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1 Einleitung  
 

1.1 Allgemeine Struktur und Signaltransduktion von TRAIL und den                          

     Todesrezeptoren TRAIL-R1/-R2 

Der „TNF-related-apoptosis-inducing-ligand“ (TRAIL) wurde 1995 als neues Mitglied 

der Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie (TNFSF) entdeckt und charakterisiert. In der 

humanen Form dienen 281 Aminosäuren als Grundstruktur des Typ II Transmembran-

proteins, dessen extrazellulärer C-terminaler Teil prozentual unterschiedlich sequenz-

homolog zu anderen TNFSF-Mitgliedern (z.B TNFα (23%), FasL (23%), LTα (22%), 

etc.) konserviert gestaltet ist (1). Die Tumor-Nekrose-Faktor-(Rezeptor)-Superfamilie 

(TNF(R)SF) subsumiert multiple Rezeptoren und Liganden mit unterschiedlichsten 

zellphysiologischen Steuerungsmöglichkeiten (2, 3). Bereits kurz nach der Klonierung 

des Proteins konnte das Apoptose-induzierende Potential des Todesliganden TRAIL 

detektiert werden (1, 4). In den therapeutischen Fokus rückte TRAIL nachdem gezeigt 

werden konnte, dass der Ligand als einziger Vertreter der TNF-Superfamilie selektiv 

in Tumorzellen Apoptose induzieren kann (5). Die humanen TRAIL-Rezeptoren 1 und 

2 sind aufgrund ihrer intrazellulären „death domains“ (Todesdomänen) als Zelltod-    

signal transferierende Rezeptoren funktionell vergleichbar, jedoch divergiert zelltyp-

spezifisch der Beitrag zur Apoptoseinduktion. Das am TNF-Rezeptor 1 entdeckte     

Motiv der Todesdomäne, bestehend aus 60 - 80 Aminosäuren, spielt dabei eine        

entscheidende Rolle in der Frage, ob eine Zelle eher proinflammatorisches oder 

proapoptotisches Signaling betreibt (6, 7). Strukturell weisen die Typ I Transmembran-

proteine als Subklassenvertreter der TNFRSF extrazellulär zudem drei cysteinreiche 

Domänen auf, deren sechs Cysteinreste durch Ausbildung von drei Disulfidbrücken 

zur Rezeptorstabilisierung und Ligandeninteraktion beitragen (6). Ein Nachweis der 

TRAIL-Rezeptor 1 und 2 Expression zeigte sich in verschiedensten Tumorentitäten, 

wie beispielsweise dem Kolon-Karzinom (8), dem Mamma-Karzinom (9) oder dem    

Glioblastom (10). TRAIL-Rezeptor 1 dient dabei in Pankreaskarzinomzellen, bei der 

Chronisch Lymphatischen Leukämie oder beispielsweise dem Mantelzell-Lymphom 

als Transduktor des apoptotischen Signals (11, 12, 13). Die Vielfalt der Tumor-             

entitäten, welche TRAIL Todesrezeptoren exprimieren, unterstreicht dabei die thera-                    

peutische Bandbreite einer möglichen TRAIL-induzierten Apoptose. 
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1.2 Aktivierung des extrinsischen Apoptosewegs durch TRAIL  

Trimeres TRAIL mit konsekutiver Rezeptor-Trimerisierung von TRAIL-Rezeptor 1 oder 

2 stellt das anfängliche Grundgerüst einer erfolgreichen „death inducing signaling   

complex“ (DISC) Bildung dar, welches dann als höhermolekuläre TRAIL-Formation    

eine effiziente Apoptoseinduktion einleitet. Das intrazelluläre Adapterprotein Fas-

associated protein with death domain (FADD) wird über seine „death domain“ an die 

intrazelluläre „death domain“ des TRAIL-Rezeptors rekrutiert (14, 15). Stöchiometrisch 

wird dabei ein einzelnes FADD-Molekül an drei TRAIL-Rezeptoren räumlich assoziiert. 

Durch das Vorhandensein einer sogenannten „death effector domain“ (DED) rekrutiert 

nun wiederum das Adapterprotein FADD multiple, enzymatisch-inaktive Procaspasen 

(v.a. die Initiatorcaspase 8) über deren DEDs an den membranassoziierten Komplex 

heran. Ein Kettenmodell, bei dem die erste Procaspase direkt DED vermittelt mit FADD          

homotypisch interagiert und die räumlich folgenden Procaspasen untereinander über 

