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1 Einleitung 

1.1 Virale Hepatitis-Infektionen 

Virale Hepatitis-Infektionen haben, unabhängig vom Typ des auslösenden Virus, 

ein recht einheitliches klinisches Bild (Greten 2002 und Classen, Diehl, Kochsiek, 

5. Auflage 2004). Nach einer unterschiedlich langen Inkubationszeit kommt es 

etwa 2 Wochen vor dem Auftreten der akuten Virushepatitis zunächst zu 

allgemeinen Symptomen wie Müdigkeit, Abgeschlagenheit, Appetitmangel, 

Gewichtsverlust, Gelenkbeschwerden, Kopfschmerzen, Druckgefühl im Bereich 

des rechten Oberbauches sowie zu Fieber. Beim Ausbruch der akuten 

Virushepatitis kommt eine Verminderung des Geschmacks- und des 

Geruchssinnes sowie bei einem Teil der Patienten eine Hellfärbung des Stuhls  

verbunden mit einer Dunkelfärbung des Urins hinzu. Weitere Symptome sind 

Gelbfärbung der Haut und des Augapfels verbunden mit Hautjucken. 

Weitere Befunde während einer Virushepatitis sind entzündliche Veränderungen 

der Leber, in deren Zuge es oft zu einer Hepatomegalie (Lebervergrößerung) 

kommt. Durch diese Konsistenz-Vermehrung kommt es zu Leber-Schmerzen, die 

durch die Kapsel-Spannung hervorgerufen wird. Häufig werden während einer 

akuten Virushepatitis eine Vergrößerung der Milz und Lymphknoten-

Schwellungen im Halsbereich beobachtet. 

Kommt es im Verlauf der Krankheit zu keiner vollständigen, sondern nur zu einer 

teilweisen Ausheilung, so spricht man von einer chronischen Infektion. Diese 

kann bei Hepatitis B, C und D mit einer Inzidenz von bis zu 80% auftreten. Bei 

einer chronischen Hepatitis bleiben einige der allgemeinen Symptome erhalten: 

Müdigkeit, Abgeschlagenheit, Leistungsminderung sowie Gelenkbeschwerden.  

Häufige Folgeerkrankung einer chronischen Hepatitis ist die Leberzirrhose, die 

eine Präkanzerose darstellt und sich in Abhängigkeit von der zugrundeliegenden 

Ätiologie der Zirrhose mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,5-5% pro Jahr zu 

einem primären hepatozellulären Karzinom (HCC) weiterentwickeln kann. 

1.1.1 Hepatitis B Virus (HBV) 

Weltweit sind 350 Millionen Menschen mit dem Hepatitis B Virus (HBV) 

infiziert (WHO 1996). Das Virus wird sowohl über Blut als auch über sexuelle 

Kontakte übertragen. Dabei ist seine Infektiosität etwa 100 mal so groß wie die 
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des AIDS-Virus. Eine weitere Verbreitungsmöglichkeit, die in Endemiegebieten 

in Mittelafrika sowie Südostasien eine besonders wichtige Rolle spielt, ist die 

perinatale Übertragung. Chronisch infizierte Mütter übertragen dabei das Virus 

bei der Geburt auf ihre Kinder. Diese Kinder entwickeln dann mit hoher 

Wahrscheinlichkeit (>90%) eine chronische Hepatitis, was sehr zur hohen 

Prävalenz chronisch erkrankter Träger in den Endemiegebieten beiträgt. Bei den 

erwachsenen Infizierten hingegen entwickeln aus einer akuten Virus-Infektion, 

die häufig ohne erkennbare Symptome verläuft, nur etwa 5-10% eine chronische 

Infektion. Dies führt zu einem deutlich erhöhten Risiko, Leberzirrhose und ein 

hepatozelluläres Karzinom zu entwickeln (Chisari, 1995). Die Häufigkeit von 

HBV-Infektionen in den Endemiegebieten sowie die hohe Wahrscheinlichkeit, ein 

hepatozelluläres Karzinom zu entwickeln, machen die Erforschung möglicher 

präventiver Maßnahmen dringend notwendig. Hierzu soll diese Arbeit beitragen. 

 

HBV ist dabei nicht selbst zytopathogen. Die in Folge der Virus-Infektion 

auftretenden Leberschädigungen sind auf die Wirkung des Immunsystems 

zurückzuführen (Chisari, 1995). Die Untersuchung dieses Wirkmechanismus ist 

ein Teil dieser Arbeit. 

Aufgrund spezifischer Promotoren und die Aufnahme in die Zelle durch bisher 

unbekannte spezifische Rezeptoren ist die Expression des Hepatitis B Virus auf 

Asymptomatisch
Fulminant

Infektion

Inapparent Akut 

Chronisch

Ausgeheilt

Leberzirrhose HCC

Leberversagen

65% 25%

10%

90%

<1%10%

70%

30%

Inaktiv 30% 0,5-5 % p.a.

Abb. 1: Der natürliche Verlauf einer HBV-Infektion: Zwar existieren inapparente Formen der 

Infektion, jedoch wird ein hoher Anteil der akuten Infektionen chronisch und führt zu 

Leberzirrhose, Leberkrebs und Tod. 
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die Leber beschränkt. Da das Genom des HBV aus DNA besteht, gehört HBV 

damit zu der Gruppe der Hepadna-Viren.  

Das Hepatitis B Virus (Tiollas 1981, Chisari 1989) besteht aus kleinen, membran-

umhüllten Partikeln von etwa 42-47 nm Größe. In die außen liegende Doppel-

Lipidschicht sind dabei drei unterschiedlich große Oberflächenproteine 

eingelagert: das große L- (large) Protein, das mittlere M- (middle) und das kleine 

S- (small) Protein. Innerhalb der äußeren Hülle befindet sich das Kapsid. Dieses 

ist aus Core-Proteinen zusammengesetzt und enthält in seinem Inneren wiederum 

kovalent gebunden die DNA des Virus. Diese ist partiell doppelsträngig und 

besteht aus 3282 Basenpaaren (Bp). 

Neben den infektiösen Viren sind auch subvirale Partikel bekannt. Sie enthalten 

kein Kapsid und auch keine DNA. Während die Oberfläche der infektiösen Viren 

vorwiegend das L-Protein enthält, ist in die Membran der subviralen Partikel, die 

kugelig oder filamentös sein können, hauptsächlich das S-Protein eingelagert. Die 

Funktion dieser subviralen Partikel ist bisher noch nicht eindeutig geklärt. Man 

nimmt an, dass sie darin besteht, die Neutralisierung durch Antikörper zu 

verhindern. 

Im Serum infizierter Menschen sind durchschnittlich 109 infektiöse Viren, 1013 

runde und 1010 filamentöse Partikel (Heermann, 1991). 

 

Die Replikation des Virus (Nassal und Schaller, 1993) erfolgt über ein RNA-

Intermediat. An diesem wird zunächst der DNA-Minus-Strang synthetisiert, dann 

der DNA-Plus-Strang. Die Länge des letzteren variiert am 3’–Ende, wodurch die 

DNA des HBV partiell einzelsträngig ist. Aufgrund dieser Replikationsart wird 

HBV auch den Para-Retro-Viren zugeteilt. 
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Im Zuge der Virus-Replikation wird HBV zunächst durch einen oder mehrere 

noch unbekannte Rezeptoren an der Zelloberfläche gebunden. Anschließend 

verschmelzen die virale und die Zellmembran und das Kapsid wird in das 

Zytoplasma aufgenommen. Das Kapsid wird zum Nukleus transportiert und setzt 

in den Nukleus die virale DNA frei. Dabei ist es unklar, ob das Kapsid mit in den 

Nukleus transportiert wird und dort die DNA freisetzt oder ob die DNA nur in den 

Nukleus abgegeben wird. Die noch nur partiell doppelsträngige DNA wird im 

Nukleus vervollständigt und liegt nun als kovalent geschlossene zirkuläre DNA 

vor (cccDNA: covalently closed circular DNA). Von dieser DNA werden die 

genomischen und subgenomischen RNAs durch die zelleigene Polymerase II 

ER

Transkription

Translation
RNA-Export

Kernimport

RNA-
Enkapsidierung

Reverse
Transkription

Verhüllung

Reimport

ccc-DNA

Virionen subvirale PartikelEintritt

Virionen

Abb. 2: Replikation des Hepatitis B Virus: Dem Eintritt in das Zytoplasma folgt der Transport 

in den Kern, wo die DNA zunächst geschlossen und anschließend transkribiert wird. Dem 

Export der subgenomischen und genomischen RNAs folgt die Translation an den Ribosomen. 

Core-Partikel lagern sich an die genomische RNA an und umhüllen sie. Im Inneren dieses 

Kapsids findet die reverse Transkription statt, der entweder nach einem Transport durch das 

ER und den Golgi-Apparat die weitere Umhüllung zum fertigen Virus folgt oder ein Reimport 

zum Zellkern. Das Virus wird abschließend über die sekretorischen Wege der Zelle freigesetzt. 
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abgelesen und dann in das Zytoplasma transportiert. Hier werden die viralen 

Proteine translatiert. Am 5’–Ende der genomischen RNA befindet sich ein 

Verpackungssignal ε, das von der viralen Polymerase erkannt und gebunden wird. 

Dies wiederum ist ein Signal für die Core-Proteine, es beginnt die Bildung des 

Kapsids um den RNA-Polymerase-Komplex (Junker-Niepmann, 1990; Beck, 

1997). Durch reverse Transkription schreibt die virale Polymerase die RNA in 

DNA um. Die entstehenden Kapside knospen in das Lumen des 

Endoplasmatischen Retikulums (ER) sowie des Golgi-Apparates (Patzer, 1986; 

Huovila, 1992) und werden vermutlich sekretorisch aus der Zelle freigesetzt. 

Alternativ können die Kapside auch zum Nukleus zurückkehren und dort die 

Anzahl der cccDNAs erhöhen. 

 

Die Regulation des HBV-Genoms erfolgt über vier Promotoren (Core-, preS1-, 

preS2/S- und X-Promotor), die von zwei Enhancern gesteuert werden (Su und 

Yee 1992). Während Enhancer I die Transkription aller vier Promotoren erhöht, 

wirkt Enhancer II vor allem auf den Promotor preS2/S.  

Das Genom des HBV enthält vier offene Leseraster (open reading frames, ORF), 

von denen alle Proteine des Virus (neben den schon erwähnten Strukturproteinen 

Core, S, M und L sind das die Polymerase und das X-Protein) abgelesen werden. 

Diese überlappen sich teilweise oder ganz und ermöglichen auf diese Weise das 

sehr kleine Genom des HBV. Eine Besonderheit stellt dabei der ORF für die 

Oberflächen-Proteine S, M und L dar. Das Ablesen des gesamten ORFs ergibt das 

große L-Protein. Ein Ablesen ab den zwei im Inneren des ORF vorhandenen 

weiteren Transkriptions-Startstellen ergibt das M-Protein und das S-Protein. 

Neben diesen drei subgenomischen RNAs gibt es nur noch eine weitere. Das ist 

die RNA für das X-Protein.  Das Core-Protein und die Polymerase hingegen 

werden von der genomischen RNA abgelesen, die wie oben beschrieben zur 

Replikation genutzt wird. 

Sowohl die genomische wie die subgenomischen RNAs werden am gleichen 

Poly-Adenylierungs-Signal beendet. 
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1.1.2 Hepatitis C Virus (HCV) 

Das Hepatitis C Virus als auslösendes Agens einer Virus-Hepatitis wurde 1989 

isoliert. Bis zu diesem Zeitpunkt sprach man von einer „Non A Non B-Infektion“, 

da weder Hepatitis B noch Hepatitis A als Auslöser der Infektion nachgewiesen 

werden konnten. Weltweit gibt es etwa 170 Millionen chronisch infizierte Träger. 

Jedes Jahr werden etwa drei bis vier Millionen Menschen neu infiziert (WHO, 

2000). Die Neu-Infektionen kommen dabei hauptsächlich durch direkten Kontakt 

mit menschlichem Blut zustande, etwa durch erneute Nutzung unzureichend 

sterilisierter Nadeln und Spritzen. Sexuelle und perinatale Übertragungen können 

ebenfalls vorkommen.  

Da die Behandlung einer chronischen Hepatitis C sehr teuer und bisher kein 

Impfstoff verfügbar ist, liegen die Länder mit der höchsten Prävalenz von mehr 

als 10 % in der dritten Welt: Ostasien, Afrika und Südamerika. Jedoch steigt die 

Inzidenz von HCV auch in der westlichen Welt (El-Serag, 1999). 

 

Abb. 3: Das Genom des Hepatitis B Virus: Das Genom des HBV besteht aus DNA und ist 

teilweise doppelsträngig. Es enthält vier offene Leserahmen: Core (C), Polymerase (P), 

Oberflächen-Antigene (S) und X-Protein (X). (nach Nassal und Schaller 1993, verändert) 
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Etwa 60 bis 70 % der Infektionen verlaufen asymptomatisch. Etwa 80% aller 

Infektionen werden chronisch (WHO 2000, Srinivas et al. 2002). 20% der 

Infektionen entwickeln eine Leberzirrhose, aus der sich mit 1-4% 

Wahrscheinlichkeit pro Jahr ein hepatozelluläres Karzinom entwickelt (Lauer und 

Walker 2001). Ein Grund für die Häufigkeit eines chronischen Verlaufs einer 

HCV-Infektion könnte in der hohen Mutabilität des Genoms liegen. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit können einen Beitrag zur Aufklärung dieses 

Mechanismus leisten. 

Das Hepatitis C Virus ist ein hepatotrophes Virus, das heißt, es befällt 

hauptsächlich Hepatozyten. Eine Replikation des Virus ist jedoch nicht nur im 

Leberparenchym, sondern auch in T- und B-Zellen, Lymphzellen und Monozyten 

nachgewiesen worden. Diese weite Verbreitung im Körper wird als Grund für 

einige der extra-hepatischen Manifestationen des HCV (z. Bsp. Sjögren Syndrom 

und Non-Hodgkin B Zell Lymphom) angenommen (Lai und Mason, 2001). 

Die Größe des Hepatitis C Virus beträgt etwa 30 – 80 nm (Lai und Mason, 2001). 

Die äußere Hülle wird von einer Lipid-Doppelschicht gebildet, in die zwei 

Oberflächen-Proteine, E1 und E2 (E für envelope) eingelagert sind. Innerhalb 

dieser Hülle befindet sich ein Nukleokapsid, das aus Core-Partikeln 

zusammengesetzt ist und in seinem Inneren die virale RNA beherbergt. Diese ist 

einzelsträngig und 9500 Basenpaare lang. 

Abb. 4: Natürlicher Verlauf einer HCV-Infektion: Die Gefährlichkeit des HCV besteht darin, 

dass etwa 80% aller Infektionen chronisch werden und damit zu Leberzirrhose und zum 

hepatozellulären Karzinom führen. 

Infektion

Inapparent
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Leberzirrhose

60-70%

80%

20%

HCC

1- 4% p.a.
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Wegen des geringen Virustiters während einer HCV-Infektion ist die Replikation 

des Virus noch nicht vollständig erforscht und manche Schritte noch nicht 

hinreichend belegt. Eine Hepatitis C Infektion (Drazan 2000) beginnt mit der  

Bindung des E2-Hüllproteins des Virus an das Zelloberflächenprotein CD81. 

Dabei wird CD81 aktiviert, was unter anderem die Inhibition der B-Zell 

Proliferation zur Folge hat. Für die auf die Bindung folgende Internalisierung der 

viralen RNA ist jedoch ein bislang unbekannter Ko-Rezeptor nötig.  

Ist die HCV-RNA in das Zytosol gelangt, beginnt die Translation der viralen 

Proteine. Eines dieser Proteine ist eine RNA-abhängige RNA-Polymerase, die 

(vermutlich) im Zytosol neue genomische Virus-RNAs über die Zwischenstufe 

eines Minus–Stranges synthetisiert. 

Die Translation selbst findet wahrscheinlich am rauhen Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) statt. Die Strukturproteine Core, E1 und E2 binden an die Wand 

des rauhen ER und bilden mit der neu synthetisierten Virus-RNA virale Partikel, 

die über die zellulären sekretorischen Wege in den extrazellulären Raum 

ausgeschieden werden. Die genauen Mechanismen sind noch unvollständig 

erforscht. 

 

Genauer bekannt ist hingegen der Aufbau des Genoms. Die virale RNA enthält 

einen einzigen ORF, der für ein Polyprotein von etwa 3010 Aminosäuren Länge 

kodiert. Für die Initiation der Translation dieses Polyproteins ist eine am 5‘-Ende 

gelegene 341 Nukleotide lange untranslatierte Region (UTR) nötig. Diese stellt 

Abb. 5: Genom des Hepatitis C Virus. Am 5‘-Ende befindet sich eine für die Replikation 

wichtige untranslatierte Region (5‘-UTR), der die Strukturproteine C, E1, E2 und p7 folgen. 

Diese werden nach der Translation von zellulären Proteasen aus dem Polyprotein abgetrennt 

(↑↑↑↑). NS2 trennt sich autokatalytisch ab, während die Schnitte zwischen allen weiteren 

Proteinen (NS4A, NS4B, NS5A und NS5B) durch NS3 erfolgt. Es folgt am 3‘-Ende des 

Genoms erneut eine UTR. An deren Anfang steht eine UC-reiche, dann eine Poly-U- und 

schließlich die X-Region (nach Lai und Mason 2001, verändert). 
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eine IRES (internal ribosome entry site) dar, die die Translation an den 

Ribosomen möglich macht.  

 

Das entstehende Polyprotein wird durch zelluläre und virale Proteasen in vier 

Strukturproteine und 6 Nicht-Strukturproteine (NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a und 

NS5b) gespalten (Suzuki et al. 1999). Zelluläre Proteasen spalten dabei zunächst 

die Strukturproteine Core, E1, E2 sowie ein Protein p7 ab, dessen Funktion noch 

unbekannt ist. Durch Autokatalyse spaltet sich dann NS2, eine Metalloprotease, 

ab. Bislang ist diese Spaltung zwischen NS2 und NS3 die einzige Funktion, die 

NS2 zugeordnet werden kann. NS3 ist ebenfalls eine Protease, die nun die 

weiteren Einzelproteine vom Polyprotein trennt. NS4 ist dabei ein essentieller 

Kofaktor für NS3. Während bekannt ist, dass NS5b die virale RNA-Polymerase 

ist, die für die Replikation benötigt wird, sind die Funktionen von NS4b und NS5a 

noch ungeklärt. 

Auch das 3‘-Ende der RNA enthält eine UTR (Suzuki et al. 1999). Diese ist etwa 

200 Nukleotide lang. Anschließend an den ORF für das Polyprotein folgt eine 

etwa 30 Nukleotide lange, sehr variable Sequenz. Darauf folgen eine UC-reiche 

Abb. 6: Replikation des Hepatitis C Virus. Nach einer Aufnahme der RNA in das Zytoplasma 

erfolgt an den Ribosomen die Translation zu einem Polyprotein. Von diesem werden durch 

zelluläre Proteasen zunächst die Strukturproteine abgespalten. Die weitere Prozessierung zu 

funktionellen Einzelproteinen erfolgt durch virale Proteasen zum Teil autokatalytisch. Über ein 

Minus-Strang Intermediat erfolgt die Bildung neuer genomischer RNA, die entweder in der 

Zelle verbleiben und damit den RNA-Pool vergrößern oder nach einer Verpackung am ER die 

Zelle als vollständiges Virus verlassen kann. 
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Region, eine Poly-U-Region sowie eine Region, die X-Region genannt wird. In 

der X-Region, die zu den konserviertesten im Genom des HCV gehört, bildet die 

RNA drei charakteristische Schleifen, die in allen bisher isolierten Viren 

auftraten. In Infektions-Versuchen hat sich gezeigt, dass die drei letzten Regionen 

für eine Infektion und Replikation essentiell sind. 
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1.2 Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) 

Das hepatozelluläre Karzinom (Greten 2002 und Classen, Diehl, Kochsiek, 5. 

Auflage 2004), auch primäres Leberzellkarzinom genannt, ist ein von den 

Hepatozyten ausgehender, meist auf dem Boden einer Leberzirrhose entstehender 

Tumor. In bestimmten Gebieten (Mozambique, Taiwan, China, West-Afrika) ist 

das HCC der häufigste maligne Tumor (in Japan der dritthäufigste), doch auch in 

der westlichen Welt, wo der Anteil 1,5 bis 2,5 % beträgt, ist in den letzten Jahren 

eine deutliche Zunahme zu beobachten (Greten 2002 und Classen, Diehl, 

Kochsiek, 5. Auflage 2004).  

Das Haupterkrankungsalter liegt zwischen 50 und 60 Jahren. Es erkranken mehr 

Männer als Frauen (Faktor 2,5), jedoch ist der Einfluss von Androgenen auf die 

Entstehung des Tumors noch kontrovers diskutiert (Yu und Yuan 2004). Auslöser 

für die Entstehung eines hepatozellulären Karzinoms sind vor allem chronische 

Hepatitis B- und, vor allem in Japan, Hepatitis C Infektionen und Leberzirrhosen. 

Aber auch Diabetes, Alkoholabusus, Tabakgenuss, Aflatoxine und Nitrosamine 

gehören zu den beschriebenen Ursachen (Yu und Yuan 2004). Gründe für 

Leberzirrhosen sind häufig Alkoholabusus (50-80%) und Virushepatitis B und C 

(25%). Weitere Ursachen können Stoffwechsel- und Autoimmunerkrankungen 

sowie lebertoxische Medikamente sein (Hahn 2003 und Gesenhues, Ziesché 

2003). 

Neben allgemeinen Symptomen wie Gewichtsabnahme, Abgeschlagenheit und 

Appetitlosigkeit äußert sich ein HCC in Oberbauchschmerzen und gelegentlich 

Temperaturerhöhung, Ikterus und Juckreiz (Hahn 2003 und Gesenhues, Ziesché 

2003). 

Zur Diagnose des HCC wird die Bestimmung des Alpha1-Fetoproteins, die 

Lokalisationsdiagnostik durch Sonographie, CT oder MRT sowie die 

histologische Sicherung durch Feinnadelbiopsie herangezogen.  

Die Therapie eines HCC ist abhängig von der Anzahl und Größe der 

Leberläsionen. Da ein HCC häufig auf dem Boden einer Leberzirrhose entsteht, 

sind nur 15-20% der Leberzelltumoren durch eine Leberresektion oder 

Lebertransplantation zu therapieren. Weitere Therapiemöglickeiten stellen die 

Radiofrequenz-Thermoablation sowie die perkutane Ethanolinjektion und die 



1. Einleitung                                                                                                           21 

 

transarterielle Chemoembolisation dar (Hahn 2003 und Gesenhues, Ziesché 

2003). 

Eine Strahlen- oder Chemotherapie alleine führt in der Regel nicht zu einer 

Verbesserung der Überlebenszeit.  

