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I. EINLEITUNG 

I.1 Immunsystem 

Ein Organismus muss vor den pathogenen Mikroorganismen, welchen er täglich ausge-

setzt ist, geschützt werden sowie in der Lage sein, maligne entartete Zellen zu eliminie-

ren. Dazu ist ein System notwendig, das körperfremde beziehungsweise irreguläre Mus-

ter als solche erkennt, während es die körpereigenen Strukturen toleriert. Das mensch-

liche Immunsystem, welches diese Aufgabe übernimmt, ist ein komplexes System, das 

sich in verschiedene Elemente unterteilen lässt. Es existiert die humorale, das heißt über 

lösliche Komponente wie Antikörper oder das Komplementsystem vermittelte sowie die 

zelluläre Immunabwehr. Außerdem finden sich das angeborene und das adaptive, das 

heißt über die Jahre entwickelte, Immunsystem (Rassow, Hauser et al. 2016). 

I.2 Angeborenes Immunsystem 

Das angeborene Immunsystem ist bereits zu Beginn des Lebens voll entwickelt und 

zeichnet sich durch das schnelle Erkennen von bestimmten körperfremden Strukturen 

unterschiedlichster Art, sogenannter PAMPs (pathogen associated molecular patterns), 

wie zum Beispiel bakterielle oder virale Zuckermoleküle oder DNA/RNA Fragmente, über 

bestimmte Rezeptoren, wie die Toll-like Rezeptoren, aus. Die durch diese PAMPs akti-

vierten Zellen, zu denen unter anderem Makrophagen und neutrophile Granulozyten ge-

hören, beginnen mit der Synthese und Freisetzung von verschiedenen Zytokinen, wie 

dem Tumornekrosefaktor alpha (TNFα) und Interleukinen (ILs), um weitere Zellen des 

Immunsystems zu stimulieren und eine Entzündungsreaktion in Gang zu setzen. Eine 

weitere Komponente der angeborenen Immunabwehr ist das Komplementsystem, des-

sen lösliche Komponenten durch eine kaskadenartige Aktivierung in kleinere Fragmente 

gespalten werden und schließlich durch Porenbildung auf bakteriellen Oberflächen diese 

schädigen oder durch Opsonierung phagozytären Zellen als Marker dienen können. Der 

Vorteil des angeborenen Immunsystems ist, dass es schnell und trotzdem durch die Er-

kennung pathogener Strukturen spezifisch agieren kann. Ergänzt wird dieses System 

durch das erworbene oder auch adaptiv genannte Immunsystem. In diesem Zusammen-

hang seien auch zwei weitere Zellklassen erwähnt, welche dem angeborenen Immun-

system zugerechnet werden, dabei jedoch stark mit dem erworbenen Immunsystem in-

teragieren: die dendritischen Zellen sowie die natürlichen Killerzellen (NK-Zelle). Die 

dendritischen Zellen sind, ähnlich wie die Makrophagen, zur Phagozytose pathogener 

Keime fähig. Die Mikroorganismen werden anschließend in den Lysosomen der Zellen 
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abgebaut und die dadurch freigesetzten Bestandteile über Major Histocompatibility Com-

plex (MHC)-Klasse-II-Proteine den Zellen des erworbenen Immunsystems präsentiert, 

welche dadurch eine Aktivierung erfahren. Es handelt sich aus diesem Grund um soge-

nannte antigenpräsentierende Zellen. Die NK-Zellen hingegen können virusinfizierte 

Körperzellen erkennen und diese durch die Ausschüttung von Perforin und Granzymen 

eliminieren. Um solche Zielzellen zu erkennen, dienen ihnen MHC-Klasse-I-Proteine, die 

von allen Zellen des menschlichen Körpers an deren Zelloberfläche exponiert werden. 

Werden diese Proteine durch die Infizierung der Zelle durch ein Virus vermindert oder in 

veränderter Form an der Zelloberfläche dargestellt, werden die betroffenen Zellen durch 

die NK-Zellen erkannt und in der Folge dessen eliminiert. Zum Teil erfolgt diese Identifi-

zierung auch durch die Opsonierung der Zielzelle durch Antikörper. (Rassow, Hauser et 

al. 2016). 

I.3 Adaptives Immunsystem 

Das adaptive Immunsystem gliedert sich in zwei große Zellpopulationen auf: die B- und 

die T-Lymphozyten. Die aus dem Knochenmark stammenden B-Zellen wurden nach ih-

rem Bildungsort beim Menschen, dem bone marrow (engl. Knochenmark), benannt. Ihre 

Aufgabe besteht dabei hauptsächlich aus der Produktion und Freisetzung von Antikör-

pern (Immunglobuline, Igs) gegen zuvor erkannte Antigene. Für die Produktion von An-

tikörpern benötigt eine B-Zelle zusätzlich zu Ihrem Stimulus durch das Antigen eine In-

teraktion mit TH2-Zellen. Diese setzt ein Prozessieren des Antigens in den Lysosomen 

der B-Zellen, die Präsentation der Fragmente über MHC-Klasse-II-Proteine seitens der 

B-Zelle und deren Erkennung durch einen spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) der TH2-

Zelle voraus. Die Antikörper werden dabei spezifisch auf einen erkannten Erregertyp 

durch somatische Rekombination, das heißt durch Neuanordnung bestimmter Genab-

schnitte in somatischen Zellen, geprägt und spezifisch vermehrt, so dass eine hochse-

lektive Immunantwort möglich wird. Die Vielfalt der Antikörper wird zusätzlich durch so-

genannte somatische Hypermutation erhöht. Das bedeutet, dass durch Punktmutationen 

in bestimmten Genregionen während der Rekombination zu jedem der Antigene ein 

hochspezifischer Antikörper kreiert werden kann. Dabei unterscheiden sich die syntheti-

sierten Igs in ihrem Aufbau und Typ je nach Bildungsort oder zeitlichem Auftreten und 

Art der Infektion. Diese effektive, durch Antikörper vermittelte Immunantwort wird durch 

die T-Zellen, welche regulatorische sowie zytotoxische Funktionen einnehmen können, 

aktiviert und unterstützt. Dabei bleibt nach jeder abgelaufenen Immunreaktion ein „im-

munologisches Gedächtnis“ der aktivierten B-Zellen in Form von Plasmazellen zurück. 
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Diesen ist es möglich nach erneutem Kontakt mit dem gleichen Erreger sofort eine spe-

zifisch auf das Antigen gerichtete Produktion von Antikörpern zu starten, ohne dabei eine 

Aktivierung durch T-Zellen zu benötigen (Rassow, Hauser et al. 2016). 

I.4 T-Lymphozyten 

Die T-Lymphozyten werden ursprünglich im Knochenmark gebildet, erhalten jedoch ihre 

Prägung und Reifung in dem für ihre Namensgebung verantwortlichen Thymus. Sie ent-

stammen dabei der gleichen lymphoiden Stammzelle wie die B- und NK-Zellen. Wäh-

rend ihrer Reifung im Thymus beginnen die T-Zellen ihren charakteristischen, antigen-

erkennenden T-Zell-Rezeptor zu exprimieren. Dies geschieht, wie bei den B-Zellen die 

Bildung neuer Antikörper, durch somatische Rekombination. Die einzelnen Abschnitte 

der für den T-Zell-Rezeptor kodierenden DNA werden dabei, angeregt durch das die 

Zellen umgebende Thymusgewebe, zufällig neu angeordnet. In einem ersten Schritt fin-

det eine sogenannte positive Selektion statt: Ausschließlich T-Zellen, welche mit Ihren 

exprimierten T-Zell-Rezeptoren an MHC-Klasse-I- oder MHC-Klasse-II-Proteinen der 

kortikalen Epithelzellen des Thymusgewebes binden können, überleben diesen Schritt. 

Alle weiteren T-Lymphozyten werden durch Aktivierung der Apoptose, den programmier-

ten Zelltod, aussortiert. Makrophagen und dendritische Zellen präsentieren zudem im 

Thymusgewebe körpereigene Proteine. In einem nächsten Schritt werden nun durch ne-

gative Selektion all jene T-Zellen vernichtet, welche mit Ihrem T-Zell-Rezeptor Proteine 

erkennen, die im menschlichen Körper ubiquitär exprimiert werden. Auf diese Art und 

Weise werden naive T-Zellen mit einem funktionstüchtigen und zugleich autotoleranten 

T-Zell-Rezeptor in die Peripherie entlassen. Die T-Lymphozyten werden dabei in zwei 

Klassen, bestimmt nach ihren gebildeten Oberflächenproteinen, eingeteilt. Dabei handelt 

es sich um CD4 positive (CD4+) und CD8 positive (CD8+) T-Zellen (Rassow, Hauser et 

al. 2016). 

I.5 CD4+ T-Lymphozyten 

Die Klasse der CD4+ T-Lymphozyten zeigt Subgruppierungen auf und kann in die nati-

ven TH0-, die TH1-, TH2-, TH9-, TH17- sowie die regulatorischen Treg-Zellen eingeteilt wer-

den (Pennock, White et al. 2013). Die CD4+ T-Helferzellen werden dabei nicht direkt 

durch bestimmte Antigene aktiviert, sondern bekommen durch antigenpräsentierende 

Zellen (APC) Peptidfragmente von zuvor phagozytierten und prozessierten Erregern 

über MHC-II-Komplexe präsentiert und erkennen diese mit ihrem spezifischen T-Zellre-

zeptor (Rassow, Hauser et al. 2016). Die Polarisierung der ursprünglich ruhenden TH0-
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Zellen hängt dabei unter anderem von den stimulatorischen Effekten bestimmter Zyto-

kine ab. Unter dem Einfluss von Interferon(INF)-α, -β und IL-12, welche bei einer Infek-

tion mit intrazellulären Erregern sezerniert werden, kommt es in der nativen TH0-Zelle 

durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors T-bet zur Polarisierung zur TH1-Zelle 

(Szabo, Kim et al. 2000; Mullen, High et al. 2001). Diese TH1-Zellen ihrerseits schütten 

Zytokine wie TNFα und IFN-γ aus, um durch diese weitere Zellen wie die Makrophagen 

zu aktivieren (Pennock, White et al. 2013). Unter dem Einfluss von IL-4, welches von 

Zellen des angeborenen Immunsystems als Antwort auf parasitäre Infektionen gebildet 

wird (Taylor-Robinson, Phillips et al. 1993), kommt es hingegen durch die Vermittlung 

des Transkriptionsfaktors GATA3 (Yagi, Zhu et al. 2011) zur Polarisierung zu TH2-Zellen 

(Fields, Kim et al. 2002). Diese sind in der Lage IL-4, -5 und -13 auszuschütten, wodurch 

es ihnen möglich ist, Zellen wie die basophilen oder eosinophilen Granulozyten zu akti-

vieren (Taylor-Robinson, Phillips 1992). Werden TH0-Zellen neben dem bereits erwähn-

ten IL-4 mit dem transforming growth factor (TGF)-β stimuliert, bilden sie eine weitere 

Subgruppe der CD4+ T-Lymphozyten aus: die TH9-Zellen (Veldhoen, Uyttenhove et al. 

2008). Diese sind in der Lage durch die Bildung von IL-9 (Goswami, Kaplan 2011) Mast-

zellen zu rekrutieren (Pennock, White et al. 2013). Wenn naive TH0-Zellen der Wirkung 

von TGF-β und IL-6 ausgesetzt sind, welche vom angeborenen Immunsystem als Reak-

tion auf extrazelluläre Bakterien ausgeschüttet werden, und zusätzlich eine Stimulation 

durch IL-21 und -23 erfahren, werden diese zu TH17-Zellen polarisiert (Mangan, Harring-

ton et al. 2006). Dieser Polarisierung erfolgt dabei durch den Transkriptionsfaktor RORγt 

(Ivanov, McKenzie et al. 2006). Das von diesen Zellen sezernierte, namensgebende IL-

17 führt zu einer Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten (Pennock, White et al. 

2013). Die Aufgabe der Treg-Zellen ist es, in erster Linie die Immunreaktion zu regulieren 

und wenn nötig, einzubremsen (Kuniyasu, Takahashi et al. 2000). Sie können entweder 

direkt aus dem Thymus als solche entlassen werden oder durch die Wirkung von TGF-

β und Retinsäure aus polarisierten TH0-Zellen entstehen (Chen, Jin et al. 2003). Diese 

wiederum sind selbst in der  Lage TGF-β oder IL-10 auszuschütten (Pennock, White et 

al. 2013). Eine Übersicht über die verschiedenen Subpopulationen der CD4+ T-Lympho-

zyten zeigt folgende Grafik (Abbildung 1): 
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Abbildung 1:  Bildliche Darstellung der Polarisierung CD4+ T-Lymphozyten. 

Die Polarisierung der naiven CD4+ T-Lymphozyten hängt neben der Stimulation durch antigenpräsentierende Zellen von 

den einwirkenden, sie umgebenden Zytokinen ab. Unter dem Einfluss von INF-α, -β und IL-12 bilden sich TNFα und INF-

γ produzierende TH1-Zellen aus. Die Stimulation durch IL-4 und gegebenenfalls zusätzlich durch TGF-β führt zu einer 

Polarisierung zu TH2- beziehungsweise TH9-Zellen, welche IL-4, IL-5 IL-13, oder aber IL-9 sezernieren. Die Wirkung von 

IL-6, gepaart mit der von TGF-β, IL-21 und -23 führt zu einer Polarisierung zu einer IL-17 produzierenden TH17-Zelle. Die 

regulatorischen Treg-Zellen werden unter der Wirkung von Retinsäure und TGF-β gebildet. Sie nehmen über die Zytokine 

IL-10 und TGF-β Einfluss auf die Immunreaktion. (modifiziert aus Pennock et. al., Adv Physiol Educ., December 2013 

(Pennock, White et al. 2013)) 

Dieses fein abgestimmte Immunsystem mit seinen Subgruppierungen kann bei einer 

Fehlregulation direkte Effekte auf den eigenen Organismus haben. Als ein Beispiel seien 

an dieser Stelle die Multiple Sklerose (MS) beziehungsweise deren experimentellen Tier-

modell, die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), genannt. So konnte 

nachgewiesen werden, dass Mäuse, die nicht in der Lage waren IL-17 zu produzieren, 

bei einer ausgelösten EAE mildere Symptome, einen späteren Beginn der Krankheit und 

eine schnellere Erholung aufwiesen (Komiyama, Nakae et al. 2006). Dazu passend wur-

den bei MS-Patienten eine erhöhte Anzahl IL-17 mRNA exprimierender, mononukleärer 

Zellen im Blut und Liquor gefunden. Zusätzlich war die Zahl dieser Zellen im Falle einer 

klinischen Exazerbation der Erkrankung im Blut erhöht (Matusevicius, Kivisakk et al. 

1999). Dieses Beispiel kann dabei jedoch nicht die gesamte Komplexität der noch nicht 

abschließend geklärten Pathogenese der MS erfassen und soll lediglich als ein exemp-

larischer Teilaspekt dieser betrachtet werden. 
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CD8+, oder auch zytotoxisch genannte, T-Zellen haben die Aufgabe körpereigene Zel-

len, welche durch intrazelluläre, häufig virale, Erreger infiziert wurden zu erkennen und 

zu eliminieren. Die Erkennung solcher infizierten Zellen geschieht durch die von allen 

kernhaltigen Zellen exprimierten MHC-Klasse-I-Moleküle. Über diese Moleküle werden 

Proteine der intrazellulären Erreger an der Zelloberfläche jener Zellen präsentiert. Über 

ihren spezifischen T-Zell-Rezeptor können CD8+ T-Lymphozyten diese körperfremden 

Fragmente erkennen ohne dabei eine autoimmune Reaktion auszulösen, da autoreak-

tive T-Zellen zuvor während ihrer Reifung im Thymus eliminiert wurden. Erkennt eine 

CD8+ T-Zelle eine solche infizierte Zelle über ihren T-Zell-Rezeptor, schüttet sie entwe-

der Perforine und Granzyme aus oder exponiert den Fas Liganden (FasL), welcher dazu 

führt, dass in der Zielzelle der Vorgang der Apoptose initiiert wird. Ebenso können auf 

diese Weise Tumor- oder transplantierte Zellen erkannt und in den programmierten Zell-

tod geführt werden (Rassow, Hauser et al. 2016). Die CD8+ T-Lymphozyten werden an 

dieser Stelle der Vollständigkeit wegen erwähnt und nicht näher diskutiert. 

I.6 Zellapoptose 

In jedem lebenden, mehrzelligen Organismus gibt es einen ständigen turn over von alten 

Körperzellen, welche im Rahmen der Teilung von Vorläuferzellen durch neue Zellen er-

setzt werden und so dem Körper die Möglichkeit der Regeneration geben. Dieser Zyklus 

der Zellteilung kann in folgende Phasen eingeteilt werden: die G1-, S-, G2- und M-Phase. 

Zellen, die sich im Ruhezustand bei aktiver Stoffwechsellage befinden, werden der G0-

Phase zugeordnet. Die G1-Phase ist geprägt von der Synthese von Proteinen, die für 

die Durchführung der Mitose benötigt werden, während in der der S-Phase das Genom 

der Zelle dupliziert wird. In der sich anschließenden G2-Phase werden die letzten 

Schritte vor der eigentlichen Mitose, der M-Phase, vorbereitet. Nach erfolgter Teilung 

können die Zellen in die ruhende G0-Phase gehen oder erneut den Zyklus durchlaufen. 

Dabei gibt es in diesem Zellzyklus mehrere Kontrollpunkte, sogenannte Restriktions-

punkte. Diese können nur bei Erfüllung bestimmter Kriterien durchlaufen werden und 

stellen sicher, dass der Vorgang der Mitose fehlerfrei ablaufen kann. Besonders die ma-

kellose Replikation der Zell-Desoxyribonukleinsäure (engl. DNA) steht im Fokus der 

Kontrolle, da Fehler in der Basenfolge dieser, entstanden durch exogene Faktoren wie 

ionisierende Strahlung oder endogen im Rahmen der Replikation, zum Beispiel zu der 

Entstehung einer entarteten Tumorzelle führen können. DNA-Reparaturmechanismen 

sind dabei in der Lage kleinere DNA-Schäden zu korrigieren. Ist dies jedoch nicht mög-

lich, wird die betroffene Zelle über den Zelltod eliminiert. Dieser programmierte, gewollte 

Zelluntergang wird als Apoptose bezeichnet. Dabei kann die Zelle ihr Todessignal über 
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folgende zwei Wege erhalten: einen intrinsischen, aus der Zelle selbst aktivierten oder 

einen extrinsischen, über Zellrezeptoren vermittelten, Weg (Rassow, Hauser et al. 

2016). 

Der intrinsische Befehl zum Zelluntergang wird in erster Linie über die Mitochondrien der 

Zelle vermittelt. Durch intrazelluläre Schädigungen, wie die oben genannten DNA-Schä-

den oder oxidativen Stress, wird das Gleichgewicht zwischen dem anti-apoptotischen 

Protein Bcl-2 und den pro-apoptotischen Proteinen, wie Bax, Bak und Bid, welche sich 

in der mitochondrialen Membran befinden, zu Gunsten der apoptoseauslösenden Prote-

ine gestört. Dies geschieht durch proteolytische Aktivierung von Bid oder gesteigerter 

Expression von Bax. Es folgt eine durch Proteinkomplexbildung der pro-apoptotischen 

Proteine geförderte Porenbildung, die ihrerseits zu einem Zusammenbruch des mito-

chondrialen Membranpotentials und zur Freisetzung von apoptosefördernden Proteinen, 

wie zum Beispiel Cytochrom c, in das Zytoplasma führt. Diese Signalkaskade vermittelt 

letzten Endes durch die Bildung von Apoptosomen, bestehend aus Cytochrom c und 

apoptotic peptidase activating factor-1 (Apaf-1), eine Aktivierung von cysteine-depen-

dent aspartate-specific protease (Caspase) 9. Diese liegt vor der proteolytischen Akti-

vierung, wie alle anderen Caspasen auch, in ihrer inaktiven Form als sogenannte Pro-

caspase im Zytoplasma vor. Die aktivierte Caspase 9 ist daraufhin selbst in der Lage die 

Pro-Caspase 3 proteolytisch zu spalten und setzt somit eine kaskadenartige Aktivierung 

weiterer Pro-caspasen in Gang. Die Caspasen-Gruppe der Proteasen spielt dabei in der 

Vermittlung der Apoptose eine Schlüsselrolle. So kommt es über ihre Aktivierungen 

schließlich zur Wirkung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7, zu deren Substraten unter an-

derem das Zytoskelett der Zelle sowie Inhibitoren der zellulären Endonukleasen gehö-

ren. Es folgen ein systematischer Abbau und eine Fragmentierung der Zelle, deren 

Reste durch die phagozytäre Funktion der Makrophagen beseitigt wird (Rassow, Hauser 

et al. 2016). 

Zusätzlich zum intrinsischen Aktivierungsweg gibt es einen ergänzenden extrinsischen 

Weg, der durch rezeptorvermittelte Signalkaskaden ausgelöst wird. Die sogenannten 

Todesrezeptoren zählen zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor(TNFR)-Superfamilie und 

wurden zum Beispiel wie folgt benannt: TNFR1 und -2, Fas-Rezeptor (FasR) oder Tumor 

Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL)-Rezeptor. Diese Rezepto-

ren werden durch ihre zugehörigen Liganden, welche von umgebenden Zellen als Ant-

wort auf bestimmte Reize produziert werden, stimuliert (Rassow, Hauser et al. 2016). 

Anschließend kommt es, abgesehen von der Stimulierung des TNFR2 (Aggarwal 2003), 

über eine Proteinkomplexbildung zur Spaltung und Aktivierung der Pro-Caspase 8. Ana-

log zur intrinsisch aktivierten Caspase 9 führt die gesteigerte Aktivität von Caspase 8 zu 
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einer proteolytischen Spaltung der Pro-Caspasen 3, 6 und 7 zu ihren aktiven Formen 

und deren Eigenschaften als Effektorcaspasen. Dabei arbeiten der extrinsische und 

intrinsische Weg nicht unabhängig voneinander. So führt Caspase 8 zu einer Aktivierung 

von Bid, dem pro-apoptotischen Protein und Bestandteil des intrinsischen Apoptose-

wegs und somit zu einer Verstärkung des Apoptosesignals (Abbildung 2) (Rassow, Hau-

ser et al. 2016). 

 

Abbildung 2:  Schematische Darstellung der intrazellulären Apoptose-Signalkaskaden. 

Wird ein Todesrezeptor, wie zum Beispiel FasR oder TNFR1, einer Zelle mit seinem Liganden stimuliert, wird das extrin-

sische Apoptosesignal ausgelöst. Es kommt zu einer Spaltung und Aktivierung von Pro-Caspase 8, die ihrerseits wiede-

rum downstream Caspasen aktiviert bis letzten Endes die eigentlichen Effektorcaspasen ihre Substrate (Endonukleasen, 

Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren) rekrutieren und folglich die eigentliche Apoptose in Gang setzen. Kommt es zu 

zellulärem Stress, wird der intrinsische Apoptoseweg ausgelöst. Dabei wird das Gleichgewicht der pro- (Bid, Bak, Bax) 

und anti-apoptotischen (Bcl-2) Proteine zu Gunsten der Ersteren verschoben. Es kommt zur Freisetzung von Cytochrom 

c, das in einem Komplex (Apoptosom) die Pro-Caspase 9 aktiviert, die sich direkt upstream von Caspase 3 befindet. 

Dabei gibt es eine Querverbindung zwischen dem intrinsischen und extrinsischen Weg durch die Aktivierung von Bid 

durch Caspase 8. (modifiziert aus Rassow et. Al, Duale Reihe: Biochemie, 4. Auflage, 2016 (Rassow, Hauser et al. 2016)) 

Nicht zu verwechseln mit der Apoptose ist dabei die Zellnekrose, unter welcher man die 

unstrukturierte Zellstörung durch von außen wirkende Noxen versteht, welche im Ge-

gensatz zur Apoptose durch den Austritt des Zellinhaltes in die extrazelluläre Umgebung 

eine Entzündungsreaktion mit sich bringt (Rassow, Hauser et al. 2016). Ebenfalls soll an 

dieser Stelle die Nekroptose erwähnt werden, deren Mechanismus erst vor wenigen Jah-

ren entdeckt und weiter charakterisiert wurde. Es handelt sich dabei um eine durch die 

Zelle kontrolliert ausgelöste Nekrose mit Freisetzung des Zellinhaltes, die unter anderem 

von Caspase 8 aktiv gehemmt wird (Kaczmarek, Vandenabeele et al. 2013). Die Nekr-

optose scheint dabei unter anderem eine Rolle bei Entzündungsreaktionen gegen pa-

thogene Erreger einzunehmen (Ting, Bertrand 2016). 
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I.7 Apoptoseregulierung in T-Lymphozyten 

Die Apoptose bei T-Lymphozyten wird über zwei Wege vermittelt. Zum einen findet die 

Apoptoseaktivierung antigengesteuert über die Vermittlung der sogenannten death Zy-

tokine, vor allem über FasL (Dhein, Walczak et al. 1995) und TNFα (Zheng, Fisher et al. 

1995), welche an ihre spezifischen Rezeptoren binden, im Zusammenspiel mit dem sti-

mulierten T-Zell-Rezeptor statt (Lenardo 1991). Bei der zweiten Möglichkeit handelt es 

sich um eine passive Initiierung des programmierten Zelltodes durch den Entzug von für 

die Zelle überlebenswichtiger Lymphokine, von denen als Hauptvertreter IL-2 zu nennen 

ist (Duke, Cohen 1986). Dieser Lymphokinentzug führt zu einer zytoplasmatischen 

Caspasenspaltung und nutzt somit den intrinsischen Apoptoseweg (Deng, Podack 1993; 

Tamura, Katsumata et al. 1996). IL-2 spielt dabei in beiden Arten, der rezeptor- sowie 

der lymphokinentzugvermittelten Apoptose, eine tragende Rolle. Dabei wird davon aus-

gegangen das T-Zellen im Allgemeinen resistent gegenüber möglicher apopotoseauslö-

sender Faktoren sind (Zheng, Fisher et al. 1995; Tucek-Szabo, Andjelic et al. 1996). 

