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Zusammenfassung 

Eine erhöhte Apoptoserate wird für die Pathogenese zahlreicher chronisch entzündlicher und 

autoimmunvermittelter Lebererkrankungen diskutiert. Es bleibt jedoch weitgehend unklar, 

welche molekularen Mechanismen bei diesen Erkrankungen zugrunde liegen und welche 

Rolle dabei Proteasen der Caspasen-Familie spielen. Wir haben neue, nicht invasive 

Biomarker für die apoptotische Leberzellschädigung identifiziert, die für die Beurteilung der 

Krankheitsaktivität, des Krankheitsverlaufs und des Therapieansprechens herangezogen 

werden können. Mittels eines ELISAs konnten wir zeigen, dass die Caspase-Aktivität im 

Serum von HCV-Patienten deutlich erhöht ist. Dabei zeigten über 50% der HCV-Patienten 

mit im Normbereich liegenden Transaminasen eine bereits erhöhte Caspase-Aktivierung im 

Serum. Des Weiteren ist eine erhöhte Caspase-Aktivität sowohl in Leberbiopsien, als auch im 

Serum von HCV-Patienten mit Steatose, nachweisbar und korreliert eng mit dem Ausmaß der 

Leberzellverfettung. Weiterhin konnte der Caspase-Aktivierung eine wichtige Rolle in der 

HCV-Elimination zugeschrieben werden. HCV-Patienten, welche auf eine Interferon-

Therapie ansprachen, wiesen, im Gegensatz zu therapierefraktären Patienten, eine signifikant 

erhöhte Caspase-Aktivität im Serum auf, die eng mit der Viruselimination korreliert. Darüber 

hinaus könnte sich der Nachweis der Caspase-Aktivität als prädiktiver Serum-Marker für das 

Therapie-Ansprechen bei chronischer HCV-Infektion erweisen. In der Elimination von Virus-

infizierten und transformierten Zellen wird dem TRAIL/TRAIL-Rezeptor-System eine 

bedeutende Rolle beigemessen. TRAIL ist ein viel versprechender Kandidat für den Einsatz 

in der Krebstherapie, da es in einem breiten Spektrum humaner Krebs-Zelllinien, aber nicht in 

vielen normalen Zellen, Apoptose induziert. Kürzlich wurde jedoch gezeigt, dass TRAIL in 

primären Hepatozyten (PHH) Apoptose induziert. Dabei ist weitestgehend unbekannt, ob die 

Hepatotoxizität auch in vivo nachweisbar ist und welchen Einfluss Chemotherapeutika oder 

Lebererkrankungen haben. Wir konnten zeigen, dass im intakten gesunden Lebergewebe 

durch verschiedene rekombinante TRAIL-Versionen, im Gegensatz zu PHHs, keine 

Zytotoxizität induziert wurde. In gesunder Leber wurde nur durch die Kombination von 

TRAIL mit Depsipeptid Caspase-Aktivierung und Apoptose induziert. Lebergewebe von 

Patienten mit chronischer HCV-Infektion oder Leberverfettung zeichnet sich durch eine stark 

erhöhte Sensitivität gegenüber TRAIL aus. Die Applikation von TRAIL bei Patienten mit 

chronisch entzündlichen Lebererkrankungen oder metabolischem Syndrom sowie der Einsatz 

von TRAIL zusammen mit Chemotherapeutika sollten deshalb unter engmaschigem 

Monitoring hinsichtlich einer potentiellen Hepatotoxizität erfolgen. 

Schlagworte: Caspase, Biomarker, TRAIL-Hepatotoxizität
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Summary 

There is increasing evidence that apoptosis plays an important role in the pathogenesis of 

various chronic inflammatory and autoimmun-mediated liver diseases. The molecular 

mechanisms that cause liver cell damage and the role of caspases in this process have not 

been clearly defined. We identified new non invasive biomarkers for liver cell damage that 

are useful to determine activity and progression of liver disease and may be suitable for 

monitoring the efficacy of therapeutic approaches. Using an ELISA we demonstrated that 

caspase activity is markedly increased in sera of HCV patients. Interestingly, 50% of HCV 

patients exhibited already elevated serum caspase activity despite normal aminotransferase 

level. Moreover, increased caspase activation can be found not only in liver biopsies, but also 

in sera from HCV patients with liver steatosis and the extent of steatosis closely correlated 

with serum caspase activity. On the other hand we could demonstrate an important role of 

caspase activity in HCV clearance that could also predict the efficacy of antiviral therapy. We 

found that compared with nonresponding individuals, responding patients showed 

significantly increased caspase activity, which was closely correlated with virus elimination. 