Die Prognose beim Hepatozellulären Karzinom ist schlecht: Die mittlere 

Überlebenszeit nach der Diagnose beträgt, abhängig von der Größe des Tumors 

und dem Gesamtzustand der Leber, 4-12 Monate, selten bis 3 Jahre. 
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1.3 Apoptose 

Apoptose ist die häufigste Form von Zelltod in Organismen. Unter Apoptose, 

häufig auch als „Programmierter Zelltod“ bezeichnet, versteht man einen genau 

festgelegten Ablauf, der in den Tod der Zelle mündet. Apoptose spielt eine große 

Rolle in der Ontogenese. Beispielsweise entwickeln sich Finger und Zehen 

dadurch, dass im Interdigitalbereich Zellen durch Apoptose verschwinden. Aber 

auch in der Erhaltung der Gewebehomöostase ist Apoptose ein essentieller 

Vorgang. So werden durch Mutation oder Infektion geschädigte Zellen durch 

Apoptose entfernt. Insbesondere im Immunsystem ist Apoptose der 

Hauptmechanismus, über den die Selektion von T- und B-Lymphozyten 

stattfindet (Dhein et al. 1995, Rothstein et al. 1995). 

Eine gestörte Apoptose-Regulation kann auch der Entstehung von Krankheiten 

zugrunde liegen, sei es durch „zuviel“ Apoptose oder „zuwenig“ Apoptose. Zu 

wenig Apoptose, beispielsweise in der Selektion von T-Zellen, kann dazu führen, 

dass autoreaktive T-Zellen nicht aussortiert werden und so eine Auto-Immun-

Erkrankung hervorgerufen wird. Auch das vermehrte Wachstum von Tumoren ist 

durch ein „zuwenig“ an Apoptose erklärbar. Beispiele für zu viel Apoptose findet 

man bei alkoholbedingter Leberschädigung, bei der CD95-positive Leberzellen 

auch den CD95L produzieren und so das Apoptose-Programm anschalten. Auch 

bei AIDS gibt es Hinweise, dass neben dem Virus-Befall vermehrte Apoptose 

Ursache für den Verlust von T-Helfer-Zellen ist (Peter et al. 1998). 

Im Verlauf der Apoptose bis zum Tod der Zelle sind charakteristische 

morphologische Veränderungen sichtbar. Diese umfassen die Kondensation des 

Chromatins, das in der Peripherie des Zellkerns sichtbar wird, und die Spaltung 

der DNA durch Endonukleasen zwischen den Nukleosomen. Dies führt zum 

Entstehen charakteristischer DNA-Stücke, die 200 Basenpaare oder ein 

Vielfaches davon lang sind. Man spricht von einer „DNA-Leiter“ (Wyllie, 1980). 

Im weiteren Verlauf (Krammer 1999) wird der Zellkern fragmentiert. Ein 

Charakteristikum von Apoptose ist auch der Verlust der Zellmembran-

Asymmetrie. Dies führt zur Exposition von Phosphatidylserin auf der 

Zelloberfläche. Im weiteren Verlauf geht die Stabilität der Zellmembran verloren, 

was zu Ausstülpungen der Zelle und zum Abschnüren membranumhüllter Vesikel  

und damit zum Schrumpfen der Zelle führt. Die abgeschnürten Vesikel werden 
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von umliegenden Zellen und vom Immunsystem aufgenommen. Es unterbleibt 

eine inflammatorische Reaktion. 

Im Gegensatz dazu steht die Nekrose, eine weitere Form des Zelltodes. Diese ist 

durch ein Anschwellen und Platzen der Zelle charakterisiert, bei dem der 

Zellinhalt in den interzellulären Raum gelangt und dort eine inflammatorische 

Reaktion mit daraus folgender Gewebeschädigung hervorruft. 

 

Apoptose kann durch verschiedene Faktoren ausgelöst werden. T-Zellen sterben 

durch Apoptose, wenn ihnen bestimmte Wachstumsfaktoren entzogen werden. 

Ein anderer Weg Apoptose auszulösen, besteht in der genetischen Regulation der 

Apoptose-Maschinerie: Es wurden Gene entdeckt, die die Apoptose regulierend 

beeinflussen. Es existieren sowohl positiv als auch negativ regulierende Gene.  

Ein wichtiger Apoptose-Weg ist die rezeptor-vermittelte Apoptose. Die Bindung 

des Liganden an einen sogenannten Todes-Rezeptor führt zum Auslösen einer 

Enzym-Kaskade und zum Zelltod. Ein Vertreter dieser Rezeptoren-Gruppe ist der 

CD95-Rezeptor, auch Apo-1 oder Fas genannt. 

 

CD95L TRAIL TNF ?APO-3LTRAIL

DcR3

CD95CD95 TRAIL-
    R1

TRAIL-
    R2

TRAIL-
   R3

TRAIL-
   R4

DcR1 DcR2

DR6TNF-
  R1

APO-3

APO-1

TRAIL-
    R5

Abb. 7: Die Todesrezeptoren-Familie. Gemeinsame Merkmale der Familie der 

Todesrezeptoren sind die intrazelluläre Todes-Domäne, hier als roter Kasten dargestellt, sowie 

zwei bis vier extrazelluläre, Cystein-reiche Domänen, hier durch Rauten symbolisiert. Neben 

funktionellen Todesrezeptoren existieren „defekte“ Rezeptoren, die keine Todes-Domäne 

besitzen, deren extrazellulärer Teil aber mit einem Todesrezeptor identisch ist (DcR1 – DcR3, 

DcR=Decoy Receptor). 
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1.3.1 Der CD95-Todesrezeptor 

Der CD95-Rezeptor gehört zur Familie der NGF/TNF-Rezeptoren (Smith et al. 

1994, Baker et al. 1996). Diese Rezeptoren-Familie zeichnet sich durch zwei bis 

sechs extrazelluläre Cystein-reiche Domänen aus. Die biologischen Funktionen 

dieser Familie sind sehr vielfältig und reichen von Regulation von 

Differenzierung und Proliferation bis zur Zellaktivierung und Apoptose. Eine 

Subfamilie mit eben dieser letztgenannten Eigenschaft bilden die Todes-

Rezeptoren (Peter et al. 1998). Ein für die Funktion wichtiges strukturelles 

Merkmal dieser Gruppe ist eine etwa 80 Aminosäuren lange intrazelluläre 

Domäne, die als Todesdomäne, englisch death domain (DD), bezeichnet wird 

(Tartaglia et al. 1993, Itoh et al. 1993). Mitglieder dieser Subfamilie sind TNF-

Rezeptor 1, TRAIL-Rezeptoren 1 bis 5 sowie der CD95-Rezeptor. 

 

1989 erstmalig als Todes-Rezeptor beschrieben (Trauth et al. 1989, Yonehara et 

al. 1989, Itoh et al. 1991, Oehm et al. 1992), ist CD95 ein Transmembran-Protein 

vom Typ I mit einer molekularen Masse von 42 bis 52 kDa. CD95 wird in 

Säugetieren ubiquitär exprimiert (Leithäuser et al. 1993). Neben der 

Transmembran-Form existieren auch lösliche Splice-Varianten des Rezeptors. 

Eine schematische Darstellung des CD95 Rezeptors und der Todes-Rezeptor-

Familie findet sich in Abb. 7. 

Wie andere Todes-Rezeptoren kann der CD95-Rezeptor, im Folgenden kurz 

CD95 genannt, durch Bindung von spezifischen Liganden aktiviert werden. Der 

CD95-Ligand, im Folgenden kurz CD95L (auch als FasL oder Apo-1L 

bezeichnet), ist ein Transmembran-Protein vom Typ II mit einer molekularen 

Masse von 40 kDa (Yu et al. 1999, Suda et al. 1993, Takahashi et al. 1994). 

Während CD95 im Körper ubiquitär exprimiert wird, beschränkt sich die 

Expression des CD95L auf bestimmte Zellen und Gewebe: aktivierte T-, B- und 

NK-Zellen sowie einige nicht-lymphoide Organe wie Hoden (Yu et al. 1999) und 

die vordere Augenkammer (Griffith et al. 1995). Durch Spaltung durch eine 

Metalloprotease oberhalb der Zellmembran kann auch eine lösliche Form des 

CD95L entstehen (Tanaka et al. 1995, Mariani et al. 1995, Kayagaki et al. 1995). 
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1.3.2 Der Tod-induzierende Signalkomplex 

Erste Hinweise auf den nach der Bindung des Liganden an den CD95 zur 

Apoptose führenden Signalweg lieferte der strukturelle Vergleich mit dem TNF-

Rezeptor 1. Von diesem Rezeptor war bekannt, dass es vor der Weiterleitung des 

Todes-Signals zu einer Trimerisierung des Rezeptors kam. Dhein et al. konnten 

1992 nachweisen, dass für eine Apoptose-Induktion ein tri- oder multimerisierter 

Rezeptor nötig ist. Auf die Bindung des Liganden, die diese Aggregation 

hervorruft, folgt eine Zusammenlagerung der intrazellulären Todesdomänen 

(Huang et al. 1997), an die sich weitere Proteine anlagern und den sogenannten 

Tod-induzierenden Signalkomplex bilden (kurz DISC: death inducing and 

signaling complex). Der DISC kann nur entstehen, wenn die CD95-Rezeptoren 

stimuliert werden. 

Das erste Molekül, das sich durch homologe Interaktion mit den Todes-Domänen 

der Rezeptoren zum DISC rekrutiert, ist ein FADD/MORT-1 genannter Adapter 

(Peter und Krammer 2003). Eine weitere Domäne des FADD-Moleküls, die 

Todes-Effektor-Domäne, bindet über den gleichen Mechanismus die Pro-Caspase 

8. Die Pro-Caspase 8 spaltet sich nun autokatalytisch in das aktive Enzym 

Caspase 8. Caspase 8 ist das erste Enzym in einer Enzymkaskade, deren Wirkung 

schließlich zur Apoptose der Zelle führt. 

 

1.3.3 Die Caspasen-Familie 

Caspasen bilden eine Proteasen-Familie, die vielfach in die Induktion von 

Apoptose involviert ist (Alnemri et al. 1998). Gemeinsames Merkmal der 

Caspasen ist ein Cystein im aktiven Zentrum und die Spezifität, Proteine nach 

einem Aspartat zu spalten (daher der Name dieser Familie: Cystein-Aspartasen).  

Caspasen werden als inaktive Pro-Caspasen synthetisiert und durch Spaltung nach 

einem festgelegten Aspartat-Rest aktiviert. Dabei werden eine große und eine 

kleine Untereinheit frei, über die eine Aktivierung nachgewiesen werden kann. 

Kristallstruktur-Analysen für die Caspasen 1 und 3 ergaben, dass das aktive 

Enzym aus zwei großen, das aktive Zentrum enthaltende, und zwei kleinen 

Untereinheiten besteht (Wilson et al. 1994, Walker et al. 1994, Rotonda et al. 

1996, Mittl et al. 1997), also ein Hetero-Tetramer ist. 
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Eine Inaktivierung der Caspasen führt zu einer Blockade der Apoptose. Daher 

spielen die Caspasen eine wesentliche Rolle in der Apoptose, insbesondere 

Caspase 8 ist als Vermittler zwischen dem Todes-Rezeptor und der Exekution der 

Apoptose im Zellinneren essentiell. Diese Exklusivität teilen die übrigen 

Caspasen nicht. Auf Effektor-Ebene scheint eine gewisse Redundanz zu bestehen, 

so dass bei Ausfall einer Caspase deren Funktion durch die anderen Caspasen 

ersetzt werden kann. Berichte über die klinische Bedeutung der Caspasen gibt es 

für Caspase 3 und Caspase 1. Caspase 3 ist bei der proteolytischen Spaltung eines 

für die Entstehung der Alzheimer-Krankheit verantwortlichen Proteins beteiligt 

(Gervais et al. 1999). Bei Hemmung der Caspase 1 konnte im Maus-Modell eine 

verlangsamte Entwicklung des Chorea Huntington Syndroms nachgewiesen 

werden (Ona et al. 1999).  

 

1.3.4 Zwei CD95-Signalwege 

Die autokatalytische Aktivierung von Caspase 8 nach der Bildung des DISC löst 

eine Enzym-Kaskade aus. Caspase 8 aktiviert weitere Caspasen, die ihrerseits 

Effektor-Caspasen aktivieren. Diese spalten dann zelluläre Substrate, wodurch das 

morphologische und biochemische Bild der Apoptose bestimmt wird. Zu diesen 

Substraten gehören viele Proteine des Zytoskeletts genauso wie Hemmer der 

Endonukleasen. Letzteres sorgt zum Beispiel dafür, dass die DNA apoptotischer 

Zellen wie oben beschrieben zwischen den Nukleosomen in charakteristische 

Stücke von 200 Nukleotiden Länge und Vielfachen davon geschnitten wird 

(Wyllie, 1980). 

 

Der genutzte Weg zur Aktivierung der Effektor-Caspasen erlaubt es, Zellen in 

zwei Kategorien, Typ I und Typ II Zellen, einzuteilen: Rezeptor- versus durch 

Aktivierung der Mitochondrien induzierte Apoptose. Typ I Zellen, die den 

Rezeptorvermittelten Weg nutzen, übertragen das von der Aktivierung von CD95 

ausgehende Signal direkt auf die Effektor-Caspasen, während Typ II Zellen, die 

den mitochondrial vermittelten Weg verwenden, eine Signalverstärkung benutzen. 
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1.3.4.1 Direkte Signaltransduktion 

In Typ I Zellen folgt der Aktivierung des CD95-Rezeptors eine direkte 

Aktivierung großer Mengen von Caspase 8 durch den DISC. Anschließend folgt 

eine schnelle Spaltung von Caspase 3 und der anderen Effektor-Caspasen vor dem 

Verlust des Transmembran-Potentials der Mitochondrien (∆Ψm , Petit et al. 1995, 

Zamzami et al. 1995). Der Verlust von ∆Ψm ist also eine Folge der finalen 

Apoptose-Induktion.  

Abb. 8: Zwei CD95-Signalwege. In Zellen des Typs I folgt auf eine Aktivierung des Rezeptors 

eine massive Spaltung von Caspase 8 an der DISC. Dies führt zur Aktivierung von Caspase 3 

und zur Spaltung von Todes-Substraten und damit zur Apoptose. In Zellen des Typs II 

hingegen erfolgt nur eine geringe Caspase 8 Aktivierung. Zur massiven Aktivierung von 

Caspase 3, 8 und 9 ist ein Verstärkungs-Mechanismus durch die Mitochondrien nötig: Spaltung 

von Bid führt zu einem Efflux von apoptotisch wirksamen Substraten, etwa Apaf-1 und 

Cytochrom c, die schließlich die Exekution der Apoptose bewirken (Abb.: DKFZ, Abt. Tumor-

Immunologie, 2003). 
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1.3.4.2 Signaltransduktion mittels der Mitochondrien 

Im Unterschied zu den Typ I Zellen findet der Verlust von ∆Ψm  vor der 

Aktivierung der Caspase 3 statt. Nach der Aktivierung von CD95 durch CD95L 

findet nur eine reduzierte DISC-Bildung statt und folglich wird nur eine geringe 

Menge an Caspase 8 aktiviert. Die Caspase 8 wiederum spaltet das im Zytosol 

liegende Protein Bid. Das trunkierte Protein, t-Bid, ruft eine Permeabilität der 

äußeren Mitochondrien-Membran durch Bildung sogenannter PT-Poren 

(Permeabilitäts-Transition) hervor und ruft den Efflux von Proteinen aus dem 

Intermembran-Raum hervor. Dies führt zum Verlust von ∆Ψm. Anschließend 

kommt es zur Freisetzung von Proteinen, die sowohl eine massive Aktivierung der 

weiteren Caspasen-Kaskade bewirken (Kluck et al. 1997, Yang et al. 1997) als 

auch selbst apoptotische Wirkung haben (Zamzami et al. 1996). Die 

Mitochondrien wirken also als Signalverstärker und sind in Typ II Zellen 

essentieller Bestandteil der Transduktion des Apoptose-Signals durch CD95.  

 

1.3.5 Regulation der Signaltransduktion der Todesrezeptoren 

Zu welchem Zelltyp eine Zelle gehört, hat wesentlichen Einfluss darauf, wie die 

Apoptose reguliert wird. Der CD95-Rezeptor wird im Körper ubiquitär exprimiert 

und das Apoptose-Programm ist in jeder Zelle inhärent vorhanden. Das impliziert, 

dass es starke Mechanismen geben muss, die die Apoptose regulierend 

beeinflussen. Diese Regulation kann auf verschiedenen Ebenen stattfinden. Die 

beiden wichtigsten sind die Regulation auf der Ebene des DISC und die 

Regulation auf der Ebene der Mitochondrien. 

1.3.5.1 Regulation am DISC 

Der wichtigste Mechanismus zur Inhibition des Apoptose-Signals besteht in der 

Inhibition der Bindung von Pro-Caspase 8 an die DED (death effector domain) 

des Adapter-Moleküls FADD. Es sind zum Beispiel unter den Namen Usurpin, 

MRIT, CASH und FLIP Moleküle beschrieben, die eine Homologie mit der DED 

vorweisen und regulierend in die Apoptose-Signalkette eingreifen. 

Besondere Bedeutung hat hier das Protein FLIP erlangt. Der Name für dieses 

Protein leitet sich von einer weiteren Bezeichnung für Caspase 8 (FLICE) ab und 

bedeutet FLICE-inhibiting protein. Es verfügt über eine DED und kann anstelle 
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der Caspase 8 an FADD binden und so eine Weiterleitung des Apoptose-Signals 

verhindern. Eine Überexpression von FLIP inhibiert in Zellkultur-Systemen die 

Apoptose. Neben den zellulären FLIPs (cFLIPs) spielen bei verschiedenen 

Krankheiten auch weitere Caspase 8 – Hemmer eine Rolle, die vFLIPs genannt 

werden: virale FLIPs. Die Produktion von Caspase 8 – Hemmern ist zum Beispiel 

für das Herpes Virus Saimiri (HVS) nachgewiesen. Aber auch das humane Herpes 

Virus 8 (HHV 8), das Karposi-Sarkom-assoziierte Virus sowie Molluscum 

contagiosum exprimieren vFLIPs (Peter et al. 1998). Ein weiteres inhibitorisches 

Protein ist FAP-1 (Fas-associated phosphatase-1). Es bindet an die letzten 15 

Aminosäuren des intrazellulären Teils von CD95 und verhindert die Weiterleitung 

des CD95-Signals.  

Viren produzieren neben vFLIPs auch weitere inhibitorische Proteine. So ist 

crmA ein viraler Inhibitor der Caspase 1 und weiterer Caspasen (Tewari et al. 

1995, Enari et al. 1995, Los et al. 1995, Miura et al. 1995).  

 

1.3.5.2 Regulation an den Mitochondrien 

Bei der Regulation der Apoptose auf Ebene der Mitochondrien spielt eine Protein-

Familie, die Bcl-2-Familie, eine herausragende Rolle. 

Entdeckt 1985 bei der Untersuchung der molekularen Grundlage von B-Zell-

Lymphomen (daher Bcl: B cell lymphoma, Tsujimoto et al. 1985), war Bcl-2 in 

der Lage, das Überleben von Zellen unerwartet stark zu verlängern (Vaux et al. 

1988).  

Es ist gelungen, verschiedenen Domänen im Bcl-2-Protein bestimmte Funktionen 

zuzuordnen. So existieren neben einem Membran-Anker und einer 

regulatorischen Sequenz Domänen, die für Dimerisierung respektive Tunnel-

Bildung verantwortlich sind (vgl. Abb. 9). Die funktionelle Gemeinsamkeit der 

Protein-Familie besteht darin, regulierend in Vorgänge an den Mitochondrien 

einzugreifen (Tsujimoto 2003). Alle Proteine der Familie enthalten eine oder 

mehrere der vier Bcl-2-Homologie-Regionen (BH-Regionen). Es lassen sich 

mehrere Subfamilien unterscheiden. Proteine, die alle 4 BH-Regionen enthalten 

sind anti-apoptotisch (Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 u. a.), während Proteine, die nur eine 

(BH3) oder drei (BH1, BH2, BH3) dieser Regionen enthalten, pro-apoptotisch 

sind (Bax, Bak, Bok, Bcl-rambo respektive Bik, Dad, Bid, Bim u. a.).  
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Die herausragende Funktion der Bcl-2 Protein-Familie ist die Regulation der 

äußeren Mitochondrien-Membran (Green 2000, Tsujimoto und Shimizu 2000, 

Zamzami und Kroemer 2001). Anti-apoptotische Familienmitglieder hindern die 

Permeabilität, pro-apoptotische fördern sie. 

Dabei ist der genaue Mechanismus noch in vielen Teilen unklar. Es wird 

angenommen (Tsujimoto 2003), dass nach einem apoptotischen Stimulus die 

Proteine, die nur die BH3-Region enthalten, als Sensor wirken und ihrerseits eine 

Aktivierung der pro-apoptotischen Bcl-Familien-Mitglieder, die die BH-Regionen 

1 bis 3 enthalten wie etwa Bax oder Bak, bewirken. Diese haben nach der 

Aktivierung die Fähigkeit zu multimerisieren und an den Mitochondrien die 

Permeabilität der äußeren Membran zu erhöhen, so dass ein Efflux von 

apoptotisch wirksamen Substanzen wie Cytochrom C oder AIF (apoptosis 

inducing factor) stattfinden kann. 

Abb. 9: Die Bcl-2 Familie. Bcl-2 hat mehrere funktionelle Regionen: Regulation, 

Dimerisierung, Tunnelbildung und Anker in der Membran lassen sich zuordnen. Alle 

Mitglieder der Bcl-2 Protein-Familie enthalten mindestens eine Domäne, die mit dem 

namengebenden Protein Bcl-2 homolog ist (BH=Bcl-2 homologe Domäne). Darüber hinaus 

wirken alle Familienmitglieder regulierend auf die mitochondrielle Apoptose (Abb. nach 

Tsujimoto 2003, verändert).  
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Die Wirkung der anti-apoptotischen Bcl-2-Familien-Mitglieder sind ebenfalls 

noch nicht geklärt. Bcl-2, das in der Zelle in der äußeren Mitochondrien-Membran 

lokalisiert ist, kann aktiviertes Bax unter bestimmten experimentellen 

Bedingungen in mitochondrien-freien Systemen binden (Antonsson et al. 2000). 

Dafür, dass diese Bindung von Bcl-2 an Bax oder Bak auch im zellulären Kontext 

an den Mitochondrien stattfindet, fehlt bislang allerdings der Nachweis. Eine 

weitere Funktion von Bcl-2 könnte die Bindung der aktivierten BH3-Proteine 

sein, so dass eine Aktivierung von Bax oder Bak unterbleibt (Cheng et al. 2001). 

Allerdings ist auch eine anti-apoptotische Wirkung ohne Interaktion mit den pro-

apoptotischen Familienmitgliedern beschrieben (Minn et al.1999). 