Ausgenommen davon ist der Zeitpunkt, an dem sich die T-Lymphozyten gerade im wie-

derholten Zellzyklus und somit in einer starken, durch eine Antigenstimulation ausgelös-

ten Proliferationsphase befinden (Russell, White et al. 1991). So scheint die Apoptose-

sensibilität mit der Anzahl der durchlaufenen Zellzyklen anzusteigen (Boehme, Lenardo 

1993). Das von den T-Lymphozyten auf Antigenkontakt selbst produzierte IL-2 über-

nimmt hierbei zwei Funktionen: Einerseits wirkt es proliferativ auf die Zellen (Lenardo, 

Boehme et al. 1995), während es andererseits ihre Apoptosensibilität fördert (Lenardo 

1991). Letzteres scheint über eine vermehrte Transkription der Gene für TNFα und FasL 

durch Aktivierung des TCR nach Stimulation durch IL-2 vermittelt zu werden (Zheng, 

Trageser et al. 1998). Es ergibt sich schließlich folgende Regulation der T-Zell-

Apoptose/Proliferation im Sinne eines Feedback-Mechanismus (Abbildung 3): T-Lym-

phozyten, welche über ihren TCR mit einem Antigen stimuliert wurden beginnen mit ei-

ner vermehrten Produktion von IL-2 und starten so in mehrere Zellzyklen, die zu einer 

Zellproliferation und somit einer Immunantwort führen. Gleichzeitig führt die IL-2-Stimu-

lation zu einer vermehrten aktiven Apoptosensibilität, so dass eine überschießende Im-

munantwort eingebremst wird. Kommt es schließlich zur Elimination einer bestehenden 

Infektion durch das Immunsystem und somit zur Beendigung der Antigenstimulation, 

wird auch die Immunreaktion durch den Zytokinentzug, das heißt der fallenden IL-2 Kon-

zentration, beendet. Es kommt zur passiven Apoptose, welche über den intrinsischen, 

mitochondrialen Weg vermittelt wird (Lenardo, Chan et al. 1999). Ein kleiner Anteil der 

Zellen kann sich dieser dargestellten Apoptose entziehen und bleibt auf diese Weise als 
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sogenannte Gedächtniszellen zurück. Bei erneutem Kontakt mit gleichem Antigen kön-

nen diese eine schnelle Immunantwort auslösen (Kaech, Wherry et al. 2002; Sprent, 

Surh 2002).  

 

Abbildung 3:  Schematische Darstellung des Feedback-Mechanismus bei der Apoptose von T-Lym-

phozyten. 

Nachdem die T-Zelle über ihren TCR mit dem bekannten Antigen stimuliert wurde, geht sie in ihren aktivierten Zustand 

über und beginnt mit der Produktion von IL-2. Das freigesetzte IL-2 wirkt auto- sowie parakrin und führt dazu, dass die T-

Zelle in die Zellteilung übergeht und es zu einer Immunantwort kommt. Bleibt der Stimulus über das Antigen vorhanden, 

geht die T-Zelle, sensibilisiert durch das IL-2, schließlich in die aktive Apoptose über, vermittelt durch Zytokine wie FasL 

oder TNF-α. Sinkt die, die T-Zelle umgebende, IL-2 Konzentration, geht die Zelle hingegen in die zytokinentzugvermittelte, 

passive Apoptose. Ein Teil der T-Zellen entzieht sich dieser Apoptose und bleibt als Gedächtniszellen erhalten. (modifi-

ziert nach Lenardo, Chan et al., Annu. Rev. Immunol., 1999 (Lenardo, Chan et al. 1999)). 

Zur erwähnen sei hierbei, dass auch weitere Zytokine wie IL-4, -7 und -15 eine Rolle bei 

der passiven Apoptose spielen; IL-2 nimmt diesbezüglich jedoch die größte Stellung ein 

(Kung, Beller et al. 1998).  Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass in T-Zellen, wel-

che einer IL-2 Stimulation ausgesetzt wurden, die intrazelluläre Konzentration an Cellu-

lar FLICE (FADD-like IL-1β-converting enzyme)-inhibitory protein (cFlip), das als ein In-

hibitor von Caspase 8 bekannt ist (Safa 2012), abnahm (Irmler, Thome et al. 1997). Dies 

deutet auf einen weiteren Mechanismus hin, über welchen IL-2 die Apoptose in T-Lym-

phozyten fördern kann. Befinden sich die T-Zellen jedoch in einem ruhenden Zustand 

wird eine mögliche Apoptose vor allem über das Protein Bcl-2, welches in der äußeren 

mitochondrialen Membran verankert ist, effektiv gehemmt (Lenardo, Chan et al. 1999). 

Zusätzlich kann es durch die Stimulation des TNFR1 durch TNFα zu einer Aktivierung 

des Signalweges von NF-κB kommen, der ebenfalls eine anti-apoptotische und zell-

proliferative Wirkung auf die Zelle hat (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003; Scheidereit 2006; 

Hayden, Ghosh 2008). Auf diesen Signalweg wird an einer späteren Stelle dieser Arbeit 

spezifischer eingegangen. Die Apoptose der CD4+ T-Lymphozyten ist dabei nicht nur 

durch den Einfluss umgebender Zytokine oder Stimulationen durch Antigene reguliert. 

So konnte gezeigt werden, dass die Bindung immortalisierter CD4+ T-Lymphozyten (Ju-

rkat-Zellen) an Kollagen durch das Integrin α2β1 zu einem erhöhten Zellüberleben in der 
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Abwesenheit von Wachstumsfaktoren führten. Zudem kam es durch die Bindung an Kol-

lagen zu einer erhöhten Aktivität der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs) p38 

und extracellular-signal regulated kinase (ERK). Es war jedoch lediglich ERK für dieses 

kollagen-induzierte Zellüberleben der CD4+ T-Lymphozyten verantwortlich (Naci, 

Aoudjit 2014). 

I.8 TNFα und seine Rezeptoren 

Bei TNFα handelt es sich um einen der vermutlich meist untersuchten Entzündungsme-

diatoren, dessen Bedeutung sich in seinen pleiotropen Funktionen widerspiegelt. So 

nimmt es eine bedeutende Rolle im Bereich der Immunologie, Entzündung, Zelldifferen-

zierung sowie in der Entscheidung der Zelle über Proliferation oder Apoptose ein (Ash-

kenazi, Dixit 1998; Wallach, Varfolomeev et al. 1999). Jedoch bleiben viele Details seiner 

Wirkmechanismen bisher unbekannt. Dies zeigte sich eindrucksvoll als die hoffnungsvoll 

gestarteten Versuche, die demyelinisierende Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose 

mit gegen TNFα gerichtete Antikörper zu behandeln, aufgrund der Exazerbation der 

Symptome der Patienten nach Einnahme der Medikation abgebrochen werden mussten 

(van Oosten, Barkhof et al. 1996). Das in einer membrangebundenen oder einer lösli-

chen Form vorliegende TNFα (Kriegler, Perez et al. 1988) bildet Homotrimere (Tang, 

Hung et al. 1996). Der genaue Wirkmechanismus, der zu dieser Bildung der Homotri-

mere führt, bleibt bisher jedoch ungeklärt. Die gebundene Form des TNFα kann zudem 

durch die Metalloprotease TNFα Converting Enzyme (TACE) in die lösliche Form über-

führt werden (Black, Rauch et al. 1997) und ist, wie bereits genannt, Teil der TNF-Su-

perfamilie, zu deren weiteren Mitgliedern zum Beispiel FasL und TRAIL gehören 

(Rassow, Hauser et al. 2016). Zu seinen apoptoseauslösenden Todesrezeptoren wer-

den unter anderen TNFR1, FasR, TRAMP, TRAIL-R1 und –R2 gezählt. Sie alle teilen 

sich nicht nur eine für sie typische cysteinreiche Domäne (CRD), welche für die Ligan-

denspezifität verantwortlich ist (Bodmer, Schneider et al. 2002), sondern auch einen Be-

reich von 60 - 70 Aminosäuren, der für die Auslösung der Apoptose eine tragende Rolle 

spielt und als death domain (DD) bezeichnet wird (Ashkenazi, Dixit 1998). Ausgenom-

men davon ist jedoch der TNFR2, der aufgrund seiner fehlenden DD nicht in der Lage 

ist durch seinen vermittelten Stimulus direkt Apoptose auszulösen (Aggarwal 2003; 

Wajant, Pfizenmaier et al. 2003). 
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I.9 Der TNF-Rezeptor 1 und seine Signalkaskade 

Der auf eukaryontischen Zellen ubiquitär vorkommende TNFR1, welcher neben dem 

TNFR2 als einer der wichtigsten Rezeptoren für TNFα dient, besitzt, wie bereits genannt, 

entgegengesetzte Eigenschaften: Zum einen löst er als death Rezeptor in einigen Zellen 

die Apoptose aus, zum anderen führt er über eine Aktivierung von NF-κB zur Zellprolife-

ration (Aggarwal 2003; Wajant, Pfizenmaier et al. 2003). Der Mechanismus, auf dessen 

Basis die Entscheidung über den einen oder den anderen Weg getroffen wird, ist dabei 

bisher noch nicht vollständig entschlüsselt. Zusätzlich ist der TNFR1 in der Lage, die 

MAPKs c-Jun N-terminale kinase (JNK) und p38 zu aktivieren, denen eine Rolle in der 

Zelldifferenzierung und eine pro- sowie antiapoptotische Funktion zugeschrieben wer-

den kann (Yuasa, Ohno et al. 1998; Wajant, Pfizenmaier et al. 2003). Nach der Stimula-

tion mit TNFα konnte beobachtet werden, dass sich am TNFR1 ein sogenannter Kom-

plex I bildet (Micheau, Tschopp 2003):  Im Anschluss an die Stimulierung des Re-

zeptors folgte eine Rekrutierung des die DD enthaltenden Adaptormoleküls tumor ne-

crosis factor receptor type 1-associated death domain protein (TRADD). Diesem schließt 

sich die ebenfalls eine DD enthaltende Rezeptor-interagierende Serin-Threonin-Protein-

kinase-1 (RIP1) an (Ashkenazi, Dixit 1998; Chen, Goeddel 2002). Diese Assemblierung 

wird benötigt, um letzten Endes den genannten Komplex I zusammen mit TNF receptor-

associated factor 2 (TRAF2) und cellular inhibitor of apoptosis protein (cIAP)-1 und -2 zu 

bilden. Dieser ist dabei in der Lage einen proliferationsfördernden NF-κB-Signalweg zu 

aktivieren (Baud, Karin 2001). Dies geschieht über die Rekrutierung des inhibitor of 

kappa (IκB)-Kinase(IKK)-Komplexes (Zhang, Kovalenko et al. 2000), der über eine 

Phosphorylierung von IκBα die Inhibition von NF-κB durch dieses aufhebt (Karin 1999). 

Es konnte gezeigt werden, dass IKKγ (syn. NEMO), das Teil des IKK-Komplexes ist 

(Yamaoka, Courtois et al. 1998), in Jurkat-Zellen nicht nur zur Aktivierung von NF-κB 

führt, sondern ebenfalls die Interaktion von RIP1 und Caspase 8 inhibiert. Auf diesem 

Weg findet eine zusätzliche Inhibition der Apoptose in Jurkat-Zellen statt (Legarda-Ad-

dison, Hase et al. 2009). Neuere Untersuchungen zeigten zudem, dass RIP1 neben wei-

teren Komponenten des Komplexes I eine Polyubiquitinierung durch die cIAPs (Park, 

Yoon et al. 2004) und den linear ubiquitination assembly complex (LUBAC) (Draber, 

Kupka et al. 2015) erfährt, die der Rekrutierung des IKK-Komplexes neben weiteren Pro-

teinen dient (Haas, Emmerich et al. 2009). Diese Polyubiquitinierung wird ebenfalls für 

die Aktivierung von p38 und JNK durch die Vermittlung von TGFβ-activated kinase 1 and 

MAP3k7-binding protein (TAB) 2 und 3 (Kanayama, Seth et al. 2004) über TGFβ-acti-

vated kinase 1 (TAK1) (Wang, Deng et al. 2001) benötigt (Ting, Bertrand 2016). 
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Im weiteren Verlauf unterliegt der Rezeptorkomplex einer Endozytose in sogenannten 

clathrin-coated pits, die - entgegen der ursprünglichen Annahme - das Rezeptorsignal 

nicht beendet, sondern modifiziert (McPherson, Kay et al. 2001). Ein Modell sieht nun 

im zeitlichen Verlauf eine Dissoziation der Proteine TRADD, RIP1 und TRAF2 vom 

TNFR1 unter der Rekrutierung von FADD und Caspase 8 als den apoptoseauslösenden 

Komplex II, ohne Einbeziehung des ursprünglichen Rezeptors, der daraufhin in der Lage 

ist Pro-Caspase 8 sowie Pro-Caspase 10 zu spalten und zu aktivieren (Micheau, 

Tschopp 2003). Eine davon abweichende Modellvorstellung zeigt, dass eine nach der 

TNFα Stimulation durchgeführte Temperaturerhöhung den Komplex I ebenfalls zur En-

dozytose und Bildung des Komplexes II fördert, wobei dieser jedoch in diesem Fall den 

TNFR1 in seinem Komplex inkludiert (Abbildung 4) (Schneider-Brachert, Tchikov et al. 

2004). Vermittelt wird die durch TNFα initiierte Apoptose durch EVER2, das mit TRADD 

interagiert und somit die Rekrutierung von TRAF2 und RIP1 beeinträchtigt (Gaud, Guil-

lemot et al. 2013).  

 

Abbildung 4:  Schematisch vereinfachte Darstellung des TNFR1-Signalwegs. 

Nachdem der TNFR1 durch TNFα stimuliert wurde aktiviert der am Rezeptor gebundene Komplex I, unter anderem be-

stehend aus TNFR1, RIP1, TRAF2 und TRADD, den Transkriptionsfaktor NF-κB. Dieser ist für die Transkription prolife-

rationsfördernder Gene der Zelle verantwortlich. Wird der Rezeptor durch Endozytose internalisiert kommt es durch Rek-

rutierung von FADD und Pro-Caspase 8 zur Bildung des Komplexes II. Dieser spaltet und aktiviert Pro-Caspase 8, die 

daraufhin die apoptotische Signalkaskade und die Durchführung des Zelltods in Gang setzt. (modifiziert nach Schutze, 

Tchikov et. al., Nat Rev Mol Cell Bio 9, 2008 (Schutze, Tchikov et al. 2008)) 

Aktiv gehemmt wird solch ein Apoptosesignal durch cFlip und cIAP-1, welche beide wie-

derum einer NF-κB-abhängigen Transkription unterliegen (Micheau, Lens et al. 2001). 

Eine durch den Mechanismus der Nekroptose erweitertes Bild geht davon aus, dass sich 

der Komplex II in weitere Typen unterscheiden lässt, wie die Komplexe IIa und IIb (Kal-

liolias, Ivashkiv 2015). So führt eine Deubiquitinierung von RIP1 durch cylindromatosis 
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(CYLD) zu einer Dissoziation von RIP1 vom ursprünglichen Komplex I (Wang, Du et al. 

2008). Das freie, deubiquitinierte RIP1 fördert nun die Komplexbildung aus TRADD, 

FADD, einem homodimer bestehend aus Pro-Caspase 8 und einem heterodimer beste-

hend aus Pro-Caspase 8 und cFLIPL, einer Isoform von cFLIP. Dieser sogenannte Kom-

plex IIa spaltet und inaktiviert über cFLIPL RIP1 und führt zu einer autokatalytischen Ak-

tivierung von Pro-Caspase 8 zu Caspase 8, um somit die extrinsische Apoptose einzu-

leiten (Brenner, Blaser et al. 2015). Werden cIAP1 und -2 jedoch von dem aus dem im 

Rahmen der intrinsischen Apoptose aus den Mitochondrien freigesetzten second mito-

chondria-derived activator of caspases (SMAC) abgebaut (Du, Fang et al. 2000), folgt 

daraus eine verminderte Ubiquinitierung von RIP1 (Bertrand, Milutinovic et al. 2008). 

Dieses nicht-ubiquitinierte RIP1 formt einen Komplex inklusive RIP3, Pro-Caspase 8 und 

cFLIPL, jedoch exklusive TRADD, welcher als Komplex IIb bezeichnet wird (Brenner, Bla-

ser et al. 2015; Wang, Du et al. 2008). Die Heterodimerbildung bestehend aus Pro-

Caspase 8 und cFLIPL ist analog zum Komplex IIa notwendig, um eine Inaktivierung von 

RIP1 und RIP3 durchzuführen und eine autokatalytische Aktivierung von Pro-Caspase 

8 einzuleiten (Dillon, Oberst et al. 2012; Oberst, Dillon et al. 2011; Pop, Oberst et al. 

2011). Bildet cFLIPs, bei welchem es sich ebenfalls um eine Isoform von cFlip handelt, 

ein Heterodimer mit Pro-Caspase 8, ist dieses im Gegensatz dazu nicht in der Lage RIP1 

und -3 zu spalten und zu inaktivieren (Feoktistova, Geserick et al. 2011; Kavuri, Geserick 

et al. 2011). Es folgt über diesen, zum Teil auch Komplex IIc genannten, Komplex zu 

einer RIP3-abhängigen Aktivierung der Nekroptose in der stimulierten Zelle (Kalliolias, 

Ivashkiv 2015). Der Übersicht wegen soll im weiteren Verlauf dieser Arbeit der Komplex 

I als der proliferationssignalgebende und die Gesamtheit des Komplexes II als der zell-

todsignalgebende Komplex betrachtet werden (Abbildung 4). 

Zusätzlich zu den bereits genannten Signalwegen kann das Signal des TNFR1 durch 

sogenanntes Rezeptorshedding reguliert werden. Der Rezeptor wird hierzu durch Me-

talloproteasen, wie das bereits bei der Lösung von TNFα von der Zellmembran genannte 

TACE (ADAM17) (Black, Rauch et al. 1997), oder ADAM 8 (Bartsch, Wildeboer et al. 

2010), proteolytisch gespalten und dadurch in das umgebende Medium entlassen. TACE 

wird unter anderem von ERK durch eine Phosphorylierung der Aminosäure Threonin  

(Thr735) reguliert (Diaz-Rodriguez, Montero et al. 2002) und beeinflusst auf diesen Weg 

die zelluläre Lokalisation von TACE (Soond, Everson et al. 2005). Es wurden jedoch 

auch Einflüsse der MAPK p38 auf die Regulation von TACE beobachtet (Fan, Derynck 

1999; Weskamp, Schlondorff et al. 2004). So konnten Ogura et al. zeigen, dass das 

Acetoxycycloheximid (Ac-CHX)-abhängige Shedding des TNFR1 durch die Inhibition 

von p38 und die indirekte Inhibition von ERK durch die upstream gelegene mitogen-
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activated protein kinase kinase (MAPKK) nahezu vollständig aufgehoben werden konnte 

(Ogura, Tsukumo et al. 2008). Das Rezeptorshedding findet dabei als Reaktion verschie-

dener Stimuli, wie zum Beispiel TNFα, bakterielle Lipoplysaccharide, IL-10 sowie nach 

Aktivierung von Neutrophilen oder T-Lymphozyten statt (Leeuwenberg, Dentener et al. 

1994; Pedron, Girard et al. 2003). Die Funktion des Sheddings ist noch nicht abschlie-

ßend geklärt, jedoch könnte dieser Mechanismus dazu dienen, als Feedback nach einer 

vorangegangenen Rezeptorstimulation das Signal zu beenden, indem freies TNFα aus 

der Umgebung zu gebunden wird und somit nicht mehr als Ligand zur Verfügung steht 

und der Rezeptor selbst nicht mehr an der Signaltransduktion beteiligt werden kann. 

Dadurch könnte gleichermaßen auf die Aktivierungen von NF-κB und Pro-Caspase 8 

und auf diesem Wege auf die Zellproliferation und den Zelltod Einfluss genommen wer-

den (Ogura, Tsukumo et al. 2008). 

Der ebenfalls über TNFα stimulierbare TNFR2 wird an dieser Stelle nur der Vollständig-

keit halber erwähnt. Er ist überwiegend auf Zellen des Immunsystems zu finden und 

besitzt im Gegensatz zum TNFR1 keine DD. Es besteht Uneinigkeit darüber, ob er selbst 

in der Lage ist die Apoptose auszulösen (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003). Allerdings 

konnte durch alleinige Stimulation des Rezeptors mit Antikörpern der Zelltod in HeLa-

Zellen, das heißt menschlichen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms, ausgelöst werden 

(Bigda, Beletsky et al. 1994). Ebenso konnte eine Studie zeigen, dass die Aktivierung 

des TNFR2 zu einer gesteigerten Synthese von TNFα führt und folglich in der Lage ist 

den TNFR1 indirekt zu stimulieren (Grell, Zimmermann et al. 1999). 

I.10 Mitogenaktivierte Proteinkinasen  

Bei einem der durch TNFα aktivierten Signalwege, handelt es sich um den der MAPK 

p38 (Roulston, Reinhard et al. 1998). Zu der Familie der MAPK, bei welchen es sich um 

Protein-Serin/Threonin-Kinasen handelt, gehören neben bereits erwähnten p38 die wei-

teren Mitglieder ERK1 und 2, sowie JNK1, 2 und 3 (Liu, Guyton et al. 1996). Es handelt 

sich bei den durch MAP-Kinasen vermittelten Signalwegen in der Regel um Reaktion der 

Zelle auf externe Stimuli. Dabei kann es sich um zellulären Stress, chemischer sowie 

physikalischer Natur, äußere Signale durch Zytokine oder anderen wachstumsfördern-

den Stimuli handeln (Pearson, Robinson et al. 2001). Damit es zur Aktivierung der up-

stream der MAPK gelegenen MAPKK-Kinase kommt, benötigt es eine Phosphorylierung 

dieser. Diese Phosphorylierung kann zum Beispiel durch das zur Familie der G-Proteine 

gehörende Ras-Protein (Kolch 2000) oder wie im Beispiel von p38 durch den aktivierten 
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TNFR1 geschehen (Roulston, Reinhard et al. 1998). Die Kinasekaskade läuft anschlie-

ßend entsprechend der Namensgebung, so dass die bereits erwähnte MAPKKK eine 

MAPKK und diese wiederum letzten Endes die eigentliche MAPK an einem Tyrosin- und 

Threoninrest phosphoryliert (Alberts 2002). Mit diesem letzten Schritt werden die MAPK 

als die eigentlichen Effektorkinasen aktiviert (Brancho, Tanaka et al. 2003). Eine Regu-

lation im Sinne eines Feedbackmechanismus findet auf der Ebene MAPK über dual-

spezifische Phosphatasen statt, welche zwei Phosphatbindungen ihres Substrates pa-

rallel hydrolysieren und damit die jeweilige MAPK in ihren inaktiven Zustand überführen 

(Farooq, Zhou 2004). Zu den Substraten der MAPK gehören schließlich weitere Protein-

kinasen, wie im Beispiel von p38 unter anderem die nukleären Mitogen-aktivierten Pro-

teinkinase aktivierten-Proteinkinasen (MAPKAPK) 2 und 3 (Stokoe, Campbell et al. 

1992; McLaughlin, Kumar et al. 1996). Ebenso können Transkriptionsfaktoren, über wel-

che zelluläre Prozesse reguliert werden, wie im Beispiel des cAMP response element 

binding (CREB) Transkriptionsfaktors durch p38 aktiviert werden (Wilkinson, Millar 

2000). Es konnte gezeigt werden, dass ein knockdown von CREB in Jurkat-Zellen durch 

shRNA (small hairpin ribonucleic acid) das Wachstum der Zellen stark reduzierte. Die 

Jurkat-Zellen befanden sich vermehrt in der apoptotischen G0/G1-Phase und es konnte 

nach 144 h eine erhöhte Anzahl apoptotischer Zellen nachgewiesen werden (van der 

Sligte, Kampen et al. 2015).  

I.11 p38 als downstream target des TNFR1 

P38, welches auch im Fokus dieser Arbeit steht, wird, wie bereits erwähnt, durch den 

TNFR1 aktiviert und ist dabei selbst in der Synthese von TNFα involviert (Lee, Laydon 

et al. 1994). Als Auslöser der p38 Signalkaskade wird dabei überwiegend zellulärer 

Stress angesehen (Kyriakis, Avruch 1996). P38 wird in folgende vier Isoformen einge-

teilt: p38α, p38β, p38γ und p38δ (Cuenda, Rousseau 2007). Zwei der Isoformen, p38γ 

und –δ, werden unterschiedlich in verschiedenen Zellpopulationen, abhängig von dem 

entstammenden Organ, exprimiert. So findet sich p38γ vor allem im Skelettmuskel 

wieder (Lechner, Zahalka et al. 1996; Zhuangjie Li 1996), während p38δ in erster Linie 

in den Geweben der Lunge, der Hoden, des Pankreas, der Nieren und des Dünndarms 

exprimiert wird (Kumar, McDonnell et al. 1997). P38α und –β kommen dem gegenüber 

ubiquitär in allen Zellen des menschlichen Organismus vor (Jiang, Chen et al. 1996; 

Wang, Diener et al. 1997; Ono, Han 2000). Direkt aktivierende Kinasen upstream von 

p38 sind dabei die dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3 (MAPKK3 

alias MKK3) und dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6 ((MAPKK 6 

alias MKK6) (Kyriakis, Avruch 2001). 



EINLEITUNG  17 

 

Betrachtet man die Aktivierung des p38 Signalweges durch den TNFR1, fällt auf, dass 

es gewisse Gemeinsamkeiten zu der ebenfalls zu den MAPK gehöhrenden JNK gibt. 

Beide Kinasen werden nur vorübergehend durch eine TNFα-Stimulation aktiviert, zeigen 

jedoch ein verlängertes Signal unter dem Zustand der Apoptose. Außerdem sind TRAF2, 

ASK1 und MEKK1, welche bei der TNFα-induzierten Aktivierung von JNK eine Rolle 

spielen, ebenfalls Induktoren von p38 (Ichijo, Nishida et al. 1997; Carpentier, Declercq 

et al. 1998; Yuasa, Ohno et al. 1998). Trotzdem gibt es up- sowie downstream dieser 

beiden MAPK Unterschiede in ihren Signalwegen. So konnte gezeigt werden, dass eine 

Deletion in RIP1 die TRAF2 vermittelte Aktivierung von p38, nicht jedoch von JNK störte, 

so dass davon ausgegangen werden kann, dass RIP1 eine größere Rolle im p38 Sig-

nalweg spielt (Yuasa, Ohno et al. 1998). Ebenso konnte in Fibroblasten aus MKK3-defi-

zienten Mäusen gezeigt werden, dass lediglich p38 und nicht JNK durch TNFα-induzier-

tes Signaling vermindert aktiviert wurde (Wysk, Yang et al. 1999). Downstream vermittelt 

p38 wiederum selbst die Synthese von TNFα (Lee, Young 1996). Dies geschieht, wie 

sich zu einem späteren Zeitpunkt herausstellte, durch die MAPKAPK 2 (Kotlyarov, 

Neininger et al. 1999). Zu weiteren downstream targets von p38 gehören, neben den 

bereits erwähnten MAPKAPK 2 und 3, Transkriptionsfaktoren, wie ATF2, CHOP, CREB 

und ELK1 (Martin-Blanco 2000). Zusätzlich wurde p38 als ein möglicher Aktivator von 

NF-κB diskutiert (Vanden Berghe, Plaisance et al. 1998), das selbst eine Rolle in der 

Synthese von inflammatorischen Zytokinen wie TNFα einnimmt (Wajant, Pfizenmaier et 

al. 2003). 

