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Einleitung

1 EINLEITUNG

Hepatitis ist eine Entzindung des Leberparenchyms, die vor allem durch
verschiedene Viren verursacht wird. Risikogruppen fiir die Ubertragung der
Hepatits B und C sind Hamodialyse- und Transfusionspatienten,
Drogenabhangige sowie Menschen mit haufig wechselnden Sexualpartnern.
Die Wirkungsweise der zur Therapie verwendeten Medikamente ist bisher nur
unzureichend verstanden. Apoptose und ihre zellulare Regulation Uber

Caspasen konnte dabei eine wichtige Rolle spielen.

1.1 Virushepatitis

Hepatitis B und C Viren werden parenteral Ubertragen und sind als
Hauptursache von Lebererkrankungen in den USA und Europa bekannt. Eine
Infektion mit dem Hepatitis C Virus ist haufige Ursache fir eine Leberzirrhose
und das hepatozellulare Karzinom (Davila, Morgan et al. 2004). Insgesamt
handelt es sich dabei um die haufigsten Grinde fur Lebertransplantationen. Die
Pravalenz in der Gesamtbevolkerung betragt in Deutschland ungefahr 0,5-
0,6%, von denen es sich bei der Mehrzahl der Betroffenen um chronisch
Infizierte handelt (Palitzsch, Hottentrager et al. 1999). Die Gesamtzahl der
Personen mit chronischer Hepatitis C in Deutschland wird auf 400 000-500 000
Personen geschatzt (Heintges, Mohr et al. 1994; Niederau and Kapagiannidis
2006).

Unbehandelt nimmt vor allem eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus in der
uberwiegenden Zahl der Falle (75% bei Erwachsenen) einen chronischen
Verlauf. Die chronische Hepatitis ist mit einer gesteigerten Morbiditat (durch
Folgeerkrankungen wie Leberzirrhose) und Mortalitat (Ubergang zum
hepatozelluaren Karzinom) verbunden (Niederau, Lange et al. 1998).

Die derzeitigen pathophysiologischen Konzepte bei der chronischen Hepatitis

gehen in erster Linie von einer Zerstérung von Lebergewebe infolge einer
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Immunreaktion aus. Diese wird durch infizierte Zellen ausgeldst und Uber
zytotoxische T-Zellen (CTLs) vermittelt. Im Verlauf einer erfolgreichen
Behandlung der chronischen Hepatitis C mit Ribavirin und Interferon-alpha
kommt es sogar zur Abnahme proapototischer Molekile wie CD95 und
Interleukin-18 (Marin-Serrano, Rodriguez-Ramos et al. 2006). Die Zerstoérung
von gesundem Lebergewebe kann somit verhindert werden, denn die
Zerstorung von Lebergewebe wird in der Hauptsache durch zytotoxische T-
Zellen, die uUber das CD95-Rezeptor-Ligand System Hepatozyten angreifen,
verursacht (Galle, Hofmann et al. 1995). Der zellulare Schaden wird somit
weniger durch den Erreger selbst als vielmehr durch die inflammatorische
Antwort erzeugt. Diese entsteht durch eine Zytokinfreisetzung und die
Mobilisierung von Entzindungszellen (Rehermann, Chang et al. 1996; Cerny
and Chisari 1999). Es konnte gezeigt werden, dass der histologische Grad der
Leberschadigung besser mit der Apoptoserate als mit der HCV Serumaktivitat
korreliert (Calabrese, Pontisso et al. 2000). Diese Tatsache macht man sich bei
neuen Testverfahren zu Nutze. Bei Patienten mit aktiver Hepatitis und normalen
Transaminasen werden zur Bestimmung der inflammatorischen und fibrotischen
Leberschadigung bereits klinische Tests auf der Basis von Caspase-Assays
durchgefuhrt (Bantel, Lugering et al. 2004).

Die lymphozytare Abwehrreaktion ist in der Frihphase der Infektion vermutlich
sogar entscheidend fur die Chance einer Viruseliminierung durch Kontrolle der
Virusreplikation (Rehermann, Lau et al. 1996). Bei der Hepatitis B werden
weitaus haufiger Spontanheilungen in der Akutinfektion und ein besseres
Therapieansprechen auf die Immuntherapie mit Interferon-alpha in der
chronischen Phase beobachtet. Einer der Grinde hierfur ist die sehr starke,
polyklonale und multispezifische Antwort der zytotoxischen T-Lymphozyten.
Diese Abwehrreaktion gegenliber den viralen Hdullptoteinen (Envelope
Proteinen), dem Nukleokapsid und den Polymeraseproteinen persistiert oft

noch Uber Jahrzehnte (Rehermann, Chang et al. 1996).
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1.2 Interferon-alpha und Ribavirin

Grundlage der pharmakologischen Therapie der Hepatitis C sind die antiviralen
Chemotherapeutika Ribavirin und Interferon-alpha. Durch den Einsatz dieser
Medikamente konnten sowohl der Anteil chronischer Verlaufe als auch die
Folgen der Erkrankungen erheblich reduziert werden (Wedemeyer, Jackel et al.
2004). Entsprechend der aktuellen Studienlage ist dabei zumindest bei der
Hepatitis C die Kombinationstherapie mit beiden Substanzen der Therapie mit
den Einzelsubstanzen Uberlegen (Patel, Muir et al. 2006). So gelingt unter einer
Monotherapie mit Interferon-alpha alpha die Viruseliminierung nur in ungefahr
15% der Falle, wahrend die Kombinationstherapie mit Ribavirin bei ungefahr
50% der Patienten zu einer anhaltenden Viruseliminierung fuhrt (McHutchison,
Gordon et al. 1998; Poynard, Marcellin et al. 1998) (Davis, Esteban-Mur et al.
1998).

Die pharmakologische Wirkung und die Interaktionen beider Substanzen sind
nicht vollstandig verstanden und aktuell Gegenstand intensiver Forschung. Das
Guanosinanalogon Ribavirin  (1-B-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazol-3-carboxamid)
wird Uber natriumabhangige Transportsysteme in alle Zellkompartimente des
Korpers transportiert (Glue 1999). Dort wirkt es als Inhibitor der
Inosinmonophosphat (IMP)-Dehydrogenase und hat einen anti-proliferativen
und pro-apoptotischen Effekt. Aulerdem moduliert Ribavirin die Aktivitat
verschiedener Zytokine und beeinflusst die Differenzierung von Lymphozyten
(Ning, Brown et al. 1998; Tam, Pai et al. 1999). Daneben wurde bei kultivierten
Hepatozyten von Mensch und Ratte auch eine Abnahme der Proteinsynthese
beobachtet (llyin, Langouet et al. 1998). Die genauen molekularen
Angriffspunkte von Ribavirin in vivo sind dabei aber weiterhin unklar (Patterson
and Fernandez-Larsson 1990).

Die Kenntnisse Uber die antiviralen, antiinflammatorischen und antiproliferativen

Eigenschaften von Interferon-alpha alpha sind insgesamt detaillierter als die
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uber Ribavirin.  Hier erfolgt zundchst die Bindung an den
Zelloberflachenrezeptor, der aus den beiden Ketten IFN-a-R1 und IFN-a-R2
besteht. Nachfolgend wird das Signal intrazellular Uber Janus Kinasen (JAK)
und die ,Signal transducing and activating factor of transcription* (STAT)
Kaskade vermittelt (Lee, Bluyssen et al. 1997; Basu, Yang et al. 1998; Yang,
Murti et al. 1998). Hierbei sind direkte zytotoxische und pro-apoptotische
Effekte auf verschiedene Zellen oder indirekte Effekte durch Immunmodulation
moglich (Basu, Yang et al. 1998; Gale and Katze 1998). So ist fur verschiedene
Zelllinien auch eine Aktivierung von NF-«B nach Stimulation mit Interferon-
alpha alpha beschrieben worden (Yang, Murti et al. 2005). Die Studienlage zu
den Effekten von Interferon-alpha alpha und Ribavirin ist jedoch uneinheitlich
(Shigeno, Nakao et al. 2003; Yang, Murti et al. 2005).

Aus diesen Erkenntnissen wird ersichtlich, dass zumindest ein Teil des
Wirkungsspektrums von Ribavirin und Interferon-alpha alpha durch pro-

apoptotische Effekte der beiden Substanzen hervorgerufen wird.

1.3 Apoptose und Caspasen

Apoptose beschreibt ein Selbstmordprogramm, durch das einzelne Zellen
gezielt und ohne Belastung des Gesamtorganismus eliminiert werden kénnen.
Dieser programmierte Zelltod als aktive Form des Absterbens kann anhand
morphologischer und biochemischer Kriterien von der Nekrose als passiver
Form des Zelltodes unterschieden werden (Arends and Wyllie 1991; Farber
1994; Kanduc, Mittelman et al. 2002). Als Gegenspieler der Proliferation dient
sie zur Regulierung der Zellzahl und Aufrechterhaltung der Homdostase.

Fir die Signalwege der Apoptose spielen vor allem der sogenannte extrinsische
Todesrezeptorsignalweg, der Uber Rezeptoren der Zelloberflache ausgelost
wird, und der intrinsische mitochondriale Signalweg eine Rolle. In der Folge
kommt es zur Weiterleitung des Signals durch die proteolytische Prozessierung
und Aktivierung von Caspasen (Thornberry and Lazebnik 1998; Budihardjo,

Oliver et al. 1999), die gekennzeichnet ist durch eine zunehmende Proteasen-
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und Endonukleasenaktivitat (Los, Wesselborg et al. 1999; Rathmell and
Thompson 1999).

Caspasen sind eine Familie von im Laufe der Evolution in hochstem Malde
konservierten Proteasen. Sie tragen einen Cystein-Rest in ihrem aktiven
Zentrum und spalten spezifisch auf der Carboxylseite von Aspartatresten.
Synthetisiert werden diese Cysteinproteasen zunachst als Zymogene mit nur
sehr geringer enzymatischer Aktivitat. Im Rahmen ihrer proteolytischen
Aktivierung wird diese Proform in eine grolRe (ca. 20 kDa) und eine kleine
Untereinheit (ca. 10 kDa) gespalten und die N-terminale Prodomane entfernt. In
ihrer aktiven Form liegen Caspasen in der Regel als Heterotetramere vor, die
aus je zwei grofden und zwei kleinen Untereinheiten bestehen. Die Aggregation
der jeweiligen Proformen von Caspase-8 und -9 ist dabei unter Ausnutzung der
geringen intrinsischen Aktivitat der Zymogene moglicherweise ausreichend flr
deren autokatalytische Aktivierung (Martin, Siegel et al. 1998; Muzio, Stockwell
et al. 1998; Srinivasula, Ahmad et al. 1998).

Phylogenetisch lassen sich die bekannten Mitglieder der humanen
Caspasenfamilie in zwei Subfamilien einteilen (Alnemri, Livingston et al. 1996;
Strasser, O'Connor et al. 2000)(Abb. 1.5). Eine Gruppe, deren Mitglieder zur
Reifung der Zytokine beitragen, und eine zweite, die im Rahmen der Apoptose
von Bedeutung ist. Diese zweite Gruppe der Apoptose-Caspasen lasst sich

weiter differenzieren in Apoptose-Initiatoren und Apoptose-Effektoren.
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Abb. 1.1: Die humane Caspase-Familie: Hinsichtlich ihrer Funktion unterscheidet
man Caspasen, die an der Zytokin-Reifung beteiligt sind, von jenen, die im
Rahmen der Apoptose eine Rolle spielen. Die Gruppe der Apoptose-Caspasen
lasst sich weiter unterteilen in Apoptose-Initiatoren und Apoptose-Effektoren.
Wahrend die Initiator-Caspasen alle eine grofe Prodomane (> 10 kDa) besitzen,
die aufgrund ihrer unterschiedlichen Adapterfunktion wichtig fir die Aktivierung
dieser Caspasen ist, besteht die Prodomane der Effektor-Caspasen oft nur aus
wenigen Aminosauren (<30 aa). Modifiziert nach Strasser et al. (Strasser,
O'Connor et al. 2000).

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass im Rahmen der Apoptose zunachst die

Initiator-Caspasen und anschlieRend die Effektor-Caspasen aktiviert werden
(Slee, Adrain et al. 1999).

Der extrinsische Signalweg wird ausgelost durch die sogenannten
Todesrezeptoren, eine Subfamilie der TNF-Rezeptor-Superfamilie. Fur die
spateren Untersuchungen dieser Arbeit ist vor allem die Signaltransduktion der
durch Todesrezeptoren vermittelten Apoptose des CD95-Rezeptor/Ligand-
Systems von Bedeutung. Die Stimulation des CD95-Rezeptors durch den
CD95-Liganden fuhrt zur Trimerisierung des Rezeptors und leitet damit die
Bildung des Todessignalkomplexes ein. Uber die Bindung des Adaptorproteins
FADD und die Rekrutierung der Intitiatorcaspase-8 kommt es schliel3lich
Aktivierung der Caspase-Kaskade (Martin, Siegel et al. 1998; Muzio, Stockwell
et al. 1998; Srinivasula, Ahmad et al. 1998).
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Ausgangspunkt des intrinsischen Signalweges ist das Mitochondrium, aus dem
es zur Freisetzung von Zytochrom ¢ kommt (Liu, Kim et al. 1996; Li, Nijhawan
et al. 1997). Ausgelost werden kann dies durch so unterschiedliche
proapoptotische Stimuli wie Zytostatika, Staurosporin, Cycloheximid, UV- und y-
Strahlung (Ferrari, Stepczynska et al. 1998; Bantel, Engels et al. 1999;
Wesselborg, Engels et al. 1999; Belka, Rudner et al. 2000) Nach seiner
Freisetzung aus dem Mitochondrium bindet Zytochrom ¢ an das Adapterprotein
Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) und vermittelt dessen
Oligomerisierung (Zou, Henzel et al. 1997; Saleh, Srinivasula et al. 1999) und
die Aktivierung von Procaspase-9. In beiden Signalwegen werden im Rahmen
der Apoptose zunachst die Initiator-Caspasen und anschlieRend die Effektor-
Caspasen aktiviert (Slee, Adrain et al. 1999).

Die Signaltransduktion der Apoptose kann auf mehreren Ebenen durch
verschiedene Molekile kontrolliert und modifiziert werden. Die Mitglieder der
Bcl-2-Familie gehoren hier zu den zentralen Regulatoren der Apoptose (Luo,
Budihardjo et al. 1998) (Gross, Yin et al. 1999; Zha, Weiler et al. 2000) (Li, Zhu
et al. 1998). Sie besteht aus anti-apoptotischen (z.B. Bcl-2 und Bcl-xL) und pro-
apoptotischen Proteinen (z.B. Bax, Bak, Bad, Bid) (Reed, Jurgensmeier et al.
1998; Adams and Cory 2001; Cory, Huang et al. 2003). Die Bcl-2-Familie
kontrolliert die apoptotischen Veranderungen vor allem an den Mitochondrien
(Green and Reed 1998; Gross, Yin et al. 1999; Wang 2001). Die Bedeutung der
Bcl-2-Uberexpression bei Apoptoseresistenz in bestimmten Hepatomzelllinien

wurde bereits in friheren Studien belegt (Saito, Ebinuma et al. 1998).

Auf der Ebene der Initiatorcaspasen dient ein zu Caspase-8 (FLICE) homologes
Protein  c-FLIP  (cellular  FLICE-Inhibitory = Protein) als  wichtiger
Apoptoseregulator (Goltsev, Kovalenko et al. 1997; Han, Chaudhary et al. 1997;
Hu, Vincenz et al. 1997; Inohara, Koseki et al. 1997; Irmler, Thome et al. 1997;
Shu, Halpin et al. 1997; Srinivasula, Ahmad et al. 1997; Scaffidi, Schmitz et al.
1999). FLIPs binden an den Todesrezeptor/FADD-Komplex und verhindern

dadurch die Rekrutierung von Caspase-8 und somit die Weiterleitung des
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Apoptosesignals von den Todesrezeptoren (Thome, Schneider et al. 1997)
(Bertin, Armstrong et al. 1997; Hu, Vincenz et al. 1997).

