erfolgte im Anschluß an die Inkubationszeit und wurde in
zwei voneinander unabhängigen Testreihen wiederholt. (Standardabweichungen der Triplikate als Fehlerbalken
eingetragen.)
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Zellinien
Mischungs-
verhältnis

gemessene
Zellzahl

erwartete
Zellzahl

V

U87 72 %
3T3 87 %
9L 78 %

U87 / 9L-tk 4:1 30 % 58 % 0,52
3T3 / 9L-tk 4:1 11 % 70 % 0,16
9L / 9L-tk 4:1 8 % 62 % 0,13

U87 / 9L-tk 1:1 9 % 36 % 0,25
3T3 / 9L-tk 1:1 2 % 44 % 0,5
9L / 9L-tk 1:1 2 % 39 % 0,5

9L-tk 1 %

Zellinien
Mischungs-
verhältnis

gemessene
Zellzahl

erwartete
Zellzahl

V

U87 73 %
3T3 90 %
9L 79 %

U87 / U87-tk 4:1 20 % 58 % 0,35
3T3 / U87-tk 4:1 49 % 72 % 0,68
9L / U87-tk 4:1 58 % 63 % 0,92

U87 / U87-tk 1:1 6 % 37 % 0,16
3T3 / U87-tk 1:1 20 % 45 % 0,44
9L / U87-tk 1:1 45 % 40 % 1,13

U87-tk 1 %

Zellinien
Mischungs-
verhältnis

gemessene
Zellzahl

erwartete
Zellzahl

V

U87 72 %
3T3 87 %
9L 78 %

U87 / 3T3-tk 4:1 39 % 58 % 0,67
3T3 / 3T3-tk 4:1 41 % 70 % 0,57
9L / 3T3-tk 4:1 39 % 62 % 0,63

U87 / 3T3-tk 1:1 13 % 36 % 0,36
3T3 / 3T3-tk 1:1 13 % 44 % 0,30
9L / 3T3-tk 1:1 14 % 39 % 0,36

3T3-tk 2 %

Bei den tk-transduzierten Zellinien ließ sich der Bystander-Effekt nur dann demonstrieren, wenn transdu-
zierte und nicht transduzierte Zellen gemeinsam, in enger Nachbarschaft (d.h. ab einer Zelldichte, die Zell-
Zell-Kontakte ermöglichte) kultiviert wurden. Wurden transduzierte und parentale Zellen jedoch in gerin-
gerer Dichte (≤ 104 Zellen unter den genannten Versuchsbedingungen, Kap. II. B 3.2.2) ausgesät oder mit-
tels Schaleneinsätzen („Inlays“) mit zellundurchlässiger Porengröße während der Kultivierung räumlich
voneinander getrennt (Abb. 4), so war dieser Effekt deutlich reduziert oder blieb aus (Tab. 14, Abb. 41).

Tab. 14: Ergebnisse der Unter-
suchungen zum Bystander-Effekt der
mit dem HSV-tk-Gen transduzierten
Zellinien 9L-tk, U87-tk und 3T3-tk. 105

Zellen wurden in den Mischungs-
verhältnissen 4:1 und 1:1 (nicht
transduzierte : transduzierte Zellen)
ausgesät und 96 h mit 10 µg/ml GCV
behandelt. Parallel dazu wurden auch
reine Kulturen sowie unbehandelte
Kulturen untersucht (Kap. II. B 3.2.2).
Alle Werte wurden als Triplikate
angesetzt und die Tests in zwei
voneinander unabhängigen Meßreihen
wiederholt. Die gemessenen Zellzahlen
beziehen sich auf die jeweilige
unbehandelte Kontrollprobe, deren
Ergebnis gleich 100% gesetzt wurde.
Als „erwartete“ Zellzahl wird derjenige
Prozentsatz bezeichnet, der sich bei
Fehlen eines Bystander-Effektes rein
rechnerisch aus dem Anteil der
behandelten nicht transduzierten Zellen
ergibt. Der verbliebene Anteil
überlebender transduzierter Zellen
kann vernachlässigt werden, da er nur
zwischen 1-2% beträgt. Das Verhältnis
(„V“) der tatsächlich gemessenen
Zellzahl zur rechnerisch erwarteten
Zellzahl zeigt, ob ein Bystander-Effekt
vorliegt, und vermittelt einen Eindruck
von dessen Stärke (V ≈ 1, kein
Bystander-Effekt, V signifikant < 1,
Bystander-Effekt).
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Abb. 41: Der Bystander-
Effekt im HSV-tk/GCV-
System wird durch räumli-
che Trennung von transdu-
zierten und parentalen Zel-
len aufgehoben. Im Ver-
gleich wurden hier Kokul-
turen von transduzierten
und nicht transduzierten
Zellen mit und ohne räum-
liche Trennung voneinander
(mittels Inlays) über einen
Zeitraum von 4 Tagen unter
GCV-Behandlung (10 µg/
ml) untersucht.
Insgesamt wurden jeweils 1⋅104 Zellen pro Ansatz in Triplikaten ausgesät. Dargestellt sind jeweils nur die
Ergebnisse der behandelten Zellen, die entsprechenden unbehandelten Kontrollen wurden für jede Kohorte
gleich 100% gesetzt. Die Zellzählung erfolgte im Anschluß an die Inkubationszeit und wurde in  voneinander
unabhängigen Test-reihen reproduziert. Die Standardabweichung innerhalb der Gruppen ist als Fehlerbalken
markiert. 9L-tk-Zellen induzieren signifikante Bystander-Effekte nur in der Kokultur ohne Inlays.

Kokultur räumliche Trennung
Zellinien

Mischungs-
verhältnis gemessene

Zellzahl
erwartete
Zellzahl

V
gemessene

Zellzahl
erwartete
Zellzahl

V

U87 73 % 73 %
3T3 88 % 88 %
9L 95 % 95 %

U87 / U87-tk 4:1 23 % 58 % 0,4 52 % 58 % 0,9
3T3 / 3T3-tk 4:1 32 % 70 % 0,46 72 % 70 % 1,03
9L / 9L-tk 4:1 8 % 76 % 0,11 51 % 76 % 0,67

U87 / U87-tk 1:1 13 % 37 % 0,35 25 % 37 % 0,68
3T3 / 3T3-tk 1:1 17 % 44 % 0,39 52 % 44 % 1,18
9L / 9L-tk 1:1 4 % 48 % 0,8 36 % 48 % 0,75

U87-tk 3 % 3 %
9L-tk 2 % 2 %

3T3-tk 2 % 2 %
Tab. 15: Ergebnisse der Untersuchungen zur Abhängigkeit des Bystander-Effekts im HSV-tk/GCV-System von
Zell-Zell-Kontakten. 105 Zellen wurden in den Mischungsverhältnissen 4:1 und 1:1 (nicht transduzierte : trans-
duzierte Zellen) als Kokultur in 6-Well-Platten und als separierte Kulturen in 6-Well-Platten mit Schalen-
einsätzen (räumlich getrennt) ausgesät und 96 h mit 10 µg/ml GCV behandelt. Parallel dazu wurden auch unver-
mischte Kulturen sowie unbehandelte Kulturen untersucht (Kap. II. B 3.2.3). Alle Werte wurden als Triplikate
angesetzt und die Tests in zwei voneinander unabhängigen Meßreihen wiederholt. Die gemessenen Zellzahlen
beziehen sich auf die jeweilige unbehandelte Kontrollprobe, deren Ergebnis gleich 100% gesetzt wurde. Erklä-
rungen zu „erwarteter“ und „gemessener“ Zellzahl, sowie zum Verhältnis „V“ können den Erläuerungen zur
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Tab. 16: Ergebnisse der Unter-
suchungen zum Bystander-Effekt im
E.coli-cd/5-FC-System. 105 Zellen
wurden in den Mischungsverhält-
nissen 4:1 und 1:1 (nicht transduzierte
: transduzierte Zellen) in 6-Well-
Platten ausgesät und 96 h mit 100
µg/ml 5-FC behan-delt. Parallel dazu
wurden auch Reinkulturen sowie
unbehandelte Kulturen untersucht
(Kap. II. B 3.2.2). Alle Werte wurden
als Triplikate und in zwei voneinander
unabhängigen Meßreihen ermittelt.
Die gemessenen Zellzahlen beziehen
sich auf die jeweilige unbehandelte
Kontrollprobe, deren Ergebnis gleich
100% gesetzt wurde. Erklärungen zu
„erwarteter“ und „gemessener“
Zellzahl, sowie zum Verhältnis „V“
können den Erläterungen zur Tab. 14

Tab. 14 entnommen werden. Der verbliebene Anteil überlebender transduzierter Zellen in den Zellmischungen
kann vernachlässigt werden, da er hier nur zwischen 2-3% beträgt. Der Bystander-Effekt ist in den Ansätzen, in
denen transduzierte und parentale Zellen räumlich voneinander getrennt wurden deutlich reduziert bzw. ganz
aufgehoben (V ≈ 1).

Ein Bystander-Effekt wurde im E.coli-cd/5-FC-System, insbesondere in Zellmischungen mit nur einem ge-
ringen Anteil transduzierter Zellen (4:1), effektiver als im  HSV-tk/GCV-System bewirkt. Dies galt für
U87-cd und 9L-cd gleichermaßen (Tab. 16, Abb. 42). In der Reinkultur wurde die Proliferation der nicht
transduzierten Zellen durch die Behandlung mit 5-FC nicht beeinflußt (98 bis 107% der unbehandelten
Kontrollen). Die transduzierten Zellen wurden durch die gleiche Behandlung effektiv abgetötet (0,4 bis 5%
der unbehandelten Kontrollzellzahl). Nach weiteren 2-3 Inkubationstagen waren die transduzierten Zellen
vollständig eliminiert. Der Bystander-Effekt war am deutlichsten ausgeprägt in 9L/9L-cd-Mischungen (V =
0,07 bis 0,08). U87-cd-Zellen induzierten in U87-Zellen ebenfalls einen deutlichen Bystander-Effekt (V =
0,1 bis 0,28). Bemerkenswerterweise konnte in xenogenen Mischungen sowohl 9L-cd den Zelltod von
nicht transduzierten U87-Zellen (V = 0,12 bis 0,18) als auch U87-cd den Tod von 9L-Zellen (V = 0,2 bis
0,22) effektiv induzieren. Im HSV-tk/GCV-System galt dies nur für Mischungen von 9L-tk mit U87-Zellen,
nicht jedoch für U87-tk und 9L-Mischungen.
Wie beim HSV-tk/GCV-System ließ sich auch beim E.coli-cd/5-FC-System tendenziell eine höhere Aus-
prägung des Bystander-Effektes beobachten, wenn 9L-Zellen als nicht-transduzierte Bystander-Zellen ein-
gesetzt werden. U87-Zellen wurden unter den gleichen Versuchsbedingungen weniger stark vom zyto-
toxischen Bystander-Effekt betroffen.

Zellinien
Mischungs-
verhältnis

gemessene
Zellzahl

erwartete
Zellzahl

V

U87 103 %
9L 102 %

U87 / 9L-cd 4:1 15 % 82 % 0,18
9L / 9L-cd 4:1 6 % 82 % 0,07

U87 / 9L-cd 1:1 6 % 52 % 0,12
9L / 9L-cd 1:1 4 % 51 % 0,08

9L-cd 4 %

Zellinien
Mischungs-
verhältnis

gemessene
Zellzahl

erwartete
Zellzahl

V

U87 103 %
9L 102 %

U87 / U87-cd 4:1 23 % 82 % 0,28
9L / U87-cd 4:1 16 %  82 % 0,2

U87 / U87-cd 1:1 5 % 52 % 0,1
9L / U87-cd 1:1 11 % 51 % 0,22

U87-cd 0,4 %
entnommen werden. Der verbliebene Anteil überlebender transduzierter Zellen kann vernachlässigt werden, da
er hier nur zwischen 0,4-4% beträgt. Sowohl 9L-cd- als auch U87-cd-Zellen induzieren in nicht transduzierten
9L- und U87-Zellen starke Bystander-Effekte.
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Abb. 42: 9L-cd induziert
Bystander-Effekte nicht nur
in der parentalen 9L-Zell-
linie, sondern auch in der
xenogenen Zellinie U87.
U87-cd induziert ebenfalls
effizient Bystander-Effekte
sowohl in der nicht trans-
duzierten U87-Zellinie als
auch in 9L-Zellen.
Dargestellt sind die Ergeb-
nisse der behandelten Zel-
len, die entsprechenden un-
behandelten Kontrollen
wurden für jede Kohorte als
100%-Wert zur Grundlage
der Berechnung der
behandelten Zellen genom-
men. Es wurden jeweils 105

Zellen in den jeweiligen
Mischungsverhältnissen
ausgesät und 96 h mit 100
µg/ml 5-FC behandelt. Die
Zellzählung erfolgte im An-
schluß an die Inkubations-
zeit.
Sie wurde in Triplikaten in zwei voneinander unabhängigen Testreihen durchgeführt, von denen hier eine
dargestellt ist  (Standardabweichungen der Triplikate als Fehlerbalken).

Im Gegensatz zum HSV-tk/GCV-System zeigte sich der Bystander-Effekt im E.coli-cd/5-FC-System
unabhängig von direktem Zellkontakt: Zur Überprüfung der Bedeutung der Zell-Zell-Kontakte für den
Bystander-Effekt in diesem System wurden analog zu den Versuchen im HSV-tk/GCV-System trans-
duzierte und nicht transduzierte Zellen während der Behandlung räumlich durch Einsätze getrennt und die
Ergebnisse mit den entsprechenden Kokulturen verglichen (Tab. 17, Abb. 43).
Die nicht transduzierten Zellinien erreichten in Reinkultur nach 5-FC-Behandlung Zellzahlen, die 78-102%
der unbehandelten Kontrollen entsprachen. Die transduzierten Zellinien U87-cd und 9L-cd zeigten erwar-
tungsgemäß nur 0,3-5% der Zellzahlen der unbehandelten Kontrollen. In allen Zellmischungen, d.h. in
Kokultur sowie in separierten Ansätzen, wurden mit V ≤ 0,16 deutliche Bystander-Effekte induziert.
Zwischen den Bystander-Effekten in Kokultur (V = 0,01 bis 0,16) und nach räumlicher Separierung (V =
0,02 bis 0,16) gab es keine signifikanten Unterschiede.
Es wurde sowohl im HSV-tk/GCV als auch im E.coli-cd/5-FC-System kontrolliert, ob die Bystander-Zell-
zählungen eventuell durch verschiedene Wachstumsgeschwindigkeiten beeinflußt wurden. Hierzu wurden
parallel zu den Bystander-Ansätzen auch unvermischte nicht transduzierte Ausgangszellen nicht nur als
100%-Kontrollen ausgesät, sondern auch in 80% bzw. 50%-Ansätzen ( „100%“ = 105 Zellen, 80% = 8x104

Zellen, 50% = 5x104 Zellen). Diese wurden am Tag der Auszählung dahingehend überprüft, ob das
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angegebene prozentuale Verhältnis noch stimmt. Wie immer wurden diese Proben als Triplikate ausgesät
und sowohl behandelt als auch unbehandelt untersucht.
Diese Ansätze zeigten, daß die Populationen innerhalb eines Schwankungsbereiches von maximal ± 8 %
entsprechend dieser Prozentvorgaben proliferierten und auch von der Behandlung mit Prodrugs nicht
wesentlich beeinflußt wurden (nicht gezeigt). Die gemessenen Bystander-Effekte wurden also durch Proli-
ferationseffekte nicht signifikant beeinflußt.

Kokultur Räumliche Trennung
Zellinien

Mischungs-
verhältnis Gemessene

Zellzahl
Erwartete
Zellzahl

V
Gemessene

Zellzahl
Erwartete
Zellzahl

V

U87 78 % 78 %
9L 102 %  102 %

U87 / U87cd 4:1 5 % 62 % 0,8 10 % 62 % 0,16
9L / 9Lcd 4:1 6 % 82 % 0,7 8 % 82 % 0,1

U87 / U87cd 1:1 1 % 39 % 0,3 1 % 39 % 0,3
9L / 9Lcd 1:1 4 % 51 % 0,8 3 % 51 % 0,6

U87cd 0,3 %  0,3 %
9Lcd 4 % 4 %

Tab. 17: Ergebnisse der Untersuchungen zur Abhängigkeit des Bystander-Effekts im E.coli-cd/5-FC-System
von Zell-Zell-Kontakten. 105 Zellen wurden in den Mischungsverhältnissen 4:1 und 1:1 (nicht transduzierte :
transduzierte Zellen) als Kokultur in 6-well-Platten und als separierte Kulturen in 6-well-Platten mit Schalen-
einsätzen (räumliche Trennung) ausgesät und 96 h mit 100 µg/ml 5-FC behandelt. Parallel dazu wurden auch un-
vermischte Kulturen sowie unbehandelte Kulturen untersucht (Kap. II. B 3.2.3). Alle Werte wurden als Tripli-
kate angesetzt und die Tests in zwei voneinander unabhängigen Meßreihen wiederholt. Die gemessenen Zell-
zahlen beziehen sich auf die jeweilige unbehandelte Kontrollprobe, deren Ergebnis gleich 100 % gesetzt wurde.
Erklärungen zu „erwarteter“ und „gemessener“ Zellzahl, sowie zum Verhältnis „V“ können den Erläuterungen
zur Tab. 14 entnommen werden. Der verbliebene Anteil überlebender transduzierter Zellen kann vernachlässigt
werden, da er nur zwischen 0,3-4 % beträgt. Der Bystander-Effekt ist in den Ansätzen, wo transduzierte und
nicht transduzierte Zellen räumlich voneinander getrennt wurden nicht geringer als in den kokultivierten Proben.
Die Ergebnisse dieser Meßreihen mit den zugehörigen Standardabweichungen sind in der Abb. 43 graphisch
dargestellt.



III. Ergebnisse

-92-

Abb. 43: Der Bystander-Effekt im E.coli-cd/5-FC-System wird durch räumliche Trennung von transduzierten
und nicht transduzierten Zellen nicht beeinträchtigt. Im Vergleich wurden kokultivierte und räumlich getrennte
Ansätze von cd-transduzierten und den entsprechenden nicht transduzierten Zellen  (1⋅104 pro Ansatz, in Tri-
plikaten) über einen Zeitraum von 4 Tagen unter 5-FC-Behandlung (100 µg/ml) untersucht. Zur Kontrolle wur-
den auch unbehandelte Zellen und die entsprechenden Mischungen untersucht und diese Zählergebnisse gleich
100% gesetzt. Dargestellt sind jeweils nur die Ergebnisse der behandelten Zellen, bezogen auf die jeweiligen
unbehandelten Kontrollen. Die Standardabweichung innerhalb dieser Gruppe ist als Fehlerbalken markiert. 9L-
cd-Zellen induzieren signifikante Bystander-Effekte unabhängig von Zellkontakten.

9.2 Durchflußzytometrische und immunfluoreszenzmikroskopische Analysen
Untersuchungen von Samejima und Meruelo legten einen apoptotischen Bystander-Tod im HSV-tk/GCV-
System nahe (1995). Zur Zeit fehlen jedoch noch Studien, die die beteiligten Signalwege näher beleuchten.
Auch im E.coli-cd/5-FC-System sind diese noch nicht untersucht worden.
In Anlehnung an die in vorherigen Kapiteln dargestellten durchflußzytometrischen und immunfluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen in Reinkulturen wurde hier versucht, die Bedeutung der verschiedenen
Apoptose-Parameter in Bystander-Zellen zu bestimmen (vgl. Kap. III. 3). Isolierungen von Bystander-
Zellen zur Analyse sind jedoch problematisch. Daher wurden verschiedene Vorgehensweisen ausgetestet,
um Bystander-Populationen unabhängig von transduzierten Zellen zu analysieren: Analyse von Kokulturen,
Untersuchung von räumlich getrennten Kulturen sowie Analysen nach spezifischer Markierung von Zellen.

9.2.1 Analyse apoptotischer Merkmale beim Bystander-Effekt im HSV-tk/GCV-System
Die durchflußzytometrischen Analysen wurden zunächst an gemischten Zellpopulationen durchgeführt. In
der Literatur sind deutliche Bystander-Effekte auch schon bei sehr geringen Anteilen transduzierter Zellen
gezeigt worden. Daher war zu hoffen, daß Apoptose-typische Merkmale in Bystander-Zellen indirekt auch
in kokultivierten Zellmischungen gezeigt werden können. Dies sollte dann gelingen, wenn in Zell-
mischungen transduzierter und nicht transduzierter Zellen die Apoptose-typischen Merkmale bei einem An-
teil der Zellen nachgewiesen werden kann, der denjenigen der transduzierten Zellen deutlich übersteigt.
Für die entsprechenden Untersuchungen wurden die gleichen Bedingungen gewählt wie bei den Rein-
kulturexperimenten beschrieben (Kap. II. B 2.2.). Dabei wurden jeweils Zellmischungen von transduzierten
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und nicht transduzierten in den Verhältnissen 1:1 und 4:1 analysiert. Ansätze von je 4⋅105 Zellen wurden
als Duplikate angefertigt und bis zu 3 Tagen mit GCV behandelt.
Im HSV-tk/GCV-System konnte auf diese Weise keine signifikante Ausprägung apoptotischer Merkmale
bei Bystander-Zellen gezeigt werden (Tab. 18). Weder die PS-Exposition, der Zusammenbruch des MTPs
noch der Sub-G1-DNA-Gehalt konnte bei einem deutlich höheren Anteil der Zellen gezeigt werden als es
dem Anteil transduzierter Zellen entsprechen würde. Dies galt für 9L- und U87-abgeleitete Zellen
gleichermaßen. Die Ergebnisse faßt die Tab. 18  zusammen.
Die Resultate dieser Untersuchung schließen nicht aus, daß die gemessenen Parameter nicht doch zu einem
gewissen Teil bei den nicht transduzierten Bystander-Zellen auftraten. Um diese Parameter direkt bei
Bystander-Zellen im HSV-tk/System zu untersuchen, wurde die durchflußzytometrische Analysemethode
variiert. Vor dem Ansetzen der Kokulturen wurden die transduzierten Zellen zunächst mit einem Fluores-
zenzfabstoff (DiIC18(3)) markiert (Abb. 44). Dieser lipophile Farbstoff integriert sich in die Zellmembran,
hat keinen Einfluß auf die Zellphysiologie und bleibt aufgrund seiner hohen Fluoreszenzintensität auch
nach Tagen noch detektierbar (Honig und Hume 1986). Nach der Markierung (3⋅106 Zellen wurden 30 min
in 6 ml RPMI-Medium mit 10 µM DiIC18(3) gefärbt) wurden die Kokulturen von transduzierten und nicht
transduzierten Zellen erneut und analysiert. Die Abb. 44 zeigt einen typischen Ausschnitt aus einer solchen
Kokultur nach 3 Tagen GCV-Behandlung. Zu diesem Zeitpunkt waren nur noch vereinzelte vitale 9L-tk-
Zellen zu entdecken, und morphologische Apoptosemerkmale wie z.B. Nukleuskondensation und -frag-
mentierung traten auch bei Bystander-Zellen auf.
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Zellen
(Mischungs-
verhältnisse)

Behandlung
Dauer
[Tage] vital [%] PS-pos. [%] MTPred. [%] sub G1 [%]

unbehandelt 3 96 3 2 5
1 94 5 4 5
2 95 4 3 6

9L
GCV

3 95 4 3 5
unbehandelt 3 88 6 3 5

1 78 15 5 7
2 68 29 6 15

9L-tk
GCV

3 32 31 13 13
unbehandelt 3 96 3 2 3

1 94 5 2 4
2 91 10 3 8

9L/9L-tk (4:1)
GCV

3 89 8 2 9
unbehandelt 3 96 3 2 5

1 92 7 5 7
2 85 17 6 16

9L/9L-tk (1:1)
GCV

3 81 16 3 15
unbehandelt 3 92 8 3 4

1 91 9 3 4
2 92 10 4 5

U87
GCV

3 93 8 7 6
unbehandelt 3 91 10 3 4

1 87 16 13 15
2 77 40 21 56

U87-tk
GCV

3 74 45 39 64
unbehandelt 3 85 9 5 5

1 87 12 4 6
2 86 15 8 14

U87/U87-tk
(4:1) GCV

3 85 15 7 14
unbehandelt 3 86 9 4 5

1 91 12 11 9
2 84 23 14 39

U87/U87-tk
(1:1) GCV

3 85 25 14 44
Tab. 18: Vitalität, PS-Exposition („PS-pos.“), Depolarisation der Mitochondrienmembran („MTPred“.) und Ver-
ringerung des DNA-Gehalts („sub G1“) von Rein- und Kokulturen nach Behandlung mit GCV. Für die Unter-
suchungen wurden die gleichen Bedingungen gewählt, wie für die Reinkultur beschrieben (Kap. II. B 2.2).
Neben den Reinkulturen wurden jeweils Zellmischungen von transduzierten und nicht transduzierten Zellen in
den Verhältnissen 1:1 und 4:1 analysiert. Ansätze von je 4⋅105 Zellen wurden als Duplikate angefertigt und bis
zu 3 Tage mit GCV (10 µg/ml) behandelt bzw. als Kontrolle unbehandelt gelassen. Im HSV-tk/GCV-System
zeigte sich keine signifikante Ausprägung apoptotischer Merkmale bei Bystander-Zellen. Der Anteil positiver
Zellen beschränkte sich weitgehend auf den prozentualen Anteil der transduzierten Zellen. (Weitere Erklärungen
zur Tabelle können der Tab. 7 entnommen werden.)
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Abb. 44: Experiment zum
Bystander-Effekt mit Fluores-
zenz-markierten 9L-tk-Zellen,
im Verhältnis von 1:4 mit nicht
transduzierten 9L-Zellen ge-
mischt. Vor der Aussaat der
Zellen wurden 9L-tk-Zellen mit
dem Membranfarbstoff DiIC18

markiert (gelbe Fluoreszenz).
Die kokultivierten 9L- und 9L-
tk-Zellen wurden drei Tage
lang mit GCV (10 µg/ml) be-
handelt und anschließend
durchflußzytometrisch auf PS-
Exposition und MTP-Verän-
derungen untersucht. Hier
dargestellt ist die DNA-Fär-
bung mit PI (rote Fluoreszenz)
nach Ethanol-Fixierung und
RNase-Verdau. Aufgrund der
Überlappung der Fluoreszenz-
spektren von PI und DiIC18

kann dieser Parameter
(Zellzyklusanalyse) nicht
durchflußzytometrisch unter-
sucht werden. Fluoreszenz-
mikroskopisch ist eine Unter-
scheidung der beiden Farb-
stoffe jedoch gut möglich.

(A) zeigt die durchlichtmikroskopische Aufnahme des Ausschnitts, der in (B) fluoreszenzmikroskopisch
aufgenommen wurde (400x Vergrößerung).
Die Nuclei der Bystander-Zellen (9L, nur rote Fluoreszenz) zeigten apoptotische Veränderungen wie z.B.
Kondensation und Fragmentierung.
Erklärung der Pfeile: (F) Nukleusfragmentierung, (K) Kondensation, außerdem sind 9L- und 9L-tk-Zellen
gekennzeichnet.

(F)

(K)
9L-tk

9L

A

B
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DiIC18(3) ist ein fluoreszierender Farbstoff, dessen Fluoreszenzspektrum teilweise mit dem von PI
überlappt. Die für die Untersuchung der Phosphatidylserin (PS)-Exposition oder des mitochondrialen
Transmembranpotentials (MTP) eingesetzten Fluoreszenfarbstoffe (FITC, DiOC6(3)) besitzen aber hiervon
deutlich differenzierbare Fluoreszenzspektren.
Durch die spezifische Fluoreszenzmarkierung (Abb. 45) der transduzierten Zellen konnten die Apoptose-
parameter PS-Exposition und MTP-Verringerung bei den ungefärbten Bystander-Zellen direkt analysiert
werden. Wie sich hier zeigte, war auch ein Teil der 9L-Bystander-Zellen AnnexinV-positiv, d.h.
apoptotisch. Eine Verringerung des MTPs spielte beim Bystander-Effekt im 9L-Zellmodell (wie auch bei
den reinen, transduzierten 9L-tk-Zellen) anscheinend keine wesentliche Rolle bzw. trat erst sehr spät auf.
Die Abb. 45 und 46 zeigen typische Ergebnisse des AnnexinV-Bindungstests im 9L-Modell nach
Fluoreszenzmarkierung der transduzierten 9L-tk-Zellen. In Abb. 45. A, B ist zunächst die AnnexinV-
FITC/PI-Färbung von nicht markierten transduzierten 9L-tk-Zellen gezeigt. Diese reagierten auf 3-tägige
GCV-Behandlung (wie bereits in Kap. 3.2 beschrieben) mit der Exposition von PS, was zu einer deutlichen
Bindung des Fluoreszenz-gekoppelten Annexin V und damit zu einer Zunahme der grünen Fluoreszenz der
Zellen führte. 54% aller transduzierten Zellen waren AnnexinV-positiv (apoptotisch), 38% waren nicht
mehr vital und nur 8% waren noch vital, aber nicht AnnexinV-positiv (Abb. 45. B). Reine 9L-Zellen waren
selbst nach 3-tägiger GCV-Behandlung nur zu 3% AnnexinV-positiv, 11% der Zellen waren nicht mehr
vital und 86% waren vital und banden AnnexinV nicht (Abb. 45. F). Dieses Ergebnis war dem der
unbehandelten 9L-Zellen sehr ähnlich: 88% der Zellen waren vital und nicht apoptotisch, nur 1%
AnnexinV-bindend und 11% der Zellen waren nicht vital (Abb. 44. E). Nach der Fluoreszenzmarkierung
der transduzierten Zellen zeigten diese deutlich in den Bereich der PI-Fluoreszenz (Abb. 45. C, D). Auch
nach Färbung mit AnnexinV-FITC waren von diesen transduzierten Zellen nur 2% in dem für die Messung
der Bystander-Zellen entscheidenden Quadranten (unten rechts) zu detektieren. Die Analyse der Zell-
mischungen zeigte einen (wenn auch relativ geringen) Anteil (11%) nicht transduzierter Zellen nach der
GCV-Behandlung in diesem Quadranten (Abb. 46. B, D). Hierbei handelte es sich also um apoptotische
9L-Bystander-Zellen. Die unbehandelten Kontrollen zeigten in diesem Quadranten nur 1-2% AnnexinV-
positive Zellen (Abb. 46. A, C).
Die Abb. 46. E und F zeigen diese Ergebnisse nur auf die vitalen Bystander-Zellen bezogen. Die trans-
parente Kurve im Histogramm zeigt unbehandelte Zellen nach AnnexinV-FITC-Färbung: Diese waren nur
schwach und unspezifisch fluoreszent. Die grau unterlegte Kurve zeigt das Ergebnis der Bystander-9L-
Zellen nach GCV-Behandlung: Bei einer 4:1-Mischung mit 9L-tk-Zellen waren 15% der 9L-Zellen hoch
AnnexinV-FITC-fluoreszent (= apoptotisch), bei einer 1:1-Mischung waren es sogar 20%.
Diese Ergebnisse konnten in einer unabhängigen Wiederholung des Versuches bestätigt werden.
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A B
+ GCVunbeh.