I.12 p38 und seine Rolle bei der Apoptose CD4+ T-Lymphozyten 

Wie bereits erwähnt ist p38 Teil des TNFα-induzierten Signalweges und somit auch in 

den zellulären Proliferations- und Apoptoseprozessen involviert. Dabei konnte jedoch 

beobachtet werden, dass p38 entsprechend seiner Isoformen unterschiedliche Funktio-

nen einnimmt. So spielt p38α, im Gegensatz zum anti-apoptotischen p38β, eine pro-

apoptotische Rolle, die sich im unterschiedlichen Phosphorylierungsverhalten von cFlip 

wiederspiegelt. p38α ist in der Lage die Phosphorylierung und Anwesenheit von cFlips 

in Jurkat-Zellen zu verhindern (Tourian, Zhao et al. 2004). Bei cFlips handelt es sich um 

eine der bereits erwähnten Isoformen von cFlip, die ein Inhibitor der Apoptose (Krueger, 

Schmitz et al. 2001) im death-inducing signal complex (DISC), bei dem es sich um den 

apoptoseauslösenden Proteinkomplex der Todesrezeptoren handelt (Guicciardi, Gores 

2009), ist. Durch p38α wird auf diesem Weg eine FasL-induzierte Apoptose und die Ak-

tivierung von Pro-Caspase 8 ermöglicht. Im Gegensatz dazu ist p38β nicht in der Lage 
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diese Art der Inhibierung der Apoptose auszulösen (Tourian, Zhao et al. 2004).  Außer-

dem wurde gezeigt, dass MAPKK 3 und 6, welche wie bereits erwähnt upstream gele-

gene Kinasen der p38 Signalkaskade sind, die Apoptose in Jurkat-Zellen induzieren kön-

nen. Diese Initiierung der Apoptose läuft dabei jedoch ohne eine Vermittlung durch p38 

ab (Huang, Jiang et al. 1997; Juo, Kuo et al. 1997). Eine weitere Veröffentlichung konnte 

jedoch darstellen, dass es bei chemisch- sowie ligandeninduzierter Apoptose, in diesem 

Fall durch TRAIL und durch einen gegen den FasR gerichteten Antikörper, in Jurkat-

Zelllen zu einer Aktivierung von JNK und p38 kam (MacFarlane, Cohen et al. 2000). Eine 

in unserem Labor durchgeführte in vivo Studie konnte zusätzlich hervorheben, dass es 

in MAPKAPK 2-defizienten Mäusen zu einem verlängerten Verlauf der EAE, dem Tier-

modell der der humanen Multiplen Sklerose, kam. Dabei waren die TNFα-Spiegel redu-

ziert und vermehrt autoreaktive Entzündungszellen im ZNS registrierbar (Tietz, Hofmann 

et al. 2014). Da die MAPKAPK 2 die TNFα-Synthese reguliert (Kotlyarov, Neininger et 

al. 1999) und selbst ein downstream Substrat von p38 ist (Stokoe, Campbell et al. 1992; 

McLaughlin, Kumar et al. 1996), besteht die Möglichkeit, dass p38 in dem Apoptosever-

halten von T-Lymphozyten und folglich in deren autoimmunen Rolle bei inflammatori-

schen Krankheiten ein entscheidender Faktor ist (Tietz, Hofmann et al. 2014). Die ge-

nauen Regulationsmechanismen der Apoptose CD4+ T-Lymphozyten und die Rolle von 

p38 bei dieser bleiben dabei jedoch bisher unbekannt. 

I.13 Zielsetzung der Arbeit 

Da der von TNFα über den TNFR1 ausgelöste Signalweg über solch eine große Band-

breite an Folgekaskaden verfügt, die zu unterschiedlichen, gar gegensätzlichen Ergeb-

nissen für die Zelle führen, nämlich Zelltod oder –proliferation (Aggarwal 2003; Wajant, 

Pfizenmaier et al. 2003), hat dieser Mechanismus Bedeutung für viele zelluläre Vor-

gänge bis hin zur Pathogenese verschiedener Krankheiten. Trotz ausgiebiger Forschung 

in diesem Gebiet ist es bisher nicht gelungen, diese Abläufe gänzlich zu entschlüsseln. 

Es wurde zum einen von einer zeitabhängigen Regulation des TNF-Signals ausgegan-

gen (Micheau, Tschopp 2003). Zum anderen konnte auch eine durch eine Temperaturer-

höhung ausgelöste Internalisierung des TNFR1 mit einem daraus resultierenden verän-

derten, pro-apoptotischen Signalweg beobachtet werden (Schneider-Brachert, Tchikov 

et al. 2004). Durch die neuen Erkenntnisse im Bereich der durch den TNFR1 ausgelös-

ten Nekroptose konnten weitere Regulationsmechanismen, wie die Phosphorylierung 

von RIP1 (McQuade, Cho et al. 2013), entschlüsselt werden. Gleichzeitig ließen diese 

gewonnenen Erkenntnisse die Komplexität des TNF-Signalings weiter zunehmen (Ting, 
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Bertrand 2016). Diese bisher entdeckten Mechanismen werden dabei der Vielschichtig-

keit der aus dem TNFα-Stimulus folgenden Signalwege noch nicht gerecht. Aus diesem 

Grund liegt die Zielsetzung dieser Arbeit darin, näher zu beleuchten, ob einer dieser 

Schlüsselmechanismen in der Regulierung des Signalweges des TNFR1 in CD4+ T-

Lymphozyten in der TNFα-konzentrationsabhängigen Stimulation liegt. Die daraus fol-

gende mögliche Regulierung des Apoptoseverhaltens der Zellen könnte damit einen Bei-

trag bei der Pathogenese einiger Autoimmunerkrankungen leisten. In diesem Zusam-

menhang liegt zudem ein Augenmerk auf die Rolle von p38 als Schlüsselenzym des 

TNFα-Signalwegs. Zu diesem Zweck wurden immortalisierte CD4+ T-Lymphozyten, das 

heißt Jurkat-Zellen, in Kultur mit steigenden TNFα-Konzentrationen stimuliert und das 

Apoptoseverhalten der Zellen - jeweils mit oder ohne Inhibition von p38 - zu zwei ver-

schiedenen Zeitpunkten auf molekularbiologischer Ebene gemessen und quantifiziert. 

Dabei sollte neben der Apoptose auch das Verhalten des TNFR1 - speziell dessen Lo-

kalisation an der Zelloberfläche - im Zellinneren oder frei im Zellmedium unter den ver-

schiedenen Stimulationskonzentrationen im Fokus stehen. 
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II. METHODEN 

II.1 Zellkultur 

Zur Gewinnung von CD4+ T-Lymphozyten wurden immortalisierte Jurkat-Zellen bei 37 

°C und 5 % CO2 in Kultur gehalten. Die Zellen wurden in einem speziellen Kulturmedium 

in 250 ml fassenden 75 cm2 Kulturflaschen in je 12 ml Medium kultiviert. Die Zellen wur-

den in der Regel 3 Mal pro Woche aufgeteilt und zu experimentellen Zwecken mit je ca. 

2 x 105 Zellen in 2 ml Medium pro Well in 6-Well-Platten (Durchflusszytometrie, Western 

Blot, RT-PCR) beziehungsweise 1 x 105 Zellen in 0,5 ml Medium pro Well in 24-Well-

Platten (ELISA, WST-1 Assay, LDH Assay) angesetzt.  

Einfrieren und Auftauen von Jurkat-Zellen: 

Die Jurkat-Zellen wurden in bei -80 °C in einem speziellen Einfriermedium versetzt ge-

lagert. Um die Zellen kultivieren zu können, wurden sie im Wasserbad bei 37 °C aufge-

taut, in ein 15 ml Falcon mit 9 ml erwärmten Medium pipettiert und bei 1400 rpm 3 min 

lang abzentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen mit Medium gewaschen, erneut 

abzentrifugiert und das in 12 ml erwärmten Medium resuspensierte Pellet in einer Kul-

turflasche angesetzt. Am darauf folgenden Tag wurde das Medium erneut gewechselt 

und Experimente erst nach zwei weiteren Passagen durchgeführt. Um einen Vorrat an 

Zellen zu sichern, wurden niedere Passagen nach dem Splitten in 15 ml Falcons über-

führt und 3 min bei 1400 rpm abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium 

resuspensiert, in Kryoröhrchen gegeben und erneut unter einem kontrollierten Tempe-

raturabfall von 1 ºC/min bei -80 °C eingefroren. 

Mediumwechsel und Zellzahlreduktion: 

Um die Zellzahl möglichst konstant zu halten, wurden die Zellen in regelmäßigen Ab-

ständen ihrer Dichte nach aufgeteilt (in der Regel im Verhältnis 1:6) und im Zuge dessen 

das Medium erneuert. Dazu wurden aus den Kulturflaschen jeweils von den enthaltenen 

12 ml Medium die entsprechende zu reduzierende Menge abpipettiert und durch die 

gleiche Menge an neuen, zuvor im Wasserbad auf 37 °C aufgewärmten Medium ersetzt. 

Dies wurde 2 – 3 Mal pro Woche durchgeführt.  
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Bestimmung der Zellzahl: 

Um die Zellzahl in der Zellkultur zu ermitteln, wurde eine Neubauer-Zählkammer ver-

wendet. Hierzu wurden 10 µl des Mediums mit den Zellen aus der Kultur um das 10-

fache mit Trypanblau verdünnt. Von dieser Lösung wurden 10 µl auf die Neubauer-Zähl-

kammer gegeben, welche zuvor mit einem Deckplättchen abgedeckt wurde und dadurch 

auf die eingebrachte Lösung eine kapillare Sogwirkung ausübte. Anhand der auf der 

Neubauer-Zählkammer angebrachten vier Quadranten konnte unter dem Mikroskop bei 

10-facher Vergrößerung die Anzahl der Zellen pro Quadrant gezählt werden, wobei ein 

Quadrant einem Volumen von 0,1 µl entspricht. Aus den vier Werten wurde der Mittel-

wert errechnet und über die Verdünnung, sowie das vorgegebene Volumen pro Quad-

rant die Zellzahl pro 1 ml bestimmt. 

Zellstimulation mit TNFα: 

Das rekombinant erzeugte, humane TNFα wurde in PBS gelöst und bei 4 °C in der Kon-

zentration 10 µg/ml gelagert. Die Zellen wurden in 6-Well-Platten, beziehungsweise 24-

Well-Platten ausgesät und nach mindestens 6 h Erholungszeit mit folgenden Konzent-

rationen stimuliert: 0, 10, 50, 100, 300, oder 500 ng/mL. 

Die Inhibition von p38: 

Die Inhibition des Enzyms p38 wurde mit dem InSolution Inhibitor SB203580 durchge-

führt. Die Stocklösung mit der Konzentration 1,0 mg/ml wurde im Verhältnis 1:1000 auf 

die angesetzten Wells mit den Jurkat- Zellen gegeben (2 µl Inhibitor bei 2 ml beziehungs-

weise 0,5 µl bei 0,5 ml Medium pro Well). Die Inhibition wurde 1 h vor der Stimulation 

mit TNFα durchgeführt. Da SB203580 bereits in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst war, 

wurde die gleiche Menge reines DMSO als Kontrolle parallel auf eine weitere Zellkultur-

platte gegeben.  

II.2 Durchflusszytometrie 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie werden Zellen auf ihre Größe, Granularität sowie 

durch Antikörper vermittelte spezifische Fluoreszenzen hin untersucht. Hierzu passieren 

die Zellen in einer speziellen Lösung einen Laserstrahl und das Zytometer, in diesem 

Fall das FACSCalibur-Durchflusszytometer, misst das abgelenkte beziehungsweise 

ausgestrahlte Licht mit unterschiedlichen Detektoren. Zum einen handelt es sich um den 

Forwardscatter (FSC), welcher das von den Zellen flach gestreutes Licht detektiert und 
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Informationen über die Zellgröße liefert, zum anderen um den Sidewardscatter (SSC) 

mit Hilfe dessen die Zellgranularität über das seitwärts abgelenkte Laserlicht bestimmt 

werden kann. Zusätzlich kann über an Zellen gebundene, fluoreszierende Antikörper o-

der andere Farbstoffe, wie interkalierende Substanzen, das von diesen absorbierte und 

emittierte Licht gemessen und somit Rückschlüsse auf bestimmte, durch diese Fluores-

zenzen markierte, Strukturen gezogen werden (Abbildung 5). 

 

Abbildung 5:  Schema einer Durchflusszytometriemessung. 

Die Zellen werden mit einem Laser (zum Beispiel Argon λ=488nm) bestrahlt. Dabei wird der Laser vorwärts beziehungs-

weise seitwärts gestreut und über die jeweiligen Detektoren gemessen (vorwärts über FSC, seitwärts über SSC). Dadurch 

werden Informationen über Größe und Beschaffenheit der Zellen ermittelt. Zusätzlich kann das von fluoreszierenden 

Farbstoffen emittierte Licht über Fluoreszenzdetektoren quantifiziert und somit Daten über die von ihnen oberflächlich 

gebundenen Mustern erhalten werden. (modifiziert aus: Luttman, W./ Bratke, K./ Küpper, M./ Myrtek, D.: Der Experimen-

tator Immunologie, 2. Auflage, 2006 (Luttman, Bratke et al. 2006)) 

Folgende, mit fluoreszierenden Farbstoffen versehene, Antikörper beziehungsweise in-

terkalierende Farbstoffe zur Markierung von bestimmten Strukturen mit ihren zugehöri-

gen Absorptions- und Emissionsmaxima wurden bei den durchgeführten Messungen 

verwendet: 

Apoptosemarker 7-AAD (7-Aminoactinomycin): 

◼ interkalierender Farbstoff 

◼ Absorptionsmaximum: 488 nm 

◼ Emissionsmaximum: 647 nm 
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CD120a (TNFR1) Antikörper: 

◼ an Biotin gekoppelter Antikörper gegen TNF-Rezeptor-1 

Streptavidin PerCP(Peridiniumchlorophyll-Protein)-Cy5.5: 

◼ an PerCP-Cy5.5 gekoppeltes, biotinbindendes Protein 

◼ Absorptionsmaximum: 488 nm 

◼ Emissionsmaximum: 695 nm 

Mit Hilfe der 7-AAD und CD120a Färbungen, welche unabhängig voneinander durchge-

führt wurden, sollten die stimulierten Jurkat-Zellen auf ihr Apoptoseverhalten und ihren 

an der Oberfläche exprimierten TNFR1 hin quantifiziert werden. Hierzu wurden die mit 

TNFα stimulierten Jurkat-Zellen nach 24 beziehungsweise 48 h aus der Kultur entnom-

men, das Medium abzentrifugiert (1600 rpm, 5 min) und die Zellen in jeweils 50 µl FACS-

Puffer in einer 96-Well-Platte gelöst.  

7AAD: 

Bei 7AAD handelt es sich um einen interkalierenden Farbstoff, der ausschließlich in Zel-

len, bei welchen die Integrität der Zellmembran verloren gegangen ist, gelangen kann. 

Dieser Verlust der Zellmembrandichte findet bei apoptotischen Ereignissen statt. Nach 

Durchdringen der Zellmembran bindet 7ADD infolgedessen spezifisch an GC-reiche Re-

gionen der DNA. Aufgrund dieser Eigenschaft dient er zur Markierung von DNA apopto-

tischer Zellen. 7AAD wurde auf die resuspensierten Zellen gegeben (Verdünnung 1:10) 

und bei 4 °C für 5 min inkubiert. Nach der Inkubation wurden die markierten Zellen in 

zwei Schritten mit jeweils 200 µl FACS-Puffer gewaschen und daraufhin erneut in 200 µl 

FACS-Puffer gelöst. Anschließend wurden die gefärbten Zellen in FACS-Röhrchen pi-

pettiert und im FACSCalibur-Durchflusszytometer gemessen. In einer der jeweils drei 

Messungen wurden 120.000 Events registriert. 

CD120a: 

Ähnlich dem oben genannten Schema von 7AAD wurden die resuspensierten Zellen mit 

dem TNFR1 (CD120a) Antikörper (Verdünnung 1:100) für 30 min bei 4 °C inkubiert und 

anschließend zwei Mal mit je 200µl FACS-Puffer pro Well gewaschen. Da es sich bei 

dem an Biotin gekoppelten CD120a Antikörper jedoch nicht um einen selbstfluoreszie-

renden Antikörper handelt, wurden die markierten Zellen anschließend in 50 µl FACS-
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Puffer resuspensiert, mit Streptavidin PerCP-Cy 5.5 (Verdünnung 1:100) sekundär mar-

kiert und mit diesem für 20 min bei 4 °C inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 

200 µl FACS-Puffer mit anschließender Lösung der Zellen in erneuten 200 µl FACS-

Puffer in FACS-Röhrchen. Die Messung wurde unabhängig von der mit 7AAD ebenfalls 

mit dem FACSCalibur-Durchflusszytometer durchgeführt. Es wurden in jeweils einer der 

drei Messungen ebenfalls 120.000 Events registriert. 

Um unspezifische Signale des CD120a Antikörpers auszuschließen beziehungsweise in 

die Auswertung mit einzuberechnen, wurde jeweils eine Probe mit unstimulierten Jurkat-

Zellen anstelle des CD120a Antikörpers mit einer sogenannten Isotypkontrolle markiert. 

Dabei handelte es sich um einen an Biotin gekoppelten Mausantikörper (IgG2a), der an 

humane Lymphozyten bindet. Das entsprechende Signal wurde mit Hilfe des 

FACSCalibur-Durchflusszytometers gemessen. 

II.3 Semiquantitative RNA-Messung 

Um das Apoptoseverhalten der Jurkat-Zellen auch auf der Ebene der mRNA-Expression 

näher untersuchen zu können, wurde die RNA aus den Zellen zuerst isoliert, anschlie-

ßend über eine reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben und zuletzt über eine 

real-time Polymerasen Ketten Reaktion (RT-PCR) exponentiell vermehrt. So konnten 

Rückschlüsse auf die Transkription bestimmter Gene, in diesem Fall jene kodierend für 

cFlip und Caspase 8, gezogen werden. 

RNA-Isolation: 

Zur RNA-Isolation wurde das QIAampTM RNA Blood Mini Kit verwendet und die Durch-

führung erfolgte nach dem beigelegten Herstellerprotokoll. Die Jurkat-Zellen wurden ent-

sprechend der Inkubationszeiten nach 24 h beziehungsweise 48 h nach der Stimulation 

mit TNFα aus der Kultur entnommen, 5 min bei 1600 rpm abzentrifugiert und das Medium 

abpipettiert. Die Zellen wurden in 350 µl RLT-Puffer gelöst und anschließend durch die 

Zentrifugation durch QIAampTM shredder Säulen lysiert. Daraufhin folgte die Ausfällung 

der RNA durch 70% Ethanol, deren Bindung an QIAampTM Säulen und mehrere Wasch-

ritte mit verschiedenen Puffern (RW1 und RPE). Nach dem Trocknen der Säulen durch 

erneute Zentrifugation wurde die isolierte RNA letzten Endes in 50 µl DNase/RNase 

freiem Wasser gelöst. 
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Reinheitsbestimmung der RNA:  

Die isolierte RNA wurde mit Hilfe eines Spectrophotometers auf ihre Reinheit hin unter-

sucht. Hierzu wurden jeweils 50 µl der Proben mit der Verdünnung 1:10 angesetzt. Im 

Spectrophotometer wurden diese anschließend mit Licht der Wellenlänge 260 bezie-

hungsweise 280 nm bestrahlt und das jeweilige Absoprtionsvermögen gemessen. Aus 

dem Quotienten A260/280 konnten schließlich Rückschlüsse auf Kontaminationen ge-

zogen werden, wobei ein Wert von circa 1,9 für eine reine RNA Probe stand. Als Refe-

renzwert wurde gegen reines Wasser gemessen. 

cDNA-Synthese: 

Unmittelbar auf die Isolierung und Reinheitsbestimmung der RNA folgte die cDNA-Syn-

these aus den Proben. Bei den dabei verwendeten Substanzen handelte es sich um das 

RevertAidTM First Strand Synthesis Kit. Die Synthese bestand aus drei Schritten, wobei 

es sich bei dem ersten dieser Schritte um das Annealing der Oligo(dT) Primer handelte. 

Hierzu wurden für jede Probe jeweils zwei Eppendorfcups mit dem Volumen von 0,1 ml 

nach folgendem Pipettierschema vorbereitet: 

◼ 11,5 µl der RNA Probe 

◼ 1 µl Oligo(dT) Primer (entspricht 0,5 ng) 

Das Annealing erfolgte 5 min lang bei 70 °C, gefolgt von einer Abkühlung der Proben 

auf 4 °C. Im nächsten Schritt wurden folgende Substanzen hinzugefügt: 

◼ 4 µl Reaktionspuffer 

◼ 2 µl dNTP (Konzentration: 10-3 mol/L) 

◼ 0,5 µl  RiboLockTM (Ribonuklease Inhibitor) 

Es folgte eine Inkubation von 5 min bei 37 °C mit einer erneuten Abkühlung auf 4 °C. Im 

letzten Schritt wurde die Reverse Trankskriptase RevertAidTM M-MuLV (1 µl = 200 U) 

hinzugegeben und die endgültige Synthese der cDNA fand über 1 h bei 42 °C statt. Beim 

anschließenden Erhitzen auf 70 °C wurde die Reaktion schließlich beendet und die 

cDNA bei 4 °C gelagert. 

Real Time-PCR:  

Zur semiquantitativen Messung der synthetisierten cDNA wurde eine RT-PCR verwen-

det, bei der das exponentiell zunehmende Produkt, das heißt die neu synthetisiert DNA, 

durch einen interkalierenden Farbstoff, im Rahmen dieser Dissertation SYBR Green I, in 
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Echtzeit verfolgt werden kann. Gemessen wird hierbei letzten Endes der CT-Wert, bei 

dem es sich um den Zyklus in der Annealing-Phase der RT-PCR handelt, bei dem der 

Fluoreszenzwert des Produkts den des Hintergrundes signifikant übersteigt. Um eine 

ungefähre Abschätzung über die Richtigkeit des ermittelten CT-Wertes und mögliche 

Verunreinigungen, die sich in einem veränderten CT-Wert bemerkbar machen würden, 

treffen zu können, wurden jeweils Doppelwerte gemessen. Die beiden Werte sollten sich 

dabei nicht wesentlich unterscheiden (∆CT ≤ 0,5). Zur weiteren Analysierung wurde der 

kleinere Wert der beiden verwendet. Die RT-PCR wurde im Light Cycler 1.5 der Firma 

Roche durchgeführt und es wurden bereits etablierte Primer mit bekannten Annealing-

temperaturen (AT) und Amplifikationszeiten (AZ) verwendet. 

Primer:   

◼ Caspase 8 (AT: 60 °C, AZ: 10/15/20 = Denaturierung/Annealing/Extension, Angabe 

jeweils in Sekunden) 

◼ cFlip (AT: 62 °C, AZ: 10/15/20) 

◼ GAPDH (AT: 60 °C, AZ: 10/15/20) 

Pipettierschema je Probe: 

◼ 10 µl Quanti Fast SYBR Green (Mastermix aus PCR Kit) 

◼ 7 µl DNase/RNase freies Wasser 

◼ 1 µl Primer (forward) 

◼ 1 µl Primer (reward) 

◼ 1 µl cDNA der zu untersuchenden Probe 

Relative DNA Quantifizierung:  

Da es sich bei der eingesetzten, ursprünglich isolierten RNA um keine festgesetzte 

Menge handelte, wurde die draus synthetisierte DNA nur semiquantitativ gemessen. Das 

bedeutet, dass der gemessene CT-Wert für die mRNA eines bestimmten Gens (kodie-

rend für Caspase 8 oder cFlip) zum Verhältnis eines housekeeping Gens gesetzt wurde, 

in diesem Fall kodierend für die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), 

von dem ein konstant bleibendes Niveau vorausgesetzt werden sollte. Aus bereits etab-

lierten, zu jedem Primer gehörenden Standardkurven, die ursprünglich durch 10-fache 

Verdünnungsschritte gewonnen wurden, wurden die CT-Mittelwerte ermittelt und aus 

diesen eine Gerade mit der definierten Steigung 𝑚 =
∆𝑦

∆𝑥
  gebildet. Auf diese Art und 
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Weise wurde bereits für jedes zugehörige Gen ein Referenzwert (𝐶𝑇𝑅) über folgende 

Formel berechnet:  

𝐶𝑇𝑅 = (∑𝑦 + (𝑚 × ∑𝑥))/𝑛     

Diese Referenzwerte für die jeweils für bestimmte Proteinsequenzen kodierenden 

mRNA Abschnitte waren in der Arbeitsgruppe bereits etabliert und mussten deshalb in 

dieser Arbeit nicht neu ermittelt werden. Mit Hilfe dieser Referenzwerte konnte für jede 

gemessene mRNA (Caspase 8, cFlip, GAPDH) aus dem gemessenen CT-Wert (𝐶𝑇𝑀) 

der Absolutwert ermittelt werden: 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑤𝑒r𝑡 =
10^(𝐶𝑇𝑀 − 𝐶𝑇𝑅)

𝑚
 

Die Absolutwerte von Caspase 8 sowie cFlip wurden anschließend jeweils durch den 

dazu gehörenden Absolutwert von GAPDH der Probe geteilt, um eine relative Aussage 

über die Menge der ursprünglich transkribierten RNA der Zelle treffen zu können. Da in 

dieser Arbeit das Apoptoseverhalten der Zellen im Mittelpunkt stand, wurde schließlich 

noch der gemessene Wert von cFlip in Relation zu dem von Caspase 8 gesetzt, da die-

ser die Apoptose auf dem Level der transkribierten mRNA widerspiegelt. 

II.4 Nachweis von Proteinen 

Die Methode der Wahl zur Darstellung und Quantifizierung von Proteinen ist der Western 

Blot bei dem die Proteine zuerst denaturiert und über einen Ladepuffer negativ geladen 

werden. Über eine Gelelektrophorese werden die Proteine daraufhin ihrer Größe nach 

aufgetrennt, indem sie aufgrund eines angelegten elektrischen Feldes durch ein Gel lau-

fen. Abhängig von ihrer Größe wandern sie dabei besser oder schlechter durch die Po-

ren im Acrylamidgel, das heißt, dass ihre Laufgeschwindigkeit variiert (Abbildung 6).  
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Abbildung 6:  Schema einer Gelelektrophorese. 

Die negativ geladenen Proteine aus den Proben wandern im Gel von 

der Kathode (- Pol) zur Anode (+ Pol). Je nach ihrer Größe bewegen 

sich die Proteine langsamer oder schnell durch die Poren des Gels. 