Eine weitere Gruppe regulatorischer Proteine, die auf der Ebene der Caspasen
in den Signalweg eingreifen, sind die sogenannten IAPs (inhibitor of apoptosis
proteins). Diese sind in der Lage die enzymatische Aktivitat der Caspasen direkt
zu inhibieren (Deveraux and Reed 1999). Die Zielproteine der IAP-Familie sind

die Initiator-Caspase-9 und die Effektor-Caspasen-3 und -7.
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Abb. 1.2: Signalwege der Apoptose:

Der Todesrezeptorsignalweg ermdglicht Uber das Adapterprotein FADD die
Rekrutierung von Procaspase-8 an den CD-95-Rezeptor-Ligand-Komplex (DISC,
death inducing signaling complex). Dadurch wird Procaspase-8 autoproteolytisch
aktiviert und kann die Caspasekaskade starten. Das initiale Ereignis im
mitochondrialen Signalweg ist die Freisetzung von Zytrochromc aus dem
Mitochondrium. Im Zytosol 16st Zytrochrom ¢ die an die Hydrolyse von dATP
gekoppelte Ausbildung des Apaf-1/Procaspase-9-Apoptosomkomplexes aus.
Dadurch wird Procaspase-9 autoproteolytisch aktiviert und die Caspasekaskade
eingeleitet. Die Freisetzung von Zytrochromc aus dem Mitochondri-
umMitochondrium wird durch die Mitglieder der Bcl-2-Familie reguliert. So
induzieren Todesrezeptor-unabhangige Apoptosestimuli, wie Zytostatika, die
Synthese proapoptotischerproapoptotischer Vertreter dieser Gruppe (Bax, Puma,
Noxa), die an das Mitochondrium verlagert werden und dort die Freisetzung von
Zytrochrom c vermitteln. Antiapoptotische Regulatorproteine, wie Bcl-2 oder Bcl-x,,
dagegen blockieren diese Freisetzung. Die beiden Signalwege sind verknupft Gber
das Bcl-2-Familienmitglied Bid, das von Caspase-8 gespalten werden kann und in
seiner trunkierten Form in der Lage ist, die Zytochrom-c-Freisetzung zu vermitteln.
DD (Todesdoméane), DED (Todeseffektordomane), CARD (Caspaserekrutierungs-
domane).

1.4 Apoptose und Hepatitis

Der genaue Mechanismus hepatozellularer Inflammation ist weiterhin unklar.
Vermutlich spielen dabei aber direkte zytotoxische und durch T-Lymphozyten
verursachte indirekte antivirale und zytopathogene Effekte eine Rolle. Apoptose
kommt sowohl bei akuter als auch chronischer Hepatitis vor und wird vermutlich
durch den CD95-Liganden vermittelt, der bei der Hepatitis C in Abhangigkeit
vom Grad der Inflammation exprimiert wird (Dhillon and Dusheiko 1995; Nasir,
Arora et al. 2000). Somit spielt Apoptose mit dem System der Todesrezeptoren
eine wesentliche Rolle beim Untergang von Lebergewebe. Weitere Mediatoren
der Apoptose sind vermutlich Zytokine wie TNF alpha, die von
Entzindungszellen freigesetzt werden.

FiUr eine insuffiziente Abwehrreaktion des lymphatischen Systems gegenlber
der Virusinfektion gibt es verschiedene Griinde. Bei T-Zellen, die das HCV-
Kernprotein exprimieren, wurde zum Beispiel eine Sensibilisierung gegenuber
der CD95-vermittelten Apoptose beobachtet. Sie resultiert aus einer verstarkten

enzymatischen Aktivierung von Effektorcaspasen oder durch die direkte
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Bindung des Kernproteins an die Zytoplasmadomane des Todesrezeptors, die
anschliellend zu einer erleichterten Rezeptortrimerisierung fuhrt (Hahn, Cho et
al. 2000).

Zellen bestimmter Tumoren scheinen sich ebenfalls vor Angriffen des
Immunsystems schitzen zu kdnnen, indem sie mittels konstitutiv hoher
Expression von CD95-Ligand und Kostimulatoren die zur Bekampfung des
Tumors aktivierten Lymphozyten eliminieren (Hahne, Rimoldi et al. 1996;
Strand, Hofmann et al. 1996; Dong, Strome et al. 2002).

Zusatzlich beobachtet man bei verschiedenen malignen Erkrankungen eine
verstarkte Expression anti-apoptotischer oder eine reduzierte Expression pro-
apoptotischer Proteine der Bcl-2 Familie. Auch die Resistenz verschiedener
Tumorzellen gegenuber Chemotherapeutika ist vermutlich auf die
Uberexpression von anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl-2 oder Bcl-x.
zuruckzufihren (Miyashita and Reed 1993; Bunz 2001; Reed 2002).

Ahnliche Eigenschaften wie Zunahme der Zellproliferation und Blockierung der
Apoptose durch Interaktion mit Molekilen der Signaltransduktion sind auch fur
verschiedene virale Proteine beschrieben worden. So wurde beim Hepatitis B
Virus durch Mutationsanalysen des HBX-Proteins entdeckt, dass es durch
Kolokalisation mit Kinasen aus dem SAPK/JNK Signalweg zur Inhibierung der

anti-CD95 vermittelten Apoptose kommt (Diao, Khine et al. 2001).

1.5 Die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-xB

Zelluberleben und -differenzierung wird durch eine Vielzahl verschiedener Gene
gesteuert. Das An- und Abschalten der Expression dieser Genprodukte wird
von Transkriptionsfaktoren bestimmt. Der Transkriptionsfaktor NF-xB gehort zur
Familie der Rel/NF-xB Proteine. Normalerweise wird NF-xB durch Bindung an
den Inhibitor IkB im Zytosol sequestriert und dadurch seine nukleare
Translokation verhindert. Nach Phosphorylierung und anschlieRender
proteosomaler Degradation von IkB wird NF-kB freigesetzt und kann daraufhin

in den Zellkern translozieren und transkriptionell aktiv werden.
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Die ersten Hinweise einer Beteiligung von NF-kB beim Schutz vor Zelltod und
Apoptose ergaben sich 'Knockout'-Mause. Diese starben pranatal und zeigten
eine massive apoptotische Degeneration der Leberzellen (Beg, Sha et al.
1995). Zudem konnte gezeigt werden, dass Zellen fur die Apoptose-Induktion
(u.a. durch TNF, Chemotherapeutika und ionisierende Bestrahlung)
sensibilisiert werden konnten, wenn die NF-xB Aktivierung durch eine
dominant-negative IkB-Mutante blockiert wurde (Van Antwerp, Martin et al.
1996; Wang, Mayo et al. 1996). In einer Rattenhepatozyten-Zelllinie, die sich
gegenuber der Stimulation mit TNF Apoptose resistent zeigt, konnte dieser
Mechanismus durch Ausschalten der NF-xB Aktivitiat rickgangig gemacht
werden. Andererseits wird die anti-CD95-induzierte Apoptose durch NF-«xB
scheinbar nicht beeinflusst (Van Antwerp, Martin et al. 1996).

Der zellulare Regulationsmechanismus des anti-apoptotischen Einflusses von
NF-xB lauft dabei unter anderem uber die Inaktivierung des Janus-Kinase-
Signalwegs. Uber diesen Mechanismus wird normalerweise die Cytochrom-c
Freisetzung und die Aktivierung von Caspase-3 und -7 vermittelt (Liu, Lo et al.
2002). Uber die Existenz weiterer anti-apoptototischer Gene, die durch NF-kB
induziert werden, wird derzeit noch spekuliert.

Auch andere Transkriptionsfaktoren werden durch virale Proteine beeinflusst.
Zellen, die mit dem HCV-Kernprotein stabil transfiziert wurden, zeigten eine
konstitutive Aktivierung des ,Activating factor-1“ (AP-1) (Shrivastava, Manna et
al. 1998).

1.6 Die humane Hepatomzelllinie HepG2

HepG2 ist eine humane Hepatomzelllinie eines hepatozellularen Karzinoms
(ATTC® Nummer HB-8065™). Durch ihre Apoptoseresistenz gegenlber der
klassischen anti-CD95 vermittelten Apoptose zeigt sie Charakteristika wie bei
einer ineffektiven Abwehrreaktion und fehlender Elimination bdsartiger oder
infizierter Zellen in vivo. Sie dient deshalb als Modell zur Untersuchung

medikamentdser Wirkungen (Pinti, Troiano et al. 2003). Die Apoptoseresistenz

11
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von HepG2 ist in einigen Details humanen Hepatozyten, bei denen diese durch
Expression verschiedener viraler Proteine vermittelt wird, vergleichbar. So
wurde in HepG2-Zellen bei zusatzlicher Expression des Hepatitis C
Kernproteins eine Apoptoseresistenz durch verstarkte Expression von Bcl-xL
(Otsuka, Kato et al. 2002) festgestellt. Ebenso wurde durch eine direkte
Interferenz des Kernproteins die Inhibierung der anti-CD95 vermittelten
Apoptose beobachtet (Ray, Meyer et al. 1998). Aus diesem Grunde sollte die
Hepatomzelllinie HepG2 als Modell fur die spateren Untersuchungen dienen.
Auch fur andere viruskodierte Proteine wurden anti-apoptotische Effekte
beschrieben (Gale, Korth et al. 1997; Erdtmann, Franck et al. 2003; Miyasaka,
Enomoto et al. 2003). Hierzu gehort zum Beispiel das Nichtstrukturprotein
NS5A des Hepatitis C Virus (Lan, Sheu et al. 2002; Chung, Sheu et al. 2003).

In HepG2-Zellen, die das HCV-Kernprotein exprimieren, konnte auflierdem
gezeigt werden, dass deren Apoptoseresistenz durch die Aktivierung von NF-
kB verursacht wird (Marusawa, Hijikata et al. 1999). Ebenso wurde eine
Korrelation zwischen Schutz vor anti-CD95 vermittelter Apoptose durch
Expression des HBX-Proteins und dem Grad der NF-«B Aktivierung (Pan, Duan
et al. 2001) festgestellt.

Somit ist unter anderem NF-«B sowohl bei Hepatomzelllinien als auch bei
virusinfizierten Zellen an der Apoptoseresistenz beteiligt (Pan, Duan et al. 2001;
Chiao, Na et al. 2002; Kim, Schwabe et al. 2002).

Zur Durchbrechung der Apoptoseresistenz bei Hepatozyten wurde bereits in
fruiheren Experimenten Cycloheximid als geeignete Substanz fur in vitro
Untersuchungen identifiziert (Hill, Schmidt et al. 1995; Higami, Tanaka et al.
2000). Ab einer Konzentration von 2,5 ug/ml fihrt es unter anderem zur
Inhibierung der Proteinsynthese (Lemaire, Andreau et al. 1999). Dabei kommt
es in Kombination mit den klassischen Apoptosestimuli (TNF, anti-CD95) durch
Aktivierung des extrinsischen Todesrezeptorweges zur Apoptose (Tang, Lahti
et al. 1999; Wajant, Haas et al. 2000; Kreuz, Siegmund et al. 2001).

In vitro Untersuchungen an immortalisierten Zelllinien sind relativ einfach
durchzufihren. Die Interpretation der Ergebnisse und deren Anwendung im

Hinblick auf nicht-proliferierende Zellen im Menschen ist aber nur eingeschrankt

12



Einleitung

mdglich, da es sich dort um ein wesentlich komplexeres, organisches System
handelt.

1.7 Fragestellung

Apoptose ist sowohl bei der Pathogenese als auch in der Therapie viraler
Hepatitiden von entscheidender Bedeutung. In der Therapie von Hepatitis B
und C spielen die Medikamente Interferon-alpha alpha beziehungsweise
Interferon-alpha alpha in Kombination mit Ribavirin die wichtigste Rolle. Fur die
Wirkung dieser Substanzen hat der Effekt von Ribavirin und Interferon-alpha
alpha auf die Induktion von Apoptose eine grole Bedeutung. Die genauen
Mechanismen sind derzeit jedoch unklar. In der vorliegenden Arbeit sollten
deshalb diese Effekte in HepG2-Zellen genauer untersucht werden.

Die Bedeutung der Caspasen in diesem Zusammenhang wurde bereits in
verschiedenen Geweben untersucht. Besonders gut eignen sich hierbei die
pathologischen Veranderungen in der Leber, wie sie sich in den einzelnen
Schritten von der chronischen Hepatitis Uber Fibrose bis zur Neoplasie
vollziehen (Walsh, Vanags et al. 2004). Bei der Pathogenese des
hepatozellularen Karzinoms sind chronische Entzindungsphase und Malignitat
eng assoziiert (Fattovich, Stroffolini et al. 2004). Daraus lasst sich ableiten,
dass bei beiden ahnliche Signalwege von Bedeutung sind (Farinati, Cardin et
al. 2004). Deshalb ist aus Sicht des Autors die Untersuchung der zellularen
Ablaufe bei der Apoptose an HepG2 ein geeignetes Modell zur besseren
Charakterisierung der Wirkmechanismen von Interferon-alpha und Ribavirin.
Aufgrund von Voruntersuchungen anderer Gruppen zur Beteiligung von
Caspasen (Prikhod'ko, Prikhod'ko et al. 2004) sollte dartber hinaus auch deren
Bedeutung bei der Aktivierung Uber den klassischen CD95-Rezeptorsignalweg
genauer untersucht werden. HepG2-Zellen sind ahnlich den virusinfizierten
Hepatozyten primar resistent gegenuber den klassischen Apoptosestimuli.
Deshalb sollte in einem weiteren Schritt versucht werden, verschiedene

Inhibitoren der Apoptose, die hierbei eine Rolle spielen, zu identifizieren.
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Daneben sind fur Interferon-alpha alpha auch Effekte auf die Zellproliferation
beschrieben. Im letzten Teil der Arbeit sollte daher der Frage nachgegangen
werden, welche Einflisse die beiden antiviralen Substanzen auf die Aktivitat

des Transkriptionsfaktors NF-kB haben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Herstellerverzeichnis

Amersham Pharmacia, Freiburg

SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker ("Rainbow Coloured Protein"), SDS-
PAGE Molekulargewichtsmarker ("LMW"), PVDF-Membranen (Hybond"-ECL-
Membran), Westernblot-ECL-Detection-Kit

Bachem, Heidelberg
Benzoyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethylketon (zZVAD-fmk)

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-Caspase-3-Antikorper, Anti-Caspase-7-Antikorper

BioCHECK, Miinster
Agonistischer Anti-CD95-Antikorper, Anti-Caspase-8-Antikdrper

Biomol, Hamburg
Fluorogene Caspase-Substrate (DEVD-AMC)

BioRad, Miinchen

Biotinylierter ~ Molekulargewichtsmarker,  Bradford-Reagens, Peroxidase-
konjugiertes F(ab').-Fragment Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (H+L), Peroxidase-
konjugiertes F(ab'),-Fragment Ziege-Anti-Maus-lgG  (H+L), Peroxidase-
konjugiertes F(ab'),-Fragment Ziege-Anti-Ratte-lgG (H+L)

Boehringer-Mannheim
Kaninchen-Antiserum gegen PARP (Poly(ADP-Ribose)Polymerase)
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Invitrogen Life Techmologies, Karlsruhe
HEPES, Penicillin-Streptomycin, DMEM-Medium, RPMI-1640-Medium

Knoll AG, Ludwigshafen
TNFa

Milipore Corporation, Bedford, MA, USA
Millex-Sterilfilter mit 0,2-0,8 um Porengrofe

MoBiTec, Gottingen
SDS-PAGE Molekulargewichtsmarker ("BOA")

PAA Laboratories, Colbe
Fetales Kalberserum (FCS)

Pierce, Rockford, IS (USA)

Peroxidase-konjugiertes Streptavidin

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin, Staurosporin

Roth, Karlsruhe

Acrylamid/Bisacrylamid, Ammoniumperoxodisulfat (APS),
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-
tetraessigsaure (EGTA), Ethidiumbromid, Natriumdodecylsulfat (SDS),
Rinderserumalbumin (BSA), Tetraethylmethylendiamin (TEMED), Triton X-100

Sigma, Deisenhofen

Ampicillin, Brefeldin A, Cycloheximid, Ribavirin, 2'-Desoxyadenosin 5'-
triphopsphat (dATP), Dimethylsulfoxid (DMSO), Dithiothreitol (DTT), Glycerin, 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT),
Morpholinpropansulfonsaure (MOPS), Natriumpyrophosphat, Nonidet P-40,
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Phenylmethylsulfonylfluorid

(PMSF),

Propidiumiodid (PI), Tween-20, Zitratdextroseldsung

Phorbol-12-Myristyl-13-Acetat

(PMA),

Alle Ubrigen Reagenzien wurden in reinster Form (p.a.), falls nicht anders

vermerkt, von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt) oder Roth

(Karlsruhe) bezogen.