 

Bcl-2 Protein Familie 

Anti-apoptotisch Pro-apoptotisch 

Bcl-2 

Bcl-XL 

Bcl-w 
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1.3.6 Caspasen-unabhängiger Zelltod 

Lange Zeit waren nur zwei Todes-Systeme bekannt: Apoptose und Nekrose. 

Apoptose als zellinherenter, programmierter Zelltod (PCD: programmed cell 

death) und Nekrose als Ergebnis der Einwirkungen von außen auf die Zelle. Erste 

Hinweise darauf, dass diese Dichotomie nicht die tatsächliche Situation darstellt, 

ergaben sich aus den Untersuchungen von Xiang et al. (1998), die nachwiesen, 

dass eine Inaktivierung der Caspasen nicht eine Verhinderung Bax-induzierten 

Zelltodes, sondern nur eine Veränderung der Morphologie der sterbenden Zellen 

zur Folge hatte. Heute weiß man, dass Stimuli, die Apoptose auslösen (zum 

Beispiel die Aktivierung des Todesrezeptors TNF-Rezeptor 1, radioaktive oder 

UV-Strahlung oder zytotoxische Substanzen) auch die Aktivierung von nicht-

Abb. 10: Übersicht über die Bcl-2 Familienmitglieder: Die Bcl-2 Familie lässt sich in anti- und 

pro-apoptotische Familienmitglieder teilen.  
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apoptotischen kontrollierten Todessystemen zur Folge haben können 

(Blagosklonny 2000, Kitanaka und Kuchino 1999, Wyllie und Goldstein 2001). 

Diese Todessysteme können die Aktivierung von Caspasen beinhalten, jedoch ist 

die Aktivierung der Caspasen bei ihnen, anders als bei der Apoptose, nicht 

zwingend erforderlich (Castedo et al. 2004, Roninson et al. 2001). Daher spricht 

man von Caspasen-unabhängigem programmiertem Zelltod. Alle PCD-Systeme 

haben gemeinsam, dass sie einen aktiven zellulären Prozess darstellen, in dessen 

Zuge die Zelle stirbt. Je nach Morphologie der sterbenden Zelle unterscheidet man 

Apoptose, Autophagie, Paraptose, langsamen Zelltod oder mitotische 

Katastrophe. Die Signalwege dieser Todessysteme sind, bis auf die der Apoptose, 

noch weitgehend unerforscht. Jedoch werden neben anderen Wegen Teile des 

Apoptose-Signalweges genutzt. Zusätzlich zu den Mitochondrien spielen 

besonders die Lysosomen (Guenetta et al. 1994) sowie das Endoplasmatische 

Retikulum (Jäättelä 2004) eine große Rolle bei der Initiierung der Todes-

Signalkette. Oft scheint die Aktivierung von Caspasen und damit Apoptose die 

bevorzugte Todesart der Zelle zu sein, doch können bei Hemmung oder 

Abwesenheit auch die alternativen Todessysteme genutzt werden (Lockshin und 

Zakeri 2004). 
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1.4 Das Tumorsuppressor-Gen p53 und Apoptose 

Das Tumorsuppressor-Gen p53 ist in eine Vielzahl von zentralen zellulären 

Vorgängen involviert: Transkription, DNA-Reparatur, Zellzyklus, Genom-

Stabilität, Seneszenz und – Apoptose (Harris 1996). Seine bedeutende Rolle, die 

es in der Antwort auf DNA-Schädigungen spielt, haben dazu geführt, dass man 

p53 auch „guardian of the genome“ (Wächter des Genoms) nennt. 

 

 

 

p53 selbst besteht aus 393 Aminosäuren. Das Gen enthält mehrere Domänen, 

deren Funktionen bekannt sind: Der N-Terminus enthält eine Transaktivierungs-

Domäne und der C-Terminus eine Region, die für die Tetramerisierung, 

Kernlokalisation und das Erkennen von DNA-Schäden nötig ist. Dazwischen liegt 

eine Region, die die spezifische DNA-Bindung ermöglicht. Neben dieser DNA-

Bindung kann p53 an andere Proteine binden. Diese Bindung erfolgt meist am N- 

oder am C-terminalen Ende (vgl. Abb. 11). 

 

Abbildung 12 zeigt schematisch die Funktion von p53 als „Wächter des Genoms“. 

Einem DNA-Schaden folgt eine Akkumulation von p53. Eine Bindung von p53 an 

die beschädigte DNA führt zu einer Denaturierung und Reparatur des Schadens. 

Transkriptionelle Folge der p53 Akkumulation ist eine Transaktivierung von Zell-

Zyklus-Genen wie p21waf1 (el-Deiry et al. 1993) oder Cyclin G. Der Zellzyklus-

Stopp ermöglicht es, den DNA-Schaden zu reparieren. 

Abb. 11: Das Tumor-Suppressor-Gen p53. p53 lässt sich in drei Regionen einteilen. N-

terminal liegt die Transaktivierungs-Domäne, während der C-Terminus der DNA-Schadens-

Erkennung, nuklearen Lokalisation und Oligomerisierung dient. Der mittlere Teil des Gens ist 

für die sequenz-spezifische DNA-Bindung essentiell. p53 kann andere Proteine binden. 

Beispielhaft sind hier das Hitzeschockprotein 70 (HSP70), das große SV40 T-Antigen (SV40 

Large T-Ag), HBx und MDM2 als helle Balken unter der Region eingezeichnet, mit der sie 

von p53 gebunden werden. 
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Es wird angenommen, dass im Falle eines zu großen Schadens die Wirkung von 

p53 nicht im Zellzyklus-Stopp, sondern in der Induktion von Apoptose besteht. 

Im Falle einer zu großen Zell-Schädigung kann p53 Gene, die in ihrem Promotor 

eine TATA-Region enthalten, transkriptionell herunter regulieren (Miyashita et al. 

1994). Zu diesen Genen gehört zum Beispiel Bcl-2. Andere Apoptose-Gene 

werden transkriptionell hoch reguliert. Beispiele hierfür sind das pro-apoptotische 

Bax-Gen und das CD95-Gen. Unsere Arbeitsgruppe konnte 1998 nachweisen, 

dass die Transaktivierung von CD95 durch direkte Bindung von p53 an das 

CD95-Gen erfolgt. Die Bindung erfolgt an das CD95-Gen und dessen 

Transaktivierung erfolgt dabei durch eine p53-Bindestelle im ersten Intron des 

CD95-Rezeptor-Gens (Müller et al. 1997 und Müller et al. 1998). Die Tatsache, 

dass etwa 50% aller Tumoren einen Defekt im p53-Gen aufweisen (Levine 1997) 

weist auf eine enge Verbindung zwischen CD95-mediierter Apoptose und der 

Tumor-Entstehung hin.  

 

Strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten lassen die Proteine p53, p63 und 

p73 zur p53-Protein-Familie zusammenfassen.  Auch p63 und p73 besitzen die 

drei Domänen für Transaktivierung, DNA-Bindung und Oligomerisierung und 

DNA-Schaden
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Transkriptionelle
Effekte
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Abb. 12: p53 als „Wächter des Genoms“. Einem DNA-Schaden folgt eine Akkumulation von 

p53. Über transkriptionelle und nicht-transkriptionelle Effekte kommt es je nach Schwere des 

Schadens zum Zell-Zyklus-Stopp mit DNA-Reparatur oder, bei irreparabler DNA-Schädigung, 

zur Apoptose und so zur Elimination der geschädigten Zelle. 
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haben ähnliche Funktionen wie p53 in der Induktion von Zellzyklusstopp und 

Apoptose (Osada et al. 1998, Vousden 2000, Melino et al. 2003, Moll und Slade 

2004). Wir konnten insbesondere nachweisen, dass p63 die Expression von CD95, 

dem TNF-Rezeptor und dem TRAIL-Rezeptor induziert und die proapoptotischen 

Bcl-2 Familienmitglieder Bax und BCL2L11 transaktiviert (Gressner et al. 2005). 

Unsere Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass auch p73 mitochondrielle Apoptose 

auslöst und ein wichtiger Faktor für die Wirksamkeit einer Chemotherapie ist, da 

eine Inaktivierung von p73 zu einer reduzierten Überlebensrate von Patienten mit 

HCC führt (Müller et al. 2005). Darüber hinaus haben p63 und p73 weitere 

Funktionen in Entwicklung und Differenzierung (Yang et al. 1999 und 2002, 

Mills et al. 1999, Pellegrini et al. 2001). 

Im Gegensatz zu p53 sind p63 und p73 von je zwei Promotoren reguliert, was 

dazu führt, dass von beiden Proteinen trunkierte Varianten existieren, denen die 

Transaktivierungsdomäne fehlt. DNA-Bindung und Tetramerisierung sind jedoch 

weiterhin möglich. Somit können diese trunkierten Varianten als dominant-

negative Inhibitoren von p53, p63 und p73 fungieren (Yang et al. 1999, Melino et 

al. 2002 und 2003, Zaika et al. 2002, Moll und Slade 2004).  

Es mehren sich die Hinweise, dass p63 und p73 eine wichtige Rolle in der 

Tumorigenese spielen (Westfall und Pietenpol 2004, Wu et al. 2005). Ob und wie 

sie dabei mit p53 interagieren, ist jedoch kontrovers diskutiert (Benchimol 2004). 
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1.5 Hepatitis, Apoptose und das CD95-System 

Wie in 1.1 erwähnt ist eine häufige Folge einer chronischen Hepatitis-Infektion 

die Entstehung einer Leberzirrhose und eines primären hepatozellulären 

Karzinoms. Der Mechanismus der Progression von einer chronischen Hepatitis B 

oder C Infektion zum Entstehen einer Leberzirrhose und schließlich zum HCC ist 

noch nicht vollständig aufgeklärt. Für HBV spielt die Integration des HBV-

Genoms in die zelluläre DNA eine große Rolle (Bréchot 2004). Beide 

Krankheiten gehen mit einer Aktivierung des CD95-Systems einher. Dies ist im 

gesunden Lebergewebe ein seltenes Phänomen (Galle et al. 1995, Strand et al. 

1996). Auch wird die Wirkung, die zum Beispiel das Hepatitis B Virus auf das 

CD95-System und die Apoptose hat, kontrovers diskutiert. So berichten einige 

Arbeitsgruppen von einer antiapoptotischen Wirkung von HBV durch Bindung 

und Inaktivierung von p53 (Ueda et al. 1995, Elmore et al. 1997), einer Inhibition 

von Caspase 3 (Gottlob et al. 1998) oder einer Aktivierung des intrazellulären 

PI3-Kinase/Akt-Systems (Shih et al. 2003), während andere Autoren eine 

proapoptotische Wirkung von HBV zeigen. Ein Teil dieser proapoptotischen 

Mechanismen ist abhängig von intaktem p53 (Chirillo et al. 1997).  Jedoch sind 

auch proapoptotische Wirkungen von HBV nachgewiesen, die unabhängig vom 

p53-Status der Zelle sind (Terradillos et al. 1998, Jaitovich-Goisman et al. 1999). 

Die proapoptotische Wirkung von HBV kann auf sehr unterschiedlichen 

Mechanismen beruhen.  Die Wirkung der HBV-Proteine auf Apoptose und das 

CD95-System erfolgt beispielsweise durch die Hemmung der DNA-Reparatur 

(Mathonnet et al. 2004), der Mitochondrienfunktion (Lee et al. 2004) oder von 

Caspase 8 (Kim und Seong 2003). Aber auch die Aktivierung intrazellulärer 

proapoptotischer Signalwege durch HBV ist möglich (Wang et al. 2004). Der 

größte Teil der zum Einfluß von HBV auf das Apoptoseverhalten von 

Hepatozyten vorliegenden Untersuchungen beschäftigt sich mit dem X-Protein 

von HBV. Die Wirkung anderer Proteine des Hepatitis B Virus ist nur wenig 

beschrieben. Die vorliegenden Erkenntnisse über die Wirkung von HBV auf die 

Apoptose von Hepatozyten sind kontrovers.  

Auch in Bezug auf den Einfluss einer Hepatitis C Infektion auf die Apoptose und 

das CD95-System liegen sowohl Berichte über pro- als auch über antiapoptotische 

Wirkungen vor. Antiapoptotische Wirkungen können die Hemmung von p53 (Cao 
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et al. 2004) oder Bax (Chung et al. 2003) sein, aber auch die Interferenz mit 

intrazellulären Signalwegen (Street et al. 2004). Andere Arbeitsgruppen (etwa 

Prikhod’ko et al. 2004, Ciccaglione et al. 2004 und Realdon et al. 2004) berichten 

dagegen die Induktion von Apoptose, zum Beispiel durch Interaktion mit Caspase 

8. Die vorliegende Arbeit soll zur genaueren Klärung des Einflusses von HBV 

und HCV auf die Apoptose und insbesondere das CD95-System beitragen. 
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1.6 Fokus der vorliegenden Arbeit 

Eine chronische Virus-Hepatitis stellt einen der größten Risiko-Faktoren für die 

Entwicklung einer Leberzirrhose und eines Hepatozellulären Karzinoms dar.  

Da sich fast ausschließlich aus chronischen Hepatitis-Infektionen ein HCC 

entwickelt, stellte sich als erstes die Frage: Welche Faktoren bestimmen, ob eine 

Infektion chronisch wird oder nicht? Sowohl Leberzirrhose als auch HCC weisen 

eine Aktivierung des CD95-Apoptose-Programms auf. Daher sollte als erstes am 

Mausmodell untersucht werden, welchen Einfluss das CD95-Todessystem auf den 

Verlauf einer Hepatitis B Infektion hat. 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, welche 

zellulären Apoptose-Programme in die Chronizität einer Hepatitis-Infektion 

involviert sind. Zum Einfluss einer HBV- und der HCV- Genexpression auf die 

Induktion von Apoptose und die Aktivierung von Apoptose-Signalwegen liegen 

bislang widersprüchliche Ergebnisse vor. Daher soll dieser Einfluss in einem 

möglichst kliniknahen Modell untersucht werden. Die Wahl fiel hier auf die 

Verwendung primärer humaner Hepatozyten und adenoviraler Vektoren. Die 

Untersuchungen wurden parallel dazu an Hepatom-Zelllinien durchgeführt. 

Bei Identifikation eines in die Chronizität einer Hepatitis-Infektion involvierten 

Apoptose-Signalweges war schließlich die Frage: Wie sieht die Interferenz 

zwischen dem Hepatitis-Virus und dem Apoptose-Signalweg aus?  

Die Beantwortung dieser Frage hat weit reichende Konsequenzen, da sich aus ihr 

mögliche Therapieoptionen entwickeln lassen.  Welche Möglichkeiten gibt es, in 

diese Interferenz einzugreifen, um so Chronizität, Leberzirrhose und 

Hepatozelluläres Karzinom zu verhindern? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien und Lösungen 

Chemikalien und Lösungen wurden, sofern nicht anders vermerkt, in Analyse- 

Qualität verwendet:  

 

Zellkulturmedien 

MEM (Minimal Essential Medium, 500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 

Dulbecco’s MEM (500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 

HBSS (500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 

Williams Medium E (500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 

 

Zellkulturreagenzien 

FCS (10%, Invitrogen, Karlsruhe) 

Gentamycin (10 mg/ml, Invitrogen, Karlsruhe) 

L-Glutamin (200 mM, Invitrogen, Karlsruhe) 

Hepes (1M, Invitrogen, Karlsruhe) 

Non-essentiel Amino Acids (100x, Invitrogen, Karlsruhe) 

Penicillin-Streptomycin (= Pen-Strep, je 5000 U/ml, Invitrogen, Karlsruhe) 

Heparin (5000 U/ml, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

Kollagenase IV (~ 450 U/mg, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

 

Chemikalien 

Acrylamid (30%, Roth, Karlsruhe) 

Agar-Agar (Roth, Karlsruhe) 

Agarose (Roth, Karlsruhe) 

Ampicillin (Sigma Aldrich, Deisenhofen) 

APS (Roth, Karlsruhe) 

BES (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

Beta-Mercapto-Ethanol (Roth, Karlsruhe) 

Blotting-Papier (Whatman, Maidstone) 

BSA (Biomol, Hamburg) 

CaCl2 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 
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Cell Culture Lysis Reagent (5x, Promega, Mannheim) 

Dapi (In-situ-cell death detection kit, Roche, Mannheim) 

DMSO (Roth, Karlsruhe) 

EDTA (Roth, Karlsruhe) 

EGTA (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

Essigsäure (Roth, Karlsruhe) 

Ethanol (Roth, Karlsruhe) 

Ethidium Bromid (Roth, Karlsruhe) 

Glucose (Roth, Karlsruhe) 

Glycerol (Roth, Karlsruhe) 

Glycin (Roth, Karlsruhe) 

Hydrocortison (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

Insulin (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) 

Kanamycin (Merck, Darmstadt) 

KCl (Merck, Darmstadt) 

Luciferin (Promega, Mannheim) 

Methanol (Roth, Karlsruhe) 

MgCl2 (Merck, Darmstadt) 

MgSO4 (Merck, Darmstadt) 

MTT (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) 

Na-Acetat (Merck, Darmstadt) 

Na-Citrat (Roth, Karlsruhe) 

NaCl (Roth, Karlsruhe) 

Na2HPO4 (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) 

NaOH (Roth, Karlsruhe) 

Nitrozellulose-Membran (Amersham Pharmacia, Freiburg) 

PBS (1x, steril, Invitrogen) 

Propanol (Roth, Karlsruhe) 

Propidium-Jodid (Roth, Karlsruhe) 

SDS (Roth, Karlsruhe) 

TEMED (Roth, Karlsruhe) 

Tris (Roth, Karlsruhe) 

Triton X-100 (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) 

Trypsin-EDTA (0,05% Trypsin; 0,2 g/l EDTA, Invitrogen, Karlsruhe) 
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Trypton (Becton Dickinson, Heidelberg) 

Tween (Roth, Karlsruhe) 

Wasser steril (Apotheke des Universitätsklinikums Heidelberg) 

Yeast-Extract (Difco Laboratories, Detroit) 
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2.2 Kits 

2.2.1 DNA-Extraktion 

Zur DNA-Extraktion wurde das Qiafilter-Plasmid-Maxi-Kit von Qiagen (Hilden) 

nach den Angaben des Herstellers verwendet. 

 

2.2.2 RNA-Extraktion 

Zur Extraktion von RNA wurde das RNeasy-Midi-Kit von Qiagen (Hilden) nach 

den Angaben des Herstellers verwendet. 

 

2.2.3 Gel-Extraktion 

Zur Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen wurde das Gel-Extraction-Kit von 

Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet. 

 

2.2.4 Restriktions-Enzyme 

Für Klonierungen und Kontroll-Verdaus wurden neben der T4 DNA-Ligase von 

MBI Fermentas folgende Restriktions-Enzyme mit den mitgelieferten Puffern 

nach den Angaben des Herstellers verwendet:  

Bgl II  (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) 

Drd I  (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) 

Nae I  (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) 

EcoRV  (NEB GmbH, Frankfurt/Main) 

Pac I  (NEB GmbH, Frankfurt/Main) 

Pme I  (NEB GmbH, Frankfurt/Main) 

 

2.2.5 RT, PCR 

Zur Durchführung von Reverser Transkription (RT) sowie Polymerase-Chain-

Reaction (PCR) wurden die entsprechenden Kits der Firma Applied Biosystems, 

Darmstadt verwendet (vgl. 2.9). 
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2.3 Medien 

2.3.1 Kulturmedien 

2.3.1.1 Kulturmedium Hep3B 

Medium Zusätze 

Minimal Essential Medium (MEM) 50 ml  FCS 

(500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 5 ml  L-Glutamin 

 5 ml  Hepes 

 5 ml  Non-essential AS 

 5 ml  Gentamycin 

 

2.3.1.2 Kulturmedium HepG2 

Medium Zusätze 

Dulbecco’s MEM (DMEM) 50 ml  FCS 

(500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 5 ml  L-Glutamin 

 5 ml  Hepes 

 5 ml  Gentamycin 

 

2.3.1.3 Kulturmedium 293-Zellen 

Medium Zusätze 

Minimal Essential Medium (MEM) 50 ml  FCS 

(500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 5 ml  L-Glutamin 

 5 ml  Hepes 

 5 ml  Gentamycin 
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2.3.2 Kultur- und Perfusionsmedien für PHH 

2.3.2.1 Präperfusionsmedium 

Medium Zusätze 

HBSS 2,5 ml  EGTA (100 mM) 

(500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 1 ml  Heparin 

 

2.3.2.2 Kollagenase-Medium 

Medium Zusätze 

Williams Medium E 0,9 ml CaCl2 (1 M) 

(250 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 2,5 ml Gentamycin 

 200 mg Kollagenase IV 

 

2.3.2.3 Wasch-Medium 

Medium Zusätze 

Williams Medium E 5,6 ml L-Glutamin 

(500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 6 ml Glucose (5 %) 

 11,5 ml Hepes 

 5,6 ml Pen-Strep 

 

2.3.2.4 PHH-Kulturmedium 

Medium Zusätze 

Williams Medium E 5,6 ml Glutamin 

(500 ml, Invitrogen, Karlsruhe) 6 ml Glucose (5 %) 

 11,5 ml Hepes 

 5,6 ml Pen-Strep 

 5 ml Gentamycin 

 0,5 ml Hydrocortison 

(4,85 mg/ml) 

 1,4 ml Insulin (280 µg/ml) 

 8,7 ml DMSO 
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2.4 In-vivo Versuche zur Rolle des CD95 Rezeptor-Ligandensystems bei 

der HBV-Infektion 

Untersuchungen zur Rolle des CD95 Rezeptors bei HBV-Infektionen wurden an 

Mäusen vorgenommen. Zu diesem Zweck wurden  wt-Mäuse und CD95-Rezeptor 

reduzierte lpr-Mäuse mittels eines adenoviralen Vektors mit Hepatitis B infiziert. 

 

2.4.1 Verwendete Maus-Linien 

C57/Black 6 Mäuse ist die am weitesten verbreitete Inzucht-Mauslinie. Sie wurde 

1921 von C. C. Little gezüchtet und ist homozygot für alle Gen-Loci. Die 

maximale Lebensdauer von Black 6 Mäusen (B6 Mäusen) beträgt 650-800 Tage 

(Storer 1966, Goodrick 1975). Black 6 Mäuse zeigen keine Neigung zu spontaner 

Tumor-Entwicklung. Sie  zeigen gegen Maus-Hepatitis-Viren eine normale 

Antikörper-Produktion (Le Prevost et al. 1975, Kagiyama et al. 1991). Black 6 

Mäuse produzieren wildtypischen murinen CD95 Rezeptor.  