9L-tk, nicht markiert

54 % Zellen
mit
PS-Exposition

E F
unbeh. + GCV

3 % Zellen
mit
PS-Exposition

C D
unbeh. + GCV

9L-tk* , markiert mit DiIC18(3)

2 % Zellen
hier mit
PS-Exposition

Zellen mit
PS-Exposition
„geshifted“

Abb. 45: Kontrollansätze zur Analyse der PS-Exposition bei Bystander-Zellen nach Fluoreszenzmarkierung.
Transduzierte nicht markierte 9L-tk-Zellen zeigen nach GCV-Behandlung eine deutliche Annexin V-Bindung (=
PS-Exposition, s. Pfeil) (B), dies ist bei unbehandelten 9L-tk-Zellen nicht festzustellen (A). Nach Markierung (C,
D) mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiIC18(3) „shiften“ die transduzierten Zellen in die oberen Quadranten, aufgrund
der Überlappung der Fluoreszenzspektren von PI und DiIC18(3). Selbst nach Behandlung mit GCV bleibt jedoch
der untere rechte Quadrant, der dementsprechend AnnexinV-positive  Bystander-Zellen repräsentiert, frei von 9L-
tk-Zellen (nur 2%, s. Pfeil) (D). 9L-Zellen zeigen als Reinkultur weder unbehandelt (E) noch nach GCV-
Behandlung (F) eine signifikante PS-Exposition. Die Zellen (je 4⋅105) wurden 3 Tage mit GCV (10 µg/ml)
behandelt. Die zugehörigen Ergebnisse der Bystander-Kokulturen zeigt die folgende Abbildung.

9L, nicht markiert
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Abb. 46: Fortsetzung des in Abb. 44 dargestellten Experimentes. Nicht transduzierte 9L-Zellen wurden in den
Mischungsverhältnissen 4:1 (A, B) und 1:1 (C, D) mit fluoreszenzmarkierten transduzierten 9Ltk-Zellen ge-
mischt und 3 Tage lang kokultiviert. In den mit GCV-behandelten Ansätzen (B, D) zeigt sich nach Färbung mit
AnnexinV-FITC und PI ein Anteil von 11% der Zellen im unteren rechten Quadranten (s. Pfeil), d.h. mit hoher
AnnexinV-Bindung. Diese Zellen haben also infolge von Apoptose PS auf ihrer Außenseite exponiert, wo es nun

E F

15 % 20 %

unbehandelt
+ GCV + GCV

unbehandelt

Verhältnis 4:1 Verhältnis 1:1

nur auf vitale Zellen bezogen
(untere Quadranten in A-D)

PS-positive
„Bystander“-Zellen

PS-positive
„Bystander“-Zellen

BA

9L (nicht markiert) und 9L-tk (fluoreszenzmarkiert)
im Verhältnis 4:1 gemischt

11 % Bystander-
Zellen mit
PS-Exposition

+ GCVunbeh.

DC

9L (nicht markiert) und 9L-tk (fluoreszenzmarkiert)
im Verhältnis 1:1 gemischt

11 % Bystander-
Zellen mit
PS-Exposition

unbeh. + GCV
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AnnexinV binden kann. Es handelt sich hierbei um Bystander-9L-Zellen, da die fluoreszenzmarkierten trans-
duzierten Zellen nur in den oberen Quadranten detektiert werden (Abb. 45). Die unbehandelten Kontrollen
zeigen 1-2% AnnexinV-positiver, PI-negativer Zellen (A,C). Betrachtet man diese Ergebnisse im Histogramm
(E, F) bezogen auf die vitalen Zellen der Analyse, so sind in der 4:1-Mischung 15% der vitalen Zellen Annexin
V-positiv (= apoptotisch). In der 1:1-Mischung sind es 20%. Die transparente Kurve zeigt die unbehandelten
vitalen Zellen nach Färbung mit Annexin V-FITC, die grau unterlegte Kurve die mit GCV-behandelten. Der
Marker M1 sowie die gestrichelte Linie demonstrieren den Schwellenwert, ab dem im Vergleich zur Kontrolle
signifikante AnnexinV-Bindung auftrat.
Zumindest ein Teil der Bystander-9L-Zellen scheint also apoptotisch zu sterben.

Die Untersuchung des Mitochondrientransmembranpotentials (MTP) zeigten, daß Bystander-9L-Zellen nur
vereinzelt und dann sehr spät (d.h. kurz vor Beginn der PI-Durchlässigkeit) depolarisierte Mitochondrien
aufweisen (Abb. 47). Der größte Teil der Zellen mit geringem MTP hatte vermutlich erst sekundär nach
dem Verlust der Vitalität die Fähigkeit verloren, ein Transmembranpotential aufrechtzuerhalten. In (A, B)
sind die mit dem Membranfarbstoff DiIC18(3) fluoreszenzmarkierten transduzierten 9L-tk-Zellen darge-
stellt. Für die Untersuchung des MTPs wurden die Zellen mit dem MTP-Farbstoff DiOC6(3) und PI gefärbt.
Insbesondere nach GCV-Behandlung (B) interferierten die so markierten Zellen nicht mit dem für die
Analyse der Bystander-Zellen wichtigen Bereich (als grau unterlegtes Rechteck markiert). Reine nicht
markierte 9L-Zellen (C, D) zeigten weder unbehandelt noch nach GCV-Behandlung einen Rückgang der
DiOC6(3)-Fluoreszenz, der eine Depolarisierung von Mitochondrien anzeigen würde. Auch bei den
Mischkulturen von markierten 9L-tk-Zellen und nicht markierten Bystander-9L-Zellen war kein signifi-
kanter Rückgang dieser Fluoreszenz zu beobachten, weder unbehandelt (E, G) noch nach GCV-
Behandlung (F, H). Die vitalen Zellen mit depolarisierten Mitochondrien, die sich in dem gekenn-
zeichneten Bereich (graues Rechteck) befinden müßten, betrugen hier nur wenige Prozent der Gesamt-
population. Der überwiegende Teil der Zellen verlor seine Vitalität (wurde PI-positiv), ohne seine
DiOC6(3)-Fluoreszenz zu verringern. Ein kleinerer Teil der Population verlor gleichzeitig seine Vitalität
und zeigte ein verringertes MTP, dies wurde dann als ein spätes Ereignis gewertet.
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+ GCV
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Vitale Zellen
mit reduzier-
tem MTP
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Abb. 47: Die durchflußzytometrische Analyse des Mitochondrientransmembranpotentials (MTP) zeigt, daß By-
stander-9L-Zellen nur vereinzelt (und dann sehr spät) depolarisierte Mitochondrien aufwiesen. In (A, B) sind die
reinen, mit dem Membranfarbstoff DiIC18(3) fluoreszenzmarkierten („*“) transduzierten 9Ltk-Zellen dargestellt.
Für die Untersuchung des MTPs wurden die Zellen mit dem MTP-Farbstoff DiOC6 und PI gefärbt. Diese störten
den für die Analyse der Bystander-Zellen wichtigen Analysebereich nicht (graue Rechtecke). Reine nicht transdu-
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und
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Zellen

9L-Zellen
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zierte und nicht markierte 9L-Zellen zeigen weder unbehandelt (C) noch nach GCV-Behandlung (D) einen
Rückgang der DiOC6(3)-Fluoreszenz, der eine Depolarisierung von Mitochondrien anzeigen würde. Auch bei
den Mischkulturen von markierten 9L-tk-Zellen und nicht markierten Bystander-9L-Zellen (in den Verhältnissen
1:4 und 1:1) ist kein signifikanter Rückgang dieser Fluoreszenz zu beobachten, weder unbehandelt (E, G) noch
nach GCV-Behandlung (F, H). In diesen Mischkulturen sind in den unbehandelten Proben exemplarisch die 9L
und 9L-tk-Zellen markiert (s. Pfeile). Die vitalen Zellen mit depolarisierten Mitochondrien, die sich in dem ge-
kennzeichneten Bereich (graues Rechteck) befinden würden, sind hier nicht signifikant vertreten. Der überwie-
gende Teil der Zellen verliert seine Vitalität (wird PI-positiv), ohne seine DiOC6(3)-Fluoreszenz zu verringern.
Ein kleinerer Teil der Population verliert seine Vitalität und zeigt dabei ein verringertes MTP, dies wurde als ein
spätes Ereignis gewertet. (Aufgrund der erniedrigten Zellzahl je Probe in den GCV-behandelten und zytotoxisch
davon betroffenen Proben ergibt sich dort eine artifizielle leichte Erhöhung der DiOC6(3)-Fluoreszenz (B, F, H),
die die Analyse jedoch nicht beeinträchtigt.)

Aufgrund der Überlappung der Fluoreszenzspektren des Markierungsfarbstoffes DiIC18(3) und PI konnten
Zellzyklusstudien nicht nach Markierung der transduzierten Zellen durchgeführt werden. Die im folgenden
dargestellten Zyklusuntersuchungen beziehen sich daher auf nicht markierte Mischkulturen von trans-
duzierten und nicht transduzierten Zellen.
Nach Mischung transduzierter und nicht transduzierter Zellen wurde die Auswirkung dieser Vermischung
auf den Zyklus der Zellen nach GCV-Behandlung untersucht. Die Zellen (jeweils 4⋅105) wurden in Rein-
kultur bzw. in den entsprechenden Mischungsverhältnissen von transduzierten und nicht transduzierten
Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3 Tagen mit GCV (10 µg/ml) behandelt bzw. unbehandelt
belassen. Die durchflußzytometrische Zellzyklusanalyse wurde im Anschluß an die Fixierung der Zellen
direkt durchgeführt.
GCV-Behandlung bewirkte bei transduzierten 9L-tk-Zellen bereits nach 24 h einen vollständigen Arrest der
Zellen in der S-Phase des Zellzyklus (wie auch in Kap. 5 beschrieben). Während nicht transduzierte 9L-
Zellen nach GCV-Behandlung keine solche Reaktion zeigten: Hier wurden nur 5-10% mehr S-Phase-Zellen
beobachtet als bei unbehandelten Zellen. Nach Mischung von transduzierten und nicht transduzierten
Zellen schienen auch die nicht transduzierten 9L-Zellen nach GCV-Behandlung vermehrt in der S-Phase zu
akkumulieren: Bei einem Anteil von nur 20% transduzierter Zellen (4:1-Mischung) waren nach 24 h 62%
aller Zellen in der S-Phase, im unbehandelten Zustand waren es nur 35%. Bei einem Anteil von 50%
transduzierter Zellen fanden sich sogar 84% der GCV-behandelten Zellen und nur 33% der unbehandelten
Zellen in der S-Phase. Diese Akkumulation von Zellen in der S-Phase war signifikant höher als anhand des
jeweiligen Mischungsverhältnis von 9L und 9L-tk-Zellen zu erwarten gewesen wäre. Dieses Ergebnis
wurde in unabhängigen Tests bestätigt. Der durch die GCV-Behandlung bei transduzierten Zellen
induzierte Effekt „S-Phase-Akkumulation“ schien sich daher nach Mischung mit nicht transduzierten
Zellen auf diese zu übertragen. Die Stärke des Effektes schien dann abhängig von dem Mengenverhältnis
der beiden Populationen zueinander zu sein. Die Ergebnisse faßt die folgende Tabelle zusammen:
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Zellen
(Mischungs-
verhältnisse)

Zyklusphase unbeh. 24 h GCV 48 h GCV 72 h GCV

G1/G0 47,8 % 48,2 % 44,1 % 41,6 %
S 46,8 % 47 % 50,9 % 50,4 %9L

G2/M 5,4 % 4,8 % 5 % 8,1 %

G1/G0 58,8 % 0 % 0 % 38,2 %
S 33,2 % 98,5 % 100 % 61,8 %9L-tk

G2/M 8 % 1,5 % 0 % 0 %

G1/G0 49,9 % 28 % 22,2 % 30,4 %
S 35,2 % 62,6 % 69,4 % 69,6 %9L/9L-tk (4:1)

G2/M 14,9 % 9,4 % 8,4 % 0 %

G1/G0 48 % 15,3 % 18,7 % 28,8 %
S  32,9 % 84,7 % 81,3 % 71,2 %9L/9L-tk (1:1)

G2/M 9,1 % 0 % 0 % 0 %
Tab. 19: Dargestellt sind die Ergebnisse einer durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse. Die Zellen (jeweils
4⋅105) wurden in Reinkultur bzw. in den entsprechenden Mischungsverhältnissen von transduzierten 9L-tk- und
nicht transduzierten 9L-Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3 Tagen mit GCV (10 µg/ml) behandelt bzw.
unbehandelt belassen. Nach Ethanol-Fixierung, RNase-Verdau und Färbung mit Propidiumiodid wurden die
Proben durchflußzytometrisch mit Hilfe von ModFit-Software (Vers. 2.0) analysiert. Die Werte stellen Mittel-
werte von Doppelproben dar. Die Prozentanteile der Zyklusphasen G1/G0, S und G2/M, die anhand ihres unter-
schiedlichen DNA-Gehalts identifiziert wurden, ergänzen sich jeweils zu 100 %. Der Versuch wurde mit ähn-
lichem Ergebnis wiederholt. 24 h nach Behandlung mit GCV zeigt sich sowohl bei den transduzierten als auch
bei den Zellen in Mischungskulturen ein S-Phase-Arrest. In den Mischungskulturen fällt diese Akkumulation
von Zellen in der S-Phase deutlich höher aus, als aufgrund des Anteils der transduzierten Zellen zu erwarten
wäre. Bei reinen nicht transduzierten 9L-Zellen ist kein signifikanter S-Phase-Arrest festzustellen.
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Abb. 48: Darstellung der Ergebnisse der vorherigen Tabelle (Tab. 19). Rein- bzw. Kokulturen von 9L- und 9L-
tk-Zellen wurden einer durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse unterzogen. Nähere Angaben zur
Probenpräparation können der Tab. 19 entnommen werden.
Die Histogrammgruppen fassen jeweils eine unbehandelte sowie drei unterschiedlich lange (24-72 h) mit GCV-
behandelte Zellproben zusammen. Diese Gruppen sind zum einen die Reinkulturen 9L (oben links) und 9L-tk
(oben rechts) sowie die Kokulturen von 9L und 9L-tk in den Verhältnissen 4:1 (unten links) bzw. 1:1 (unten
rechts). Das Histogramm zeigt jeweils die PI-Fluoreszenz (x-Achse) in Relation zur Zellzahl (y-Achse). Die
Lage der einzelnen Zellzyklusphasen (G0/G1, S, G2/M) entlang der x-Achse sind gekennzeichnet. Die Akkumu-
lation der 9L-tk-Zellen in der S-Phase des Zellzyklus bereits nach 24 h GCV-Behandlung wird hier deutlich.
Auch die relative Unverändertheit der Zellzyklusverteilung der nicht transduzierten 9L-Zellen nach GCV-
Behandlung wird ersichtlich. Bei den Kokulturen ist zwar eine S-Phase-Akkumulation ersichtlich, zur Be-
urteilung des Ausmaßes mußten diese jedoch mittels ModFit-Software einer genaueren Analyse (Tab. 19)
unterzogen werden. Diese zeigt, daß zumindest ein Teil der Bystander-9L-Zellen in Kokultivierung mit den 9L-
tk-Zellen einen S-Phase-Arrest aufweisen.

Die Auswertung der Mischungsexperimente von nicht transduzierten U87- und transduzierten U87-tk-
Zellen zeigte, daß ebenso wie im 9L-Modell auch ein Teil der U87-Bystander-Zellen nach Behandlung mit
GCV einen S-Phase-Arrest eingehen (Tab. 20, Abb. 49). Dieser Effekt war deutlicher, als anhand des
Mischungsverhältnisses der Zellen zu erwarten gewesen wäre, wenn ausschließlich transduzierte Zellen
vermehrt in der S-Phase akkumulieren würden. Die Akkumulation von Zellen in der S-Phase ist bei den
verschiedenen Mischungskulturen (4:1 bzw. 1:1) nach 24 h nicht so unterschiedlich, wie aufgrund des
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Anteils transduzierter Zellen zu erwarten wäre: Bei einem Anteil von nur 20% transduzierter Zellen
akkumulierten nach 24 h schon 25% mehr Zellen in der S-Phase als in der unbehandelten Kontrolle, bei
einem Anteil von 50% waren dies 24% und bei reinen transduzierten U87-tk-Zellen waren es 32%. Bei
reinen, nicht transduzierten U87-Zellen war ebenfalls ein leichter S-Phase-Arrest festzustellen, dieser
betrug nach 24 h jedoch nur 9%. Zumindest in den 4:1-gemischten Kokulturen war ein größerer Anteil an
Zellen in der S-Phase zu detektieren, als zu erwarten gewesen wäre, wenn lediglich U87-tk-Zellen nach
GCV-Behandlung hier akkumulieren würden. Ein Unterschied der verschiedenen Mischungskulturen
zueinander bestand aber im Ausmaß an zu beobachtender Apoptose. Apoptotische Zellen wurden hier als
„Sub-G1-Ereignisse“ verstanden, da apoptotische Zellen typischerweise einen Teil ihrer DNA verlieren und
dann einen subdiploiden, also Sub-G1-DNA-Gehalt aufweisen. Bestimmte man den Anteil dieser
Ereignisse, so zeigte sich bei den 1:1 gemischten Kulturen nach 2-tägiger GCV-Behandlung ein Anteil von
40% apoptotischer Zellen. Nach 3 Tagen Behandlung waren es weiterhin noch 40 %. Bei den Mischungen
mit einem geringeren Anteil transduzierter Zellen (20%, 4:1) waren nur 12% der Zellen nach 2 Tagen und
10% nach 3 Tagen apoptotisch.
Die Ergebnisse der Zyklusanalysen faßt die folgende Tabelle zusammen:

Zellen
(Mischungs-
verhältnisse)

Zyklusphase unbeh. 24 h GCV 48 h GCV 72 h GCV

G1/G0 63,1 % 54,2 % 53,3 % 47,4 %
S 29,2 % 38,2 % 40,4 % 45,4 %U87

G2/M 7,7 % 7,6 % 6,3 % 7,2 %

G1/G0 54,2 % 31,5 % 60,1 % 77,7 %
S 36,0 % 68,5 % 39,9 % 22,3 %U87-tk

G2/M 9,8 % 0 % 0 % 0 %

G1/G0 62,1 % 43,8 % 45,9 % 49,8 %
S 28,3 % 53,4 % 49,1 % 45,3 %U87/U87-tk (4:1)

G2/M 9,6 % 2,8 % 5 % 4,9 %

G1/G0 59,3 % 40,6 % 40,5 % 50,5 %
S 33,2 % 57,2 % 58,5 % 48,4 %U87/U87-tk (1:1)

G2/M 7,5 % 2,2 % 1 % 1,1 %
Tab. 20: Dargestellt sind Ergebnisse der durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse im U87-Zellmodell. Nach
Mischung transduzierter (U87-tk) und nicht transduzierter (U87) Zellen wurde die Auswirkung dieser Ver-
mischung auf den Zyklus der Zellen nach GCV-Behandlung untersucht. Die Zellen (jeweils 4⋅105) wurden in
Reinkultur bzw. in den entsprechenden Mischungsverhältnissen von transduzierten und nicht transduzierten
Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3 Tagen mit GCV (10 µg/ml) behandelt bzw. unbehandelt belassen.
Nach Ethanol-Fixierung, RNase-Verdau und Färbung mit Propidiumiodid wurden die Proben durchflußzyto-
metrisch mit Hilfe von ModFit-Software (Vers. 2.0) analysiert. Die Werte stellen Mittelwerte von Doppelproben
dar. Die Prozentanteile der Zyklusphasen G1/G0, S und G2/M, die anhand ihres unterschiedlichen DNA-Gehalts
identifiziert wurden, ergänzen sich jeweils zu 100%. Der Versuch wurde mit ähnlichem Ergebnis wiederholt.
24h nach Behandlung mit GCV zeige sich sowohl bei den transduzierten als auch bei den Zellen in
Mischungskulturen ein S-Phase-Arrest. Hierbei ist die Akkumulation von Zellen in der S-Phase zumindest bei
der 4:1-Mischungskultur nach 24 h ausgeprägter als zu erwarten gewesen wäre, wenn lediglich transduzierte und
nicht auch Bystander-U87-Zellen vermehrt in die S-Phase eingetreten wären.
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Abb. 49: Durchflußzytometrische Zellzyklusanalyse von gemischten Kulturen, die sich aus nicht transduzierten
U87- und transduzierten U87tk-Zellen in zwei verschiedenen Mischungsverhältnissen zusammensetzen (4:1,
Abb. links bzw. 1:1, Abb. rechts). (Zum Vergleich: Die Ergebnisse der reinen U87- bzw. U87tk-Zellen sind in
der Abb. 20 dargestellt.) Jeweils 4⋅105 Zellen wurden in Reinkultur bzw. in den entsprechenden
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Mischungsverhältnissen von transduzierten und nicht transduzierten Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3
Tagen mit GCV (10 µg/ml) behandelt bzw. unbehandelt gelassen. Nach Ethanol-Fixierung, RNase-Verdau und
Färbung mit Propidiumiodid wurden die Proben durchflußzytometrisch mit Hilfe von ModFit-„Software“ (Vers.
2.0) analysiert. Die Prozentanteile der Zyklusphasen G1/G0, S und G2/M, die anhand ihres unterschiedlichen
DNA-Gehalts identifiziert wurden, ergänzen sich jeweils zu 100%. Der Versuch wurde mit ähnlichem Ergebnis
wiederholt. 24 h nach Behandlung mit GCV zeigt sich bei den Zellen in Mischungskulturen ein S-Phase-Arrest,
der zumindest im 4:1-Mischungverhältnis höher ausfällt als zu erwarten gewesen wäre, wenn nur der
transduzierte Zellanteil betroffen wäre. Die besondere Auswirkung eines höheren Anteils transduzierter Zellen in
der Mischung zeigt sich am Ausmaß des zu beobachtenden apoptotischen Zellsterbens, hier in Form von Sub-
G1-Ereignissen meßbar. Bei einem Anteil von 50% transduzierter Zellen sind nach 2 Tagen GCV-Behandlung
40% der gemessenen Zellen apoptotisch (besaßen einen Sub-G1-DNA-Gehalt). Bei einem geringeren Anteil von
transduzierten Zellen (20%) sind dies nur 12%.

9.2.2 Analyse apoptotischer Merkmale beim Bystander-Effekt im E.coli-cd/5-FC-System
Der Bystander-Effekt im E.coli-cd/5-FC-System ist - wie auch in dieser Studie gezeigt wurde  (Kap. 9.1) -
unabhängig von Zell-Zell-Kontakten. Daher wurde wie in den entsprechenden Bystander-Zytotoxizitäts-
studien auf die Kultur in 6-Well-Platten mit zellundurchlässigen Schaleneinsätzen (0,4 µm Porengröße)
zurückgegriffen (Abb. 4). Die Zellen kommunizieren lediglich über das Medium miteinander. Die trans-
duzierten Zellen wurden in die Einsätze ausgesät und konnten daher nach Beendigung der Inkubations-
phase unkompliziert und vollständig entnommen werden, so daß hier reine Bystander-Zellen in den 6-Well-
Platten zurückbleiben, die dann für die durchflußzytometrische Untersuchung zur Verfügung stehen.
Außerdem wurden diese Analysen mit den Ergebnissen von gemischt kultivierten Zellproben verglichen.
Wie im HSV-tk/GCV-System wurden jeweils zwei Mischungsverhältnisse untersucht: 1:1- und 4:1-
Mischungen nicht transduzierter und transduzierter Zellen sowie die entsprechenden Reinkulturen. Ansätze
von je 4⋅105 Zellen wurden als Duplikate angefertigt und bis zu 3 Tagen mit 100 µg/ml 5-FC behandelt
bzw. unbehandelt gelassen.
Die Abb. 50 zeigt eine typische Messung der PS-Exposition im 9L-Zellmodell. Dargestellt sind die
Ergebnisse für die isolierten 9L-Bystander-Zellen nach Entnahme der transduzierten 9L-cd-Zellen. Die 9L-
Zellen wurden mit AnnexinV-FITC und PI gefärbt und direkt durchflußzytometrisch analysiert. Bei den
nicht mit 5-FC behandelten Zellen erhielt man einen Hintergrund von 3% AnnexinV-positiven, d.h.
apoptotischen Zellen. Nach 24 h Inkubation mit 5-FC zeigte sich eine signifikante Zunahme der
apoptotischen Zellen (17 bzw. 19%). Nach 48 h wurden 11% bzw. 12% detektiert. Erst nach 72 h wurde
ein deutlicherer Unterschied in der Zahl apoptotischer Zellen in den verschiedenen Mischungsverhältnissen
beobachtet: 13% bei einem 4:1 und 22% bei einem 1:1-Verhältnis. Wiederholung dieser Tests zeigten
ähnliche Ergebnisse. Der Einfluß des Mischungsverhältnisses von parentalen und transduzierten Zellen auf
den Bystander-Effekt im E.coli-cd/5-FC-System war, wie auch bei den Zytotoxizitätsuntersuchungen zu
sehen war, geringer als im HSV-tk/GCV-System.
Verglich man die Ergebnisse dieser isolierten Bystander-Zellen mit den Ergebnissen aus den Reinkulturen
und den gemischten Kokulturen, so zeigte sich, daß reine 9L-cd-Zellen sowie Kokulturen mit 9L-cd an Tag
2 die maximale PS-Exposition erreichten, während isolierte Bystander-Zellen eher einen kontinuierlichen
Anstieg über die Inkubationszeit von 3 Tagen zeigten (Abb. 51).
Die Ergebnisse im U87-Model sind vergleichbar  (Abb. 51). Nicht transduzierte Zellen sowie die
unbehandelten Zellproben wiesen nach AnnexinV-FITC/PI-Färbung einen Anteil apoptotischer Zellen von
5-8% auf. Nach 24 – 72 h Inkubation mit 100 µg/ml 5-FC zeigte sich jedoch sowohl bei den reinen U87-
cd-Kulturen, als auch bei den 4:1- bzw. 1:1-Mischung mit und ohne räumliche Trennung ein signifikanter
Anstieg apoptotischer Zellen verglichen mit den unbehandelten Kontrollen. Hierbei wiesen reine
transduzierte Zellen einen hohen Anteil apoptotischer Zellen auf, gefolgt von den 1:1-Mischungen
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transduzierter und nicht transduzierter Zellen. Die 4:1-Mischungen von U87- und U87-cd-Zellen zeigten
weniger apoptotische Zellen als die entsprechenden (getrennte oder gemischte) 1:1-Mischungen. Der
zeitliche Verlauf zeigte eine von Tag 1 zu Tag 2 zunehmende Anzahl apoptotischer Zellen, an Tag 3 fiel
diese (außer bei den reinen transduzierten Zellen) wieder etwas hinter den maximalen Tag 2-Wert zurück.
Die isolierten U87-Bystander-Kulturen zeigten einen leicht höheren Anteil dieser Zellen als die gemischt
untersuchten Zellen, dieser liegt jedoch, vergleicht man die entsprechenden Mischungverhältnisse an den
jeweiligen Tagen miteinander nur bei etwa 5-10% und war wahrscheinlich eher auf experimentelle
Ursachen zurückzuführen als statistisch signifikant.
9L-cd-Zellen induzierten auch bei Bystander-U87-Zellen nach 5-FC-Behandlung eine PS-Exposition (=
Apoptose), ebenso U87-cd-Zellen bei 9L-Zellen (nicht gezeigt).

24 h
5-FC

unbeh.

48 h
5-FC

72 h
5-FC

PI-positive (= tote)
Zellen

AnnexinV-positive
Bystander-Zellen
(=apoptotisch)

Abb. 49: PS-Exposition bei 9L-„By-
stander“-Zellen. Nicht transduzierte
9L- und transduzierte 9L-cd-Zellen
wurden während der Inkubation mit
100 µg/ml 5-FC durch Einsätze
voneinander getrennt (vgl. Abb 39).
Für die durchflußzytometrische Analy-
se der PS-Exposition wurden die trans-
duzierten Zellen mit den Einsätzen ent-
fernt und nur die verbliebenen 9L-By-
stander-Zellen mit Annexin V-FITC/PI
gefärbt und analysiert. Ein Teil der 9L-
Bystander-Zellen ist deutlich Anne-
xinV-positiv, d.h. hat Phosphatidylse-
rin (PS) auf der Zelloberfläche expo-
niert (= apoptotisch, s.a. Pfeil). Ein
Unterschied im Ausmaß der PS-Expo-
sition bei Inkubation von 9L-Zellen
mit 9L-cd-Zellen in den verschiedenen
Mengenverhältnissen (4:1, 1:1) zeigt
sich hier jedoch erst spät (72 h 5-FC).
Ein höherer Anteil transduzierter
Zellen scheint dann eine effektivere
Apoptoseinduktion zu bewirken als ein
geringerer.