2.1.2 Antikorper
Name Beschreibung Hersteller
Anti-CD95 Monoklonaler Maus-Antikérper, der den humanen CD95- BioCHECK

Anti-Caspase-3

Anti-Caspase-7

Anti-Caspase-8

Anti-XIAP

Anti-Bcl-2

Anti-PARP

Rezeptor erkennt und agonistisch Apoptose induziert
Monoklonaler Maus-Antikérper, der die Voll-Langen-p32- und
die prozessierte p20/p17-Form der humanen Caspase-3
erkennt (Immunogen: aa 25-145)

Monoklonaler Maus-Antikérper, der die Voll-Langen-p35- und
die prozessierte p20-Form der humanen Caspase-7 erkennt
(Immunogen: aa 4-126)

Monoklonaler Maus-Antikorper, der die Voll-Langen-p55/p53-
und die prozessierten p43/p41-Intermediarfragmente und die
p18-Form der humanen Caspase-8 erkennt

Polyklonaler Ziege-Antikérper, der die p24-Form von Bcl-2
erkennt (Immunogen: Abschnitt am C-terminalen Ende)
Polyklonaler Ziege-Antikorper, der die p24-Form von Bcl-2
erkennt (Immunogen: Abschnitt am N-terminalen Ende)
PARP (Poly(ADP-

Kaninchen-Antiserum gegen

Ribose)Polymerase)

BD Biosciences

BD Biosciences

BioCHECK

BD Biosciences

Santa Cruz

Biotechnology

2.1.3 Kultivierung von HepG2-Zellen

Material

DMEM-Medium (Invitrogen Life Technologies)

1x PBS-L6sung (Invitrogen Life Technologies)

10 mM Natriumphosphat
150 mM Natriumchlorid
pH 7,4
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Penicillin-Streptomycin-Lésung (Invitrogen Life 10.000 U/ml Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin
Technologies) Die Losung wurde 1%ig eingesetzt

Nicht-essentielle Aminosaure-Lsung (Invitrogen | Die Losung wurde 1%ig eingesetzt
Life Technologies)

Fetales Kalberserum (PAA Laboratories) Vor Gebrauch wurde das Serum fir 20 min bei
56°C hitzeinaktiviert.

Die in dieser Arbeit verwendete eukaryontische Zelllinie war die
Hepatomzellinie HepG2. Zu ihrer Kultivierung wurde DMEM-Medium mit Zusatz
von 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und nichtessentielle
Aminosaurelosung verwendet. Sie wurde in Kulturflaschen (50-800 ml) oder
Mikrotiterplatten  (6-, 12-, 24- oder 96-Well-Format) bei 37°C in
wasserdampfgesattigter Atmosphare mit 5% CO, gezuchtet. Die adharenten
Zellen wurden 1-2 mal pro Woche nach Behandlung mit Trypsin/EDTA-LOsung
im Verhaltnis 1:10 passagiert.

Die Kryokonservierung der Zellen wurde mit DMSO als Gefrierschutzmittel
durchgefuhrt. DMSO unterdruckt die Ausbildung von Wasserkristallen wahrend
des Einfrierens und verhindert damit die Zerstérung der Zellmembran. Die
Zellen wurden abzentrifugiert, das Zellsediment in Einfriermedium (90% FCS,
10% DMSO) resuspendiert (max. 20-30x10° Zellen/ml) und in 1 ml groRen
Aliquots auf Kryoréhrchen verteilt. Danach wurden die Zellen zunachst fur ca.
48 h bei -80°C gelagert und anschlieBend in FlUssigstickstoff (-196°C)
uberfuhrt. Aufgrund der toxischen Wirkung von DMSO bei Raumtemperatur
wurden alle Einfrierschritte rasch und auf Eis durchgefuhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen schnell auf 37°C erwarmt, einmal mit 20 ml

Zellkulturmedium gewaschen und in Kultur genommen.

2.2 Zellstimulation, Caspaseaktivierung und Apoptose-
Induktion

Die Zellstimulation mit dem Ziel der Caspaseaktivierung und Apoptoseinduktion

erfolgte mittels verschiedener Stimuli.
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Material

Zellkulturmedium (Invitrogen Life Technologies) | Supplementiert wie unter 2.2.1 angegeben

1x PBS-L&sung (Invitrogen Life Technologies) 10 mM Natriumphosphat
150 mM Natriumchlorid
pH 7,4

Agonistischer anti-CD95-Antikérper (BioCHECK) | Stocklésung 330 pug/mlin PBS
Finalkonzentration 1 pug/mi

Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk (Bachem) Stocklésung 20 mM in DMSO/Ethanol
Finalkonzentration 50-100 uM

Protein-Synthese-Inhibitor Cycloheximid (Sigma) | Stocklésung 1 mg/ml in DMSO/Ethanol
Finalkonzentration 10-30 pg/mli

TNFa (Knoll AG) Stocklésung 20 ng/ul
Finalkonzentration 20 ng/ml

Interferon-alpha alpha Stocklésung 3 Mio. i.E./ml

Ribavirin (Sigma) Stocklésung 200 mM

Die Chemikalien wurden wie angegeben geldst und die Stocklésungen bei
-70°C aufbewahrt.

Die Zellen wurden entweder in Mikrotiterplatten mit 6, 12, 24 oder 96
Vertiefungen oder in Eppendorf-MikrogefalRen in ihrem jeweiligen
Kulturmedium, dem der jeweilige Stimulus zugesetzt worden war, bei 37°C
inkubiert.

Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden die Zellen abzentrifugiert (1 min,
8000G), einmal mit PBS gewaschen, bei 4°C nochmals auf gleiche Weise

abzentrifugiert und dann bei —70°C eingefroren.

2.3 Methoden zum Nachweis von Apoptose bzw.
Caspaseaktivierung

Apoptose bzw. Caspaseaktivierung lasst sich auf verschiedene Methoden
nachweisen. Fur den Nachweis von Apoptose bzw. apoptosetypischen
Veranderungen wurden die Durchflusszytometrie mit dem Nachweis von
Zellschrumpfung (Pallardy, Biola et al. 1999), hypodiploiden Nuklei (Nicoletti,
Migliorati et al. 1991), Propidiumiodid-positiven Zellen und/oder dem Nachweis

der Externalisierung von Phosphatidylserin eingesetzt.
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2.3.1 Bestimmung von Caspase-Aktivitaten mithilfe
fluorometrischer Verfahren

Der Nachweis einer Caspaseaktivierung erfolgte anhand typischer aktiver
Spaltformen im Westernblot oder mittels fluorometrischer Verfahren. Die im
Verlauf der Apoptose auftretende Caspase-Aktivitat wurde in der vorliegenden
Arbeit fluorometrisch bestimmt. Die Grundlage dieses Tests sind fluorogene
Tetrapeptid-Substrate, aus denen Caspase-vermittelt das Fluorophor
Aminomethylcumarin (AMC) freigesetzt wird. Nur in seiner freien Form weist
AMC die typischen Fluoreszenz-Eigenschaften auf. Uber eine kinetische
Aufzeichnung der Fluoreszenz-Zunahme wahrend der Reaktion Iasst sich die
relative Caspase-Aktivitat aus der Anfangssteigung der Fluoreszenzkurve
ermitteln. Der Einsatz verschiedener Tetrapeptid-Substrate ermdglicht eine
bedingte Spezifizierung der Caspase-Aktivitat (z.B. Ac-DEVD-AMC fur

Caspase-3 und Caspase-7).

Material

Lysepuffer 20 mM HEPES

84 mM Kaliumchlorid
10 mM Magnesiumchlorid
200 uM EDTA

200 uM EGTA

0,5% (v/v) NP-40

1 mM PMSF

1 mMDTT

1 pg/ml Leupeptin

1 ug/ml Pepstatin

5 pg/ml Aprotinin

1x Reaktionspuffer 37,5 mM HEPES

75 mM Natriumchlorid
7,5% (w/v) D(+)-Sucrose
0,075% (w/v) CHAPS
1,5 mM Calciumchlorid
10 mM DTT

IETD-AMC (Biomol)
pH 7.4
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Durchfiihrung

Die jeweilig angegebene Zellzahl pro Vertiefung wurde in 96-well-Platten mit
den verschiedenen Apoptose-Stimuli wie unter 2.2 beschrieben fur die
angegebenen Zeiten behandelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
gesammelt (5 min bei 1200 U/min) und das trockene Zellsediment fir 10 min
auf Eis in 50 ul Lysepuffer lysiert. Die Caspase-Aktivitat wurde in einem finalen
Volumen von 200 pl 1x Reaktionspuffer bestimmt. Dazu wurde der Ansatz fur
die jeweils angegebenen Zeiten bei 37°C inkubiert und die Freisetzung von
AMC fluorometrisch bei einer Anregungswellenlange von 360 nm und einer
Emissionswellenlange von 450 nm mit Hilfe des Micro Tek FLI-Fluorometers
(Bio-Tek Kontron Instruments) alle 2 min gemessen. Mit der gerateeigenen
Software (KC4) wurde die Anfangssteigung der kinetischen Kurve als relatives

Mal} der Caspase-Aktivitat bestimmt.

2.3.2 Nachweis der Zellvitalitiat im MTT-Test

Die Grundlage dieses Zellvitalitatstests ist die in vitalen Zellen erfolgende
Dehydrogenase-vermittelte Reduktion des gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid (MTT) zum blauen Formazan. Diese Reaktion
findet statt, wenn die Mitochondrien der Zelle intakt und ausreichend
Reduktionsaquivalente in der Zelle vorhanden sind. Demnach ist die Menge des
entstehenden blauen Formazans ein relatives Mal} fur die Zellvitalitat. In der
vorliegenden Arbeit wurde der MTT-Test modifiziert nach Heeg et al. (Heeg et
al., 1985) durchgefuhrt.

Material

MTT-Lésung 5 mg/mI MTT
in PBS

SDS-Lésung 10% (w/v) SDS
in H,O bidest.
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Durchfiihrung

1x10° Zellen pro Vertiefung (96-well-Format) wurden in einem finalen Volumen
von 150 pl wie unter 2.3 angegeben mit verschiedenen Stimuli behandelt und
fur die angegebenen Zeiten im Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurden 450
pMg/ml MTT-Lésung zugegeben und der Ansatz flr weitere 5 h im Brutschrank
kultiviert. Das entstandene blaue Formazan wurde duch Zugabe von 4% SDS
und weiteren 3 h Inkubation in Losung gebracht und der Test bei 550 nm

(Referenzwellenlange 690 nm) spektrophotometrisch ausgewertet.

2.4 Analyse von Proteinen

2.4.1 Kolorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentration
nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe (z.B. um eine
gleichmaliige Proteinmenge im Rahmen der SDS-PAGE, des Westernblots
oder der FPLC und der Enzymaktivitatsmessung zu gewahrleisten) wurde die
Methode nach Bradford eingesetzt (Bradford 1976). Bei diesem Test lagert sich
der Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250 an Proteine an, was eine

Veranderung des Absorptionsverhaltens des Farbstoffs bewirkt.

Material

5x Bradford-Lésung (BioRad) Vor Gebrauch wurde die Lsung 1:5 in H,O
bidest. verdinnt.

BSA-Eichgerade 50-400 pg/ml BSA (Roth)
in PBS

Durchfiihrung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde im Mikromalstab in 96-well-
Platten durchgefihrt. 1-10 ul der zu untersuchenden Proteinlésung wurden mit
200 uyl 1x Bradford Reagens versetzt. Bei jeder Messung wurde eine
Verdunnungsreihe von BSA (50 pg/ml bis 400 pg/ml in) als interner Standard

mitgefuhrt. Der Abgleich erfolgte gegen einen Reagenzienleerwert. Die
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Absorptionsmessung wurde im ELISA Reader (Dynatech MR5000) bei 630 nm
(Referenzwellenlange 405 nm) durchgefuhrt. Mit Hilfe der gerateeigenen
Software wurden die Daten der BSA-Verdunnungsreihe ausgewertet und die

Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt.

2.4.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Zur analytischen Auftrennung von  Proteingemischen wurde die
diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli verwendet (Laemmli 1970). Hierbei werden die Proteine mit Hilfe von
SDS denaturiert und Disulfidbricken mit p-Mercapto-Ethanol reduziert. Die
Anlagerung des anionischen Detergenz SDS an die Polypeptidkette erfolgt
proportional zum Molekulargewicht des Polypeptids. Da jedes angelagerte
SDS-Molekull die Polypeptidkette mit einer negativen Ladung versieht, ergibt
sich fur alle Proteine ein nahezu konstantes Ladungs/Masse-Verhaltnis der
SDS-Polypeptid-Aggregate, so dass die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel
allein von der GroRRe des Polypeptids abhangig ist. Mit Hilfe von geeigneten
Molekulargewichts-Markern ist die Grélke eines Polypeptids auf diese Weise
leicht zu bestimmen.

Durch die Verwendung eines diskontinuierlichen Gel- und Puffersystems mit
Sammel- und Trenngel wird das Auflésungsvermoégen der SDS-PAGE

wesentlich erhéht (Laemmli 1970).

Material

Acrylamid-Lésung (Roth) 29,2% (w/v) Acrylamid
0,8% (w/v) Bisacrylamid
in H,O bidest.

APS-Ldsung 10% (w/v) APS
in H,O bidest.

TEMED (Roth)

Sammelgel-Puffer 0,74% (w/v) SDS
1 M Tris-Hydrochlorid
pH 6,8
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Trenngel-Puffer 0,384% (w/v) SDS
1,5 M Tris-Hydrochlorid
pH 8,8

4x SDS-Auftragspuffer 250 mM Tris-Hydrochlorid

25,8% (v/v) Glycerin

8,2% (w/v) SDS (Roth)
0,04% (w/v) Bromphenolblau
4% (v/v) B-Mercapto-Ethanol

1x Elektrodenpuffer 0,1% (w/v) SDS
1,9 M Glycin
250 mM Tris-Hydrochlorid

Durchfiihrung

Aus den Stocklésungen wurden die Gelmischungen hergestellt. Sie enthielten:
Komponente Sammelgel Trenngel
Acrylamid/Bisacrylamid 5% (w/v) 8-15% (w/v)
Tris-Hydrochlorid pH 6,8 135 mM -

Tris-Hydrochlorid pH 8,8 - 390 mM

SDS 0,1% (w/v) 0,1% (wiv)

APS 0,1% (w/v) 0,05% (w/v)

Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% (v/v) TEMED gestartet und
die polymerisierende Losung sofort verwendet. Das Trenngel wurde unmittelbar
nach dem Giel3en mit Isopropanol Uberschichtet. Nach ca. 60 min wurde der
Alkohol durch Spulen mit H,O bidest. entfernt und das Sammelgel gegossen.