DEDs verbunden sind, wurde dabei publiziert (16). Beide Initiatorcaspasen 8 und 10 

lokalisieren und aktivieren sich am DISC. Die entscheidende Initiatorcaspase innerhalb 

der ablaufenden Apoptose ist Caspase 8, deren signaltransduzierende Wirkung nicht 

von Caspase 10 generiert oder ersetzt werden kann (17). Die Aktivierung der Pro-

caspase 8 erfolgt mittels Konformationsänderung, getriggert durch räumliche Nähe 

zum DISC, sowie anschließender autokatalytischer Aktivierung und Homodimer-        

bildung (18). Der DISC als zentraler Steuerungsort und Regulator der Zelltodkaskade 

unterliegt variablen Aktivitätsmodulatoren. Cullin 3 polyubiquitiniliert als E3-Ligase 

kleine katalytische Untereinheiten der Caspase 8 Moleküle, was p62 vermittelt zu einer          

Stabilisierung der aktivierten Initiatorcaspasen und damit auch zur gesteigerten DISC-

Aktivierung führt (19). Das Ubiquitinsystem besitzt darüber hinaus auch DISC               

aktivitätsmindernde Eigenschaften, beispielsweise über die E3 Ligase TRAF 2 (TNF-           

receptor associated factor 2). Caspase 8 Moleküle werden mittels K48 konjugierter 

Ubiquitinketten an der großen katalytischen p18 Untereinheit markiert. Die DISC-       

Aktivität wird dann durch die TRAF 2 getriggerte proteosomale Degradation der 

Caspasen in Folge herabgesetzt (20). Eine weitere Regulationsmöglichkeit der TRAIL-                          

induzierten Apoptose bieten die sogenannten cFLIP-Proteine (cellular FLICE-like        

inhibitory proteins).  
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Drei verschiedene Splicevarianten (cFLIP-long 55 kDa; -short 27kDa; -Raji 25 kDa) 

werden auf Proteinebene exprimiert und fungieren teils divergent zueinander. Je nach 

Expressionsniveau bieten die cFLIP-Isoformen der Zelle also die Möglichkeit, aufgrund 

der kurzen Proteinhalbwertszeit schnell auf eine veränderte Zellhomöostase reagieren 

oder Resistenzen gegenüber der TRAIL-induzierten Apoptose ausbilden zu können. 

Die Isoformen cFLIP-short und -Raji können dabei an das Adapterprotein FADD               

binden, ohne dabei jedoch das proapoptotische Signal, wie Initiatorcaspase 8, weiter-

zuleiten. Die Isoform cFLIP-long zeigt je nach Expressionsniveau unterschiedliche           

Wirkungsweisen. Proapoptotisch wirksam bei eher geringeren Expressionsraten und 

konträr dazu antiapoptotisch wirksam bei hohen Expressionsniveaus (21, 22). Ziel der 

DISC-Bildung ist die Effektorcaspasen Aktivierung, um das am Todesrezeptor            

generierte Zelltodsignal innerhalb der Signalkaskade weiterführen zu können. 

1.3 Crosslink extrinsischer und intrinischer TRAIL-aktivierter Apoptoseweg 

Das über den TRAIL-Todesrezeptor nach intrazellulär transportierte Zelltodsignal wird 

dabei abhängig vom Zelltyp auf zwei unterschiedlichen apoptotischen Signal-                

kaskaden weitergeleitet. Typ-I Zellen erreichen eine DISC-Aktivierung, deren Stärke 

eine Initiatorcaspase-8 Aktivierung mitsamt konsekutiver Effektorcaspasen                  

Beteiligung und Apoptoseinduktion initiiert. Typ-II Zellen, denen eine robuste               

Aktivierung von Effektorcaspase 3 auf direktem DISC-Wege nicht gelingt, nutzen das 

Mitochondrium als Amplifikationsort des Zelltodsignals. Die am DISC aktivierte 

Caspase 8 spaltet das BH3-only Protein Bid am Aspartatrest 60 proteolytisch, mit einer 

sich daran anschließenden Translokation von tBid zum Mitochondrium (23). Das 15 

kDa große tBid enthält dabei den C-terminalen Bid-Proteinanteil (24). Die Proteine Bax 

und Bak liegen im nicht aktivierten Zustand als Monomere vor und wechseln erst nach 

erfolgter Konformationsänderung im Rahmen der Aktivierung in einen oligomerisierten 

Zustand (25, 26, 27). Eine von Bax und Bak induzierte Porenbildung führt final zur 

Permeabilisierung der äußeren Membran (MOMP: mitochondrial outer membrane             

permeabilization) und zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren wie Cytochrom c      

oder SMAC (second mitochondria derived activator of caspases) (28). Bax liegt dabei 

überwiegend im Zytosol lokalisiert vor und nur ein geringer Teil weist eine Membran-

assoziation auf.  
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Antiapoptotisch wirksame Proteine, wie beispielsweise Bcl-xL, sorgen durch eine      

Retranslokation dafür, dass Bax als potentiell porenbildendes Protein in ‚steady-state‘ 

Bedingungen nur sehr eingeschränkt zur Verfügung steht (29).   