Lpr-Mäuse hingegen exprimieren auf ihrer Zelloberfläche nur ein zehntel der 

natürlichen Menge an CD95 (Watanabe-Fukunaga et al. 1992). Der CD95-Ligand 

zeigt keine Reduktion der Expression. Lpr-Mäuse entwickeln sich normal, ihre 

Lebensdauer liegt bei 15 Wochen. Allerdings zeigen sie häufig eine massive 

Infiltration der Lymphknoten durch CD4-/CD8--T-Lymphozyten  mit einer 

anschließenden Entwicklung von Autoimmunkrankheiten. 

 

2.4.2 Infektion 

Am Tage 0 wurden 49 Mäuse randomisiert in sechs Gruppen aufgeteilt und mit 

2x109 Adenoviren vom Typ AdHBV-X- durch die Schwanzvene infiziert. Nach 

Sprinzl et al. 2001 ist auf diese Weise eine nachweisbare HBV-Infektion in 

Mäusen auslösbar. 
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Das Infektions-Schema war wie folgt: 

 

Gruppe Tag der 

Auswertung 

Mauslinie  Infektion Tierzahl 

1 d 7 lpr 2x109 AdHBV-X - 7 

2 d 7 B6 2x109 AdHBV-X - 6 

Ko I d 14 lpr - 8 

Ko II d 14 B6 - 2 

3 d 14 lpr 2x109 AdHBV-X - 7 

4 d 14 B6 2x109 AdHBV-X - 6 

5 d 28 lpr 2x109 AdHBV-X - 7 

6 d 28 B6 2x109 AdHBV-X - 6 

 

Am Tage der Untersuchung wurden die Mäuse mit 0,1 g/kg Körpergewicht 

Avertin (i. p.) betäubt, der Bauchraum und der Herzbeutel geöffnet und Blut und 

Lebergewebe sowie bei 2 Mäusen jeder Gruppe Herz-, Lungen-, Milz-, Nieren-, 

Testis- und Muskelgewebe entnommen. 

 

2.4.3 Blutuntersuchungen 

Das Blut wurde bei Raumtemperatur und 500 g für 5 Minuten zentrifugiert und 

auf HBs- und HBe- Antigene mit dem Axsym-Test (ELISA) von Abbott nach den 

Anweisungen des Herstellers untersucht. Daneben erfolgte ein Test auf das 

Leberenzym ALT (Alanin-Amino-Transferase) mittels Teststäbchen Reflovet plus 

der Firma Roche Diagnostics, Mannheim. Erhöhte ALT-Werte im Blut zeigen 

eine Leberschädigung an. 

 

2.4.4 Untersuchung der Gewebeschnitte 

Das entnommene Gewebe wurde in Formalin fixiert und nach HE-Färbung 

histologisch untersucht. 
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2.5 Zellen 

2.5.1 Zelllinien 

Es wurden folgende Zelllinien benutzt:  

(a) HepG2: HepG2-Zellen (Aden et al. 1979 und Knowles et al. 1980) wurden 

1975 aus dem Tumorgewebe eines 15-jährigen argentinischen Jungen mit 

hepatozellulärem Karzinom isoliert Sie wachsen adhärent in Monolayern bei 

37°C und 5 % CO2 bei einer ca. 60 stündigen Verdopplungszeit. HepG2-

Zellen exprimieren wt p53. 

(b) Hep3B: Hep3B-Zellen (Aden et al. 1979 und Knowles et al. 1980) wurden 

1976 aus dem Gewebe des hepatozellulären Karzinoms eines 8-jährigen 

Jungen isoliert. Sie wachsen adhärent in Monolayern bei 37°C und 5 % CO2. 

Hep3B-Zellen sind p53-defizient! Diese Defizienz bewirkt ein vollständiges 

Fehlen des CD95-Rezeptors sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene 

(Müller et al. 1997 und Müller et al. 1998). Hep3B-Zellen enthalten 

integrierte Teile des Hepatitis B Virus – Genoms und sind daher der 

Sicherheitsstufe S2 der ZKBS zuzuordnen. 

(c) 293: 293-Zellen (Graham et al. 1977) wurden aus embryonalem humanem 

Nierengewebe isoliert und anschließend durch Adenoviren Typ 5 (Ad5) 

transformiert. Da sie keine Viren produzieren, sind sie der Sicherheitsstufe S1 

der ZKBS zuzuordnen. 293-Zellen wachsen adhärent in Monolayern bei 37°C 

und 5 % CO2. Sie reagieren empfindlich auf Trypsin-EDTA und 

Erschütterung der Kulturflasche. 

 

2.5.2 Primäre humane Hepatozyten 

Alle Versuche mit humanem Lebergewebe waren genehmigt durch die Ethik-

Kommission der Universität Heidelberg (Aktenzeichen 110/2000). 

 

Verwendet wurde ausschließlich gesundes Lebergewebe aus Resektatmaterial. 

Aufgrund des Leberaufbaus muss beim Entfernen einer Lebermetastase oder eines 

Hepatozellulären Karzinoms nicht nur der Tumor selbst, sondern auch 

umgebendes Gewebe, das den Tumor enthält, entfernt werden. Daher enthalten 

die Resektate auch Anteile gesunden Lebergewebes. 
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Durch Kooperation mit Prof. Büchler und Prof. Friess, Chirurgische 

Universitätsklinik Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 110, 69120 Heidelberg, war 

es möglich, direkt im Anschluss an eine Leberoperation einen Teil dieses 

gesunden Lebergewebes zu erhalten. Auf diese Weise wurde die Isolation einer 

großen Zahl lebender Zellen möglich. 

 

2.5.2.1 Präparation primärer humaner Hepatozyten 

Die Standard-Technik zur Präparation primärer humaner Hepatozyten (Reese et 

al. 1981, Guguen-Guillouzo et al. 1983, Hsu et al. 1985, Berry et al. 1997) basiert 

auf der Methode von Berry et al. (1969), die zum Entfernen des Blutes aus dem 

Resektatstück um eine vorhergehende kalzium-freie Perfusion erweitert wurde 

(Seglen 1976). So erhaltene primäre humane Hepatozyten können mehr als drei 

Monate kultiviert werden (Chen et al. 1998). Während dieser Zeit bleibt der 

charakteristische Phänotyp der Hepatozyten erhalten (Ferrini et al. 2001). 

 

Hierzu wurde das Leberstück unter sterilen Bedingungen in eine 15cm-Schale 

gelegt und in eine der großen Venen ein Venenverweilkatheter (Braun, 

Durchmesser 0,8 bis 1,0 mm) etwa 5 mm eingeführt und mit Histoacrylkleber 

fixiert und damit abgedichtet. Um zu gewährleisten, dass das Leberstück 

möglichst vollständig perfundiert wurde, wurden auch alle weiteren großen 

Gefäße mit Histoacrylkleber verschlossen. Nach Aushärten des Klebers (ca. 20 s) 

wurde das Resektat mit 500 ml kalzium-freier Präperfusionslösung perfundiert. 

Zur Zusammensetzung der Perfusionsmedien vgl. 2.3.2, Seite 41. Hierbei wurde 

die Durchflussgeschwindigkeit schrittweise von 15 ml/min auf 50 ml/min erhöht. 

Durch Verschluss aller großen Gefäße entstand ein Überdruck, der das Resektat 

leicht aufblähte. Das aus kleinen Gefäßen austretende Medium wurde abgesaugt 

und verworfen (vgl. Abb. 13, (B) aus Untergasser 2003, verändert). 

Im Anschluss daran wurde das Resektat mit gleicher Durchflussgeschwindigkeit 

mit 250 ml Kollagenase-Medium perfundiert. Die ersten 150 ml Kollagenase-

Medium wurden abgesaugt und verworfen. Mit den restlichen 100 ml wurde das 

Leberstück für 10 Min zirkulierend perfundiert. 

Das Resektat sollte zu diesem Zeitpunkt statt der üblichen rotbraunen Färbung 

eine beige Farbe angenommen haben und sehr weich geworden sein. 
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In den verbleibenden 100 ml Kollagenase-Medium wurde das Resektat 

aufgeschnitten und die Zellen der perfundierten Stellen abgeschabt und 

ausgespült. Nicht perfundierte Stellen wurden in kleine Stücke geschnitten. Die 

entstandene Suspension wurde in ein steriles Becherglas mit Magnetrührer 

überführt und unter Rühren 10 Min bei 37°C inkubiert. 

Anschließend wurde die Suspension durch zwei Lagen Gaze und einen 70 µm 

Filter (Falcon) in sterile 50 ml Zentrifugenröhrchen (Falcon) filtriert und für 5 

Min bei 400 Upm (50g) und 10 °C bei ausgeschalteter Zentrifugenbremse 

zentrifugiert.  

Der Überstand wurde verworfen und je zwei der entstehenden Pellets in 50 ml 

4°C kaltem Wasch-Medium aufgenommen. 

(A) 

(B) 

Abb. 13: Perfusions-Apparatur für Leber-Resektate. (A) Schemazeichnung, (B) Photographie. 

Unter sterilen Bedingungen gelangt das in einem Wasserbad (W) auf 42°C erwärmte Medium 

durch die Pumpe (P) in das Resektat (R). Aus dem Leberstück austretendes Medium wird 

durch die Absaugvorrichtung (A) entfernt. (Abb. B aus Untergasser 2003, verändert) 

WPRA

W

P

R

A
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Dieser Schritt wurde so lange wiederholt, bis der Überstand klar war. Im letzten 

Schritt wurden die Zellen in 50 ml PHH-Kulturmedium aufgenommen.  

Die Zellen wurden mit Trypanblau gefärbt und in einer Zählkammer die 

Zelldichte bestimmt. Diese wurde anschließend mit PHH-Kulturmedium, dem 

10% FCS zugesetzt war, auf 1x105 Zellen/ml eingestellt und 3x105 Zellen in 6-

well Kulturschalen der Firma TPP (Trasadingen, Schweiz)  ausgesät.  

Die Kulturschalen für PHH müssen mit Kollagen beschichtet werden, da die 

Zellen sonst nicht am Plattenboden haften. Hierzu wurden sie mit einer 

verdünnten Kollagenlösung (0,2 mg/ml) beschickt, 3 Stunden bei 37°C inkubiert 

und anschließend zwei mal mit sterilem Wasser gespült. 

3 Stunden nach der Aussaat der PHH wurden nicht angewachsene Zellen mit dem 

Medium abgesaugt und neues PHH-Kulturmedium mit 5% FCS zugegeben. Am 

darauffolgenden Tag wurde das Medium gegen PHH-Kulturmedium mit 0% FCS 

ausgetauscht, in dem die primären humanen Hepatozyten weiter kultiviert 

wurden. 
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2.6 Erstellen adenoviraler Vektoren 

Das Erstellen neuer adenoviraler Vektoren erfolgte nach der Methode von He et 

al. (1997). Die neu erstellten Adenoviren wurden in den anschließenden 

Experimenten verwendet. Es handelt sich um rekombinante Adenoviren, die im 

Folgenden kurz Adenoviren genannt werden. 

Bei der Methode von He et al. (1997) wird durch Kotransformation von zwei 

Plasmiden in rekombinierende Bakterien das gewünschte Gen in das Genom des 

Adenovirus Typ 5 eingeschleust. Dieses Genom ist durch Deletion der Regionen 

E1 und E3 nicht vermehrungsfähig. Durch Transfektion in stabil transformierte 

293-Zellen, die diese beiden Regionen in trans zur Verfügung stellen, wird das 

Virus erzeugt. Die Benennung der Adenoviren erfolgt nach dem eingeschleusten 

Protein. Ad-p53 ist beispielsweise das von uns neu erstellte rekombinante 

Adenovirus, das zusätzlich das Gen für das Tumorsuppressorprotein p53 enthält. 

  

In einem ersten Schritt wurde das gewünschte Gen (     ) in den Transfer-

Vektor pTrack hineinkloniert und dieser durch Verdau mit dem 

Restriktionsenzym Pme1 linearisiert. In einem zweiten Schritt wurde dieses 

Plasmid mit pAdEasy in rekombinierende Bakterien kotransformiert. Da diese 

beiden Plasmide homologe Sequenzen enthielten (          ,          ), konnten diese 

rekombinieren und überführten so das gewünschte Gen zusammen mit einem Gen 

für das grün fluoreszierende Protein (GFP,         ) und einem Resistenz-Gen 

(Kanamycin,          ) in den AdEasy-Vektor. Ergebnis ist der Vektor pAdEasy-

Track.   

Dieser Vektor enthielt neben dem gewünschten Gen, dem GFP-Marker und der 

Kanamycin-Resistenz das gesamte Genom des Adenovirus Typ 5 mit Ausnahme 

der Regionen E1 und E3. Daher war dieses Plasmid in normalen Zellen nicht 

vermehrungsfähig. 

Um adenovirale Vektoren zu erzeugen, wurde pAdEasy-Track durch Verdau mit 

der Endonuklease Pac1 linearisiert, wobei das Resistenz-Gen für Kanamycin 

entfernt wurde. Anschließende Transfektion in 293-Zellen, die die Regionen E1 

und E3 in trans zur Verfügung stellten, führte zur Produktion von Adenoviren.  
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Die fortschreitende Infektion neuer Zellen kann fluoreszenz-mikroskopisch durch 

GFP verfolgt werden. Durch mehrere Infektions-Zyklen wurde der Virus-Titer 

erhöht und schließlich die Viren geerntet.  

Abb. 14: Produktion von adenoviralen Vektoren (nach He et al. 1997). Das gewünschte Gen 

wird in ein Träger-Plasmid (pTrack) kloniert und durch homologe Rekombination in das 

replikations-defiziente Adenovirus5-Genom übertragen (pAdEasy). Nach Linearisierung wird 

das entstehende Plasmid pAdEasy-Track in 293-Zellen transfiziert, die die zur Replikation und 

Viren-Erzeugung nötigen Gene E1 und E3 zur Verfügung stellen. 

Pme I

Pac I

pTrack pAdEasy

Pac I

pAdEasy

Pac I

Pac I

Pac I

pTrack

pAdEasy-Track

Pac I

Pac I

Pac I

E 1E 3
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Hierzu wurden die Zellen durch Spülen mit Medium vom Boden der Zellkultur-

Flasche gelöst, bei –70°C eingefroren und anschließend bei 37°C wieder 

aufgetaut. Dieser Vorgang wurde zwei mal wiederholt, die entstehende 

Suspension für 5 Minuten bei 4°C mit 300 g zentrifugiert, der Überstand mit 10 % 

Glycerin aliquotiert und bei –70°C gelagert. 
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2.7 Transduktion von Zellen 

Die Transduktion von Zelllinien wurde mittels CaHPO4-Transfektion nach Chen 

und Okayama (1987) durchgeführt. Probetransfektionen des GFP-Gens zeigten 

jedoch, dass die Transduktions-Effizienz  mit dieser Methode nur bei ca. 5-20 % 

lag und sich primäre Zellen mit dieser Methode nicht transduzieren lassen. Daher 

wurde daneben (in primären Zellen ausschließlich) die Transduktion mittels 

Infektion durch adenovirale Vektoren benutzt. 

 

2.7.1 CaHPO4-Transfektion 

Transfektionen mit der CaHPO4-Methode wurden in 6-well-Zellkulturplatten der 

Firma Greiner durchgeführt. 1,5 x 105 Zellen wurden in 1,5 ml Medium ausgesät 

und 24 h später transfiziert.  

Der Transfektionsansatz enthielt 2,5 µg DNA (als Füll-DNA wurde Heringsperm-

DNA, Invitrogen, benutzt), 125 µl 250 mM CaCl2 und 125 µl 2xBBS (pH=6,95, 

280 mM NaCl, 50 mM BES, 1,5 mM Na2HPO4∗2H2O). Er wurde durch 

dreimaliges überkippen gemischt, 1 Minute bei Raumtemperatur und  100 g 

zentrifugiert und anschließend 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Nach tropfenweiser Zugabe des Transfektionsansatzes wurden die Zellen 24 h bei 

37°C inkubiert, das Medium gewechselt und die Zellen nach weiteren 24 h 

Inkubation bei 37°C geerntet. 

Bei allen Transfektions-Experimenten wurden immer drei Proben parallel 

transfiziert, um zufällige Unterschiede in der Transfektions-Effizienz 

auszuschließen.  

 

2.7.2 Infektion 

Da für viele Methoden die CaCl2-Transfektion eine zu geringe Effizienz aufweist 

und sich primäre Zellen nicht mit dieser Methode transduzieren lassen, wurde 

daneben die Transduktion mittels Infektion durch adenovirale Vektoren genutzt. 

Für die Infektionen wurden die Zellen in 12-Well-Zellkulturplatten in 1 ml 

Medium ausgesät und 24 h bei 37°C inkubiert, so dass die Zelldichte etwa 70 % 
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betrug. Zellkulturplatten für primäre Zellen wurden vorher mit Kollagen 

beschichtet (vgl.2.5.2.1).  

Zur Infektion wurden die Virus-Lösungen mit sterilem PBS so verdünnt, dass die 

Infektion bzw. Ko-Infektion mit einem Volumen von 50 µl erfolgen konnte. 

Anschließend an die Infektion wurden die Zellen 4 h bei 37°C inkubiert, mit 

sterilem PBS gewaschen und in 1 ml Medium 72 – 120 h bei 37°C und 

regelmäßigem Mediumwechsel alle 48 h bis zur Ernte weiter kultiviert. 

 

2.7.3 Verwendete Vektoren 

2.7.3.1 HBV-Vektoren 

Für Transduktionen von Zellen für HBV-Experimente wurden sowohl Plasmide 

als auch adenovirale Vektoren benutzt. 

 

2.7.3.1.1  HBV-Plasmide 

Alle verwendeten HBV-Plasmide waren in einen modifizierten pUC -

Expressions-Vektor kloniert (Guidotti et al. 1995). 

Alle HBV-Plasmide mit Ausnahme des Plasmides, das nur das X-Protein von 

HBV exprimierte (HBx), enthielten das 1,3-fache Genom des Hepatitis B Virus. 

Dies hat seinen Grund zum einen in der stringenten Organisation des HBV-

Genoms, in dem weite Teile doppelt genutzt werden. Zum anderen existiert im 

Genom des Hepatitis B Virus nur eine polyA-Sequenz. Durch Erstellen des 1,3-

fachen Genoms wird gewährleistet, dass alle HBV-Proteine wie im normalen 

Virus abgelesen werden.  
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Ein Plasmid enthielt das HBV-Wildtyp-Genom. Bei anderen wurden durch 

Einführen eines Stopp-Codons ein oder mehrere Proteine ausgeschaltet. 

 

Abb. 15: HBV-Plasmide. In den Vektor pUC 19 wurde eine 1,3 fach Überlängen-Genom 

kloniert um so die Expression aller HBV-Proteine unter ihrem natürlichen Promotor 

sicherzustellen. Durch Einführen von Stopp-Codons wurde zunächst das X-Protein (HBV-X-), 

dann weitere Proteine ausgeschaltet (HBV-L-, HBV-X-L-, HBV-X-L-S-, HBV-X-L-S-P-). 

Weitere Vektoren enthielten nur das Core-, das HBs- respektive das X-Protein. 
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2.7.3.1.2  HBV-Adenoviren 

Da Adenoviren mit integriertem vollständigen HBV-Genom der Sicherheitsstufe 3 

der ZKBS zugeordnet werden, wurden HBV-Plasmide verwendet, bei denen 

durch eingefügte Stopp-Codons ein Protein, entweder das X-Protein oder das 

mittlere und lange Hüllprotein, ausgeschaltet war. 

 

 

 

Alle HBV-Vektoren wurden freundlicherweise von Frau PD Dr. Ulla Protzer, 

Molekulare Infektiologie, Universität Köln, zur Verfügung gestellt. 

 

2.7.3.2 HCV-Vektoren 

Das Hepatitis C Virus ist ein RNA Virus. Da es keine effektiven RNA-

Transfektions-Methoden gibt, wurde das Genom für die Versuche mittels reverse 

Transkription in DNA übersetzt. Wegen des Gefährdungspotential des Hepatitis C 
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Abb. 16: Adenovirale HBV-Vektoren. Die nach dem Verfahren von He et al. 1997 

hergestellten adenoviralen Vektoren (vgl. 2.6) enthielten wie die Plasmid-Vektoren ein 1,3 

fach Überlängen-Genom. Bei dem Vektor Ad HBV-X- war das X-Protein, bei dem Vektor Ad 

HBV-L - hingegen das große und mittlere Hüllprotein durch eingeführte Stopp-Codons 

ausgeschaltet. 
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Virus, gegen das noch keine Impfung existiert, wurde für die Versuche nicht das 

komplette Genom verwendet, sondern nur die kodierende Region des Genoms. 

Die zu beiden Seiten für die Vermehrung des Virus notwendigen nicht-

kodierenden Regionen waren in den Expressions-Plasmiden nicht enthalten. 

 

 

 

Core E 1 E 2 NS2 NS3 NS4 NS55‘UTR 3‘UTR

HCV wt

HCV E1

HCV NS3

HCV NS4

HCV NS5

Core

HCV ORF

E 1 E 2 NS2 NS3 NS4 NS5Core
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Core 191NH2 - - COOH
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Core 123

Core N10

Core N30

Core N50

Abb. 17. HCV-Vektoren. Verwendet wurden Vektoren, die die im wildtypischen Genom 

(HCV-wt) vorhandenen untranslatierten Regionen (UTR) nicht enthielten, sondern nur den 

Polyprotein-Leserahmen (HCV ORF) beziehungsweise die Gene für einzelne HCV-Proteine 

(Core, HCV E1, HCV NS3, HCV NS4, HCV NS5). Daneben wurden Vektoren verwendet, die 

das sequenziell am C- bzw. N-Terminus des Proteins deletierte HCV-Core-Gen enthielten 

(Core 152, Core 123, Core N10, Core N30, Core N50). 
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Alle HCV-Plasmide wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr. Jens Encke, 

Universitäts- Klinik Heidelberg, zur Verfügung gestellt. 

 

2.7.3.3 Reporterkonstrukte 

Als Reporter-Plasmid wurde der Vektor pGL-3 der Firma Promega, Mannheim, 

benutzt. In die Multiple Cloning Site vor dem Luciferase Gen wurde der 

komplette Promoter des Bax-Gens bzw. ein Teil des CD95-Gens hineinkloniert. 

Da das CD95-Gen im Intron 1 ein p53-responsives Element enthält, bestand die 

hineinklonierte Sequenz aus dem Promoter, dem Exon1 und dem Intron1 des 

CD95-Gens. Um ein Ablesen des Exons 1 zu verhindern, wurde in seiner Sequenz 

das Start-Codon ATG zu TAG mutiert.  

 

 

 

 

 

 

Das Promotor-Konstrukt für das Bax-Protein wurde freundlicherweise zur 

Verfügung gestellt von Professor J.C. Reed, La Jolla, Kalifornien (Miyashita und 

Reed 1995). 