Hier seien beispielhaft je Proteine der Größe 70 kDa (kilo Dalton) 

und 35 kDa dargestellt. Als Vergleich wird dabei immer eine Größen-

kontrolle (Ladder) durch das Gel mitlaufen gelassen. Durch an die 

Proteine gebunden Antikörper mit gekoppelten Enzymen können 

zum Beispiel über Chemilumineszenz die einzelnen Banden sichtbar 

gemacht und quantifiziert werden (hier:  Menge Protein Probe 1 > 

Protein Probe 2). (modifiziert aus: Luttman, W./ Bratke, K./ Küpper, 

M./ Myrtek, D: Der Experimentator Immunologie, 2. Auflage, 2006 

(Luttman, Bratke et al., 2006)) 

Anschließend werden die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Auf dieser 

Membran können sie durch Antikörper gegen die zu interessierenden Strukturen mar-

kiert werden. Durch einen an ein Enzym, das einen Farbstoff umsetzt, wie zum Beispiel 

Meerettichperoxidase, gekoppelten Sekundärantikörper können die entstandenen Ban-

den über Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden.  

Proteinisolation: 

Die Jurkat-Zellen wurden nach ihren Inkubationszeiten mit TNFα (24 h und 48 h) mit 

ihrem Medium in 2 ml Eppendorfcups pipettiert und bei 1600 rpm 5 min lang abzentrifu-

giert. Der Überstand wurde abgesaugt und die verbleibenden Zellen mit 1 ml PBS ein-

fach gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Entnahme des PBS wurden 70 µl 

Lysierpuffer sowie 10 µl Proteaseinhibitor und 1 µl Phosphataseinhibitor auf die Zellen 

gegeben und diese auf Eis für 1 h inkubiert, so dass die Zellen lysiert wurden. Abschlie-

ßend wurde das Lysat bei 14000 rpm für 20 min zentrifugiert, das Pellet verworfen und 

der Überstand mit den enthaltenen Proteinen abpipettiert, um bei - 20 °C gelagert zu 

werden. 

Bradford Assay:  

Um die Proteinmenge der Probe bestimmen zu können, damit in den nachfolgenden 

Schritten eine möglichst konstante Proteinmenge eingesetzt werden konnte, wurde ein 

Bradford Assay durchgeführt, bei welchem photometrisch ein proteinkonzentrationsab-

hängiger Farbumschlag gemessen wurde. Hierzu wurde zuerst eine Standardreihe mit 
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Hilfe von BSA (Stocklösung: 1,35 mg/ml) in den folgenden Konzentrationen angesetzt: 

0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml und 0,6 mg/ml. Anschließend wurden zu jeweils 20 µl 

der Standardreihe beziehungsweise der Proben oder Wasser als Leerwert 1 ml Roti®-

Quant, welches zuvor im Verhältnis 1:5 verdünnt wurde, gegeben und 10 min lichtge-

schützt inkubiert. Durch die Komplexbildung, welche der im Roti®-Quant enthaltene 

Triphenylmethanfarbstoff mit den kationischen und ungeladenen Seitenketten der Pro-

teine eingeht, ändert sich das Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm. Dieser 

Farbumschlag ist konzentrationsabhängig und konnte in Küvetten im Spectrophotometer 

gemessen werden. 

Gelektrophorese: 

Zuerst wurden die benötigten Gele für die Elektrophorese gegossen. Dazu wurden zwei 

verschiedene Gele, Trenn- und Sammelgel, nach folgenden Schemata pipettiert: 

Trenngel (12 %, 10 ml): 

◼ H20 3,3 ml 

◼ 30 % Acryl-bisacrylamid mix 4,0 ml 

◼ 1,5 M Tris (pH 8.8) 2,5 ml 

◼ 10 % SDS 0,1 ml 

◼ 10 % APS 0,1 ml 

◼ TEMED 0,004 ml 

Sammelgel (6 ml): 

◼ H20 4,1 ml 

◼ 30 % Acryl-bisacrylamid mix 1,0 ml 

◼ 1,5 M Tris (pH 6.8) 0,75 ml 

◼ 10 % SDS 0,06 ml 

◼ 10 % APS 0,06 ml 

◼ TEMED 0,006 ml 

Die Proteinproben wurden so angesetzt, dass sich darin pro Probe 50 µg Protein befan-

den. Diese wurden mit je 5 µl Ladepuffer versetzt und die Proteine 5 min bei 95 °C de-

naturiert. Anschließend wurden die dafür vorgesehenen Taschen in den Gelen mit den 

Proben befüllt, wobei jeweils eine Tasche mit 7 µl PageRulerTM Prestained Protein Lad-

der als Größenkontrolle beladen wurde. Die Gelelektrophorese lief anschließend in einer 



METHODEN  30 

 

Sammelphase 30 min bei 90 V und in einer Trennphase 2:30 h bei 120 V in einem Lauf-

pufferbad. 

Blotting: 

Die Proteine wurden semidry mit Transferpuffer getränkt 1 h bei 25 V/ 400 mA (bei einer 

Membran 350 mA) auf Nitrocellulose Membranen geblottet. Anschließend wurden die 

Membranen mit TBST gewaschen und 1 h in Milch geblockt. 
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Antikörper: 

Die Membranen wurden mit folgenden Antikörpern inkubiert: 

 Antikörper Lösungsmittel Inkubationszeit Gewicht (kDa) 

◼ Caspase 3 Milch (1:1000) 6 h 17, 19, 35 

◼ Caspase 8 BSA-Lösung (1:1000) 6 h 10, 57 

◼ Caspase 9 BSA-Lösung (1:1000) 6 h 17, 35, 37, 47 

◼ cFlip BSA-Lösung (1:1000) 6 h 55 

◼ PARP Milch (1:1000) 6 h 89, 116 

◼ TNF-R1 BSA-Lösung (1:1000)  6 h 55 

◼ ß-Actin BSA-Lösung (1:1000) 1 h 45 

◼ Tubulin ß BSA-Lösung (1:1000) 1 h 55 

◼ GAPDH BSA-Lösung (1:1000) 1 h 37 

◼ anti-Rabbit BSA-Lösung (1:1000) 1 h - 

Die Antikörper wurden in Milch beziehungsweise BSA-Lösung in der Verdünnung 1:1000 

gelöst. Bei dem anti-Rabbit Antikörper handelte es sich dabei um einen an Meerrettich-

peroxidase gekoppelten Sekundärantikörper. Zwischen den einzelnen Inkubationen 

folgten jeweils drei Waschgänge für 5 min mit TBST. 

Entwicklung und Auswertung:  

Die Membranen wurden 5 min mit der Entwicklungslösung inkubiert und die, über die an 

den Sekundärantikörper gekoppelte Meerrettichperoxidase erzeugte, Chemilumines-

zenz der Banden gemessen (Abbildung 7). Anhand der Intensität der Lumineszenz 

konnte auf die Menge der einzelnen markierten Proteine Rückschlüsse gezogen werden. 

Die eingesetzte Gesamtproteinmenge sollte bei 50 µg liegen. Da jedoch mit Abweichun-

gen gerechnet werden musste, wurden die Proteinkonzentrationen auf die Proteinkon-

zentration, translatiert aus der mRNA eines konstant exprimierten housekeeping Gen 

derselben Probe, wie zum Beispiel ß-Actin, bezogen. Die Messungen wurden als Tripli-

kate durchgeführt. Lediglich die Messung unter der Wirkung von DMSO wurde einfach 

angefertigt und sollte bei Auffälligkeiten in der Messung unter dem Inhibitor SB203580 

zwei weitere Male wiederholt werden. 
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Abbildung 7:  Beispiel ei-

ner entwickelten Memb-

ran. 

Auf dieser Membran wurden 

die Proteine PARP, Caspase 

8, cFlip, β-Aktin und Caspase 

3 mit Primärantikörpern mar-

kiert und mit einem fluoreszie-

renden Sekundärantikörper in-

kubiert. Je nach Menge des je-

weiligen Proteins sind die Ban-

den unterschiedlich stark aus-

geprägt. Die Proteine wurden 

nach ihren Stimulationszeiten 

und nach den steigenden Kon-

zentrationen an TNFα geord-

net aufgetragen. 

II.5 ELISA 

Um den von den Zellen in das Medium abgegebenen, löslichen TNFR1 darstellen und 

quantitativ beurteilen zu können, wurde ein ELISA Kit verwendet. Das Prinzip des Kits 

beruht dabei auf der „Sandwich-Methode“. Ein bereits auf der Mikroplatte immobilisierter 

und gegen das gesuchte Antigen gerichteter Antikörper bindet das Antigen, in diesem 

Fall den löslichen TNFR1. Ein zweiter Antikörper, welcher ebenfalls diese Struktur er-

kennt und an ein Enzym gekoppelt ist, vermittelt einen Farbumschlag, der abhängig von 

der gebundenen Menge des Antigens gemessen wird (Abbildung 8). Das Experiment 

wurde nach dem, dem Kit beigefügten Protokoll, durchgeführt. 

 

Abbildung 8:  Schematische Darstellung zweier ELISA-Wells. 

Die am Boden der einzelnen Wells befestigten Antikörper sind gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet, wie in dieser 

Arbeit den TNFR1. Je nach Menge des gebundenen Antigens bindet daraufhin ein zweiter Antikörper, an welchen ein 

Enzym gekoppelt ist, das einen Farbumschlag katalysiert. Dieser Farbumschlag kann photometrisch gemessen und somit 

die Menge des gebundenen Antigens quantitativ bestimmt werden. Nicht gebundene Antikörper werden zuvor abgewa-

schen. In der hier dargestellten Abbildung würde die erhöhte Konzentration an Antigen in Probe 2 zu einem höheren 

Farbumschlag als in Probe 1 führen. 
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Zuerst wurde die in dem Kit enthaltene Standardlösung in sechs Schritten jeweils um 

den Faktor 0,5 verdünnt und auf diese Weise eine Standardreihe erstellt. Auf die 96-Well 

Mikrotiterplatte, welche mit dem benötigten Antikörper beschichtet war, wurden jeweils 

50 µl Assay Diluent HD 1-7 sowie 200 µl der erstellten Standardlösungen beziehungs-

weise des aus der Zellkultur erhaltenen Überstandes des Zellmediums gegeben. Nach 

2 h Inkubationszeit wurde die Platte zweimal mit jeweils 400 µl Waschpuffer gewaschen. 

Anschließend wurde in jedes Well 200 µl des sTNFRI Konjugats gegeben und erneut für 

2 h inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte und die Gabe der Substratlösung (200 µl), 

die den Farbumschlag einleitete. Die Reaktion lief 20 min unter Vermeidung von Licht-

zufuhr ab und wurde nach der angegebenen Zeit durch eine durch den Hersteller bereit-

gestellte Lösung (50 µl) zum Stoppen gebracht. Die optische Dichte (OD) wurde im 

ELISA Reader bei einer Wellenlänge von 450 nm gemessen. Die Messungen wurden 

als Triplikate durchgeführt.   

II.6 Zellproliferationsassay (WST-1) 

Um eine quantitative Aussage über die mögliche, durch die TNFα-Stimulation verän-

derte, Zellproliferation der Jurkat Zellen treffen zu können, wurde ein WST-1 Assay der 

Firma Roche durchgeführt. Dabei wird das Tetrazolium Salz WST-1 durch die metabo-

lisch aktiven Zellen in Formazan umgewandelt, wodurch ein Farbumschlag sichtbar wird. 

Dieser kann mit Hilfe des ELISA Readers quantifiziert werden. Die Durchführung erfolgte 

anhand des Herstellerprotokolls. 

Die für das Experiment benötigten Jukat-Zellen wurden in 24-Well Platten kultiviert, mit 

TNFα stimuliert und gegebenenfalls mit SB203580 beziehungsweise DMSO versetzt. 

Nach 24 h Inkubation wurden sie direkt in den Wells mit dem WST-1 Reagenz im Ver-

hältnis 1:10 behandelt, das heißt 50 µl WST-1 bei 0,5 ml Medium. Die Zellen wurden im 

Brutschrank belassen und jeweils nach 0,5 h, 1 h und 2 h 100 µl des inzwischen gefärb-

ten Mediums entnommen um in einer 96-Well Platte im ELISA Reader bei Wellenlänge 

von 450 nm gemessen zu werden. Dabei wurde die OD bestimmt. Es wurden dabei 

jeweils Triplikate der Werte je TNFα-Konzentration bestimmt. 

II.7 Zytotoxizitätsassay (LDH) 

Durchlaufen Zellen den nekrotischen Zelltod, werden durch die beschädigte Zellmemb-

ran bestimmte Enzyme freigesetzt, welche sich daraufhin im Zellmedium auffinden las-
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sen. Eines davon ist die stabile Lactatdehydrogenase (LDH), die in allen Zellen vor-

kommt und im Folgenden zur Bestimmung der Zytotoxizität benutzt wurde (Abbildung 

9). Zur indirekten Mengenbestimmung der LDH wurde das Cytotoxicity Detection Kit der 

Firma Roche verwendet, unter Verwendung des beigefügten ein Protokoll zur Durchfüh-

rung des Experiments. 

 

Abbildung 9:  Messprinzip eines LDH-As-

says. 

Die von den sterbenden Zellen abgegebene Lactatde-

hydrogenase (LDH) setzt NAD+ zu NADH/H+ um, 

welches daraufhin mit Hilfe eines beigesetzten Kata-

lysators das hell gelbe Tetrazolium in tief rotes Forma-

zan umwandelt. Dieser Farbumschlag wird mit dem 

ELISA quantitativ gemessen. (modifiziert aus: Herstel-

lerprotokoll Cytotoxicity Detection Kit (LDH), Roche, 

Version Juli 2005) 

 

Die Jurkat-Zellen wurden in 24-Well Platten kultiviert und entsprechend des Versuchs-

aufbaus stimuliert beziehungsweise inhibiert. 24 h nach Stimulation wurden die Zellen in 

1,5 ml Eppendorfcups überführt und bei 1600 rpm für 5 min abzentrifugiert. Anschließen 

wurden jeweils 100 µl des Überstandes entnommen und in eine 96-Well Platte pipettiert. 

Das nach Anleitung vorbereitete Reagenz wurde im Verhältnis 1:1, das heißt ebenfalls 

100 µl, auf die vorbereiteten Überstände gegeben und 0,5 h beziehungsweise 1 h licht-

geschützt inkubiert. Der Farbumschlag wurde im ELISA Reader bei 490 nm gemessen 

und die OD bestimmt. 

II.8 Statistik  

Die Daten wurden durch eine one-way-ANOVA mit anschließendem Bonferroni’s mul-

tiple comparison Post-HocTest innerhalb der GraphPad Prism4 Software ausgewertet. 
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III. MATERIAL 

Zellinie: 

Name Spezies Zelltyp Firma Produktnummer 

Jurkat Mensch T-Zell 

Leukämie 

Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ) 

GmbH 

ACC-282 

 

Fertige Arbeitskits: 

Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche, Mannheim, Deutschland 

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche, Mannheim, Deutschland 

QIAamp™ RNA Blood Mini Kit Thermo Scientific (Pierce), Langenselbold, 

Deutschland 

Quanti Fast SYBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Quantikine® Human sTNF 

RI/TNFRSF1A ELISA Kit 

R&D Systems, Minneapolis, USA 

Revert Aid™ First Strand Synthesis Kit Fermentas, Invitrogen, Carlsbad, USA 

 

Primer: (5‘→ 3‘) 

Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland  

hu Caspase 8 fw: AGGAGGAGATGGAAAGGGAACTT 

rv: ACCTCAATTCTGATCTGCTCACTTCT 

hu cFlip fw: AAGCAGCAATCCAAAAGAGTC 

rv: CCCAGGGAAGTGAAGGTGT 

hu GAPDH fw: CCACATCGCTCAGACACCAT 

rv: GGCAACAATATCCACTTTACCAGA 
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Stimulantien/Inhibitoren: 

Rekombinantes,  

humanes TNF-alpha 

PELOBiotech, Planegg, Deutschland #PB-Z3001-1000 

InSolution™ SB 

203580  

Calbiochem, San Diego, USA #559398 

 

Antikörper: 

Antigen Quelle Firma Artikel-Nr. Anwendung 

anti-rabbit Ziege Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#7074 Western Blot 

β-Actin Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#4967 Western Blot 

CD120a (Biotin 

Mouse Anti-Hu-

man) 

Maus Becton Dickinson, Heidel-

berg, Deutschland 

550900 FACS 

Caspase 3 Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#9662 Western Blot 

Caspase 8 Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#4790 Western Blot 

Caspase 9 Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#9502 Western Blot 

Flip Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#8510 Western Blot 

GAPDH Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#2118 Western Blot 

Isotypkontrolle 

IgG2a, κ (Biotin 

gekoppelt) 

Maus Becton Dickinson, Heidel-

berg, Deutschland 

551074 FACS 

PARP Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#9542 Western Blot 

TNF-R1 Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#3736 Western Blot 

Tubulin ß Hase Cell Signaling, NEB,  

Frankfurt, Deutschland 

#2128 Western Blot 
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Interkalierender Farbstoff: 

7AAD Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 559925 FACS 

 

Streptavidin: 

Streptavidin PerCP Cy 5.5 Ebioscience, San Diego, USA FACS 

 

Proteinladder: 

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder Fermentas, Invitrogen, Carlsbad, USA 

 

Chemikalien: 

Ammoniumpersulfat (APS) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

β-Mercaptoethanol  Fluka, Sigma Aldrich, Taufkirchen, 

Deutschland 

Bovine Serum Albumine, Fraction V 

(BSA) 

Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Bromphenolblau  Neolab, Heidelberg, Deutschland 

Complete Mini Protease Inhibitor Roche, Mannheim, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ecottrain® destilliertes Wasser Braun, Melsungen, Deutschland 

Ethanol (100 %) Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Fetal Bovine Serum (FBS) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-

terreich 

Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol  Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumazid (NaN3) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Neolab, Heidelberg, Deutschland 

non-fat Milchpulver Cell Signaling, NEB, Frankfurt, Deutsch-

land 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

10fach PBS (steril) Lonza, Köln, Deutschland 

Rotiophorese Gel 30 (30 % Acrylamid-

Mix) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Roti®-Quant Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SuperSignal® West Pico Luminol/En-

hancer Solution 

Thermo Scientific, Rockford, USA 

SuperSignal® West Pico Stable Peroxide 

Solution 

Thermo Scientific, Rockford, USA 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Trypanblau Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland 

 

Puffer und Lösungen: 

BSA-Lösung TBST 

5 % BSA 

FACS-Puffer (10x, 1 L)  5 % BSA 

0,2 % NaN3 

gelöst in 1 L PBS (1x) 

Ladepuffer (6x, 100 ml) 3,75 M Tris pH 6,8 

55 % Glycerin 

12 % SDS 

5 M β-Mercaptoethanol 

0,002 % Bromphenolblau 
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Laufpuffer (10x) (Rotiophorese® 10x 

SDS- PAGE) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Lysierpuffer (500ml für Proteinisolation) 300 mM NaCl 

40 mM Tris pH 7,4 

2 mM EDTA 

10 % Glycerin 

1 % NP40 

0,01 % NaN3 

Milch TBST 

5 % non-fat Milchpulver 

PBS (10x, 10 L) 800 g NaCl 

20 g KH2PO4  

144 g Na2HPO4 

24 g KCL 

gelöst in 10 L dest. Wasser, pH=7,4 

TBS (10x, 10 L) 246 g Tris 

800 g NaCl 

gelöst in 10 L dest. Wasser, pH=7,6 

TBST (1x, 10 L) 1 L TBS (10x) 

9 L dest. Wasser 

0,01% Tween 20 

Transferpuffer  10 % Laufpuffer 

20 % Methanol 

70 % dest. Wasser 

 

Zellmedien: 

RPMI 1640 PAN™ BIOTECH GmbH, Aidenbach, 

Deutschland 

Kulturmedium RPMI 1640 

10 % FBS 

Einfriermedium FBS 

10 % DMSO 
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Einwegmaterial: 

Gewebekulturflaschen, 250ml, 75cm2, mit 

Filter 

GreinerBioOne, Frickenhausen,  

Deutschland 

FACS-Röhrchen (0,5 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Küvette (RNA-Quantifizierung) BIO RAD, München, Deutschland 

Küvetten (Bradford Assay) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Kryoröhrchen CRYO.S™ GreinerBioOne, Frickenhausen,  

Deutschland 

Hybond ECL (Nitrocellulosemembran) GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 

PCR-Reaktionsgefäß PP (0,2 ml, RNase-, 

DNA- und Pyrogenfrei) 

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe,  

Deutschland 

Polycarbonatkapillaren (PCR) Genaxxon, Ulm, Deutschland 

6- bzw. 96-Well-Platten GreinerBioOne, Frickenhausen,  

Deutschland 

1,5 bzw. 2 ml Eppendorfcups Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf, 

Deutschland 

15 bzw. 50 ml BD Falcon™ Becton Dickinson, Heidelberg,  

Deutschland 

 

Maschinelle Hilfsmittel: 

FACSCalibur flow cytometer Becton Dickinson, Heidelberg,  

Deutschland 

Fusion FX7 peqlab Biotechnologie GmbH,  

Erlangen, Deutschland 

Light Cycler 1.5 Roche, Mannheim, Deutschland 

Mikrotiterplatten-Photometer Multiskan EX Thermo scientific, Waltham, USA 

Neubauer improved Zählkammer Brand, Wertheim, Deutschland 

SmartSpec™  Pus Spectrophotometer BIO RAD, München, Deutschland 

Trans-Blot® SD Semi-dry transfer cell BIO RAD, München, Deutschland 

TPersonal Thermocycler Biometra, Göttingen, Deutschland 
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IV. ERGEBNISSE 

IV.1 TNFα führt zu einer erhöhten Rate apoptotischer Jurkat-Zellen 

in der Durchflusszytometrie 

Eine Methode zur Bestimmung der Apoptoserate von Zellen ist ihr Nachweis in der 

FACS-Analyse mit dem interkaliernden Farbstoff 7AAD. Der Nachweis 7AAD positiver 

Zellen ist ein Marker für den Verlust der Zellintegrität, welcher im Rahmen der Apoptose 

stattfindet. Zu diesem Zweck wurde die Apoptoserate der Jurkat-Zellen jeweils 24 h und 

48 h nach der Stimulation mit TNFα in verschiedenen Konzentrationen (0, 10, 50, 100, 

300, 500 ng/mL) als Suspension im FACSCalibur nach der Färbung mit 7AAD gemes-

sen. Um einen möglichen Einfluss von p38 auf die TNFα-induzierte Apoptose CD4+ T-

Lymphozyten zu untersuchen, wurden ebenso Messungen nach der zusätzlichen Be-

handlung mit dem p38-Inhibitor SB203580 beziehungsweise DMSO als Kontrolle durch-

geführt. 

Im Vergleich von unbehandelten Jurkat-Zellen zu jenen, die mit TNFα stimuliert wurden, 

zeigte sich eine Steigerung der 7AAD positiven Zellen nach 24 h von 2 % auf bis zu 4 % 

(p < 0,001 %, Abbildung 10 A) beziehungsweise von 3 % auf bis zu 6 % nach 48 h (p < 

0,001 %, Abbildung 10 B). Die dabei gemessene Apoptoserate nahm abhängig von der 

steigenden Stimulationskonzentration an TNFα zu. Ebenso führte eine steigende Stimu-

lationskonzentration an TNFα auch bei Jurkat-Zellen, die mit SB103580 oder DMSO be-

handelt wurden, zu einer Zunahme 7AAD positiver Zellen (p < 0,05 %, p < 0,01 % sowie 

p < 0,001 %, Abbildung 10 C – F). Es konnte somit gezeigt werden, dass steigende 

Stimulationskonzentrationen an TNFα einen direkten Einfluss auf den Anteil apoptoti-

scher Jurkat-Zellen nehmen, dies jedoch ohne die Vermittlung von p38 geschieht. Ein 

erhöhter prozentualer Anteil 7AAD positiver Jurkat-Zellen nach der zusätzlichen Inhibi-

tion von p38 durch SB203580 im Vergleich zu jenen Jurkat-Zellen, die alleinig durch 

TNFα stimuliert wurden (p < 0,01 % sowie p < 0,001%), konnte unter Berücksichtigung 

der Kontrollstimulation mit DMSO auf die Zytotoxizität des DMSOs zurückgeführt werden 

(p > 0,05 %). 
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Abbildung 10:  Anteil apoptotischer Jurkat-Zellen nach der Stimulation mit TNFα und der Inhibition 

von p38 in der Durchflusszytometrie. 

Um den Einfluss steigender Konzentrationen an TNFα und der Inhibition von p38 auf die Apoptoserate CD4+ T-Lympho-

zyten zu untersuchen, wurden 7AAD positive Jurkat-Zellen 24 h und 48 h nach der durchgeführten Stimulation mit TNFα 

in der Durchflusszytometrie quantifiziert. Nach der alleinigen Behandlung mit TNFα konnte eine Zunahme der 7AAD po-

sitiven Jurkat-Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen in Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration an 

TNFα nach 24 h (A) und 48 h (B) beobachtet werden. Nach der zusätzlichen Inhibition von p38 mit SB203580 war nach 

24 h (C) sowie 48 h (D) bei steigender Stimulationskonzentrationen an TNFα ebenfalls eine Zunahme der Apoptoserate 

erkennbar. Die Zunahme der 7AAD positiven Jurkat-Zellen nach der Inhibition von p38 (C, D) im Vergleich zu denen, 

welche eine alleinige Stimulation mit TNFα erfuhren (A, B), konnte unter Berücksichtigung der Kontrolle mit DMSO, das 

als Lösungsmittel für den Inhibitor diente, nach 24 h (E) und 48 h (F) als alleiniger DMSO-Effekt demaskiert werden. 

(statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-

Test, * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001) 
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IV.2 Der Western-Blot als Methode zur Quantifizierung der 

Expression apoptoserelevanter Proteine in Jurkat-Zellen 

Um das Apoptoseverhalten der Jurkat-Zellen auch auf Proteinebene messen zu können, 

wurden durch das Verfahren des Western Blots die apoptoserelevanten Proteine 

cleaved Poly ADP-ribose Polymerase (PARP), cFlip, (cleaved) Caspase 3, Caspase 8 

sowie Caspase 9 bezogen auf ein housekeeping Protein (GAPDH, β-Aktin oder β-Tubu-

lin), quantitativ gemessen. Die Darstellung der einzelnen Diagramme wurde dabei so 

gewählt, dass die Proteinmenge der unstimulierten Zellen als Ausgangswert, das heißt 

1 = 100 % angesehen wurde und die jeweiligen Mengen der unterschiedlich stimulierten 

Zellen zu diesem ins Verhältnis gesetzt wurden. 

IV.2.1 Die Stimulation durch TNFα und die Inhibition von p38 nehmen keinen 

Einfluss auf die zelluläre Proteinkonzentration von cleaved PARP in 

Jurkat-Zellen 

PARP ist ein Enzym, das den Körperzellen bei der Reparatur von Einzelstrangbrüchen 

in der DNA behilflich ist. Bei dem Vorgang der Apoptose wird es abgebaut und in seine 

gespaltene Form, cleaved PARP, überführt. Um eine mögliche Änderung im Apoptose-

verhalten der Jurkat-Zellen zu untersuchen, wurden die Mengen an cleaved PARP nor-

miert auf β-Aktin in den Jurkat-Zellen 24 h beziehungsweise 48 h nach der Stimulation 

mit TNFα und gegebenenfalls der Inhibition von p38 gemessen. Es konnte jedoch keine 

Veränderung in der zellulären Proteinkonzentration der gespaltenen Form cleaved 

PARP (Abbildung 11 A und B) durch die Stimulation mit TNFα beobachtet werden (p > 

0,05 %). Auch die Inhibition von p38 nahm darauf keinen messbaren Einfluss (p > 0,05 

%, Abbildungen 11 C und D). Es wurde zusätzlich eine Kontrollmessung mit dem Lö-

sungsmittel von SB203580, DMSO, durchgeführt (Abbildungen 11 E und F). 
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Abbildung 11:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression von cleaved PARP nach der Simu-

lation mit TNFα und der Inhibition von p38. 