Abbildung: Schema der TRAIL-induzierten Apoptose. Modifiziert nach Karstedt, Montinaro et al (30). 

Nach der Bindung von trimerem TRAIL an die trimerisierten TRAIL-Todesrezeptoren 1 oder 2, erfolgt 

über die Rezeptor-Todesdomänen („death domains“) die Rekrutierung des Adapterproteins FADD an 

den Rezeptorkomplex. Durch Interaktion der Todeseffektordomänen („death effector domains“) wird nun 

vor allem die Initiatorcaspase 8 im Anschluss an den membranassoziierten Komplex heran-                       

rekrutiert. Typ-I Zellen aktivieren in der Folge direkt die Effektorcaspasen, während Typ-II Zellen das 

Mitochondrium nutzen, um das Zelltodsignal zu verstärken. Über tBid wird das Zelltodsignal zum                 

Mitochondrium transferiert und dort mittels Bax und Bak induzierter Porenbildung durch konsekutive 

Freisetzung proapoptotischer Moleküle, wie bspw. Cytochrom c, verstärkt. Die gemeinsame Endstrecke 

erfolgt unter anderem über die aktivierte Effektorcaspase 3 und die letztliche Apoptoseinduktion. 

 

1.4  Resistenzmechanismen der TRAIL – induzierten Apoptose  

An der Zelloberfläche bietet die TRAIL-Rezeptorexpressionsrate einen Angriffspunkt, 

um eine TRAIL-Resistenz induzieren zu können. Bei Zellen der Akuten Lymphatischen 

Leukämie konnte gezeigt werden, dass eine verminderte Expression von TRAIL-       

Rezeptor 1 negativ mit der Zelltodrate korreliert (31). Mutationen an der intrazellulären 

Todesdomäne oder der Ligandenbindungstasche zeigten, dass die Rezeptorintegrität 

entscheidend für eine potente Apoptoseinduktion ist (32).  
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Auf verschiedene Art und Weise kann es den Tumorzellen gelingen, das transferierte 

Todessignal innerhalb der ablaufenden Signalkaskade zu inhibieren. Eine Möglichkeit 

die TRAIL-Sensitivität der Tumorzellen zu beeinflussen, besteht durch Modulation der 

sogenannten IAPs (inhibitor of apoptosis proteins). XIAP, cIAP1 und cIAP2 spielen 

dabei in der TRAIL-induzierten Zelltodkaskade eine besondere Rolle. Durch direkte 

Caspasenhemmung oder durch Ubiquitin vermittelte Markierung für den proteo-          

somalen Abbau, greifen die IAPs antiapoptotisch in den Zelltodprozess ein. Eine          

erhöhte XIAP / cIAP Expressionsrate kann also ebenfalls mit einer gesteigerten                

Therapieresistenz von Tumorzellen assoziiert sein (33). Typ-II Zellen sind aufgrund 

ihrer mitochondrialen Abhängigkeit anfällig für eine Resistenzentwicklung durch die 

Hochregulation antiapoptotischer Proteine oder die Expressionsminderung pro- 

apoptotischer Proteine. Innerhalb der TRAIL-induzierten Signalkaskade wurde                 

beispielsweise eine Hochregulation antiapoptotisch wirksamer Proteine, wie Bcl-2, 

Bcl-xL oder Mcl-1, sowie ein Bax Expressionsverlust als potentieller Resistenzgrund 

eruiert. Durch eine Aktivierungsblockade der porenbildenen Proteine Bax und Bak            

sorgen Bcl-2, Bxl-xL oder Mcl-1 dabei für eine Fehlregulation der apoptotischen             

Signalkaskade (34, 35, 36, 37).  

1.5  Hyperosmolarer Stresseinfluss auf Tumorzellen 

Erste Ergebnisse hinsichtlich eines Natriumchlorid spezifischen Effekts auf Tumor-   

zellen wurden 1960 publiziert. An HeLa Zellen konnte gezeigt werden, dass die Zellen 

eine Natriumchlorid Konzentration von 100-130 mM im Zellkulturmedium optimal für 

ein gesteigertes Wachstum nutzen können. Bei höheren Konzentrationen zeigten die 

HeLa Zellen allerdings eine deutlich verminderte Wachstumsrate. Bei eingesetzten 

NaCl Konzentrationen von 190 oder 220 mM Natriumchlorid konnten pro Zelle im          

Medium vermehrte RNA- und Proteinmengen detektiert werden, zusammen mit einer 

eher gleichbleibenden DNA-Menge ein Hinweis auf eine osmotisch induzierte            

Dysfunktion der Zelle (38). In Vorarbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass hyper-       

osmotischer Stress beispielsweise HeLa Zellen, mit natürlicher Resistenz gegenüber 

einer TNFα-induzierten Apoptose, für eben selbige sensitivieren und eine veränderte 