Die zu testenden Proteinlésungen wurden mit 1x SDS-Auftragspuffer versetzt,
fur 5 min bei 95°C inkubiert und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde in 1x Elektrodenpuffer solange durchgeflihrt, bis die Bromphenolblaufront

die untere Gelkante erreicht hatte.

2.4.3 Westernblot-Analyse

Dieses Verfahren dient dem selektiven Nachweis einzelner Polypeptide oder
Proteine mittels spezifischer Antikorper. Hierfur mussen die im SDS-PAGE-Gel
aufgetrennten Proteine zunachst auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran transferiert werden (Blotting). Der Nachweis erfolgt anschlieRend auf

der Membran mit Hilfe von spezifischen Primarantikbrpern und einem
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geeigneten Detektorsystem auf der Basis eines Enzym-gekoppelten
Sekundarantikorpers.

Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde im Nasstankverfahren
durchgefuhrt und das Peroxidase-basierte ,Enhanced-Chemoluminescence®

(ECL)-Detektionssystem verwendet.

Material

PVDF-Membran "Hybond"-ECL" (Amersham-
Pharmacia)

Filter-Papier (GB002; Schleicher und Schdill)

Transfer-Apparatur (BioRad)

Transfer-Puffer 2,93 g/l Glycin
5,28 g/l Tris Base
20% (v/v) Methanol

5% Milchpulver-Lésung 5% (v/v) fettarmes Milchpulver
10 mM Tris-Hydrochlorid

150 mM Natriumchlorid

0,02% (v/v) Triton X-100

pH 8,0

1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100 10 mM Tris-Hydrochlorid
150 mM Natriumchlorid
0,02% (v/v) Triton X-100

pH 8,0
Primarantikdrper-Losung 0,5-2 pg/mlin 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100
Sekundarantikdrper-Lésung Sekundarantikdrper-Stockldésung, Peroxidase-
gekoppelt (BioRad)

1:4000 verdunnt in 5% Milchpulver

Westernblot-ECL-Detection Kit (Amersham-
Pharmacia)

Hyperfilm-ECL (Amersham-Pharmacia)

Durchfiihrung

Der Zusammenbau des Blots erfolgte in kaltem Transfer-Puffer. Hierzu wurde
die Transferkassette geoffnet und ein Transferschwamm auf die
anodengerichtete Seite der Kassette gelegt. Darauf wurden ein Filter-Papier,
die PVDF-Membran, das Gel, zwei Lagen Filterpapier und der zweite
Transferschwamm gelegt. Die Kassette wurde geschlossen, in den
Transfertank Uberfuhrt und dieser mit kaltem Transfer-Puffer aufgeflllt. Der
Transfer wurde fur 90-120 min bei 0,5 A und 4°C durchgefthrt. Im Anschluss

wurden die unspezifischen Bindungsstellen der PVDF-Membran durch
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einstindige Inkubation mit 5% Milchpulver-Lésung bei Raumtemperatur
blockiert und der Blot zweimal mit 1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100 gewaschen.
Die Inkubation mit der entsprechenden Primarantikdrper-Losung wurde Uber
Nacht bei 4°C durchgefihrt. Danach wurde die Membran finfmal fur 3 min mit
1x TBS 0,02% (v/v) Triton X-100 gewaschen und far 1 h mit der
entsprechenden Sekundarantikérper-Lésung bei Raumtemperatur inkubiert.
AbschlieRend wurde der Blot weitere sechsmal fur 10 min mit 1x TBS 0,02%
(v/v) Triton X-100 gewaschen. Zur Detektion wurden gleiche Volumina der
Detektionsreagenzien A und B (Westernblot-ECL-Detection-Kit, Amersham-
Pharmacia) gemischt, die Membran darin fGr 1 min inkubiert, in der
Dunkelkammer ECL-Filme (Hyperfiim-ECL, Amersham-Pharmacia) fur

verschiedene Expositionszeiten aufgelegt und anschlie3end entwickelt.

2.4.4 Westernblot-Analyse der Caspase- und Caspase-
Substrat-Prozessierung

Die proteolytische Prozessierung der Caspasen und Caspase-Substrate (z.B.
PARP) wurde in der vorliegenden Arbeit durch Westernblot-Analyse
nachgewiesen.

Material

PBS 10 mM Natriumphosphat
150 mM Natriumchlorid
pH 7.4

Lysepuffer 50 mM Tris-Hydrochlorid
150 mM Natriumchlorid
200 uM EDTA

200 uM EGTA

20 mM Natriumpyrophosphat
10 mM Natriumfluorid

1 mM Natriumvanadat

3 pg/ml Pepstatin A

3 ug/ml Aprotinin

3 pg/ml Leupeptin

2 mM PMSF

1% (v/v) Triton X-100
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4x SDS-Auftragspuffer 250 mM Tris-Hydrochlorid
25,8% (v/v) Glycerin

8,2% (w/v) SDS

0,04% (w/v) Bromphenolblau
4% (v/v) B-Mercapto-Ethanol

Durchfiihrung

Angegeben Zellzahlen wurden wie unter 2.2 beschrieben mit den
verschiedenen Apoptose-Stimuli behandelt und flr die angegebenen Zeiten im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen gesammelt, in kaltem PBS
gewaschen und bei -70°C eingefroren. Zur Analyse wurden sie auf Eis fur 10
min in 50 pl Lysepuffer lysiert. Die unloslichen Zellbestandteile wurden durch
10-minltige Zentrifugation bei 10.000 G sedimentiert und der klare Uberstand
mit 1x SDS-Auftragspuffer versetzt. Die so praparierten Zell-Extrakte wurden fur
5 min auf 95°C erhitzt und auf ein 6-15%iges SDS-PAGE-Gel aufgetragen
(siehe 2.4.2). Die Westernblot-Analyse erfolgte mit den unter 2.1.2

angegebenen Primarantikorpern.

2.5 Zytometrie (FACS)

Verwendetes Durchflusszytometer war ein FACSCalibur der Firma Becton
Dickinson Biosciences, Heidelberg. Zur Analyse der Daten kam die CellQuest-

Analyse-Software zur Anwendung.

2.5.1 Zytofluorimetrischer Nachweis Propidiumiodid-positiver
Zellen

Der Nachweis der Zellmembranintegritat erfolgte mittels Propidiumiodid-
Farbung der Zellen. Tote Zellen weisen eine permeable Zellmembran auf, durch
die Propidiumiodid in die Zelle eindringen und sich an die nukledare DNA
anlagern kann. Die resultierende rote Fluoreszenz Iasst sich

durchflusszytometrisch nachweisen. Diese Methode Iasst jedoch keine
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Unterscheidung zwischen Nekrose und der im Rahmen der Apoptose spat

auftretenden sekundaren Nekrose zu.

Material

Propidiumiodid-Farbelésung 5 pg/ml Propidiumiodid
in 1x PBS

Durchfiihrung

Die Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt (5 min 200 g), in der
Propidiumiodid-Farbelésung aufgenommen und fur 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die rote Fluoreszenz im Durchflusszytometer
(FACScalibur, BD Biosciences) bei 585 nm analysiert. Die Zellen mit gestorter
Membranintegritat lielen sich im FL2-Histogramm als Population mit erhéhter

roter Fluoreszenz rechts der gesunden Kontrollpopulation prozentual erfassen.

2.5.2 Zytofluorimetrischer Nachweis von hypodiploiden Nuklei

Wahrend der Apoptose wird die zellulare DNA durch DNasen internukleosomal
gespalten. Die entstehenden DNA-Fragmente kdnnen durch die Kernporen den
Zellkern verlassen, so dass dieser sukzessive DNA verliert. Dieses Phanomen
kann man als Messparameter der Apoptose heranziehen.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Quantifizierung der Apoptose anhand der
hypodiploiden Nuklei nach der Methode von Nicoletti et al. (Nicoletti, Migliorati
et al. 1991). Hierbei werden die Nuklei durch hypotone Zellyse freigesetzt und
die nukledare DNA mit Propidiumiodid angefarbt. Die Quantifizierung der
nuklearen DNA-Menge erfolgt durchflusszytometrisch und alle Zellkerne mit
weniger als dem diploiden DNA-Gehalt (Go/G1-DNA-Gehalt) werden als

apoptotisch betrachtet.
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Material

Hypotoner Lysepuffer 1% (w/v) Natriumcitrat
0,1% (v/v) Triton X-100
50 pg/ml Propidiumiodid
in H,O bidest.

Durchfiihrung

Jeweils 3-5x10* Zellen pro Vertiefung wurden in 96-well-Platten (bzw. 2x10°
Zellen pro Vertiefung in 6-well-Platten) fur 18-24 h mit den angegebenen
Apoptose-Stimuli behandelt. Das Zellkulturmedium wurde entfernt und die
Zellen in hypotonem Lysepuffer fir 5 min lysiert. AnschlieRend wurde die rote
Fluoreszenz der Zellkerne bei 585 nm im Durchflusszytometer (FACScalibur,
BD Biosciences) analysiert. Die apoptotischen, hypodiploiden Zellkerne mit
reduzierter roter Fluoreszenz lieRen sich im FL2-Histogramm links der diploiden

Go/G4-Population prozentual erfassen.

2.6 Immunzytochemische Messungen

Die Zellen wurden durch Zugabe von 4%-igem Paraformaldehyd bei
Raumtemperatur fixiert. Anschliefend erfolgte viermaliges Waschen mit PBS
und Blockung unspezifischer Proteinbindungsstellen durch 2% Kalberserum fur
20 min bei Raumtemperatur. Aktive Caspase-3 wurde nachgewiesen durch
Inkubation mit einem polyklonalen anti-Caspase-3 Antikorpers (1:2.000; R&D
Systems, Wiesbaden) fur 1 h. Danach wurden die Zellen mit 3%-igem
Wasserstoffperoxid fir 10 Minuten inkubiert. Nach mehereren Waschgangen
mit PBS wurde biotinylierter Ziege-anti-Kaninchen Immunglobulin G (1:200;
Linaris, Wiesbaden) fur 30 min als Zweitantikbrper verwendet. Nach 4
Waschschritten erfolgte die Detektion gebundener Antikdrper mit Hilfe einer
Standard-Peroxidase Methode (Vectastain ABC Kit; Vector, Burlingame,

Kalifornien).
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2.7 Gelretardationsanalyse (Electrophoretic Mobility
Shift Assay, EMSA)

Aquivalente Proteinmengen (3 - 5 ug Kernextrakt, 10 - 20 ug Gesamtzellextrakt)
wurden mit dem **P-markierten NF-kB spezifischen Oligonukleotid 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Bindungsreaktion wurde in einem 20 ul Ansatz
durchgefuhrt der aus 2 - 4 pl Extrakt, 4 yl 5 x Bindungspuffer (20 mM Hepes pH
7,5, 50 mM KCI, 1 mM DTT, 2,5 mM MgCl,, 20% Ficoll), 2 ug Poly(dl-dC) als
unspezifischer DNA, 2 pg BSA und 3.000-10.000 cpm Cerenkov (der
radioaktiven DNA-Probe) bestand. Nach der Inkubation wurden die Proben auf
ein 4%-iges Polyacrylamidgel in 0,5 x TBE-Puffer pH 8,0 aufgetragen. Die
Spezifitat der DNA-Proteinbindung wurde durch radioaktive mutierte
Oligonukleotide oder einem 100-fachen Uberschuf3 unmarkierter DNA-Probe
kontrolliert. Nach der Elektrophorese wurden die Gele getrocknet und bei -70°C
auf einem Kodak-X-OMAT Film exponiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von Ribavirin und Interferon-alpha auf die

Induktion von Apoptose

3.1.1 Ribavirin und Interferon-alpha induzieren Apoptose

Die molekularen Wirkungsmechanismen der zur Therapie der chronischen
Hepatitis C verwendeten Substanzen Interferon-alpha (IFN-a) und Ribavirin
sind bisher nur unzureichend bekannt. Ein mdglicher Mechanismus beruht auf
der pro-apoptotischen Wirkung beider Substanzen. Im ersten Teil dieser Arbeit
sollte daher untersucht werden, ob die beiden antiviralen Substanzen jeweils
einzeln oder in Kombination Apoptose zu induzieren. Hierzu wurde eine
Titration beider Substanzen durchgefuhrt und zusatzlich zur Titration von
Ribavirin 10 kU/ml Interferon-alpha zugegeben. Die Quantifizierung
apoptotischer Zellen erfolgte durch die durchflusszytometrische Bestimmung

von hypodiploiden Kernen im FACS.

IFN-a in hoherer Dosierung (100 kU/ml) fuhrte bei 25% der Zellen zur Apoptose
(siehe Abb. 3.1a). Ribavirin in einer Dosierung von 250 yM induzierte in 20%
der Zellen Apoptose (Abb. 3.1b). Die gleichzeitige Gabe beider Substanzen
flhrte zur Apoptose von 40% der Zellen (Abb. 3.1c). Diese Effekte konnten
durch die Gabe des Breitspektrum Caspaseinhibitors zZVAD inhibiert werden

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.1

100+

90+

80+

hypodiploide Kerne in %

30+
20+

10

Abb.3.1: Apoptose-Induktion durch Interferon-alpha und Ribavirin.

70+

60-

50+

40

i At

0001
0001} 1

Interferon (kU/ml)

HepG2-Zellen wurden fir 36 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen
der angegebenen Substanzen inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert,
die Zellkerne mit Propidiumiodid gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht.
Die Zahl der hypodiploiden Kerne wurde dabei als Indikator flir Apoptose
gewertet. Es wurden je 8.000 Ereignisse zum jeweiligen Zeitpunkt ausgewertet
und der prozentuale Anteil apoptotischer (hypodiploider) Zellen graphisch

aufgetragen.

Inkubation mit IFN-a (A), Ribavirin (B) und 10 kU IFN-a pro ml plus Ribavirin
(C). Die Messwerte sind als Mittelwerte mit einer Standardabweichung aus

Dreifachbestimmungen angegeben.

3.1.2 Ribavirin und Interferon-alpha sensibilisieren gegeniiber

der anti-CD95 Antikérper induzierten Apoptose

Ribavirin und Interferon-alpha sind schwache Apoptose-Induktoren. Es stellt

sich die Frage, ob durch eine Vorbehandlung mit Ribavirin und Interferon-alpha

eine Sensibilisierung der Zellen gegenluber anderen pro-apoptotischen Stimuli

erreicht werden kann.
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In vivo =zerstéren aktivierte CTLs ihre Zielzellen dber verschiedene
Mechanismen wie den Perforin-Granzyme B Weg und die CD95-
Ligand/Rezeptor Interaktion. Die CD95-Ligand/Rezeptor Interaktion stellt dabei
das Minimalmodell fur den T-Zell-Angriff auf virusinfizierte Zellen dar.

In einem weiteren Teil der Studie wurde daher am Beispiel der Stimulation mit
dem anti-CD95 Antikérper untersucht, ob eine Vorbehandlung mit Ribavirin und
Interferon-alpha zu einer Sensibilisierung der Zellen gegenuber diesem pro-

apoptotischen Stimulus fuhrt.

Eine zwolfstindige Stimulation mit anti-CD95 Antikérper allein flhrte zur
Apoptose von 25% der untersuchten Zellen (Abb. 3.2a). Vorstimulation mit IFN-
a allein sensibilisierte die Zellen gegenuber der anti-CD95-Antikorper
vermittelten Apoptose in einer dosisabhangigen Weise (48% Apoptose, Abb.
3.2a). In ahnlicher Weise sensibilisierte auch Ribavirin HepG2-Zellen (47%
Apoptose, Abb. 3.2b). Wenn die zwei Substanzen in Kombination zur
Vorinkubation eingesetzt wurden, kam es zu einer deutlich starkeren
Apoptoserate (70%, Abb. 2c). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl Ribavirin
als auch Interferon-alpha in HepG2-Zellen die anti-CD95 Antikérper vermittelte
Apoptose verstarken. Die Kombination der beiden Substanzen bei der
Vorinkubation flhrt zu einer Verstarkung dieses Effekts (Abb. 3.2c).
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Abbildung 3.2
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Abb. 3.2. Effekt von Interferon-alpha und Ribavirin auf die durch anti-CD95
Antikérper vermittelte Apoptose.