9L-Zellen

(Einsatz mit 20% 9L-cd) (Einsatz mit 50% 9L-cd)
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Abb. 50: PS-Exposition bei U87- bzw 9L-Bystander-Zellen. Bystander- und transduzierte Zellen (U87-cd, 9L-
cd) wurden während der Inkubation mit 100 µg/ml 5-FC durch Einsätze („Inlays“ mit 0,4 µm Porengröße)
räumlich voneinander getrennt. Nach Entfernung der transduzierten Zellen wurden die reinen Bystander-Zellen
durchflußzytometrisch auf PS-Exposition untersucht. Zum Vergleich wurden auch die reinen nicht trans-
duzierten U87-Zellen, die transduzierten U87-cd-Zellen sowie räumlich nicht voneinander getrennte Kokulturen
(Mischungen 1:1 und 4:1) untersucht. Die Prozentzahlen beziehen sich jeweils auf den Anteil PS-positiver
Zellen an der vitalen Gesamtpopulation. Apoptotische Zellen sind bei unbehandelten oder bei nicht trans-
duzierten Zellen nach 5-FC-Behandlung kaum zu detektieren (4-8%). Reine transduzierte Zellen sowie alle Ko-
kulturen (sowohl räumlich getrennte als auch gemischte Kulturen) zeigen nach 5-FC-Behandlung eine signi-
fikante Steigerung des Anteils apoptotischer Zellen, beginnend nach 24 h und weiter steigend nach 48 h. Nach
72 h ist z.T eine weitere Steigerung (bei U87-cd und den räumlich getrennten 9L/9L-cd-Kulturen), in der Mehr-
heit jedoch ein leichter Rückgang zu verzeichnen. Die Inlay-Kulturen, die nach der Abtrennung der transdu-
zierten Zellen nur noch aus Bystander-Zellen bestehen, zeigen eine deutliche PS-Exposition und damit den apop-
totischen Zelltod bei Bystander-Zellen. Dieser fällt hier z.T. etwas deutlicher aus als in den übrigen Kulturen.

Eine Reduktion des Mitochondrientransmembranpotentials (MTP) war im U87-Zellmodell wie bei den
U87-cd-Reinkulturen auch bei Bystander-Zellen nach Behandlung mit 5-FC festzustellen. Dies war
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ebenfalls unabhängig von zellulären Kontakten zu beobachten. Die folgende Abb. 51 faßt die Ergebnisse
im U87-Modell zusammen:

Abb. 51: Eine Reduktion des mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP) fand im U87-Modell in reinen
transduzierten U87-cd-Zellen sowie in Bystander-Zellmischungen mit und ohne Zellkontakt nach Behandlung
mit 5-FC statt.
U87-Bystander- und transduzierte U87-cd-Zellen wurden während der Inkubation mit 100 µg/ml 5-FC durch
Einsätze („mit Inlay“) mit 0,4 µm Porengröße räumlich voneinander getrennt. Hierbei wurden die Verhältnisse
1:1 und 4:1 (nicht transduzierte zu transduzierte Zellen) gewählt. Nach Entfernung der transduzierten Zellen
wurden die verbliebenen reinen U87-Bystander-Zellen durchflußzytometrisch auf MTP-Reduktion untersucht.
Zum Vergleich wurden auch die reinen nicht transduzierten U87-Zellen, die transduzierten U87-cd-Zellen sowie
räumlich nicht voneinander getrennte Kokulturen („ohne“, Mischungen 1:1 und 4:1) untersucht. Die Prozent-
zahlen beziehen sich jeweils auf den Anteil von Zellen mit reduziertem MTP an der vitalen Gesamtpopulation
(„= 100%“). Zellen mit depolarisierten Mitochondrien sind bei unbehandelten oder bei nicht transduzierten
Zellen nach 5-FC-Behandlung kaum zu detektieren (4-7%). Reine transduzierte Zellen sowie alle Kokulturen
(sowohl räumlich getrennte als auch gemischte Kulturen) zeigen nach 5-FC-Behandlung eine signifikante
Steigerung des Anteils von Zellen mit verringertem MTP, beginnend nach 24 h und weiter steigend nach 48 h.
Nach 72 h ist z.T. eine weitere Steigerung (bei U87-cd- und der räumlich getrennten 4:1-U87/U87-cd-Kultur)
z.T. ein leichter Rückgang zu verzeichnen (restliche Kokulturen). Die Inlay-Kulturen, die nur aus Bystander-
Zellen bestehen, zeigen eine deutliche Reduktion des MTPs. Auch hier fällt wie bei der PS-Exposition dieser
Parameter z.T. etwas deutlicher aus als in den übrigen Kulturen (5-10% mehr Zellen mit depolarisierten
Mitochondrien verglichen mit den entsprechenden Werten in den analysierten gemischten Kulturen).

Anders als im HSV-tk/GCV-System ist im E.coli-cd/System auch bei 9L-Zellen an Tag 1 bei einem Teil
der Zellen ein MTP-Rückgang zu verzeichnen. Dieser ist nicht nur nach Behandlung von reinen 9L-cd-
Zellen, sondern auch in kokultivierten Bystander-Mischungen sowie in isolierten 9L-Bystander-Zellen
nachzuweisen. Allerdings scheint dies erst kurz vor dem Verlust der Vitalität aufzutreten, also ein relativ
spätes Ereignis darzustellen. In der folgenden Abbildung sind exemplarische Messungen dargestellt. Die
Ergebnisse der Untersuchungen des MTPs, der PS-Exposition und der Identifizierung apoptotischer Zellen
anhand ihres verringerten DNA-Gehalts (sub-G1-DNA-Gehalt) sind in der folgenden Tab. 21 zusammen-
gefaßt.
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Abb. 52: Darstellung einer durchflußzytometrischen Messung des MTPs bei 9L-Zellen und Bystander-9L-
Zellen, d.h. 9L-Zellen, die mit 9Lcd-Zellen in herausnehmbaren Einsätzen kokultiviert wurden. Die Fluoreszenz
des MTP-Farbstoffes DiOC6(3) nimmt nur bei Bystander-9L-Zellen nach 5-FC-Behandlung ab, nicht bei
unbehandelten oder allein kultivierten 9L-Zellen. Die depolarisierten 9L-Zellen haben eine ebenso niedrige
Fluoreszenz wie Proben, die zuvor mit einem MTP-Entkoppler (mClCCP) behandelt wurden (nicht gezeigt).
Eine Kontrolle der Größe dieser Zellen mittels FSC/SSC zeigte, daß es sich hier um durchschnittlich große und
nicht einfach nur verkleinerte Zellen handelte. Der Verlust des MTPs scheint jedoch erst kurz vor bzw.
gleichzeitig mit der Aufnahme von PI aufzutreten, d.h. die Zellen sind kaum noch als vital zu bezeichnen, der
MTP-Verlust ein spätes Ereignis.

9L-Zellen

24 h
5-FC

unbeh.

PI-positive (= tote)
Zellen

Bystander-Zellen
mit verringertem
MTP

(Einsatz mit 50% 9L-cd)(ohne Einsatz ) (Einsatz mit 20% 9L-cd)

Bystander-Zellen mit
normalem MTP
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Zellen
(Mischungs-
verhältnisse)

Behandlung
Dauer
[Tage] vital [%] PS-pos. [%] MTPred. [%] sub G1 [%]

unbehandelt 3 93 5 4 3
1 93 8 3 3
2 94 6 3 2

9L
5-FC

3 95 6 4 3
unbehandelt 3 96 5 7 3

1 86 16 16 18
2 74 29 10 25

9L-cd
5-FC

3 61 22 8 29
unbehandelt 3 95 5 4 4

1 81 17 14 14
2 71 25 11 18

9L/9L-cd
(4:1) 5-FC

3 56 24 11 29
unbehandelt 3 95 4 5 6

1 82 17 14 15
2 79 27 10 19

9L/9L-cd
(1:1) 5-FC

3 59 24 9 30
unbehandelt 3 93 5 4 3

1 71 27 15 13
2 48 39 18 18

9L
(Eins. 20% 9L-cd) 5-FC

3 46 34 15 23
unbehandelt 3 93 5 4 3

1 73 26 16 14
2 43 36 15 22

9L
(Eins. 50% 9L-cd) 5-FC

3 49 45 18 30
Tab. 21: Vitalität, PS-Exposition („PS-pos.“), Depolarisation der Mitochondrienmembran („MTPred.“) und
Verringerung des DNA-Gehalts („sub G1“) von Rein- und Kokulturen nach Behandlung mit 5-FC. Für die
Untersuchungen wurden die gleichen Bedingungen gewählt, wie für die Reinkultur beschrieben (Kap. II. B 2.2).
Neben den Reinkulturen wurden jeweils Zellmischungen von transduzierten und nicht transduzierten Zellen in
den Verhältnissen 1:1 und 4:1 analysiert. Zusätzlich wurden Kulturen untersucht, bei denen transduzierte und
nicht transduzierte Zellen durch Einsätze („Eins.“) räumlich voneinander getrennt wurden (Abb. 39). Nach
Entfernung der Einsätze mit den transduzierten Zellen konnten die verbliebenen Bystander-Zellen getrennt
analysiert werden. Ansätze von je 4⋅105 Zellen wurden als Duplikate angefertigt und bis zu 3 Tagen mit 5-FC
(100 µg/ml) behandelt bzw. als Kontrolle unbehandelt gelassen. (Weitere Erläuterungen zur Tabelle und den
gemessenen Parametern können der Tab. 7 entnommen werden.)



III. Ergebnisse

-112-

Zellen
(Mischungs-
verhältnisse)

Behandlung
Dauer
[Tage] vital [%] PS-pos. [%] MTPred. [%] sub G1 [%]

unbehandelt 3 96 6 5 3
1 97 5 5 4
2 95 6 4 7

U87
5-FC

3 94 6 5 8
unbehandelt 3 95 7 5 6

1 86 18 10 20
2 85 22 13 23

U87-cd
5-FC

3 80 29 20 38
unbehandelt 3 94 7 7 7

1 89 9 11 15
2 89 15 13 21

U87/U87-cd
(4:1) 5-FC

3 90 13 16 15
unbehandelt 3 95 6 4 6

1 89 16 13 18
2 88 20 16 29

U87/U87-cd
(1:1) 5-FC

3 80 20 13 19
unbehandelt 3 96 7 5 3

1 85 17 18 21
2 83 19 22 45

U87
(Eins. 20%

U87-cd)
5-FC

3 84 17 16 33
unbehandelt 3 96 7 5 3

1 86 18 18 33
2 81 25 23 52

U87
(Eins. 50%

U87-cd)
5-FC

3 80 23 18 33
Tab. 22: Vitalität, PS-Exposition („PS-pos.“), Depolarisation der Mitochondrienmembran  („MTPred.“) und
Verringerung des DNA-Gehalts („sub G1“) von U87 und U87-cd in Rein- und Kokulturen nach Behandlung mit
5-FC. Für die durchflußzytometrischen Untersuchungen wurden die gleichen Bedingungen gewählt, wie für die
Reinkultur beschrieben (Kap. II. B 2.2). Neben den Reinkulturen wurden jeweils Zellmischungen von transdu-
zierten und nicht transduzierten Zellen in den Verhältnissen 1:1 und 4:1 analysiert. Zusätzlich wurden Kulturen
untersucht, bei denen transduzierte und nicht transduzierte Zellen räumlich durch Einsätze („Eins.“) voneinander
getrennt waren (Abb. 39). Ansätze von je 4⋅105 Zellen wurden als Duplikate angefertigt und bis zu 3 Tagen mit
5-FC (100 µg/ml) behandelt bzw. unbehandelt belassen. Im E.coli-cd/5-FC-System zeigten sich signifikante
Apoptosemerkmale nicht nur in U87-cd-Reinkulturen nach 5-FC-Behandlungen sondern auch bei allen
Kokulturen. Diese traten in einem Ausmaß auf, das darauf hin deutet, daß auch U87-Bystander-Zellen
apoptotisch sterben. (Weitere Erläuterungen zur Tabelle und den gemessenen Parametern können der Tab. 7
entnommen werden.)
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Zellzyklusuntersuchungen konnten im E.coli-cd/5-FC-System mit Hilfe der räumlichen Trennung von
transduzierten und nicht transduzierten Zellen direkt an isolierten Bystander-Zellen durchgeführt werden.
Dazu  wurden (wie bei der Analyse der PS-Exposition oder der MTP-Untersuchung) die transduzierten
Zellen in Einsätzen ausgesät, die ohne Zellkontakt den Substanzaustausch über das Medium mit den nicht
transduzierten Zellen ermöglichen. Die transduzierten Zellen sind im Anschluß an die Inkubationszeit
leicht und vollständig entnehmbar (Abb. 4). Die verbliebenen Bystander-Zellen wurden dann fixiert und
nach RNase-Verdau mit Propidiumiodid gefärbt und einer durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse
unterzogen. Alle Proben wurden als Doppelwerte angesetzt und analysiert. Außerdem wurden jeweils auch
die reinen Kulturen sowie gemischte Kokulturen transduzierter bzw. nicht transduzierter Zellen untersucht.
Es wurden jeweils unbehandelte sowie über einen Zeitraum von 3 Tagen mit 5-FC-behandelte Proben
verglichen.
In der Tab. 23 ist eine typische Meßreihe im U87-Zellmodell zusammengefaßt. Die Abb. 53 zeigt daraus
die Zyklusanalyse der isolierten Bystanderzellen. Während die nicht transduzierten U87-Zellen keine
Änderung des Zellzyklus nach 5-FC-Behandlung zeigten, war bei den reinen transduzierten Zellen ein
deutlicher S-Phasearrest bereits nach 24h 5-FC-Behandlung festzustellen. Der fast immer detektierbare
leichte G0/G1-Arrest (5-10% der Zellen) war hier nicht zu detektieren. Bei allen Kokulturen zeigte sich
jedoch ein deutlicher Arrest in der G0/G1-Phase. Nach 24h Behandlung waren ca. 12-20% mehr Zellen in
dieser Phase zu detektieren als bei unbehandelten Proben. Dieser Arrest hielt über den gesamten
Behandlungszeitraum an bzw. stieg noch geringfügig weiter an. Die Ergebnisse für die isolierten U87-
Bystanderzellen sowie die U87/U87-cd-Mischkulturen unterschieden sich nicht signifikant. Apoptotische,
subdiploide Zellen nahmen im Verlauf der Behandlung bei transduzierten sowie bei allen Kokulturen, nicht
jedoch bei reinen nicht transduzierten Zellen zu.
Ähnliche Ergebnisse erhielt man im 9L-Modell (Tab. 24, Abb. 54). Der Zellzyklus der reinen nicht
transduzierten Zellen wurde von der 5-FC-Behandlung nicht beeinflußt. Die reinen transduzierten Zellen
reagierten auf eine solche Behandlung nach 24 h mit einem leichten G0/G1-Phasenarrest (10% mehr Zellen
in dieser Phase als bei der unbehandelten Kontrolle). Im weiteren Verlauf dieser Behandlung war dieser
nicht mehr festzustellen, dagegen verdoppelt sich nahezu der Anteil an Zellen in der S-Phase. Wie im U87-
Modell zeigten auch hier alle Kokulturen nach 24 h einen G0/G1-Phasenarrest in etwa gleicher Stärke (ca.
10-19% mehr Zellen in dieser Phase als bei den unbehandelten Vergleichsproben). Dieser Arrest ließ
jedoch an den Folgetagen der Behandlung nach. Bei den gemischten Kokulturen wurde ein S-Phasenarrest
deutlich, dessen Ausprägung in der Mischung mit einem größeren Anteil von 9L-cd-Zellen (1:1) etwas
größer war als bei der mit einem geringeren Anteil (4:1). Dieser S-Phasearrest war in den isolierten 9L-
Bystanderzellen nicht festzustellen, und der Rückgang des G0/G1-Phasenarrests war weniger stark (ca. 9%
weniger Zellen nach 72 h) verglichen mit den gemischten Kulturen (ca. 30% weniger Zellen nach 72 h).
Die entscheidende Zyklusbeeinflussung bei Bystander-Zellen im E.coli-cd/5-FC-System scheint also ein
G0/G1-Phasenarrest zu sein. Auch hier nahmen apoptotische subdiploide Zellen im Verlauf der Behandlung
bei transduzierten sowie bei allen Kokulturen zu. Bei reinen nicht transduzierten 9L-Zellen blieb dieser
Effekt aus.
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Zellen
(Mischungsverhältnis)

Zyklusphase unbeh. 24 h 5-FC 48 h 5-FC 72 h 5-FC

G0/G1 60,7 % 60,7 % 61,3 % 62,3 %
S 26,5 % 23,8 % 25,6 % 23,3 %U87

G2/M 12,9 % 15,5 % 13,1 % 14,4 %

G0/G1 64,5 % 37,4 % 34,0 % 39,7 %
S 24,0 % 48,8 % 48,5 % 28,9 %U87-cd

G2/M 11,5 % 13,8 % 17,5 % 31,4 %

G0/G1 63,7 % 81,5 % 84,4 % 79,5 %
S 23,3 % 12,2 % 11,7 % 14,6 %

U87/U87-cd
(4:1)

G2/M 13,0 % 6,3 % 3,9 % 5,9 %

G0/G1 63,1 % 75,2 % 74,7 % 72,8 %
S 26,5 % 17,1 % 21,2 % 20,2 %

U87/U87-cd
(1:1)

G2/M 10,4 % 7,7 % 4,1 % 6,9 %

G0/G1 60,7 % 75,3 % 87,3 % 85,4 %
S 26,9 % 14,6 % 10,2 % 11,3 %

U87
(Eins. U87-cd 4:1)

G2/M 12,4 % 10,1 % 2,5 % 3,3 %

G0/G1 61,2 % 82,0% 88,9 % 87,6 %
S 27,2 % 11,4 % 8,1 % 8,4 %

U87
(Eins. U87-cd 1:1)

G2/M 11,6 % 6,6 % 3,0 % 4,0 %

G1/G0 61,5 % 75,2 % 86,0 % 82,4 %
S 25,4 % 14,2 % 10,3 % 11,7 %

U87
(Eins. 9L-cd 4:1)

G2/M 12,1 % 10,6 % 3,7 % 5,9 %

G1/G0 61,8 % 81,4 % 92,3 % 85,8 %
S 26,6 % 11,0 % 5,6 % 9,2 %

U87
(Eins. 9L-cd 1:1)

G2/M 11,6 % 7,6 % 2,1 % 5 %
Tab. 23: Dargestellt sind die Ergebnisse einer durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse im U87-Modell. Die
Zellen (jeweils 4⋅105) wurden in Reinkultur bzw. in den entsprechenden Mischungsverhältnissen von transdu-
zierten und nicht transduzierten Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3 Tagen mit 5-FC (100 µg/ml) behan-
delt bzw. unbehandelt belassen. Bei den Kokulturen wurden sowohl räumlich voneinander getrennte als auch
miteinander vermischte transduzierte und nicht transduzierte Zellen ausgesät. Die räumliche Trennung von U87
und den transduzierten U87-cd bzw. 9L-cd-Zellen ermöglichte die Analyse isolierter U87-Bystander-Zellen:
U87-cd- und 9L-cd-Zellen wurden mitsamt den Einsätzen („Eins.“) nach der Inkubationsphase entnommen, die
U87-Bystander-Zellen dann isoliert analysiert (Abb. 4). Nach Ethanol-Fixierung, RNase-Verdau und Färbung
mit Propidiumiodid wurden die Proben durchflußzytometrisch mit Hilfe von ModFit-Software (Vers. 2.0) analy-
siert. Die Werte stellen Mittelwerte von Doppelproben dar. Die Prozentanteile der Zyklusphasen G0/G1, S und
G2/M, die anhand ihres unterschiedlichen DNA-Gehalts identifiziert wurden, ergänzen sich jeweils zu 100%.
Der Versuch wurde mit ähnlichem Ergebnis wiederholt. Bei reinen nicht transduzierten Zellen hat eine 5-FC-
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Behandlung keinen Einfluß auf den Zellzyklus. Bei reinen transduzierten Zellen akkumulieren diese nach 5-FC-
Behandlung in der S-Phase. Alle Kokulturen zeigen nach Behandlung mit 5-FC einen G0/G1-Arrest.

Abb. 53: Dargestellt ist ein Teil der Ergebnisse einer durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse im U87/U87-
cd-Bystander-Modell, die in der Tab. 23 zusammengefaßt sind. Abgebildet sind hier die Zellzyklusanalysen der
isolierten U87-Bystander-Zellen. Die Zellen (jeweils 4⋅105) wurden in den entsprechenden Mischungsverhält-
nissen von transduzierten und nicht transduzierten Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3 Tagen mit 5-FC
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(100 µg/ml) behandelt bzw. unbehandelt belassen. Transduzierte und nicht transduzierte Zellen waren während
der Kultur durch Einsätze („Eins.“) räumlich voneinander getrennt (Abb. 39). Vor der Probenaufbereitung für
die Zyklusanalyse wurden die transduzierten U87cd-Zellen vollständig entfernt, die verbliebenen reinen U87-
Bystander-Zellen getrennt analysiert. Nach Ethanol-Fixierung, RNase-Verdau und Färbung mit Propidiumiodid
wurden die Proben durchflußzytometrisch mit Hilfe von ModFit-Software (Vers. 2.0) analysiert. Die Werte
stellen Mittelwerte von Doppelproben dar. Die Prozentanteile der Zyklusphasen G0/G1, S und G2/M, die anhand
ihres unterschiedlichen DNA-Gehalts identifiziert wurden, ergänzen sich jeweils zu 100%. Der Versuch wurde
mit ähnlichem Ergebnis wiederholt. Die U87-Bystander-Zellen zeigen einen ausgeprägten G0/G1-Phasen-Arrest
nach 5-FC-Behandlung, der in U87-Reinkulturen nicht nachweisbar ist (Tab. 23, Abb. 25).

Zellen Zyklusphase unbeh. 24 h 5-FC 48 h 5-FC 72 h 5-FC

G0/G1 54,8 % 54,1 % 53,8 % 54,6 %
S 35,6 % 29,4 % 33,4 % 30,1 %9L

G2/M 9,35 % 16,5 % 12,9 % 15,4 %

G0/G1 66,4 % 75 % 54,3 % 38,6 %
S 28,3 % 29,1 % 42,2 % 58,3 %9L-cd

G2/M 5,3 % 0 % 3,5 % 3 %

G0/G1 62,7 % 72,4 % 61,8 % 40,1 %
S 25,2 % 25,6 % 37,8 % 45,2 %

9L/9L-cd
(4:1)

G2/M 12,1 % 2,1 % 0,4 % 14,7 %

G0/G1 65,5 % 74,2 % 69,6 % 43,1 %
S 20,3 % 25,7 % 30,4 % 50,6 %

9L/9L-cd
(1:1)

G2/M 14,1 % 0 % 0 % 6,3 %

G0/G1 54,8 % 69,4 % 62,3 % 60,1 %
S 35,6 % 30,6 % 37,7 % 40 %

9L
(Eins. 9L-cd 4:1)

G2/M 9,35 % 0 % 0 % 0 %

G0/G1 54,8% 74 % 67, 8 % 65, 3 %
S 35,6% 26 % 32,2 % 32,8 %

9L
(Eins. 9L-cd 1:1)

G2/M 9,35 % 0 % 0 % 1,8 %
Tab. 24: Dargestellt sind die Ergebnisse einer durchflußzytometrischen Zellzyklusanalyse im 9L/9L-cd-
Bystander-Modell. Die Zellen (jeweils 4⋅105) wurden in Reinkultur bzw. in den entsprechenden Mischungs-
verhältnissen von transduzierten und nicht transduzierten Zellen (1:4 und 1:1) ausgesät und bis zu 3 Tagen mit 5-
FC (100 µg/ml) behandelt bzw. unbehandelt belassen. Bei den Kokulturen wurden sowohl räumlich voneinander
getrennte als auch miteinander vermischte transduzierte und nicht transduzierte Zellen ausgesät. Die räumliche
Trennung von 9L und den transduzierten 9L-cd-Zellen ermöglichte die Analyse isolierter 9L-Bystander-Zellen:
9L-cd-Zellen wurden mitsamt den Einsätzen („Eins.“) nach der Inkubationsphase entnommen, die 9L-Bystander-
Zellen dann isoliert analysiert. Nach Ethanol-Fixierung, RNase-Verdau und Färbung mit Propidiumiodid wurden
die Proben durchflußzytometrisch mit Hilfe von ModFit-Software (Vers. 2.0) analysiert. Die Werte stellen
Mittelwerte von Doppelproben dar. Die Prozentanteile der Zyklusphasen G0/G1, S und G2/M, die anhand ihres
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unterschiedlichen DNA-Gehalts identifiziert wurden, ergänzen sich jeweils zu 100%. Der Versuch wurde mit
ähnlichem Ergebnis wiederholt.
Bei reinen, nicht transduzierten Zellen hat eine 5-FC-Behandlung keinen Einfluß auf den Zellzyklus. 24 h nach
5-FC-Behandlung zeigen cd-transduzierte und 9L-Bystander-Zellen in der Zellzyklusanalyse einen deutlichen
Arrest in der G0/G1-Phase des Zellzyklus. Dieser ist bei Bystanderzellen, die räumlich von den transduzierten
Zellen getrennt wurden, nicht geringer ausgeprägt als bei Bystanderzellen aus der Kokultur. An Tag 3 der
Behandlung ist dieser bei den isolierten Bystander-Zellen deutlicher ausgeprägt als bei den Mischkulturen.

Abb. 54: Darstellung eines Teils der Ergebnisse der vorherigen Tabelle (Tab. 24). 9L/9L-cd-Kokulturen und
reine 9L-Bystander-Zellen (mit einem Einsatz von 20 bzw. 50% 9Lcd-Zellen kultiviert) wurden einer durchfluß-
zytometrischen Zellzyklusanalyse unterzogen. Nähere Angaben zur Probenpräparation können der Tab. 24 ent-
nommen werden.
Die Histogrammgruppen fassen jeweils eine unbehandelte sowie drei unterschiedlich lange (24-72 h) mit 5-FC
behandelte Zellproben zusammen. Diese Gruppen sind zum einen die Kokulturen von 9L und 9L-cd in den
Mischungsverhältnissen 4:1 (oben links) und 1:1 (oben rechts) sowie die isolierten 9L-Bystander-Zellen mit
einem unterschiedlichem Anteil in getrennten Einsätzen mitkultivierter 9L-cd-Zellen (20%, unten links, bzw.
50%, unten rechts). Das Histogramm zeigt jeweils die PI-Fluoreszenz (x-Achse) in Relation zur Zellzahl (y-
Achse). Die Lage der einzelnen Zellzyklusphasen (G0/G1, S, G2/M) entlang der x-Achse ist gekennzeichnet. Die
Akkumulation der Zellproben in der späten G0/G1-Phase des Zellzyklus wird bereits nach 24 h 5-FC-Behandlung
deutlich. Die Histogrammdarstellung veranschaulicht, daß es kaum Unterschiede zwischen den isolierten 9L-
Bystander-Zellen und den kokultivierten 9L/9L-cd-Zellmischungen gibt und daß auch das Mischungsverhältnis
eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
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9.3 Colorimetrische Detektion der Caspase 3-Aktivität
Caspase 3-Aktivität wurde in Bystander-Zellmischungen an den Tagen 2-4 der Gentherapien im Modell der
9L-Zellen untersucht (Abb. 55). Bei HSV-tk/GCV zeigte sich eine zeitliche Verzögerung des Einsetzens
meßbarer Aktivität bei Bystanderzellen im Vergleich zu reinen transduzierten 9L-tk-Zellen. Während 9L-
tk-Zellen bereits an Tag 2 die maximale Aktivität  (0,2) erreichten, die in diesen Versuchsreihen an Tag 3
wieder auf 0,15 absank, zeigten die Kokultur-Ansätze mit einem überwiegenden Anteil 9L-Zellen einen
Anstieg der Caspase 3 Aktivität auf maximale Werte erst an Tag 3. In Mischungsverhältnissen ab 50% 9L-
tk-Zellen glich sich der Wert zusehends dem für die reinen 9L-tk-Zellen an. Diese Caspase 3-Aktivität
konnte bei nachträglich gemischten Zellpopulationen nicht detektiert werden, hier entsprach das Ausmaß
der gemessenen Enzymaktivität jeweils dem Anteil beigefügter transduzierter Zellen.
Im E.coli-cd/5-FC-System war eine solche zeitliche Verzögerung nicht festzustellen. Es zeigte sich an Tag
3 eine relativ gleichmäßige Caspase 3-Aktivität in kokultivierten Zellmischungen, die der erzielten maxi-
malen Enzymaktivität der 9L-cd-Zellen gleichkam, unabhängig vom Prozentanteil zugesetzter trans-
duzierter Zellen. In den nachträglich gemischten Zellpopulationen entsprach das Ausmaß gemessener
Enzymaktivität wiederum nur dem Prozentsatz zugesetzter transduzierter Zellen.
In allen Tests zeigten unbehandelte oder vor Substratzusatz mit Caspase 3-Inhibitor behandelte Proben
keine signifikante Caspase 3-Enzymaktivität.
Caspase 3 scheint demnach an der Effektor-Phase des Bystander-Zelltodes, ausgelöst durch HSV-tk/GCV
oder E.coli-cd/5-FC beteiligt zu sein. Die Kinetik wies im HSV-tk/GCV-System eine zeitliche Verzögerung
gegenüber den transduzierten Zellen auf, welche im E.coli-cd/5-FC-System nicht festzustellen war.
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Abb. 55: Caspase 3-Aktivität in Zellysaten von kokultivierten (A) bzw. nachträglich gemischten (B) 9L- und
9L-tk-Zellen sowie 9L- und 9L-cd-Zellen (C und D). Die Mischungsverhältnisse (in %) sind auf der Ordinate
bezogen auf den Anteil transduzierter Zellen eingetragen und ergänzen sich mit nicht transduzierten Zellen zu
jeweils 100% („80%“ entspricht 80% transduzierter Zellen, z.B. 9L-tk, gemischt oder kokultiviert mit 20% 9L-
Zellen). „Kokultivierte Proben“ wurden an Tag 0 in den entsprechenden Mischungsverhältnissen ausgesät und
zusammen über den Zeitraum von drei Tagen kultiviert, wohingegen „gemischte Proben“ als reine
Zellpopulationen drei Tage lang inkubiert wurden und erst am Tag der Herstellung der Zellysate in den
entsprechenden Verhältnissen gemischt wurden. Durchgezogene Linien bezeichnen die Messungen in
Anwesenheit der Prodrugs GCV (10 µg/ml) bzw. 5-FC (100 µg/ml), gestrichelte Linien entsprechende
Parallelmessungen von unbehandelten Zellen. Alle Zellysate wurden nach 3 Tagen Inkubation hergestellt und
gemessen. Die Abszisse zeigt die Caspase 3-Aktivität als Zunahme der Absorption bei 405 nm infolge der
Bildung des Produktes pNA aus dem Substrat DEVD-pNA in relativen Einheiten. Absorptionsmessungen von
Proben zusammengehörender Versuchsreihen wurden stets gleichzeitig in einer 96-Well-Platte untersucht.
Bei beiden Gentherapie-Systemen zeigt sich in den kokultivierten Proben eine signifikant höhere Caspase 3-
Aktivität als bei den entsprechenden nachträglich gemischten Kulturen. Die zusätzliche Caspase 3-Aktivität
müßte daher zumindest z.T. aus den kokultivierten Bystander-9L-Zellen stammen.
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IV. Diskussion