Aktivierbarkeit des intrinsischen Apoptosewegs bedingen kann (39). 
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1.6  Fragestellung und Ziel der Arbeit  

Die Selektivität der Zelltodinduktion unterscheidet den Todesliganden TRAIL beispiels-

weise von anderen Mitgliedern der Tumornekrose-Superfamilie, wie TNF- oder Fas- 

Liganden, welche ihr proapoptotisches Tumorwirkspektrum mit teils letalen Neben-         

wirkungen kompromittierten (40, 41). Der alleinige TRAIL-Einsatz in nicht malignen 

Gewebsarten hingegen, zeigte primär keinen systemzytotoxischen Effekt und führte 

darüber hinaus bei den ersten in vitro und in vivo Untersuchungen in unterschiedlichen 

Tumorentitäten zu einer verminderten Tumorprogression und einer gesteigerten          

Tumorzelltodrate (42). Neben den Schwierigkeiten, das vielversprechende prä-            

klinische Potential in klinische Studien transferieren zu können, rückten zunehmend 

Resistenzmechanismen in den Mittelpunkt der TRAIL-Forschung. Die Mechanismen 

der TRAIL Resistenz sind dabei ein Grund für den bisher geringen klinischen Erfolg. 

Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen ob durch hyperosmotischen 

Stress die Apoptoseinduktion der TRAIL-Todesrezeptoren in Tumorzellen mit                         

ansonsten geringer TRAIL-Responsivität gesteigert werden kann. 
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2 Methoden 
 

2.1 MTT-Zytotoxizitätsassay  

In 96-Multiwell-Platten wurden pro Well 2 x 104 Zellen in 50 µl Medium eingesetzt (bzw. 

7 x 104 REH und TF-1-Zellen). Nach simultaner Stimulation von jeweils zwei Wells mit 

TRAIL und NaCl oder einer anderen osmotisch wirksamen Substanz, wurden die               

Zellen nach 18 h mit je 10 µl MTT pro Well pipettiert und die 96-Multiwell-Platte                   

daraufhin für 2 h bei 37° C inkubiert. Um die Reduktion des MTTs zu stoppen wurden 

im Anschluss 90 µl MTT-Lysepuffer pro Well addiert und die Platte wiederum bei            

37° C über Nacht inkubiert. Der Mittelwert eines unbehandelten Duplikats wurde als 

100 % festgelegt und die Färbeintensität der Stimulationsgruppen darauf prozentual                      

bezogen. Die Datenpunkte der Graphen entsprechen den Mittelwerten der zwei Wells 

von drei unabhängigen Experimenten.  

 

2.2 Caspase-Aktivitätsmessung  

Die zu messenden Zellen (2 x 104 bzw. 3 x 104 / Well) wurden in eine 96-Blackwell-        

Zellkulturplatte (Flachboden) ausgesät und nach Inkubation über Nacht für unter-

schiedliche Zeitspannen stimuliert. Um die entsprechende Caspasen-Aktivierung              

detektieren zu können, wurde das Caspase-spezifische Cell MeterTM Activity Apoptosis 

Assay Kit (AAT Bioquest Incorporated,Sunnyvale, Californien, USA) verwendet.           

Analog zum Hersteller-Protokoll wurde nach Ablauf der Zellstimulation das Caspase 

Substrat in Kombination mit dem Assay-Puffer in einer Menge von 100 µl pro Well 

dazugegeben und für 1 h bei Raumtemperatur dunkelinkubiert. Die 96-Blackwell-Platte 

wurde im Anschluss für 3 Minuten bei 300 g abzentrifugiert und anschließend mit dem 

Victor³ Multilabel Reader (Perkin Elmer Incorporated, Waltham, MA, USA) aus-                

gewertet.  
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2.3 Durchflusszytometrie  

Phosphatidylserin, als physiologisch im Zytosol lokalisiertes Phospholipid, kann durch 

den Apoptose induzierten Zusammenbruch der Zellmembran mittels einer Annexin-V-            

Färbung calciumabhängig an der extrazellulären Seite der Zellmembran detektiert   

werden (43, 44). 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) wird dabei zusätzlich als fluores-          

zierender Interkalator eingesetzt. Nur in permeabilisierten, avitalen Zellen kann 7-AAD 

an die DNA binden und eine im FACS detektierbare, spektrale Verschiebung                        

generieren (45). 0,5 x 106 Zellen wurden dafür pro Zellkulturschale ausgesät und nach 