 

PBS1 PBS2 PBS3  IBS

p1142

ATG

luci

CD95 gene

 1                                               2                3   4    5 6  7  8     9

 -1837           -1444                           -615                      +1          +347           +779

luci

CD95-Reporter 

Bax-Reporter 

(A) 

(B) 

Abb. 18: Reporter-Konstrukte. (A) Das CD95-Gen enthält in seinem Promotor 3 putative p53 

Bindestellen (PBS 1-3,     ). Zusätzlich befindet sich im Intron 1 eine hochkonservierte 

intronische Bindestelle (IBS,      ), die für die Aktivierung des Gens essentiell ist. Daher enthält 

der CD95-Reporter neben dem Promotor und dem Exon 1 auch das Intron 1. (B) Auch das 

Bax-Gen enthält im Promotor p53-Bindestellen. 
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2.7.3.4 Weitere Vektoren 

Weiterhin wurden Expressions-Plasmide für wild-typisches humanes p53, kloniert 

in den Vektor pUC 19 der Firma Qbiogene (Heidelberg), und für das p53-

Familien-Mitglied p73, kloniert in den Vektor pcDNA 3 HA der Firma Clontech, 

Palo Alto (USA), verwendet. 
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2.8 Luciferase-Assay 

Für Luciferase-Experimente wurden Zellen mit einem Luciferase-Reportergen 

transfiziert. Zur Ernte der Zellen wurde das Medium abgezogen, die Zellen mit 

PBS gewaschen und in 150 µl 1x Cell Culture Lysis Reagent (Promega) mit 

Zellschabern vom Boden der Kulturschale gelöst. Die Suspension wurde in 1,5 ml 

Eppendorf Reaktionsgefäßen überführt und bei –70°C eingefroren. 

Zum Messen der Proben wurden diese aufgetaut und 10 Sekunden bei 

Raumtemperatur und 15.000 g zentrifugiert. Von jeder Probe wurde mit je ein mal 

10µl ein Doppelwert im Luminomaten (Lumimat LB 9507, EG&G Berthold) 

gemessen. Die dazu notwendige Luciferin-Lösung (Promega, Mannheim) wurde 

nach den Angaben des Herstellers angesetzt. Die Messparameter für die 

Luciferase-Experimente in dieser Arbeit waren: 10 Sekunden Messzeit von 10µl 

Probe in 50 µl Luciferin-Lösung. 
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2.9 RT-PCR CD95 Rezeptor und CD95 Ligand 

Für Reverse Transkription (RT) und Polymerase Chain Reaction (PCR) wurden 

Reagenzien der Firma Applied Biosystems, Darmstadt benutzt.  

 

MgCl2       25mM mitgeliefert mit Taq-Polymerase 

(s.u.) 

PCR-Puffer     10x mitgeliefert mit Taq-Polymerase 

(s.u.) 

dNTPs     1 Set:   # N 80 80 007 

Oligo-dT    50µM:  # N 80 80 128 

RNAse Inhibitor:   2000 U # N 80 80 119 

MuLV Reverse Transkriptase: 5000 U # N 80 80 018 

 

Primer wurden bei der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert und mit 

sterilem Wasser auf 1µM (Actin Sense und Actin Anti-Sense) bzw. 10 µM (CD95 

Rezeptor Sense /-Anti-Sense und CD95-Ligand Sense /-Anti-Sense) verdünnt. 

Die Primer-Sequenzen waren  

 

CD95 Rezeptor Sense: 5‘- GGA GCT GCC TCT TCT CCC -3‘ 

CD95 Rezeptor Anti-Sense: 5‘- TGG AAG AAA AAT GGG CTT TG –3‘ 

CD95 Ligand Sense: 5‘- ATA GGA TCC ATG TTT CTG CTC TTC CAC CTA 

CAG AAG GA –3‘ 

CD95 Ligand Anti-Sense: 5‘- ATA GAA TTC TGA CCA AGA GAG AGC TCA 

GAT ACG TTG AC –3‘ 

β-Actin Sense: 5‘- TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA –3‘ 

β-Actin Anti-Sense: 5‘- CTA GAA TTT GCG GTG GAC GAT GGA GGG –3‘ 

 

Reverse Transkription und Polymerase-Ketten-Reaktion wurden im Robocycler 

Gradient 4ß der Firma Stratagene durchgeführt. 

 

Reverse Transkription (RT):  

Zur Reversen Transkription wurden in 5 µl 1,5 µg RNA vorgelegt und 1µl Oligo-

dT hinzugefügt. Die RNA wurde für 3 Minuten bei 60°C denaturiert und 
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anschließend 5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe des Mastermixes (4 µl 

MgCl2 (25mM); 2 µl 10xPuffer; je 2 µl ATP, GTP, CTP, TTP (10 µM); 1µl 

RNAse-Inhibitor; 3,5 µl ddH2O; 1,5µl MLV-Reverse Transkriptase) wurde die 

Lösung für eine Stunde bei 42°C und anschließend für 5 Minuten bei 90°C 

inkubiert. Die Lösung wurde abzentrifugiert und bei –20°C gelagert. 

 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Benutzt wurden hier folgende Reagenzien der Firma Applied Biosystems: 

 

Taq-Polymerase  1000 U # N 80 80 172 

MgCl2     25mM  mitgeliefert mit Taq-Polymerase 

(s.o.) 

PCR-Puffer    10x  mitgeliefert mit Taq-Polymerase 

(s.o.) 

 

Zu 40 µl Mastermix (4 µl 10xPCR-Puffer; 2,4 µl MgCl2 (25 mM); je 1 µl Sense 

und Anti-Sense Primer von Actin sowie dem gewünschten Gen (s.o.); 0,5 µl Taq-

Polymerase; 29,1 µl H2O) werden 10 µl RT-Ansatz gegeben. 

Die Parameter der PCR-Maschine wurden wie folgt eingestellt: 

 

94°C 56°C 72°C 6°C Zyklen 
     

3‘ - - - 1 

1‘ 1‘ 1‘ - 35 

- - 10‘ - 1 

- - - 60‘ 1 

 

Anschließend wurde die Lösung bei 4°C gelagert.  

 

Gel-Elektrophorese 

In 100 ml 1x TAE (40 mM Tris, 1mM EDTA, 1,14 ml 100% Essigsäure/l, pH 7,4) 

werden 1,5 g Agarose gegeben, in der Mikrowelle gelöst und die Gelkammer 

gefüllt. Die Proben wurden mit 10x Blaupuffer (0,1 M EDTA, 50% Saccharose, 

0,1% Bromphenolblau) gefärbt und 10 µl in die Taschen des Gels aufgetragen. 



2. Material und Methoden                                                                                      64 

 

Laufparameter waren 1 Stunde Laufzeit bei 80V und maximaler Stromstärke in 

1xTAE. 
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2.10 Durchflusszytometrie 

Alle durchflusszytometrischen Versuche wurden in der Abteilung Tumor-

Immunologie des Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg (DKFZ) an 

Geräten der Firma Becton-Dickinsen, Modell FACscan sowie der Analyse-

Software Cell Quest Pro, ebenfalls von Becton Dickinson, durchgeführt.  

 

2.10.1 Apoptose-Detektion nach Nicoletti 

Für Versuche zur Apoptose-Detektion nach Nicoletti et al. (1991) wurden 5,6x104 

Hep3B-Zellen in 12-wells ausgesät und wie oben beschrieben infiziert. Zur Ernte 

wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 0,25 ml 

Trypsin-EDTA abgelöst. Nach Inhibition von Trypsin durch 10% FCS-haltiges 

Medium wurden die Zellen in Eppendorf-Reaktionsgefäße auf Eis überführt, diese 

für 5 Minuten bei 4°C und 1500 g zentrifugiert, mit 1 ml PBS gewaschen und 

anschließend wieder zentrifugiert. Der Überstand wurde bis auf 50 µl 

abgenommen und das Pellet darin gelöst. Zur Färbung wurden 100 µl Nicoletti-

Puffer (50 µg/ml PI gelöst in 0,1% Na-Citrat und 0,1% Triton X-100) zugegeben 

und vorsichtig gemischt. Die Zellen wurden mindestens 3 Stunden unter 

Lichtausschluss bei 4°C inkubiert und anschließend im Durchflusszytometer 

gemessen. Bei allen Versuchen zur Apoptose-Detektion nach Nicoletti wurden 3 

Proben parallel behandelt, um zufällige Unterschiede durch verschiedene 

Infektions-Effizienz auszuschließen. 
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2.11 Zelltod-Detektion mittels MTT-Umsatzes 

6x104 Zellen wurden in 100µl Medium in 96-wells ausgesät und wie oben 

beschrieben infiziert. Nach 72 Stunden wurden alle Wells mit Medium auf 200 µl 

aufgefüllt und je 25 µl MTT-Lösung (5 mg/ml MTT in PBS) zugegeben. Lebende 

Zellen inkorporieren diesen gelben Farbstoff (Tetrazolium-Salze) und 

verstoffwechseln ihn in den Mitochondrien mittels der mitochondrialen 

Dehydrogenase zu einem blauen Farbstoff (Formazan-Kristalle). Nach 4-8 

Stunden Inkubation bei 37°C wurde das Medium abgenommen und die Zellen in 

100 µl 5%ige Ameisensäure in Isopropanol lysiert. Die 96-well-Platte wurde 

luftdicht verschlossen und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und 

anschließend im ELISA-Reader gemessen. Gemessen wurde bei einer 

Wellenlänge von 550 nm, Referenz-Wellenlänge 620 nm. 
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3 Ergebnisse 

In dieser Arbeit sollen in vivo- und in vitro-Daten zu einem Gesamtbild 

zusammengefügt werden. Hierzu wurden in vivo-Daten in Mäusen gewonnen, 

molekularbiologische Zusammenhänge an einem Zelllinien-Modell untersucht 

und diese schließlich in einem kliniknahen System, der Infektion von primären 

humanen Hepatozyten durch rekombinante Adenoviren zum Transfer von HBV-

Proteinen, untersucht. 

3.1 Infektion von lpr-Mäusen 

Die häufigen Folgeerkrankungen einer Hepatitis-Viren-Infektion, Leberzirrhose 

und Leberkrebs, gehen mit einer Deregulation der Apoptose einher. Ein wichtiger 

Apoptose-Weg ist die Rezeptor-mediierte Apoptose durch den CD95-Todes-

Rezeptor. 

Im Gegensatz zu wt B6-Mäusen weisen lpr-Mäuse eine reduzierte (10%) 

Rezeptordichte auf. Mit Hilfe dieser Mäuse war es möglich, die Bedeutung des 

CD95-Systems bei einer HBV-Infektion in vivo zu untersuchen. 

Hierzu wurden lpr-Mäuse sowie wt B6-Mause als Kontrolle mit adenoviralen 

HBV-Vektoren infiziert und 28 Tage beobachtet. Im Serum wurden Parameter 

wie  ALT, HBV-DNA und anti-HBs bestimmt. Die Lebern sowie weitere Organe 

(Herz, Lunge, Niere, Milz, Testis und Muskel) der Tiere wurden fixiert und 

histologisch untersucht (HE-Färbung). 

 

3.1.1 Histologische Befunde 

In der histologischen Auswertung der einzelnen Organe zeigte sich, dass nur die 

Leber von Veränderungen betroffen war. Alle anderen Organe zeigten keine 

Unterschiede zwischen infizierten und nicht infizierten Mäusen oder zwischen wt 

und CD95-defizienten Mäusen. 

Unsere histologischen Befunde zeigten in den CD95-positiven B6-Mäusen eine 

wesentlich stärkere Immunantwort als in den CD95-defizienten lpr-Mäusen. Zwar 

wiesen alle Gruppen ein ausgeprägtes lymphozytäres Infiltrat auf, allerdings 

wiesen nur die CD95-positiven Tiere Zeichen einer erhöhten Apoptoserate auf. 

Während die CD95-positiven Tiere die Infektion bereits nach 28 Tagen 
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kontrollierten, war bei den CD95-defizienten Tieren keine Virus-Elimination 

nachweisbar. Dieses Ergebnis spiegelt sich in den Serumanalysen wider.  

3.1.2 Leberzellschädigung (ALT) 

ALT (Alanin Amino Transferase) ist ein nur in Leberzellen vorkommendes 

Enzym. Bei einer Beschädigung von Hepatozyten wird dieses Enzym frei und ist 

im Blut nachweisbar. ALT kann daher als Marker für eine Leberzellschädigung 

benutzt werden. 

 

 

Korrespondierend zur Histologie der Leberschnitte zeigten die lpr-Mäuse kaum 

eine Veränderung des ALT-Wertes. Die B6-Mäuse zeigten am Tag 7 ausgeprägte 

Entzündungserscheinungen, die bis zum Tag 28 wieder zurückgingen. Dies 

entspricht dem Verlauf der ALT-Kurve. Am Tag 7 wurde die höchste 

Konzentration gemessen, die im Laufe der folgenden 21 Tage wieder auf den 

Grundwert sank.  
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Abb. 19: ALT-Konzentration im Blut. B6-Mäuse mit wildtypischem CD95 zeigen nach 

Infektion mit HBV einen rapiden Anstieg des ALT-Wertes im Blut, der bis zum Tag 28 wieder 

auf den Grundwert sank. CD95-defiziente lpr-Mäuse hingegen zeigen in diesem Zeitraum 

keine Veränderungen der ALT-Werte. 
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3.1.3 Virus-Clearance (HBsAg, HBeAg) 

 

Im Verlauf einer Hepatitis B Infektion kommt es zur Sekretion von HBsAg und 

HBeAg aus den Hepatozyten. HBsAg und HBeAg können im Blut nachgewiesen 

werden und ihre Konzentration ist ein Marker für die Stärke der Infektion.  

 

3.1.3.1 Titerverlauf HBeAg 

Am Tage der Infektion war sowohl in lpr-Mäusen als auch B6-Mäusen kein 

HBeAg nachweisbar. B6-Mäuse zeigten im Verlauf des 28 Tage dauernden 

Versuches einen typischen Infektionsverlauf. Zunächst stieg der Antigen-Titer für 

HBeAg stark an und erreichte am Tag 7 sein Maximum. Im Verlauf der folgenden 

21 Tage sank danach der Titer wieder auf den Wert, der zu Beginn des Versuches 

gemessen wurde, ab. 

Lpr-Mäuse verhielten sich anders. Hier war ein stetig ansteigender HBeAg-Titer 

nachweisbar.  

 

HBeAG

0
10
20
30

40
50
60

d 0 d 7 d 14 d 28

B6

lpr

Abb. 20: HBe-Antigen-Gehalt im Blut. Der Antigen-Titer im Blut ist ein Indiz für die Stärke 

der Infektion. B6-Mäuse zeigten einen deutlichen Anstieg des HBe-Antigens nach 7 Tagen, der 

bis zum Tag 28 wieder auf den Normalwert sank. CD95-defiziente lpr-Mäuse hingegen zeigten 

einen stetigen Anstieg des HBe-Titers bis zum Tag 28. 
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3.1.3.2 Titerverlauf HBsAg 

Der Titerverlauf für HBsAg ähnelte dem des HBeAg. Auch hier zeigte sich, dass 

während des Versuches bei den B6-Mäusen ein typischer Infektionsverlauf 

stattfand. Die Konzentration des HBsAg stieg bis zum Tag 7 an und sank bis zum 

Tag 28 wieder auf den Grundwert. In den CD95-defizienten lpr-Mäusen hingegen 

stieg die HBsAg-Konzentration kontinuierlich bis zum Tag 28 an. 

 

 

Die serologischen Befunde und histologischen Untersuchungen zeigen die 

Bedeutung des CD95-Rezeptors für eine normale Immunantwort gegen eine 

HBV-Infektion, die das Virus eliminiert. Diese in vivo gewonnenen Daten in 

einem möglichst kliniknahen Modell weiter zu untersuchen, war das Ziel der 

folgenden molekularbiologischen Arbeit. 
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Abb. 21: HBs-Antigen-Gehalt im Blut. Auch dieser Titer ist ein Indiz für die Stärke der 

Infektion. Die Kurve zeigte denselben Kurvenverlauf wie für das HBe-Antigen. CD95-

defiziente lpr-Mäuse zeigten eine deutlich verringerte Virus-Elimination, während B6-Mäuse 

nach einer starken Virusvermehrung bis zum Tag 7 das Virus in kurzer Zeit eliminierten. 
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3.2 Optimierung der Gewinnung primärer humaner Hepatozyten 

Die Nutzung primärer humaner Hepatozyten stellt im Vergleich mit der 

Verwendung von Hepatomzelllinien das wesentlich kliniknähere Modell dar 

(Schulze-Bergkamen et al. 2003). Um die für die Untersuchungen nötigen 

Zellzahlen zu erhalten, war es nötig, die Gewinnung primärer humaner 

Hepatozyten zu optimieren. Die maximale Ausbeute bei der Gewinnung primärer 

humaner Hepatozyten lag vor der Optimierung bei etwa 1x108 Zellen pro 

Resektat. Im Laufe der Versuche steigerte sich die maximale Ausbeute auf 2x109 

Zellen pro Resektat. Das Resektatvolumen variierte dabei von 2 cm3 bis (selten) 

20 cm3. Es stellte sich heraus, dass ab einem Volumen von 10 cm3 die Ausbeute 

gleich blieb (vgl. hierzu Schulze-Bergkamen et al. 2003 und 2004). 

Erste Änderung im Protokoll war die Erhöhung der Durchfluss-Geschwindigkeit 

und damit die Erhöhung des Drucks in den durchströmten Blutgefäßen. Zu Beginn 

wurde das Resektat nur mit maximal 15 ml/min durchströmt. Eine Erhöhung der 

Durchflussrate auf 30, später 50 ml/min ergab eine deutliche Steigerung der Zell-

Ausbeute auf 4x108 Zellen. 

Eine weitere Änderung im Verlaufe des Protokolls war eine zwischengeschaltete 

Inkubation im Collagenase-Medium. Im ursprünglichen Protokoll wurde das 

Resektat im Collagenase-Medium zerkleinert, durch ein Zellsieb gefiltert und 

direkt zentrifugiert. Für die zwischengeschaltete Inkubation wurde das Resektat 

ebenfalls im Collagenase-Medium zerkleinert, anschließend aber mit einem 

Rührfisch für 5-10 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Es folgte nun 

auch statt der einfachen eine doppelte Filtration: zunächst durch sterile Gaze und 

erst anschließend durch das Zellsieb. 

Nach der Zentrifugation mit Sammeln der Zellen in einem 50 ml Reaktionsgefäß 

wurde die Zeit, die die Zellen in FCS-haltigem Medium kultiviert wurden, 

drastisch verkürzt, was sich positiv auf die Lebensfähigkeit der Zellen auswirkte. 

Statt die Zellen 3 Tage in FCS-haltigem Medium zu kultivieren, wurde der FCS-

Gehalt nun nach 3 Stunden auf 5 % und nach weiteren 10 Stunden auf 0 % 

gesenkt. 

Die Lebensfähigkeit der ausgesäten Hepatozyten wurde durch die Erhöhung der 

Aussaat-Dichte von 3x105 auf 6 x 105 Zellen pro 12-well (3,5 cm2) erhöht. Eine 
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weitere Erhöhung der Aussaatdichte führte wieder zu einer Verringerung der 

Lebensfähigkeit. 

 

 

 

 

Abb. 22: Primäre humane Hepatozyten. Die ausgesäten Zellen bilden ein geschlossenen 

Zellrasen. Über den Hepatozyten sind einige Erythrozyten zu sehen (�) 
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3.3 Herstellung adenoviraler Vektoren 

Die benötigten adenoviralen Vektoren wurden nach der Methode von He et al. 

(1997) generiert. Sie ist in Abb. 14 schematisch dargestellt. 

 

3.3.1 Erstellen der Plasmide pAdTrack-p53, pAdTrack-p73 und pAdTrack-

GFP 

Das Gen des humanen Tumorsuppressor-Proteins p53 lag in den Vektor pUC19 

der Firma Qbiogene (Heidelberg)  im Labor kloniert vor. Aus diesem Plasmid 

wurde das Gen mittels Verdau mit den Restriktions-Endonukleasen Bgl II und 

Nae I herausgeschnitten. Die Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors pAd-

Track wurde durch Verdau mit den Enzymen Bgl II und Eco RV geöffnet und das 

p53-Gen durch Inkubation mit einer T4-Ligase eingefügt. Es entstand das Plasmid 

pAdTrack-p53 mit einer Länge von 10.878 Basenpaaren (=Bp; pAdTrack 8320 

Bp, Insert 2558 Bp).  

Marker

3000 Bpp73 Gen
(3063 Bp)

p73-Vektor

Abb. 23: Verdau des p73-Vektors. Beispielhaft für die Klonierung der adenoviralen Vektoren 

für p53, p73 und GFP wurde die Klonierung des p73-Adenovirus dargestellt. Das p73-Gen 

wurde durch Verdau mit den Endonukleasen Bgl II und Drd I aus dem Vektor ausgeschnitten, 

der 3‘-Überhang an der Drd I Schnittstelle enzymatisch entfernt und durch ein präparatives 

Agarose-Gel isoliert.  
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Es wurde mittels präparativer Agarose-Gel-Elektrophorese gereinigt, in 

kompetente Bakterien transformiert und so vermehrt. Anschließend wurde das 

Plasmid mittels des Qiagen-Maxi-Kits nach den Angaben des Herstellers 

extrahiert. 

Das Gen für das p53-Familienmitglied p73 lag in den Vektor pcDNA 3 HA der 

Firma Clontech kloniert vor. Es wurde durch Verdau mit den Enzymen Bgl  

II und Drd I herausgeschnitten. Es folgte der enzymatische Verdau des 3‘ – 

Überhangs an der Drd I Schnittstelle. 

Die MCS des Vektors pAd-Track wurde durch Verdau mit den Enzymen Bgl II 

und Eco RV geöffnet und das p73-Gen mittels einer Ligase eingefügt. Es entstand 

das Plasmid pAdTrack-p73 mit einer Länge von 11.383 Bp (pAdTrack 8320 Bp, 

Insert 3063 Bp). Analog zu pAdTrack-p53 wurde das Gen vermehrt und 

extrahiert. 

Ein entsprechendes Plasmid ohne p73 wurde pAdTrack-GFP genannt. 

 

3.3.2 Erstellen der Plasmide pAd-p53, pAd-p73 und pAd-GFP 

Das Plasmid pAdEasy wurde analog zu den Plasmiden pAdTrack-p53 und 

pAdTrack-p73 in kompetente Bakterien transformiert, vermehrt und nach 

Angaben des Herstellers mit dem Qiagen-Maxi-Kit extrahiert.  

3000 Bp

10.000 Bp

M
a

rk
er

pAdTrack-p73

Abb. 24: Linearisierung von pAdTrack-p73. Nach der Extraktion aus dem präparativen 

Agarose-Gel wurde pAdTrack-p73 durch die Endonuklease Pme I linearisiert und durch ein 

weiteres präparatives Agarose-Gel gereinigt. 
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Die drei Plasmide pAdTrack-p53, pAdTrack-p73 und pAd-GFP wurden durch 

Verdau  mit der Restriktions-Endonuklease Pme I linearisiert. 