1. Zelltodinduktion nach Suizidgentherapie: Apoptose oder Nekrose?
Die vorliegende Arbeit hat sich zum Ziel gesetzt, die Mechanismen und Signaltransduktionswege des
Zelltodes unter Suizidgentherapie mit den etablierten HSV-tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-Systemen näher zu
untersuchen. Hierzu muß jedoch zunächst die Art des Zelltodes unter Suizidgentherapie identifiziert
werden. Für HSV-tk/GCV gibt es hierzu schon eine Reihe, z.T. allerdings widersprüchlicher Unter-
suchungsergebnisse. In Bezug auf das E.coli-cd/5-FC-System gab es bisher nur wenige Einzelberichte, die
jeweils nur kleine Teilaspekte der durch dieses Suizidgensystem induzierten Zelltodmechanismen näher be-
leuchteten.
In Bezug auf die HSV-tk/GCV-Gentherapie zeigte die Mehrheit der bisher durchgeführten Studien einen
apoptotischen Zelltod der tk-transduzierten, mit GCV behandelten Zellen (Freeman et al. 1993, Kato et al.
1994, Colombo et al. 1995, Samejima und Meruelo 1995, Hamel et al. 1996, Wei et al. 1998). Daneben
gibt es jedoch auch Untersuchungen, die von nekrotischem Zelltod (Kaneko und Tsukamoto 1995, Vile et
al. 1997) bzw. von einem parallelem Auftreten von Apoptose und Nekrose (Craperi et al. 1999) bei dem
durch HSV-tk/GCV induzierten Zelltod berichten. Insbesondere in vivo sind nekrotische Areale im behan-
delten Gewebe beobachtet worden (Vile et al. 1997).
Für das E.coli-cd/5-FC-System existieren deutlich weniger Studien, die sich mit der Art des induzierten
Zelltodes auseinandersetzen. Auch hier wird ein apoptotischer Zelltodmechanismus beschrieben: Wang et
al. (1998) untersuchten das E.coli-cd/5-FC-System in Gliomzellinien, verwendeten dabei als Apoptose-
marker allerdings ausschließlich den TUNEL-Assay. Ebenso wie Bentires-Alj et al. (2000), die das E.coli-
cd/5-FC-System in colorectalen Karzinomzellinien analysierten. Diese positiven TUNEL-Tests weisen je-
doch lediglich DNA-Fragmentierung nach und sind daher, insbesondere als alleiniger Apoptose-Nachweis,
nur bedingt zuverlässig (Bryson et al. 1994). Zhang et al. (2000) dagegen untersuchten den durch E.coli-
cd/5-FC ausgelösten Zelltod elektronenmikroskopisch (Zellmorphologie), durchflußzytometrisch (DNA-
Gehalt) sowie mittels Gelelektrophorese (DNA-Laddering) in Tumorzellen des Pankreas und wiesen in
diesem Modell einen apoptotischen Zelltod nach. Ichikawa et al. (2000) zeigten jedoch in vivo nach E.coli-
cd/5-FC-Suizidgentherapie in 9L-Rattenhirntumoren sowohl nekrotische als auch apoptotische Areale.
Da der cytotoxische Effekt dieses Systems wahrscheinlich hauptsächlich auf der Wirkung des neugebilde-
ten 5-Fluorouracil (5-FU) beruht, können auch Untersuchungen zur Art des durch 5-FU-Behandlung indu-
zierten Zelltodes zum Vergleich herangezogen werden: Hier ist gezeigt worden, daß 5-FU in Abhängigkeit
von der eingesetzten Konzentration Apoptose auslösen kann (Oka et al. 1997, Guchelaar et al. 1998, Nita et
al. 1998, Ikebukuro 2000, Melen-Mucha 2001). Es wurde aber auch nekrotischer Zelltod beobachtet
(Yoshikawa et al. 2001). Also auch für das E.coli-cd/5-FC-System erscheinen die bisher gewonnenen
Informationen widersprüchlich.
In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Art des jeweilig ausgelösten Zelltodes nach Suizidgentherapie
bzw. Behandlung mit dem Chemotherapeutikum Actinomycin D (ActoD) in Gliomzellinien mittels ver-
schiedener, einander ergänzender und überprüfender Nachweismethoden analysiert. Diese Methoden er-
fassen spezifisch Apoptose-typische Merkmale, die sich in verschiedenen zellulären Organellen bzw. Kom-
partimenten (Plasmamembran, Nukleus, Mitochondrien, Cytoplasma) manifestieren und somit auch  einen
Überblick über die möglicherweise beteiligten zellulären Vorgänge gewähren. Die Identifizierung nekro-
tischer Zellen kann aufgrund morphologischer Merkmale, veränderter Lichtstsreuungseffekte sowie der un-
spezifischen DNA-Fragmentierung vorgenommen werden. Zur Zeit stehen leider noch keine spezifischeren
Untersuchungsmarker für den Nachweis und die Charakterisierung des nekrotischen Zelltodes zur Ver-
fügung (Übersicht: Darzynkiewicz 1997).
Apoptose definiert zunächst eine initial nach rein morphologischen Kriterien beschriebene Art des Zell-
todes (Kerr et al. 1972). Die typischen morphologischen Veränderungen sind ausführlich charakterisiert
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und gelten als eines der zuverlässigsten Merkmale zur Identifizierung apoptotischer Zellen (Übersicht:
Wylie et al. 1980, Walker et al. 1988, Arends und Wyllie 1991, Kerr et al. 1994). Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit zunächst die Zellmorphologie untersucht. Hier konnte festgestellt werden, daß die
Suizidgentherapiesysteme HSV-tk/GCV und E.coli-cd/5-FC ebenso wie die Behandlung mit ActoD in den
jeweiligen Zielzellen eine Apoptose-typische Morphologie induzierten. Diese morphologischen Merkmale
waren Membran-„Blebbing“, Abschnürung von z.T. DNA-haltigen Vesikeln, Kondensation des Cytoplas-
mas, Kondensation und Fragmentierung des Nucleus, sowie insgesamt eine Abrundung der Zellen einher-
gehend mit dem Verlust der Anheftung an das Substrat. Diese Morphologie wurde bei transduzierten, mit
der falschen Prodrug behandelten Zellen nicht beobachtet. Nicht transduzierte Zellen zeigten diese apop-
totischen Merkmale ebenfalls nicht in signifikantem Ausmaß, und zwar unabhängig davon, ob sie mit
Prodrugs behandelt oder nicht behandelt wurden. Die Chemotherapeutika Doxorubicin, Vincristin und Eto-
posid induzierten sowohl in 9L- als auch in U87-Zellen Apoptose-typische morphologische Verände-
rungen. Nach Behandlung mit Nekrose-induzierenden Ethanol-Konzentrationen blieben solche Verän-
derungen aus, dagegen zeigten die Zellen dann Nekrose-typische Merkmale wie Zellschwellung und
Berstung.
Mittels durchflußzytometrischer Analyse des Vorwärts- (FSC) und Seitwärtsstreulichts (SSC) konnten
Apoptose-typische Veränderung von Zellgröße und Granularität im Verlauf der Suizidgentherapie sowie
der Chemotherapie gezeigt werden. Die transduzierten und mit den richtigen Prodrugs behandelten Zellen
zeigten eine Reduktion der Intensität des Vorwärtsstreulichts sowie eine vorübergehende Erhöhung der
Intensität der Seitwärtsstreuung, was als eine Abnahme der relativen Zellgröße und eine Zunahme der
Granularität interpretiert werden kann. Diese Veränderungen sind als Apoptose-typisch beschrieben wor-
den (Swat et al. 1981, Ormerod et al. 1995). Wiederum waren solche Veränderungen bei transduzierten,
aber unbehandelt belassenen und bei nicht transduzierten Zellen (behandelt oder unbehandelt) nicht in
signifikantem Ausmaß zu beobachten. Auch nach Behandlung mit den Chemotherapeutika traten diese
Merkmale sowohl bei U87- als auch bei 9L-Zellen auf. Bei nekrotischem Zelltod wäre dagegen eine
anfängliche Zunahme der Vorwärtsstreuung aufgrund der Zellschwellung und anschließend eine rapide
Abnahme in FSC und SSC mit gleichzeitiger Berstung der Membran zu erwarten gewesen. Dies war aber
in den vorliegenden Versuchen weder nach Suizidgentherapie noch nach Chemotherapie zu beobachten.
Einer der meistverwendeten und etabliertesten Apoptosenachweise ist die durchflußzytometrische Messung
von Phosphatidylserin („PS“)-Exposition auf der Außenseite der Zellmembran. Normalerweise befindet
sich PS asymmetrisch verteilt nur in der dem Cytoplasma zugewandten Phospholipidschicht. Nach Induk-
tion von Apoptose wird PS auf der Außenseite der Zelle exponiert und kann dort nachgewiesen werden.
Auch nach Suizidgentherapie sowie nach Chemotherapie konnte eine signifikante PS-Exposition
demonstriert werden. Das Ausmaß der PS-Exposition war dabei abhängig von der Prodrug- bzw.
Chemotherapeutika-Konzentration sowie der Einwirkzeit. In geringer Konzentration lösten Prodrugs nur in
den entsprechend tranduzierten Zellinien PS-Umlagerungen aus, nicht jedoch in nicht transduzierten Zellen
oder in Zellen mit irrelevantem Suizidgen. PS-Exposition blieb aus nach Behandlung mit hohen, Nekrose-
induzierenden Ethanolkonzentrationen aus.
Als typisches, aber nicht obligat bei apoptotischem Zelltod auftretendes Merkmal gilt die Depolarisation
von Mitochondrien (Übersicht: Green und Reed 1998, Kroemer und Reed 2000). Der Zusammenbruch des
mitochondrialen Transmembranpotentials (MTP) kann zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren führen
und damit den Apoptosevorgang induzieren bzw. beschleunigen. Dies ist von Beltinger et al. (2000) als ein
Amplifizierungsmechanismus im HSV-tk/GCV-System gedeutet worden, der zur Ausbreitung des apop-
totischen Signals nach dessen Induktion beiträgt. Im E.coli-cd/5-FC-System sind solche Untersuchungen
noch nicht berichtet worden. Nach 5-FU-Behandlung colorectaler Adenocarcinome jedoch zeigten sich
Mitochondriendepolarisation erst spät (Ikebukuro et al. 2000). Der MTP-Zusammenbruch kann mittels
spezieller Fluoreszenzfarbstoffe durchflußzytometrisch gemessen werden. In der vorliegenden Arbeit
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zeigten entsprechende Untersuchungen abhängig von Prodrug-Konzentration und -Einwirkzeit durchaus
eine Depolarisierung der Mitochondrien in den suizidgentherapeutisch behandelten 9L- und U87-Zellen,
wobei dieses Merkmal in den U87-Zellinien allerdings deutlicher ausgeprägt war als in den 9L-Zellinien.
9L-Zellen zeigten erst in spät-apoptotischem Zustand eine MTP-Reduktion, wohingegen U87-Zellen
bereits früh eine stabile, noch vitale Population mit reduziertem MTP aufwiesen. Dieser Unterschied zwi-
schen 9L- und U87-Zellen war nach Behandlung mit ActoD noch deutlicher als nach Suizidgentherapie.
Unbehandelte oder nicht transduzierte Zellen zeigten hingegen durchweg ein normal hohes Potential. Bei
nekrotischem Zelltod ist das Transmembranpotential zunächst erhöht, die Mitochondrien schwellen an und
die Plasmamembran zerreißt (Darzynkiewicz et al. 1982). Eine Erhöhung des Membranpotentials konnte
hier jedoch weder nach Suizidgentherapie noch nach Chemotherapie festgestellt werden.
Ein anderes typischerweise mit Apoptose assoziiertes Merkmal ist die Fragmentierung der DNA in regel-
mäßige 180-200bp-lange Sequenzabschnitte sowie Vielfache hiervon (Wyllie 1990). Nach nekrotischem
Zelltod zeigt sich zwar ebenfalls eine Degradierung der DNA, jedoch ist diese willkürlich und erzeugt nach
Auftrennung im Agarosegel eine „Schmierspur“ unterschiedlich langer Fragmente (Duke et al. 1997). Die
Apoptose-typische, spezifische Fragmentierung der DNA kann außer durch DNA-Gelelektrophorese auch
mittels TUNEL-Test demonstriert werden, wobei mittels TUNEL-Test nicht immer eindeutig zwischen ne-
krotischen und apoptotischen Zellen unterschieden werden kann (Bryson et al. 1994). Im Vergleich zur
Gelelektrophorese isolierter DNA, die bei Apoptose ein leiterartiges Muster von DNA-Fragmenten zeigt,
können mittels TUNEL-Test nur ganz allgemein DNA-Strangbrüche nachgewiesen werden. In den vorlie-
genden TUNEL-Tests konnten tatsächlich bei den gentherapeutisch behandelten 9L- und U87-Zellinien
DNA-Strangbrüche nachgewiesen werden. Diese entstehen im HSV-tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-System
allerdings auch durch den Einbau der aktivierten Prodrugs in die DNA (Elion 1983, Parker et al. 1987,
Faulds und Heel 1990, Grem 1996). Die resultierenden Strangbrüche erfolgen dann jedoch willkürlich,
unregelmäßig und insgesamt in geringerem Ausmaß. Die Menge an Strangbrüchen bedingt durch
DNA-schädigende Agenzien oder Nekrose liegt i.A. um eine Größenordnung niedriger als die durch
Apoptose erzeugte (Gorczyca et al. 1992). Zur Kontrolle des Ergebnis wurde jedoch die Apoptose-typi-
sche DNA-Fragmentierung zusätzlich mittels DNA-Gelelektrophorese überprüft. In diesem Test zeigten
nur die entsprechend transduzierten und mit der zugehörigen Prodrug behandelten Zellen ein leiterartiges
Muster von 180-200bp-Fragmenten und Vielfachen hiervon. Unbehandelte oder nicht transduzierte Zellen
wiesen keine DNA-Fragmentierung auf.
Apoptotische Zellen verlieren aufgrund der DNA-Fragmentierung und der Abspaltung DNA-haltiger Vesi-
kel einen Teil ihres DNA-Gehalts. Dies kann durch präparative Methoden verstärkt und nach Färbung mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid durchflußzytometrisch nachgewiesen werden. Solche Zellen
können dann anhand ihres „subdiploiden“ (oder „sub G1“-) DNA-Gehalts in Zellzyklusstudien identifiziert
werden (Nicoletti et al. 1991, Elstein et al. 1994, 1995). Die in diesem Bereich gemessenen Ereignisse (Zel-
len und Vesikel) nahmen während der gentherapeutischen Behandlung von U87- und 9L-Zellen abhängig
von Konzentration und Einwirkzeit signifikant zu. Wiederum blieb dieser Parameter bei nicht transduzier-
ten oder unbehandelten Zellen auf einem konstant geringen Hintergrundniveau. Nach Behandlung mit
ActoD konnten ebenfalls vermehrt Zellen mit subdiploidem DNA-Gehalt nachgewiesen werden.
Außerdem typisch für apoptotischen Zelltod ist die Aktivierung sog. Caspasen. Dies sind Cystein-Protea-
sen, die unter normalen physiologischen Bedingungen als inaktive Pro-Enzyme in der Zelle vorliegen und
erst nach Apoptose-Induktion spezifisch aktiviert werden (Übersicht: Thornberry und Lazebnik 1998). Hier
wurde die Aktivität der Effektor-Caspase 3 untersucht, der eine zentrale Rolle bei der Ausführung des
Apoptose-Programms zukommt. Eine erhöhte Caspase 3-Aktivität konnte spezifisch in gentherapeutisch
behandelten 9L- und U87-Zellen sowie nach ActoD-Behandlung nachgewiesen werden. Caspase 3-Aktivi-
tät konnte dagegen nicht in unbehandelten oder nicht transduzierten Zellen detektiert werden.
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All diese Untersuchungsergebnisse zur Unterscheidung zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod
zeigen, daß die Suizidgentherapiesysteme HSV-tk/GCV und E.coli-cd/5-FC ebenso wie die Behandlung
mit ActoD in den hier verwendeten Gliomzellinien 9L und U87 Apoptose induzieren. Eine zusätzliche
Beteiligung nekrotischer Vorgänge konnte hier nicht demonstriert werden und scheint in den hier unter-
suchten Modellen keine bedeutsame Rolle zu spielen.

2. Auswirkung der Suizidgentherapie auf Bystander-Zellen
Die transduzierten Zellinien üben nach Behandlung mit der zugehörigen Prodrug zytotoxische Bystander-
Effekte auf nicht transduzierte Zellen aus. Die Signaltransduktionswege, die zur Zelltodinduktion in By-
stander-Zellen führen, sind noch kaum erforscht. Im HSV-tk-System wurde ein apoptotischer Zelltod ver-
mutet (Colombo et al. 1995, Samejima und Meruelo 1995, Hamel et al. 1996). Bisher beschränkten sich
diese Analysen jedoch auf den Nachweis von DNA-Degradierung. Weitere Elemente der apoptotischen
Signaltransduktion wurden noch nicht untersucht. Für das E.coli-cd/5-FC-System sind hierzu nach umfang-
reichem Literaturstudium keine entsprechenden Voruntersuchungen gefunden worden.
Analog zu den oben dargestellten Untersuchungen von Reinkulturen der jeweiligen U87- und 9L-Zellinien
wurden auch Mischkulturen von transduzierten und nicht transduzierten Zellen auf die Apoptoseparameter
PS-Exposition, Mitochondriendepolarisation und Sub-G1-DNA-Gehalt getestet. Im HSV-tk/GCV-System
konnte in den Kokulturen keine signifikante Ausprägung apoptotischer Merkmale bei Bystander-Zellen
gezeigt werden. Der Anteil apoptotischer Zellen war nicht deutlich höher als der jeweilige Anteil trans-
duzierter Zellen an der Zellmischung. Erst nach spezifischer Markierung der transduzierten Zellen konnte
zu einem gewissen Anteil PS-Externalisation auch bei Bystander-Zellen nachgewiesen werden. Mitochon-
driale Membrandepolarisation spielte im 9L-System auch bei den Bystander-Zellen keine wesentliche Rolle
in der Signaltransduktion, sondern stellt wie bei den Reinkulturen ein spätes, eher sekundäres Ereignis dar.
Bei U87-Zellen scheint die mitochondriale Membrandepolarisation bei Bystander-Zellen ebenso wie in den
U87-Reinkulturen während der Zelltodinduktion früher aufzutreten und könnte hier zur Amplifizierung des
apoptotischen Signals dienen. Die Parameter Zellzyklus und Sub-G1-DNA-Gehalt konnten bei diesen
Bystander-Untersuchungen nur in nicht markierten Kokulturen analysiert werden, da das Fluores-
zenzspektrum des Markierungsfarbstoffs mit dem des DNA-färbenden Propidiumiodids überlappen. In den
Kokulturen konnte jedoch auch ohne spezifische Markierung nachgewiesen werden, daß der Anteil von
Bystander-Zellen mit reduziertem DNA-Gehalt im Verlauf der Behandlung von 9L- und U87-Zellen
zunimmt, d.h. die Anzahl apoptotischer Zellen steigt. In Bezug auf den Zellzyklus konnte gezeigt werden,
daß Bystander-Zellen und transduzierte Zellen unter HSV-tk/GCV-Suizidgentherapie gleichermaßen einen
S-Phase-Arrest eingehen. In der Fluoreszenzmikroskopie lassen sich die gelbe, membranständige
Fluoreszenz des Markierungsfarbstoffs DiIC18(3) und die orange-rote, Nukleus-assoziierte Fluoreszenz des
Propidiumiodids voneinander unterscheiden. Dies ermöglichte die morphologische Untersuchung der
Bystanderzellen im HSV-tk/GCV-System. Hier zeigten sich Apoptose-typische Merkmale, wie die
Kondensation und die Fragmentierung des Nukleus, Membran-Blebbing, Abrundung der Zellen und
Kondensation des Chromatins auch bei Bystander-Zellen in beiden Zellmodellen. Alle diese Untersuchun-
gen belegen also, daß auch die Bystander-Zellen genauso wie die transduzierten Zellen unter Suizidgen-
therapie eines apoptotischen Zelltodes sterben.
Der Bystander-Zelltod involvierte dabei eine Caspase 3-Aktivierung wie colorimetrische Analysen von
Kokulturen im Vergleich zu nachträglich in den gleichen Anteilen gemischten Kulturen zeigten: Hier
waren die gemessenen Caspase 3-Aktivitäten in 9L/9L-tk-Bystander-Kokulturen deutlich höher als in den
nachträglich gemischten Kulturen. Es zeigte sich eine um einen Tag verzögerte Caspase 3-Aktivierung im
Vergleich zu behandelten 9L-tk-Reinzellkulturen. Dies könnte auf der Abhängigkeit des HSV-tk-
Bystander-Effektes von Zell-Zell-Kontakten beruhen (Freeman et al. 1993, Wu et al. 1994), was die
Verbreitung toxischer Metabolite innerhalb der Zellpopulation wahrscheinlich verlangsamt.
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Im E.coli-cd/5-FC-System wurden die gleichen Parameter für die Bystander-Zellen untersucht. In
Kokulturen waren apoptotische Merkmale wie PS-Exposition und Depolarisierung der Mitochondrien
deutlicher als beim HSV-tk/GCV-System auch bei Bystander-Zellen zu zeigen. Hier übertraf die Anzahl
apoptotischer Zellen jeweils den Anteil an transduzierten Zellen im Gemisch signifikant. Die Mitochon-
drien-Depolarisation war im U87-Modell wiederum ausgeprägter (oder länger andauernd) als im 9L-
Modell. Da der Bystander-Effekt im E.coli-cd/5-FC-System wahrscheinlich im Wesentlichen auf der Wir-
kung des gebildeten toxischen Metaboliten 5-FU beruht, der frei diffundiert, konnten außerdem Unter-
suchungen an räumlich isolierten Bystander-Zellen durchgeführt werden, die während der Prodrug-
Behandlung nur über das Medium mit transduzierten Zellen korrespondierten. Diese isolierten Bystander-
Zellen zeigten typische, morphologische Apoptosemerkmale. PS-Exposition konnte bei diesen Bystander-
Zellen nachgewiesen werden und ebenso eine Depolarisierung der Mitochondrien, welche wie bei unver-
mischten transduzierten Zellen im U87-Modell früher auftrat als im 9L-Modell. Die isolierten Bystander-
Zellen konnten mittels Propidiumiodid-Färbung auf Sub-G1-DNA-Gehalt und Zyklusveränderungen
analysiert werden. Hier zeigte sich eine signifikante Zunahme der Bystander-Zellen mit reduziertem DNA-
Gehalt, d.h. apoptotischer Bystander-Zellen, im Verlauf der Behandlung mit 5-FC. Der Zellzyklus zeigte
bei Bystander-Zellen eine noch deutlichere Arrettierung in der G1-Phase, als dies bei den reinen
transduzierten Zellen der Fall war. Dies könnte auf den Unterschied in der intrazellulären 5-FU-Konzen-
tration bei transduzierten (höhere Konzentration) und Bystanderzellen (geringere Konzentration) zurück-
zuführen sein, wobei geringere 5-FU-Konzentrationen vermutlich eher in Zellzyklusarrest und Reparatur
als in Zelltod resultieren (vgl. Kap. 3, 5).
Die Caspase 3-Aktivität wurde hier ebenso wie im HSV-tk/GCV-System zunächst an Kokulturen und in
nachträglich in den gleichen prozentualen Verhältnissen gemischten Kulturen von 9L- und 9L-cd-Zellen
untersucht. Hier zeigte sich ebenfalls eine signifikant höhere Caspase 3-Aktivität in den Bystander-
Kokulturen als in den nachträglich gemischten Kulturen. Im Gegensatz zum HSV-tk/GCV-System war
jedoch in den Bystander-Kokulturen keine zeitliche Verzögerung in der Enzymaktivierung zwischen
Bystander- und transduzierten Zellen ersichtlich. Die Caspase 3-Aktivität war in den Mischungen mit
geringerem Anteil an transduzierten Zellen (10%-Anteil) ebenso hoch wie bei Mischungen mit höherem
Anteil (90%-Anteil). Dies paßt zu den Zytotoxizitätsanalysen: Hier waren die zytotoxischen Effekte in
Mischungen mit einem geringerem Anteil transduzierter Zellen (20%-Anteil) nicht weinger deutlich
ausgeprägt als bei denen mit einem höheren Anteil (50%-Anteil). Dies erklärt sich vermutlich durch die
freie Diffusion des intrazellulär gebildeten und dann frei diffundierenden toxischen Metaboliten 5-FU. Der
Parameter Zellzyklus-Arrettierung, der bei Bystander-Zellen stärker ausgeprägt war als bei nicht
transduzierten Zellen, beruht auf wesentlich sensitiveren Messungen. Hier wurden einzelne Zellen und
nicht Zellpopulationen oder Lysate solcher Populationen gemessen, wodurch ein Sensitivitätsunterschied
der Methoden resultiert, der die gemessenen Unterschiede zwischen transduzierten und Bystander-Zellen
insbesondere in den ersten 24 h der Behandlung erklären könnte.
Nekrotische Zellen traten in den Bystander-Kulturen nicht in signifikantem Maße auf, wie anhand
morphologischer, DNA-Fragmentierungs- und Lichtstreuungsuntersuchungen festgestellt wurde.
Zusammenfassend kann gefolgert werden, daß der Bystander-Zelltod in den Suizidgentherapiesystemen
HSV-tk/GCV und E.coli-cd/5-FC in den hier untersuchten Zellmodellen im wesentlichen über Apoptose
verläuft. Die Apoptose-typischen Merkmale prägten sich ähnlich wie bei den transduzierten Zellen jedoch
in geringerem Ausmaß aus.
Ein noch ungeklärtes Phänomen stellt die Bystander-Resistenz der nicht transduzierten 9L-Zellen
gegenüber den tk-transduzierten U87-Zellen unter GCV-Behandlung dar. Die reziproke Mischungen von
U87- und 9Ltk-Zellen hingegen zeigten deutliche Bystander-Effekte. Bystander-Resistenzen sind bereits
berichtet worden, jedoch waren diese eher eine grundlegende Eigenschaft der Zellinie (Ishii-Morita et al.
1997). Dies ist hier nicht der Fall, da die 9L-Zellen sehr effektiv durch 9L-tk-Zellen eliminiert werden
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können. Das Bystander-Effekte auch zwischen Zellinien verschiedener Spezies stattfinden, ist bereits
gezeigt worden (Wu et al. 1994, Ishii-Morita et al. 1997, Vrionis et al. 1997) und wurde hier mit Zellinien
der Maus, der Ratte und des Menschen bestätigt. Resistenzen sind bisher zumeist auf unzureichende
interzellulare Kommunikation bedingt durch fehlende oder verringerte Zell-Zell-Kanäle („Gap-Junctions“)
zurückgeführt worden (Elshami et al. 1996, Vrionis et al. 1997). Daß sowohl 9L- als auch U87-Zellen über
funktionierende Gap Junctions verfügen ist, bereits gezeigt worden (Huang et al. 1998, Touraine et al.
1998, Zhang et al. 1999). Immunfluoreszenzfärbungen der hier verwendeten U87- und 9L-Zellen mittels
anti-Connexin43-Antikörpern bestätigten das Vorhandensein dieser Kanäle hier (nicht gezeigt). Die
Bystander-Resistenz von 9L-Zellen in Kokultur mit U87-tk-Zellen beruht also nicht bloß auf dem Fehlen
von Gap Junctions. Ob es aber zwischen diesen unterschiedlichen Zelltypen zu einer funktionellen Kopp-
lung der Gap Junctions kommt, wurde noch nicht untersucht. Dies erscheint jedoch mehr als wahr-
scheinlich, da  es in der umgekehrten Kombination (9L-tk/U87) zu einem deutlichen Bystander-Effekt
kommt und dieser abhängig von Zell-Zell-Kontakten sein soll. Daher scheinen 9L-Zellen eine intrazelluläre
Resistenz gegenüber U87-tk-vermittelter Apoptose aufzuweisen, während im umgekehrten Fall (9L-
tk/U87) U87-Zellen nicht resistent gegenüber 9L-tk-vermittelter Apoptose sind. Hier könnten anti-apop-
totische Faktoren z.B. der Bcl-2-Proteinfamilie eine Rolle spielen. Auch die vermutlich geringere Beteili-
gung mitochondrialer Apoptosefaktoren in 9L-Zellen könnte hiermit zusammenhängen. Die Stärke des
Bystander-Effektes wird außerdem durch die tk-Enzymaktivität beeinflußt (Chen et al. 1995, Kim et al.
2000), diese könnte bei U87-tk-Zellen geringer als bei 9L-tk-Zellen sein. Dann müßten U87-Zellen zudem
sensitiver gegenüber der Prodrug als 9L-Zellen, was zumindest für die Behandlung mit Chemotherapeutika
zutrifft (vgl. Kap. 5).
Der Bystander-Effekt wird zusätzlich durch den Austausch apoptotischer Vesikel beeinflußt (Freeman et al.
1993). Die unterschiedliche Ausgeprägung der Vesikelproduktion (Zeitpunkt und Ausmaß der Vesikel-
Abgabe, Gehalt an Apoptose-auslösenden Faktoren usw.) könnte zu verschieden stark auftretenden
zytotoxischen Effekte führen und ist auch vereinbar mit der eingeschränkten räumlichen Reichweite des
Effektes (limitierte Verbreitung der Vesikel). Im 9L-System könnte die Vermittlung des Bystander-
Effektes Zelltyp-spezifisch stärker als bei U87-Zellen von Vesikelübertragungen abhängig sein. Dies böte
auch eine Erklärung für die nur unvollständige Inhibierung des Bystander-Effektes durch räumliche
Separierung bei 9L/9L-tk-Zellen.
Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, daß 9L- und U87-Bystander-Zellen im HSV-tk/GCV- und im
E.coli-cd/5-FC-System apoptotisch sterben und zeigt erste Einblicke in die Apoptose-Signalkaskade dieser
Zellen. Aufbauend auf die dabei entwickelten Methoden können in Zukunft weitere Aspekte des
Bystander-Zelltodes untersucht werden.