16 h Stimulation in ein 15 ml Falcon übertragen. Nach wiederholter Zentrifugation (500 

g / 5 min) und zwischenzeitlicher Resuspension in jeweils 100 µl FACS-Puffer wurde 

jede Zellprobe mit 4 µl Annexin und 3 µl 7-AAD für 15 Minuten bei 4° C lichtgeschützt 

inkubiert (46). Nach Ablauf der Zeit wurden 300 µl Annexin-Färbepuffer pro                   

Messgruppe addiert und die einzelnen Proben an einem Durchflusszytometer (FACS 

Canto II, BD Biosciences) ausgewertet. Durch Zugabe eines TRAIL-Rezeptor spezi-

fischen Phycoerythrin(PE)-konjugierten Antikörpers (ProSci, Poway, Californien, USA) 

oder einer Isoform (R&D Systems, Minnesota, USA) konnte die zelloberflächliche            

Rezeptorexpressionsrate erfasst werden. BAX Konformationsänderungen wurden 

äquivalent wie in (47) beschrieben detektiert. Zur Messung mitochondrialen Membran-

potentials wurde das MitoScreen Kit (#551302, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA)                       

verwendet.  

 
2.4 Western Blot 

Nach vierminütiger Zentrifugation (400 g, Eppendorf Centrifuge 5417R) wurde der Zell-

pelletüberstand mittels Vakuumpipette abgesaugt. Das Zellpellet wurde anschließend 

mit 200 µl 1x Tritonlysepuffer  (TBS mit 1 % Triton) resuspendiert und 40 Minuten auf 

Eis gelagert. Durch Zugabe des nicht-ionischen Detergens Triton X-100 bricht die Zell-

membranintegrität zusammen und zytosolische Proteine können detektiert werden. 

Nach 40 Minuten wurde das Eppendorf-Cup mit den lysierten Zellen für 20 Minuten bei 

4° C und 20.000 g erneut abzentrifugiert. 150 µl des Überstands wurden mit 50 µl 4 x 

Laemmli Puffer (+ 165 µl Mercaptoethanol frisch zugegeben) versetzt und im                

Anschluss bei 96° C für 5 Minuten aufgekocht. Nach SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-

phorese wurden die Gele auf Polivenylfluorid-Membranen transferiert.  

https://www.google.de/search?q=Minneapolis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MMmurEwrUOIEsdMKqsrTtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAMUpzC1FAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj4v9qJmvPfAhWGlSwKHbymDFcQmxMoATARegQIBRAE
https://de.wikipedia.org/wiki/Franklin_Lakes
https://de.wikipedia.org/wiki/Franklin_Lakes
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Nach Ablauf des Transfers wurde die Blot-Kassette aus dem Tankblot entnommen und 

die Membranen für 1-2 h in Blockpuffer (TBS (Tris-buffered saline) mit 5 % Mager-

milchpulver (w/v) und 0,1 % Tween 20 (v/v)) gelegt, um unspezifische Bindungsstellen 

für Proteinbindungen auf der PVDF-Membran zu blocken. Die Membranen wurden            

danach mit dem spezifischen Primär-Antikörper (6-9 mL, gelöst in Roti®-Block) gegen 

das entsprechend gesuchte Protein über Nacht bei 4° C inkubiert. Am Folgetag wurden 

die Membranen zweimal mit je 10 mL TBS–T (0,05 %) gewaschen und dann für 2 h 

mit dem jeweils passenden HRP-gekoppelten Sekundär-Antikörper (6-9 mL, gelöst in 

Blockpuffer) bei 4° C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T im Anschluss 

wurden die Membranen mit je 5 ml ECL-Western Blot Substrat Lösung bzw. 1 mL          

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific 

Inc, Waltham, USA) (4 mL Luminol in 0,1 M TBS, 400 µl Dimethylsulfoxid, 1,3 µl H2O2 

bzw. 500 µl SuperSignal® West Femto Stable Peroxide Buffer, 500 µl SuperSignal® 

West Femto Luminol Enhancer Solution) benetzt und daraufhin am INTAS Chemilux 

Pro via INTAS ChemoCam Western Blot Imaging System (Intas Science Imaging         

Instruments GmbH, Göttingen, Deutschland) ausgewertet.  

 
2.9 Statistische Auswertung  

Die aufgetragenen Datenpunkte entsprechen jeweils unabhängigen Experimenten, 

angegeben mit Mittelwert +/- Standardfehler. Verglichen wurde mittels Student's t-test 

(in den Graphiken mit *p ≤ 0.05, **p ≤0.01, ***p ≤ 0.001 und ****p < 0.0001 gekenn-

zeichnet).
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3 Diskussion  
 

3.1 Aktuelle Studienlage  

TRAIL präsentiert im Vergleich mit anderen Vertretern der TNFSF ein relativ schmales 

Nebenwirkungsprofil. Eine letale Hepatotoxizität oder eine systemische Reaktion, wie 

unter Einsatz von rekombinanten Fas-Liganden oder Fas-agonistischen Antikörpern 

beobachtet, konnte nicht oder nur in abgeschwächter Form detektiert werden (48, 40). 