Interferon-alpha und Ribavirin verstarken die anti-CD95 Antikorper-induzierte
Apoptose in HepG2-Zellen. HepG2-Zellen wurden Uber 24 Stunden mit den
genannten Stimuli vorbehandelt und danach fiir weitere 12 Stunden mit 0,25
pg/ml anti-CD95 Antikodrper inkubiert. AnschlieRend wurde die Zellkerne durch
hypotone Lyse isoliert, mit Propidium-lodid gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. 8.000 Ereignisse zum jeweiligen Zeitpunkt wurden ausgewertet und
sind graphisch prozentual aufgetragen.

Inkubation mit anti-CD95 Antikérper und IFN-a (A), Ribavirin (B) und mit 10 kU
Interferon-alpha pro ml plus Ribavirin (C) wie auf der Abszisse angegeben. Die
Zahlen sind Mittelwerte mit einer Standardabweichung aus drei reprasentativen
Experimenten.

3.1.3 Interferon-alpha und Ribavirin aktivieren Caspasen

In den vorangegangenen Experimenten wurde eine geringe Apoptoseinduktion
durch IFN-a und Ribavirin allein und eine verstarkte Sensibilisierung durch
diese Substanzen fur die anti-CD95 Antikorper vermittelte Apoptose
beobachtet. Der Prozess der Apoptose geht mit einer Aktivierung von
Caspasen einher. Zur genaueren Charakterisierung der pro-apoptotischen

Effekte der verwendeten Substanzen wurde daher untersucht, ob die jeweiligen
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Behandlungen mit einer verstarkten Caspaseaktivierung korrelieren. Die
Bestimmung der Caspaseaktivitat erfolgte Gber die Messung der Freisetzung
von fluoreszierendem Aminomethylkumarin (AMC) aus DEVD-AMC, einem
Substrat der Effektorcaspase-3. Bei alleiniger Gabe Uber 24 Stunden induzierte
IFN-a eine 2,4-fache und Ribavirin eine 2,2-fache Steigerung der
Caspaseaktivitat (Abb.3.3a und b). Zusammen bewirkten sie einen flinffachen
Anstieg der Caspaseaktivitat. Diese Resultate zeigen, dass der pro-
apoptotische Effekt von Ribavirin und Interferon-alpha tber eine Aktivierung von

Caspasen vermittelt wird.
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Abb. 3.3: Interferon-alpha und Ribavirin induzieren die Aktivierung von
Caspasen in HepG2-Zellen. HepG2-Zellen wurden fir 24 h mit den
angegebenen Stimuli inkubiert und anschlielend die Caspaseaktivitat anhand
der Spaltung von DEVD-AMC fluorometrisch gemessen und als Vielfaches der
AMC-Freisetzung in unstimulierten Zellen angegeben. (A) IFN-a alleine; (B)
Ribavirin alleine; (C) 10 kU IFN-a/ml plus Ribavirin in steigender Dosierung
(siehe Abszisse). Die Zahlen sind Mittelwerte mit einer Standardabweichung
aus drei reprasentativen Experimenten.
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3.1.4 Ribavirin und Interferon-alpha verstarken die anti-CD95
Antikérper induzierte Caspaseaktivitat

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, flhrt bereits die
alleinige Behandlung der Zellen mit IFN-a und Ribavirin zu einer leichten
Zunahme der Caspaseaktivitat. In diesem Teil der Studie sollte der Effekt von
Ribavirin und IFN-a auf die durch eine Behandlung mit anti-CD95 Antikérper
ausgeldste Zunahme der Caspaseaktivitat untersucht werden.

Die alleinige Stimulation mit anti-CD95 Antikérper Uber 4 Stunden verursachte
einen achtfachen Anstieg der Caspaseaktivitat (Abb. 3.4a (IFN-a 0 kU/ml) und
Abb. 3.4b (Ribavirin 0 pM)). Vorinkubation mit IFN-a sensibilisierte die Zellen
gegenuber der anti-CD95 Antikérper vermittelten Caspaseaktivierung
dosisabhangig. Dies resultierte in einer 25-fachen Verstarkung der
Caspaseaktivitat (Abb. 3.4a). In ahnlicher Weise fuhrte auch die Vorbehandlung
mit Ribavirin alleine zu einer bis maximal 35-fachen Verstarkung der
Caspaseaktivitat (Abb. 3.4b). Wenn beide Substanzen bei der Vorinkubation
gemeinsam verwendet wurden, war der Effekt deutlich ausgepragter. Zum
Erreichen einer bestimmten Caspaseaktivitat genugten bei der Kombination
bereits niedrigere Dosierungen der Einzelsubstanzen (Abb. 3.4c und 3.4d). 25
MM Ribavirin erzeugte einen 15-fachen Anstieg bei der anti-CD95 Antikdrper
vermittelten Caspaseaktivierung, wahrend bereits eine Kombination mit 10
kU/ml IFN-a einen 37-fachen Anstieg bewirkte (Abb. 3.4c). In Kombination mit
100 kU/ml IFN-a war der Anstieg 39-fach (Abb. 3.4d). Ribavirin fuhrt in HepG2-
Zellen in  Konzentrationen, die im Patientenserum gemessenen
Plasmakozentrationen vergleichbar sind, zZu einer deutlichen
Caspaseaktivierung (llyin, Langouet et al. 1998). Auch IFN-a ist hierzu in der
Lage. In der Kombination ist dieser Effekt noch ausgepragter. Fur die
nachfolgenden Experimente wurden diese Dosierungen deshalb als Standard

gewahlt, weil durch sie maximale Effekte erzielt wurden.
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Abbildung 3.4
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Abb. 3.4: IFN-a und Ribavirin verstarken die anti-CD95 vermittelte
Caspaseaktivitat in HepG2-Zellen.

Lysate von HepG2-Zellen wurden untersucht auf Caspase-3-artige Aktivitat
durch DEVD-AMC Messung nach Inkubation Gber 24h mit den angegebenen
Stimuli und anschlieende Stimulation mit 0,25 pug/ml anti-CD95 Antikérper. Der
Anteil der AMC Freisetzung wurde fluorometrisch gemessen und als Vielfaches
der AMC Freisetzung in unstimulierten Zellen angegeben. (A) IFN-a alleine; (B)
Ribavirin alleine; (C) 10 kU IFN-a pro ml plus Ribavirin in steigender Dosierung
(siehe Abszisse). Die Zahlen sind Mittelwerte mit einer Standardabweichung
aus drei reprasentativen Experimenten.

3.1.5 Interferon-alpha und Ribavirin verstéarken die anti-CD95
Antikorper induzierte Spaltung von PARP

Um die funktionelle Bedeutung der Caspaseaktivitat zu belegen, wurden neben
fluorometrischen Methoden auch Westernblots zum Nachweis von
Caspasesubstratspaltprodukten  durchgefuhrt. Das DNA-Reparaturenzym
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) diente hierbei als klassisches

Caspasesubstrat.
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Eine alleinige Stimulation mit IFN-a, Ribavirin oder deren Kombination flhrte

nicht zu einer PARP-Spaltung (Ergebnisse nicht abgebildet). Auch bei alleiniger

anti-CD95 Antikorper Behandlung war kein PARP-Spaltprodukt nachweisbar

(Abb. 3.5, Spur 2). Dies entspricht der bekannten Resistenz von HepG2-Zellen

gegenuber anti-CD95. Bei den gleichzeitig mit anti-CD95 Antikérper und IFN-a

bzw. Ribavirin behandelten Zellen lielen sich dagegen PARP-Spaltprodukte

nachweisen (Spur 4 bis 7). Eine Kombination beider antiviraler Substanzen

fuhrte auch

hier zu einer Verstarkung des Effektes (Spur 8 und 9). Diese

Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass eine gleichzeitige Stimulation der Zellen mit

IFN-a und/oder Ribavirin mit anti-CD95 Antikdrper zu einer Aktivierung von

Caspasen fuhrt.

Abbildung 3.5
A
PARP
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Abb. 3.5: Eine Vorbehandlung mit IFN-a und Ribavirin verstarkt die anti-CD95
Antikorper vermittelte Spaltung von PARP.

HepG2-Zellen wurden Uber 24 Stunden mit Medium (Spur 1 bis 3), Ribavirin
(Spur 4 und 5), IFN-a (Spur 6 und 7) oder in Kombination (Spur 8 und 9)
vorbehandelt. Anschlielend wurden die Zellen Gber 4 Stunden mit Medium
(Spur 3), 0,25 ug/ml anti-CD95 Antikérper (Spur 1,2 und 4 bis 9) oder anti-CD95
Antikérper plus CHX (Spur 1) als Positivkontrolle stimuliert. Zelllysate wurden
im Westernblot auf PARP-Spaltprodukte untersucht. Ungespaltenes PARP wird
durch leere Pfeile und das Spaltprodukt durch die ausgefillten markiert.
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3.1.6 Immunzytologischer Nachweis der Effektorcaspase-3

Die Messung von Caspasenaktivtat anhand der AMC Freisetzung ist eine sehr
sensitive und leicht quantifizierbare Methode. Eine ldentifizierung der einzelnen
beteiligten Caspasen ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich. Um die
fluorometrisch erhobenen Daten auch anhand einer weiteren Nachweismethode
zu bestatigen, wurden immunzytologische Farbungen mit einem spezifischen
Caspase-3-Antikérper durchgeflihrt. Caspase-3 ist die wichtigste und
gleichzeitig zentrale Effektorcaspase, weil verschiedene Aktivierungswege dort
zusammenfuhren. Sobald sie durch Spaltung aktiviert wird, schneidet Caspase-
3 verschiedene zellulare Substrate (z.B. PARP), was schliellich zu den
charakteristischen Veranderungen bei der Apoptose flihrt. Reprasentative
Ubersichtsaufnahmen sind in Abbildung 3.6 dargestellt und in Abbildung 3.7
semiquantitativ.  zusammengefasst. Stimulation mit anti-CD95 Antikorper
induzierte nur bei 10 Zellen pro Gesichtsfeld eine Caspase-3 Aktivierung (Abb.
3.6a und 3.7). Die Anzahl positiver Zellen konnte durch Vorinkubation mit IFN-a
auf 30 Zellen pro Gesichtsfeld (Abb. 3.6b und 3.7) und durch Ribavirin auf 55
Zellen pro Gesichtsfeld erhoht werden. Die Kombination beider Substanzen
steigerte die Zahl der positiven Zellen sogar auf 60 pro Gesichtsfeld (Abb. 3.6d
und 3.7).

Mit diesem immunzytologischen Experiment konnte gezeigt werden, dass die
kombinierte Behandlung der Zellen mit anti-CD95 Antikorper und IFN-a

und/oder Ribavirin zu einer Aktivierung der zentralen Effektorcaspase-3 fuhrt.
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Abbildung 3.6

Abb. 3.6: Vorstimulation mit IFN-a und Ribavirin verstarkt die anti-CD95
Antikorper vermittelte Aktivierung von Caspase-3.

Reprasentative Ubersichtsaufnahmen von HepG2-Zellen nach Inkubation mit
0,25 pg/ml anti-CD95 Antikérper Uber 4 Stunden und anschlielende
immunhistochemische Farbung fir Caspase-3. (A) keine Vorbehandlung; (B)
Vorbehandlung mit 10 kU/ml IFN-a Gber 24 Stunden; (C) Vorbehandlung mit
100 pM Ribavirin Uber 24 Stunden; (D) Vorbehandlung mit 10 kU/ml IFN-a und
100 uM Ribavirin Uber 24 Stunde.

Abbildung 3.7
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Abb. 3.7: Semiquantitative Auszahlung positiver Zellen nach Stimulation der
Zellen mit den genannten Substanzen (siehe Abb. 3.6) und
immunhistochemische Farbung mit Caspase-3 Antikorper (die Werte beziehen
sich auf die Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld).

3.1.7 Effekte von Interferon-alpha und Ribavirin auf die
Spaltung von Caspasen

Effektorcaspase-3 und -7

Der verstarkende Effekt von IFN-a und Ribavirin auf die Caspase-3 Aktivierung
wurde anschlieBend durch Westernblotanalysen bestatigt (Abb. 3.8a).
Ungespaltene Procaspase-3 wird als 32 kDa Protein nachgewiesen. Nach
Aktivierung wird zunachst die kleine 12 kDa-Untereinheit abgespalten, wodurch
ein im Westernblot nachweisbares 20 kDa Intermediarfragment mit geringer
Aktivitat ensteht. Nach Abspaltung der Prodomane ist dann die 17 kDa grolRe
katalytische Untereinheit. mit voller proteolytischer Aktivitat im Westernblot
detektierbar. Interferon, Ribavirin, deren Kombination (nicht abgebildet) und die
alleinige Stimulation mit anti-CD95 Antikérper (Abb. 3.8a, Spur 2) fihrten nicht
zu einer proteolytischen Prozessierung von Caspase-3 und -7.

Die Vorinkubation mit IFN-a mit anschlieRender Gabe des anti-CD95
Antikorpers fuhrte zur Spaltung von Caspase-3 in das 17 kDa Fragment (Spur 6
und 7). Ribavirin verursachte hier eine Spaltung in die 17 kDa und 20 kDa
Untereinheiten (Spur 4 und 5). In der Kombination zeigte sich eine selektive
Vermehrung des 20 kDa Fragments (Spur 8 und 9).

Bei Caspase-7 handelt es sich um eine weitere Effektorcaspase, welche die
DEVD Tetrapeptidsequenz erkennt und deshalb flir eine Caspase-3-ahnliche
Aktivitat in fluorometrischen Tests verantwortlich sein kdnnte. In den nach
Caspase-7 gefarbten Westernblots wird sie in ihrer ungeschnittenen Form als
35 kDa Fragment erkannt. Die Aktivierung erfolgt Uber das 32 kDa
Zwischenprodukt zum 19 kDa Endprodukt. Entsprechend den Ergebnissen flr
Caspase-3 flhrte anti-CD95 Antikdrperbehandlung zu einer moderaten
Spaltung in das 32 kDa Spaltprodukt (Abb. 3.8b, Spur 2). Vorinkubation mit
IFN-a verstarkte die Caspase-7 Spaltung in die 32 kDa und 19 kDa Fragmente
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(Spur 6 und 7). Ribavirin flihrte vor allem zu einer vermehrten Spaltung in das
32 kDa Fragment (Spur 4 und 5). Vorstimulation mit IFN-a und Ribavirin
gemeinsam erzeugte mehr aktive Caspase-7 als die jeweilige Einzelsubstanz
(Spalte 8 und 9).

Diese Resultate zeigen, dass die anti-CD95 Antikorper vermittelte Aktivierung
der Effektorcaspasen-3 und -7 durch Vorstimulation mit IFN-a, Ribavirin oder

deren Kombination verstarkt wird.