Analog zu der vermehrten Spaltung von PARP im Rahmen der Apoptose, nimmt im gleichen Verhältnis die Menge der 

gespaltenen Form, cleaved PARP, in apoptotischen Zellen zu. Jedoch nahm weder die alleinige Stimulation durch TNFα, 

gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch SB203580 (C, D) nach den genannten 

Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration an cleaved PARP in den Jurkat-Zellen. Eine Stimu-

lation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde als Kontrolle ebenfalls durch-

geführt und die Menge an cleaved PARP wie schon zuvor nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert auf β-Aktin gemessen. 

(statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-

Test, n.s. = nicht signifikant) 

IV.2.2 Die Stimulation durch TNFα und die Inhibition von p38 nehmen keinen 

Einfluss auf die Proteinexpression von cFlip in Jurkat-Zellen  

CFlip ist ein anti-apoptotisches Protein, das die rezeptorvermittelte Apoptose inhibiert 

und unter anderem ein physiologischer Inhibitor von Caspase 8 ist (Safa 2012). Eine in 

den Jurkat-Zellen stattfindende Apoptose könnte sich einer veränderten zellulären Kon-

zentration von cFlip widerspiegeln. Aus diesem Grund wurde die Expression von cFlip 

in den Jurkat-Zellen 24 h und 48 h nach der Stimulation mit verschiedenen Konzentrati-

onen an TNFα gemessen. Die gemessene Menge an zellulärem cFlip wurde dabei auf 

die jeweilige Konzentration an β-Aktin normiert. Jedoch konnte auch in der Expression 

von cFlip weder 24 h oder 48 h nach der Stimulation mit TNFα (Abbildung 12 A und B) 
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noch nach der Behandlung mit dem p38-Inhibitor (Abbildung 12 C und D) eine signifi-

kante Veränderung gemessen werden (p > 0,05 %). Neben der Stimulation mit TNFα 

wurden ebenso Zellen zusätzlich mit DMSO behandelt (Abbildung 12 E und F). 

 

Abbildung 12:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression von cFlip nach der Simulation mit 

TNFα und der Inhibition von p38. 

CFlip ist ein anti-apoptotisches Protein dessen zelluläre Konzentration invers mit einer gesteigerten Apoptose korreliert. 

Jedoch nahm weder die alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition 

von p38 durch SB203580 (C, D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration 

an cFlip in den Jurkat-Zellen. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von 

SB203580, wurde ebenfalls als Kontrolle durchgeführt und die Menge an cFlip nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert auf β-

Aktin gemessen. (statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple com-

parison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifikant) 

IV.2.3 Die Stimulation mit TNFα und die Inhibition von p38 nehmen keinen 

Einfluss auf die Proteinexpression von Caspase 3 und cleaved Caspase 

3 in Jurkat-Zellen 

Caspase 3 und dessen gespaltene und aktivierte Form cleaved Caspase 3 können als 

Schlüsselproteine in der Ausführung von Apoptose gesehen werden. Caspase 3 befindet 

sich downstream in der Aktivierungskaskade von anderen Caspasen wie den Caspasen 

8 und 9 und spaltet seines Zeichens selbst Proteine wie die PARP oder die Caspasen 6 



ERGEBNISSE  46 

 

und 7 (Rassow, Hauser et al. 2016). Um das Apoptoseverhalten der Jurkat-Zellen quan-

tifizieren zu können, wurde untersucht, ob die Stimulation mit unterschiedlichen Kon-

zentrationen an TNFα und die Hemmung von p38 durch SB203580 einen Einfluss auf 

die zelluläre Expression dieser Proteine in den Jurkat-Zellen nimmt. 

 

Abbildung 13:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression von Caspase 3 nach der Simulation 

mit TNFα und der Inhibition von p38. 

Caspase 3 ist ein Bestandteil der Caspasenkaskade und somit maßstäblich an der Vermittlung der Apoptose beteiligt. 

Jedoch nahm weder die alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition 

von p38 durch SB203580 (C, D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration 

an Caspase 3 in den Jurkat-Zellen. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von 

SB203580, wurde ebenfalls als Kontrolle durchgeführt und die Menge an Caspase 3 nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert 

auf β-Aktin gemessen. (statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple 

comparison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifikant) 

Die aus den lysierten Jurkat-Zellen gewonnenen Proteine wurden, nachdem sie in der 

Gelelektrophorese Ihrer Größe nach aufgetrennt und auf eine Membran geblottet wur-

den, unter anderem mit dem Primärantikörper gegen Caspase 3 inkubiert. Dieser bildete 

neben der Bande für die ursprünglich exprimierte Form der Caspase 3 mit dem Moleku-

largewicht von 35 kDa eine weitere Bande für die gespaltene und somit aktivierte Form 

mit einer Größe von 17 kDa. Die gemessene Proteinmenge wurde normiert auf das 
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housekeeping Protein β-Aktin angegeben. Jedoch konnte bei der semiquantitativen Aus-

wertung keine Veränderung in der Proteinmenge von Caspase 3 und cleaved Caspase 

3 detektiert werden. Die verschiedenen Messzeitpunkte und Stimulationskonzentratio-

nen an TNFα (Abbildungen 13 und 14, jeweils A und B) sowie die Inhibition mit 

SB203580 (Abbildungen 13 und 14, jeweils C und D) nahmen keinen messbaren Ein-

fluss auf die Proteinexpression (p > 0,05 %). Eine Kontrollmessung mit DMSO, als das 

Lösungsmittel des p38 Inhibitors, wurde ebenfalls durchgeführt (Abbildungen 13 und 14, 

jeweils E und F). 

 

Abbildung 14:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression von cleaved Caspase 3 nach der 

Simulation mit TNFα und der Inhibition von p38. 

Cleaved Caspase 3 ist die gespaltene und aktivierte Form der Caspase 3, welche ein zentraler Vermittler der Apoptose 

ist. Jedoch nahm weder die alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die 

Inhibition von p38 durch SB203580 (C, D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre 

Konzentration an cleaved Caspase 3 in den Jurkat-Zellen. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, 

dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ebenfalls als Kontrolle durchgeführt und die Menge an cleaved Caspase 3 nach 

24 h (E) und 48 h (F) normiert auf β-Aktin gemessen. (statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-

ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifikant) 
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IV.2.4 Die Stimulation mit TNFα und die Inhibition von p38 nehmen keinen 

Einfluss auf die Proteinexpression von Caspase 8 in Jurkat-Zellen 

Caspase 8 ist ein Enzym, welches vor allem bei der Vermittlung der durch Rezeptor 

aktivierten Apoptose eine Rolle spielt (Rassow, Hauser et al. 2016). Da das Apoptose-

verhalten der CD4+ T-Lymphozyten quantifiziert werden sollte, wurde die normierte Pro-

teinmenge an Caspase 8 in den Jurkat-Zellen bestimmt. Die Messungen fanden jeweils 

24 h und 48 h nach der Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen an TNFα bezie-

hungsweise der Inhibition von p38 statt. Die Konzentrationen wurden auf das housekee-

ping Protein β-Aktin normiert. 

 

Abbildung 15:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression von Caspase 8 nach der Simulation 

mit TNFα und der Inhibition von p38. 

Caspase 8 nimmt eine wichtige Rolle in der Signalkaskade rezeptorvermittelter Apoptose ein. Jedoch nahm weder die 

alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch SB203580 (C, 

D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration an Caspase 8 in den Jurkat-

Zellen. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ebenfalls 

als Kontrolle durchgeführt und die Menge an Caspase 8 nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert auf β-Aktin gemessen. 

(statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-

Test, n.s. = nicht signifikant) 
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In der Auswertung zeigten jedoch weder die Zellen, welche mit TNFα (Abbildung 15 A 

und B) noch jene, die zusätzlich mit SB203580 behandelt wurden (Abbildung 15 C und 

D), eine Änderung in der Proteinexpression von Caspase 8 (p > 0,05 %). Die sogenannte 

cleaved und damit aktivierte Form der Caspase 8 konnte nicht detektiert werden. Es 

wurde zusätzliche eine Lösungsmittelkontrolle mit DMSO durchgeführt (Abbildung 15 E 

und F). 

IV.2.5 Die Stimulation mit TNFα und die Inhibition von p38 nehmen keinen 

Einfluss auf die Proteinexpression von Caspase 9 in Jurkat-Zellen 

Caspase 9 ist ein Bestandteil der Caspasenkaskade, die durch den intrinsischen, mito-

chondrial vermittelten Aktivierungsweg in Gang gesetzt wird (Rassow, Hauser et al. 

2016). In dieser Arbeit sollte der Einfluss verschiedener Konzentrationen an TNFα, unter 

der Berücksichtigung der Rolle von p38, auf das Apoptoseverhalten von CD4+ T-Lym-

phozyten untersucht werden. Aus diesem Grund wurde die zelluläre Proteinmenge an 

Capsase 9 in Jurkat-Zellen nach der Stimulation mit TNFα in verschiedenen Konzentra-

tionen und der gegebenenfalls durchgeführten Inhibition von p38 bestimmt. Die Mess-

zeitpunkte lagen 24 h und 48 h nach der Stimulation mit TNFα. Die Proteinkonzentration 

wurde dabei auf das housekeeping Protein β-Tubulin normiert. 



ERGEBNISSE  50 

 

 

Abbildung 16:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression von Caspase 9 nach der Simulation 

mit TNFα und der Inhibition von p38. 

Caspase 9 nimmt eine wichtige Rolle in der Signalkaskade der intrinsisch vermittelten Apoptose ein. Jedoch nahm weder 

die alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch 

SB203580 (C, D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration an Caspase 

9 in den Jurkat-Zellen. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, 

wurde ebenfalls als Kontrolle durchgeführt und die Menge an Caspase 9 nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert auf β-Tubulin 

gemessen. (statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison 

Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifikant) 

Die gemessene zelluläre Proteinmenge an Caspase 9 in Jurkat-Zellen ließ sich weder 

durch die steigenden Konzentrationen an TNFα (Abbildung 16 A und B) noch durch die 

Inhibition von p38 durch SB203580 (Abbildung 16 C und D) zu beiden verschiedenen 

Messzeitpunkten beeinflussen (p > 0,05 %). Eine Kontrollmessung nach Behandlung der 

Zellen mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ergänzend durchgeführt 

(Abbildung 16 E und F). Die sogenannte cleaved und damit aktivierte Form der Caspase 

9 konnte nicht detektiert werden. 
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Zusammenfassend lässt sich über die Mengenbestimmung der zellulären, apoptosere-

levanten Proteine sagen, dass sich die, in der Durchflusszytometrie gemessene, durch 

die steigenden Konzentrationen an TNFα ausgelöste Apoptose nicht in einer messbaren 

Veränderung des Proteinhaushaltes bemerkbar machte.  

IV.3 Die zelluläre mRNA kodierend für Caspase 8 und cFlip ist nicht 

verändert  

Es wurden mögliche Änderungen apoptoserelevanter Moleküle in Jurkat-Zellen auf die 

verschiedenen Stimulationsreize durch TNFα und die Inhibition von p38 auch auf der 

Ebene der transkribierten mRNA untersucht. Aus diesem Grund wurde diese aus den 

Zellen isoliert und die dazu gehörige cDNA revers transkribiert. In der RT-PCR wurden 

durch die Primer für Caspase 8 und cFlip genau jene DNA-Abschnitte amplifiziert, die 

für diese beiden Proteine codieren. Ähnlich der Auswertung der Proteinmengen wurde 

zusätzlich das Produkt eines housekeeping Gens gemessen (GAPDH) auf welches die 

CT-Absolutwerte von Caspase 8 und cFlip normiert wurden.  
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Abbildung 17:  Expression der mRNA von Caspase 8 normiert auf GAPDH nach der Simulation mit 

TNFα und der Inhibition von p3. 

 Die Expression der mRNA, kodierend für Caspase 8 in Jurkat-Zellen, wurde in Abhängigkeit von der Stimulation mit 

TNFα in verschiedenen Konzentrationen und der Inhibition von p38 gemessen. Jedoch nahm weder die alleinige Stimu-

lation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch SB203580 (C, D) nach 

den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration der mRNA von Caspase 8 in den 

CD4+ T-Lymphozyten. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, 

wurde ebenfalls als Kontrolle durchgeführt und die Menge der mRNA von Caspase 8 nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert 

auf GAPDH gemessen. (jeder Punkt in der graphischen Darstellung entspricht einer Messung, statistische Auswertung: 

GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifi-

kant) 

Die gemessenen CT-Absolutwerte von Caspase 8 wurden durch die steigende Stimula-

tion mit TNFα zu keinem der beiden Messzeitpunkte beeinflusst (p > 0,05 %, Abbildung 

17 A und B). Auch die Inhibition von p38 nahm keinen Einfluss auf die Expression der 

mRNA von Caspase 8 (p > 0,05 %, Abbildung 17 C und D).  
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Abbildung 18:  Expression der mRNA von cFlip normiert auf GAPDH nach der Simulation mit TNFα 

und der Inhibition von p38. 

Die Expression der mRNA, kodierend für cFlip, in Jurkat-Zellen wurde in Abhängigkeit von der Stimulation mit TNFα in 

verschiedenen Konzentrationen und der Inhibition von p38 gemessen. Jedoch nahm weder die alleinige Stimulation durch 

TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch SB203580 (C, D) nach den genann-

ten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration der mRNA von cFlip in den CD4+ T-Lymphozy-

ten. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ebenfalls als 

Kontrolle durchgeführt und die Menge der mRNA von cFlip nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert auf GAPDH gemessen. 

(jeder Punkt in der graphischen Darstellung entspricht einer Messung, statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Soft-

ware: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifikant) 

Ähnlich verhielt es sich mit der quantifizierten Menge an mRNA kodierend für cFlip. Es 

zeigten sich keine Änderungen in den durch die RT-PCR gewonnenen CT-Werte von 

cFlip in den Jurkat-Zellen. Weder die Messzeitpunkte noch die unterschiedlichen Stimu-

lationskonzentrationen mit TNFα (Abbildung 18 A und B) oder die Inhibition mit p38 (Ab-

bildung 18 C und D) beeinflussten die Expression der mRNA von cFlip (p > 0,05 %). Eine 

Lösungsmittelkontrolle mit DMSO wurde ebenfalls für die Quantifizierung der mRNA von 

Caspase 8 und cFlip durchgeführt (p > 0,05 %, Abbildungen 18 und 19, jeweils E und 

F).  
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Eine weitere Möglichkeit der Darstellung der Apoptose auf der Ebene der mRNA, ist die 

Bildung des Quotienten aus der Menge der exprimierten mRNA von cFlip und Caspase 

8 in den betroffenen Zellen. Dieser wurde aus den gemessenen CT-Werten, zugehörig 

zu den beiden mRNAs, in den Jurkat-Zellen berechnet. 

 

Abbildung 19:  Quotient aus der mRNA-Expression von cFlip/Caspase 8 nach der Simulation mit 

TNFα und der Inhibition von p38. 

Das Verhältnis aus der exprimierten mRNA vpn cFlip und jener von Caspase 8 kann als Marker für eine stattfindende 

Apoptose angesehen werden. Im Rahmen des programmierten Zelltodes würde sich das Verhältnis zu Gunsten von 

Caspase 8 verschieben. Der Quotient wurde aus den gemessenen CT-Werten von cFlip und Caspase 8 in Abhängigkeit 

von der Stimulation mit TNFα in verschiedenen Konzentrationen und der Inhibition von p38 bestimmt. Jedoch nahm weder 

die alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und nach 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch 

SB203580 (C, D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf den berechneten Quotienten aus der exprimierten 

mRNA von cFlip zu der von Caspase 8 in den CD4+ T-Lymphozyten. Eine Stimulation mit TNFα nach der Behandlung 

mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ebenfalls als Kontrolle durchgeführt und der Quotient aus den 

gemessenen CT-Werten von cFlip zu Caspase 8 nach 24 h (E) und 48 h (F) berechnet. (jeder Punkt in der graphischen 

Darstellung entspricht einer Messung, statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bon-

ferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht signifikant) 

Dieser gebildete Quotient aus den normierten CT-Absolutwerten von cFlip und Caspase 

8 wurde weder durch die Stimulation mit den verschiedenen Konzentrationen an TNFα 

(Abbildung 19 A und B) noch durch die Inhibition von p38 mit SB203580 (Abbildung 19 

C und D) beeinflusst (p > 0,05 %). Der Quotient wurde ebenfalls für die Kontrollmessun-

gen unter dem Einfluss von DMSO gebildet (p > 0,05 %, Abbildung 19 E und F). 
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Fasst man die Ergebnisse der Untersuchungen der Expression der mRNA apoptosere-

levanter Proteine zusammen, zeigte sich, dass die Stimulation von Jurkat-Zellen mit stei-

genden Konzentrationen an TNFα beziehungsweise die Inhibition von p38 keinen Ein-

fluss auf Expression der mRNAs, kodierend für Caspase 8 und cFlip, in diesen Zellen 

nahm. Dies geht mit den bereits beobachteten Ergebnissen des Western Blots einher. 

Es ist somit auszugehen, dass die in der Durchflusszytometrie gemessene gesteigerte 

Apoptose nicht ausreichte, um die Expression dieser mRNAs messbar zu beeinflussen. 

IV.4 TNFα führt zu einer Verminderung der Proliferation von Jurkat-

Zellen  

Da das Zytokin TNFα bekannt dafür ist, neben der in dieser Arbeit im Fokus stehenden 

Apoptose auch eine, durch NF-κB vermittelte, Steigerung der Zellproliferation zu bewir-

ken (Schutze, Wiegmann et al. 1995; Baud, Karin 2001; Li, Lin 2008), wurde diese mit 

dem Zellproliferationsassay WST-1 gemessen. Dazu wurden die Zellen entsprechend 

der Stimulationen mit TNFα (0, 10, 50, 100, 300, 500 ng/ml) und dem p38 Inhibitor 

SB20358 beziehungsweise DMSO behandelt und nach 24 h das Assay ausgeführt. Ge-

messen wurde der dabei entstehende Farbumschlag nach 30 min, 1 h und 2 h bei einer 

Wellenlänge von 450 nm. 
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Abbildung 20:  Proliferationsverhalten der Jurkat-Zellen nach der Stimulation mit TNFα und der Inhi-

bition von p38. 

Um den Einfluss verschiedener Konzentrationen an TNFα und der Inhibition von p38 auf das Proliferationsverhalten von 

CD4+ T-Lymphozyten zu quantifizieren, wurde das Proliferationsassay WST-1 angewendet. Abhängig von den steigen-

den Stimulationskonzentrationen mit TNFα nach 24 h nahm die Zellproliferation der Jurkat-Zellen, gemessen nach 30 

min, ab (A). Nach den Messzeiten von 1 h (B) und 2 h (C) zeigte sich dieses Verhalten noch deutlicher. Ähnlich verhielt 

es sich bei der zusätzlichen Inhibition von p38. Die Jurkat-Zellen zeigten, abgesehen von der Messung nach 30 min (D), 

eine TNFα-konzentrationsabhängige Reduktion der Proliferationsrate gemessen nach 1 h (E) und 2 h (F). Es wurde eine 

unstimulierte Kontrollmesung mit alleiniger Behandlung mit DMSO durchgeführt, die keinen Unterschied in der Prolifera-

tionsrate zu der alleinig mit dem Inhibitor behandelten Probe zeigte (D – F). (statistische Auswertung: GraphPad Prism4 

Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 

0,001) 

Die Jurkat-Zellen zeigten eine verminderte Proliferationsrate in Abhängigkeit von der 

eingesetzten Stimulationsmenge an TNFα (p < 0,01 %, Abbildung 20 A – C). Dieser 

Effekt zeigte sich deutlicher, je länger die Zellen mit dem WST-1 Reagenz behandelt 

wurden (30 min, 1 h, 2 h). Jurkat-Zellen, welche zuvor mit dem p38-Inhibitor SB203580 

behandelt und anschließend mit den gleichen Konzentrationen an TNFα stimuliert wur-

den, zeigten ein ähnliches Proliferationsverhalten. Während nach 30 min Inkubation mit 

dem WST-1 Reagenz keine Veränderung des Proliferationsverhalten der Zellen der sti-

mulierten zur unstimulierten Probe gemessen werden konnte (p > 0,05 %, Abbildung 20 

D), nahm die Zellteilungsrate der CD4+ T-Lymphozyten nach den Inkubationszeiten von 

1 h und 2 h abhängig von der Stimulationskonzentration ab (p < 0,01 %, Abbildung 20 E 

und F). Die alleinige Behandlung der Zellen mit DMSO, welches als Lösungsmittel für 

den p38-Inhibitor diente, zeigte keinen Unterschied im Vergleich zur Wirkung zu der al-

leinig mit dem Inhibitor selbst behandelten Probe (p > 0,05 %, Abbildung 21 D – E).  
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Die Ergebnisse der Proliferationsassays ließen auf eine Abnahme der Zellteilung von 

Jurkat-Zellen in Abhängigkeit von der Stimulationskonzentration mit TNFα, jedoch nicht 

von der Inhibition von p38 schließen. Dieses Verhalten ergänzte sich mit der gesteiger-

ten Apoptoserate gemessen in der Durchflusszytometrie. 

IV.5 Der durch TNFα induzierte Zelltod der Jurkat-Zellen ist nicht 

durch Zytotoxizität bedingt  

Um die in der Durchflusszytometrie gemessene, TNFα-abhängig gesteigerte Apoptose-

rate der CD4+ T-Lymphozyten sicher dem programmierten Zelltod zuordnen zu können, 

wurde die Zytotoxizität mit Hilfe eines LDH-Assays gemessen. Die bei nekrotischen Ver-

änderungen freigesetzte Laktatdehydrogenase (LDH) führt bei diesem Assay zu einem 

Farbumschlag, der abhängig von der Konzentration an LDH mit einem Photometer quan-

tifiziert werden kann. Gemessen wurde die optische Dichte 24 h nach der Stimulation 

mit TNFα in verschiedenen Konzentrationen (0, 10, 50, 100, 300, 500 ng/mL). 
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Abbildung 21:  Fehlender Zytotoxizitätsnachweis im LDH-Assay nach der Stimulierung von CD4+ T-

Lymphozyten mit TNFα. 

Um auszuschließen, dass es sich bei dem in der Durchflusszytometrie gemessenen erhöhten Anteil apoptotischer Jurkat-

Zellen nach der Stimulation mit TNFα nicht um einen zytotxischen Effekt handelte, wurde die Menge an freigesetzter LDH 

indirekt durch ein LDH-Assay quantifiziert. Dabei zeigte weder die alleinige Stimulation durch TNFα, gemessen 24 h nach 

der Stimulation und nach 30 min (A) und 1 h (B) nach Verwendung des LDH-Assays, noch die Inhibition von p38 durch 

SB203580 (C, D) nach den genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die freigesetzten Konzentrationen der LDH. Die 

Menge an freigesetzter LDH unter der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ebenfalls als 

Kontrolle 24 h nach der Stimulation und nach 30 min (C) und 1 h (D) nach Verwendung des Assays gemessen. (statisti-

sche Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, 

n.s. = nicht signifikant)  

Es wurde jeweils 30 min (Abbildung 21 A und C) und 1 h (Abbildung 22 B und D) nach 

Verwendung des LDH-Assays die optische Dichte bei einer Wellenlänge von 490 nm 

gemessen. Die 24 h nach den durchgeführten Stimulationen der Jurkat-Zellen mit den 

verschiedenen Konzentrationen an TNFα durch den Farbumschlag quantitativ gemes-

senen LDH-Konzentrationen zeigten keine signifikanten Veränderungen auf (p > 0,05 %, 

Abbildung 21 A, B). Auch die Inhibition von p38 mit dem in DMSO gelösten Inhibitor 

SB203580 hatte keinen Einfluss auf die freigesetzten Konzentrationen der LDH (p > 0,05 

%, Abbildung 21 C und D). Es wurde zusätzlich eine Lösungsmittelkontrolle mit DMSO 

durchgeführt, die keinen signifikanten Unterschied zur alleinig mit dem Inhibitor behan-

delten Probe zeigte (p > 0,05 %, Abbildung 21 C und D) .  

Die in der Durchflusszytometrie gefundene, gesteigerte Apoptoserate nach der Stimula-

tion mit TNFα, verbunden mit dem aus dem LDH-Assay gewonnen Erkenntnisgewinns, 

dass keine durch das TNFα induzierte Zytotoxizität stattfand, lies darauf schließen, dass 
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das stimulierende TNFα einen ausschließlich apoptotischen Effekt auf die CD4+ T-Lym-

phozyten hatte. 

IV.6 TNFα führt zu einer Reduktion des TNFR1 an der 

Zelloberfläche CD4+ T-Lymphozyten 

In dieser Arbeit wurde neben der TNFα-vermittelten Apoptose CD4+ T-Lymphozyten ein 

besonderes Augenmerk auf die Lokalisation des TNFR1 nach der Stimulation mit stei-

genden Konzentrationen an TNFα und dem Einfluss von p38 auf diese gelegt. Aus die-

sem Grund wurde der Rezeptor an der Oberfläche der Zellen mit einem biotinylierten 

Antikörper markiert und die Menge des an der Zelloberfläche lokalisierten TNFR1 über 

fluoreszierendes Streptavidin, gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff PerCP Cy 5.5, in 

der Durchflusszytotmetrie gemessen. Die grafische Darstellung dieses Signals kann in 

Abhängigkeit der Messkanäle als sogenannte Dot Blots gewählt werden (exemplarische 

Darstellung eines Dot Blots: Abbildung 22).  

 

Abbildung 22:  Beispielhafte Darstellung von durchflusszytometrischen Dot Blots. 