Mit dem Ziel das vielversprechende in vitro-Potential in klinische Studien transferieren 

zu können, wurden 1999 die erste Ergebnisse mit Dulanermin publiziert, der ersten 

und einzigen rekombinant-konstruierten und in klinischen Studien getesteten TRAIL-

Variante (42). In den sich anschließenden Phase-I-Studien konnte die gute                        

Verträglichkeit des synthetischen Todesliganden auch in Kombination mit             

Chemotherapeutika mehrfach bestätigt werden (49, 50). Die daraufhin angestrebten 

randomisiert-kontrollierten Studien zeigten allerdings, dass kein signifikant vermehrtes 

klinisches Ansprechen durch TRAIL und einen Kombinationspartner (wie Chemo-     

therapeutika) generiert werden konnte. Weder beim Nicht-kleinzelligen Lungen-          

karzinom, noch beim Non-Hodgkin Lymphom konnte beispielsweise ein gesteigertes, 

antitumoröses Ansprechen induziert werden (51, 52). Die bisher einzig publizierte 

Phase III Studie mit signifikant besserem Outcome mit Blick auf das progressionsfreie 

Überleben wurde allerdings auch an Patienten mit fortgeschrittenen Nicht-kleinzelligen 

Lungenkarzinomen durchgeführt. Dabei zeigte der kombinatorische Ansatz mit              

Dulanermin, Cisplatin und Vinorelbin, verglichen mit der Kontrollgruppe, allerdings 

auch keinen signifikanten Vorteil im Gesamtüberleben (53). Durch die Entwicklung 

spezifischer Antikörper konnte selektiv, je nach Zelloberflächenprofil, über den jeweils 

dominierenden TRAIL-Todesrezeptor der Tumorentität Zelltod induziert werden. 

Mapatumumab ist bis heute der einzige TRAIL-R1 spezifische Antikörper mit klinischer 

Studienbeteiligung. Für TRAIL-R2 wurden mit Conatumumab, Lexatumumab,                     

Tigatuzumab, Drozitumab und LBY-135 verschiedene agonisitsche Antikörper            

entwickelt, jedoch zeigte sich auch hier, wie bei Mapatumumab, dass in sämtlichen 

Phase I / II Studien nur ein mäßiger Erfolg mit Blick auf ein besseres Therapiean-

sprechen verzeichnet werden konnte.  
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Weder singulär, noch im kombinatorischen Ansatz mit einem Chemotherapeutikum         

oder dem Proteaseinhibitor Bortezomib konnte durch Dulanermin oder einen der 

TRAIL-spezifischen Antikörper ein signifikanter, antitumoröser Effekt erzielt werden 

(54, 55, 56, 57, 58, 59).  

3.2 Sensitiverung der Zellen für TRAIL-induzierte Apoptose  

Die Ergebnisse dieser experimentellen Arbeit konnten zum ersten Mal zeigen, dass 

osmotischer Stress gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose sensitivierend wirkt.             

Zahlreiche Studien wurden bisher durchgeführt, um das in vitro Potential des Todes-

liganden TRAIL quantifizieren zu können. Unterschiede, zu dem in dieser Arbeit durch 

TRAIL und osmotischen Stress erzielten apoptotischen Phänotyps, zeigten sich unter 

anderem in der Zelltodrate der Tumorzellen oder korrelierenden Veränderungen inner-

halb der TRAIL-induzierten Signalkaskade. Während oftmals zwischen 10 und 70 Pro-

zent der Tumorzellen, bei kombinatorischem Einsatz von TRAIL (oder einem TRAIL-

Rezeptoragonisten) und einem weiteren sensitivierenden Stimulus in die Apoptose 

transferiert wurden, konnten unter Einsatz von Natriumchlorid und TRAIL, je nach Zell-

typ 80 – 90 % der Tumorzellen eradiziert werden (60, 61, 62). Im Rahmen von Studien 

konnten viele Sensitivierungsmechanismen kausal auf zelloberflächliche bzw. zell-    

interne Veränderungen zurückgeführt werden. Hochregulation von TRAIL-Rezeptor 2 

oder eine cFLIP-Modifikation wurden beispielsweise als korrelierende Zelladaptionen 

im Rahmen einer gesteigerten TRAIL-induzierten Apoptose ermittelt (63, 64). Die       

Rezeptorexpression und die untersuchte Proteinkomposition der SK-Mel-3 und 

HCT116 Zellen, zeigten hingegen unter singulärer Natriumchlorid Stimulation keine 

oder nur geringe Veränderungen, wie eine verminderte Mcl-1 Expression der HCT116 

Zellen. Das sensitivierende Natriumchlorid führte im kombinatorischen Einsatz mit 