Initiatorcaspase-8

Eine Stimulation des CD95-Rezeptors fuhrt zur Rekrutierung und Aktivierung
der Initiator-Procaspase-8. Die aktive Form der Caspase-8 schneidet eine
Reihe anderer Caspasen einschliel3lich der Effektorcaspasen Procaspase-3
und Procaspase-7. Deshalb wurde in Westernblot Experimenten untersucht, ob
das Ausmald der Caspase-8 Spaltung durch Inkubation mit IFN-a und Ribavirin
beeinflusst wird. Ungeschnittene Procaspase-8 wird darin als 53/55 kDa Protein
erkannt. Nach Aktivierung entsteht das prozessierte Intermediarfragment als
41/43 kDa Protein, das anschlieRend in ein 18 kDa Fragment gespalten wird.
Stimulation mit anti-CD95 Antikorper alleine flhrte zu einer moderaten
Aktivierung von Caspase-8 (Abb. 3.8c, Spur 2). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen bei Caspase-3 und Caspase-7 verstarkte die Zugabe von CHX die
Prozessierung von Caspase-8 (Spur 1). Vorinkubation mit IFN-a und Ribavirin
gemeinsam fuhrte zu einem verstarkten Auftreten des Intermediarproduktes
p41/p43 (Spur 4 bis 7) und der aktiven Form p18 (Spur 8 und 9). Ohne Zusatz
von anti-CD95 Antikorper zeigte sich nach Inkubation mit IFN-a und Ribavirin
keine Spaltung von Caspase-8 (Ergebnisse nicht abgebildet).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung der Initiatorcaspase-8 nach anti-
CD95 Stimulation durch Vorinkubation mit IFN-a oder Ribavirin verstarkt wird
und die Wirkung durch die Kombination weiter zunimmt. Daruber hinaus kommt
es auch zur Aktivierung der Effektorcaspasen Caspase-3 und -7. Diese
Vorgange korrelieren mit einer verstarkten Spaltung des Caspasen-Substrates

PARP und mit einer Zunahme der Apoptose.
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Abbildung 3.8
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Abb. 3.8:

Vorstimulation mit IFN-a und Ribavirin verstarkt die anti-CD95 Antikérper
vermittelte Aktivierung von Caspase-3, -7 und -8. HepG2-Zellen wurden tber 24
Stunden mit Medium (Spur 1 bis 3), Ribavirin (Spur 4 und 5), IFN-a(Spur 6 und
7) der Kombination (Spur 8 und 9) vorinkubiert. Anschlielend erfolgte die
Stimulation Uber 4 Stunden mit Medium (Spur 3), 0,25 pg/ml anti-CD95
Antikdrper (Spalte 1,2 und 4 bis 9) oder anti-CD95 Antikérper plus 10 pg/ml
CHX (Spur 1) als Postivkontrolle. Zelllysate wurden im Westernblot untersucht
nach Caspase-3 (A), Caspase-7 (B) und Caspase-8 (C). Ungespaltene
Procaspasen werden durch leere Pfeile, Spaltprodukte durch die ausgefillten
markiert. Eine unspezifische Bande (,NS*) dient als interne Ladungskontrolle.
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3.2 Einfluss von Ribavirin und Interferon-alpha auf den
NF-kB-Signalweg

Neben ihren pro-apoptotischen Einfliissen Uber Caspasen kdonnen IFN-A alpha
und Ribavirin auch andere flur die Apoptose bedeutsame zellulare
Mechanismen modulieren (Ning, Brown et al. 1998; Yang, Murti et al. 1998;
Tam, Pai et al. 1999). Diese Effekte werden zum Teil Uber die Regulation
verschiedener Transkriptionsfaktoren vermittelt. Von besonderer Bedeutung ist
hier der Transkriptionsfaktor NF-kB. In Abhangigkeit des untersuchten Modells
sind dabei sowohl pro- als auch anti-apoptotische Effekte von NF-kB
beschrieben worden (Beg and Baltimore 1996; Kuhnel, Zender et al. 2000; Kim,
Schwabe et al. 2002). Im folgenden Teil der Arbeit soll daher die Bedeutung
von NF-kB fur die Wirkung von Ribavirin und Interferon-alpha alpha auf HepG2-

Zellen untersucht werden.

3.2.1 Aktivierung von NF-kB liber Todesrezeptoren

Zunachst sollte die Frage einer madglichen konstitutiven Aktivitat des
Transkriptionsfaktors NF-kB in HepG2-Zellen geklart werden. Die Messung der
Aktivitat von NF-kB wurde dabei mittels Gelretardationsanalyse (EMSA)
durchgefuhrt. In einem weiteren Teil des Experiments sollte dann die
Stimulierbarkeit des NF-kB Signalweges in HepG2 untersucht werden. Dazu
wurden HepG2-Zellen Uber unterschiedliche Zeitraume mit TNF alpha
behandelt. TNF alpha wurde gewahlt, weil dessen Signalmechanismus genau
definiert ist.

Dabei zeigte sich, dass unter Ruhebedingungen keine konstitutive Aktivierung
von NF-kB in HepG2 besteht. Bei Stimulation mit TNF alpha konnte bereits
nach 30 Minuten eine starke Aktivierung von NF-kB nachgewiesen werden,
welche bis zur Stunde 8 auf maximalem Niveau bestehen blieb und in

geringerem Ausmal} noch bis nach 14 Stunden detektiert werden konnte.
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Demzufolge kann NF-kB in HepG2-Zellen Uber einen klassischen Stimulus wie
TNF alpha aktiviert werden. Die frihe Aktivierung bereits nach 30 Minuten ist
gut vereinbar mit der bekannten kurzen Latenz bei der Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren. Als Stimulationszeit fur die nachfolgenden Experimente

wurde deshalb als Standard eine Stunde Stimulationsdauer gewahlt.

Abbildung 3.9
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Abb. 3.9: Aktivierung von NF-kB durch Stimulation mit TNF alpha.

HepG2-Zellen wurden Gber verschieden Zeitraume (30 Minuten bis 24 Stunden)
mit TNF in einer Konzentration von 20 ng/ml stimuliert. AnschlieRend wurde die
DNA Bindungskapazitdt des Transkriptionsfaktors durch Gelshiftanalyse
untersucht. Gleiche Mengen Kernextrakt stimulierter und unstimulierter Zellen
wurden dabei mit **P-markierten Oligonukleotiden inkubiert. Die DNA-
Proteinkomplexe wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt. Die
p65 Untereinheit von NF-kB ist Uber der unspezifischen Ladungskontrolle

dargestellt.

3.2.2 Effekt von Interferon-alpha alpha und Ribavirin auf NF-kB

In den vorangegangen Experimenten konnte gezeigt werden, dass NF-kB in
HepG2-Zellen Uber den klassischen Stimulus TNF alpha aktiviert werden kann.

Anschlielend sollte flur die antiviralen Substanzen allein und in Kombination
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untersucht werden, ob sie in der Lage sind, den Transkriptionsfaktor NF-kB zu
aktivieren.

Hierzu wurden zuerst HepG2-Zellen Uber 24 Stunden mit Interferon-alpha alpha
inkubiert. Im EMSA wurde dann die NF-kB Bindung untersucht. Es zeigte sich,
dass nach Interferon-alphabehandlung in verschiedenen Dosierungen keine
NF-kB Aktivierung nachweisbar war (Spur 3 bis 6). Auch die Inkubation mit
Ribavirin oder die Kombination beider Substanzen fuhrte nicht zur Aktivierung
von NF-kB (nicht abgebildet). Die Vorbehandlung mit den antiviralen
Substanzen hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die maximale Aktivitat von NF-

kB, die durch die Standardstimulation mir TNF erreicht wurde (Spur 7 bis 10).

Abbildung 3.10
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Abb. 3.10: Effekt von Interferon-alpha alpha und Ribavirin auf NF-kB in von
HepG2-Zellen

HepG2-Zellen wurden zunachst mit Interferon-alpha alpha in verschiedenen
Konzentrationen (x102 U/ml) Gber 24 Stunden vorbehandelt (Spur 3 bis 10) und
danach mit TNF alpha (20 ng/ml) stimuliert (Spur 7 bis 10). AnschlieRend wurde
die DNA Bindungskapazitat des Transkriptionsfaktors durch Gelshiftanalyse
untersucht. Gleiche Mengen Kernextrakt stimulierter und unstimulierter Zellen
wurden dabei mit 32P-markierten Oligonukleotiden inkubiert. Anschlief3end
wurden die DNA-Proteinkomplexe durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese
getrennt. Die p65 Untereinheit von NF-kB ist Uber der unspezifischen
Ladungskontrolle dargestellt.
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3.2.3 Effekt von Interferon-alpha alpha und Ribavirin auf TNF
induzierte NF-kB Aktivitét

Im vorangegangenen Experiment konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation
durch Ribavirin in verschiedenen Dosierungen (nicht abgebildet) und in
Kombination mit Interferon-alpha alpha nicht zu einer Aktivierung von NF-kB
fuhrt. Frihere Studien zeigten hingegen eine modulierende Wirkung von IFN-a
auf die Signaltransduktionskaskade von TNF alpha. So konnte zum Beispiel an
IFN-a behandelten HepG2-Zellen eine Abnahme der NF-kB Aktivitat infolge
Herunterregulation des TNF-Rezepors nachgewiesen werden (Aggarwal and
Pandita 1994). Im folgenden Teil der Studie sollte daher der Einfluss von IFN-a
und Ribavirin auf die Aktivitat des Tranksriptionsfaktors NF-kB in TNF alpha
vorstimulierten Zellen untersucht werden. Dazu wurden HepG2-Zellen flr eine
Stunde mit einer TNF alpha Lésung in einer Konzentration von 20 ng/mi
vorbehandelt und im Anschluss fur 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Ribavirin und IFN-a behandelt. Bei der Untersuchung der
mit TNF alpha vorstimulierten Zellen fand sich in der Gelshiftanalyse kein
Hinweis fir eine modulierende Wirkung von IFN-a auf die Aktivitat von NF-kB.
Aquivalente Resultate fanden sich auch bei der Monotherapie mit Ribavirin
(nicht abgebildet). Eine gleichzeitige Behandlung der Zellen mit einer
Maximaldosis IFN-a (100000 U/ml) und unterschiedlichen Mengen Ribavirin
fuhrte bereits bei der niedrigsten Ribavirindosierung von 250 yM zu einer
deutlichen Zunahme der NF-kB Aktivitat. Diese konnte durch eine weitere
Erhdhung nicht gesteigert werden.

Flr HepG2-Zellen muss gefolgert werden, dass nur bei Kombination der beiden
antiviralen Substanzen ein Einfluss auf den Aktivitdtszustand des
Transkriptionsfaktors NF-kB besteht. Hierbei handelt es sich jedoch um eine
Aktivitatszunahme, so dass die Resultate dieses Experiments die Erkenntnisse

von Aggarwal et al. nicht bestatigen konnten.
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Abbildung 3.11
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Abb. 3.11: Zunahme der TNF alpha induzierten Aktivitdt von NF-kB durch
Stimulation mit Interferon-alpha alpha und Ribavirin in HepG2.

HepG2-Zellen werden nach einstiindiger Vorinkubation mit TNF alpha (20
ng/ml) mit Interferon-alpha alpha und Ribavirin in verschiedenen
Konzentrationen Uber 24 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurde die DNA
Bindungskapazitat des Transkriptionsfaktors durch Gelshiftanalyse untersucht.
Gleiche Mengen Kernextrakt stimulierter und unstimulierter Zellen wurden dabei
mit **P-markierten Oligonukleotiden inkubiert. AnschlieRend wurden die DNA-
Proteinkomplexe durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese getrennt. Die p65
Untereinheit von NF-kB ist Uber der unspezifischen Ladungskontrolle
dargestellt.

3.3 Einfluss von Cycloheximid auf die anti-CD95
Antikorper induzierte Apoptose

Die Hepatomzelllinie HepG2 ist nur wenig sensitiv gegentber der Stimulation
des Todesrezeptors mit anti-CD95 Antikorper alleine. Aus friheren Studien ist

bekannt, dass diese Apoptoseresistenz durch die gleichzeitige Gabe des

48



Ergebnisse

Proteinsyntheseinhbitors Cycloheximid durchbrochen werden kann (Hill,
Schmidt et al. 1995). In den folgenden Experimenten sollten diese
Mechanismen der  Sensibilisierung der Zellen gegenuber dem
Todesrezeptorsignalweg untersucht werden. In einem ersten Versuch wurde
deshalb zunachst der pro-apoptotische Effekt der Kombinationsbehandlung von
anti-CD95 und CHX an HepG2-Zellen untersucht.

Die Zellen wurden jeweils fur bis zu 48 Stunden mit Cycloheximid (10 pg/ml),
anti-CD95 Antikdrper (0,25 pg/ml) oder der Kombination beider Agenzien
inkubiert. Anschlieend wurde die Zellviabilitat im MTT Assay (Abb. 3.9A) und
die Apoptoserate durch den Nachweis hypodiploider Nuclei im FACS
gemessen. Dabei zeigte sich bereits nach 6 Stunden bei der Kombination von
CHX und anti-CD95 Antikdrper eine Zunahme der Apoptoserate auf 20%. Nach
12 Stunden war die Apoptoserate bei alleiniger Stimulation mit CHX oder anti-
CD95 Antikdper gegenuber unstimulierten Zellen nicht erhoéht. Bei der
Kombination zeigte sich jedoch zu diesem Zeitpunkt eine Apoptoserate von
90%.

Abbildung 3.12
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Abb.3.12: HepG2-Zellen wurden fur 0-48 h mit den angegebenen Substanzen
inkubiert.
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A) Bestimmung der Viabilitat der HepG2-Zellen im MTT-Assay.

B) Zunahme der Apoptose durch die Kombination von Cycloheximid und anti-
CD95 Antikorper.

HepG2-Zellen wurden bis zu 48 Stunden mit den genannten Substanzen (10
pg/ml Cycloheximid, 0,25 ug/ml anti-CD95 Antikorper) inkubiert. AnschlielRend
wurden die Zellkerne durch hypotone Lyse isoliert, mit Propidium-lodid gefarbt
und durchflusszytometrisch analysiert. 8.000 Ereignisse zum jeweiligen
Zeitpunkt wurden ausgwertet und sind graphisch prozentual aufgetragen. Die
Zahlen sind Mittelwerte mit einer Standardabweichung aus drei reprasentativen
Experimenten.

3.3.1 Wirkung von anti-CD95 Antikoérper und CHX auf die
Caspaseaktivitat

Durch die Kombination von anti-CD95 Antikérper und CHX wurde eine
Steigerung der Apoptoserate erzielt. Es sollte anschlielliend weiter untersucht
werden, ob die Zunahme der Apoptoserate mit einer gesteigerten
Caspaseaktivitat verbunden ist. Dazu wurden die Zellen fur 1 bis 6 Stunden mit
anti-CD95 Antikoérper und CHX inkubiert und anschlie3end die Caspaseaktivitat
fluorometrisch gemessen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination von CHX und anti-CD95
Antikdrper zu einer verstarkten Caspaseaktivitat fuhrt (Abb. 3.13),

In einem zweiten Schritt wurde versucht, verschiedene Caspasen, die an
diesem Vorgang beteiligt sind, zu identifizieren. Exemplarisch wurden deshalb
als zentrale Initiatorcaspase Caspase-8 und als Effektorcaspase Caspase-3 im
Westernblot untersucht.

Dabei zeigte sich durch den Nachweis der aktiven Spaltprodukte im
Westernblot (Abb. 3.14), dass durch die Kombinationsbehandlung beide

Caspasen aktiviert werden.
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Abbildung 3.13
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Abb.3.13+14: HepG2-Zellen wurden fur 0-24 h mit den angegebenen
Substanzen inkubiert.

3.13: Lysate von HepG2-Zellen wurden untersucht auf Caspase-3-artige
Aktivitdt durch DEVD-AMC Messung nach Inkubation Uber verschiedene
Zeitraume mit den angegebenen Stimuli (10 pg/ml Cycloheximid, 0,25 ug/ml
anti-CD95 Antikorper). Der Anteil der AMC Freisetzung wurde fluorometrisch
gemessen und als Vielfaches der AMC Freisetzung in unstimulierten Zellen
angegeben.