Die mit einem gegen den TNFR1 (CD120a) gerichteten biotinylierten Antikörper versehenen Zellen leuchten aufgrund 

des an Streptavidin gekoppelten PerCP Cy 5.5 im Channel FL3-H. Jeder Punkt (Dot) steht dabei für das Signal, welches 

von einer markierten Zelle ausgesendet wurde. Die Fluoreszenz nimmt in diesem Beispiel mit steigender Stimulation 

durch TNFα ab. Dadurch verschiebt sich die Population, welche das gemessene Signal der Zellen repräsentiert, auf der 

y-Achse, die in diesem Fall dem FL3-H Kanal zugeordnet ist, in Richtung der x-Achse (FL1-H). Bei den hier beispielhaft 

gemessenen Proben handelt es sich um mit TNFα stimulierte und mit DMSO behandelte Zellen nach 24 h. 
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Durch eine Signalverstärkung oder -verminderung können Rückschlüsse auf quantitative 

Änderungen der untersuchten Struktur, das heißt in diesem Fall den TNFR1, geschlos-

sen werden. In den folgenden Darstellungen wurde der specific fluorescense index (SFI), 

der ein Maß für die gemessene Fluoreszenz ist, gegen die steigenden Konzentrationen 

an stimulierenden TNFα aufgetragen (Abbildung 23). Zuvor wurde das unspezifische 

Fluoreszenzsignal der zusätzlich durchgeführten Isotypkontrolle von dem Messsignal 

der einzelnen Proben abgezogen. Bei dem SFI handelt es sich dabei um ein relatives 

Maß ist.  

 

Abbildung 23:  In der Durchflusszytometrie gemessene Konzentration des an der Zelloberfläche lo-

kalisierten TNFR1. 

Um eine quantitative Veränderung des an der Zelloberfläche von Jurkat-Zellen lokalisierten TNFR1 in Abhängigkeit von 

der Stimulation mit TNFα und der Inhibition von p38 zu messen, wurde der Rezeptor durch einen biotinylierten Antikörper 

an der Oberfläche der stimulierten beziehungsweise inhibierten Zellen markiert und mit an PerCP Cy 5.5 gekoppeltes 

Strepatividin inkubiert. Anschließend wurde das durch den Fluoreszenzfarbstoff ausgesendete Signal in der Durchflusszy-

tometrie gemessen und der SFI bestimmt. Veränderungen des SFIs können direkt proportional zu Änderungen der Dichte 

des TNFR1 an der Zelloberfläche der Jurkat-Zellen gedeutet werden. Die Stimulation mit steigenden Konzentrationen an 

TNFα führten zu einer zu einer konzentrationsabhängigen Reduktion des TNFR1 24 h (A) und 48 h (B) nach der Stimu-

lation um maximal rund 50 % der ursprünglichen Menge. Diese Reduktion fand ebenso unter der Inhibition von p38 mit 

dem Inhibitor SB203580 in einem vergleichbaren Ausmaß statt (C, D), so dass von einem fehlenden Einfluss von p38 auf 

dieses Verhalten ausgegangen werden kann. Es wurde zusätzlich eine Lösungsmittelkontrolle mit DMSO durchgeführt 

(E, F). (statistische Auswertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison 

Post-Hoc-Test, * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001) 
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Es zeigte sich, dass die Stimulation mit steigenden Konzentrationen an TNFα zu einer 

konzentrationsabhängigen Reduktion des Rezeptors an der Zelloberfläche 24 h (Abbil-

dung 23 A) und 48 h (Abbildung 23 B) nach der Stimulation führte (p < 0,001 %). Der 

gemessene SFI nahm dabei bei der maximalen Stimulationskonzentration von 500 ng/ml 

TNFα um ungefähr 50 % des Ausgangswertes ab (Abbildung 23 A – F). Das beobachtete 

Verhalten der Lokalisation des TNFR1 an der Zelloberfläche der Jurkat-Zellen in Abhän-

gigkeit von der Stimulation mit TNFα zeigte ein ähnliches Verhalten unter der zusätzli-

chen Inhibition von p38 (p < 0,001 %, Abbildung 23 C und D). Da DMSO als Lösungs-

mittel für den verwendeten p38 Inhibitor SB203580 dient, wurde eine Kontrollmessung 

unter der zusätzlichen Behandlung mit reinem DMSO mit einem ähnlichen Ergebnis, das 

heißt einer konzentrationsabhängigen Reduktion des Signals, durchgeführt (p < 0,001%, 

Abbildung 23 E und F).  

Es konnte schließlich geschlussfolgert werden, dass ein TNFα-konzentrationsabhängi-

ger Wirkmechanismus bei den Jurkat-Zellen zu einer Reduktion des an der Zelloberflä-

che exprimierten TNFR1 führte. 

IV.7 Die Stimulation mit TNFα hat keinen Einfluss auf die zelluläre 

Gesamtproteinmenge des TNFR1 

In der Durchflusszytometrie konnte eine TNFα-abhängige Reduktion des TNFR1 an der 

Zelloberfläche der Jurkat-Zellen beobachtet werden. Es wurden bereits Mechanismen, 

wie das Rezeptorshedding (Peschon, Slack et al. 1998) und die Rezeptorinternalisierung 

(Micheau, Tschopp 2003; Schneider-Brachert, Tchikov et al. 2004), in der Literatur be-

schrieben, die eine solche Veränderung erklären könnten. Um nähere Aussagen über 

dem dieser Beobachtung zugrundeliegenden Mechanismus treffen zu können, wurde in 

einem weiteren Schritt die durchschnittliche zelluläre Proteinmenge des TNFR1 in den 

Jurkat-Zellen nach der Stimulation mit TNFα und gegebenenfalls der Inhibition von p38 

semiquantitativ normiert auf β-Aktin beziehungsweise GAPDH gemessen. Diese Bestim-

mung wurde über die Methode des Western Blots durchgeführt. 
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Abbildung 24:  Semiquantitative Messung der Proteinexpression des TNFR1 nach der Simulation mit 

TNFα und der Inhibition von p38. 

Der TNFR1 dient dem TNFα als Wirkmediator. Sein Signal kann über verschiedene postranslationale Mechanismen, wie 

dem Rezeptorshedding oder der Rezeptorinternalisierung, modifiziert werden. Es nahm jedoch weder die alleinige Stimu-

lation durch TNFα, gemessen nach 24 h (A) und 48 h (B), noch die Inhibition von p38 durch SB203580 (C, D) nach den 

genannten Zeitpunkten einen Einfluss auf die normierte, zelluläre Konzentration des TNFR1 in den Jurkat-Zellen. Eine 

Stimulation mit TNFα nach der Behandlung mit DMSO, dem Lösungsmittel von SB203580, wurde ebenfalls als Kontrolle 

durchgeführt und die Menge des TNFR1 nach 24 h (E) und 48 h (F) normiert auf GAPDH gemessen. (statistische Aus-

wertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, n.s. = nicht 

signifikant)  

Im Gegensatz zu der gemessenen Abnahme des TNFR1 an der Oberfläche der Jurkat-

Zellen in der Durchflusszytometrie, konnte bei Betrachtung der zellulären Gesamtpro-

teinmenge des Rezeptors keine Veränderung durch die steigende Stimulation mit TNFα 

nach 24 h (Abbildung 24 A) und 48 h (Abbildung 24 B) beobachtet werden (p > 0,05 %). 

Auch die Inhibition von p38 durch SB203580 nahm keinen Einfluss auf den zellulären 

TNFR1-Gehalt (p > 0,05 %, Abbildung 24 C und D). Es wurde zusätzlich eine Kontroll-

messung mit dem Lösungsmittel DMSO durchgeführt (p > 0,05 %, Abbildung 24 E und 

F).  

Es zeigte sich, dass weder die Stimulation mit TNFα noch die Inhibition von p38 einen 

Einfluss die zelluläre Proteinmenge des TNFR1 hatten.  
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IV.8 Die Stimulation mit TNFα führt zu einer 

konzentrationsabhängigen Änderung des sTNFR1  

Die in der Durchflusszytometrie gemessene Abnahme des TNFR1 an der Oberfläche 

der Jurkat-Zellen konnte, wie bereits erwähnt, durch verschiedene Mechanismen entste-

hen. Der Rezeptor konnte durch Endozytose internalisiert werden und somit weiteren 

Signalwegen oder dessen lysosomalen Abbaus zur Verfügung stehen (Micheau, 

Tschopp 2003; Schneider-Brachert, Tchikov et al. 2004) oder durch sogenanntes Re-

zeptorshedding (Peschon, Slack et al. 1998) durch Proteasen von der Oberfläche der 

Zellen losgelöst werden und sich frei im Zellmedium befinden. Um letztere Möglichkeit 

genauer zu betrachten, wurde der sTNFR1 im Zellmedium mit Hilfe eines ELISA-Kits 

quantifiziert. Zu diesem Zweck wurde der sTNFR1 durch auf dem Boden einer Mikroti-

terplatte angebrachte Antikörper gegen diese gebunden und durch einen zweiten Anti-

körper, der einen Farbumschlag katalysierte, photometrisch quantifiziert. Dabei wurde 

ausschließlich 24 h nach der Stimulation mit TNFα beziehungsweise der Inhibition von 

p38 bei einer Wellenlänge von 450 nm die optische Dichte (OD) gemessen. 

 

 

Abbildung 25:  Photometrische Quantifizierung des sTNFR1 nach der Stimulation mit TNFα und der 

Inhibition von p38. 

Um ein möglicherweise TNFα- beziehungsweise p38-abhängiges Shedding des TNFR1 näher zu untersuchen, wurde der 

sTNFR1 über ein ELISA Kit quantifiziert und die OD bei 450 nm gemessen. Die Messungen wurden 24 h nach der Sti-

mulation mit TNFα beziehungsweise der Inhibition von p38 mit SB203580 durchgeführt. Die graphischen Darstellungen 

der von der Konzentration an sTNFR1 abhängigen optischen Dichten zeigten alle unabhängig von der alleinigen Stimu-

lation mit TNFα (A) und der zusätzlichen Inhibition von p38 (B) einen ähnlichen Verlauf. Nach der Stimulation mit bis zu 

50 - 100 ng/ml TNFα kam es zu einem Anstieg des sich im Medium der Zellkultur befindenden sTNFR1. Diese erhöhte 

Konzentration an sTNFR1 nahm bei darüber hinaus eingesetzten, steigenden Konzentrationen an TNFα wieder bis na-

hezu dem Ausgangswert ab. Es wurde zudem eine Lösungsmittelkontrolle mit DMSO durchgeführt (C). (statistische Aus-

wertung: GraphPad Prism4 Software: one-way-ANOVA und Bonferroni’s multiple comparison Post-Hoc-Test, * = p < 0,05; 

** = p < 0,01; *** = p < 0,001)  
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Die Ergebnisse der Quantifizierung des sTNFR1 zeigten folgendes Bild: Die Stimulation 

mit bis zu maximal 100 ng/ml TNFα führte nach 24 h zu einer starken Erhöhung der 

Konzentration des sTNFR1 (p < 0,01 % sowie p < 0,001 %). Diese erhöhte Konzentration 

an sTNFR1 nahm bei darüber hinaus steigenden Stimulationskonzentrationen an TNFα 

wieder ab. Bei den beiden höchsten eingesetzten Dosen an TNFα (300 ng/ml und 500 

ng/ml) konnte zwischen der gemessenen optische Dichte dieser Proben im Vergleich zu 

den unstimulierten Proben kein statistischer Unterschied mehr machgewiesen werden 

(p > 0,05%, Abbildung 25 A). Die Hemmung des Enzyms p38 mit dem Inhibitor 

SB203580 (Abbildung 25 B) sowie die Behandlung mit DMSO (Abbildung 25 C) führten 

zu einem vergleichbaren Verhalten (p < 0,01 % beziehungsweise p < 0,05 %).  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Stimulation von CD4+ T-Lymphozy-

ten mit TNFα-Konzentrationen bis hin zu 100 ng/ml zu einem gesteigerten Shedding des 

TNFR1 in vitro führte. Bei über diese Konzentrationen hinausgehenden Stimulationskon-

zentrationen wurde dieser Mechanismus jedoch negativ reguliert. 
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V. DISKUSSION  

TNFα ist aufgrund seiner pleiotropen Funktionen eines der meist untersuchten Zytokine. 

Vor allem seine Rolle als Apoptose- sowie zugleich Proliferation-auslösender Mediator 

steht im Fokus vieler Forschungsarbeiten und wurde trotz allem nicht gänzlich entschlüs-

selt (Kalliolias, Ivashkiv 2015). Die MAPK p38 ist ein Bestandteil des Signalweges aus-

gelöst durch TNFα und dabei selbst bei der Synthese des selbigen beteiligt (Lee, Laydon 

et al. 1994; Campbell, Ciesielski et al. 2004). Es nimmt damit eine mögliche Funktion bei 

der Pathogenese autoimmuner Erkrankungen ein. Zudem ist p38 ein Vermittler der 

Apoptose CD4+ T-Lymphozyten (MacFarlane, Cohen et al. 2000). Aus diesem Grund 

war es Thema dieser Arbeit das Apoptoseverhalten CD4+ T-Lymphozyten unter der Sti-

mulation steigender TNFα-Konzentrationen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten in vitro 

zu untersuchen. Dabei wurde im Speziellen auf die Regulation des TNFR1 unter Berück-

sichtigung von p38 geachtet. 

V.1 Apoptoseverhalten von Jurkat-Zellen unter steigender TNFα-

Konzentration 

In dieser Dissertation wurde in erster Linie das Apoptoseverhalten von CD4+ T-Lympho-

zyten unter dem Einfluss steigender Stimulationskonzentrationen an TNFα (von 10 ng/ml 

bis 500 ng/ml) untersucht. In der FACS-Analyse konnte in der Messung mit dem Apopto-

semarker 7AAD eine Steigerung der Apoptoserate von 2 – 3 % auf 4 – 6 % unter der 

maximalen Stimulation mit TNFα (500 ng/mL) nachgewiesen werden (Abbildung 10). 

Dabei handelt es sich um eine konzentrationsabhängige, relative Verdopplung des An-

teils apoptotischer Zellen durch die Stimulation mit TNFα. Im Western Blot konnte auf 

der Ebene der Proteinexpression keine relevante Veränderung der normierten Menge 

an zellulären, apoptoserelevanten Proteinen, das heißt cleaved PARP, Caspase 3, 

cleaved Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9 und cFlip gemessen werden (Abbildungen 

11 – 16). Ebenso zeigte sich keine quantitative Änderung der exprimierter mRNA, kodie-

rend für cFlip und Caspase 8 (Abbildungen 17 – 19). Es konnte jedoch festgehalten 

werden, dass aufgrund des Fehlens von signifikanten Veränderungen im LDH-Assay, 

die gemessenen, gesteigerten Zelltodraten in der Durchflusszytometire definitiv der 

Apoptose und nicht zytotoxischen Effekten zuzuschreiben waren (Abbildung 21). 

Wirft man einen Blick auf die zellulären Vorgänge, die hinter der Fragestellung dieser 

Arbeit stehen, das heißt auf die durch verschiedene Konzentrationen an TNFα induzierte 
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Apoptose bei CD4+ T-Lymphozyten, zeigen sich Aspekte aus bereits bestehenden Ar-

beiten in die sich in das Ergebnis dieser Arbeit zum Teil einfügt. In einer Arbeit von Mi-

cheau et al., in welcher die NF-κB abhängige Expression von cFlip untersucht wurde, 

zeigten Jurkat-Zellen unter Konzentrationen von TNFα bis zu 10000 ng/ml keine wesent-

liche Änderung in Ihrem Apoptoseverhalten (Micheau, Lens et al. 2001). In einer weite-

ren Veröffentlichung konnte im Gegensatz dazu ein Anteil apopototischer Jurkat-Zellen 

von bis zu ungefähr 80 % unter der Stimulationskonzentrationen von 100 – 1000 ng/ml 

TNFα beobachtet werden (Thomas, Hersey 1998). Im Hinblick auf diese widersprüchli-

chen Ergebnisse schließt sich die gemachte Beobachtung der jetzigen Arbeit tendenziell 

der von Micheau et al. an, da der absolute Anteil apoptotischer Jurkat-Zellen trotz der 

relativen Verdopplung bei absoluten Werten von maximal 6 % lag. Es existieren bereits 

Daten, die darauf hinweisen, dass Jurkat-Zellen beziehungsweise CD4+ T-Lymphozyten 

neben weiteren Zellen allgemein resistent gegenüber durch alleinige TNFα-Stimulation 

ausgelöste Apoptose sind (Aggarwal, Moffat et al. 1984; Sugarman, Aggarwal et al. 

1985). Aus diesem Grund wurden Untersuchungen bezüglich der Apoptose in diesen 

Zellen unter dem Einfluss von TNFα in Kombination mit einem Proteinsynthesehemmer, 

wie Cycloheximid (CHX) in Arbeiten von Varghese et al. (Varghese, Chattopadhaya et 

al. 2001) oder Gaud et al. (Gaud, Guillemot et al. 2013), durchgeführt. Der Grund für die 

erhöhte Apoptosesensibilität liegt dabei höchst wahrscheinlich in der Synthesehemmung 

antiapoptotischer Proteine (Wang, Mayo et al. 1998). So benötigten im Vergleich zu 

U937-Zellen, bei denen es sich um immortalisierte Monozyten handelt, Jurkat-Zellen in 

der bereits erwähnten Arbeit von Varghese et al. eine high dose Behandlung, das heißt 

eine 1000-fach erhöhte Konzentration an CHX, um eine ähnliche, durch TNFα ausge-

löste, Apoptosekinetik aufzuweisen (Varghese, Chattopadhaya et al. 2001). Da TNFα 

ebenfalls zu einer Aktivierung von NF-κB führt (Chen, Goeddel 2002), welcher ein auch 

in T-Lymphozyten für die Proliferation verantwortlicher Transkriptionsfaktor ist (Livolsi, 

Busuttil et al. 2001), scheint es schlüssig, dass diese Tatsache bei der fehlenden Apopto-

sesensibilität eine Rolle spielt. So konnten He und Ting in einer Arbeit zeigen, dass Jur-

kat-Zellen mit einer defizienten IKKγ-Mutation eine stark erhöhte Sensibilität für TNFα 

induzierte Apoptose aufzeigten (He, Ting 2002). IKKγ ist Teil des IκB Kinase (IKK) Kom-

plexes und dabei selbst für die Aktivierung von NF-κB verantwortlich (Rothwarf, Zandi et 

al. 1998). Folglich kam es zu einer geringeren Stimulierung von NF-κB und somit zu 

einer verminderten Synthese anti-apoptotischer Proteine wie zum Beispiel des Zinkfin-

gerproteins A20, womit maßgeblich gezeigt wurde, welche Rolle NF-κB und dessen 

Transkriptionsprodukte bei der Apoptoseresistenz von Jurkat-Zellen spielen (He, Ting 

2002). In einer Veröffentlichung von Shakibaei et al., in welcher Jurkat-Zellen wie in die-

ser Arbeit ausschließlich mit TNFα - wenn auch in kleineren Konzentrationen (1 nM, 
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entspricht ca. 17,1 ng/mL) - ohne Anwesenheit eines Proteinsynthesehemmers stimuliert 

wurden, konnten ebenfalls erst nach 24 h maximal 8 % Annexin positive Zellen und 2 % 

TUNEL positive Zellen nachgewiesen werden (Shakibaei, Sung et al.). Bei dem Annexin 

V Assay handelt es sich dabei um einen Apoptosenachweise aufgrund der Akkumulation 

von Phosphatidylserin in der äußeren der Membran der Zelle, während die TUNEL-Me-

thode auf dem Nachweis von DNA-Strangbrüchen beruht. Diese Nachweismethoden 

stimmen nicht mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode, dem Apoptosenachweis 

durch 7AAD, welcher auf dem Verlust der Zellintegrität beruht, überein. Es ist jedoch 

festzustellen, dass sich die Zelltodraten in dieser Arbeit unter ähnlichen Konzentrationen 

an TNFα (10 ng/ml und 50 ng/ml) mit einem ungefähren Anteil von 3 % apoptotischer 

Zelllen nach 24 h in einer vergleichbaren Größenordnung wie in der von Shakibaei et al. 

befinden. Ein letzter, vielleicht entscheidender Punkt in diesem Zusammenhang ist der 

TNFα-Stimulus selbst als ein Apoptosesignalgeber bei CD4+ T-Lymphozyten. Es wurde 

bereits nachgewiesen, dass FasL ein schnellerer Apoptoseinduktor als TNFα ist (Cle-

ment, Stamenkovic 1994; Zheng, Fisher et al. 1995). Ein ebenso wichtiger Punkt ist je-

doch, dass es Hinweise gibt, nach welchen diese beiden Zytokine unterschiedlich auf 

die beiden Populationen an CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten wirken. Unter Berücksich-

tigung von Ausnahmen scheint FasL vorzugsweise den Zelltod von CD4+ T-Lymphozy-

ten zu kontrollieren, während das in dieser Arbeit verwendete TNFα vermehrt eine Rolle 

bei der Apoptose CD8+ T-Lymphozyten spielt (Sytwu, Liblau et al. 1996; Heath, Kurts et 

al. 1998; Lenardo, Chan et al. 1999). Dies würde ebenfalls einen Erklärungsgrund für 

das im Vergleich zu den eingesetzten Konzentrationen an TNFα träge Apoptoseverhal-

tens der Jurkat-Zellen in dieser Arbeit liefern. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in dieser Arbeit in der FACS-Analyse ein 

konzentrationsabhängiger Apoptoseanstieg unter TNFα-Stimulation der Jurkat-Zellen 

nach 24 h und 48 h nachgewiesen werden konnte (Abbildung 10). Dieses Ergebnis fügt 

sich dabei durchaus in das Gesamtbild von bisherigen Forschungsberichten mit ein. 

Gleichzeitig konnte in dieser Arbeit jedoch auch keine Proliferationssteigerung im WST-

1 nachgewiesen werden, welche bei einer gesteigerten NF-κB Aktivität zu erwarten ge-

wesen wäre (Abbildung 20). Dies spricht für ein Überwiegen des apoptotischen über den 

proliferationsfördernden Effekt des TNFα auf die Jurkat-Zellen. Auch wenn die CD4+ T-

Lymphozyten wie bereits erwähnt allgemein resistent gegenüber einer durch TNFα aus-

gelösten Apoptose erscheinen, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei Jurkat-

Zellen eine von der Stimulationskonzentration abhängige Steigerung der Apoptose 

durch TNFα ausgelöst wird.  
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V.2 p38 hat keinen Einfluss auf das Apoptoseverhalten von Jurkat-

Zellen 

Nach der Untersuchung des Einflusses von steigenden TNFα Konzentrationen auf Jur-

kat-Zellen bestand der nächste Schritt in dieser Arbeit darin, ein Augenmerk darauf zu 

legen, ob die Inhibition der MAPK p38 bei dem Apoptoseverhalten der Zellen eine tra-

gende Rolle spielt. Durch eine vorbestehende Arbeit unserer Arbeitsgruppe, in welcher 

das Fehlen der MAPKAPK 2 zu einer Verschlechterung der EAE bei Mäusen führte 

(Tietz, Hofmann et al 2014.), wurde die These aufgestellt, dass das direkt upstream da-

von liegende p38 eine Rolle bei der TNFα-induzierten Apoptose humaner T-Lymphozy-

ten spielen könnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass die Jurkat-Zellen 

trotz der Inhibition von p38 in der Apoptosecharakteristik in den Untersuchungen des 

Western-Blots (Abbildungen 11 – 16), der RT-PCR (Abbildungen 17 – 19) und der FACS-

Analyse mit 7AAD (Abbildung 10) ein ähnliches Verhalten nach 24 h sowie 48 h wie die 

Zellen nach alleiniger Stimulation durch TNFα aufwiesen. Eine durch den Inhibitor 

SB203580 gesteigerte Apoptoserate der Jurkat-Zellen in der FACS-Analyse konnte da-

bei als reiner DMSO-Effekt demaskiert werden. 

In bisherigen Studien konnte durchaus eine Rolle von p38 bei der Apoptose von T-Lym-

phozyten nachgewiesen werden. Genauer betrachtet zeigte sich jedoch, dass die Akti-

vierung von p38 den Zelltod zwar in CD8+, gegebenenfalls angeregt durch die Stimulie-

rung mit FasL (Farley, Pedraza-Alva et al. 2006), jedoch nicht in CD4+ T-Lymphozyten 

auszulösen vermag (Merritt, Enslen et al. 2000). So zeigten CD8+ T-Lymphozyten, wel-

che aus Mäusen isoliert wurden, die eine genetisch veränderte, konstant aktivierte MKK6 

besaßen, die direkt upstream von p38 liegt, eine im Vergleich zu den CD4+ T-Lympho-

zyten, durch den p38 Inhibitor SB203580 reversible, erhöhte Apoptoserate (Merritt, Ens-

len et al. 2000). Ebenso führte die Blockierung von p38 in dn (dominant negative) p38 

Mäusen zu keiner Änderung des Proliferationsverhaltens der CD4+ T-Lymphozyten in 

diesen Tieren, während die CD8+ T-Lymphozyten eine gesteigerte Proliferationsreaktion 

auf die Stimulierung mit Concanavalin A, einem T-Zell Stimulator, aufwiesen (Rincon, 

Enslen et al. 1998; Merritt, Enslen et al. 2000). Gleichzeitig lösen jedoch MKK3 sowie 

MKK6 bei ihrer Aktivierung die Apoptose in Jurkat-Zellen aus. Dabei geschieht dies aber 

überraschender Weise nicht über p38, obwohl beide Kinasen direkt upstream von p38 

liegen. Die eigentlichen Substrate von MKK3 und -6 blieben bei diesem Apoptosesignal 

unbekannt (Huang, Jiang et al. 1997; Juo, Kuo et al. 1997). Zusätzlich führt die Stimu-

lierung durch FasL - wenn auch nicht durch TNFα - zu einer Aktivierung von p38 in Jur-

kat-Zellen, dessen Inhibierung jedoch keine Verhinderung der Apoptose in diesen Zellen 
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vermag (Brenner, Koppenhoefer et al. 1997; Salmon, Foltz et al. 1997). Diese Beobach-

tungen würde sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit ergänzen, da p38 in Jurkat-Zellen 

im Vergleich zu CD8+ T-Lymphozyten scheinbar nicht zum Apoptosesignal beiträgt und 

wenn sie aktiviert wird, dies vermehrt durch FasL als TNFα geschieht. Im Widerspruch 

dazu steht eine Arbeit von Nemoto et al., in welcher anhand von Jurkat-Zellen gezeigt 

wurde, dass der selektive p38α- und β-Inhibitor SB202190 dosis- sowie zeitabhängig in 

der Lage war die Rate des programmierten Zelltods bis auf 30 - 60 % zu heben. Dabei 

zeigte p38 seine unterschiedliche Wirkung durch das anti-apoptotische p38β und das 

pro-apoptotische p38α. Es wurde jedoch nicht ausgeschlossen, dass der Inhibitor wei-

tere, unbekannte Zielstrukturen als die von p38 besitzt. Ein weiterer Unterschied zu die-

ser Arbeit bestand zudem darin, dass die Apoptose nicht durch eine TNFα Stimulation, 

sondern einem 24-stündigen Serumentzug ausgelöst wurde (Nemoto, Xiang et al. 1998). 