TRAIL zu einer potent ablaufenden Zelltodkaskade mit entsprechenden Protein-        

modifikationen (z.B. Prozessierung von  Bid), jedoch ohne, wie bei anderen Studien 

gezeigt, singulär als Natriumchlorid quantitative Zellveränderungen bspw. auf Ebene 

der pro- oder antiapoptotischen Proteine zu initiieren. Der Signaltransport über Bid 

bzw. tBid hin zum Mitochondrium erwieß sich dabei als entscheidend. Bei den              

kolorektalen HCT116 Karzinomzellen konnte so mittels Bid-Knockout Systemen         

gezeigt werden, dass die HCT116 Zellen zum einen Typ-II Zellen sind und die               

mitochondriale Amplifikation des TRAIL-induzierten Zelltodsignals bei den Typ-II 

HCT116 Zellen obligat Bid abhängig ist (65).  
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Bid als Schnittstelle zwischen extrinsischer und intrinsischer Apoptose scheint auch 

bei osmotischer Stressinduktion essentiell für eine potent ablaufende TRAIL-induzierte 

Signalkaskade zu sein. Durch den sehr geringen Zellviabilitätsabfall im Bid-Knockout 

System, konnte bei den HCT116 Zellen auch ein Wechsel von einem Typ-II hin zu 

einem Typ-I abhängigen Zelltodsystem unter osmotischer Stressinduktion                   

ausgeschlossen werden. Voruntersuchungen im TRAIL sensitivierten HCT116                  

Zellsystem hatten teils einen Wechsel von Typ-II zu Typ-I Zellen beschrieben (66).   

Bax / Bak-Doppelknockout Zellsysteme und die nicht vorhandene gesteigerte Zelltod-

rate unter TRAIL und NaCl Einsatz, ließen Rückschlüsse zu auf die wichtige Rolle des 

Mitochondriums und der Permeabilisation der äußeren Mitochondrienmembran.        

Unsere Ergebnisse zeigten, dass die Tumorzellen durch hyperosmotischen Stress im 

Zellumfeld auf mitochondrialer Ebene eine Abhängigkeit von antiapoptotisch wirksa-

men Proteinen der BCL-2 Familie entwickelten. Bcl-xL konnte dabei unter anderem 

durch den Einsatz von selektiven Bcl-xL-Inhibitoren als entscheidendes Protein im 

HCT116 Zellsystem charakterisiert werden (Fig. 6g im Manuskript). Die anti-         

apoptotische Bcl-xL-Kapazität, als direkter Regulator / Inhibitor der Effektorproteine 

Bax / Bak (z.B. durch eine Bax Retranslokation vom Zytosol ins Mitochondrium) reichte 

dann bei Zugabe des Todesliganden TRAIL nicht mehr aus, um eine Apoptose-             

induktion verhindern zu können (29, 67). Hyperosmotischer Zellstress induziert also 

eine Art „mitochondriales Priming“, welches in einer möglicherweise zelltyp-                

spezifischen Bcl-2 Proteinabhängigkeit die antiapoptotischen Kapazitäten der Zelle 

herabsetzt. Dadurch kann die Zelle bei ankommendem Todessignal auf intrinsischem 

Weg die Permeabilisation des Mitochondriums nicht verhindern.  

 
3.3 Translationaler Ausblick und Zusammenfassung  

Der Todesligand TRAIL stellte nach seiner Entdeckung einen neuen Ansatz dar,              

selektiv in Tumorzellen Apoptose induzieren zu können. Vor dem Hintergrund,                  

Therapieerfolge gerade auch bei Apoptose resistenten Tumorentitäten erzielen zu     

wollen, war es Ziel dieser Arbeit, TRAIL-resistente Zelllinien in vitro erneut für die 

Apoptose sensitivieren zu können. Wir konnten in unserer Arbeit osmotischen Stress 

im Tumorumfeld als neuen, verstärkenden Faktor einer TRAIL-induzierten Apoptose 

charakterisieren.  
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Viele bereits klinisch eingesetzte Zytostatika zielen wirkmechanistisch auf eine Dere-

gulation der Bcl-2 kontrollierten, intrinsischen Apoptose ab und auch in Tumorzellen 

unter hypertonen Bedingungen zeigte sich, dass das Mitochondrium als Kontroll-     

zentrum der intrinsischen Apoptose entscheidend für eine gesteigerte TRAIL-                    

induzierte Apoptose ist (68). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass durch die 

Hemmung und Bindung antiapoptotischer Bcl-2 Proteine Tumorzellen in ihrer Fähig-

keit proapoptotische Signale kompensieren zu können kompromittiert werden (69). 