3. Die Expression des Tumorsuppressors p53 in 9L- und U87-Zellen
Ein wichtiger Apoptose-Kontrollpunkt ist der Tumorsuppressor p53 (Vogelstein und Kinzler 1992). Nach
DNA-Schädigung akkumuliert p53-Protein im Nukleus der Zelle, bedingt durch posttranskriptionelle
Mechanismen (Maltzman and Czyzyk 1984, Kastan et al. 1991). Dies führt zu Apoptose (Yonish-Rouach et
al. 1991, Shaw et al. 1992) oder zu einem Wachstumsstop der Zelle, der vermutlich Zeit für Reparaturvor-
gänge ermöglichen soll (Michalovitz et al. 1990, Martinez et al. 1991, Kuerbitz et al. 1992, Cox et al.
1995). Mehr als 50 % aller menschlichen Tumore weisen p53-Mutationen auf (Nigro et al. 1989, Hollstein
et al. 1991). Diese Mutationen bewirken häufig eine Resistenz gegenüber p53-abhängiger Apoptose-
induktion. p53-Mutationen werden auch in Gliomen und Astrocytomen gefunden (Frankel et al. 1992, Fults
et al. 1992, Porter et al. 1992, von Deimling et al. 1992, Kraus et al. 1994, Louis 1994).
Das 9L-Zellmodel ist daher ein typisches Tumormodell: Es trägt eine p53-„Missense“-Punktmutation und
hat außerdem die zweite p53-Genkopie verloren (Asai et al. 1994). Eine G zu A Transition an Position 2
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des Codons 277 (äquivalent zum humanen Codon 2791) führt zur Substitution von Glycin durch Glutamat.
Dieses Codon ist Teil der evolutionär hoch konservierten Region V des Proteins und liegt in einem Bereich
des Proteins, der durch Ausbildung von Kontakten zum Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA und zu
einzelnen Basen in der großen DNA-Furche essentiell für die DNA-Bindung ist (Assai et al. 1994, Soussi
et al 1990, Cho et al. 1994). Die meisten p53-Mutationen, welche in humanen Tumoren gefunden wurden,
treten im Bereich dieser DNA-Bindungsdomäne auf (Übersicht: Koshland 1993).
In Tumoren gefundene Mutationen verleihen ihren Zellen i.d.R. Selektionsvorteile. Bei p53 geschieht dies
durch den Verlust der DNA-Bindungsfähigkeit und damit durch den Verlust der transkriptionsaktivie-
renden Eigenschaft. Für die funktionelle/strukturelle Bedeutung des Glycins an dieser Stelle spricht die
evolutionäre Konservierung: Sowohl Ratte (Codon 277) als auch Mensch und Affe (beide Codon 279),
Maus (Codon 273), Huhn (Codon 265), Xenopus (Codon 260) und Regenbogenforelle (Codon 269)
besitzen an entsprechender Stelle Glycin (Soussi et al. 1990). Nach Cho et al. (1994) ist der Verlust der
DNA-bindenden Eigenschaft von p53 bei Mutationen, welche nicht direkt für DNA-Kontakte verantwort-
liche Aminosäurereste betreffen, auf einer allgemeinen Störung der strukturellen Integrität der DNA-
bindenden Domäne zurückzuführen. Für eine sterische Beeinträchtigung spricht die Nähe des Codons 279
(human) zu den hochkonservierten, DNA-Kontakte ausbildenden Aminosäureresten 273, 277 und 2802.
p53-Mutationen resultieren meist (aufgrund posttranslationaler Stabilisierung) in einer Akkumulation des
Proteins im Nukleus der Zelle, wodurch p53 immunhistochemisch nachweisbar wird (Übersicht: Lane und
Benchimol 1990, Levine et al. 1991). 9L-Zellen weisen eine deutliche Akkumulation von p53 auf, die hier
immunhistochemisch gezeigt werden konnte. Trotz dieser hohen p53-Proteinkonzentration kommt es nicht
zu einer verstärkten Expression potentieller p53-Zielgene, wie z.B. Bax, p21, mdm2 oder CD95 (Kap. 4-7).
Die typischerweise mit p53-Aktivierung assoziierten Merkmale Zellzyklusarrest bzw. Apoptose sind bei
unbehandelten 9L-Zellen ebenfalls nicht festzustellen: Diese Zellen weisen eine hohe Proliferationsaktivität
auf und apoptotische Zellen sind kaum zu detektieren. p53 scheint daher im 9L-Modell tatsächlich
transkriptionsinaktiv zu sein.
p53 wird bei 9L-Zellen sowie den transduzierten 9L-Derivaten in zwei Varianten exprimiert, die sich in
ihrem Laufverhalten in der SDS-PAGE voneinander unterscheiden lassen. Die beiden Isoformen weisen
vermutlich unterschiedliche posttranslationale Veränderungen auf (dies sind hier im Wesentlichen Phos-
phorylierungen und Acetylierungen). Die Variante mit höherer Beweglichkeit korreliert hier mit dem Auf-
treten von S-Phase-Zellen z.B. nach gentherapeutischer Behandlung. Verschiedenen p53-Varianten wurden
auch schon in murinen Lymphozyten mit speziellen Zyklusphasen assoziiert (mit ruhenden G0-Zellen zum
einen und Mitogen-stimulierten Zellen zum anderen; Milner 1984, Gamble und Milner 1988). Da bekannt
ist, daß p53 im Verlauf des Zellzyklus unterschiedlich posttranslational verändert wird, könnten diese
Zellzyklus-spezifische Veränderungen den Unterschied in der Beweglichkeit bedingen (Übersicht: Giaccia
und Kastan 1998).

                                                          
1 Codon 279 (human) ist kein ausgesprochener Mutations-Hot-Spot, obwohl es in einer allgemein hoch
konservierten Region liegt (Region V: Codons 270-286 human). Von den 14051 bisher katalogisierten p53-
Mutationen  (Hernandez-Boussard et al. 1999) betreffen 46 Codon 279 (nicht eingeschlossen sind hierbei
Deletionen längerer Abschnitte, die auch Codon 279 umfassen). Auffallend ist, daß Glycin in fast 50% der
gefundenen Tumormutationen gegen Glutamat ausgetauscht ist (21 Fälle), gefolgt von Deletionen (14 Fälle). Der
Austausch von Glycin durch Glutamat ist auch bei Gliomen festgestellt worden (Kyritsis et al. 1996, Kraus et al.
1994). Glycin hat keine Seitenkette, was zu großer Flexibilität der Polypeptidkette an dieser Stelle führt.
Aufgrund der Seitenkette des Glutamats wird die Flexibilität der Polypeptidkette eingeschränkt verglichen mit
Glycin. Außerdem weist Glutamat bei physiologischem pH eine negative Nettoladung auf. Sowohl die
Flexibilität als auch die Neutralität an dieser Stelle scheinen hier wichtig für die normale p53-Funktion zu sein.
2 Codon 273 (human) bildet vermutlich einen direkten Phosphatkontakt in der großen DNA-Furche und ist in
8,8% aller p53-Mutationen betroffen, nur noch übertroffen von dem Hot Spot-Codon 248 (Arginin), welches in
9,6% mutiert ist. Codon 277 und 280 sind außerdem nach diesem Strukturmodell direkt involviert in die DNA-
Bindung  (Cho et al. 1994).
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Die U87-Zellinie ist hingegen ein wt-p53 exprimierendes Tumormodell (Van Meir et al. 1994, Asai et al.
1994). Dementsprechend konnte immunhistochemisch kein p53-Protein in unbehandelten U87-Zellen
nachgewiesen werden, da wt-p53 in Konzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze der Immunhisto-
chemie exprimiert wird. Erst nach Behandlung mit Apoptose-auslösendem ActinomycinD oder Doxorubi-
cin wurde wt-p53 auch in den U87-Zellen immunhistochemisch detektierbar. Im Verlauf dieser offensicht-
lichen p53-Akkumulation traten auch Transkriptionsaktivierungen von p53-Zielgenen auf (Kap. 4, 6). Nach
Behandlung mit niedriger Actinomycin D-Konzentration war ein deutlicher G0/G1-Arrest zu beobachten,
bei höheren Konzentrationen wurde Apoptose induziert. Alle diese Ergebnisse sprechen für eine wt-p53-
Funktion in U87-Zellen.

4. Analyse der Todesrezeptor/Ligand-Signaltransduktionswege CD95/CD95L und TNF-RI/TNF-αααα  

  

 

p53 ist ein Transkriptionsfaktor und seine Apoptose-induzierende und Zellzyklus-arrettierende Aktivität
wird in erster Linie mit der direkten Transkriptionsaktivierung von Genen in Verbindung gebracht (Sab-
batini et al. 1995, Attardi et al. 1996). Aber auch von Transkriptions-unabhängigen Mechanismen ist schon
berichtet worden (Caelles et al. 1994, Haupt et al. 1995). Eines der Gene, die durch p53 transkriptionell
aktiviert werden können, ist CD95 (Owen-Schaub et al. 1995, Reinke und Lozano 1997).
CD95 (syn. Fas oder APO-1) gehört zur Tumornekrosefaktor (TNF)/Nervenwachstumsfaktor (NGF)-
Rezeptorfamilie (Itoh et al. 1991). Die über CD95 und TNF-Rezeptor-I induzierten Apoptose-Signaltrans-
duktionswege gehören zu den zur Zeit am besten verstandenen (Übersicht: Hengartner 2000, Krammer
2000).
Eine Beteiligung von CD95/CD95L an der Signaltransduktion bei der HSV-tk/GCV-Gentherapie wurde
bereits in Voruntersuchungen vermutet (Wei et al. 1999, Beltinger et al. 1999). Daher wurde die Expression
der Todesrezeptoren CD95 und TNF-RI auch in der vorliegenden Arbeit durchflußzytometrisch in den
Zellmodellen U87 und 9L nach Suizidgentherapie sowie Chemotherapie (Actinomycin D, Etoposid,
Vincristin) untersucht. Zellen der 9L-Zellinien zeigten keinerlei detektierbare Oberflächenproteinexpres-
sion von CD95 oder TNF-RI, weder unbehandelt noch nach Behandlung mit einer der angeführten Thera-
pien. Zusätzlich wurde mittels eines ultrasensitiven ELISA-Tests die Sekretion des Liganden TNFα bei 9L-
und 9L-tk-Zellen nach GCV-Behandlung untersucht. Es konnte keinerlei Sekretion von TNFα nachgewie-
sen werden. Untersuchungen im U87-Modell zeigten ebenfalls keine detektierbare Erhöhung der Protein-
expression von CD95 oder TNF-RI auf der Zelloberfläche bei keiner der untersuchten Therapien.
Zur Klärung der Frage, ob in dem untersuchten, p53-mutierten Modellsystem 9L die Expression auf trans-
kriptionaler Ebene induziert wird und lediglich der posttranslationale Proteintransport von CD95 (Bennett
et al. 1998, Müller et al. 1998) aufgrund der p53-Inaktivierung nicht stattfindet, wurde eine semiquantitati-
ve RT-PCR durchgeführt. Die Expressionhöhe von CD95/CD95L und TNF-RI/TNFα war bei 9L- und 9L-
tk-Zellen sehr gering und veränderte sich nicht über den GCV-Behandlungszeitraum.
Die Todesrezeptor/Ligand-Signaltransduktionswege CD95/CD95L und TNF-RI/TNF-α scheinen daher
nicht an der Apoptose-Auslösung oder -Exekution nach Suizidgentherapie oder Behandlung mit den
Chemotherapeutika Actinomycin D, Etoposid und Vincristin in den hier untersuchten Zellmodellen
beteiligt zu sein.
Es gibt nur wenige Studien, die die Expression von CD95/CD95L bzw. TNF-RI/TNFα im Verlauf der
Suizidgentherapie untersucht haben. Die Ergebnisse dieser Studien sind außerdem nicht einheitlich. Eine
Beteiligung von CD95/CD95L an der Apoptose-Induktion durch HSV-tk/GCV-Therapie wird von Beltin-
ger et al. (1999), Wei et al. (1999), Glaser et al. (2001) und Krohne et al. (2001) vorgeschlagen. Die Bedeu-
tung und das Ausmaß dieser Beteiligung wird jedoch unterschiedlich bewertet: Wei et al. untersuchten u.a.
mittels Western Blot die Expressionshöhe von CD95 und CD95L sowie mittels MTT-Test die Inhibition
der Apoptose durch Inkubation mit CD95L-Antisense-Oligonukleotiden oder rekombinanten CD95/FC-
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Chimären während HSV-tk/GCV-Therapie bei vier Maustumorzellinien3. Die Zunahme von CD95 und
CD95L im Verlauf der Therapie, der Nachweis von CD95L in therapierten Tumorabschnitten sowie die
Reduktion der Zytotoxizität der Behandlung nach Einsatz der erwähnten Inhibitoren führte zu dem Schluß,
daß zumindest 50% des beobachteten Zelltodes über den CD95/CD95L-Signaltransduktionsweg initiiert
wird. Beltinger et al. (1999) hingegen sahen keine Beteiligung von CD95L, sondern eine CD95L-unabhän-
gige, p53-induzierte Zunahme der Fas-Expression auf der Zelloberfläche und eine Ligand-unabhängige
Aggregation dieses Rezeptors als initiales Moment bei der HSV-tk/GCV-vermittelten Zytotoxizität. Den
Aussagen lagen Untersuchungen an einer stabil mit tk-transduzierten Neuroblastom-Zellinie (SHEP) zu
grunde. Mittels Immunoblot wurde ein deutlicher Rückgang der CD95-Proteinkonzentration bereits 2 h
nach GCV-Applikation und eine Zunahme der Fluoreszenz nach Färbung GCV-behandelter Zellen mittels
anti-CD95-Antikörper in der durchflußzytometrischen Analyse gezeigt. Dies zeigte sich nicht, wenn zuvor
der Golgi-Apparat durch Inkubation mit Brefeldin A geschädigt wurde. In den Dictyosomen sequestriertes
CD95 sollte demnach nach p53-Aktivierung aus den Organellen an die Zelloberfläche befördert werden
und dort Ligand-unabhängig aggregieren. CD95L wurde nur basal exprimiert. Glaser et al. (2001) dagegen
untersuchten zwei Gliomzellinien: LN-18 und LN-229. Sie fanden die CD95/CD95L-Expression unverän-
dert in tk-transduzierten und GCV-behandelten Zellen. Caspase 8-Inhibitoren inhibierten zwar die CD95L-
vermittelte Apoptose nicht jedoch GCV-induzierte Toxizität. LN-18-Zellen, welche auf CD95-Resistenz
selektioniert wurden, zeigten keine verminderte GCV-Zytotoxizität. Allerdings schienen HSV-tk/GCV-
Therapie und CD95L-Behandlung synergistisch zu wirken. Krohne et al. (2001) postulierten wiederum eine
CD95/CD95L-Abhängigkeit des HSV-tk/GCV-Systems nach Untersuchungen an zwei Hepatokarzinom-
zellinien (HepG2, Hep3B). Sie beobachteten eine Zunahme der CD95-Proteinexpression in wt-p53-Zellen
(HepG2) und von CD95L sowohl in HepG2- als auch in Hep3B-(mt-p53)-Zellen. Zusammenfassend deuten
diese Publikationen gemeinsam mit den hier vorgestellten Ergebnissen daraufhin, daß grundsätzlich HSV-
tk/GCV-Therapie unabhängig von CD95/CD95L funktionieren kann, da Inhibition dieses Signalwegs die
zytotoxische Wirkung der Therapie nicht oder nicht vollständig aufhebt. Daß trotzdem mitunter ein „Cross-
talk“ zwischen den Zelltodsignalwegen besteht, welcher zu Synergismen führen kann, die sicherlich in be-
stimmten Zelltypen (Hepatozyten, Lymphozyten) eine größere Rolle spielen  als in anderen (z.B. bei den
hier vorgestellten Gliomzellinien), schließt dies nicht aus.
Zur Rolle des CD95/CD95L-Systems bei der Zelltodinduktion nach E.coli-cd/5-FC-Gentherapie ist nach
Recherche der vorliegenden Literatur zur Zeit noch keine Veröffentlichung erschienen. Untersuchungen
zur Signaltransduktion induziert durch 5-FU zeigten eine Hochregulation von CD95/CD95L nach 5-FU-
Behandlung (Backus et al. 2001, Eichhorst et al. 2001), aber auch unabhängige Apoptoseinduktion durch 5-
FU z.B. in einer Hepatomzellinie, die Fas nicht exprimierte (Jiang et al. 1999) und in einer colorectalen
Adenokarzinom-Zellinien, deren Zelltod durch Blockierung des CD95/CD95L-Signalwegs nicht inhibiert
werden konnte (Adachi et al. 1999). Diese und die hier vorgelegten Ergebnisse legen daher die Vermutung
nahe, daß auch das E.coli-cd/5-FC-Therapieregime ohne Beteiligung von CD95/CD95L funktionieren kann
und schließt die Wirksamkeit von Synergismen in anderen Zellmodellen dabei nicht aus.
In Bezug auf den TNF-RI/TNFα-Signalweg ist noch wenig veröffentlicht. Beltinger et al. (1999) zeigten in
der oben erwähnten Studie, daß auch die Zelloberflächenexpression von TNF-RI nach GCV-Behandlung in
der Neuroblastomzellinie steigt. HSV-tk/GCV-Therapie sensitivierte die Zellen gegenüber einer Behand-
lung mit TNFα. Intrazellulär konnte jedoch keine Erhöhung der TNFα-mRNA nachgewiesen werden. Die
in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, daß 9L-Zellen durch HSV-tk/GCV-Behandlung nicht für
TNFα-vermittelte Toxizität sensitiviert werden. Die Zellinie U87MG ist außerdem bekannt für ihre TNFα-
Resistenz (Moriuchi et al. 1998). Daraus kann man schließen, daß TNF-RI/TNFα wahrscheinlich bei Glio-
men (zumindest in den hier vorgestellten Modellen), vielleicht anders als bei anderen Zelltypen, keine we-
sentliche Beteiligung an der HSV-tk/GCV-vermittelten Toxizität hat. Das gleiche gilt vermutlich für die
                                                          
3 B16F10 (Melanom), NG4TL4 (Sarkom), H6 (Hepatom) und 1MEA 7R.1 (Hepatom)
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Wirkung der E.coli-cd/5-FC-Therapie, hier gibt es noch keine Vergleichsliteratur. 5-FU wird in präklini-
schen Tiermodellen häufig in Kombination mit TNFα als immunmodulierende Chemotherapie untersucht,
hier wurden Synergismen gezeigt (Übersicht: Zagozdzon und Golab 2001). Eine direkte Aktivierung des
TNFα/TNF-RI-Signaltransduktionsweges nach 5-FU-Administration ist jedoch noch nicht berichtet
worden.
Überraschend war in diesem Zusammenhang aber das Ausbleiben von Aktivierungen dieser beiden Signal-
transduktionswege in den hier gewählten Zellmodellen nach Chemotherapie, da insbesondere die Betei-
ligung von CD95/CD95L an den durch Chemotherapeutika induzierten Todessequenzen ein häufig berich-
tetes Ereignis vor allem bei leukämischen und hepatozellulären Karzinomzellinien ist (Friesen et al. 1996,
Fulda et al. 1997, Müller et al. 1997). Hier wird eine Transkriptionsaktivierung von CD95 durch p53 (Mül-
ler et al. 1998) sowie ein p53-induzierter Transport von CD95 auf die Zelloberfläche (Bennett et al. 1998,
Müller et al. 1998) nach DNA-Schädigung kontrovers diskutiert (Strasser et al. 1995, Fuchs et al. 1997).
Von den Chemotherapeutika Vincristin, Etoposid (Ciesielski und Fenstermaker 1999, Yin et al. 2000, Sa-
wada et al. 2000), Doxorubicin (Stan et al. 1999) und Actinomycin D (Narita et al. 2000) ist berichtet wor-
den, daß sie in experimentellen Gliomen Apoptose auslösen. Über die Involvierung von CD95/CD95L- und
TNF-RI/TNFα-Signaltransduktionswegen nach Chemotherapie in Gliomen ist noch wenig berichtet wor-
den. Glaser und Weller (2001) zeigten, daß die Selektion einer Resistenz gegen CD95L den Effekt der Che-
motherapie nicht verringert. Inkubation mit neutralisierendem CD95L-Antikörper blockiert zwar die Apop-
tose durch exogenen CD95L, nicht aber den durch Chemotherapeutika ausgelösten Zelltod. Caspase 8, ein
spezifischer „Downstream“-Akteur der CD95- und TNF-RI-vermittelten Apoptose, zeigte keine spezifische
Aktivitätserhöhung (Glaser und Weller 2001). Einige der Chemotherapeutika schienen zwar eine zeitweise
Erhöhung der CD95/CD95L-Expression zu bewirken, dies hatte jedoch keine funktionale Auswirkung.
Alle diese Berichte sind in Übereinstimmung mit den hier vorgestellten Ergebnissen in denen keine Ex-
pressionserhöhung von CD95 oder TNF-RI nach Inkubation mit den genannten Chemotherapeutika mittels
durchflußzytometrischer Analyse festgestellt werden konnte. Bei U87- und 9L-Zellen konnte außerdem
nach Actinomycin D-Behandlung keine Caspase 8-Aktivierung gemessen werden (nicht gezeigt). Vermut-
lich spielen CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα-Signaltransduktionswege bei der Therapie mit den genann-
ten Chemotherapeutika zumindest bei experimentellen Gliomen keine wesentliche Rolle.

5. Proteinexpression von p53- und dem p53-Zielgen p21cip1,waf1,sdi1(Inhibitor Cyclin-abhängiger
Kinasen) im Verlauf der Suizidgentherapie und nach Actinomycin D-Behandlung
p21 ist ein Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen („cdk“), dessen Bedeutung für den G1-Zellzyklusarrest
nach p53-Induktion durch DNA-Schädigung gut charakterisiert ist. p21 kann von p53 direkt transkriptionell
aktiviert werden (El-Deiry et al. 1993, Xiong et al. 1993).
Die Bindung eines p21-Moleküls pro Cyclin/Cyclin-abhängige Kinase-Komplex scheint für die normale
Funktion notwendig zu sein, bei Bindung mehrerer Moleküle wird die Aktivität des Komplexes inhibiert.
Der Zellzyklus kann dadurch an den Restriktionspunkten G1/S und (schwächer) G2/M negativ reguliert
werden (Gu et al. 1993, Harper et al. 1993, 1995, LaBaer et al. 1997, Bates et al.1998, Dulic et al. 1998,
Nicolescu et al. 1998, Cheng et al. 1999, Sherr und Roberts 1999). Zellinien mit p21-Deletionen und p21-
Null-Mäuse zeigen eine Verminderung des p53-induzierten G1-Phasenarrests nach DNA-Schädigung
(Deng et al. 1995, Waldmann et al. 1995). Allerdings ist p21 auch p53-unabhängig aktivierbar (Michieli et
al. 1994, Akashi et al. 1995, Zeng und El-Deiry 1996).
Die folgende Tabelle faßt die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse zur p53- und p21-Protein-
expression sowie der Zellzyklusanalysen zusammen:
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HSV-tk/GCV E.coli-cd/5-FC
Zellmodell ActoD

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3

U87
(wt-p53)

p53
p21
G0/G1

G2/M

p53
p21
S

p53
p21

p53
p21

p53
p21
G0/G1

p53
p21
S

p53
p21
S

9L
(mt-p53)

p53
p21
(G0/G1)
G2/M

p53
p21
S

p53
p21
S

p53
p21
S

p53
p21
G0/G1

p53
p21
S

p53
p21
S

Tab. 25: Die Ergebnisse der Western Blot-Proteinexpressionsanalysen von p53 und p21 während der HSV-
tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-Suizidgentherapie (Tag 1-3) sowie nach Behandlung mit Actinomycin D („ActoD“)
sind in dieser Tabelle zusammengefaßt. Die Höhe der jeweiligen Proteinkonzentration wurde jeweils im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bewertet, wobei eine gleichbleibende,  eine gestiegene und
eine verringerte Konzentration darstellen soll. Außerdem sind die Ergebnisse der durchflußzytometrischen
Zellzyklusanalysen eingetragen: Hier wurde der jeweils festgestellte Phasenarrest vermerkt, d.h. „S“ bedeutet
eine vorwiegende Akkumulation der Zellen in der S-Phase, „G0/G1“ in der G0/G1-Phase usw. Kein Eintrag
bedeutet eine nicht oder nicht mehr feststellbare Arrettierung.

Die Proteinexpressionsstudien wurden nach Behandlung mit hohen Apoptose-auslösenden Actinomycin D
(ActoD)-Konzentrationen (1-2 µg/ml) durchgeführt. In der durchflußzytometrischen Analyse wurden zu-
sätzlich geringere Konzentrationen untersucht (ab 0,001 µg/ml).
Im wt-p53 U87-Zellmodell erhöhte sich die p53- und p21-Proteinkonzentration nach ActoD-Behandlung (1
µg/ml) stark. Bei geringeren ActoD-Konzentrationen (0,001 µg/ml) zeigte sich ein deutlicher G1-Phase-
Arrest in allen U87-Zellinien. Nach Inkubation mit höheren Konzentrationen (>0,001 µg/ml) zeigte sich
neben massiver Apoptose auch ein verstärkter Arrest in G2/M.
Im mt-p53-9L-Zellmodell hingegen war die ohnehin geringe p21-Expression 24 h nach ActoD-Behandlung
(1-2 µg/ml) nicht mehr detektierbar und auch die p53-Konzentration nahm ab. Der G1-Phasenarrest bei
Inkubation mit geringen ActoD-Konzentrationen (0,001 µg/ml) war weniger deutlich ausgeprägt als bei
U87-Zellinien. Auch bei Inkubation mit höheren Konzentrationen (> 0,001 µg/ml) zeigte sich hier ver-
glichen mit U87-Zellinien ein geringerer Anteil apoptotischer Zellen, sowie eine etwas geringere Ausprä-
gung des G2-Arrests.
In der wt-p53-Zellinie U87 induzierte ActoD eine immunhistochemisch und mittels Immunoblot deutlich
nachweisbare hohe p53-Akkumulation. Dies stimmt mit anderen Untersuchungen zum Einfluß von ActoD
auf die wt-p53-Konzentration ein: So zeigten Kastan et al. (1991), daß die p53-Konzentration in humanen
lymphoiden Zellen nach ActoD-Behandlung zunimmt. Fritsche et al. (1993) bestätigten dies in murinen wt-
p53 L929-Fibroblasten, Robles und Adami (1998) in humanen Fibroblasten und Khan et al. (1997) in einer
humanen Mammakarzinomzellinie (MCF-7). In wt-p53-Zellen scheint demnach Behandlung mit ActoD
p53-Akkumulation zu induzieren. In Abhängigkeit von der eingesetzten ActoD-Konzentration wird dann
ein G1-Arrest (niedrige Konzentration) oder Apoptose (hohe Konzentration) beobachtet, wie auch hier
gezeigt werden konnte.
Daß allerdings funktionelles p53 keine unentbehrliche Voraussetzung für die Apoptose-Auslösung durch
ActoD darstellt, zeigten Untersuchungen mit mt-p53: Kleef et al. (2000) zeigten Apoptose-Induktion durch
ActoD-Behandlung (0,001-1 µg/ml, 24 h) in einer Pankreastumorzellinie (PANC-1), die mutiertes p534