3.14: Inkubation von HepG2-Zellen Uber verschiedene Zeitraume mit 10 ug/ml
CHX, 0,25 ug/ml anti-CD95 Antikérper oder der Kombination beider Agenzien.
Zelllysate werden im Westernblot auf Caspase-3 und -8 untersucht.
Ungespaltene Procaspasen werden durch weissen Pfeile, Spaltprodukte durch
die schwarzen markiert. Eine unspezifische Bande dient als interne
Ladungskontrolle.

3.3.2 Differentielle Wirkung von anti-CD95 Antikérper und CHX
auf die Inhibitoren der Apoptose ,, X-linked inhibitor of
apoptosis* (XIAP) und Bcl-2

Verschiedene Ergebnisse zur Expression von Apoptose-inhibierenden
Substanzen unter der Behandlung mit CHX liegen bereits vor. Zu diesen
Inhibitoren gehoren unter anderem XIAP und Bcl-2. In einer anderen Studie
wurde in einer B-lymphatischen Zelllinie XIAP als CHX-sensitiver Inhibitor
identifiziert (Kang, Kisenge et al. 2003).

In dem folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Kombination von
CHX und anti-CD95 Antikorper bei der Induktion von Apoptose in HepG2-Zellen
auf einer Abnahme der Synthese von Apoptoseinhibitoren (XIAP und Bcl-2)
beruht. Dazu wurden die Zellen fur verschiedene Zeiten mit anti-CD95
Antikérper, CHX oder der Kombination behandelt und die Expression von XIAP
und Bcl-2 mittels Westernblot-Analyse untersucht.

Es stellte sich dabei heraus, dass CHX alleine die Bcl-2-Expression nach 8
Stunden fast vollstandig unterdrickt, wahrend die XIAP-Expression allenfalls
leicht reduziert ist. Stimulation mit anti-CD95 Antikorper lasst die Bcl-2-
Expression unverandert.

Im Gegensatz hierzu war die XIAP-Expression nach 8 h Stimulation mit anti-
CD95 Antikorper deutlich reduziert und nach 24 h fast vollstédndig
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verschwunden. Eine Reduktion der Expression von Bcl-2 durch die Behandlung
von HepG2 mit anti-CD95 erfolgte nicht.

Die Kombination von anti-CD95 Antikdrper mit CHX fuhrte hingegen sowohl zu
einer Abnahme der Expression von Bcl-2 als auch von XIAP. Zusatzlich ist die
XIAP-Abnahme beschleunigt (nach 8 Stunden fast komplett gegentber 24
Stunden mit anti-CD95 Antikorper alleine).

Abbildung 3.15

XIAP (p 54) Bcl-2 (p 26)
+ zVAD + zZVAD
Stunden 4 8 24 24 4 8 24 24
CHX P — N.d. oy > N.d.
Anti-CDS5 o e - L - ‘
Anti-CD95 + CHX e .

Abb. 3.15: HepG2-Zellen wurden fiir 4-24 h mit den angegebenen Stimuli
inkubiert.

Nachweis der Expression von XIAP und Bcl-2 im Westernblot. zZVAD =
pharmakologischer Breitspektrum-Caspaseninhibitor.

3.3.3 Einfluss von Cycloheximid auf die NF-kB Aktivierung

Die Resultate der Untersuchungen zum Apoptoseverhalten der HepG2-Zellen
zeigten eine Resistenz der Zellen gegenuber einer alleinigen Aktivierung des
Todesrezeptorweges durch Inkubation mit einem anti-CD95 Antikorper. Im
Gegensatz dazu fuhrt eine gleichzeitige Behandlung der Zellen mit dem
Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid zu einer starken Induktion von Apoptose
(eigene Resultate und (Santiago, Galindo et al. 2004)). Die Mechanismen, die

zum Durchbrechen der Apoptoseresistenz fuhren, sind nicht genau
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charakterisiert. Im folgenden Teil der Arbeit sollte die Wirkung der
Kombinationsbehandlung mit anti-CD95 Antikérper und Cycloheximid auf die
Aktivitat von NF-kB untersucht werden. Dazu wurden die Zellen fur 4 Stunden
mit anti-CD95 Antikdrper (0,25 pug/ml) und mit CHX (10 ug/ml) behandelt.
Frihere Studien zeigten in verschiedenen Zelllinien eine Beteiligung von
Caspase-8 bei der Aktivierung von NF-kB (Jun, Chung et al. 2005). In einem
weiteren Teilexperiment wurde daher der Einfluss des Breitspektrum-
Caspaseninhibitors zVAD-fmk bei der Aktivierung von NF-kB durch anti-CD95
Antikérper und Cycloheximid untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass eine Stimulation des
Todesrezeptors mit anti-CD95 Antikorper in HepG2-Zellen nicht zur Aktivierung
von NF-kB fuhrt. Eine Kombinationsbehandlung der Zellen mit anti-CD95
Antikérper und CHX bewirkte dagegen eine deutliche Zunahme der Aktivitat von
NF-kB. Die Grélenordnung dieser Stimulation lag dabei im Bereich der durch
Behandlung mit TNF alpha erreichten Werte (nicht abgebildet). Die gleichzeitige
Inkubation mit dem Breitspektrum-Caspaseninhibitor zZVAD-fmk fuhrte nicht zu
einer Abschwachung der Aktivitat von NF-kB.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass eine Kombination pro-apoptotischer
Stimuli in HepG2-Zellen zu einer Aktivierung des Proliferationssignals NF-kB

fuhrt. Diese Aktivierung erfolgt unabhangig von aktivierten Caspasen.
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Abbildung 3.16

CHX (10 pg/ml) + + +
anti-CD95 (0,25 pg/ml) + + + +
ZVAD (100 uM) + +

95

Abb. 3.16: NF-kB Aktivierung durch Stimulation mit anti-CD95 und
Cycloheximid.

HepG2-Zellen werden Uber 4 Stunden mit anti-CD95, CHX und zVAD-fmk
stimuliert.  AnschlieBend wurde die DNA Bindungskapazitdt des
Transkriptionsfaktors durch Gelshiftanalyse untersucht. Gleiche Mengen
Kernextrakt stimulierter und unstimulierter Zellen wurden dabei mit *°P-
markierten Oligonukleotiden inkubiert. AnschlieBend wurden die DNA-
Proteinkomplexe durch Polyacryamid-Gelelekirophorese getrennt. Die p65
Untereinheit von NF-kB ist Uber der unspezifischen Ladungskontrolle
dargestellt.
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4 DISKUSSION

4.1 Einfluss von Ribavirin und Interferon-alpha auf
Apoptose bei Hepatomzellen

Die Kombinationstherapie aus Ribavirin und Interferon-alpha stellt gegenwartig
die Standardtherapie der chronischen Hepatitis C dar. Verglichen mit der
Monotherapie mit Interferon-alpha alpha hat die Kombination zur Zunahme der
Viruseliminierung von 15% auf ungefahr 50% gefuhrt. Die zu Grunde liegenden
molekularen Mechanismen sind derzeit nur teilweise verstanden. Bisherige
Ergebnisse weisen auf eine Bedeutung von programmiertem Zelltod (Apoptose)
hin. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zum besseren
Verstandnis der Wirkung dieser Substanzen zu liefern. Dazu wurde der Effekt
der Einzelsubstanzen beziehungsweise der Kombination auf die
Hepatomzelllinie HepG2 untersucht.

In einem ersten Teil der Arbeit wurde die durch diese Substanzen in HepG-2
Zellen induzierte Apoptose mittels Durchflusszytometrie untersucht. In den
folgenden Teilen der Arbeit wurden die apoptotischen Vorgange auf der Ebene
der Caspasen und Apoptoseinhibitoren genauer charakterisiert. Anschliel3end
wurde ein mdglicher Einfluss von Apoptose, ausgeldst durch klassische Stimuli
sowie die antiviralen Substanzen Interferon-alpha und Ribavirin, auf die

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB untersucht.

4.1.1 Einfluss von Ribavirin und Interferon-alpha auf die
Induktion der Apoptose

Zunachst konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit der Kombination mit
Interferon-alpha alpha und Ribavirin zu Apoptose fuhrt und in starkerem Malke
Hepatomzellen gegenuber anti-CD95 Antikdrper vermittelter Apoptose
sensibilisiert. Anhand der sehr sensitiven fluorometrischen Daten wurde
deutlich, dass es auch ohne die gleichzeitige Stimulation mit anti-CD95

Antikoérper zur Aktivierung von Caspasen kommt. Die Aktivitat war grofer, wenn
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Interferon-alpha alpha und Ribavirin bei der Stimulation gemeinsam verwendet
wurden. Trotz der moderaten Caspaseaktivierung kam es aber weder nach
alleiniger Stimulation noch in Kombination zum Auftreten eines ihrer
Spaltprodukte im Westernblot. Auch Messungen zur Zellviabilitat zeigten keine
Zunahme der Apoptose. Diese Daten werden durch Ergebnisse anderer
Gruppen zum Effekt von Interferon-alpha alpha auf Hepatomzellen bestatigt
(Legrand, Vadrot et al. 2004).

Stimulation mit anti-CD95 Antikoérper alleine flhrte ebenfalls nur zu einer
geringen Zunahme von Apoptose und Caspaseaktivitat, die zwar fluorometrisch
aber nicht im Westernblot nachgewiesen werden konnte. Dies fuhrt zu der
Schlussfolgerung, dass eine funktionelle Relevanz in Bezug auf den Ubergang
der Zelle in die Apoptose zumindest angezweifelt werden muss. Fir die
zellularen Ablaufe bedeutet dies, dass die Caspaseaktivierung durch die
antiviralen Substanzen alleine zur Induktion von Apoptose nicht ausreicht.
Dagegen wurde nach Vorstimulation mit Interferon-alpha, Ribavirin oder deren
Kombination und die anschlieliende Gabe des anti-CD95 Antikorpers eine
deutliche Steigerung der Caspaseaktivitdit beobachtet werden. Auch im
Westernblot gelang dabei der Nachweis der funktionell aktiven Spaltprodukte.
Hier ebenfalls vor allem bei der Kombination von Interferon-alpha und Ribavirin.
Die verstarkenden Effekte von Interferon-alpha und Ribavirin auf die
Caspasenspaltung und -aktivitat korrelierten mit einer Zunahme der Spaltung
des Caspasensubstrates PARP und mit einer Zunahme der Apoptoserate.

In der Gegenwart von zVAD-fmk, einem Breitband-Caspaseinhibitor, wurden
weder Caspaseaktivitat noch Apoptose nachgewiesen. Somit kodnnte eine
moderate Caspaseaktivitat, wie sie durch Interferon-alpha und Ribavirin
verursacht wird, durch Zusammenspiel mit einem zweiten Caspasenaktivator
wie dem anti-CD95 Antikdrper zur Induktion von Apoptose fuhren.

Wenn Ribavirin zur Vorinkubation eingesetzt wurde, kam es bereits bei der
niedrigsten Dosierung (25 pM) zu einer deutlichen Verstarkung der
Caspaseaktivitat bei anschlieBender Stimulation mit anti-CD95 Antikorper.

Bereits die niedrigsten der verwendeten Dosierungen entsprechen den
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Serumkonzentrationen, wie sie in verschiedenen Untersuchungen in Patienten
gemessen wurden (Khakoo, Glue et al. 1998; Tsubota, Hirose et al. 2003;
Uchida, Hamada et al. 2004). Weil Ribavirin aktiv in die Zelle transportiert wird,
liegen die intrazellularen Konzentrationen vermutlich noch héher (Glue 1999).
Fur die Zellkulturexperimente mit Interferon-alpha alpha wurden hdhere
Konzentrationen als die in Patientenkollektiven gemessenen verwendet. Ein
Grund dafur kdonnte die geringere Dichte und Sensitivitat der IFN-a Rezeptoren
unter Kulturbedingungen sein. Langere Inkubationszeiten konnten diesen Effekt
madglicherweise aufheben.

In der Folge wurden einzelne Caspasen, die an dem klassischen
Todesrezeptorweg beteiligt sind, untersucht. Dabei konnten die aktiven
Spaltprodukte mehrerer Caspasen der Caspasenkaskade, darunter die der
Initiatorcaspase-8 und der Effektorcaspasen-3 und -7, im Westernblot
nachgewiesen werden. Die Aktivierung von Caspase-8 legt den Schluss nahe,
dass die Initiation von Apoptose nach Vorbehandlung mit Interferon-alpha alpha
und Ribavirin auf Rezeptorebene ausgeldst wird und mit der Aktivierung der
zentralen Effektorcaspase-3 einhergeht (extrinsischer Signalweg). Die
Ergebnisse bestatigen die Daten anderer Arbeitsgruppen, die fur Interferon-
alpha alpha eine Todesrezeptor-abhangige Apoptoseinitiation belegen konnten
(Balachandran, Roberts et al. 2000).

Anhand von klinischen Daten, die durch Gewebeuntersuchung von Hepatitis C
Patienten gewonnen wurden, konnte gezeigt werden, dass bei
Therapierespondern im Verlauf der Behandlung mit Interferon-alpha alpha und
Ribavirin der I6sliche CD95-Ligand in den Hepatozyten schwacher exprimiert
wird. Hiernach ware dann der Apoptose-induzierende Effekt der Therapie und
die damit verbundene Gewebeschadigung auf infizierte Zellen und deren
Umgebung limitiert (Marin-Serrano, Rodriguez-Ramos et al. 2006). Wenn die
Anzahl infizierter Hepatozyten schrittweise abnimmt und weniger CD95-Ligand
exprimiert wird, fuhrt eine Stimulation mit Interferon-alpha und Ribavirin alleine
nicht mehr zum Zelluntergang. Gesundes Gewebe wirde auf diese Weise
geschont. Diese Ergebnisse belegen die Bedeutung des

Todesrezeptorsignalweges bei der Apoptose durch die untersuchten antiviralen
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Substanzen und bieten einen moglichen Erklarungsansatz fur die

synergistische Wirkung von anti-CD95 und Ribavirin und IFN-a.

4.1.2 Einfliisse von Ribavirin und Interferon-alpha auf die
Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NF-kB

Verschiedene humane Hepatomzelllinien sind resistent gegenuber den
typischen Todesrezeptorsignalen TNF und TNF-Related Apoptosis Inducing
Factor (TRAIL). Als Ursache wurde fir TNF eine durch NF-kB Aktivierung
verursachte Blockierung des Jun-Kinase-Signalweges in Hepatozyten
beschrieben (Liu, Lo et al. 2002). Umgekehrt konnte bei der Resistenz
gegenuber TRAIL durch Blockierung der l|kappaBalpha Kinase, die zur
Aktivierung von NF-kB fuhrt, der Mechanismus der Apoptoseresistenz direkt
ausgeschaltet werden (Kim, Schwabe et al. 2002).

Es sollte deshalb zunachst geklart werden, ob die Apoptoseresistenz
gegenuber anti-CD95 Antikérper in HepG2 durch eine konstitutive NF-kB
Aktivierung vermittelt wird.

Dabei konnte in den Gelshiftuntersuchungen gezeigt werden, dass in HepG2
Hepatomzellen eine konstitutive NF-kB Aktivierung nicht vorliegt. Eine
Aktivierung Uber den klassischen Weg der TNF-Rezeptorfamilie ist aber
moglich. Die Behandlung von HepG2-Zellen mit Interferon-alpha alpha und
Ribavirin alleine oder in Kombination fuhrte nicht zu einer Aktivierung von NF-
KB. In verschiedenen Dosierungen der beiden Substanzen wurde auch nach 24
Stunden Stimulation keine Aktivierung von NF-kB beobachtet.

Daneben wurde auch der Effekt der antiviralen Substanzen auf HepG2 nach
vorheriger NF-kB Aktivierung untersucht. Diese konnte unter dem
Gesichtspunkt verschiedener Interaktionen zwischen Erreger und Wirt in vivo
interessant sein. So wird allgemein angenommen, dass es infolge der
Expression verschiedener viraler Proteine in den infizierten Zellen zum Schutz
vor Elimination zur anti-apoptotischen Reaktion kommt. Dies erfolgt durch die
Aktivierung von NF-kB (Marusawa, Hijikata et al. 1999; Pan, Duan et al. 2001).