 

Nun erfolgte eine Ko-Transformation der Plasmide pAdEasy und pAdTrack-p53 

(respektive pAdEasy und pAdTrack-p73 beziehungsweise pAdEasy und 

pAdTrack-GFP) in kompetente rekombinierende Bakterien vom Typ BJ5183. 

 

 

Beide Plasmide haben zwei lange homologe Sequenzen. Diese sind auf beiden 

Seiten der wichtigen Sequenz des pAd-Track (Kanamycin-Resistenz-Gen, GFP-

Gen und MCS) beziehungsweise des Ampicillin-Resistenz-Gens des pAdEasy 

angeordnet. Durch diese langen homologen Sequenzen erfolgt eine 

Rekombination. Hierbei wird das Ampicillin-Resistenz-Gen des pAdEasy gegen 

die wichtige Sequenz des pAd-Track (inklusive des hinein klonierten Inserts) 

ausgetauscht. Auf diese Weise wird das gewünschte Gen in das Genom des 
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Abb. 25: Kontrollverdau von pAd-p73. Nach Ko-Transformation von pAdTrack-p73 und 

pAdEasy in rekombinierende Bakterien wurde an den entstehenden Plasmiden mit der 

Endonuklease Pac I ein Kontrollverdau durchgeführt. Dies löst das etwa 3000 Bp große 

Kanamycin-Resistenz-Gen aus dem zusammen 29.000 Bp großen Plasmid. Bei nicht erfolgter 

Rekombination ergäbe die gleiche Reaktion Teilstücke von 3000 und 7000 Bp Größe. 
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Adenovirus Typ 5 eingeführt und die Rekombination verfolgbar gemacht. 

Ergebnis sind die Plasmide pAd-p53, pAd-p73 und pAd-GFP. 

 

Analog zu pAdTrack-p53 bzw. pAdTrack-p73 werden die Plasmide transformiert, 

vermehrt und extrahiert. 

 

3.3.3 Herstellung der Adenoviren Ad-p53, Ad-p73 und Ad-GFP 

Die Plasmide pAd-p53, pAd-p73 und pAd-GFP wurden durch Verdau mit Pac I 

linearisiert und das Kanamycin-Resistenz-Gen damit entfernt. Anschließend 

wurden die Plasmide mit der Calcium-Phosphat-Methode (vgl. 2.7.1) parallel in 

293-Zellen transfiziert. Diese Zell-Linie, eine Nierenkarzinom-Zell-Linie, stellt 

die in den Plasmiden fehlenden DNA-Abschnitte E1 und E3, die für die 

Vermehrung des Virus essentiell sind, in trans zur Verfügung, so dass eine 

Produktion der Viren möglich wird. 

Durch das co-transfizierte GFP-Gen ließ sich diese Produktion sowohl 

fluoreszenzmikroskopisch als auch durchflusszytometrisch verfolgen.  

 

Abb. 26: Fluoreszenz-Mikroskopie Adenovirus-infizierter Zellen. Hohe Virus-Titer machen es 

möglich, eine Infektions-Effizienz von nahezu 100% zu erreichen. Das gleichzeitig exprimierte 

GFP erhöhte dabei die Apoptose-Rate nicht. 
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In größeren Mengen kann GFP toxisch wirken. Zellen, die mit Viren, die das 

GFP-Gen nicht enthielten, kontrollinfiziert wurden, zeigten jedoch die gleiche 

spontane Apoptose-Rate wie Zellen, die nach Infektion GFP exprimierten. GFP 

erhöht also bei den von uns verwendeten Virusmengen (5-10 MOI) die Apoptose-

Rate nicht. Durch mehrere Infektions-Zyklen war eine immer größere 

Virenkonzentration möglich. 

 

3.3.4 Aufreinigung der Viren 

Am Ende des letzten Infektions-Zyklus waren fast alle 293-Zellen grün gefärbt 

und begannen schnell sich abzulösen. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Zellen im 

Medium abgeschabt, in 50 ml Reaktionsgefäße überführt, bei –80°C eingefroren 

und anschließend bei 37°C aufgetaut. Dadurch wurden die Zellmembranen 

zerstört und die Virenkonzentration im Medium erhöht. Dieser Einfrier-Auftau-

Zyklus wurde 3 Mal wiederholt. Abschließend wurden die Zellfragmente 

abzentrifugiert und der Überstand mit 10 % Glycerol aliquotiert. 

 

3.3.5 Titrierung der Adenoviren 

Die Kotransfektion von GFP ermöglichte die Titration des jeweiligen Adenovirus. 

Eine Verdünnungsreihe der Viren-Suspension wird auf eine bestimmte Zellzahl 

gegeben und durch die Grünfärbung der Zellen die Zahl infektiöser Einheiten pro 

µl Suspension ermittelt. Virensuspensionen wurden erst ab einer Konzentration 

von 5x105 IU (infectious units = infektiöse Einheiten) pro µl verwendet.  

Abb. 27: Die Expression von GFP wirkt nicht toxisch. Eine 4-stündige Infektion von Hep3B 

Zellen mit Adenoviren, die das GFP-Gen enthalten, erhöht die Apoptose-Rate nicht über den 

Wert, den „leere“ Adenoviren ohne GFP-Gen hervorrufen (10 MOI, 72h). 
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3.4 Interaktion von Hepatitis B Viren mit Apoptose und Apoptose-

Signalwegen 

Eine chronische Hepatitis, sowohl bei einer Infektion mit HBV als auch bei einer 

mit HCV, führt in einem hohen Anteil der Patienten zur Entwicklung von Leber-

zirrhose und Leberkrebs. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen für 

diese Entwicklung sind jedoch noch weitgehend ungeklärt. Bei beiden 

Erkrankungen ist jedoch eine Deregulation der Apoptose beschrieben. Die Frage 

war nun, ob und wie Hepatitis-Viren mit den CD95-Apoptosesignalwegen der 

Zelle interagieren (vgl. 1.3.4) und so die  Lebensfähigkeit von Hepatozyten 

beeinflussen. 

Hierzu wurden primäre humane Hepatozyten und die Hepatom-Zelllinie Hep3B 

mit den erstellten adenoviralen Hepatitis-Vektoren AdHBV-X- und AdHBV-L- 

(vgl. 2.7.3.1.2.) infiziert und die Apoptosesignalwege der Zellen untersucht. 

 

3.4.1 HBV-Expression löst Zelltod aus 

Primäre humane Hepatozyten wurden in 96-well Platten ausgesät und mit 

adenoviralen Hepatitis B Vektoren infiziert. 72h nach der Infektion wurde der 

Anteil der überlebenden Zellen mittels MTT-Test im ELISA-Reader gemessen.  

Abb. 28: Zelltod-Induktion durch HBV-Genexpression. Primäre humane Hepatozyten wurden 

mit den adenoviralen Vektoren Ad-GFP, AdHBV-X- und AdHBV-L- (15 MOI) infiziert und 

die Zelltod-Rate mittels MTT-Assay nach 48h gemessen. Dabei erhöht die Expression von 

GFP die spontane Apoptose-Rate, die bei PHH bei etwa 50% liegt, nicht. 
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So war eine Aussage möglich, ob Hepatitis B Viren Zelltod auslösen. 

Kontrollzellen wurden nur mit dem adenoviralen Vektor, der GFP exprimierte, 

infiziert. 

In den nur mit GFP infizierten Kontrollzellen wurde nur die Basis-Zelltod-Rate 

von etwa 50 % beobachtet, die auch nicht infizierte PHH aufweisen. Eine HBV-

Expression jedoch erhöht die Zelltod-Rate signifikant auf 70 %, sowohl in 

Anwesenheit des HBx-Proteins (AdHBV-L-) als auch in dessen Abwesenheit 

(AdHBV-X -). 

 

3.4.2 HBV induziert Apoptose 

Nun stellte sich die Frage, ob es sich bei diesem Zelltod um Apoptose handelte. 

Hierzu wurden sowohl primäre humane Hepatozyten als auch die Hepatom-

Zelllinie Hep3B mit adenoviralem HBV respektive -HCV infiziert und die 

spezifische Apoptose durchflusszytometrisch nach der Methode von Nicoletti et 

al. (1991) gemessen. 

Abb. 29: Apoptose durch HBV-Genexpression in PHH. Primäre humane Hepatozyten wurden 

mit den adenoviralen Vektoren Ad-GFP, AdHBV-X- und AdHBV-L- infiziert (für 4 Stunden 

mit 20 MOI) und 72 Stunden später die Apoptose-Rate nach der Methode von Nicoletti 

gemessen. Sowohl AdHBV-X- als auch AdHBV-L- können die Apoptose-Rate signifikant 

erhöhen. 
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Auch bei diesem Versuch wurde als Kontrolle der adenovirale GFP-Vektor 

benutzt. Er löst auch hier die basale Apoptose aus, die auch nicht infizierte 

Kontroll-Zellen aufweisen. Diese liegt bei primären humanen Hepatozyten bei 

etwa 50 %. GFP wirkt also in dieser Konzentration selbst nicht toxisch. Sowohl in 

Anwesenheit (AdHBV-L-) als auch in Abwesenheit (AdHBV-X-) des HBx-

Proteins ist die Apoptose-Rate erhöht. 

Wie Abb. 30 zeigt, trifft dies auch für die Infektion von Hep3B-Zellen zu. Hep3B-

Zellen weisen eine basale Apoptose von 5 – 10 % auf. 

Abb. 30: Apoptose durch HBV-Genexpression in Hep3B. Hep3B-Zellen wurden mit 5 MOI 

Ad-GFP, AdHBV-X- und AdHBV-L- infiziert und 96 Stunden später die Apoptose-Rate nach 

der Methode von Nicoletti gemessen. Sowohl AdHBV-X- als auch AdHBV-L- können die 

Apoptose-Rate erhöhen. Die Apoptose-Rate unbehandelter Hep3B-Zellen liegt deutlich unter 

der von primären Zellen. 

0

15

30

Control AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

pe
ci

fic
 a

po
pt

os
is

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

Kontrolle
0

15

30

Control AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

pe
ci

fic
 a

po
pt

os
is

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

0

15

30

Control AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

pe
ci

fic
 a

po
pt

os
is

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

KontrolleAdGFP AdHBV-X - AdHBV-L -

0

15

30

Control AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

pe
ci

fic
 a

po
pt

os
is

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

Kontrolle
0

15

30

Control AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

pe
ci

fic
 a

po
pt

os
is

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

0

15

30

Control AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

pe
ci

fic
 a

po
pt

os
is

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

KontrolleAdGFP AdHBV-X - AdHBV-L -



3. Ergebnisse                                                                                                          81 

 

3.4.3 HBV löst Caspasen-mediierte Apoptose aus 

Wie in 1.2.3 beschrieben sind Caspasen Enzyme, die im aktiven Zentrum ein 

Cystein aufweisen und Proteine nach einem Aspartat spalten (Cystein-

Aspartasen). Sie sind charakteristische Glieder der auf die Todesrezeptor-

Aktivierung folgenden Enzym-Kaskade.  

 

 

Eine Präinkubation mit dem Breitbandspektrum-Caspasen-Inhibitor ZVAD-Fmk 

vor der Infektion mit adenoviralem HBV reduzierte die durch HBV ausgelöste 

Apoptose-Rate auf die Apoptose von 9%. Die durch Hepatitis B ausgelöste 

Apoptose ist Caspasen-vermittelt. 

 

Abb. 31: Apoptose nach HBV-Genexpression ist Caspasen-vermittelt. Nach adenoviralem 

Transfer von 5 MOI GFP, HBV-X- und HBV-L- wurden Hep3B-Zellen mit ZVAD-fmk, 

einem Breitbandspektrum-Caspasen-Inhibitor, inkubiert und nach 96 Stunden die Apoptose-

Rate nach der Methode von Nicoletti gemessen. Die durch die HBV-Genexpression ausgelöste 

Apoptose sank bei Hemmung der Caspasen auf basale Werte ab. 

0

10

20

AdGFP AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

p
e

ci
fic

 a
p

o
p

to
si

s

-  ZVAD

+ ZVAD

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e

0

10

20

AdGFP AdHBV-X- AdHBV-L-

%
 s

p
e

ci
fic

 a
p

o
p

to
si

s

-  ZVAD

+ ZVAD

%
 s

pe
zi

fis
ch

e 
A

po
pt

os
e



3. Ergebnisse                                                                                                          82 

 

3.4.4 Hepatitis B Viren und p53 kooperieren in der Induktion von Apoptose 

Wir konnten zeigen, dass das Gen des CD95 Rezeptors durch p53 transaktiviert 

wird (Müller et al. 1997, 1998). Daher stellte sich die Frage, ob Hepatitis B Viren 

beim Auslösen von Apoptose mit p53 interagieren.  

Zur Beantwortung dieser Frage wurden Hep3B Zellen mit adenoviralem HBV und 

adenoviralem p53 infiziert und die Apoptose-Rate nach der Methode von Nicoletti 

gemessen. 

 

Nach Infektion der p53-defizienten Hep3B Zellen mit adenoviralem p53 stieg die 

Apoptose-Rate auf etwa 50 %. Wie in vorherigen Versuchen erhöhte die Infektion 

mit HBV die Apoptose-Rate ebenfalls und zwar in gleichem Maße bei 

Anwesenheit (AdHBV-L-) wie bei Abwesenheit (AdHBV-X-) des HBx-Proteins. 

Anders ist das bei der Ko-Infektion von HBV und p53. Bei fehlendem HBx-

Protein kann HBV die Wirkung von p53 nicht steigern. Ist HBx jedoch 

vorhanden, so kommt es zu einer Steigerung der Apoptose-Rate über die Wirkung 

von p53 hinaus. HBx und p53 kooperieren somit in der Induktion von Apoptose. 

Abb. 32: Apoptose durch Ko-Expression von HBV und p53. Infektion von Hep3B Zellen mit 

p53 führt nach 96 Stunden zu einer Erhöhung der Apoptose-Rate. Ko-Infektion von Hep3B-

Zellen mit Ad-p53 und X-Protein defizienten HBV-Adenoviren (AdHBV-X-) führt zu keiner 

weiteren Erhöhung der Apoptose-Rate. Wird HBx exprimiert (AdHBV-L-), so ist HBV in der 

Lage, sogar die durch p53 ausgelöste Apoptose-Rate zu erhöhen. Alle Infektionen wurden mit 

5 MOI durchgeführt. 
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Verantwortliches Protein für diese Interaktion scheint HBx zu sein, da ein Fehlen 

dieses Proteins die additive Wirkung aufhebt. 

 

3.4.5 HBV aktiviert das CD95-Rezeptor-Liganden-System 

Hepatitis B Viren können also Caspasen-mediierte Apoptose auslösen. Sie 

kooperieren hierbei mit dem Tumorsuppressor-Protein p53. Um die molekulare 

Grundlage für diese Wirkung einer Hepatitis-Infektion zu untersuchen, wurde die 

Wirkung von Hepatitis B auf die Aktivierung des CD95-Gens untersucht. 

Hierzu wurde ein Luciferase-Reporter-Plasmid (p1142, vgl. 2.7.3.3) verwendet, 

das neben dem CD95-Promoter auch das erste Intron enthielt. Dieses Intron 

enthält eine hochkonservative p53-Bindestelle, die für die Aktivierung des Gens 

essentiell ist (Müller et al. 1998). 

 

3.4.5.1 HBV kann das CD95-Gen aktivieren 

Kotransfektion des Reporter-Plasmids mit HBV Wildtyp zeigt, dass HBV das 

CD95-Gen aktivieren kann. Die Ergebnisse für eine Ernte nach 24 Stunden und 

für eine Ernte nach 48 Stunden unterschieden sich nicht. Weiterhin ließ sich 

dieser Effekt auch bei Transfektion von 50 ng HBV-Plasmid nachweisen (Abb. 

33A). Bei Transfektion mit den HBV-Knockoutkonstrukten, bei denen ein oder 

mehrere Gene durch eingeführte Stopp-Codons inaktiviert waren, zeigte sich, dass 

auch diese das CD95-Gen transaktivieren können (Abb. 33B). 

 

3.4.5.2 HBV und p53 wirken synergistisch in der Aktivierung des CD95-Gens 

Erfolgte eine Kotransfektion des CD95-Reporters mit p53, so zeigte sich wie 

erwartet eine starke Aktivierung. Abb. 34 zeigt außerdem: Wird zusätzlich HBV 

wt kotransfiziert, zeigt sich ein über-additiver Effekt, das heißt, die Aktivierung 

durch p53 und HBV übertrifft die Summe der Einzelaktivierungen um ein 

mehrfaches. Auch hier ließ sich der Effekt auf 50 ng HBV bzw. p53 Plasmid 

heruntertitrieren. 
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Abb. 33: Aktivierung des CD95-Rezeptorgens durch Genexpression von HBV. Hep3B-Zellen 

wurden mit dem CD95-Reporter p1142, in der Abbildung schematisch dargestellt (vgl. 

2.7.3.3), und HBV-Plasmiden transfiziert und die Aktivierung des CD95-Gens 24 Stunden 

später im Luciferase-Assay gemessen. (A) HBV kann das CD95-Gen aktivieren. Der Effekt ist 

auch bei einer Transfektion von nur 50 ng HBV-Plasmid nachweisbar. (B) Auch HBV-

Plasmide, bei denen ein oder mehrere Proteine nicht exprimiert wurden, konnten das CD95-

Gen aktivieren. Das Reporterplasmid enthielt neben 3 putativen Promotor-Bindestellen (   ) 

auch eine hochkonservierte intronische Bindestelle (      ). 
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3.4.5.3 HBx ist für die Interaktion von HBV und p53 verantwortlich 

Zur Eingrenzung des für die Kooperation mit p53 verantwortlichen HBV-Proteins 

standen verschiedene Knock-Out-Mutanten des HBV-Plasmides zur Verfügung. 

Diese waren durch Einfügen eines Stopp-Codons in einen Leserahmen entstanden, 

wobei die anderen Leserahmen in der Aminosäuresequenz nicht verändert 

wurden. Bei einem Konstrukt war das HBx-Protein ausgeschaltet, bei einem 

anderen das große und mittlere Hüllprotein. Bei einem weiteren Plasmid waren 

beide Proteine ausgeschaltet (vgl. Abb. 15).  

Abb. 34: p53 und HBV wirken überadditiv in der Aktivierung des CD95-Gens. Hep3B-Zellen 

wurden mit dem CD95-Reporter transfiziert. (A) 1,5 µg bzw. (B) 50 ng der Vektoren für HBV 

wt wurden mit p53 kotransfiziert und die Aktivierung des CD95-Gens 24 Stunden später im 

Luciferase-Assay bestimmt.  
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Der synergistische Effekt zwischen HBV und p53 trat nur auf, wenn das HBx-

Protein exprimiert wurde. Dieser Effekt war auch zu beobachten, wenn mit p53 

nur HBx exprimiert wurde. Der Effekt war auch nachweisbar, wenn statt einer 

HBV-Transfektion eine HBV-Infektion durchgeführt wurde. 

Abb. 35: Überadditivität zwischen p53 und HBV in der Aktivierung des CD95-Gens ist 

abhängig von der Expression von HBx. Sowohl bei der Kotransfektion mit 50 ng (A) als auch 

bei der Ko-Infektion mit 5 MOI (B) HBV-Vektoren wurde nach 24 Stunden eine überadditive 

Aktivierung des CD95-Gens nur bei Anwesenheit von HBx im Luciferase-Assay beobachtet. 
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Bei Expression des HBx-Proteins durch das HBV-L- Adenovirus kam es zu einer 

Synergie zwischen HBV und p53, die bei ausgeknocktem HBx-Protein im HBV-

X- Adenovirus ausblieb. 

Transkomplementiert man das fehlende HBx-Protein im HBV-X- Vektor durch 

Kotransfektion eines Plasmids, das nur das HBx-Protein exprimierte, so entspricht 

die CD95-Aktivierung derjenigen des HBV wt Vektors. Der Aktivierungs-Verlust 

bei fehlendem X-Protein kann also durch Kotransfektion mit einem nur das X-

Protein enthaltenden Plasmid ausgeglichen werden, so dass die Expression beider 

Plasmide zu einer Aktivierung des CD95-Gens führt, die der gleichkommt, die 

durch wildtypisches HBV ausgelöst wird. 

 

3.4.6 HBV aktiviert mitochondriale Apoptose-Wege 

Wie in 1.3.4 beschrieben existieren in der Zelle zwei Wege, durch die nach 

Aktivierung eines Todes-Rezeptors durch den entsprechendend Liganden 

Apoptose ausgelöst werden kann: die direkte Aktivierung der Todes-Substrate 

durch die Caspasen-Kaskade oder die Verstärkung des Todes-Signals durch die 

Mitochondrien und erst anschließend die Aktivierung der Todes-Substrate. 

Hierbei spielt die Integrität der Mitochondrien-Membran eine wesentliche Rolle. 

Die Integrität der Mitochondrien-Membran wird hierbei durch eine Vielzahl von 

Molekülen sowohl positiv wie negativ beeinflusst. Eines dieser Proteine ist das 

Abb. 36: Transkomplementierung von HBV-X- stellt die Transaktivierungs-Kapazität von 

HBV wt wieder her. Kotransfiziert man im CD95-Luciferase-Assay HBV-X- mit einem 

Plasmid, das das X-Gen enthält, so erreicht die nach 24h zu beobachtende Aktivierung des 

CD95-Gens die gleiche Höhe wie HBV Wildtyp (HBV wt). 
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Bax-Protein, das zur Bcl-2 Protein-Familie gehört (vgl. 1.3.5.2). Es wirkt durch 

Destabilisierung der Mitochondrienmembran pro-apoptotisch.  

Es stellt sich nun die Frage, ob Hepatitis Viren neben der direkten Aktivierung des 

CD95-Gens auch in die mitochondrielle Apoptose eingreifen. Hierzu stand u.a.  

ein Bax-Luciferase-Reporter zur Verfügung (vgl. 2.7.3.3). 

 

3.4.7 HBV aktiviert das Bax-Gen 

Wir haben untersucht, ob HBV das Bax-Gen transaktivieren kann.  

 

 

 

Kotransfektion des Bax-Reporters mit HBV wt führte zu einer Aktivierung des 

Gens, die ohne p53 jedoch schwächer ausfällt als die Aktivierung des CD95-

Gens. 

 

Abb. 37: Aktivierung des Bax-Gens durch HBV-Genexpression. Bei Kotransfektion des Bax-

Reporters mit 50 ng HBV-Plasmiden lässt sich nach 24 Stunden eine Aktivierung des Bax-

Gens nachweisen. Diese Aktivierung ist auch bei den HBV-Konstrukten zu beobachten, bei 

denen ein oder mehrere Proteine durch eingeführte Stopp-Codons ausgeschaltet waren. Im 

Reporterkonstrukt für Bax war vor das Luciferase-Gen der komplette Bax-Promoter  

(               ) mit drei p53-Bindestellen (    ) kloniert. 
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3.4.7.1 HBV und p53 wirken überadditiv in der Aktivierung des Bax-Gens 

Bax ist wie CD95 ein p53 Zielgen. Die Transaktivierung geschieht durch p53-

Bindestellen im Promotor des Bax-Gens. Um die Interaktion von HBV mit p53 in 

der Aktivierung des Bax-Gens zu untersuchen, wurde HBV wt und p53 in p53-

defiziente Hep3B Zellen kotransfiziert. 