                                                          
4 Die Pankreastumozellinie PANC-1 weist eine p53-Punktmutation in Codon 273, Exon 8 auf, welche zu einem
Aminosäureaustausch von Arginin durch Histidin führt (Berrozpe et al. 1994, Kaino 1997).
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exprimiert. Auch die humane Gliomzellinie, T98G, von der bekannt ist, daß sie eine p53-Punktmutation5

aufweist, zeigte nach ActoD-Behandlung Apoptose (Narita et al. 2000). Dies stimmt mit den Ergebnissen
in dem hier untersuchten mt-p53-9L-Zellmodell überein: ActoD löste auch hier effektiv Apoptose aus.
Demnach scheint hoch-dosierte ActoD-Behandlung Apoptose auszulösen. An der Apoptoseinduktion kön-
nen dann sowohl p53-involvierende als auch p53-unabhängige Mechanismen beteiligt sein.
p53-Akkumulation und transkriptionelle Aktivierung von p21 mit anschließendem G1-Phasearrest ist von
Khan et al. (1997) nach der ActoD-Behandlung von MCF-7-Zellen und auch von Robles und Adami (1998)
nach Behandlung humaner Fibroblasten festgestellt worden und scheint ein allgemein zu erwartendes Er-
gebnis bei Behandlung von wt-p53/wt-p21-Zellen mit geringen ActoD-Konzentrationen zu sein. Da in den
hier vorgestellten Ergebnissen der wt-p53-U87-Zellen der beobachtete G1-Phasenarrest zeitgleich mit p53
und p21-Akkumulation auftritt, ist ein ursächlicher Zusammenhang wahrscheinlich.
In der mt-p53 Zellinie 9L bleibt eine p21-Induktion und ein deutlicher G1-Phasenarrest aus. Obwohl p21
auch p53-unabhängig transkriptionell und posttranskriptionell aktivierbar ist (Michieli et al. 1994, Akashi
et al. 1995, Zeng und El-Deiry 1996), ist dies hier nach Behandlung mit hoher ActoD-Dosierung nicht fest-
zustellen. Dies könnte z.T. auf die Inhibierung der RNA-Synthese durch ActoD zurückzuführen sein.
Das Auftreten eines G2-Phasenarrestes, der in mt-p53-Zellen kaum geringer ausgeprägt ist als bei wt-p53-
Zellen, nach Inkubation mit hohen Actinomycin D-Dosen, läßt auf eine geringe Bedeutung von p53/p21 bei
der Regulierung dieses Kontrollpunktes nach ActoD-Behandlung in der 9L-Zellinie schließen. Obwohl
einige Berichte eine Beteiligung von wt-p53/p21 auch bei der Kontrolle des G2/M-Restriktionspunktes
angedeutet haben (Bates et al. 1998, Dulic et al. 1998, Nicolescu et al. 1998), ist dies ist jedoch noch in
seiner Bedeutung umstritten. In den 9L-Zellen führen höchstwahrscheinlich p53-unabhängige Mechanis-
men zu dem beobachteten G2-Arrest. Diese können auch bei U87-Zellen beteiligt sein. Die Mechanismen,
die letzten Endes zum G2/M-Arrest führen, sind im Detail noch nicht geklärt.
In Bezug auf die Beeinflussung der p53- und p21-Proteinexpression sowie des Zellzyklus lassen sich zwi-
schen ActoD-Behandlung und der E.coli-cd/5-FC-Therapie zunächst Gemeinsamkeiten feststellen: Bei cd-
transduzierten wt-p53 U87-Zellen erfolgte nach Behandlung mit 5-FC eine frühe Akkumulation von p53
und p21 und ein, allerdings sehr schwacher G1-Arrest. An den weiteren Behandlungstagen liessen die p53-
und p21-Konzentration wieder nach, und auch der G1-Phasenarrest wurde nach 24 h abgelöst durch einen
S-Phase-Arrest.
Die frühe Induktion von wt-p53 in U87-Zellen nach ActoD-Behandlung und E.coli-cd/5-FC verglichen mit
HSV-tk/GCV könnte nach Ljungman et al. (1999) auf der Inhibierung der RNA-Synthese beruhen, die ein
sogar schnelleres p53-Induktionssignal darstellen könnte als DNA-Stragbrüche. Die RNA-Synthese wird
von HSV-tk/GCV nicht beeinflußt.
Die p53-Induktion durch die E.coli-cd/5-FC-Gentherapie ist jedoch im Vergleich zur p53-Induktion nach
Acto-D-Behandlung sehr gering. Immunhistochemisch war dementsprechend p53 nach 5-FC-Behandlung
in cd-transduzierten U87-Zellen nicht nachzuweisen. Nach Behandlung der gleichen Zellen mit ActoD (1
µg/ml) war dagegen p53 deutlich detektierbar. Der toxische Metabolit 5-FU, der aus 5-FC gebildet wird, ist
in murinen L929-Fibroblasten ein starker p53-Induktor: Nach Behandlung mit 10 µg/ml FU war die mittels
Immunfluoreszenz festgestellte p53-Akkumulation fast ebenso hoch wie nach Behandlung mit 1 µg/ml
ActoD (Fritsche et al. 1993). Auch Bunz et al. (1999) zeigten in Immunoblotanalysen eine hohe Induktion
von wt-p53 nach Behandlung einer Colontumorzellinie mit 5-FU. Die relativ geringe p53-Akkumulation,
die in den wt-p53 U87-cd-Zellen nach 5-FC-Behandlung beobachtet wird, könnte auf eine geringe intra-
zelluläre 5-FU-Bildung hindeuten. Ein direkter Vergleich der effektiven Dosis kann nicht durchgeführt
werden, da nicht bekannt ist bzw. ermittelt wurde, wieviel 5-FU hier während der Gentherapie gebildet
wird. Vergleichsuntersuchungen mit direkter Applikation von 5-FU bei U87- und 9L-Zellen in
                                                          
5 Die humane Gliomzellinie weist eine p53-Punktmutation in Codon 237, Exon 7 auf, welche zu einem
Aminosäureaustausch von Methionin durch Isoleucin führt (Van Meir et al. 1994, Chen et al. 1995).
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verschiedenen Konzentrationen mit anschließender Analyse der p53-Expression könnten hier klären, ob
eine zu geringe 5-FU-Bildung die Ursache für die beobachtete geringe Akkumulation von p53 in U87-cd-
Zellen nach 5-FC-Behandlung ist. Allerdings könnten auch Zelltyp-spezifische Sensitivitätsunterschiede
eine Rolle spielen und auch die Expression p53-inaktivierender und degradierender Faktoren wie z.B.
MDM2 (Kap. 6) ist hier zu beachten.
Die p21-Induktion ist bei wt-p53 U87-Zellen nach ActoD-Behandlung ebenfalls stärker ausgeprägt, als
nach Behandlung von U87-cd mit 5-FC. Auch der gemessene G1-Arrest ist nach Behandlung mit ActoD bei
den U87-Zellinien deutlich ausgeprägter als nach E.coli-cd/5-FC-Therapie.
Dagegen reagierte die von Bunz et al. (1999) untersuchte Colonkarzinom-Zellinie auf die 5-FU-Behand-
lung mit einer Akkumulation von p53 und (6 h später) mit einer deutlichen Akkumulation von p21. Nach
24 h trat ein G1-Phase-Arrest ein, der fast die gesamte Zellpopulation einschloß. Nach 60 h waren fast alle
Zellen anhand ihres subdiploiden DNA-Gehalts als apoptotisch einzustufen. Allerdings scheint p53 nicht
immer nach Behandlung von wt-p53-Zellen mit 5-FU induziert zu werden, wie Yoneda et al. bei Platten-
epithelzellkarzinom-Zellinien zeigten (1998), es wurde dabei auch keine p21-Akkumulation festgestellt.
Daher scheint in der vorliegenden Arbeit p53 zwar durch die E.coli-cd/5-FC-Therapie in U87-Zellen zu-
nächst aktiviert zu werden und die Transkription von p21 zu induzieren, jedoch führt diese Aktivierung
nicht zu einem ausgeprägten, p21-vermittelten G1-Arrest.
Im mt-p53-Modell 9L nahm nach Gentherapie die p53-Konzentration insgesamt zu, wobei vor allem die
Konzentration der in der SDS-PAGE langsameren p53-Form stieg, während die zweite p53-Variante ab-
nahm. An Tag 3 der Behandlung war nur noch die langsamere Variante zu detektieren und nahm dann
ebenfalls ab. Die ohnehin sehr geringe p21-Konzentration war nach Behandlung mit 5-FC nicht mehr zu
detektieren. Die Zellen akkumulierten nach kurzzeitigem, schwachem Arrest in G1  in der S-Phase.
Der p53-Status scheint die Sensitivität gegenüber einigen Chemotherapeutika zu beeinflussen (Lowe et al.
1994, Itaya et al. 1999). Die Cytotoxizität von 5-FU ist häufig mit dem p53-Status in Verbindung gebracht
worden: Zellen mit wt-p53 sollten sensitiv und Zellen mt-p53 sollten nicht mehr sensitiv gegenüber einer 5-
FU-Behandlung sein (Bunz et al. 1999, Arango et al. 2001). Inzwischen sind jedoch auch Berichte von
Zellen mit mt-p53 erschienen, die trotz dieser p53-Inaktivierung sensitiv auf 5-FU reagierten (Nita et al.
1998, Yoneda et al. 1998, Mirjolet et al. 2000, Peters et al. 2000, Backus et al. 2001, Yoshikawa et al.
2001), so daß funktionelles p53 keine unabdingbare Vorraussetzung für den cytotoxischen Effekt von 5-FU
bzw- E.coli-cd/5-FC darstellen sollte. Auch die hier untersuchte Zellinie 9L-cd ist gegenüber dem während
der Gentherapie entstehenden 5-FU trotz der p53-Mutation sensitiv.
Die hier unter E.coli-cd/5-FC-Gentherapie festgestellte Akkumulation von mt-p53 ist auch von Mirjolet et
al. (2000) nach Behandlung von Karzinomzellinien mit 5-FU beobachtet worden. Dagegen fanden Peters et
al. (2000) bei Colonkarzinomen und Yoneda et al. bei Plattepithelzellkarzinomen keine mt-p53-Induktion
nach 5-FU-Exposition. Da verschiedene posttranskriptionale Mechanismen zur gesteigerten Proteinsyn-
these bzw. Stabilisierung des vorhandenen p53-Proteins eine Rolle spielen, scheint es naheliegend zu ver-
muten, daß es hier bei Untersuchungen an Tumorzellkulturen, die häufig Mutationen in in diesen p53-
Signaltransduktionswegen aufweisen (Greenblatt et al. 1994), zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen
kann. So kann durch Inaktivierung der Stabilisationsfaktoren in diesen Zellen eine Akkumulation von p53
ausbleiben. Sofern die Art der p53-Mutation dies nicht ausschließt ist anzunehmen, daß auch das mutierte
p53-Protein nach DNA/RNA-Schädigung von zellulären Faktoren modifiziert wird. Posttranslationale p53-
Modifikationen (Phosphorylierung, Acetylierung) betreffen im Wesentlichen den N- und den C-Terminus
des p53-Proteins (Übersicht: Appella und Anderson 2000) und sollten daher von der 9L-Punktmutation der
zentralen DNA-bindenden Domäne unbeeinflußt bleiben. p53-Akkumulation induziert durch „upstream“ in
der Signalkette lokalisierte Faktoren scheint in den hier untersuchten Zellmodellen tatsächlich ein all-
gemeines Wirkungsprinzip der E.coli-cd/5-FC- und der HSV-tk/GCV-Therapie zu sein, unabhängig vom
p53-Status. Die p53-Akkumulation ist unabhängig von den „downstream“ in der Signalkette folgenden



IV. Diskussion

-133-

Prozessen, da in den mt-p53-Zellen zumindest die transkriptionsabhängigen p53-Signale ausbleiben,
sozusagen ins Leere laufen.
p21 spielt in dem hier untersuchten mt-p53 9L-Zellmodell nach Gentherapie keine wesentliche Rolle. Es
wird in 9L-cd-Zellen nur sehr gering expimiert und ist bereits nach 24 h Behandlung nicht mehr
nachweisbar. Als Apoptose-Antagonist kann es also nicht wirksam werden. Ob die geringe Menge p21
doch in irgendeiner Weise aktiv an den Zelltodvorgängen beteiligt ist, läßt sich nicht an dieser Stelle
klären. Ursächlich und von wesentlicher Bedeutung scheint sie angesichts der geringen Mengen nicht zu
sein.
Mirjolet et al. (2000) zeigten in humanen Karzinomzellinien, daß die Zellen unabhängig von ihrem p53-
Status nach 5-FU-Behandlung in der G1-Phase akkumulieren. Ein ähnliches Ergebnis erhielten Bunz et al.
(1999) und McGinn et al. (2000) bei der Untersuchung humaner Colonkarzinomzellinien. Andere
Veröffentlichungen zeigen jedoch einen S-Phase-Arrest von mit 5-FU behandelten Karzinomzellinien
(Yoneda et al. 1998, Backus et al. 2001). Dies stimmt mit den hier durchgeführten Zyklusanalysen überein.
Die intrazellulär gebildeten 5-FU-Derivate stören sowohl die RNA- als auch die DNA-Synthese durch
Einbau falscher Nukleotide und durch Inhibierung der Thymidylatsynthase insbesondere die DNA-Syn-
these. Für das Durchlaufen der S-Phase ist die Aktivität der Thymidylatsynthase erforderlich. Thymidylat-
synthase-Inhibitoren induzieren S-Phase-Arrettierungen (Bunz et al. 1999). Daher ist mit einem Arrest der
5-FU behandelten Zellen in der späten G1- oder der S-Phase zu rechnen.
Nach HSV-tk/GCV-Gentherapie wurde wt-p53 in U87-Zellen erst nach 24-48 h induziert. Wei et al. (1998,
1999) detektierten ebenfalls wt-p53-Akkumulation in tk-transduzierten Tumorzellinien (Melanom, Sarkom,
Hepatome) jedoch bereits 12 h nach GCV-Behandlung. Beltinger et al. (1999) stellten p53-Akkumulation
24 h nach Behandlung einer Neurobastomzellinie mit HSV-tk/GCV fest. Dagegen konnten Craperi et al.
1999 nach GCV-Behandlung der tk-transduzierten Rattengliomzellinie C6 keine Veränderung der p53-
Proteinexpression feststellen, und Wallace et al. (1996) zeigten, daß HSV-tk/GCV-Gentherapie auch in
p53-Null-Thyrozyten Zelltod induzieren kann. Dies bestätigten Xie et al. (1999) durch Untersuchungen von
p53-Null-Zellinien in denen die HSV-tk/GCV-Therapie ebenfalls funktionierte und deren Effizienz außer-
dem nicht durch eine Coexpression von wt-p53 gesteigert werden konnte. Daß dieses Therapiesystem auch
in der mt-p53 Gliomzellinie 9L effektiv ist, wurde bereits gezeigt (Cool et al. 1996) und konnte hier
bestätigt werden. Glaser et al. (2001) zeigten ebenfalls funktionelle HSV-tk/GCV-Therapie in mt-p53
Gliomzellinien.
Die zahlreichen Berichte von erfolgreicher HSV-tk/GCV-Gentherapie in mt-p53-Zellinien sowie die
Funktionalität der Therapie in p53-Null-Zellen läßt vermuten, daß p53 keine essentielle Voraussetzung für
die Funktion dieser Therapie darstellt. In wt-p53-Zellinien könnte p53 dennoch mitunter an den Zelltod-
auslösenden Mechanismen beteiligt sein. Zumindest sind p53-Induktionen nach Therapie festgestellt
worden, und auch in der hier untersuchten U87-tk-Zellinie tritt diese Induktion zwar erst relativ spät in
Erscheinung, die Expression steigt jedoch mit Zunahme der apoptotischen Zellen. Gleiczeitig mit dem
Auftreten der p53-Akkumulation tritt jedoch auch eine Konzentrationserhöhung des p53-Antagonisten
MDM2 auf, so daß zumindest die transkriptions-abhängigen p53-Funktionen größtenteils inhibiert sein
dürften (Kap. 7). Allgemein läßt sich in den hier untersuchten Zellmodellen feststellen, daß Apoptose statt-
findet, obwohl in allen Therapie-Systemen zumindest die Transkriptions-abhängigen p53-Funktionen ein-
geschränkt oder inhibiert sind: Das von 9L-Zellen exprimierte mutierte p53 ist per se transkriptionsinaktiv.
Durch ActoD-Behandlung (1-2 µg/ml) wird in beiden Zellmodellen die Trans-kription allgemein inhibiert.
Nach E.coli-cd/5-FC-Behandlung scheint wt-p53 nur an Tag 1 transkriptionell aktiv zu sein, da ab Tag 2
die gestiegene MDM2-Konzentration die wt-p53-Transkriptionsaktivierung inhibieren dürfte (Kap. 7). Dies
scheint auch die ab diesem Zeitpunkt wieder sinkende MDM2-Konzentration zu bestätigen, da diese trans-
kriptionell durch p53 reguliert wird. Im HSV-tk/GCV-System akkumuliert wt-p53 erst spät und wird dann
vermutlich ebenfalls durch MDM2 bzw. das p60-MDM2-Fragment in seiner Transkriptionsaktivierung
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inhibiert. Falls also wt-p53 eine wichtige Funktion in der Apoptoseauslösung nach den drei unterschied-
lichen Stimuli in U87-Zellen ausübt, so ist diese hier eher bei den transkriptionsunabhängigen wt-p53-
Funktionen zu suchen. Das auch transkiptionsunabhängige p53-Funktionen an der Apoptose-Auslösung
beteiligt sein können, ist schon mehrfach berichtet worden, obwohl die genauen Ursachen dieser Effekte
noch im Unklaren liegen (Caelles et al. 1994, Haupt et al. 1995, 1997, Chen et al. 1996, Marchenko et al.
2000). In diesem Zusammenhang konnte hier gezeigt werden, daß Veränderungen des mitochondrialen
Transmembranpotentials nach Gen- oder Chemotherapie in wt-p53 U87-Zellen früher auftraten und dauer-
hafter waren als in den mt-p53 9L-Zellen. Marchenko et al. (2000) und Sansome et al. (2001) berichteten
von einer Translokation des nukleären p53 zu den Mitochondrien nach Apoptose-Induktion. Mitochondrien
können apoptotische Signale über verschiedene Signaltransduktionswege effektiv amplifizieren. Daher
könnte hier zwischen dem p53-Status der Zelle und der Ausprägung apoptotischer Veränderungen der
Mitochondrien ein kausaler Zusammenhang bestehen. In Zellen mit mutiertem p53 - wie der 9L-Zellinie -
bliebe diese Amplifizierung des apoptotischen Signals dann aus. Dies könnte mitverantwortlich für die
höhere Sensitivität der U87-Zellinien verglichen mit 9L-Zellinien gegenüber ActoD und anderen Chemo-
therapeutika sein. Dennoch ist die Gentherapie in beiden Zellmodellen sehr effektiv. Eine direkte Ver-
gleichbarkeit der Effektivität ist hier allerdings eingeschränkt, da die Stärke des cytotoxischen Effektes u.a.
wesentlich von der Höhe der Suizidenzym-Expression abhängt (Kim et al. 2000), die hier nicht gemessen
werden konnte und daher nicht als Bezugswert zur Verfügung steht.
Nach GCV-Behandlung änderte sich die p21-Proteinexpression in wt-p53 U87-tk-Zellen - trotz p53-
Induktion - nicht. In den mt-p53 9L-tk-Zellen nahm die p21-Konzentration nach Behandlung mit GCV ab.
Halloran und Fenton (1998) hingegen zeigten eine p53-abhängige Zunahme der p21-Expression in einem
tk-transduzierten wt-p53 Melanommodell nach GCV-Behandlung in vivo und in vitro. In wt-p53 Zellen
wäre eine p21-Induktion nach p53-Akkumulation eigentlich zu erwarten. In Gliomen wird eine nicht funk-
tionierende p21-Induktion nach Bestahlung als Mitursache für Radioresistenz vermutet (Kraus et al. 2000).
Da hier zumindest in der U87-cd-Zellinie eine p21-Induktion stattfindet, erscheint es zumindest unwahr-
scheinlich, daß die U87-tk-Zellinie einen Defekt in der p21-Induzierbarkeit (infolge der Transduktion) auf-
weisen sollte. Da p21 in der Wachstumsarrest-Funktion von p53 eine Rolle spielt, jedoch nicht für die
Apoptose-Auslösung, könnte es sich hier um eine direkte Einstellung der Zelle auf Apoptose ohne Wachs-
tumsarrest handeln, die Mechanismen, die zur p53-vermittelten Apoptose führen sind noch nicht geklärt.
Bei 9L-tk-Zellen tritt nach HSV-tk/GCV-Gentherapie (24 h nach GCV-Applikation) eine zusätzliche p21-
Proteinbande mit einer ungefähren Masse von 15kD auf. Gleichzeitig verschwindet die p21-„Original-
bande“ vollständig. Es ist berichtet worden, daß p21 eine Schnittstelle für DEVD-Caspasen aufweist
(Donato und Perez 1998, Gervais et al. 1998, Levkau et al. 1998, Zhang et al. 1999, Chai et al. 2000).
Gervais et al. (1998) zeigten, daß p21 ein in vitro-Substrat der Caspase 3 darstellt. p21 wurde in einer
myeloblastischen Leukämiezellinie (ML1) nach Röntgenbestrahlung früh - noch vor dem Auftreten mor-
phologischer Apoptosemerkmale - geschnitten. p21-Fragmentierung wurde außerdem in humanen Cervix-
karzinomzellinien nach Apoptose-Induktion durch TNFα (Donato und Perez, 1998), in humanen Endothel-
zellen nach Entzug von Wachstumsfaktor (Levkau et al. 1998) sowie in colorectalen Karzinomzellen nach
Apoptose-Induktion durch Butyrat (Chai et al. 2000) demonstriert. Das entstehende p15-Fragment hat die
PCNA-Bindungsstelle verloren (Gervais et al. 1998, Zhang et al.1998, Chai et al. 2000). Die PCNA-
Bindung ist vermutlich wichtig für die Inhibition der DNA-Replikation durch p21 (Waga und Stillmann
1998). Überexprimierung eines trunkierten p21-Proteins, welches lediglich eine Aminosäure länger als das
p15-Fragment ist, resultierte in Tumorzellen in der Apoptose-Induktion, wohingegen p21 unter gleichen
Bedingungen einen Wachstumsarrest auslöste (Prabhu et al. 1996). Hypothetisch könnte die Trennung von
Cyclin-abhängige Kinasen- und PCNA-Bindungsdomäne zur Trennung und zumindest partiellen Inaktivie-
rung der Wachstumsarrest- und Apoptose-Unterdrückungsfunktion von p21 führen, wonach Apoptose nicht
mehr supprimiert werden kann. Es ist auch gemutmaßt worden, daß bei der Zerschneidung des p21-
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Proteins dessen nukleäres Lokalisationssignal verloren geht, und p21 durch veränderte Lokalisierung
inaktiviert wird (Levkau et al. 1998, Zhang et al. 1999). Bei dem p21-Fragment von ca. 15 kDa, welches in
9L-tk-Zellen nach Gentherapie auftritt, könnte es sich demnach um ein solches DEVD-Caspasen-Schnitt-
produkt handeln. Durch zusätzliche Western Blot-Analysen mit spezifischen p21-Antikörpern gegen car-
boxy- und aminoterminalen Epitope könnte diese Frage vermutlich eindeutig geklärt werden. Der hier für
die Immunoblotanalyse verwendete Antikörper F5 ist durch Immunisierung mit Gesamt-p21 der Maus ge-
wonnen worden, das Epitop ist mit AA1-159 angegeben, ist also nicht spezifisch für die terminalen Berei-
che, ist aber in der Lage, auch das p15-Fragment zu erkennen. In colorimetrischen Tests zur Analyse der
Caspase 3-Aktivität in gentherapeutisch behandelten 9L-tk-Zellen läßt sich eine solche Enzymtätigkeit
zwar deutlich erst 24 h später nachweisen. Dies könnte u.a. an der vergleichbar weniger sensitiven Nach-
weismethode liegen, so daß p21 wahrscheinlich bereits von ersten aktivierten Caspase 3-Enzymen ge-
schnitten wird, bevor die volle Aktivität der Effektorcaspase im Enzymtest detektierbar wird.
Hier konnte gezeigt werden, daß gentherapeutisch mit HSV-tk/GCV behandelte Zellen (unabhängig von
funktionellem p53) in der S-Phase des Zellzyklus blockiert werden. Dies ist in Übereinstimmung mit Er-
gebnissen von Fick et al. (1995), die Untersuchungen an tk-transduzierten C6-Rattengliomzellen und an
Bystander-Maus-Fibroblasten durchführten, sowie mit Craperi et al. (1999), die ebenfalls C6-tk mit GCV
behandelten und einen deutlichen S-Phase-Arrest feststellten. Einen Arrest in der späteren S-Phase bzw.
G2-Phase vermuteten dagegen Halloran und Fenton (1998) und Wei et al. (1998), beide Gruppen unter-
suchten eine tk-transduzierte Maus-Melanomzellinie (B16F10). Die genau Wirkungsweise der HSV-tk/
GCV-Gentherapie ist noch nicht im Detail geklärt. Die wesentliche Ursache der Cytotoxizität soll jedoch
der Einbau von GCV-Triphosphat in die DNA mit folgendem Strangabbruch sein. Dieser Mechanismus
schädigt die Zellen in der DNA-Synthesephase, der S-Phase, weshalb eine Arrettierung der Zellen in dieser
Phase als am wahrscheinlichsten erscheint. Hierbei könnten unterschiedliche Schadensausmaße auftreten
z.B. durch Aufnahme unterschiedlicher GCV-Dosen, so daß die Zellen bei einem hohen Maß an DNA-
Schädigung direkt in der S-Phase in Apoptose gehen, bei einem niedrigeren Ausmaß jedoch zunächst am
S/G2-Restriktionspunkt arrettieren. Dieser Restriktionspunkt dient als Kontroll- und Reparaturpunkt, kön-
nen die Schäden nicht repariert werden, so gehen die Zellen dann nach heutigen Hypothesen in Apoptose.

6. p53-Zielgen bax, Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie
Bax ist ein pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie (Oltvai et al. 1993). Die Bax-Genexpression wird
von p53 positiv reguliert, in vitro und in vivo (Miyashita et al. 1994, Miyashita und Reed 1995). Die
folgende Tabelle faßt die Ergebnisse der Proteinexpressionsstudien von p53, bax und weiteren Mitgliedern
der Bcl-2-Familie zusammen:

HSV-tk/GCV E.coli-cd/5-FC
Zellmodell ActoD

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3

U87
(wt-p53)

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

9L
(mt-p53)

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

p53
Bax
Bcl-2
Bcl-xL

Tab. 26: Die Ergebnisse der Western Blot-Proteinexpressionsanalysen von p53 und Mitgliedern der Bcl-2-
Familie (Bcl-2, Bcl-xL, Bax) während der HSV-tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-Suizidgentherapie (Tag 1-3) sowie
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nach Behandlung mit Actinomycin D („ActoD“) sind in dieser Tabelle zusammengefaßt. Die Höhe der
jeweiligen Proteinkonzentration wurde jeweils im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bewertet, wobei
eine gleichbleibende, eine gestiegene, eine verringerte und eine nur leicht gestiege-
ne bzw. verringerte Konzentration darstellen soll.

Die Proteinkonzentration von Bax änderte sich bei U87-Zellinien weder nach Gentherapie noch nach
ActoD-Behandlung. Bei 9L-Zellinien wurde Bax im Vergleich nur sehr gering (basal) exprimiert. Diese
Expression änderte sich nicht im Verlauf der Gentherapie, nur nach Behandlung mit ActoD ließ sich eine
leichte Erhöhung feststellen.
In einem Ratten-Gliommodell (C6) mit wt-p53-Expression (Asai et al. 1994, Scotto et al. 1998) wurde nach
HSV-tk/GCV-Gentherapie eine Erhöhung der Bax-Expression mittels Western Blot 24 h nach GCV-
Applikation gezeigt (Craperi et al. 1999). Die Konzentration von p53 blieb währenddessen unverändert.
Die Analyse ist mit den hier vorgelegten Ergebnissen nicht direkt vergleichbar, da u.a. die C6-Zellen mit
einem anderen Expressionsvektor transduziert wurden. Die verwendete stabil transduzierte Zellinie C6-tk
scheint weniger sensitiv auf die GCV-Behandlung zu reagieren als die U87-tk oder 9L-tk-Zellinie, da ein
erster zytotoxischer Effekt erst nach 7 Tagen sichtbar wurde, wohingegen U87-tk und 9L-tk bereits nach 4
Tagen mehr als 50% Zelltod zeigten6. Die Bax-Expression war dagegen bereits nach 24 h GCV-Behand-
lung in C6-tk erhöht, die Bax-induzierte Zelltodmechanismen setzten sich also zumindest nicht direkt
durch. Bisher ist kein anderer Bericht veröffentlicht worden, der eine Beteiligung von Bax am HSV-tk/
GCV-vermittelten Zelltod postuliert. In einer Studie von Wei et al. (1998), die allerdings in einem murinen
Melanommodell durchgeführt wurde, induzierte HSV-tk/GCV keine bax-Expressionserhöhung trotz p53-
Akkumulation. Nach einigen typischen p53- und Bax-involvierenden, Apoptose-induzierenden Behand-
lungen von Gliomzellinien bzw. Gliomen ist ein Ausbleiben der Bax-Konzentrationserhöhung beobachtet
worden. So ändert sich die Bax-Expression nicht in den humanen Gliomzellinien U87, U373MG (mt-p53)
oder A172 (mt-p53) 48 h nach Bestrahlung (bis zu 20 Gy) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Badie et al. 1999). Auch nach Transduktion mit rekombinantem Adenovirus-Vektor zur Expression von
humanem wt-p53 änderte sich die Bax-Expression in keiner dieser Linien, obwohl zumindest U373MG
eine ausgeprägte Apoptose zeigte (Badie et al. 1999). Ein ähnliches Ergebnis beobachteten Trepel et al.
(1998): Transduktion von wt-p53 in Gliomzellinien mit mt-p53 (LN-18, LN-308) führte zwar zur Induktion
von p21, nicht jedoch zu der von Bax. Dies stimmt mit in Primärtumoren gemachten Beobachtungen über-
ein: Trotz Expression von funktionellem wt-p53 konnte in 50% der untersuchten primären Glioblastome
nach Bestrahlung keine transkriptionelle Aktivierung von bax festgestellt werden (Kraus et al. 2000). Shuh
et al. (1998) führten die intrinsische Radioresistenz mancher Glioblastomzellinien auf die fehlende Indu-
zierbarkeit von Bax zurück. Sie untersuchten die Glioblastomzellinien U87, U343 und U563 und konnten
keine Bax-Induktion 6-24 h nach Bestrahlung mit 5 Gy feststellen im Vergleich zu den radiosensitiven,
Bax-hochregulierenden Medulloblastomzellinien D283 und D341.
Allerdings zeigten Nita et al. (1998) Bax Hochregulation in wt-p53 humanen Karzinomzellinien nach
Behandlung mit 5-FU. Dies zeigten auch Peters et al. (2000) bei Behandlung von wt-p53 Colonkarzinom-
zellinien, bei mt-p53 Zellinien stellten sie eine nur geringfügige Erhöhung der Bax-Expression fest. Da-
gegen zeigten Zhang et al. (2000), daß colorectale Tumorzellen nach Deletion von Bax nur partiell resistent
gegenüber 5-FU induziertem Zelltod wurden und Apoptose trotzdem stattfand.
Daß der bax-vermittelte Apoptoseweg in der U87-Zellinie prinzipiell funktioniert, konnte nach Transduk-
tion mit konstitutiv bzw. induzierbar exprimiertem bax-Gen gezeigt werden: Transfektion des konstitutiv
exprimierten Gens resultierte in spontanem apoptotischem Zelltod. Apoptose zeigte sich nach Transfektion