Eine Veröffentlichung, die p38 auch in der Rolle der FasL-vermittelten Apoptose sieht, 

jedoch einen weiteren Aspekt hinzufügt, ist die von Tourian et al.. Darin wird p38 auf-

grund der ambivalenten pro- und antiapoptotischen Wirkung eine geringere Beteiligung 

an der Apoptoseauslösung durch einen Todesrezeptor - in diesem Fall ebenfalls vermit-

telt durch FasL - in Jurkat-Zellen zugeschrieben. Es wurde dafür jedoch die MAPK JNK 

in den Fokus gerückt (Tourian, Zhao et al. 2004). Die Annahme, dass in Jurkat-Zellen 

die Apoptose tendenziell vermehrt durch FasL unter der gemeinsamen Wirkung von JNK 

und p38 reguliert wird, wobei die Apoptose nicht durch alleinige Inhibition von p38 blo-

ckiert werden konnte, wurde bereits durch weitere veröffentlichte Forschungsergebnisse 

gefestigt (MacFarlane, Cohen et al. 2000). Es existieren zudem Hinweise dafür, dass die 

Apoptose in CD4+ T-lymphozyten neben FasL auch durch TRAIL ausgelöst werden 

kann und dabei die dritte MAPK ERK einen hemmenden Einfluss auf dieses Apoptose-

aktivierung nehmen kann (Holmstrom, Schmitz et al. 2000; Soderstrom, Poukkula et al. 

2002). Die durch TNFα ausgelöste Apoptose, welche erst nach der high dose Gabe von 

CHX einsetzte, konnte in der bereits erwähnten Publikation von Varghese et. al durch 

den p38 Inhibitor PD169316 in Jurkat-Zellen im Gegensatz zu U937-Zellen nicht beein-

flusst werden. Im Kontext mit bereits bestehenden Forschungsergebnissen wurde dabei 

die Schlussfolgerung gezogen, dass die durch TNFα durchgeführte Aktivierung von p38 

abhängig von den untersuchten Zellen unterschiedliche Effekte hat. So würde sie in den 

einen Zelllinien zum Zelltod und in anderen, wie im Falle der Jurkat-Zellen, zum Zell-

überleben führen (Varghese, Chattopadhaya et al. 2001). Dies widerspricht sich zum 

Teil mit den Ergebnissen dieser Dissertation, da die Inhibition von p38 in den Jurkat-

Zellen, weder das Proliferations- noch das Apoptoseverhalten unter steigenden Kon-

zentrationen an TNFα beeinflusste. In Bezug auf die unterschiedliche Rolle von p38 in 
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verschiedenen Zellpopulationen ist dabei jedoch bekannt, dass der in dieser Arbeit ver-

wendete p38 Inhibitor SB203580 in der Lage ist die durch Natriumsalicylat, das heißt 

chemisch, ausgelöste Apoptose in Fibroblasten sowie zugleich die ebenfalls durch Nat-

riumsalicylat initiierte Hemmung der durch TNFα vermittelten Aktivierung von NF-κB in 

Affennierenzellen zu reduzieren (Schwenger, Bellosta et al. 1997; Schwenger, Alpert et 

al. 1998).  

Es kann festgehalten, werden, dass es in der Literatur Hinweise dafür gibt, dass p38 

eine Rolle bei der Apoptose CD8+ T-lymphozyten spielt (Farley, Pedraza-Alva et al. 

2006), bei CD4+ T-Lymphozyten diese Rolle jedoch neben p38, das pro- sowie antiapo-

ptotische Eigenschaften besitzt (Varghese, Chattopadhaya et al. 2001), auch verstärkt 

von den beiden anderen MAPK JNK (MacFarlane, Cohen et al. 2000; Tourian, Zhao et 

al. 2004) und ERK (Holmstrom, Schmitz et al. 2000) übernommen wird. Zum anderen 

scheinen bei den verwendeten Jurkat-Zellen diese Apoptosesignalwege bevorzugt über 

andere death Zytokine als TNFα wie FasL (MacFarlane, Cohen et al. 2000) oder TRAIL 

(Soderstrom, Poukkula et al. 2002), ausgelöst zu werden. Somit bringt die Inhibition von 

p38 bei der Stimulation von Jurkat-Zellen mit steigenden Konzentrationen an TNFα in 

dieser Arbeit, im Tenor mit den bereits vorhandenen Forschungsergebnissen, keinen 

messbaren Effekt im registrierten Apoptoseverhalten mit sich. 

V.3 Regulierung und Interpretation der Lokalisation des TNFR1 

Neben dem Auftreten der Apoptose in den Jurkat-Zellen an sich stand auch die Einfluss-

nahme der steigenden TNFα-Konzentrationen auf das Verhalten des TNFR1 und dessen 

Regulation im Fokus dieser Arbeit. Es konnte beobachtet werden, dass die Dichte des 

TNFR1 an der Oberfläche der Zellen, gemessen in der FACS-Analyse anhand des SFI, 

unter steigenden Konzentrationen an TNFα bis 500 ng/ml auf die Hälfte reduziert wurde 

(Abbildung 23). Hierbei ist wie bereits im Ergebnisteil erläutert zu beachten, dass es sich 

nicht um absolute Zahlen handelt, da der SFI nur ein relatives Maß für die Oberflächen-

konzentration dieses Proteins ist und somit nur der Verlauf unter den verschiedenen 

Stimulationskonzentrationen aussagekräftig ist. Gleichzeitig blieb die gesamtzelluläre 

Menge an TNFR1, gemessen im Western-Blot, unverändert (Abbildung 24). Dabei ist 

diese Beobachtung nicht verwunderlich, da sich der Hauptanteil an TNFR1 nicht an der 

zellulären Oberfläche, sondern in einem Pool im Golgi-Apparat befindet (Bradley, Thiru 

et al. 1995). Zudem bestand die Möglichkeit der Rezeptorinternalisierung (McPherson, 

Kay et al. 2001). Ergänzend zu den Ergebnissen aus der FACS-Analyse wurde die lös-
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liche Form des TNFR1, der sTNFR1, durch ein ELISA im Medium quantifiziert. Die ge-

messene optische Dichte stieg bei einer Konzentration von 10 ng/ml um etwa das drei-

fache im Vergleich zur unstimulierten Probe an und blieb bis zu einer Stimulationskon-

zentration von 100 ng/ml etwa auf einem konstanten Niveau. Interessanter Weise kam 

es bei höheren Konzentrationen an TNFα zu einem erneuten Abfall der gemessenen 

optischen Dichte. Das würde bedeuten, dass das für die Bildung des sTNFR1 verant-

wortliche Shedding des TNFR1 bei kleinen Mengen an TNFα (10, 50, 100 ng/ml) aktiviert 

wird, während es bei höheren Konzentrationen (300, 500 ng/ml) scheinbar durch einen 

negativen Rückkopplungseffekt zu einer Reduktion dieses Phänomens kommt (Abbil-

dung 25). Die Inhibition von p38 hatte auf keines der registrierten Verhalten weder in der 

FACS-Analyse noch im ELISA einen signifikanten Einfluss. 

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, wurden das Verhalten und der Signalweg des 

TNFR1 bereits untersucht und Signalmodelle aufgestellt. Es blieben jedoch bisher die 

entscheidenden Regulationsmechanismen unbekannt. Eines der Modelle sieht den 

TNFR1 nach Stimulation mit TNFα in der Bildung des Komplexes I unter der Rekrutie-

rung von Proteinen wie TRADD, TRAF-2 und RIP1 und damit als ein Proliferationssignal 

(Hsu, Shu et al. 1996; Yeh, Shahinian et al. 1997; Ashkenazi, Dixit 1998). Es folgt die 

Aktivierung von NF-κB durch die Phosphorylierung und den Abbau des IKKs, welcher 

zuvor einen hemmenden Einfluss auf den Transkriptionsfaktor ausübt (Devin, Cook et 

al. 2000; Zhang, Kovalenko et al. 2000). Zu den Transkriptionszielen von NF-κB gehören 

Gene, welche unter anderem für Proteine wie der inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) 

(Stehlik, de Martin et al. 1998)  und cFlip (Kreuz, Siegmund et al. 2001) kodieren, und 

somit selbst direkte Inhibitoren der Apoptose sind. Kommt es aufgrund bisher unbekann-

ter Regulationsmechanismen zur Endozytose, das heißt der Internalisierung, des Re-

zeptors, werden weitere, apoptosefördernde Proteine, wie FADD und Caspase 8, rekru-

tiert und der Komplex II gebildet, der zum programmierten Zelltod führt (Micheau, 

Tschopp 2003; Schneider-Brachert, Tchikov et al. 2004; Schutze, Tchikov et al. 2008). 

Es existiert dabei eine unterschiedliche Datenlage, ob bei der Bildung des Komplexes II 

der TNFR1 von diesem dabei losgelöst wird (Micheau, Tschopp 2003; Schneider-Bra-

chert, Tchikov et al. 2004). Zudem kann die aus dem internalisierten Rezeptor generierte 

Signalkaskade verschiedene Bedeutungen für die Zelle wie zum einen die Nekroptose 

im Gegensatz zur Apoptose haben (Ting, Bertrand 2016). Für die Internalisierung ist 

jedoch die TNFR internalization domain (TRID) des Rezeptors mit einem YXXW Motiv 

verantwortlich. Dabei reicht eine einzige Punktmutation in diesem Motiv aus um die In-

ternalisierung zu verhindern. Die Folgen sind ein verändertes Zellsignal: der Rezeptor 

ist nicht mehr in der Lage die DISC Proteine zu rekrutieren, wodurch die Apoptoserate 
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stark reduziert wird (Schneider-Brachert, Tchikov et al. 2004). Dass diese Internalisie-

rung dabei nicht nur für die Bildung des Komplexes II und der Aktivierung von Pro-

Caspase 8 von Bedeutung ist, wird daran sichtbar, dass es diesem sogenannten inter-

nalisierten Receptosom möglich ist mit einem Vesikel aus dem Golgi-Apparat zu ver-

schmelzen und dadurch darin enthaltene aSMase zu aktivieren. Zu deren Produkten 

gehören Ceramide, welche letzten Endes zur Spaltung von Caspase-9 und -3 führen 

(Adam-Klages, Adam et al. 1996). Die aSMase führt zudem zu einer Aktivierung von 

Cathepsin D, das in Jurkat-Zellen das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) inaktiviert. HSP90 

selbst konnte wiederum eine antiapoptotische Rolle in der TNFα-induzierten Apoptose 

von Jurkat-Zellen nachgewiesen werden, da es die Interaktion von RIP1 und Caspase 8 

inhibiert (Fritsch, Fickers et al. 2016). Die Rolle der verwandten membrangebundenen 

nSMase im Signalweg des TNFα, welche über die N-terminale membran-proximale Re-

gion (MPR) des TNFR1 aktiviert wird (Adam-Klages, Adam et al. 1996), ist im Gegensatz 

dazu noch nicht abschließend geklärt (Boone, Vandevoorde et al. 1998; Schutze, 

Tchikov et al. 2008). Dieses Wissen vorausgesetzt, kann die TNFα-konzentrationsab-

hängige Zunahme der gemessenen Apoptoserate im Zusammenspiel mit der Reduktion 

des an der Zelloberfläche exprimierten TNFR1 über dieses Modell der Rezeptorinterna-

lisierung erklärt werden. Es konnte zudem bereits gezeigt werden, dass in immortalisie-

ten, embryonalen Nierenzellen und Epithelzellen eines Zervixkarzinoms die Internalisie-

rung des Rezeptors nötig ist, um die MAPKs, welche Teil des TNFα-Signalweges sind, 

zu aktivieren (Woo, Kim et al. 2006). Auf der anderen Seite ist zusätzlich auch bekannt, 

dass die MAPK ERK in der Lage ist den TNFR1 direkt zu phosphorylieren um somit 

schließlich die Internalisierung und letzten Endes den zytotoxischen Effekt zu verhindern 

(Cottin, Van Linden et al. 1999; Van Linden, Cottin et al. 2000). Das in dieser Arbeit 

beobachtete Auftreten der 50 %-igen Reduktion des an der Oberfläche der Jurkat-Zellen 

gemessenen TNFR1 nach der steigenden Stimulation mit TNFα würde in diesem Zu-

sammenhang vermuten lassen, dass - sofern es sich bei diesem Mechanismus um den 

der Internalisierung handele - es zu einer verstärkten Apoptoserate durch das veränderte 

Signalmuster kommen müsste (Abbildung 23). Dies konnte mit einer Steigerung der 

Apoptoserate von 2 – 3 % auf 4 – 6 % beobachtet werden (Abbildung 10). Eine gestei-

gerte Nekroptose konnte aufgrund des fehlenden zytotoxischen Nachweises im LDH-

Assay ausgeschlossen werden (Abbildung 22). Die Hemmung der MAPK p38 konnte auf 

diese Regulierung des Signalweges jedoch keinen Einfluss nehmen. Es wurde zudem 

zusätzlich ein weiterer Regulationsmechanismus des TNFR1 näher betrachtet: das Re-

zeptorshedding. 
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Es wurde bereits in einer Publikation von Madge et al. gezeigt, dass es bei der Apoptose 

von Endothelzellen, welche durch apoptotisch wirkende Medikamente wie zum Beispiel 

das mit der bekannten anti-inflammatorisch wirkenden Acetylsalicylsäure verwandten 

Natriumsalicylat ausgelöst wurde, zu einer Reduktion des oberflächlichen TNFR1 um 50 

% nach nur 2 h kam. Simultan konnte ein Anstieg des sTNFR1 im Medium beobachtet 

werden, wobei dieser Effekt durch den TNFα processing inhibitor (TAPI), einem Inhibitor 

des für das Shedding verantwortlichen TACE, reversibel war. Die chemisch ausgelöste 

Apoptose fand unter diesem Einfluss dabei weiterhin statt. Es konnte geschlussfolgert 

werden, dass das Shedding des TNFR1 somit bei apoptotischen Signalen eine Rolle 

spielt. Dabei wurde die Vermutung aufgestellt, dass durch diesen Mechanismus nicht 

nur mögliche Apoptosesignale, sondern ebenfalls das NF-κB Signaling maßgeblich be-

einflusst werden kann (Madge, Sierra-Honigmann et al. 1999). Die Arbeitsgruppe von 

Ogura et al. befasste sich ebenfalls näher mit TACE, zu dessen Substraten, neben dem 

membranständigen TNFα und dem TNFR1 unter anderem der TNFR2, der IL-1 Rezeptor 

II und TGF-α gehören (Schlondorff, Blobel 1999; Moss, White et al. 2001), und der Re-

gulation des Sheddings. Sie beobachteten, dass bei den ursprünglich aus Lungenkrebs-

zellen bestehenden A549-Zellen die Behandlung mit dem Proteinsynthesehmmer CHX 

beziehungsweise AcCHX dazu führte, dass nach Stimulation mit TNFα weniger cFLIPs 

synthetisiert sowie weniger IκBα phosphoryliert und abgebaut wurde. Es konnte folglich 

von einer geringeren NF-κB Aktivierung ausgegangen werden. Zudem kam es zu einer 

reduzierten Expression von TNFR1 an der Oberfläche der Zelle mit einem analogen An-

stieg des sTNFR1 im Medium, wobei dieser Anstieg ebenfalls durch einen Metallopro-

teaseninhibitor verhindert werden konnte. Durch die Inhibiton des Sheddings konnte ein 

erneuter Abbau von IκBα und somit eine verstärkte Aktivierung von NF-κB erreicht wer-

den. Interessanter Weise wurde Caspase 8 dabei nur in Anwesenheit des Inhibitors 

durch die Behandlung mit AcCHX oder CHX gesteigert aktiviert. Auch hier zeigte sich, 

dass durch Rezeptorshedding das Signal von TNFα bezüglich Proliferation sowie 

Apoptose gleichermaßen effizient beeinflusst wird. Dabei wurde die These aufgestellt, 

dass diese proteolytische Lösung des Rezeptors von der Zelloberfläche als schneller, 

posttranslationaler Regulationsmechanismus des TNFα-Signalweges angesehen wer-

den kann, der einerseits das Signal in die Zelle direkt unterbindet und andererseits das 

freie TNFα dem ganzen System entzieht (Ogura, Tsukumo et al. 2008). Die gleiche Ar-

beitsgruppe stellte in einer weiteren Studie eine Verbindung zwischen dem genannten 

Shedding und dessen Regulation durch die MAPKs fest, indem unter ähnlichen Ver-

suchsbedingungen, das heißt durch AcCHX induziertes Shedding des TNFR1 bei A549-

Zellen, die MAPKs JNK, ERK sowie p38 durch ihre jeweilige Inhibition auf ihren mögli-

chen Einfluss auf diese Regulation hin untersucht wurden. Dabei zeigte sich, dass die 
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Inhibition von JNK keinen Effekt auf diesen Vorgang hatte, während die jeweilige Blo-

ckierung von ERK und p38, im Gegensatz zu dieser Dissertation, zu einem kleinen, wenn 

auch signifikanten Anstieg der Rezeptormasse an der Zelloberfläche führte. Unter der 

gemeinsamen Inhibition von ERK und p38 kam es dabei zu einer vollständigen Reversi-

bilität, so dass die Expression des TNFR1 an der Oberfläche wieder nahezu das Aus-

gangsniveau erreichte. Als mögliche Ursache wurde eine MAPK-abhängige Transloka-

tion von TACE angenommen (Ogura, Tsukumo et al. 2008). Zwar wurde in den genann-

ten Studien das Shedding nicht in Jurkat-Zellen und anstelle von TNFα durch die Gabe 

von Proteinsynthesehemmern oder Chemikalien wie Natriumsalicylsäure ausgelöst, je-

doch zeigt sich hierbei die nicht zu unterschätzende Bedeutung dieses Mechanismus. 

Umso interessanter ist es, dass in der jetzigen Arbeit das Shedding, das wie bereits 

bekannt, allein durch den körpereigenen Stoff TNFα ausgelöst wird (Leeuwenberg, Den-

tener et al. 1994), zusätzlich durch dessen steigende Konzentration bis zu einer gewis-

sen Stimulationshöhe positiv und bei steigenden Stimulationskonzentrationen negativ 

reguliert wurde (Abbildung 25). Dadurch könnte möglicherweise ein Schlüsselpunkt bei 

der Regulierung des bedeutsamen TNFα-Signalweges in CD4+ T-Lymphozyten, der da-

mit auch maßgeblich in den meisten Immunantworten eine Rolle spielen würde, näher 

beleuchtet werden. Die Hemmung des Enzyms p38 nimmt in dieser Arbeit keinen Ein-

fluss auf das durch das TNFα ausgelöste Shedding, wobei die Möglichkeit besteht, dass 

die gemeinsame Inhibition von p38 und ERK im Hinblick auf die Arbeit von Ogura et al. 

ein davon abweichendes Ergebnis liefern könnte. Ergänzend zu der gemachten Be-

obachtung findet sich eine Publikation von Bartsch et al., in welcher die Bedeutung von 

ADAM8, einer weiteren Metalloprotease ähnlich ADAM17/TACE, bei der degenerativen 

Erkrankung von Motoneuronen im zentralen Nervensystem bei Mäusen - sogenannten 

wobbler-Mäusen - behandelt wurde (Bartsch, Wildeboer et al. 2010). Es war bereits be-

kannt, dass TNFα zu einer Hochregulierung von ADAM8 in Neuronen, Astrozyten und 

Mikroglia in den betroffenen Regionen im ZNS dieser erkrankten Mäuse führte (Schlo-

mann, Rathke-Hartlieb et al. 2000). In der erwähnten Studie von Bartsch et al. konnte 

ein zusätzlicher Anstieg der mRNA kodierend für ADAM17 beobachtet werden. Eine an-

gestiegene Konzentration an sTNFR1 konnte schließlich mit der erhöhten Transkription 

des Gens für ADAM8 in den betroffenen Regionen der Gehirne der Mäuse korreliert 

werden. Ebenso konnte gezeigt werden, dass es bei ADAM8-defizienten Mäusen zu ei-

ner Verschlechterung der pathologischen Symptome mit begleitenden histologischen 

Befunden wie einem vermehrten Verlust von Motoneuronen und einer erhöhten Anzahl 

an Mikrogliazellen in diesen Regionen kam. Dabei konnte ebenfalls festgestellt werden, 

dass es in isolierten Primärzellen, das heißt zerebellären Neuronen, aus dem Rücken-

mark stammenden Astrozyten sowie Mikrogliazellen aus den wobbler-Mäusen zu einer 
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TNFα-abhängigen Regulierung der für ADAM8 kodierenden mRNA kam. Nach Stimula-

tion mit 100 U/mL (10 ng/mL) TNFα folgte ein 7 – 10 facher Anstieg der mRNA kodierend 

für ADAM8, während höhere Konzentrationen über 500 U/mL (50 ng/mL) einen Abfall 

dieser mRNA als Reaktion brachten. Ähnlich verhielt es sich unter der Stimulation mit 

LPS (Bartsch, Wildeboer et al. 2010). Geht man davon aus, dass die Menge an durch 

ADAM8 losgelösten sTNFR1 mit der dazu kodierenden mRNA korreliert, zeigt sich ein 

ähnliches Verhalten wie das Rezeptorshedding der CD4+ T-Lymphozyten in dieser Dis-

sertation. Der Wechselpunkt der Regulation des Sheddings wurde im Vergleich zu dieser 

Dissertation bei bereits 50 ng/mL und nicht bei 100 ng/mL an TNFα beobachtet. Jedoch 

stieg in der Arbeit von Bartsch et al. die Konzentration der mRNA des für das Shedding 

des TNFR1 verantwortlichen Enzyms ADAM8 bei kleineren Konzentrationen an TNFα, 

um bei höheren Konzentrationen erneut abzunehmen, vergleichbar mit der Konzentra-

tion des in dieser Arbeit gemessenen sTNFR1. Weiterhin wurde in der Arbeit von Bartsch 

et al. festgestellt, dass es bei Stimulationen im Bereich von 100-500 U/mL TNFα von 

ADAM8-defizienten Neuronen im Vergleich zu Wildtyp Neuronen zu einem Anstieg des 

Zellverlustes von 20 % auf 90 % kam und deshalb das Rezeptorshedding als ein neu-

roprotektiver Effekt angesehen werden kann (Bartsch, Wildeboer et al. 2010).  

V.4 Klinische Bedeutung des TNFR1 und des TNFα-Signals 

Fasst man diese Beobachtungen über das Verhalten und die Regulierung des TNFR1 

im Hinblick Endozytose und Shedding des Rezeptors zusammen und vergleicht sie mit 

dem Ergebnis dieser Dissertation, zeigt sich ein folgendes Bild: Steigende Konzentrati-

onen an TNFα bis hin zu 500 ng/mL führen in Jurkat-Zellen zu einer progredienten Ab-

nahme des TNFR1 an der Zelloberfläche, gemessen nach 24 h und 48 h in der FACS-

Analyse (Abbildung 23), und zu einer Steigerung des Anteils apoptotischer Zellen (Ab-

bildung 10). Gleichzeitig wird bis zu 100 ng/mL ein erhöhtes Rezeptorshedding betrie-

ben, welches sich durch eine Zunahme des sTNFR1, gemessen nach 24 h im ELISA, 

äußert, während eine höhere Stimulationskonzentration zu einer erneuten Reduktion 

des sTNFR1 führt (Abbildung 25). Dabei kann kein direkter Größenvergleich der verän-

derten Rezeptormassen zwischen FACS und ELISA betrieben werden, da es sich bei 

beiden Messgrößen, dem SFI und der OD, um relative Größen handelt. Aus diesem 

Grund bleibt unklar in welchem Verhältnis die abgenommene Rezeptordichte an der Zell-

oberfläche zur gemessenen Menge an sTNFR1 im Medium steht und welchen Anteil 

dabei die mögliche Endozytose des Rezeptors trägt. Dies ergänzt sich mit der bestehen-

den Literatur in der dem Shedding eine Rolle bei der Regulierung von zellulären Prozes-

sen zugeschrieben wird. Die Inhibition von p38 nahm - trotz der Annahme von einer 
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Beteiligung der MAPK bei diesen Vorgängen - keinen direkten Einfluss auf die beobach-

teten Effekte. Es ist jedoch festzuhalten, dass die Ergebnisse in dieser Arbeit einen Hin-

weis geben können, welchen Beitrag steigende TNFα Konzentrationen an der Regulie-

rung des TNFR1 in CD4+ T-Lymphozyten leisten und somit Möglichkeiten liefern um 

Immunantworten zu modulieren oder gar zu begrenzen. Dass diese Frage dabei nicht 

nur von akademischer Relevanz ist, zeigt sich, wenn man einen Blick auf Erkrankungen 

wirft, die im direkten Zusammenhang zu einer Fehlregulierung in der TNFR1 Expression 

stehen. So entwickelten Mäuse in einer Arbeit von Xanthoulea et al., welche eine Muta-

tion für einen unsheddable TNFR1 trugen, häufiger eine TNFα-abhängige, chronisch ak-

tive Hepatitis. Zudem zeigten sie eine gesteigerte letale Neigung zur Entwicklung eines 

TNFα- oder LPS-induzierten, endotoxischen Schocks, obwohl sie ebenfalls eine erhöhte 

Resistenz gegenüber Infektionen gegenüber Listeria monocytogenes aufwiesen. Es 

wurde vermutet, dass das Shedding des TNFR1 auch von Bakterien als Escape-Mecha-

nismus genutzt wird, um eine Immunantwort einzuschränken. Die Unfähigkeit den Re-

zeptor von der Zelloberfläche abzutrennen führte ebenfalls zu einer gesteigerten Antwort 

des angeborenen Immunsystems. Makrophagen, die als Hauptproduzenten von TNFα 

gelten und ebenfalls diese Mutation im TNFR1 besaßen, zeigten nach Stimulation mit 

LPS eine erhöhte Anhäufung an intrazellulärer, für TNFα kodierender mRNA und wiesen 

eine erhöhte Produktion an TNFα und NO auf. Letzen Endes wurde an dieser Art von 

Mäusen eine erhöhte Anfälligkeit mit aggravierten Verläufen für autoimmune Erkrankun-

gen wie der chronisch inflammatorischen Polyarthritis, einem Mausmodel ähnlich der 

humanen rheumatoiden Arthritis, und der EAE, dem bereits in der Einleitung erwähnten 

Modell für Multiple Sklerose, aufgezeigt. Im Vergleich zu Wildtyp Mäusen kam es bei der 

EAE zum Beispiel zu einer erhöhten Anzahl an T-Zellen und aktivierten Makropha-

gen/Mikroglia im Bereich des Rückenmarks (Xanthoulea, Pasparakis et al. 2004). Un-

längst wurde auch bei Menschen der Polymorphismus rs4149584 in dem für den TNFR1 

kodierenden Gen TNFRSF1A identifiziert und mit einem erhöhten Risiko an einer MS zu 

erkranken assoziiert. Dabei ging die Trägerschaft dieses Polymorphismus mit erhöhten 

Serumkonzentrationen des sTNFR1 einher (Comabella, Caminero et al. 2013). Es sei 

jedoch im Zusammenhang mit der Multiplen Sklerose auf die noch nicht verstandene 

Komplexität und Diversität des TNFα-Signalweges verwiesen, die sich in dem bereits 

erwähnten, gescheiterten Versuch die Multiple Sklerose bei Menschen mit einer anti-

TNFα-Therapie zu behandeln, zeigten (van Oosten, Barkhof et al. 1996).  Ein weiteres 

Beispiel für die Rolle des TNFR1 und dessen Regulationsmechanismus im Bereich der 

humanen Erkrankungen ist das sogenannte TNF receptor-associated periodic syndrom 

(TRAPS). Bei diesem kommt es, ausgelöst durch Mutationen im extrazellulären Bereich 

des TNFR1 (Auflistung pathogener DNA-Veränderungen: INFEVERS website 
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[http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers/]), zu periodisch auftretenden, heterogenen Symptomen, 

wie zum Beispiel Fieber, Schüttelfrost und Muskelschmerzen, aber auch Übelkeit und 

Erbrechen sowie Hautauschlägen (Saulsbury, Wispelwey 2005; Trost, Rose 2005; D'O-

sualdo, Ferlito et al. 2006). Dabei ist noch nicht abschließend geklärt, ob die Pathoge-

nese in einer Unfähigkeit des Sheddings, einer Anhäufung des fehlgefalteten TNFR1 im 

ER der Zelle oder in weiteren Pathomechanismen liegt, wobei keine Universalursache 

für alle der verschiedenen Mutationen zu existieren scheint (Kimberley, Lobito et al. 