 

 

 

Wie in der Literatur beschrieben kann p53 das Bax-Gen aktivieren. Es zeigt sich 

wie bei CD95 eine überadditive Wirkung zwischen p53 und HBV bezüglich der 

Aktivierung des Bax-Gens. Diese Überadditivität ist beim Bax-Gen weit 

ausgeprägter als bei dem CD-Gen. 

 

3.4.7.2 HBx ist für die Interaktion von HBV und p53 verantwortlich 

Die Suche nach dem für die Interaktion zwischen p53 und HBV verantwortlichen 

Protein konzentrierte sich nach den Ergebnissen für die Aktivierung des CD95-

Gens auf das HBx-Protein.  

Zunächst wurden Hep3B Zellen mit dem Bax-Reporter und p53 kotransfiziert und 

anschließend mit den zur Verfügung stehenden adenoviralen HBV-Vektoren 

superinfiziert. 

Abb. 38: Überadditive Aktivierung des Bax-Gens durch HBV und p53. Im Luciferase-Assay 

ist eine überadditive Aktivierung des Bax-Gens nach Kotransfektion von p53 und HBV-

Vektoren zu beobachten.  
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Es zeigte sich, dass nur bei Expression des HBx-Proteins (AdHBV-L-) eine 

Synergie zwischen HBV und p53 zu beobachten ist. Die Transkomplementierung 

des HBx-Proteins durch ein nur dieses Protein exprimierendes Plasmid zeigte 

schließlich, dass HBx für die Interaktion von HBV mit p53 verantwortlich ist. 

 

Abb. 39: Überadditivität zwischen HBV und p53 in der Aktivierung des Bax-Gens ist 

abhängig von der Expression von HBx. Sowohl nach Ko-Infektion mit 5 MOI (A) als auch bei 

Kotransfektion von 50 ng (B) hängt die Überadditivität zwischen p53 und HBV nach 24 h von 

der Expression des X-Proteins ab (AdHBV-X- ↔ AdHBV-L - bzw. HBV wt ↔ HBV-X -).  

(B) Transkomplementiert man bei Transfektion HBV-X- mit einem nur das X-Protein  

exprimierenden Vektor, erreicht die Aktivierung des Bax-Gens das Niveau von HBV wt. 
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3.4.8 HBV aktiviert den CD95L 

Um den Effekt von HBV auf das CD95-System weiter zu untersuchen, wurde die 

Wirkung einer HBV-Infektion von HepG2-Zellen (wt p53) mittels RT-PCR 

untersucht.  

 

 

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine Inkubation der Zellen mit 

Bleomycin den CD95-Liganden aktiviert (Müller et al. 1997, 1998 und Eichhorst 

et al. 2000). Die Expression der CD95-L mRNA bleibt bei Kontroll-Infektion mit 

einem leeren Adenovirus aus. Infektion mit einem adenoviralen HBV-Konstrukt, 

AdHBV-L-, das auch das HBx-Protein exprimiert, führt hingegen zu einer starken 

Aktivierung des CD95-Liganden. 
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Abb. 40: HBV induziert die CD95-Liganden mRNA Expression. HepG2-Zellen wurden mit 

AdHBV-L- infiziert und nach 72h die Gesamt-RNA isoliert. Mittels RT-PCR wurde die 

Aktivierung des CD95-Liganden untersucht, im Agarose-Gel dargestellt und densitometrisch 

ausgewertet. HBV aktiviert das Gen etwa um den Faktor 2-3 mehr als ein leerer Adenovirus. 
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3.5 Interaktion von Hepatitis C mit Apoptose und Apoptose-Signalwegen 

in Hepatozyten 

3.5.1 HCV löst Apoptose aus 

Sowohl Hepatitis B als auch Hepatitis C führen zu Leberentzündung, Leber-

zirrhose und Leberkrebs. Beide gehören jedoch sehr verschiedenen Virengruppen 

an. Das Hepatitis B Virus ist ein DNA Virus während das Hepatitis C Virus ein 

RNA Virus ist. Schon aufgrund dieser Tatsache sind die Vermehrungszyklen der 

beiden Viren innerhalb der Zelle äußerst unterschiedlich. Hinzu kommt, dass das 

Genom des Hepatitis B Virus sehr einfach, das des Hepatitis C Virus hingegen 

wesentlich komplizierter aufgebaut ist. 

Da Hepatitis B und Hepatitis C Infektionen einen ähnlichen Krankheitsverlauf 

aufweisen (Greten 2002 und Classen, Diehl, Kochsiek, 5. Auflage 2004), ergab 

sich die Frage, ob die beiden Viren die gleichen Mechanismen nutzen, um die 

Apoptosewege einer Zelle zu beeinflussen und so einer Infektion die Chronizität, 

die Leberzirrhose und den Leberkrebs folgen zu lassen. 

Zur Beantwortung der Frage, ob Hepatitis C ebenfalls Apoptose auslösen kann, 

wurde in Hep3B Zellen mittels eines adenoviralen Vektors die Expression des 

Nichtstruktur-Proteins 3 (NS3) von HCV induziert und  durchflusszytometrisch 

nach der Methode von Nicoletti die spezifische Apoptose gemessen. 

 

Abb. 41: Apoptose nach HCV-Genexpression in Hep3B. Hep3B-Zellen wurden mit 5 MOI 

eines adenoviralen Vektors für HCV-NS3 infiziert und 72 Stunden später die Apoptose-Rate 

nach der Methode von Nicoletti gemessen. Eine Expression erhöht die Apoptose-Rate um den 

Faktor 3-4. 
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Man sieht, dass das Nichtstrukturprotein 3 (NS3) die Apoptose-Rate um den 

Faktor 3-4 über die basale Apoptoserate durch adenovirales GFP steigern kann. 

3.5.2 Kooperation zwischen HCV und p53 

Wie Abb. 41 zeigt, kann auch HCV Apoptose induzieren. Ko-Infektion von 

Hep3B Zellen mit adenoviralem HCV nach vorhergehender Transfektion mit p53 

führte wie bei HBV zu einer Steigerung der Apoptose über den p53-Wert. 

 

3.5.3 HCV und p53 interagieren in der Aktivierung des CD95-Gens 

HCV löst genauso wie HBV Apoptose aus. Die Frage war, ob HCV hierbei die 

gleichen Signalwege nutzt wie HBV. Zur Beantwortung dieser Frage wurde die 

Aktivierung des CD95-Gen durch HCV sowie durch einzelne HCV-Proteine und 

deren Interaktion mit p53 mittels Luciferase-Reporter-Assay untersucht. 

Abb. 42: Apoptose durch Ko-Expression von HCV und p53. Hep3B-Zellen wurden mit p53 

transfiziert, mit 5 MOI adenoviralem HCV-NS3 super-infiziert und nach 72 Stunden die 

Apoptose nach Nicoletti gemessen. Eine Ko-Expression von HCV kann die Apoptose-Rate, die 

durch p53 ausgelöst wird, fast um den Faktor 2 erhöhen. Auch die Apoptose-Rate durch NS3 

wurde durch p53 nochmals erhöht. 
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Interessanterweise ist die Aktivierung des CD95-Gens durch HCV-ORF, das alle 

Gene des HCV enthält, relativ gering, während die Aktivierung durch das 

Strukturprotein E1 sehr hoch ist. Umgekehrt ist bei HCV-ORF bei Kotransfektion 

mit p53 eine synergistische Wirkung zu beobachten, die bei Kotransfektion von 

E1 mit p53 ausbleibt. Da die Synergie am größten bei Kotransfektion von p53 mit 

HCV-Core war, wurde diese Interaktion genauer untersucht. Zur Eingrenzung des 

verantwortlichen Epitops wurden Plasmide verwendet, bei denen einzelne Teile 

am C-terminalen Ende des Core-Proteins deletiert waren (vgl. 2.7.3.2., Abb.17). 

Damit ließ sich das verantwortliche Epitop für die Interaktion mit p53 auf die 

erste Hälfte des Core-Proteins eingrenzen. 

 

Abb. 43: Überadditive Aktivierung des CD95-Gens durch HCV-Genexpression. Eine HCV-

Genexpression kann den CD95-Rezeptor nach 24 h transkriptionell aktivieren. Insbesondere 

das Hüllprotein E1 ist auch allein ein starker Aktivator. Kotransfektion mit p53 führt zu einer 

überadditiven Aktivierung des CD95-Gens, die besonders bei HCV-Core zu beobachten ist. 
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3.5.4 HCV und p53 interagieren in der Aktivierung des Bax-Gens 

HCV kann das CD95-Gen aktivieren und damit Apoptose auslösen. Die Frage war 

nun, ob HCV wie HBV ebenfalls die mitochondrielle Apoptose beeinflussen 

kann.  

Hierzu wurde die Aktivierung des Bax-Gens durch HCV-ORF beziehungsweise 

einzelne HCV-Proteine mittels Reporter-Assay untersucht. 

 

Abb. 45: Überadditive Aktivierung des Bax-Gens durch HCV und p53. Im Luciferase-Assay 

lässt sich eine bis zu 3-fache Aktivierung des Bax Gens durch HCV beobachten. Bei 

Kotransfektion von je 0,5 µg HCV mit p53 ist nach 24 Stunden eine überadditive Aktivierung 

des Bax-Gens nachweisbar. 
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Abb. 44: Die überadditiv wirksame Region befindet sich in der ersten Hälfte des HCV-Core-

Gens.  Kotransfiziert man im Luciferase-Assay p53 mit 0,5 µg wt HCV-Core (HCV Core C 

191) bzw. Deletions-Mutanten dieses Gens, so ist nach 24 Stunden die überadditive Wirkung 

durch HCV-Core und p53 auch bei Deletion von großen Teilen des C-terminalen Teils des 

HCV-Core-Gens nachzuweisen (HCV Core C 151 und HCV Core C 123). 
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HCV kann das Bax-Gen bis zu dreifach aktivieren. Für eine effektive Aktivierung 

benötigt HCV jedoch p53.  

Auch in der Aktivierung des Bax-Gens durch HCV-Core lässt sich die für den 

Effekt verantwortliche Domäne der ersten Hälfte des Proteins zuordnen, da auch 

HCV-Core Proteine, deren C-terminales Ende deletiert war, bei Kotransfektion 

mit p53 das Bax-Gen transaktivieren konnten. 

 

Abb. 46: Die N-terminale Hälfte von HCV-Core ist für die Überadditivität mit p53 in der 

Aktivierung des Bax-Gens verantwortlich. Auch bei Kotransfektion von p53 mit HCV-Core-

Vektoren, bei denen der C-Terminus deletiert war, ist eine überadditive Aktivierung des Bax-

Gens nachzuweisen. Die Deletion der 10 N-terminalen Aminosäuren reduzierte die 

Überadditivität ebenfalls nicht. 
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4 Diskussion 

Hepatitis B mit weltweit über 350 Millionen und Hepatitis C mit weltweit 170 

Millionen chronisch infizierten Menschen (WHO 1996, WHO 2000) gehören zu 

den wichtigsten Infektionskrankheiten. Sie haben ein hohes Risiko, als 

Folgeerkrankungen eine Leberzirrhose und ein Hepatozelluläres Karzinom zu 

induzieren. Sowohl Leberzirrhose als auch HCC gehen mit einer Aktivierung des 

CD95-Systems einher (Galle et al. 1995, Strand et al. 1996).  

Die Bedeutung des CD95-Systems für die Immunantwort während einer HBV-

Genexpression ist bisher in vivo noch nicht untersucht worden. Auch der Einfluss 

von HBV auf das Apoptoseverhalten von Hepatozyten während einer Infektion ist 

noch nicht eindeutig geklärt, viel weniger die molekularen Grundlagen der 

Assoziation von Leberzirrhose und Hepatozellulärem Karzinom mit dem CD95 

System. 

In dieser Arbeit haben wir zunächst die Bedeutung des CD95 – Todessystems für 

die Immunreaktion gegen eine Hepatitis-Infektion in vivo untersucht und die 

molekularen Grundlagen der Interaktion von Hepatitis B und C mit der CD95- 

sowie der durch mitochondriale Signalwege vermittelten  Apoptose in vitro 

analysiert. 

 

4.1 Der CD95 Rezeptor ist essentiell für die Viruselimination von HBV 

Natürlich vorkommende humane Hepatitis B Viren sind wirtspezifisch, sie 

befallen neben dem Menschen nur höhere Primaten wie Schimpansen und hier die 

Hepatozyten. Im Gegensatz hierzu können adenovirale Vektoren, die das 

Hepatitis B Virus Genom enthalten, auch transspezifisch eine Hepatitis auslösen. 

Sprinzl et al. konnten 2001 nachweisen, dass sich Mäuse mit adenoviralen 

Vektoren, die das humane Hepatitis B Virus – Genom enthalten, infizieren lassen. 

Diese Infektion führt zu einer klassischen Hepatitis B Virus Infektion: d. h. 

während dieser Infektion lassen sich sowohl Entzündungserscheinungen der Leber 

als auch die HBV-Antigene HBs und HBe und Serumenzyme der 

Leberschädigung im Blut nachweisen.  



4. Diskussion                                                                                                        98 

 

Wir haben lpr-Mäuse mit diesen adenoviralen Hepatitis B -Vektoren infiziert und 

die Virus-Elimination sowie Apoptose- und Serumparameter und 

Gewebehistologie untersucht. 

4.1.1 Schutz vor Leberschäden 

Wir konnten zeigen, dass in Abwesenheit des CD95-Rezeptors zwar eine massive 

Einwanderung von Immunzellen in die Leber stattfindet, dies aber nicht zu einer 

starken Leberschädigung führt. B6 Kontrollmäuse hingegen, die den CD95 

Rezeptor besitzen, zeigen ebenfalls eine Einwanderung von Immunzellen, hier 

sind aber zusätzlich ausgeprägte Entzündungserscheinungen zu sehen. Diese 

gehen aber im Verlauf von 21 Tagen wieder auf das Ausgangsniveau nicht- 

infizierter Mäuse zurück. 

 

Diese Beobachtungen werden unterstützt durch die Ergebnisse der Untersuchung 

des ALT-Gehaltes im Blut. ALT (Alanin-Amino-Transferase) ist ein Enzym, das 

nur in Hepatozyten exprimiert wird und dessen Vorhandensein im Blut ein 

Marker für eine Leberschädigung ist. B6 Mäuse, die den CD95-Rezeptor 

exprimieren, weisen nach der Infektion sehr hohe ALT-Werte auf, die jedoch im 

Laufe der Untersuchung wieder auf normale Ausgangswerte fielen. Bei den 

CD95-defizienten lpr-Mäusen hingegen stieg der ALT-Wert bis zum Ende der 

Untersuchungen stetig an.  

Wir konnten damit zeigen, dass das Fehlen des CD95-Rezeptors dazu führt, dass 

bei einer HBV-Infektion eine lang anhaltende, chronische Leberzellschädigung 

stattfindet. Das Ergebnis ist übereinstimmend mit  Untersuchungen von Lee et al. 

(2004), die bei einer Hepatitis B Infektion eine erhöhte CD95-Liganden- 

Konzentration feststellten und gleichzeitig eine enge Korrelation zwischen Serum-

ALT-Gehalt, Apoptose-Rate in der Leber und Expression des CD95-Liganden 

nachweisen konnten. Es kommt also bei einer typischen HBV-Infektion zu einer 

Aktivierung des CD95-Systems mit damit einhergehender Erhöhung des Serum-

ALT-Gehaltes. Lee et al. (2004) wiesen auch eine transkriptionelle Aktivierung 

des CD95-Liganden durch HBx nach. Sie konnten die hierfür benötigte 

Aminosäuresequenz auf das Karboxyl-Ende des Proteins eingrenzen.  
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4.1.2 Virus Elimination 

Die Frage war nun, ob der Aktivierung des CD95-Systems eine Elimination des 

Virus folgt. Hierzu haben wir die Serum-Titer der Antigene HBs und HBe 

gemessen. Dem Verlauf der ALT-Kurve entsprechen auch die Kurven für die 

Serum-Titer von HBs Antigen und HBe Antigen. Bei normalen B6 Mäusen steigt 

der Titer für beide Antigene zunächst stark an um dann wieder auf den vorherigen 

Wert abzusinken. Dies entspricht dem normalen Verlauf einer Infektion, die durch 

das Immunsystem erfolgreich bekämpft wird. Der Infektion folgt eine starke 

Vermehrung des Virus, der eine Immunreaktion folgt, im Laufe derer die 

infektiösen Partikel vollständig eliminiert werden. Fehlt jedoch das CD95-System, 

wie das bei den lpr-Mäusen der Fall ist, so ist keine Reduktion der Antigen-Titer 

festzustellen. Im Verlauf des Versuchs steigen sowohl der HBs Antigen-Titer als 

auch der HBe Antigen-Titer die Werte kontinuierlich an. 

 

Unsere in vivo-Versuche zeigen klar, dass das CD95-System für eine funktionelle 

Immunantwort auf eine Hepatitis B Infektion, bei der das Virus eliminiert wird, 

notwendig ist. Einer Infektion folgt bei Vorhandensein eines funktionellen CD95-

Systems eine schnelle Elimination des Virus und Protektion gegen eine 

Leberschädigung. Ein Fehlen des CD95-Systems hingegen führt zu einer 

kontinuierlichen Vermehrung des Virus, die eine dauernde Leberschädigung zur 

Folge hat.  
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4.2 Einfluss des Hepatitis B Virus auf die Apoptose von Hepatozyten 

Wir konnten somit zeigen, dass das Fehlen des CD95-Rezeptors das Ausbleiben 

einer normalen Immunreaktion zur Folge hat. Da der CD95-Rezeptor zu den 

sogenannten Todes-Rezeptoren gehört, das heißt, dass eine Bindung des Liganden 

an den Rezeptor den Tod der Zelle (durch Apoptose) zur Folge hat, war nun die 

Frage, wie sich eine Hepatitis-Infektion auf das Apoptose-Verhalten von 

Hepatozyten auswirkt.  

Diese Frage wird bisher in der Literatur kontrovers diskutiert. Kim und Seong 

(2003) und Wang et al. (2004) konnten zeigen, dass HBV-Expression in HepG2- 

und Chang-Leberzellen respektive AML12-Zellen zu einer erhöhten Apoptose-

Rate führt. Ihnen widersprechen jedoch Gottlob et al. (1998) und Shih et al. 

(2003), die sowohl in embryonalen Ratten-Fibroblasten als auch in der Hepatom-

Zelllinie Hep3B eine Reduktion der Apoptose-Rate beobachteten.  

Wir haben, um dieses Kontroverse zu klären, in dieser Untersuchung primäre 

humane Hepatozyten und adenovirale HBV-Vektoren verwendet. Dieses System 

stellt ein Modell dar, das eine Näherung an die klinische Situation bei einer 

Hepatitis-Infektion und so einen neuen experimentellen Ansatz bietet.  

4.2.1 Hepatitis B löst in Hepatozyten Apoptose aus 

Wir haben in dieser Untersuchung sowohl primäre humane Hepatozyten als auch 

die p53-defiziente Hepatom-Zelllinie Hep3B mit adenoviralen HBV-Vektoren 

infiziert und die Apoptose-Induktion untersucht. 

Sowohl bei primären humanen Hepatozyten als auch bei Hep3B-Zellen hatte die 

Infektion durch HBV eine nur gering erhöhte Apoptose-Rate zur Folge. Weiterhin 

fanden wir, dass ein Zusammenwirken von p53 und HBV in der Induktion von 

Apoptose stattfindet. Eine Ko-Infektion von Hep3B Zellen mit p53 und HBV 

führte zu einer stark erhöhten Apoptose-Rate. Koinfiziert man allerdings p53 mit 

einem HBV-Konstrukt, das HBx nicht enthielt, zeigte sich keine Erhöhung der 

Apoptose-Rate gegenüber dem p53-Wert. Für dieses Zusammenwirken ist also 

das X-Protein von HBV, HBx, notwendig. Hierfür sprechen auch die Ergebnisse 

von Chen et al. (2004), die eine von der HBx-Expression dosisabhängige 

Apoptose-Induktion in der Hepatozyten-Zelllinie HL7702 nachwiesen. Wir haben 

die Hepatozyten-Zelllinie Hep3B mit einem HBx-Vektor transfiziert und es ergab 
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sich eine quantitativ abhängige Erhöhung der Apoptose-Rate. Die Kliniknähe des 

von uns verwandten Systems mit primären humanen Hepatozyten zusammen mit 

adenoviralen HBV-Vektoren unterstreicht die Bedeutung der erhaltenen 

Ergebnisse.  

4.2.2 Apoptose durch HBV ist Caspasen-mediiert 

Wir konnten durch die Verwendung des Breitband-Caspasen-Inhibitors ZVAD-

fmk (Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketon) nachweisen, dass die durch HBV 

hervorgerufene Apoptose Caspasen-mediiert ist. Inkubation der infizierten Zellen 

mit dem Inhibitor reduzierte die Apoptose-Rate auf das Ausgangsniveau nicht 

infizierter Zellen. Auch Kim und Seong (2003) fanden einen Einfluss von HBx 

auf die Caspasen-vermittelte Apoptose. Sie konnten nachweisen, dass die 

proapoptotische Wirkung von HBx unter anderem in der Inhibition von c-FLIP, 

einem Caspasen-Hemmer, begründet ist. Unsere in-vivo-Versuche zeigen klar, 

dass der CD95-Rezeptor und die durch ihn und die Caspasen vermittelte Apoptose 

bei der Abwehr einer Infektion eine wichtige Rolle spielen. 

 

Befallene Zellen lösen also als Antwort auf eine HBV-Genexpression Apoptose 

aus. Diese Apoptose ist Caspasen-mediiert und erfolgt in Kooperation mit dem 

Tumor-Suppressor-Protein p53.  

Interessant ist in diesem Zusammenhang eine spezifische Mutation am Codon 249 

von p53, ausgelöst durch das Zellgift Aflatoxin B1. P53 wird durch diese 

Mutation inaktiviert (Hsia et al. 1992). Aflatoxin B1 wird von dem Schimmelpilz 

Aspergillus flavus produziert, der insbesondere Reispflanzen befällt. Daher ist 

diese p53-Mutation in den Reisanbaugebieten besonders häufig. 