                                                          
6 Zwar ist die von Craperi et al. (1999) eingesetzte Konzentration von 20 µM GCV nur etwa halb so hoch wie
die hier als Standard verwendete (10 µg/ml GCV entspricht 36 µM), jedoch liegen die IC50 für U87-tk und 9L-tk
noch deutlich darunter (6 ng/ml bzw. 50 ng/ml GCV, Tab. 5).
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des regulierbaren bax-Gens erst nach Induktion von Bax (Vogelbaum et al. 1999). Apoptose nach Trans-
fektion und Expression von bax in U87-Zellen zeigte auch eine Studie von Shinoura et al. (2001).
Die fehlende bax-Hochregulation als Antwort auf HSV-tk/GCV- oder E.coli-cd-Gentherapie bzw. ActoD-
Behandlung in der wt-p53 Zellinie U87 könnte daher auf einem vorgeschalteten Resistenzmechanismus
beruhen. Dies erscheint vor allem deshalb wahrscheinlich, da die verschiedensten Stimuli in dieser Zellinie
keine Induktion von Bax hervorrufen. Wohingegen der Bax-Apoptose-Reaktionsweg in der Rattengliom-
zellinie C6  häufiger involviert zu sein scheint: z.B nach oxidativem Stress, Inkubation mit Interferon γ
oder einem Calciumionophor (Ray et al. 1999) oder nach Acetaminophen-Inkubation (Bae et al. 2001). An-
dererseits könnte auch bax-Expressionserhöhung keine wesentliche Rolle in der Gentherapie- oder ActoD-
vermittelten Apoptose von wt-p53-Zellen spielen. Daß sie zumindest entbehrlich ist, zeigt die hier vor-
gelegte Studie.
In der 9L-Rattengliosarkomzellinie erklärt sich die geringe Expressionshöhe und ausbleibende Expres-
sionserhöhung von bax nach Gentherapie zunächst durch die fehlende Funktionalität von mt-p53. Die
angedeutete Bax-Erhöhung nach Actinomycin D-Behandlung müßte dann p53-unabhängig erfolgt sein. In
humanen Zellen scheint die Expression von Bax direkt von p53 abhängig zu sein (Miyashita et al. 1994,
Miyashita und Reed 1995). Neuere Untersuchungen im Mausmodell hingegen zeigen, daß die Bax-Expres-
sion hier zumindest nicht direkt transkriptionell durch p53 transaktiviert zu werden scheint (Igata et al.
1999, Schmidt et al. 1999), obwohl auch der Mauspromotor drei mögliche p53-Bindungselement enthält,
die im humanen Promotor konserviert sind (Schmidt et al. 1999). Im Maus-System scheint die Bax-
Expression p53-unabhängig u.a. durch Sp1 reguliert zu sein (Igata et al. 19999, Schmidt et al. 1999). Zur
Zeit fehlen noch Untersuchungn des Ratten-Systems, jedoch ist es nicht unwahrscheinlich, daß dies auch
auf den Ratten-Promotor zutrifft und die p53-unabhängige Bax-Hochregulierung nach ActoD-Behandlung
erklärt. Sp1 als wichtiger Co-Faktor bei p53-induzierter Bax-Expression wird zur Zeit auch im humanen
System diskutiert (Thornborrow und Manfredi 2001). p53-unabhängige Bax-Hochregulation ist auch in
einer mt-p53 Pankreastumorzellinie (PANC-1) nach Behandlung mit Actinomycin D gezeigt worden (Kleef
et al. 2000).
Die Funktionsweise der Apoptoseinduktion durch Bax ist noch nicht genau geklärt. Neben der Erhöhung
der Konzentration von Bax kann auch eine Änderung der Lokalisation ohne Konzentrationserhöhung zur
Aktivierung beitragen, da letztendlich für die Wirkung von Bax der Eintritt von Bax in die äußere Mito-
chondrienmembran und anschließende Bildung von Bax-Homodimeren verantwortlich zu sein scheint. Dies
wird durch eine Bax-Konzentrationserhöhung erleichtert, da Bax normalerweise mit anti-apoptotischen
Mitgliedern der Bcl-2-Familie komplexiert vorliegt, was zur gegenseitigen Aufhebung der Funktion führt.
Wird entweder die Bax-Konzentration erhöht oder aber die Konzentration der antiapoptotischen Faktoren
erniedrigt, so können sich funktionelle Bax-Homodimere ausbilden.
Bax scheint normalerweise cytosolisch gelöst vorzuliegen, was auch durch die Immunfluoreszenzunter-
suchung unbehandelter U87-Zellen bestätigt wird (nicht gezeigt). Erst nach Stimuli wie z.B. IL-3-Entzug,
Staurosporin- oder Dexamethason-Behandlung und γ-Strahlung wird es zur Mitochondrienmembran-
gebundenen, apoptotisch-aktiven Form umgewandelt (Hsu et al. 1997, 1998, Wolter et al. 1997, Gross et al.
1998). Es wäre sicherlich interessant mittels differentieller Proteinextraktion/Western Blot-Analyse oder
Immunfluoreszenzuntersuchung im U87-Zellmodell zu prüfen, ob sich die Lokalisation von Bax nach Gen-
therapie oder ActoD-Behandlung ändert. Die Bax-Expression im 9L-Modell war durch Immunfluoreszenz
/Immunoblot im unbehandelten Zustand nicht nachweisbar, hier wäre ebenfalls die Überprüfung der Loka-
lisation nach ActoD-vermittelter Expressionserhöhung von Interesse.
Die Expression der anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder Bcl-2 und Bcl-xL wurde mittels Western
Blot-Proteinexpressionsanalyse nach Gentherapie und ActoD-Behandlung in den beiden Zellmodellen
untersucht.
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Nach Behandlung mit ActoD verringerte sich die Proteinkonzentration von Bcl-xL im Vergleich zum
unbehandelten Zustand bei allen untersuchten Zellinien unabhängig vom p53-Status. Dagegen war nach
Gentherapie mit HSV-tk/GCV oder E.coli-cd/5-FC im U87-Modell keine Änderung der Konzentration
festzustellen. Im 9L-Modell zeigten sich unterschiedliche Reaktionen abhängig vom verwendeten Gen-
therapie-System: Bei 9L-tk-Zellen war nach GCV-Behandlung eine zunehmende Menge an Bcl-xL-Protein
mit geringerer Beweglichkeit im PAA-Gel zu beobachten. Dies war auch in 9L-Zellen nach GCV-Behand-
lung in geringerem Maße zu beobachten. Bei 9L-cd-Zellen war eine geringfügige, anfängliche Konzentra-
tionserhöhung von Bcl-xL nach 5-FC-Applikation festzustellen, die nach 72 h wieder zurückging.
Bcl-xL-Phosphorylierung wurde in malignen Zellen verschiedener Herkunft nach Behandlung mit Mikro-
tubuli-schädigenden Substanzen (u.a. Vincristin) beobachtet (Poruchynsky et al. 1998). Bcl-xL ist ein
potentielles Phosphorylierungssubstrat für Stress-aktivierte Proteinkinasen (SAPKs)7 und p38 MAP-Kinase
in vitro und in vivo (Fan et al. 2000, Kharbanda et al. 2000). Diese Kinasen werden aktiviert nach Stimuli
wie z.B. DNA-Schädigung, Hitzeschock, Aktivierung von CD95 oder TNF-RI (Übersicht: Miyata und
Nishida 1999).
SAPK phosphoryliert Thr-47 und Thr-115 von Bcl-xL. Diese Phosphorylierung behindert die Komplex-
bildung mit Bax anscheinend nicht, wie Immunpräzipitationsstudien zeigten, jedoch ist die anti-apopto-
tische Wirkung des phosphorylierten Proteins verringert (Kharbanda et al. 2000). Die zusätzliche Protein-
bande, die im Verlauf der Gentherapie in 9L-tk-Zellen gebildet wird, könnte demnach phosphoryliertes
Bcl-xL sein und die Apoptose dieser Zellen begünstigen. Andere posttranslationale Veränderungen des Bcl-
xL-Proteins oder alternative Spleißprodukte von entsprechender Größe, sind bisher nicht bekannt. Daß diese
Veränderung zumindest nicht obligat mit HSV-tk/GCV-Gentherapie verbunden ist, zeigt das Ausbleiben
dieser zweiten Bcl-xL-Bande in U87-tk-Zellen. Glaser et al. (2001) zeigten in tk-transduzierten mt-p53
Gliomzellinien einen Verlust der Bcl-xL-Expression nach GCV-Behandlung. Überexpression eines Bcl-xL-
Transgens inhibierte die HSV-tk/GCV-vermittelte Toxizität. Bcl-xL-Überexpression erhöhte auch die Re-
sistenz von Mammakarzinomen im Maus-Modell gegenüber 5-FU-Behandlung (Liu et al. 1999). Bcl-xL-
Antisense-Oligonukleotide konnten in Colonkarzinomen den 5-FU-Therapieeffekt verstärken (Nita et al.
2000).
Die Apoptose-Induktion nach E.coli-cd/5-FC-Gentherapie ist im 9L-Modell nach den hier vorgelegten
Ergebnissen nicht auf bloße Konzentrationsverschiebungen von pro- bzw. antiapoptotischen Mitgliedern
der Bcl-2-Familie zurückzuführen. Interessanterweise kann die beobachtete leichte Konzentrationserhö-
hung der antiapoptotischen Faktoren bei gleichzeitig fehlender Bax-Induktion den apoptotischen Zelltod
der 9L-cd-Zellen nicht unterdrücken.
Im wt-p53-Modell U87 sind beide Gentherapie-Systeme mit einem Rückgang der Bcl-2-Expression ver-
bunden. Dieser Rückgang könnte mit der p53-Akkumulation zusammenhängen, da der Bcl-2-Promoter
durch p53 negativ reguliert werden kann (Miyashita et al. 1994b, Budhram et al. 1999, Wu et al. 2001).
Dies würde auch den etwas deutlicheren Rückgang bei U87-tk- im Vergleich zu U87-cd-Zellen erklären, da
U87-cd-Zellen p53 nur vorübergehend 24 h nach 5-FC-Behandlung schwach akkumulieren, wohingegen
bei GCV-behandelten U87-tk-Zellen die p53-Konzentration zwar später aber deutlicher und länger an-
dauernd steigt. Die Supprimierung von Bcl-2 bereits 24 h nach GCV-Applikation in U87-tk-Zellen vermag
dies jedoch nicht allein zu erklären, so daß zumindest weitere Faktoren hier eine Rolle spielen müssen.
Inwieweit allerdings freies, nicht von MDM2 komplexiertes p53 für die Bindung an den Bcl-2-Promotor
zur Verfügung steht, ist heute noch unklar.
Apoptose könnte durch eine Verschiebung der Balance von antiapoptotischen und pro-apoptotischen Zellen
zugunsten der pro-apoptotischen Faktoren induziert worden sein. Eine Korrelation zwischen der Sensitivi-
tät von Karzinomzellinien gegenüber 5-FU und dem Bcl-2/Bax-Konzentrationsverhältnis wurde von Mirjo-
let et al. (2000) gezeigt. Dies konnte allerdings von Backus et al. (2001) in Colonkarzinomzellinien nicht
                                                          
7 auch bekannt als c-Jun-aminoterminale Kinasen (JNKs)
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bestätigt werden. Nach ActoD-Behandlung sanken in der vorliegenden Arbeit die Konzentrationen der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-xL und Bcl-2 (außer bei 9L-cd). Da die Konzentration von Bax dabei unverän-
dert blieb bzw. in 9L-Zellinien sogar anstieg, könnten allgemein die Apoptose begünstigenden Faktoren an
Einfluß gewonnen haben.
Allgemein läßt sich feststellen, daß die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL in U87- und 9L-
Zellinien im Vergleich zur normalen Glia, in der diese Proteine immunhistochemisch nicht nachweisbar
sind (Rieger et al. 1998), überexprimiert werden. Eine vergleichsweise hohe Expression von Bcl-xL und
Bcl-2 in U87 ist auch von Shinoura et al. (2001) gezeigt worden. Dies wird häufig in Gliomen (Nakasu et
al. 1994, Ellison et al. 1995a,b, Krishna et al. 1995, Weller et al. 1995, Schiffer et al. 1996, Krajewski et al.
1997, Rieger et al. 1998, Prayson 1999, Fels et al. 2000) beoachtet und ist wahscheinlich in Zusammenhang
mit Selektionsvorteilen für maligne Zellen im Entartungsprozess zu sehen. In normalen Astrocyten läßt
sich auch Bax normalerweise nicht nachweisen (Rieger et al. 1998). Die höhere Empfindlichkeit der U87-
Zellinien, die höhere Rate an spontaner Apoptose im Vergleich zu 9L-Zellinien könnte im Zusammenhang
mit der ebenfalls erhöhten Bax-Expression in U87 gesehen werden. Vielleicht ist auch aufgrund dieser
höheren basalen Expression nach p53-Aktivierung keine weitere Zunahme der Bax-Proteinkonzentration
mehr möglich.
 
7. p53-Zielgen Proto-Onkogen mdm2
Die mdm2-Expression wird von p53 transkriptionell positiv reguliert (Barak et al. 1993, Wu et al. 1993).
Das Protein MDM2 bindet p53 und inhibiert dadurch die transkriptionelle Aktivierung von p53-Zielgenen
(Momand et al. 1992). Die Bindung von MDM2 stellt den ersten Schritt auf dem p53-Abbauweg dar:
MDM2-gebundenes p53 wird über den Ubiquitin-Proteinabbauweg degradiert (Haupt et al. 1997, Kubbutat
et al. 1997). Alternativ zur Inaktivierung von p53 durch Mutation kann Überexprimierung von mdm2 die
gleiche Wirkung erzielen (Chen et al. 1996). Mdm2-Überexpression wird tatsächlich in einer Vielzahl
verschiedener Tumore gefunden und beruht auf verstärkter Transkription (Bueso-Ramos et al.1993,
Watanabe et al. 1994), erhöhter Translation (Landers et al. 1994, 1997) oder Genamplifikation (Oliner et al.
1992, Meddeb et al. 1996). MDM2-Amplifikationen wurden auch in Gliomen gefunden (Adesina et al.
1994, He et al. 1994, Reifenberger et al. 1993, 1994, 1996, Biernat et al. 1997, 1998, Schiebe et al. 2000),
zumeist in Abwesenheit von p53-Mutationen. Die folgende Tabelle faßt die in der vorliegenden
Untersuchung erzielten Ergebnisse der p53- und MDM2-Proteinexpressionsstudien zusammen:

HSV-tk/GCV E.coli-cd/5-FC
Zellmodell ActoD

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 1 Tag 2 Tag 3

U87
(wt-p53)

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

9L
(mt-p53)

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

p53
MDM2

Tab. 27: Ergebnisse der Western Blot-Proteinexpressionsanalysen von p53 und MDM2 während der HSV-
tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-Suizidgentherapie (Tag 1-3) sowie nach Behandlung mit Actinomycin D
(„ActoD“). Die Höhe der jeweiligen Proteinkonzentration wurde jeweils im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bewertet, wobei eine gleichbleibende, eine gestiegene, eine geringfügig gestie-
gene und eine verringerte Konzentration darstellen soll.

In der wt-p53-Zellinie U87 stieg nach p53-Akkumulation induziert durch beide Gentherapiesysteme in der
Folge auch die MDM2-Proteinkonzentration. Dies entspricht dem, was man nach DNA-Schädigungen er-
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warten würde. Die direkte Induktion von MDM2 durch p53 nach z.B. UV-Strahlung und γ-Strahlung ist in
vitro und in vivo bereits gezeigt worden (Perry et al. 1993, Chen et al. 1994, Reinke und Lozano 1997).
MDM2 besitzt zwei Promotoren: P1 und P2. Der „upstream“ Promotor P1 wird konstitutiv benutzt und
wird von p53 nicht beeinflußt. Daher wird mdm2 auch in der mt-p53 Zellinie 9L exprimiert. P2 besitzt
zwei p53-Bindungsstellen und ist durch wt-p53 induzierbar (Juven et al. 1993, Wu et al. 1993, Barak et al.
1994). Dieser Promotor kann also nur in der wt-p53 Zellinie U87, nicht in 9L-Zellen, aktiviert werden.
Man nimmt an, daß die MDM2-Induktion durch aktiviertes p53 zum schnellen Abbau von überschüssigem
wt-p53 dient, nachdem DNA-Schäden repariert wurden, und die Zelle wieder zum „Normalzustand“ über-
geht. Die Verzögerung der MDM2-Akkumulation bestimmt dann das aktive Zeitfenster für wt-p53. Dies
könnte hier beim E.coli-cd/5-FC-System der Fall sein: In U87-cd-Zellen akkumulierte p53 nach 5-FC-
Behandlung deutlich bereits an Tag 1 der Behandlung, während die MDM2-Konzentration an Tag 1 kaum
stieg und erst an Tag 2 deutlich zunahm. Die wt-p53-Akkumulation nahm ab diesem Tag wieder ab und
war an Tag 3 kaum noch nachzuweisen. An Tag 3 fiel dann auch die MDM2-Konzentration wieder in etwa
auf den unbehandelten Vergleichswert zurück. Demnach ist anscheinend die wt-p53-Funktion in dieser
Zellinie nach 5-FC-Behandlung auf den Tag 1 beschränkt. Dies könnte ebenfalls eine Erklärung für die
ausbleibende oder eingeschränkte Induktion einiger p53-Zielgene und die geringe Ausprägung des G1-
Arrests nur an Tag 1 liefern. Chen et al. (1996) zeigten in Co-Transfektionsstudien, daß MDM2-vermittel-
ter Abbau von p53 direkt für den Rückgang eines p53-induzierten G1-Arrestes verantwortlich sein kann.
Im HSV-tk/GCV-System nimmt die MDM2-Konzentration ebenfalls in etwa parallel zur wt-p53-Akkumu-
lation zu: p53 akkumulierte ab Tag 2 und stieg weiter an an Tag 3. MDM2 nahm insgesamt ebenfalls ab
Tag 2 zu und stieg auch an Tag 3 an. Hier war also (im Gegensatz zum E.coli-cd/5-FC-System) keine
Reduzierung der p53-Konzentration nach Induktion der MDM2-Expression festzustellen.
Da trotz hoher MDM2-Konzentration wt-p53 nicht abgebaut wird, scheint hier wt-p53 gegen MDM2-
vermittelten Abbau stabilisiert zu werden. Zur Zeit sind bereits zwei solcher Mechanismen bekannt:
Phosphorylierung von p53 im Bereich der MDM2-Bindungsdomäne und Komplexierung von MDM2 mit
p19ARF. Diese Mechanismen der wt-p53-Stabilisierung scheinen in Abhängigkeit vom Stimulus unter-
schiedlich aufzutreten: Phosphorylierung von Serinresten (-15, -20) des p53-Proteins sind in vitro und in vi-
vo nach Einwirkung von UV- oder ionisierender Strahlung gezeigt worden (Siliciano et al. 1997, Shieh et
al. 1997, 1999, Maya et al. 2001, de Toledo et al. 2000). Diese Phosphorylierungen reduzieren die Komple-
xierung von MDM2 und p53, wodurch p53 transkriptionell aktiviert und außerdem vor dem MDM2-ver-
mittelten Abbau geschützt wird (Shieh et al. 1997, Unger et al. 1999). Eine N-terminale p53-Phosphorylie-
rung scheint jedoch zumindest bei der wt-p53-Aktivierung nach ActoD Behandlung keine Rolle zu spielen
(Ashcroft et al. 1999, 2000). Für die Gentherapie oder die 5-FU-Chemotherapie ist dies noch nicht unter-
sucht.
p19ARF ist ein Tumorsuppressorprotein8, das im INK4a-ARF-Lokus encodiert ist (Quelle et al. 1995).
p19ARF bindet MDM2 und sequestriert es im Nucleolus (Pomerantz et al. 1998, Weber et al. 1999). p53
kann dann nicht mehr durch den MDM2-p19ARF-Komplex aus dem Nucleus exportiert (Tao und Levine
1999, Zhang und Xiong 1999) und durch die Ubiquitin-Ligase-Aktivität von MDM2 abgebaut werden
(Honda und Yasuda 1999, Midgley et al. 2000). Auch die p19ARF-Expression ist nach Gentherapie oder
Chemotherapie mit 5-FU oder ActoD noch nicht untersucht worden. Nach ActoD-Behandlung zeigten je-
doch Ashcroft et al. (2000) eine Sequestrierung von MDM2 im Nucleolus, während p53 im Nucleoplasma
vorlag, was zumindest eine p19ARF-Beteiligung nicht ganz abwegig erscheinen läßt. p19ARF-Induktion ist
bisher jedoch nur nach Onkogen-stimulierter Hyperproliferation festgestellt worden (Übersicht: Zhang und
Xiong 2001).
In der tk-transduzierten U87-Zellinie trat neben den auch im unbehandelten Zustand und in nicht trans-
duzierten Zellen auftretenden MDM2-Isoformen 48 h nach GCV-Applikation eine zusätzliche Proteinban-
                                                          
8 p19ARF im Mausmodell, p14ARF im humanen Modell
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de von etwa 60kD auf. Diese könnte durch alternatives Spleißen9 oder aber durch Zerschneiden10 der
p90/p85-Varianten entstanden sein. Diese Frage könnte durch Western Blot-Analyse mit einem gegen den
C-Terminus des MDM2-Proteins gerichteten Antikörper abschließend geklärt werden, da, sollte die 60kD
Proteinisoform ein Caspaseschnittprodukt sein, anders als bei einem alternativen Speißprodukt, gleichzeitig
mit der Zunahme der 60kD-Bande, eine äquimolare Menge des zweiten, etwa 30kD großen Spaltproduktes
nachzuweisen sein müßte. Das entstehende Proteinprodukt umfaßt jedoch (gleich welchen Ursprungs) bis
auf wenige Aminosäuen die gleichen funktionellen Sequenzabschnitte und weist daher sehr wahrscheinlich
die gleichen funktionellen Eigenschaften auf. Die Funktion dieses Fragmentes ist insgesamt aber eher noch
unklar. Das MDM2-Fragment besitzt noch immer die Fähigkeit, p53 zu binden und dessen Transkriptions-
aktivität zu inhibieren (Chen et al. 1997). Dem Protein fehlen Sequenzen, die zur Interaktion mit RNA-
Komponenten dienen (Elenbaas et al. 1996, Roth et al. 1998) und eine Rolle in der Translationskontrolle,
der Ribosomenbiogenese oder dem Transport von RNA spielen könnten (Friedman et al. 1999). Das
Fragment könnte also außerdem eigene, p53-unabhängige Funktionen in der Apoptose haben. Es fehlt der
Sequenzbereich mit E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivität, die den Ubiquitin-vermittelten p53-Abbau einleitet
(Honda et al. 1997). Dies könnte bedeuten, daß weniger p53 degradiert wird. Außerdem sind Sequenzen,
die zur Ubiquitinkopplung von MDM2 und nachfolgendem Selbstabbau führen, entfernt, was ebenfalls zu
einer Stabilisierung des Fragmentes führen könnte.
In der cd-transduzierten U87-Zellinie wurde diese MDM2-Isoform nicht induziert. Die in dieser Zellinie
gemessene Caspase 3-Aktivität war wesentlich geringer als bei U87-tk-Zellen und stieg erst an Tag 3 auf
vergleichbare Werte. Die Enzymaktivität könnte daher zu gering oder in zu wenigen Zellen vorhanden sein,
um eine massive Bildung des 60 kD-Proteins zu bewirken. Außerdem ist bekannt, daß Caspase-Substrate
infolge verschiedener Todes-Stimuli mitunter unterschiedlich prozessiert werden können. So wird z.B.
Actin nach Serumentzug in PC12-Zellen geschnitten (Kayalar et al. 1996), jedoch bleibt nach anderen
Apoptose-induzierenden Stimuli in anderen Zellinien eine Caspaseprozessierung von Actin aus (Song et al.
1997). Andererseits könnte auch aufgrund des andersartigen Stimulus eine etwaige Umstellung des alter-
nativen Spleißmusters in U87-cd-Zellen ausbleiben. Eine Bildung des 60 kD-Fragmentes wurde in keiner
9L-Zellinie nach Gentherapie oder ActinomycinD-Behandlung beobachtet, obwohl die DEVD-Konsensus-
sequenz auch im Rattengenom erhalten ist (Freedman et al. 1999) und Caspase 3 aktiv war. Auch nach
Behandlung der U87-Zellinien mit ActoD wurde kein MDM2-Schnitt/Spleiß-Produkt detektiert. In diesen
Fällen fand eine andere Inaktivierung von MDM2 statt: Nach Behandlung mit ActoD war MDM2 in allen
9L- und auch in den U87-Zellinien nicht mehr nachzuweisen, ebenso nach Gentherapie in 9L-Zellinien.
Nach ActoD-Behandlung von 9L-Zellinien ging die p53-Konzentration zurück, bei U87-Zellinien wurde
p53 jedoch induziert. Nach Gentherapie nahm p53 in 9L-Zellinien zu.
Die Aktivierung von p53 nach DNA-Schädigung durch UV-Strahlung oder Chemotherapie scheint zu-
mindest zum Teil auf eine p53-unabhängige Verringerung der mdm2-RNA- und -Proteinkonzentration
zurückzuführen zu sein (Wu und Levine 1997, Alarcon et al. 1999, Arriola et al. 1999, Blattner et al. 1999,
Ashcroft et al. 2000, Ma11 et al. 2000, Zeng et al. 2000, Inoue et al. 2001, Lu et al. 2001). Diese Unter-

                                                          
9 Bedingt durch alternatives Spleißen (Olson et al. 1993) sowie durch die Benutzung alternativer Promotoren
(Barak et al. 1994, Zauberman et al. 1995) tritt MDM2 in verschiedenen Isoformen auf. Fünf verschiedene
Spleißvarianten (p90, p85, p76, p74, p58 und p57) kommen z.B. in der 3T3DM-Zellinie, aus der MDM2 zuerst
kloniert wurde, vor (Olson et al. 1993). Von diesen Varianten besitzen nur p90, p85, p58 und p57 die N-
terminale p53-Bindungsdomäne (AA 17-125) (Olson et al. 1993).
10 Es ist von einem in p53-vermittelter Apoptose entstehenden p60-Spaltprodukt (durch DEVD-Caspasen-Schnitt
gebildet) berichtet worden (Chen et al. 1997, Erhardt et al. 1997). Die DEVD-Caspasen-Schnittstelle ist
evolutionär konserviert und bei Mensch, Maus, Xenopus und Zebrafisch nachzuweisen (Freedman et al. 1999,
Chen et al. 1997).
11 Ma et al. (2000) zeigten diesen Effekt nach Behandlung mit Adriamycin (syn. Doxorubicin). Adriamycin
interkaliert ebenso wie ActoD in die DNA und komplexiert mit Topoisomerase II (Potmesil et al. 1983, Abdella
und Fisher 1985, Wassermann et al. 1990), beides sind starke p53-Induktoren (Fritsche et al. 1993).
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suchungen fanden z.T auch in mt-p53 Zellen statt (Ashcroft et al. 2000, Ma et al. 2000). So ist gezeigt wor-
den, daß nach UV-Strahlung in wt-p53 Zellen zunächst die MDM2-Konzentration p53-unabhängig sinkt
und danach bedingt durch p53-Akkumulation wieder steigt. Nach Gentherapie bzw. ActoD-Behandlung
wurde auch in der vorliegenden Arbeit anscheinend eine solche p53-unabhängige MDM2-Konzentrations-
reduktion induziert, da dies sowohl in wt-p53- als auch in mt-p53-Zellen festgestellt werden konnte.
Blattner et al. (1999) zeigten einen Rückgang der MDM2-mRNA- und -Proteinkonzentration nach Behand-
lung einer Lymphoblastenzellinie mit 0,06 µg/ml (5nM) ActoD. Allerdings fanden Ashcroft et al. (2000)
nach ActoD-Behandlung (mit 10x geringerer Dosierung) von wt-p53-Zellen eine p53-induzierte mdm2-
Induktion, jedoch waren p53- und MDM2-Proteine in verschiedenen Kompartimenten getrennt voneinan-
der lokalisiert, was eine alternative mdm2-Inaktivierung darstellen könnte. Diese unterschiedliche Ergeb-
nisse könnten auf Zellinien-spezifische oder Dosis-abhängige Unterschiede in der Signaltransduktion
zurückzuführen sein. Eine mögliche Erklärung für die induzierte, p53-unabhängige Herunterregulation von
MDM2 auf Proteinebene, zeigten Untersuchungen von Buschmann et al. (2000): Bestrahlung führte zu
einer Reduzierung der Sumoylierung von MDM2. Diese posttranslationale Modifikation schützt MDM2
vor dem Abbau. Nach Bestrahlung wurde MDM2 daher verstärkt abgebaut, wodurch p53 indirekt aktiviert
wurde. Nach DNA-Schädigung durch Chemo- oder Gentherapie ist dieser Mechanismus bisher noch nicht
analysiert worden. Mögliche Ursachen der Reduktion von mdm2 auf transkriptioneller Ebene sind noch
nicht bekannt.
Zu dem hier in den Untersuchungen festgestellten MDM2-Protein-Konzentrationsrückgang könnten also
im Wesentlichen folgende Faktoren beitragen: ActoD führt zur Inhibierung der Transkription, so daß hier
die Neubildung von MDM2-Transkripten vermutlich eingeschränkt ist. MDM2-Protein besitzt eine sehr
kurze Halbwertszeit und muß daher zur Aufrechterhaltung der normalen Expressionshöhe stetig erneut
synthetisiert werden (t1/2 ≈ 15-20 min, Olson et al. 1993). Nach Gentherapie in 9L-Zellinien und nach
ActoD-Behandlung von U87- und 9L-Zellinien könnten p53-unabhängige Mechanismen zum Rückgang
der MDM2-mRNA- und -Proteinkonzentration beitragen. In mt-p53-Zellen ist auch die ausbleibende
erneute Induktion von mdm2 durch aktiviertes p53 zu nennen. Zusätzlich trägt in einer Situation, in der
Proteinneubildung ausbleibt, der Verlust von MDM2 durch den stetigen Abbau von p53, bei dem MDM2
mitabgebaut wird, vermutlich zur Reduktion des MDM2-Proteinlevels bei.
Für die Degradierung von p53 durch MDM2 ist die MDM2-Bindungsstelle, welche N-terminal im p53-
Protein lokalisiert ist (AA 18-23), zugleich Voraussetzung und ausreichend. Übertragung dieser Domäne
auf andere Proteine macht sie sensitiv für MDM2-vermittelten Proteinabbau (Haupt et al. 1997). MDM2
induziert daher nicht nur den Abbau von wt-p53, sondern auch von mutiertem p53-Protein effizient,
solange die Bindungsdomäne vorhanden und zugänglich ist (Haupt et al. 1997, Kubbutat et al. 1997). Diese
Domäne ist in dem von den 9L-Zellen exprimierten mt-p53 vorhanden und nicht von der Punktmutation
betroffen. Es ist daher wahrscheinlich,  daß auch das von 9L-Zellen exprimierte mt-p53 von MDM2
abgebaut wird.