Eine weitere Erklarung fur die persistierende Aktivierung von NF-kB konnte in
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der Interaktion viraler Proteine mit dem Todesrezeptorkomplex bestehen
(Honda, Hatano et al. 2000). AuRerdem kdnnen virusinfizierte Hepatozyten im
Rahmen ihres Uberlebensmechanismus lber die Aktivierung von NF-kB und
die damit verbundene verstarkte Expression von CD95 mRNA bei den
angreifenden Lymphozyten Apoptose induzieren (Kuhnel, Zender et al. 2000).
In den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten fanden sich nach
Stimulation mit TNF und anschlieRender Inkubation mit Interferon-alpha alpha
in der Gelretardationsanalyse keine Hinweise dafur, dass die gewahlte
Substanz in den verschiedenen Dosierungen zu einer Abschwachung oder
Verstarkung der NF-kB Aktivitat fuhrt.

Gibt man jedoch Interferon-alpha und Ribavirin, nachdem NF-kB uber TNF
aktiviert wurde, in Kombination auf die Zellen, findet sich eine Zunahme der NF-
KB Aktivitat bereits in der niedrigsten Dosierung von Ribavirin (250 uM). Fur
HepG2 muss folglich postuliert werden, dass nur bei Kombination der beiden
antiviralen Substanzen ein Einfluss auf den Aktivitatszustand des
Transkriptionsfaktors NF-kB besteht. Diese Ergebnisse bestatigen somit die
Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls eine Zunahme der NF-kB
Aktivitat bei verschiedenen Zelllinien fanden (Yang, Murti et al. 2000).

Es sollte aber erwahnt werden, dass Arbeiten anderer Arbeitsgruppen hier
unterschiedliche Resultate bei Hepatomzellen zeigten. Durch die Behandlung
mit Interferon-alpha wurde zum Beispiel bei HUH-7 Zellen eine verminderte
Aktivitat von NF-kB (Shigeno, Nakao et al. 2003) oder bei HepG2-Zellen eine
Abnahme der NF-kB Aktivitat durch Herunterregulation des TNF-Rezepors
beobachtet (Aggarwal and Pandita 1994). Vermutlich hangt die Aktivitat von
NF-kB von mehreren Faktoren ab. In einem virusinfizierten Zellkultursystem
wurden von der Phase der Virusinfektion mit starker Aktivitdt von NF-kB bis zur
Eliminierung mit gleichzeitiger Abnahme der NF-kB Aktivitat unterschiedliche

Aktivierungszustande beobachtet (Clarke, Meintzer et al. 2003).
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4.2 Einfluss von Cycloheximid und anti-CD95
Antikorper auf Apoptose-Induktion und NF-kB-
Aktivierung bei HepG2-Zellen

In Thymozyten und B-Lymphozyten von Mausen wurde festgestellt, dass die
Wirkung von CHX stark konzentrationsabhangig ist (nach 24 Stunden
Inkubation bei 10 pg/ml Steigerung und bei 0,1 ug/ml Abnahme der
Apoptoseempfindlichkeit gegenuber verschiedenen Stimuli). Gleichzeitig kam
es zu einer unterschiedlichen Abnahme der Proteinsynthese zwischen 90%
(>2,5 pg/ml) und 15% (<0,1 pg/ml) (Lemaire, Andreau et al. 1999). In fetalen
Rattenhepatozyten verhinderte Cycloheximid in einer Dosierung von 0,5 pg/mi
durch transforming growth factor-beta (TGF-beta) induzierte Apoptose
(Sanchez, Alvarez et al. 1997). Dagegen bewirkte die Substanz in hdherer
Dosierung auch in Rattenhepatozyten Apoptose (Blom, de Bont et al. 1999;
Higami, Tanaka et al. 2000). In den Experimenten dieser Arbeit wurde CHX in
einer inhibitorischen Konzentration von 5 pg/ml eingesetzt.

Apoptose kann in HepG2-Zellen Uber anti-CD95 nur durch Kostimulation mit
Cycloheximid ausgelost werden. Diese Beobachtung steht ein Einklang mit den
Ergebnissen anderer Gruppen bei der TNF-vermittelten Apoptose in diesen
Zellen (Hill, Schmidt et al. 1995). In den Untersuchungen dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass es in HepG2 nach alleiniger Stimulation mit dem anti-CD95
Antikérper nach 24 Stunden zu einer Apoptoserate von 35% beziehungsweise
20% bei CHX kommt. Werden die Zellen gleichzeitig mit beiden Substanzen
stimuliert, betragt die Apoptoserate hingegen 90%. In den fluorometrischen
Messungen zur Caspaseaktivitat zeigte sich fur anti-CD95 Antikorper und CHX
ein 2- beziehungsweise 4-facher Anstieg und fir die Kombination ein 30-facher
Anstieg. Die Kostimulation mit beiden Substanzen flhrte somit zu einer
Potenzierung des Apoptosesignals.

Durch den Nachweis der aktiven Spaltprodukte von Caspase-3 und -8 konnte
weiterhin belegt werden, dass es sich um ein Signal handelt, das Uber den

Todesrezeptorweg vermittelt wird.
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Uber die zusatzlichen Effekte, die durch Kostimulation mit CHX vermittelt
werden, kann zum jetzigen Zeitpunkt nur spekuliert werden. Der Einfluss von
CHX und anderen Inhibitoren der Translation auf die Apoptose in Hepatozyten
ist noch nicht eindeutig geklart. Die Wirkung auf die Expression einzelner
Mitglieder des Todesrezeptorsignalweges und deren Mediatoren ist in den
verschiedenen Zelllinien unterschiedlich. In T-Zellen (FLIP) und Gliomzellen
(XIAP, Bcl-2, Bcl-xl, FLIP) wurde keine Abnahme der Proteinexpression
bestimmter Apoptoseinhibitoren beobachtet (Glaser, Wagenknecht et al. 2001;
Youn, Kim et al. 2001). Im Gegensatz dazu kommt es bei Fibroblasten (FLIP)
zu einer Abnahme bei Kostimulation mit CHX (Santiago, Galindo et al. 2004). In
friheren Studien wurde bereits gezeigt, dass die Suppression von
Apoptoseinhibitoren auf der Todesrezeptorebene stattfinden muss (Tang, Lahti
et al. 1999). Spater stellte sich dann heraus, dass CHX in syntheseinibitorischer
Konzentration Uber die Suppression von FLIP zur Apoptoseinduktion beitragt
(Wajant, Haas et al. 2000). Die hieraus resultierenden Effekte sind auch in vivo
pro-apoptotisch und Voraussetzung fur die anti-CD95 Antikorper vermittelte
Apoptose in primaren Maus- und Rattenhepatozyten.

Bei B-lymphatischen Leukamiezellen wurde durch CHX eine Abnahme der
XIAP Konzentration beobachtet (Kang, Kisenge et al. 2003). Deshalb sollte in
dieser Arbeit in einem weiteren Experiment untersucht werden, ob auch in
HepG2-Zellen durch CHX die Expression verschiedener Apoptoseinhibitoren
abnimmt.

Hier zeigte sich, dass durch CHX die Bcl-2 Expression nach 8 h fast vollstandig
verschwindet, wahrend die XIAP-Expression allenfalls leicht reduziert ist. Anti-
CD95 Antikdrper hingegen hatte keinen Einfluss auf die Bcl-2-Expression. Im
Gegensatz hierzu ist die XIAP-Expression nach 8 h anti-CD95 deutlich reduziert
und nach 24 h fast vollstandig verschwunden. Die Kombination von anti-CD95
mit CHX induzierte eine Abnahme der Expression von Bcl-2 und XIAP.
Zusatzlich ist die XIAP-Abnahme beschleunigt (nach 8 h fast komplett vs. 24 h
mit anti-CD95 alleine).

Somit ist bei HepG2-Zellen eine verminderte Expression einzelner

Apoptoseinhibitoren (Bcl-2) neben der Stimulation des Todesrezeptors durch
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anti-CD95 Antikorper lediglich mit einer Apoptoserate von 30% verbunden,
wahrend die Kostimulation mit konsekutiver Abnahme  mehrerer
Apoptosinhibitoren (Bcl-2 und XIAP durch Kombination von CHX und anti-
CD95) zu einer Apoptoserate von 90% der Zellen fuhrt.

Mit XIAP und Bcl-2 wurden in dieser Arbeit zwei Inhibitoren bei HepG2-Zellen
identifiziert. In zuklnftigen Experimenten sollte die Expression weiterer
Apoptoseinhibitoren untersucht werden, um deren Zusammenspiel besser zu
verstehen. AuRerdem bleibt zum jetzigen Zeitpunkt offen, ob weitere, noch nicht
untersuchte Molekile oder Signalwege, durch CHX oder anti-CD95 zusatzlich
ausgeschaltet werden.

AuRerdem sollten weitere Untersuchungen zeigen, ob Interferon-alpha und
Ribavirin ebenfalls durch Reduzierung anti-apoptotischer Molekule im
Zusammenspiel mit anti-CD95 Antikérper zum  Durchbrechen der

Apoptoseresistenz flhren.

4.3 Einfluss von Cycloheximid auf den
Transkriptionsfaktor NF-kB

Verschiedene Aktivatoren des Todesrezeptorkomplexes wie TNF und TRAIL
aktivieren NF-kB in einigen Zelllinien, die gegenuber diesen Substanzen eine
Apoptoseresistenz zeigen. Es konnte gezeigt werden, dass die anti-
apoptotische Wirkung dabei an die Expression von FLIP gekoppelt ist. NF-kB
spielt hierbei eine Rolle, da diese Zellen sowohl durch CHX als auch durch
Uberexpression einer inaktiven |kappaB Kinase wieder sensitiv gegeniiber
diesen Substanzen werden (Kreuz, Siegmund et al. 2001). Die pro-apoptotische
Wirkung von CHX ist somit durch Suppression von FLIP ein Promoter der
Apoptose.

Im Unterschied dazu konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
die alleinige Stimulation mit anti-CD95 Antikorper bei HepG2-Zellen nicht zu
einer Aktivierung von NF-kB fuhrt. Es konnte aber gezeigt werden, dass NF-kB
durch CHX aktiviert wird. In Kombination mit anti-CD95 kommt es zu einem

noch starkeren Effekt. Gleichzeitig wurde auch eine Zunahme der
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Caspaseaktivitat gemessen. Eine Aktivierung von NF-kB Uber den
Todesrezeptorweg wird dadurch nicht bewiesen, scheint aber mdglich. So
konnte es sich bei dem CHX sensitiven Induktor von NF-kB tatsachlich um FLIP
handeln, wie andere Arbeitsgruppen in Jurkat Zellen bereits zeigen konnten
(Kreuz, Siegmund et al. 2001; Kreuz, Siegmund et al. 2004).

Die Hemmung der Caspasen mit dem pan-Caspaseninhibitor zZVAD flihrt nicht
zu einer Schwachung der NF-kB Aktivierung. Dies steht im Widerspruch zu
Beobachtungen, nach denen Caspase-8 als Initiator einer noch unbekannten
Signalkette zur Aktivierung von NF-kB fuhrt (Jun, Chung et al. 2005), nicht
jedoch zu den Ergebnissen, bei denen Caspase-8 lediglich in enzymatisch nicht
aktiver Form vorhanden sein muss.

Die Bedeutung dieser Aktivierung bleibt unklar und sollte in weiteren

Experimenten untersucht werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Interferon-alpha alpha und Ribavirin werden seit vielen Jahren erfolgreich zur
Therapie der chronischen Hepatitis eingesetzt. Die genauen molekularen
Mechanismen ihrer Wirkung sind aber weiterhin unbekannt.

Zur Untersuchung der zellularen Vorgange wurde deshalb als Modell die
Hepatomzelllinie HepG2 herangezogen. Sie gilt als geeignetes in vitro System
zur Untersuchung medikamentoser Wirkmechanismen auf zellularer Ebene.

In der vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass durch die antiviralen
Substanzen Caspasen aktiviert werden. Durch sie kommt es im Zusammenspiel
mit einem Kostimulus (anti-CD95) zur Apoptose. Sie wird verstarkt durch die
Kombination von Interferon-alpha und Ribavirin. Durch den Nachweis aktiver
Caspase-8 und -3 ist anzunehmen, dass die Aktivierung uber den klassischen
Todesrezeptorweg erfolgt.

Es konnte auch gezeigt werden, dass die Apoptoseresistenz in HepG2 nicht
durch die Verstdrkung von Uberlebenssignalen (iber eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB vermittelt wird. Dagegen kommt es durch
Vorstimulation mit der Kombination beider Substanzen zu einer gesteigerten
Aktivierbarkeit des Transkriptionsfaktors NF-kB. Welche funktionelle Bedeutung
dies fur die primaren Apoptoseresistenz gegenuber den antiviralen Substanzen
hat, bleibt derzeit aber noch unklar.

In den Experimenten zur Uberwindung der Apoptoseresistenz konnte gezeigt
werden, dass die Kombinationsbehandlung von Cycloheximid und anti-CD95
Antikorper zur Apoptose Uber den klassischen Rezeptormechanismus mit
Aktivierung der Initiatorcaspase-8 und der Effektorcaspase-3 fuhrt. Einer der
Grinde fur die Apoptoseresistenz ist die verstarkte Expression von
Apoptoseinhibitoren. In HepG2-Zellen korrelierte eine Abnahme von XIAP und
Bcl-2 mit einer Zunahme der Apoptoserate durch Kombination eines
klassischen Apoptosestimulus (anti-CD95 Antikorper) mit dem

Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid.
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FUr Ribavirin ist unter Kulturbedingungen von Rattenhepatozyten ebenfalls eine
Abnahme der Proteinsynthese beobachtet worden (llyin, Langouet et al. 1998).
In zukunftigen Experimenten sollte deshalb untersucht werden, ob es bei einer
zellularen Abwehrreaktion durch zytotoxische T-Lymphozyten mit verstarkter
Expression des CD95-Liganden durch die gleichzeitige Behandlung der Zellen
mit Interferon-alpha und Ribavirin zur Abnahme von Apoptoseinhibitoren auf
zellularer Ebene kommt.

Es ist bekannt, dass eine frihe zellulare Abwehrreaktion in der Akutphase der
Erkrankung zur Eliminierung infizierter Zellen fihrt. In der chronischen Phase
der Entzindung und nach maligner Transformation hingegen haben die
(infizierten) Zellen eine verbesserte Uberlebenschance durch die Entwicklung
einer  Apoptoseresistenz. Aus dem Synergismus einer zellularen
Abwehrreaktion und der Therapie mit den antiviralen Substanzen entsteht
moglicherweise ein selektiver Angriff auf die befallenen oder entarteten
Hepatozyten, da die medikamentose Wirkung nicht ubiquitar, sondern nur im
Zusammenspiel mit dem lokalen Angebot von Apoptoseinduktoren entfaltet
wird. Dies ware eine Erklarung fur klinische Ergebnisse, die belegen, dass bei
einer erfolgreichen medikamentdsen Behandlung der zellulare Schaden in der

Leber gleichzeitig vergleichsweise gering ist.

Die Ubertragung der Ergebnisse dieser Arbeit auf das humane System ist
jedoch nur eingeschrankt mdglich, da in komplexen Organismen viele
verschiedene Einflusse und Faktoren konkurrieren. Somit handelt es sich beim
Zellkulturmodell zwangslaufig um eine starke Reduktion der Ablaufe. Deshalb
sollten zunachst weitere Untersuchungen folgen, bei denen verschiedene virale

Proteine von Hepatomzellen exprimiert werden.
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