2007). In einer aktuellen Untersuchung wurde die These aufgestellt, dass CD4+ T-Lym-

phozyten unter einem anhaltenden TNFα-Signal im Rahmen von chronischen viralen 

Infektionen, wie zum Beispiel mit dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), eine so-

genannte Erschöpfung (Balkhi, Ma et al. 2015) erleiden. Die Autoren schlussfolgerten, 

dass diese Dysfunktionalität der T-Zellen gegebenenfalls durch eine Unterbrechung des 

TNFα-Signals aufgehoben und zu einer besseren Kontrolle der Virusinfektion durch das 

Immunsystem führen könnte (Beyer, Abdullah et al. 2016). Es finden sich selbstredend 

weitere Beispiele, in denen der TNFα-Signalweg eine Rolle bei der Pathogenese ver-

schiedener Erkrankungen wie dem gesteigerten Empfinden von Schmerz, der Bildung 

von Tumoren oder kardiovaskulären Erkrankungen, spielt, und das medikamentöse Ein-

greifen in diesen Signalweg neue therapeutische Möglichkeiten eröffnet (Kalliolias, 

Ivashkiv 2015). Dies zeigt in der Zusammenschau die Bedeutung des TNFα-Signalwe-

ges und der Regulierung des TNFR1 und, dass das in dieser Arbeit beobachtete, TNFα-

konzentrationsabhängige Verhalten dieses Rezeptors von signifikanter Bedeutung ist. 

V.5 Das Versuchsdesign 

Im Hinblick auf mögliche Kritikpunkte dieser Dissertation ist zu beachten, dass das ver-

wendete Versuchsdesign seine Grenzen aufzeigt, die einen Einfluss auf das Ergebnis - 

die TNFα-konzentrationsabhängige Steigerung der Apoptoserate CD4+ T-Lymphozyten 

(Abbildung 10) - nehmen können. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Jurkat-Zellen 

handelt es sich um CD4+ T-Lymphozyten, welche im Jahre 1976 aus dem Blut eines 

ursprünglich 14-jährigen Jungen mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL) gewonnen 

wurden (Schneider, Schwenk et al. 1977). Da es sich um immortalisierte Zellen handelt 

könnte es durchaus möglich sein, dass diese Jurkat-Zellen ein verändertes Proliferati-

ons- und Apoptoseverhalten aufzeigen. Dabei werden diese Zellen in Kultur gehalten 

und somit den physiologischen Bedingungen entzogen. Im Falle der CD4+ T-Lympho-

zyten ist, der Apoptosevorgang maßgeblich von Einflüssen wie externe Stimuli zum Bei-

spiel der Aktivierung des TCR durch antigenpräsentierende Zellen (Karas, Zaks et al. 

1999) oder der Sensibilisierung der Zelle durch einflussnehmendes, auch von den Zellen 
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selbst produziertes, IL-2 (Lenardo 1991) abhängig. Es ist anzunehmen, dass diese im 

humanen Körper ablaufenden Prozesse wie schwankende Hormonspiegel und Zell-Zell-

Interaktionen in einer reinen Monokultur nur in eingeschränkten Maßen gegeben sind. 

Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass eine Änderung des Zuckerhaushaltes zu-

gunsten eines Fructosemetabolismus bei Jurkat-Zellen zu einer erhöhten Anfälligkeit für 

Apoptose in einer Zellkultur führt (Diaz-Aguirre, Velez-Pardo et al. 2016). Gleichzeitig 

schafft eine solche Zellkultur aber genau jenes Setting, das benötigt wird, um singuläre 

Einflüsse auf Zellen wie die durch TNFα, untersuchen zu können, ohne dabei andere, 

interferierende Signale oder Störfaktoren in die Messungen mit aufzunehmen. Es bleibt 

die Feststellung, dass Versuche in kontrollierten Studien am Tiermodell oder gar am 

Menschen die Realität besser abbilden, jedoch das Modell einer Zellkultur das Mittel der 

Wahl ist, um einen singulären Wirkmechanismus zu untersuchen. Zudem scheint die 

Rolle von p38 bei der Apoptose von CD8+ T-Lymphozyten eine größere zu spielen als 

bei jener CD4+ T-Lymphozyten (Merritt, Enslen et al. 2000). Im Zellkulturprojekt ist die 

Untersuchung CD8+ T-Lymphozyten jedoch schwer zu realisieren, da es an kultivierba-

ren, reinen CD8+ T-Lymphozyten mangelt. Eine mögliche Erweiterung dieser Arbeit läge 

somit darin, mit peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) zu arbeiten, das heißt die 

nötigen CD8+ T-Lymphozyten erst durch Ficollierung aus Blutproben zu gewinnen und 

durch magnetische Zellseparation von den restlichen Zellarten zu trennen.  

Ein weiterer Diskussionspunkt wäre die Wahl der Messzeitpunkte. Mit den Stimulations-

spannen von 24 h beziehungsweise 48 h wurden in dieser Arbeit verhältnismäßig lange 

Zeitspannen gewählt, so dass es sein könnte, dass mögliche Apoptoseveränderungen 

bereits vor den in dieser Arbeit verwendeten Messzeitpunkten stattgefunden haben. Da-

bei ist es schwierig einen idealen Zeitpunkt für die Messungen festzulegen. So beobach-

teten Micheau, Tschopp et al. die Bildung des Komplexes II mit Caspase 8 und FADD 

bereits nach 30 - 60 min nach der Stimulation mit TNFα. Die gebildete Menge des Kom-

plexes nahm stetig zu, erreichte nach 4 - 8 h ihr Maximum und war auch nach 16 h noch 

als lang lebender Komplex nachzuweisen (Micheau, Tschopp 2003). In der Arbeit von 

Schneider-Brachert et al., in welcher die Endozytose des TNFR1 durch eine Tempera-

turerhöhung nach TNFα-Stimulation provoziert wurde, konnte bereits nach 10 - 30 min 

eine Endozytose des Rezeptors gemessen werden (Schneider-Brachert, Tchikov et al. 

2004). Erste mitochondriale Veränderungen, die für eine beginnende Apoptose spre-

chen, wie die mitochondriale Schwellung, konnten in Jurkat-Zellen nach der Stimulation 

mit TNFα bereits nach 10 min festgestellt werden, während signifikante Veränderungen 

in den eigentlichen Effekten der Apoptose, wie der Anhäufung von Phosphatidylserinen 

in der Zellmembran, den Brüchen in der DNA oder der Aktivierung von Caspasen, erst 
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nach 12 - 24 h registriert werden konnten (Shakibaei, Sung et al. 2010). In ECs, das 

heißt Endothelzellen aus einer humanen Umbilikalvene, konnte bereits 2 h nach der Be-

handlung mit apoptotisch wirkenden Agenzien wie Natriumsalicylsäure eine Reduktion 

des TNFR1 um 50 % an der Zelloberfläche detektiert werden (Madge, Sierra-Honigmann 

et al. 1999). Die alleinige Inhibition von p38 durch den Inhibitor SB202190 in Jurkat-

Zellen zeigte nach 14 h das halbe Maximum an apoptotischen Raten, welche aber noch 

bis 50 h nach Inhibition anstiegen (Nemoto, Xiang et al. 1998), während die durch CHX 

sensibilisierten Zellen 16 - 18 h nach Stimulation mit TNFα ihr Maximum an Apoptose 

zeigten (Varghese, Chattopadhaya et al. 2001). So liegen die in dieser Arbeit gewählten 

Messpunkte, nach 24 h und 48 h, einige Zeit nach den in anderen Arbeiten ersten ge-

messenen Veränderung, allerdings ist nicht auszuschließen, dass nicht auch nach 48 h 

noch apoptotische Veränderungen in den Zellen zu beobachten sind, zumal der zeitliche 

Faktor, neben der Stimulationskonzentration, ebenfalls einen Einfluss auf das Rezeptor-

signal haben kann (Micheau, Tschopp 2003). Auch wenn die zeitliche Apoptosekinetik 

nicht im Fokus dieser Arbeit stand, da in erster Linie die Apoptose zu verschiedenen 

Zeitpunkten zur Lokalisation des TNFR1 korreliert werden sollte, hätte über entspre-

chende Vorversuche ein mögliches Apoptoseverhalten der Jurkat-Zellen auf einen kon-

kreten Zeitraum eingegrenzt werden können. Damit hätte eine Unsicherheit bezüglich 

der gewählten Zeitpunkte vermieden werden können. Hinzu kommt, dass, wie bereits 

erwähnt, in anderen Arbeiten Jurkat-Zellen eine relative Resistenz gegenüber TNFα-in-

duzierter Apoptose besitzen (Aggarwal, Moffat et al. 1984; Sugarman, Aggarwal et al. 

1985).  Es besteht folglich die Möglichkeit, dass die Methoden, mit welchen der Apopto-

segrad in dieser Arbeit quantifiziert werden sollte, nicht sensitiv genug sind, um minimale 

Veränderungen auf molekularer Ebene unter den vorgegebenen Irrtumswahrscheinlich-

keiten zu detektieren. Dies könnte auch erklären, warum in der Methode des Western-

Blots keine Veränderungen in den gemessenen Mengen apoptosevermittelnder Proteine 

zu finden sind (Abbildungen 11 – 16), während in der FACS-Analyse ein Anstieg der 

Apoptoserate gemessen wurde (Abbildung 10). In diesem Kontext sollte ebenso die Re-

levanz der gemessenen Zelltodraten in der FACS-Analyse kritisch hinterfragt werden. 

Diese befanden sich unter den verschiedenen Stimulationskonzentrationen sowie zu 

den verschiedenen Messzeitpunkten trotz des signifikanten Anstiegs im einstelligen Pro-

zentbereich. Es ist davon auszugehen, dass durch den natürlichen Zellumsatz in jeder 

Zellkultur mit einem gewissen Anteil an sterbenden Zellen - sei es aufgrund von 

Apoptose oder Nekrose - gerechnet werden muss. In dieser Arbeit konnte zwar ein sta-

tistischer Zusammenhang zwischen den steigenden Konzentrationen an TNFα und dem 

steigenden Anteil an 7AAD-positiver Zellen gezeigt werden, allerdings kann nicht mit 
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vollständiger Sicherheit von einer damit verbundenen Zunahme der Apopotose ausge-

gangen werden, da 7AAD lediglich den Verlust der Zellintegrität misst. Die Messung ei-

ner möglichen Zyotoxizität im LDH-Assay ergab keine signifikante Änderung unter der 

steigenden Konzentration an TNFα (Abbildung 21). Diese Methode könnte jedoch nicht 

sensitiv genug sein, um bei den relativ geringen Änderungen der 7AAD-positiven Zellen 

einen statistisch messbaren Effekt zu zeigen. Diese Möglichkeit wird durch die bereits 

erwähnte Diskrepanz zwischen dem steigenden Anteil 7AAD-positiver Zellen in der 

FACS-Analyse (Abbildung 10) und den unveränderten Konzentrationen apoptoserelva-

nter Proteine im Western Blot (Abbildungen 11 - 16) sowie auf der Ebene der transkri-

bierten mRNA (Abbildungen 17 - 19) unterstützt. Zudem ist TNFα ein bekannter Induktor 

der Nekrose beziehungsweise Nekroptose (Kaczmarek, Vandenabeele et al. 2013). Eine 

mögliche Lösung dieses Problems läge in der Doppelfärbung der Zellen mit 7AAD und 

Annexin V. Mit Hilfe von Annexin V können frühe apoptotische Ereignisse in der FACS-

Analyse gemessen werden. Annexin V bindet dabei an die negativ geladenen Phos-

phatidylserine, die im Rahmen der Apoptose an die äußere Zellmembranschicht trans-

lokalisiert werden (Vermes, Haanen et al. 1995). Dadurch könnte der Anteil apoptoti-

scher Jurkat-Zellen genauer erfasst werden. 

Auch die Messung der Proliferationsaktivität der Jurkat-Zellen mit Hilfe des WST-1 As-

says sollte an dieser Stelle diskutiert werden. Der Assay beruht auf der enzymatischen 

Umsetzung des wasserlöslichen WST-1 in Formazan unter der Wirkung der Nicotina-

midadenindinukleotid(NADH)-Dehydrogenase (Berridge, Herst et al. 2005). Diese Reak-

tion ist somit abhängig von einer intakten mitochondrialen Funktion und aus diesem 

Grund vielmehr ein Marker für die Zellviabilität an sich als dem Proliferationsverhalten 

der Zellen. Spezifischer könnte eine Quantifizierung der Proliferationsaktivität der Zellen 

durch die Färbung mit Carboxy-Fluorescein-Succinimidylester (CFSE) erfolgen. Der 

Farbstoff wird bei der Zellteilung in gleichem Maße an die beiden Tochterzellen verteilt, 

so dass im Anschluss die Stärke der Fluoreszenz des CFSE mit Hilfe der Durchflusszy-

tometrie bestimmt werden kann (Lyons, Parrish 1994). Auf diese Weise könnte die 

Proliferationsaktivität der Jurkat-Zellen über mehrere Zellteilungen verfolgt und quantifi-

ziert werden. Folglich könnte durch diese Färbung der Einfluss verschiedener Konzent-

rationen an TNFα beziehungsweise der Inhibition von p38 auf das Proliferationsverhal-

ten der Jurkat-Zellen spezifischer dargestellt werden als durch die Messung mit dem 

WST-1 Assay.  

Ein weiterer diskussionswürdiger Punkt, sind die eingesetzten Konzentrationen an TNFα 

(0 - 500 ng/mL). In einigen bereits bestehenden Publikationen zum Thema der TNFα-

induzierten Apoptose in Zellkulturen wurde mit Konzentrationen im unteren Nanogramm-
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Bereich gearbeitet (Varghese, Chattopadhaya et al. 2001; Schneider-Brachert, Tchikov 

et al. 2004). Auch bei Krankheiten, bei denen Inflammationen eine wesentliche Rolle 

spielen, hielten sich die gemessenen TNFα-Spiegel in vergleichbaren Bereichen auf. So 

lagen die Konzentrationen bei Patienten mit chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 

(Colitis ulcerosa, Morbus Crohn) bei ungefähr 10 pg/mL, wobei auch einzelne Werte um 

die 1 ng/mL und im akuten Schub erhöhte Konzentrationen gemessen wurden (Komatsu, 

Kobayashi et al. 2001). Bei Patienten mit schwerer Sepsis, bei der eine massive Immun-

antwort entwickelt wird, variierten die TNFα-Konzentrationen dabei von 100 – 5000 

pg/mL (Damas, Reuter et al. 1989). Im Vergleich zu diesen Arbeiten liegt die in dieser 

Dissertation verwendete Spitzenkonzentration von 500 ng/mL weit über diesem Bereich. 

Dabei existieren jedoch auch Publikationen, bei welchen bereits die Apoptose von Jur-

kat-Zellen unter TNFα-Stimulationskonzentrationen bis zu 1000 ng/mL und darüber hin-

aus in Zellkulturen untersucht wurde (Thomas, Hersey 1998; Micheau, Lens et al. 2001). 

Zudem sind bei Patienten im peripheren Blut gemessene Konzentrationen niedriger als 

die direkt im Milieu der Entzündung ausgeschütteten Konzentrationen an TNFα anzu-

nehmen. Dies wird zum einen in einer Studie angedeutet, in welcher die TNFα-Konzent-

rationen direkt im Wundsekret von chronisch venösen Beinulzera bestimmt wurden. Es 

befanden sich die meisten Werte zwischen 0 – 4 ng/mL, wobei auch ein einzelner Spit-

zenwert um die 10 ng/mL gemessen wurde (Wallace, Stacey 1998). Zum anderen zeigt 

sich diese Problematik, wenn man die geringe Halbwertszeit von TNFα betrachtet. Es ist 

schwer zu sagen, in welcher Höhe sich das TNFα am eigentlichen Ort einer Entzündung 

im akuten Stadium befindet, da die Halbwertszeit dieses Zytokins bei nur ungefähr 18 

min liegt (Oliver, Bland et al. 1993). Aus diesem Grund ist davon auszugehen, dass die 

in dieser Arbeit gewählten Konzentrationen durchaus auch dem natürlichen Abbild ent-

sprechen, vor allem im Hinblick darauf, dass in einer aktiven Entzündung mit hohen Zy-

tokinlevel jene Regulationsmechanismen, die in dieser Dissertation untersucht wurden, 

zum Tragen kommen.  
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VI. SCHLUSSFOLGERUNG 

Das Zytokin TNFα stand aufgrund seiner unterschiedlichen Funktionen und seiner unter 

anderem über den TNFR1 vermittelten Rolle in inflammatorischen Geschehen bereits 

im Zentrum zahlreicher Arbeiten. Es ist in unterschiedlichen Zellpopulationen und unter 

unterschiedlichen Bedingungen in der Lage, gegensätzliche Zellsignale auszulösen: 

Zellproliferation sowie -apoptose (Ashkenazi, Dixit 1998; Wallach, Varfolomeev et al. 

1999). Dies kann über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB, die Rekrutierung 

apoptoseauslösender Proteine (Wajant, Pfizenmaier et al. 2003) oder die Phosphorylie-

rung von MAPKs, wie p38, geschehen  (Yuasa, Ohno et al. 1998). Die genauen Regu-

lationsmechanismen, welche über das Schicksal einer Zelle entscheiden, bleiben dabei 

nicht gänzlich geklärt. Die Signaltransduktion des TNFR1 kann über zwei posttranslati-

onale Arten modifiziert werden: die Rezeptorendozytose  (Micheau, Tschopp 2003; 

Schneider-Brachert, Tchikov et al. 2004) und das Rezeptorshedding (Leeuwenberg, 

Dentener et al. 1994; Pedron, Girard et al. 2003). Auf der Grundlage einer bereits beste-

henden Arbeit unserer Arbeitsgruppe (Tietz, Hofmann et al. 2014) erstellten wir die Hy-

pothese, dass die Hemmung des p38-Signalweges in CD4+ T-Lymphozyten das Apopto-

severhalten dieser Zellen ändern und somit Einfluss auf den Verlauf autoimmuner Er-

krankungen wie dem Mausmodell der Multiplen Sklerose - der EAE - nehmen könnte. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Jurkat-Zellen zeigten in vitro nach 24 h sowie 48 h eine 

Zunahme der Apoptoserate unter steigenden TNFα-Konzentrationen. Ebenso konnte 

eine konzentrationsabhängige Abnahme des an der Zelloberfläche der CD4+ T-Lympho-

zyten exprimierten TNFR1 gemessen werden. Die Konzentration der löslichen Form des 

TNFR1, der sTNFR1, stieg unter Stimulationskonzentrationen bis hin zu 100 ng/ml an, 

um unter höheren Stimulationskonzentrationen erneut abzufallen. Die Hemmung von 

p38 nahm auf dieses beobachtete Verhalten keinen Einfluss. Somit konnte in vitro die 

ursprüngliche Arbeitshypothese nicht bestätigt werden. Jedoch konnte gezeigt werden, 

dass unterschiedliche Stimulationskonzentrationen an TNFα die Lokalisation des 

TNFR1 maßgeblich verändern und auf diesem Weg einen Einfluss auf den Signalweg 

selbst nehmen können. Abschließend kann gesagt werden, dass in Mechanismen, die 

das Rezeptorverhalten nachhaltig verändern, sei es im Bereich des Sheddings, der En-

dozytose oder folgender intrazellulärer Signalkaskaden, vielleicht die Ursache vieler Er-

krankungen des Immunsystems, besonders autoimmuner Natur, liegen und deren Ent-

schlüsselung der erste Schritt in die Richtung einer effizienten, Patienten-angepassten 

Therapie mit gegebenenfalls Aussicht auf Heilung sind.  
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VII. ZUSAMMENFASSUNG 

Für das Immunsystem ist es von immenser Bedeutung seine Abläufe streng zu regulie-

ren. Auf Antigenkontakt sollte eine starke Stimulierung gefolgt von einer Inflammation 

stattfinden, während überschießende oder autoimmune Reaktionen eingebremst wer-

den müssen. Eine Schlüsselrolle fällt dabei dem Zytokin TNFα zu, welches Zelltod wie 

auch –proliferation auslösen kann und dessen Effekte unter anderem von der MAPK p38 

mitreguliert werden. Die genauen Mechanismen, durch welche über das Schicksal der 

einzelnen Zelle entschieden wird, blieben bisher noch zu großen Teilen unbekannt. Zu 

diesem Zweck wurde in dieser Arbeit im Rahmen eines Zellkulturprojekts anhand von 

Jurkat-Zellen das Apoptoseverhalten CD4+ T-Lymphozyten unter dem Einfluss steigen-

der TNFα-Konzentrationen und der Inhibition von p38 untersucht. Ein besonderes Au-

genmerk wurde dabei auf die Lokalisation des TNFR1 gelegt, da dessen Signal auf ver-

schiedene Art und Weise, wie die Rezeptorendozytose oder dem Rezeptorshedding, 

posttranslational modifiziert werden kann. Die Ergebnisse in der FACS-Analyse zeigten, 

dass nach 24 h sowie nach 48 h, die Apoptoserate der Zellen unter steigenden Konzent-

rationen an TNFα anstieg. Die im Western-Blot bestimmten Gesamtproteinmengen der 

apoptoserelevanten Proteine cFlip, cleaved PARP, (cleaved) Caspase 3, Caspase 8 und 

Caspase 9 sowie die in der RT-PCR semiquantitativ gemessene cDNA kodierend für 

Caspase 8 und cFlip welche zuvor aus den zugehörigen mRNA Sequenzen revers 

transkribiert wurden, zeigten keine signifikanten Veränderungen. Ein 24 h nach Stimula-

tion durchgeführter LDH-Assay konnte den Einfluss von Zytotoxizität ausschließen, wäh-

rend im Proliferationsassay WST-1 eine Abnahme der Proliferationsrate beobachtet wer-

den konnte. Die in der FACS-Analyse gemessene Dichte des an Zelloberfläche expri-

mierten TNFR1 nach 24 h beziehungsweise 48 h nahm TNFα-konzentrationsabhängig 

ab, während die im Western-Blot bestimmte Proteinmenge des Rezeptors konstant 

blieb. Mit Hilfe eines ELISA konnte die Konzentration des löslichen Anteils des TNFR1, 

der sTNFR1, im Medium quantifiziert werden. Dabei gab ergab sich folgendes Bild: bei 

Stimulationskonzentrationen unter 100 ng/mL kam es zu einer nahezu Verdreifachung 

des sTNFR1 im Medium nach 24 h, während höhere Stimulationen mit TNFα zu einer 

erneuten Reduktion der Konzentration des gelösten Rezeptors führten. Die beobachte-

ten Ergebnisse wurden durch die Inhibition von p38 durch SB253080 nicht beeinflusst. 

Diese Arbeit konnte somit einen Hinweis auf einen TNFα-konzentrationsabhängigen Re-

gulationsmechanismus des TNFR1-Signalweges liefern. Dieser könnte in der Pathoge-

nese von Erkrankungen des Immunsystems, auch im Sinne von Autoimmunerkrankun-

gen, eine Rolle spielen.  
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VIII. SUMMARY 

A very important task of the human immune system is the regulation of its own pro-

cesses. When confronted by antigen, it should be stimulated and lead to an inflammation, 

while overreactions, even reactions against the own bodystructures, have to be pre-

vented as good as possible. One of the key-cytokines taking a role in this part, is TNF-

α, which can be a stimulus for cell-proliferation and –death and whose signal is mediated 

among others by p38. Though being investigated in a lot of researches before, many of 

the exact mechanisms, leading to either one of the destinies of the cell, still remain un-

known. Therefore, it was the aim of this dissertation to illuminate the behavior in apopto-

sis of CD4+ t-lymphocytes under the influence of increasing stimulations by TNFα and 

the inhibition of p38 by using Jurkat-cells in a cell culture project. Moreover, this work 

was especially focused on the localization of the TNFR1 since its signaling can be af-

fected by posttranslational modification, for instance receptorendocytosis or recep-

torshedding. The results of the FACS-analysis showed that the rate of apoptosis meas-

ured after 24 h and 48 h was raised, although the Jurkat-cells proved themselves as 

relatively resistant against TNFα-induced apoptosis. The level of apoptosis-relevant pro-

teins in the cells, such as cFlip, cleaved PARP, (cleaved) caspase 3, caspase 8 and 

caspase 9 that were analyzed by Western-Blots, did not indicate a significant change. In 

conclusion, the amount of cDNA encoding for cFlip and caspase 8 which were reverse 

transcripted from the corresponding mRNA sequences stayed on a constant rate. Cytox-

icity was excluded by a LDH-assay performed 24 h after stimulation, while a slight but 

significant reduction of the proliferation rate was observed by using the proliferation-as-

say WST-1. The density of the TNFR1 on the surface of the cells measured by FACS 

showed a reduction of 50 % in a TNFα-concentration dependent manner after 24 h or 48 

h, while the total amount of the receptor registered by Western-Bot always stayed the 

same. The concentration of the soluble TNFR1 – the so called sTNFR1 – was quantified 

by an ELISA kit after 24 h and delivered the following results: After stimulations with 

concentrations below 100 ng/mL of TNF-α the level of the sTNFR1 almost tripled, 

whereas concentrations above 100 ng/mL lead to a reduction of its rate again. The inhi-

bition of p38 by SB253080 had no effect on all the observations that were made. These 

findings could give us one more notion about the regulation mechanisms of TNFR1-sig-

naling, which can also be part of the pathogenesis of diseases concerning the immune 

system including autoimmune disorders. 
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l Liter 

min Minute 

ml Milliliter 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

ng Nanogramm 

pg Pikogramm 

rpm rounds per minute (engl. Umdrehungen pro Minute) 
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