Mechanistisch konnten wir auch bei hyperosmotischen gestressten Zellen eine Art     

„mitochondriales Priming“ detekieren, welches zusammen mit dem ankommenden 

TRAIL-induzierten Todessignal die Zellen vermehrt in die Apoptose treibt. Eine Bcl-xL-

Abhängigkeit der mitochondrialen Integrität könnte dabei zelltypspezifisch sein und in 

anderen Zelllinien von differenten Proteinen abhängen. Ein Transfer in die Klinik 

könnte perspektivisch auf zwei Wegen erfolgen: Zum einen über weiterführende,       

mechanistische Untersuchungen mit dem Ziel den Wirkmechanismus des kombinato-

rischen TRAIL und Osmostress-Einsatzes molekular zu mimikrieren oder über die     

Generierung eines lokalen, hypertonen Kompartiments (bspw. beim Malignen             

Melanom). Hypertonizitäten (von ca. 40 mM Na+) wurden bisher beispielsweise im 

Rahmen von ablaufenden bakteriellen Entzündungen in der menschlichen Haut ge-

messen (70). Unter Hochsalzdiäten generierte Hyperosmolaritäten konnten zudem in 

der Haut, im Muskel- und anderen Gewebsarten beobachtet werden (71, 72). Gleich-

wohl physiologische Prozesse, wie eine Diffusion der Osmolyte, hierbei mit zu berück-

sichtigen wären.  
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Supplementary Figure S1: Hyperosmotic stress enhances TRAIL-induced apoptosis in various cancer cell 

lines. 

(a) HCT116 and SK-Mel-3 cells were cultured in the presence and absence of NaCl (75 mM). After washing and 

lysis, Western blot analyses were performed with antibodies specific for the indicated proteins. Data shown are 

representative of 2 experiments performed. (b-f) IGR-1, A2058, HT-29, REH and PCI-68 cells were challenged 

with the indicated concentrations of KillerTRAIL in the presence and absence of the NaCl (75 mM). Shown are 

data points and mean±S.E.M. from three independent experiments. (g) HCT116 spheroids were challenged with 

KillerTRAIL (128 ng/ml) in the presence and absence of NaCl (75 mM) and subsequently stained with MTT (4 h). 

Data shown are representative of 3 experiments performed. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, *p < 0.0001. 
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Supplementary Figure S2: Enhanced TRAIL cytotoxicity under hypertonic conditions is not attributable 

to TNF secretion or changes in TRAIL-receptor expression. 

(a and b) HCT116 and SK-Mel-3 cells were challenged with the indicated concentrations of KillerTRAIL in the 

presence and absence of NaCl (75 mM) or TNF (200 ng/ml). Shown are data points and mean±S.E.M. from three 

independent experiments. (c) Cell surface expression of TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3 and TRAIL-R4 was 

analyzed in HCT116 cells using flow cytometry. Data shown are representative of two experiments performed. 
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Supplementary Figure S3: tBID-triggered MOMP is essential for hypertonicity-mediated enhancement of 

TRAIL-induced apoptosis. 

(a) HCT116 BAX knockout cells and HCT116 BAK knockout cells were challenged with the indicated concent-

rations of KillerTRAIL in the presence and absence of NaCl (75 mM). Shown are data points and mean±S.E.M. 

from three independent experiments. (b) HCT116 BAX/BAK double-knockout cells were challenged with the 

indicated concentrations of KillerTRAIL for 6 h in the presence and absence of NaCl (75 mM). Cells were subse-

quently analyzed by flow cytometry for 7-AAD- and annexin-V-positivity. Data shown are representative of two 

experiments performed. (c) Lysates from HCT116 wild-type, BAX KO, BAK KO and BAX/BAK DKO were ana-

lyzed using Western blot with antibodies specific for the indicated proteins. (d) Lysates from HCT116 wild-type, 

BID KO and BID KO reconstituted with BID wt, BID G94E and BID D60E were analyzed using Western blot 

with antibodies specific for the indicated proteins. Detection of tubulin served as a loading control. Data shown 

are representative of two experiments performed.        

 

 

Supplementary Figure S4: Hyperosmotic stress does not change expression levels of BCL-2 family pro-

teins. 

(a and b) SK-Mel-3 cells were challenged with KillerTRAIL (32 ng/ml) for 9 h in the presence and absence of 

NaCl (75 mM). After washing and lysis, Western blot analyses were performed with antibodies specific for the 

indicated proteins. Detection of tubulin served as a loading control. The dashed line in (b) indicates that different 

cell lysates were used for BCL-2 detection. Data shown are representative of at least two experiments performed. 
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