Die Schlußfolgerungen aus den Proteinexpressionsstudien und den durchflußzytometrischen Analysen für
die Signaltransduktion in den wt- und mt-p53-Zellmodellen nach Gentherapie mit HSV-tk/GCV- und
E.coli-cd/5-FC oder ActoD-Behandlung sind in den folgenden hypothetischen Erklärungsmodellen
zusammengefaßt:
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8. Modelle zur Signaltransduktion in wt-p53 U87- und mt-p53 9L-Zellen nach HSV-tk/GCV-
Gentherapie

HSV-tk/GCV:
- GCV wird zu GCV-TP umgewandelt
- GCV-TP wird in DNA integriert
- induziert DNA-Strangabbrüche

(nur Transkriptions-
unabhängig)

Stimulus:

U87 9L
wt-p53 mt-p53

wt-p53: akkumuliert,
wird stabilisiert,
ist transkriptionell aktiv

mt-p53: akkumuliert,
ist nicht transkriptionell aktiv

MDM2: wird induziert,
inhibiert/degradiert wt-p53 nicht,

p60-Spleiß/Schnitt-Produkt tritt auf

MDM2: wird nicht induziert,
wird abgebaut
inhibiert/degradiert mt-p53 nicht,
kein Spleiß/Schnitt-Produkt

p21: wird nicht induziert,
kein G1-Arrest

Bax: wird nicht induziert,
wird möglicherweise

aktiviert durch den Rückgang
der Bcl-2-Konzentration

p21: wird nicht induziert,
wird abgebaut, kein G1-Arrest
p16 Schnitt-Produkt tritt auf

Bax: wird nicht induziert,
wird nicht durch Rückgang
von Bcl-2 oder Bcl-xL aktiviert

CD95: wird nicht induziert,
keine Beteiligung von

CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα

CD95: wird nicht induziert,
keine Beteiligung von
CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα

Mitochondrien:
werden depolarisiert

Caspase 3: wird aktiviert

Mitochondrien:
werden sekundär/spät  depolarisiert

Caspase 3: wird aktiviert

S-Phase-Arrest

Apoptose
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Deutung der zellulären Vorgänge im wt-p53-Modell U87
Das intrazellulär gebildete GCV-Triphosphat (GCV-TP) wird als Guanosinderivat in wachsende DNA-
Stränge eingebaut, die dann nicht elongiert werden können. Es resultieren DNA-Strangbrüche, die haupt-
sächlich in der DNA-Synthese-Phase, der S-Phase, auftreten. Der anfänglich auftretende deutliche S-Phase-
Arrest ist wahrscheinlich als Konsequenz daraus zu sehen. Wt-p53 wird in diesem System an Tag 2 indu-
ziert (später als im E.coli-cd/5-FC-System). Dies führt zur Induktion des p53-Zielgens MDM2. Allerdings
wird hierdurch nicht die Degradation von wt-p53 eingeleitet: wt-p53 scheint entweder vor MDM2-ver-
mitteltem Abbau geschützt zu sein und/oder hauptsächlich von dem nun neu auftretenden p60-MDM2-
Fragment gebunden zu werden. Dieses Fragment könnte ein Caspase-3-Schnittprodukt oder ein alternatives
Spleißprodukt sein. Die Bindung von p60 schützt wt-p53 zum einen vor Abbau, zum anderen können
dadurch zwar die transkriptionsaktivierenden wt-p53-Funktionen unterbunden werden, nicht jedoch die
transriptionsunabhängigen. Daher könnten diesen Funktionen von wt-p53 hier eine besondere Bedeutung in
der Apoptoseauslösung zukommen. Die übrigen p53-Zielgene werden nicht induziert. So bleibt die p21-
Konzentration unverändert, ein G1-Phasenarest tritt nicht auf. Die Bax-Konzentration wird ebenfalls nicht
verändert, allerdings sinkt die Bcl-2-Konzentration. Diese Verschiebung der Bax/Bcl-2-Relation könnte zu
der beobachteten Depolarisierung der Mitochondrien führen. Diese könnte dann die Effektorphase mit der
Aktivierung von Caspase 3 (die aber auch unabhängig davon aktiviert sein könnte) einleiten.

Deutung der zellulären Vorgänge im mt-p53-Modell 9L
Im mt-p53-Modell ist der induzierte S-Phase-Arrest wesentlich ausgeprägter und hält über den gesamten
Behandlungszeitraum an. Auch mt-p53 akkumuliert hier nach Einsetzen der Therapie (früher als im wt-
p53-Model). Mt-p53 ist aber, bedingt durch die Mutation, transkripionell nicht aktiv. Dies zeigt auch die
ausbleibende Aktivierung der hier untersuchten p53-Zielgene. Inwieweit es noch über transkriptions-
unabhängige Funktionen verfügt, ist unklar. Diese könnten also potentiell eine Rolle in der Apoptose-
Induktion spielen.
Mt-p53 scheint zunächst gegenüber MDM2-vermitteltem Abbau stabilisiert zu werden oder so stark zu
akkumulieren, daß ein Abbau von mt-p53/MDM2 nicht sichtbar wird. MDM2 degradiert Therapie-
induziert ab Tag 1, inhibiert dadurch auch eventuell verbliebene Restfunktionen von p53 nicht mehr. Die
Konzentration des ohnehin gering exprimierten p21 nimmt nach Therapie weiter ab, zusätzlich wird ein
putatives p16-Caspase-Schnittprodukt von p21 detektiert. Diesem p16-Protein wird proapoptotische
Wirkung zugeschrieben. Der Abbau des „Apoptose-Suppressors“ p21 könnte außerdem indirekt Apoptose
auslösen. Die untersuchten Bcl-2-Familienmitglieder scheinen in diesem System zumindest keine durch
Konzentrationsveränderungen herbeigeführten pro- oder anti-apoptotischen Funktionen auszuüben. Andere
Einflüße sowie Beteiligung weiterer Bcl-2-Mitglieder sind jedoch nicht auszuschließen. Mitochondrien
werden hier ebenso wie bei den übrigen Behandlungen im mt-p53-Modell erst sehr spät depolarisiert und
scheinen daher an der Induktion der Apoptose nicht wesentlich beteiligt zu sein. Auch in diesem System
führen die zellulären Reaktionen auf die Therapie zur Induktion von Caspase 3, die an der Effektorphase
der Apoptose beteiligt ist.



IV. Diskussion

-145-

9. Modelle zur Signaltransduktion in wt-p53 U87- und mt-p53 9L-Zellen nach E.coli-cd/5-FC-
Gentherapie

Stimulus:
 E.coli-cd/5-FC:

 - 5-FC wird zu 5-FU umgewandelt
- 5-FU wird in „falsche“ Nukleotide umgesetzt
- 5-FdUMP inhibiert TS
- „falsche Nukleotide (5-FdUTP, 5-FUTP)
  werden in DNA und RNA integriert
- RNA-Prozessierung wird gestört

p53: akkumuliert,
wird stabilisiert,

ist nicht transkriptionell aktiv

p21: wird nicht induziert,
wird abgebaut, kein G1-Arrest

(nur Transkriptions-
unabhängig)

U87 9L
wt-p53 mt-p53

p53: akkumuliert,
ist transkriptionell
nur an Tag 1 aktiv,
wird danach degradiert

MDM2: wird induziert,
degradiert p53

MDM2: wird nicht induziert,
wird abgebaut
inhibiert/degradiert p53 nicht

p21: wird an Tag 1 induziert,
G1-Arrest an Tag 1

Bax: wird nicht induziert,
wird eventuell aktiviert

 durch Rückgang
der Bcl-2-Konzentration

Bax: wird nicht induziert,
wird nicht durch Rückgang
von Bcl-2 oder Bcl-xL aktiviert

CD95: wird nicht induziert,
keine Beteiligung von

CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα

CD95: wird nicht induziert,
keine Beteiligung von
CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα

Mitochondrien:
werden depolarisiert

Caspase 3: wird aktiviert

Mitochondrien:
werden sekundär/spät depolarisiert

Caspase 3: wird aktiviert

Apoptose
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Deutung der zellulären Vorgänge im wt-p53-Modell U87
Der Stimulus E.coli-cd/5-FC führt in den transduzierten Zielzellen zu DNA-Strangbrüchen, einem
klassischen Induktor von wt-p53 sowie zur Störung der RNA-Synthese, einem eventuell noch früheren
Signal zur Aktivierung von p53. Wt-p53 wird tatsächlich früh induziert, und die Erhöhung der Konzen-
tration seiner Zielgene p21 und MDM2 läßt vermuten, daß wt-p53 hier auch transkriptionell aktiv ist.
Allerdings wird diese wt-p53-Reaktion im weiteren Verlauf der Behandlung durch den vermutlich MDM2-
vermittelten wt-p53-Abbau beendet. Auch die transkriptionsunabhängigen wt-p53-Funktionen werden
dadurch unterbunden. Ob dieses Zeitfenster der wt-p53-Aktivität und das Ausmaß der Aktivierung aus-
reicht, um wt-p53 als ein Hauptelement der Apoptose-Induktion in diesem Modell zu bezeichnen, ist
unklar. Der nur schwache G1-Arrest der Zellen, der wahrscheinlich p21-vermittelt ist, spricht nicht sehr
stark hierfür. Auf jeden Fall nimmt der G1-Arrest parallel zur wt-p53-Konzentrationsabnahme ebenfalls ab,
und die Zellen treten vermehrt in die Apoptose ein. Obwohl Bax nicht direkt durch seinen Transkriptions-
aktivator wt-p53 induziert wird, wird die Relation proapoptotischer zu antiapoptotischer Bcl-2-Familien-
mitglieder durch den Rückgang der Bcl-2-Konzentration zu Gunsten der Apoptoseauslösung verschoben.
Dies könnte für die frühe Depolarisierung der Mitochondrien verantwortlich sein. Caspase 3-Aktivierung
findet statt (eventuell durch Mitochondrien induziert zumindest aber wahrscheinlich verstärkt), und die
Effektorphase der Apoptose wird eingeleitet.

Deutung der zellulären Vorgänge im mt-p53-Modell 9L
Ebenso wie im wt-p53-Modell akkumuliert auch mt-p53 nach E.coli-cd/5-FC-Gentherapie. Mt-p53 ist auf-
grund der Mutation nicht transkriptionell aktiv, wie auch die ausbleibende Induktion der untersuchten p53-
Zielgene nahelegt. Inwieweit diese Mutation auch die transkriptionsunabhängigen Funktionen von p53
beeinträchtigt, ist nicht bekannt. Diese könnten einen Einfluß auf die Apoptoseauslösung haben. Mt-p53
scheint zunächst gegenüber MDM2-vermitteltem Abbau stabilisiert zu werden oder so stark zu akkumu-
lieren, daß ein teilweiser Abbau von p53/MDM2 nicht sichtbar wird. MDM2 degradiert Therapie-induziert
ab Tag 1, inhibiert dadurch auch eventuell verbliebene Restfunktionen von mt-p53 nicht mehr. Das ohnehin
gering exprimierte p21 wird nach Therapie nicht mehr detektiert, ein G1-Arrest findet in diesem mt-p53-
Modell im Gegesatz zum wt-p53-Modell nicht statt. Die untersuchten Bcl-2-Familienmitglieder scheinen in
diesem System zumindest keine durch Konzentrationsveränderungen herbeigeführten pro- oder anti-apop-
totischen Funktionen auszuüben. Andere Einflüße sowie Beteiligung weiterer Bcl-2-Mitglieder sind jedoch
nicht auszuschließen. Mitochondrien werden hier ebenso wie bei den übrigen Behandlungen im mt-p53-
Modell erst sehr spät depolarisiert und scheinen daher an der Induktion der Apoptose nicht wesentlich be-
teiligt zu sein. Auch in diesem System führen die zellulären Reaktionen auf die Therapie zur Induktion von
Caspase 3, die an der Effektorphase der Apoptose beteiligt ist.
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10. Modelle zur Signaltransduktion in wt-p53 U87- und mt-p53 9L-Zellen nach ActinomycinD-
Behandlung

ActinomycinD
- interkaliert in dsDNA
- inhibiert RNA-Polymerasen
- inhibiert DNA-Polymerasen
- induziert DNA-Strangbrüche

U87 9L
wt-p53 mt-p53

Apoptose

p53: akkumuliert,
ist nicht transkriptionell aktiv

p53: wird degradiert,
ist nicht transkriptionell aktiv

MDM2: wird degradiert MDM2: wird degradiert,
co-degradiert p53 ?

p21: wird posttranskriptional
 stabilisiert,

G2/M-Arrest

Bax: wird nicht induziert,
wird eventuell aktiviert

durch Rückgang
der Bcl-2- und Bcl-xL

-Konzentration

p21: wird nicht induziert,
wird abgebaut,
(geringerer) G2/M-Arrest

Bax: wird posttranskriptional
stabilisiert,
wird durch Rückgang
von Bcl-2 und Bcl-xL aktiviert?

CD95: wird nicht induziert,
keine Beteiligung von

CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα

CD95: wird nicht induziert,
keine Beteiligung von
CD95/CD95L- und TNF-RI/TNFα

Mitochondrien:
werden depolarisiert

Caspase 3: wird aktiviert

Mitochondrien:
werden sekundär/spät depolarisiert

Caspase 3: wird aktiviert

Stimulus:
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Deutung der zellulären Vorgänge im wt-p53-Modell U87:
Actinomycin inhibiert in der eingesetzten Konzentration von 1-2 µg/ml die Transkription. Daher sind hier
trotz Akkumulation des Tumorsuppressors wt-p53, dessen transkriptionsaktivierende Eigenschaften an der
Auslösung des apoptotischen Zelltodes nicht beteiligt. Wt-p53 kann allerdings auch transkriptions-unab-
hängig Apoptose auslösen, die genauen Mechanismen sind noch nicht geklärt. MDM2 wird degradiert.
Dies verhindert zum einen den MDM2-vermittelten Abbau von wt-p53, zum anderen wird wt-p53 nicht
mehr durch Komplexierung mit MDM2 beeinflußt. p21 akkumuliert, aufgrund der RNA-Synthese-Inhibi-
tion muß dies am ehesten post-transkriptional und wt-p53-unabhängig erfolgen. Es wird ein G2/M-Arrest
des Zellzyklus festgestellt, an dem p21 zumindest beteiligt sein könnte. Da p21 eher Apoptose-supprimie-
rende und Wachstumsarrest induzierende Wirkung hat, ist eine Beteiligung an der Apoptose-Signalkaskade
hier unwahrscheinlich. Die Zellen scheinen aus dem Wachstumsarrest eher durch ein dominantes Signal
zur Apoptose gebracht zu werden. Dies könnte die Verschiebung des Verhältnisses pro-apoptotischer zu
anti-apoptotischen Faktoren zu Gunsten der Apoptoseauslösungen sein. Denn obwohl das pro-apoptotische
Bax in seiner Konzentration nicht verändert wird, geht die Konzentration der anti-apoptotischen Faktoren
Bcl-2 und Bcl-xL zurück. Dieses Ungleichgewicht kann weiterreichende Folgen haben. Durch den Wegfall
der negativen Regulation der Caspase 3 durch Bcl-2 und Bcl-xL kann diese indirekt aktiviert werden. Zu-
sätzlich wird Caspase 3 vermutlich durch die über Bax herbeigeführte Depolarisation der Mitochondrien
mit nachfolgender Ausschüttung pro-apoptotischer Faktoren induziert. Caspase 3-Aktivierung stellt hier
ver-mutlich einen Hauptschritt auf dem Weg zum apoptotischen Zelltod unter ActoD-Behandlung dar.

Deutung der zellulären Vorgänge im mt-p53-Modell 9L
Zusätzlich zu der durch Actinomycin D-Behandlung vermittelten Inhibierung der transkriptionsaktivieren-
den Apoptosefunktionen von p53, werden auch die transkriptionsunabhängigen durch den Abbau von mt-
p53 vermutlich keine wesentliche, aktive Rolle in der Apoptose-Signalkaskade spielen. Wie im wt-p53-
Modell wird auch hier MDM2 degradiert. MDM2 könnte dabei die Co-Degradation von mt-p53, das im wt-
p53-Modell geschützt zu sein scheint, bedingen. Im Gegensatz zum wt-p53-Modell wird hier p21 nicht
posttranskriptional stabilisiert, sondern degradiert. Die Inaktivierung des „Apoptose-Suppressors“ p21
könnte daher indirekt zur Apoptoseauslösung beitragen. Auffallend in diesem System ist die Verschiebung
der Bcl-2, Bcl-xL/Bax-Relation zugunsten des proapoptotischen Faktors Bax: Das gering exprimierte Bax
wird posttranslational stabilisiert und akkumuliert deutlich, gleichzeitig läßt sowohl die Konzentration von
Bcl-2 als auch von Bcl-xL nach. Trotzdem scheinen die Mitochondrien, die ein primäres Ziel der Bcl-2-
Familienmitglieder in der Apoptoseinduktion zu sein scheinen, hier erst spät beeinflußt, da eine Depolari-
sation jeweils erst kurz vor dem Eintritt des Zelltodes zu beobachten ist. Caspase 3 wird über einen noch
nicht geklärten Mechanismus aktiviert und könnte die späte Depolarisation der Mitochondrien bewirken
und die Effektorphase der Apoptose einleiten.
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V. Zusammenfassung
Die vorgelegte Arbeit wurde durchgeführt, um die Signaltransduktionswege aufzuklären, die zum Zelltod
experimenteller Gliome nach gentherapeutischer Behandlung führen. Die Mehrheit der klassischen Chemo-
therapien, wie z.B. Actinomycin D-Behandlung, induzieren apoptotischen Zelltod. Dies ist für die Suizid-
gentherapie als Form der intrazellulären Chemotherapie noch kontrovers diskutiert.
Im ersten Teil des hier vorgelegten Berichts wurde die Ausprägung klassischer apoptotischer Merkmale in
Gliomzellinien nach gentherapeutischer Behandlung demonstriert: In den untersuchten Zellmodellen U87
(humane Gliomzellinie) und 9L (Ratten-Gliosarkomzellinie) lösten sowohl HSV-tk/GCV- als auch
E.coli-cd/5-FC-Gentherapie Apoptose-typische morphologische Veränderungen aus (Abrundung der
Zelle, Membran-Blebbing, Fragmentierung des Nukleus und Auflösung der Zelle in Vesikel). Mittels
durchflußzytometrischer Methoden konnten typische Apoptosemarker wie die Exposition von Phos-
phatidylserin auf der Zelloberfläche, ein Absinken des mitochondrialen Transmembranpotentials so-
wie der Verlust von DNA gezeigt werden. Enzymatische Untersuchungen demonstrierten eine Akti-
vierung der Caspase 3, kennzeichnend für die spätere Effektorphase der Apoptose, in den gentherapeu-
tisch behandelten Zellen. Die Ausprägung einer typischen Leiter-artigen DNA-Fragmentierung sowie
positive TUNEL-Tests zeigten spezifische, nur während der Apoptose in dieser Form auftretende
DNA-Degradierung. Nekrotischer Zelltod wurde nicht beobachtet. Diese klassischen Apoptosemerk-
male konnten hier auch bei nicht transduzierten Zellen, die mit transduzierten Zellen kokultiviert
wurden, den sogenannten „Bystander“-Zellen, sowohl während HSV-tk/GCV- als auch unter E.coli-
cd/5-FC-Gentherapie nachgewiesen werden. Caspase 3 wurde auch in Bystander-Zellen nachweislich
aktiviert und scheint daher auch in diesen Zellen Teil der Effektor-Phase der Apoptose zu sein.
Durchflußzytometrische Zellzyklusuntersuchungen zeigten, daß HSV-tk/GCV apoptotischen Zelltod
in der DNA-Synthese-Phase des Zellzyklus verursacht. Dies traf für tk-transduzierte und nicht trans-
duzierte Bystander-Zellen gleichermaßen zu. E.coli-cd/5-FC induzierte nach einem kurzzeitigen Arrest
eines Teils der Zellen in der G1-Phase ebenfalls apoptotischen Zelltod im wesentlichen in der S-Phase
des Zellzyklus. Auch hier zeigten cd-transduzierte und Bystander-Zellen ähnliche Ergebnisse.
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Beteiligung bekannter Signaltransduktionswege überprüft und die
Proteinexpression spezifischer Gene, die mit der Zelltodkontrolle assoziiert werden, im Verlauf der Thera-
pie verfolgt.
Zu den zur Zeit am besten verstandenen Apoptosesignalwegen gehören die über die Todesrezeptoren CD95
und TNF-RI vermittelten. Eine Expression der Rezeptoren CD95 und TNF-RI auf der Zelloberfläche von
9L- bzw. U87-Zellen konnte hier jedoch nicht detektiert werden. Die Expression dieser Rezeptoren wurde
auch durch Gentherapie oder Behandlung mit Actinomycin D nicht induziert, weder auf Protein- noch auf
RNA-Ebene. Behandlung der Zellen mit Apoptose-auslösenden anti-CD95-Antikörpern oder TNFα zeigten
keine zytotoxische Reaktion. Daher scheinen in den hier untersuchten Modellen die Signaltransduktions-
wege über Fas- und TNF-RI-Rezeptor keine essentielle Rolle bei der Apoptoseauslösung durch Suizidgen-
therapie zu spielen. Dies schließt die Möglichkeit nicht aus, daß andere Apoptose-vermittelnde Todes-
rezeptor/Ligand-Systeme, wie z.B. TRAIL/DR4 oder TRAIL/DR5, hier eine Rolle spielen könnten oder
daß CD95/TNF-RI in anderen Zellmodellen zusätzlich verstärkend wirksam sein könnten. Wesentliche
Voraussetzung für die Apoptose-Auslösung durch HSV-tk/GCV oder E.coli-cd/5-FC sind sie jedoch nicht.
Das Tumorsuppressorprotein p53 übt in der Zelle wichtige Kontrollfunktionen aus. Nur wenige DNA-
Strangbrüche genügen, um eine im wesentlichen posttranslationale Akkumulation des p53-Proteins zu in-
duzieren, welches dann auf noch nicht genau geklärte Weise, einen Wachstumsstop zur DNA-Reparatur
oder - wenn der Schaden zu groß ist - Apoptose einleitet. p53 ist in 50% der menschlichen Tumoren und
auch in Gliomen mutiert. Diese Mutationen sind überwiegend Punktmutationen der DNA-bindenden
Region. Zur Untersuchung des Einflußes von p53 auf die gentherapeutische Zelltodinduktion wurde daher
neben der wt-p53-exprimierenden U87-Zellinie mit der 9L-Zellinie auch ein Tumormodell gewählt, das
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sich dieser Situation realistisch nähert: 9L-Zellen weisen eine p53-Punktmutation in der DNA-bindenden
Domäne auf, das zweite p53-Allel ist deletiert. Die zelluläre Konzentration des p53-Proteins wurde wie
hier mittels Immunoblotanalyse gezeigt werden konnte sowohl in den wt-p53-exprimierenden U87-Zellen
als auch in den mt-p53-exprimierenden 9L-Zellen durch HSV-tk/GCV- und E.coli-cd/5-FC-Gentherapie
erhöht. Unter Gentherapie werden demnach zunächst Mechanismen aktiviert, die zu einer p53-Induktion
durch Protein-Stabilisierung führen. Diese p53-Akkumulation wird durch die p53-Punktmutation in 9L-
Zellen nicht inibiert. Jedoch zeigt sich, daß zumindest die durch p53 vermittelte Signaltransduktion über
Transkriptionsaktivierung bei 9L-Zellen ins Leere läuft: Dies konnte durch Immunoblot-Untersuchungen
einer Reihe von p53-Zielgenen demonstriert werden. Trotz p53-Akkumulation zeigte sich keine Induktion
der p53-Zielgene MDM2, p21 oder Bax in 9L-Zellen nach Gentherapie.
In den wt-p53-exprimierenden U87-Zellen wurden von den hier untersuchten p53-Zielgenen unter HSV-
tk/GCV-Therapie nur mdm2 und unter E.coli-cd/5-FC-Therapie mdm2 und p21 induziert. Im E.coli-cd/5-
FC-System wurde nach Induktion des p53-degradierenden Proteins MDM2 eine rasche Verringerung der
p53-Konzentration beobachtet, so daß hier p53 nur ein kurzes aktives Zeitfenster bleibt. Unter HSV-
tk/GCV-Therapie akkumulierte p53 in U87-Zellen im Vergleich zu E.coli-cd/5-FC erst einen Tag später
und blieb akkumuliert. Die ausbleibende p53-Degradierung beruht vermutlich auf der Bildung eines
MDM2-Fragments durch aktivierte Caspasen, das p53 zwar noch binden kann, jedoch - anders als das
vollständige MDM2-Protein - den p53-Abbau über den Ubiquitin-Pathway nicht mehr einleiten kann. Die
transkriptionsaktivierende Eigenschaft von p53 wird durch das MDM2-Fragment aber ebenso inhibiert wie
durch das vollständige MDM2-Protein. Daher bleibt hier auch bei HSV-tk/GCV für die Transkriptions-
abhängige p53-Aktivität nur ein kurzes Zeitfenster. Es scheint jedoch mehr und mehr wahrscheinlich, daß
p53 auch unabhängig von seiner Eigenschaft als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle in der Apoptose
spielt. Hier konnte gezeigt werden, daß Veränderungen des mitochondrialen Transmembranpotentials nach
Gen- oder Chemotherapie in wt-p53-U87-Zellen früher auftraten und dauerhafter waren als in den mt-p53-
9L-Zellen. Marchenko et al. (2000) und Sansome et al. (2001) berichteten von einer p53-Translokation aus
dem Nukleus heraus zu den Mitochondrien nach Induktion von Apoptose. Daher könnte hier zwischen dem
p53-Status der Zelle und der Ausprägung apoptotischer Veränderungen der Mitochondrien ein kausaler
Zusammenhang bestehen. Mitochondrien können apoptotische Signale über verschiedene Signaltrans-
duktionswege effektiv amplifizieren. Dies könnte zumindest teilweise die höhere Sensitivität der unter-
suchten wt-p53-Zellen im Vergleich zu den mt-p53-Zellen gegenüber Chemotherapeutika-Behandlung
erklären, da in Zellen mit mutiertem p53 diese Amplifizierung des apoptotischen Signals ausbleibt. Das
solche Sensitivitätsunterschiede zwischen U87- und 9L-Zellen nach Gentherapie nicht zu beobachten sind
könnte durch die unterschiedliche, nicht genau quantifizierbare Konzentration des gebildeten toxischen
Metaboliten innerhalb der Zellen begründet sein.
Eine essentielle Voraussetzung für HSV-tk/GCV- oder E.coli-cd/5-FC-Gentherapie ist jedoch keine der
beschriebenen p53-Funktionen wie auch Untersuchungen anderer Autoren in Systemen ohne p53 (p53-
Knock-out- und p53-Null-Modelle) demonstrieren (Wallace et al. 1996, Ofir et al. 1999, Xie et al. 1999).
Das p53-Zielgen Bax ist als wichtiger Apoptose-Induktor bekannt. In der hier vorgelegten Arbeit konnte
jedoch in keiner der untersuchten Zellinien unter Gentherapie eine Akkumulation des Bax-Proteins
nachgewiesen werden. Ausbleibende Bax-Akkumulation wird als ein möglicher Resistenzmechanismus
von Tumoren z.B. gegen Radiotherapie diskutiert. Dies ist auch bei U87-Zellen beobachtet worden (Shuh
et al. 1998) und könnte daher auch das hier demonstrierte Ausbleiben der Bax-Induktion nach Chemo- oder
Gentherapie erklären. Dies schließt nicht aus, daß Bax in anderen wt-p53-Zellinien eine wichtige Funktion
in der Apoptose-Induktion nach Gentherapie spielen könnte.
Ein weiterer, allerdings posttranslationaler Mechanismus der Bax-Aktivierung ist die Freisetzung von Bax
aus inaktiven Bax/Bcl-2- oder Bax/Bcl-xL-Heterodimeren. Hier konnte ein Rückgang der zellulären Bcl-2-
Konzentration nach Behandlung der U87-Zellen mit ActinomycinD oder HSV-tk/GCV bzw. E.coli-cd/5-
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FC gezeigt werden. Dieser Konzentrationsrückgang des antiapoptotischen Bcl-2 könnte zur Freisetzung des
proapoptotische Bax aus den Heterodimeren und zur folgenden Apoptose-Induktion führen. Außerdem sen-
sitiviert der Rückgang der Bcl-2-Konzentration auch unabhängig von Bax gegenüber apoptotischen
Stimuli. Die Bcl-xL-Konzentration änderte sich in der wt-p53-Zellinie bei keiner der angewendeten
Therapien. In der mt-p53-Zellinie 9L war nach HSV-tk/GCV- oder E.coli-cd/5-FC-Gentherapie keinerlei
Konzentrationsveränderung von Bax, Bcl-2 oder Bcl-xL festzustellen, nur im HSV-tk/GCV-System wurde
Bcl-xL anscheinend posttranslational durch Phosphorylierung inaktiviert, was ebenfalls zu einer Verschie-
bung des Gleichgewichtes von pro- und anti-apoptotischen Signalen in Richtung Apoptose führen könnte.
Die in der vorgelegten Arbeit begonnene Aufklärung der Signaltransduktionswege, die zum Gentherapie-
vermittelten Zelltod führen, ist für die Identifizierung von Resistenzmechanismen von wesentlicher Bedeu-
tung. Im Zusammenhang mit konventioneller Chemotherapie ist bekannt, daß Resistenzen gegenüber der
Therapie häufig auf der Inaktivierung apoptotischer Signaltransduktionswege beruhen. Eine genaue Kennt-
nis der ablaufenden zellulären Prozesse könnte daher zur Entwicklung gezielterer, effektiverer Therapien
und zur Verringerung von Resistenzen gleichermaßen führen. Insbesondere auch die Kenntnis des jewei-
ligen Zellzyklusstadiums in denen Zellen besonders sensitiv gegenüber der Therapie sind, könnte neue
Kombinationstherapien mit zyklusspezifischen Chemotherapeutika sinnvoll erscheinen lassen. Desweiteren
könnte ein besseres Verständnis der Ursachen der Bystander Effekte in Zukunft eine gezieltere Anwendung
und vielleicht sogar Beeinflussung dieses Effektes zu therapeutischen Zwecken eröffnen.
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