Dies führt in Endemiegebieten, die mit den Reisanbaugebieten zusammenfallen, 

zu einem hohen Prozentsatz an chronischen HBV-Infektionen. Unsere Ergebnisse 

liefern eine Erklärung für diesen Vorgang. P53 ist für die Expression von CD95 

wichtig (Müller et al. 1997, 1998). Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass 

beim Fehlen des CD95-Rezeptors im Falle einer Hepatitis B Infektion keine 

adäquate Immunantwort erfolgt. Befallene Zellen können keine Apoptose 

auslösen. Das Virus wird nicht eliminiert sondern persistiert und es kommt zu 

einer chronischen Hepatitis sowie anschließend zum Hepatozellulären Karzinom. 

Dieser Vorgang schlägt sich in der Häufigkeit des Hepatozellulären Karzinoms in 
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den entsprechenden Gebieten nieder (Greten 2002 und Classen, Diehl, Kochsiek, 

5. Auflage 2004). 
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4.3 Molekulare Grundlagen HBV mediierter Apoptose 

Nachdem nun feststand, dass das CD95-System essentiell für die Immunantwort 

auf eine HBV-Infektion ist und dass im Zuge dieser Immunantwort CD95-

mediierte Apoptose erfolgt, war nun die Frage, welche molekularen Vorgänge 

zum Auslösen der Apoptose führen. In Bezug auf die CD95-mediierte Apoptose 

stellte sich weiterhin die Frage, welcher der beiden Apoptose-Signalwege aktiviert 

wird. 

Wir haben zur Beantwortung dieser Frage die Wirkung der Genexpression von 

HBV sowie der Expression einzelner HBV-Proteine auf die Aktivierung des 

CD95-Rezeptors, des CD95-Liganden und des Bax-Proteins sowie die Interaktion 

mit p53 untersucht. 

4.3.1 HBV transaktiviert den CD95-Rezeptor 

Die Wirkung von HBV auf die Expression des CD95-Rezeptors wird in der 

Literatur kontrovers diskutiert. Während Ergebnisse von Mochizuki et al. 1996 

zeigen, dass eine HBV-Genexpression den CD95-Rezeptor hochreguliert, 

berichten Lee und Rho 2000 von einer p53-Repression. Die Rolle der einzelnen 

HBV-Proteine in ihrem Einfluss auf das Apoptose-Verhalten von Hepatozyten 

und die Regulation des CD95 Rezeptors ist ebenfalls noch wenig untersucht. 

Hinzu kommt, dass in vielen Arbeiten zu diesem Thema embryonale Maus- oder 

Ratten-Fibroblasten als Modell benutzt werden. In unseren Untersuchungen 

hingegen wurden neben der humanen Hepatom-Zelllinie Hep3B primäre humane 

Hepatozyten mit adenoviralen Hepatitis B Vektoren benutzt.  

Zusammen mit dem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten Luziferase-

Reporterkonstrukten für das CD95-Rezeptor-Gen war es damit möglich, den 

Einfluss einer HBV-Infektion auf das CD95-System direkt zu untersuchen. 

HBV kann den CD95-Rezeptor transaktivieren. Interessant war, dass bei den 

Untersuchungen zur Apoptose eine Deletion des X-Proteins oder anderer Proteine 

in Abwesenheit von p53 nicht zu einer Reduktion der mit Faktor 3-5 

stattfindenden Gen-Aktivierung führte.  

Wir fanden, dass zwischen HBV, speziell HBx, und p53 in der Induktion von 

Apoptose eine Kooperation vorliegt. Eine molekulare Grundlage hierfür liegt in 

der synergistischen Transaktivierung des CD95-Rezeptors. Wie schon von Müller 
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et al. 1998 gezeigt, konnten wir nachweisen, dass p53 für die Expression von 

CD95 als transkriptioneller Aktivator wichtig ist und das CD95-Gen durch eine 

intronische Bindestelle aktivieren kann.  

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Kotransfektion von HBV und p53 zu einer 

synergistischen Aktivierung führt, für die HBx verantwortlich ist, da eine Deletion 

dieses Proteins die synergistische Wirkung unterdrückt. Zwar war HBx schon 

vorher als Transkriptionsfaktor beschrieben worden (Murakami 1999) aber ebenso 

haben  Lee und Rho 2000 nachgewiesen, dass HBx und p53 sich gegenseitig 

reprimieren. Wang et al. schließlich konnten 2003 in HBV-assoziierten 

hepatozellulären Karzinomen eine deutliche Hochregulation von HBx und dem 

CD95-Rezeptor nachweisen. Daher tragen unsere Ergebnisse zur Klärung der 

funktionellen Interaktion von HBx und p53 bei. 

Damit stellt sich die Frage, wie diese Wirkung zustande kommt. Nach Wang et al. 

1994 muss die Transaktivierung indirekt erfolgen, da HBx nicht direkt an DNA 

binden kann. Damit bleiben zwei Möglichkeiten, die Synergie zwischen p53 und 

HBx zu erklären. HBx könnte einerseits indirekt auf das CD95 Gen wirken. 

Möglicherweise existiert neben der p53-mediierten Aktivierung ein weiterer 

Aktivierungs-Weg für CD95, der durch HBx angeschaltet wird. Beide Wege 

könnten sich gegenseitig verstärken. HBx könnte aber auch einen Inhibitor 

entfernen und so eine bessere Funktion von p53 zulassen. Genauso könnte HBx 

auch indirekt auf das p53-Protein wirken und die Funktion verstärken. 

Beispielsweise könnte ein p53-Inhibitor ausgeschaltet werden. Dem entsprechen 

die Ergebnisse von Vargas et al. 2003. Sie konnten nachweisen, dass durch HBx 

mdm2, einer der wichtigsten Inhibitoren von p53, gehemmt wird.  

 

4.3.2 HBV aktiviert mitochondriale Apoptose 

Wie in 1.3.4 beschrieben existieren zwei Wege der durch den CD95-Rezeptor 

mediierten Apoptose. Hepatozyten gehören zu der Gruppe von Zellen, die nach 

einer schwachen Aktivierung des CD95-Rezeptors das Apoptose-Signal über die 

Mitochondrien verstärken. Der Apoptose-Weg unter Einbeziehung der 

Mitochondrien wird dabei von der Bcl2-Protein-Familie sowohl positiv als auch 

negativ beeinflusst. Ein zentrales Protein dieser Familie ist das pro-apoptotische 

Protein Bax. Tsamandas et al. zeigten 2003, dass Bax bei einer chronischen 
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Hepatitis B Infektion in fibrotischen Lebern hochreguliert ist, auch im Stadium 

der beginnenden Fibrose. Ausschließlich im ausgeprägtesten Fibrose-Stadium 

wies Bax einen normalen Expressions-Level auf. Zu dem gleichen Ergebnis 

kamen auch Ehrmann et al. 2000 bei der Untersuchung von Leberbiopsien von 

Patienten mit chronischer Hepatitis B Infektion. In dieser Arbeit haben wir  

untersucht, ob HBV diesen Apoptose-Weg ebenfalls transkriptionell beeinflusst. 

Unsere Ergebnisse zeigen klar, dass HBV das Bax-Protein aktivieren kann. Auch 

hier konnten wir eine Synergie zwischen HBV und p53, das auch im Bax-

Promoter Bindestellen besitzt (Miyashita und Reed 1995), nachweisen. Unsere 

Daten belegen weiterhin, dass auch für diese Synergie HBx verantwortlich ist. 

Wie bei der Aktivierung des CD95-Rezeptors ist allerdings nicht geklärt, wie 

diese Synergie zustande kommt.  

 

4.3.3 HBV aktiviert CD95L 

Es ist beschrieben, dass eine Überexpression des CD95-Rezeptors durch spontane 

Trimerisierung auch ohne Mithilfe des CD95-Liganden schwache Apoptose 

auslösen kann (Boldin et al. 1995). In unseren Versuchen war die Apoptose-Rate 

jedoch, zumal in Kombination mit p53, nahe dem Sättigungsbereich, so dass es 

wahrscheinlich erschien, dass neben spontaner Apoptose auch weitere Faktoren 

eine Rolle spielen. Außerdem wiesen die in-vivo Versuche darauf hin, dass die 

Anwesenheit des CD95-Rezeptors für die durch das Immunsystem ausgelöste 

Reaktion essentiell ist. Eine Funktion der Zellen des Immunsystems ist die 

Produktion des CD95-Liganden zum Auslösen von Apoptose. Wir haben den 

Einfluss von HBV auf die Aktivierung des CD95-Liganden in Hepatozyten 

untersucht. Dieser Frage wurde mittels RT-PCR nachgegangen. Wir konnten 

zeigen, dass HBV den CD95-Liganden ebenfalls aktivieren kann. Dies deckt sich 

mit den Ergebnissen von Wang et al. (2003), die nachwiesen, dass bei einem 

HBV-assoziierten hepatozellulären Karzinom der CD95-Ligand hochreguliert ist. 

Dies unterstreicht erneut die Wichtigkeit des CD95-Systems für die Abwehr einer 

HBV-Infektion. Die vergleichsweise geringe Aktivierung des CD95-Liganden 

macht andererseits auch das Immunsystem zur effektiven Abwehr nötig.  
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Auch bei der Aktivierung des CD95-Liganden ist die Art und Weise der 

Aktivierung sowie die Zusammenarbeit mit anderen Proteinen und die Frage, 

welches HBV-Protein für sie verantwortlich ist, noch nicht geklärt.  
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4.4 HCV bewirkt wie HBV Deregulation der Apoptose und 

transkriptionelle Aktivierung des CD95-Rezeptor- und des Bax-Gens 

Das Hepatitis C Virus (HCV) ruft ein ähnliches Krankheitsbild wie das Hepatitis 

B Virus hervor. Auch für HCV ist als Folge einer chronischen Krankheit die 

Entwicklung von Leberzirrhose und Leberkrebs beschrieben (Greten 2002 und 

Classen, Diehl, Kochsiek, 5. Auflage 2004). Da lag die Frage nahe, ob diese Viren 

befallene Zellen auf dem gleichen Wege schädigen: Deregulation der Apoptose 

und Eingreifen in die Regulation des CD95-Rezeptors und des Bax-Proteins. 

 

4.4.1 HCV löst Apoptose aus 

Wir haben in unseren Untersuchungen Zellen der Hepatom-Zelllinie Hep3B mit 

einem adenoviralen Vektor, der das Nicht-Struktur-Protein NS3 des Hepatitis C 

Virus enthielt, infiziert, beobachtet und die Apoptose im Durchflusszytometer 

gemessen. Während beim Hepatitis B Virus nur eine geringe Zunahme der 

Apoptose nach der Infektion zu beobachten war, fiel die Zunahme der Apoptose-

Rate bei HCV mit dem Faktor 5 bis 6 sehr viel höher aus. Mit p53 war eine 

schwache Verstärkung der Apoptose-Rate zu sehen. Da Hep3B-Zellen den CD95-

Rezeptor nicht exprimieren, spricht dies dafür, dass HCV neben dem CD95-

System eine andere Möglichkeit besitzt, Apoptose auszulösen, also das CD95-

System nur einen Teil der durch HCV ausgelösten Apoptose ausmachen kann. 

 

4.4.2 HCV aktiviert CD95 und Bax in Kooperation mit p53 

Es war nun die Frage, ob das CD95-System bei einer HCV-Infektion eine Rolle 

spielt und welches die der HCV-Proteine ist. In der Literatur wurde eine 

Hochregulation des CD95-Liganden in Lymphozyten und deren räumliche Nähe 

zu Leberzellen während einer chronischen Hepatitis C beschrieben (Calabrese et 

al. 2000, Lau et al. 1998). Weiterhin korreliert die Caspasen-Aktivierung mit dem 

Grad der Leberschädigung bei chronischer HCV-Infektion (Bantel et al. 2001, 

2004). Dies alles lässt auf eine Beteiligung des CD95-Rezeptor-Liganden-

Systems bei chronischer Hepatitis C schließen, wie es auch die Untersuchungen 

von Jarmay et al. (2002) nahe legen, die eine parallele Zunahme der CD95-
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Expression in Hepatozyten bei Progression einer chronischen Hepatitis C 

Infektion berichten. Um die Wirkung von Hepatitis C auf das CD95-

Rezeptorsystem zu untersuchen, wurden Hep3B-Zellen mit dem CD95- respektive 

dem Bax-Luciferase-Reporter transfiziert und mit HCV und p53 kotransfiziert. 

Mit besonderer Aufmerksamkeit wurde das Core-Protein beobachtet, da es als 

Transkriptionsfaktor bekannt war (Murakami 1999) und in wichtige intrazelluläre 

Signalwege eingreift (Cheng et al. 2004). In unseren Untersuchungen war jedoch 

erstaunlicherweise sowohl in der Aktivierung des CD95-Rezeptors als auch in der 

Aktivierung des Bax-Promotors nicht das Core-Protein der stärkste Aktivator 

sondern das Hüllprotein E1. Dieses Protein hatte ein Aktivierungspotential, das 

dem von p53 gleichkam. Wurde p53 hingegen kotransfiziert, ließ sich die 

Aktivierung durch E1 nicht mehr steigern. Dies war hingegen bei den anderen 

HCV-Proteinen der Fall, insbesondere bei dem Protein HCV-Core. Auch hier 

zeigen unsere Daten eine synergistische Aktivierung durch HCV-Core und p53. 

Es ist uns gelungen, die dafür verantwortliche Sequenz im Core-Protein durch 

Deletions-Mutanten auf die erste Hälfte des nur 191 Aminosäuren langen Proteins 

einzugrenzen. 

Die ähnlichen Krankheitsbilder einer HBV- und einer HCV-Infektion sind also 

zumindest zum Teil darauf zurückzuführen, dass beide Viren in der Leber ähnlich 

wirken: Sie lösen Apoptose aus und wirken auf das CD95-Todes-System 

inklusive des mitochondriellen Apoptose-Signalweges. 
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4.5 Zusammenfassung: Hepatitis Viren deregulieren die Apoptose in 

Hepatozyten durch Interaktion mit Apoptose-Signalwegen 

Viren können sowohl pro- als auch anti-apoptotische Signalwege aktivieren und 

nutzen. Für Hepatitis B und Hepatitis C wird der Einfluss auf die Apoptose 

kontrovers diskutiert. Eine große Rolle spielt in diesem Zusammenhang das 

benutzte Modellsystem. Zusammen mit den zur Verfügung stehenden 

adenoviralen Hepatitis B – und Hepatitis C-Vektoren stellte die Verwendung von 

primären Hepatozyten aus Resektat-Material ein optimales System dar, da es der 

natürlichen Situation näher als jedes andere Modell kommt.  

Obwohl eine Aktivierung des CD95-Systems während Leberzirrhose und 

Leberkrebs, beides Folgen einer chronischen Hepatitis B- oder Hepatitis C- 

Infektion, bekannt sind, ist der genaue Mechanismus der Aktivierung und die 

Bedeutung der Apoptose für diese Erkrankungen bisher weitgehend unklar. 

Die erste Antwort lieferten unsere in-vivo Versuche mit lpr-Mäusen: Das CD95-

System ist essentiell für das Zustandekommen einer normalen Immun-Reaktion. 

Ein fehlendes oder geschwächtes CD95-System führt zu einer verminderten oder 

gar verhinderten Virus-Elimination.  

Mit dem CD95-System haben wir damit einen Faktor bestimmt, der für die 

Chronizität einer Hepatitis-Infektion bestimmend ist! 

Im Zuge einer Hepatitis B Infektion wie auch einer Hepatitis C Infektion kommt 

es in der Leber zu einer erhöhten Apoptose-Rate. Kommt es zu einer chronischen 

Infektion, so ist diese Rate permanent erhöht. In diesem erhöhten Zellumsatz 

könnte ein Grund für das häufige Auftreten von Leberzirrhose und Leberkrebs als 

Folgen einer chronischen Hepatitis B- oder Hepatitis C-Infektion liegen. Man 

nimmt an, dass durch den erhöhten Zellumsatz zum einen das Ersetzen des 

Lebergewebes durch Bindegewebe (Zirrhose) gefördert wird und sich zum 

anderen die Mutationsrate drastisch erhöht und damit Leberkrebs ausgelöst wird. 

Unsere Daten unter Verwendung des Caspasen-Inhibtors ZVAD-fmk zeigten klar, 

dass die ausgelöste Apoptose Caspasen-mediiert war. Daher wurde daraufhin die 

Wirkung von Hepatitis B und Hepatitis C auf das CD95-Gen untersucht.  

Sowohl Hepatitis B- als auch Hepatitis C-Viren können das CD95-Gen aktivieren. 

Durch das Zusammenwirken mit dem Tumor-Suppressor-Protein p53 entsteht 

eine synergistische Wirkung.  
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Bei Hepatitis B wird diese Synergie durch das HBx-Protein mediiert. Bei 

Hepatitis C ist das Core-Protein verantwortlich. 

Beide Viren können die CD95-mediierte Apoptose nicht nur durch Aktivierung 

des CD95-Todesgens erhöhen. Wir konnten zeigen, dass auch mitochondrielle 

Apoptose-Signalwege durch Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bax 

induziert werden. Auch hier besteht eine Synergie mit p53. 

Darüber hinaus konnten wir nachweisen, dass das Hepatitis B Virus den CD95-

Liganden aktivieren kann und damit die Voraussetzung für ein effektives 

Auslösen von Apoptose schafft. 

Nun stellt sich die Frage, wieso ein Virus das Apoptoseprogramm auslösen sollte, 

mit dem es sich schließlich selbst eliminiert. Zum einen könnte es sich hierbei um 

eine Schutzreaktion des Wirtes handeln, durch die befallene Zellen eliminiert 

werden. Andererseits berichten Pasquetto, Wieland und Chisari (2000), dass in 

einer befallenen Zelle gebildete Nukleokapside die induzierte Apoptose überleben 

und potentiell infektiös sind. Es ist denkbar, dass durch Aufnahme der 

Nukleokapside benachbarte Zellen infiziert werden. Sollten diese Zellen eine 

reduzierte CD95-Expression zeigen, so kann das Virus in dieser Zelle persistieren. 

Diese Zellen können durch die Deregulation der Apoptose nicht mehr eliminiert 

werden, was auch die Entstehung von einem Hepatozellulären Karzinom auf der 

Basis einer chronischen HBV- oder HCV-Infektion erklären könnte. 

 

Obwohl HBV und HCV sehr verschiedenartige Viren sind (HBV ist ein DNA-

Virus, HCV ein RNA-Virus), rufen beide Viren ähnliche Krankheitsbilder hervor. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass dies zumindest zu einem Teil darauf beruht, dass  

der CD95-Apoptose-Signalweg der Leberzelle beeinflusst wird. Diese 

Beeinflussung geschieht auf transkriptioneller Ebene in Kooperation mit p53.  

Mit dem Nachweis und der Charakterisierung dieser Interferenz zwischen 

Hepatitis-Infektion und CD95-Signalweg konnten wir einen großen Schritt hin zur  

Entwicklung von Therapieoptionen zur Verhinderung von Chronizität, 

Leberzirrhose und HCC machen. 

 

Abbildung 47 zeigt zusammenfassend die für HBV und HCV gewonnenen 

Ergebnisse. 
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Abb. 47: Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse: (A) Sowohl HBV als auch HCV 

transaktivieren CD95 und Bax und wirken dabei synergistisch mit p53. HBV induziert darüber 

hinaus die Expression von CD95-Liganden mRNA. HBV und HCV induzieren Apoptose. (B) 

Eine höhere Expression von CD95 führt zu einer verbesserten Immunantwort und geringerer 

Leberschädigung, sichtbar in einer schnelleren Antigen-Clearance und niedrigerer ALT-Werte 

im Blut.  
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Folgende weiterführende Fragen ergeben sich aus unseren Arbeiten:  

Die Art der Interaktion der Hepatitis-Viren mit dem CD95-Gen respektive dem 

Bax-Gen und mit p53 sind noch unklar. Welche Proteine sind weiter involviert?  

Weiterhin ist die Rolle des Immunsystems nach der Aktivierung des CD95-

Rezeptors während einer Hepatitis-Infektion nicht geklärt. Zwar spielt das CD95-

System eine essentielle Rolle für eine adäquate Immun-Antwort auf eine 

Hepatitis-Infektion, doch interagieren Immunzellen mit dem CD95-System? Oder 

handelt es sich um autokrine Apoptose?  

Nicht vergessen darf man dabei auch, dass auch andere Zell-Virus-

Wechselwirkungen zur Apoptose führen können. So interagiert zum Beispiel HBx 

mit dem Hitzeschockprotein HSP60 und löst dadurch Apoptose aus (Tanaka et al. 

2004). 
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5 Abkürzungsverzeichnis 

AIDS  Aquired Immune Deficiency Syndrome 

AIF  Apoptosis Inducing Factor 

ALT  Alanin-Amino-Transferase 

APS  Ammonium – Persulfat 

AS  Aminosäuren 

BES  N, N - bis [2 - Hydroxyethyl] – 2 – aminoethanesulfonic acid 

BH  Bcl-2 Homology 

Bp  Basenpaare 

BSA  Bovine Serum Albumin 

cccDNA covalently closed circular DNA 

Dapi  4‘, 6-Diamidino-2-phenyl-indol-dihydroxychlorid 

DcR  Decoy Receptor 

DD  Death Domain 

DED  Death Effector Domain 

DISC  Death Inducing and Signalling Complex 

DMSO  Dimethylsulfoxid (Roth) 

DNA  Desoxy-ribo-Nucleic Acid 

EDTA  Ethylen-diamin-tetra-acetat 

EGTA  Ethylenglycol–bis–(2 aminoethyl)–N, N, N‘, N‘-tetra-Essigsäure 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

FCS  Fetal Calf Serum 

FLIP  FLice Inhibitory Protein 

GFP  Green Fluorescent Protein 

HBV  Hepatitis B Virus 

HBx  Hepatitis B virus X-protein 

HCC  Hepato-Cellular Carcinoma 

HCV  Hepatitis C Virus 

i.p.  intra-peritoneal 

IRES  Internal Ribosome Entry Site 

IU  Infectious Units 

kDa  kilo-Dalton 

MCS  Multiple Cloning Site 
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MOI  Multiplicity of infection (Viren pro Zelle) 

MTT  Thiazolylblau-tetrazolium-bromid 

NGF  Nerve Growth Factor 

nm  Nanometer 

NS  Non-Structural Protein 

ORF  Open Reading Frame 

p.A.  zur Analyse 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

PCD  Programmed Cell Death (programmierter Zelltod) 

PCR  Polymerase Chain Reaction 

PHH  Primäre Humane Hepatozyten 

PT  Permeabilitäts-Transition 

RNA  Ribo-Nucleic Acid 

RT  Reverse Transcription 

SDS  Sodiumdodecylsulfat 

TE  Tris-EDTA 

Temed  N, N, N‘, N‘ – Tetramethylethylendiamin 

TNF  Tumour Necrosis Factor 

TRAIL  TNF-Receptor-Like Apoptosis Inducing Ligand 

Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-acetat 

Tween20 Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat (Roth) 

UTR  Un-Translated Region 

WHO  World Health Organisation 

wt  wild-type 

ZVAD  Z-Val-Ala-DL-Asp-fluoromethylketon 
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