The TRAIL/TRAIL receptor system might play an important role in the elimination of virally 

infected and transformed cells. TRAIL is a promising target for development as a cancer-

specific agent because it induces apoptotic cell death in a wide variety of transformed cell 

lines and tumor cells but not in most normal cells. Recent experiments suggested that isolated 

primary human hepatocytes (PHH) are susceptible to certain TRAIL agonists. Whether 

TRAIL indeed exerts hepatotoxicity in vivo and how this is influenced by chemotherapeutic 

drugs or liver disease are completely unknown. We could demonstrate that different forms of 

recombinant TRAIL induced no cytotoxicity when incubated with tissue explants of fresh 

healthy liver. TRAIL induced apoptosis only in PHHs and when combined with HDAC 

inhibitor depsipeptide. Strikingly, however, TRAIL alone triggered massive apoptosis 

accompanied by caspase activiation in tissue explants from patients with liver steatosis or 

hepatitis C viral infection. Moreover, TRAIL sensitivity was associated with an increased 

expression of TRAIL receptors and up-regulation of proapoptotic Bcl-2 proteins. These 

results suggest that clinical trials should be performed with great caution when TRAIL is 

combined with chemotherapy or administered to patients with inflammatory liver diseases 

and metabolic syndromes. 

Key words: caspase, biomarker, TRAIL-hepatotoxicity 
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1. Einleitung 

In jeder Sekunde sterben Millionen Zellen unseres Körpers durch einen als Apoptose 

bezeichneten programmierten Zelltod, welcher die Funktionalität des gesamten Organismus 

sicherstellt. Apoptose spielt eine essentielle Rolle bei regenerativen und immunologischen 

Vorgängen, der embryonalen Entwicklung des Organismus, sowie der Aufrechterhaltung der 

Balance zwischen Zelltod und Zellproliferation in adulten Geweben.1 Eine Störung des 

apoptotischen Gleichgewichts spielt in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen, eine Rolle. 

Eine verminderte Apoptoserate wird beispielsweise bei der Tumorgenese postuliert, während 

eine erhöhte Apoptoserate bei neurodegenerativen und autoimmunbedingten Erkrankungen 

sowie bei viralen und bakteriellen Infektionskrankheiten beobachtet werden kann.2,3  Eine 

weitere Form des Zelltodes – Nekrose - hingegen wird typischerweise durch Traumen oder 

Noxen ausgelöst, die durch Flüssigkeits- und Elektrolytverschiebungen zu einer 

Zellschwellung führt und schließlich das Platzen der Zelle bedingt. Die Freisetzung des 

Zellinhaltes ruft eine Entzündungsreaktion hervor, die auch benachbartes gesundes Gewebe 

schädigen kann.  

Der apoptotische Zelltod ist ein sehr schneller, aktiver Prozess, der sich durch morphologisch 

und biochemisch stereotype Besonderheiten auszeichnet (Abb.1). Im Gegensatz zur Nekrose 

schrumpft die Zelle und löst sich von ihren Nachbarzellen. Auf der Oberfläche bilden sich 

Bläschen und es kommt zu einer Verdichtung des normalerweise locker im Kern verteilten 

Chromatins. Schließlich zerfällt die apoptotische Zelle in viele membranumhüllte 

Körperchen, die Zellorganellen und Zellkernfragmente enthalten. Diese werden – im 

Gegensatz zur Nekrose - ohne Entzündungsreaktion von dendritischen Zellen und 

Makrophagen mittels spezifischer Rezeptoren erkannt, aufgenommen und abgebaut.4-7  

 

Abb. 1: Strukturelle Veränderungen während 

der Apoptose (2-6) und Nekrose (7 und 8) 
(1) Normale Zelle 
(2) Die frühe Apoptose ist durch Kondensation 
des nukleären Chromatins  sowie des 
Zytoplasmas und durch Membran-Ausstülpung en 
gekennzeichnet. 
(3) Nukleäre Fragmente und Ausstülpungen 
bilden sog. apoptotische Körper, die (4) von 
umliegenden Zellen phagozytiert und (5, 6) 
durch die Lysosomen abgebaut werden. 
(7) Die Entwicklung von Nekrose wird mit 
Elektrolytverschiebungen in Zusammenhang 
gebracht die zur Zellschwellung führen. 
(8) Schließlich platz die nekrotische Zelle und der Zellinhalt 
wird freigesetzt. 
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Bei der Entscheidung über die Art des Zelltodes spielt der zelluläre Energiestatus eine 

entscheidende Rolle. Für den Ablauf des apoptotischen Zelltodes werden hohe ATP-

Konzentrationen benötigt, während ATP-Mangel einen nekrotischen Zelltod begünstigt.8 

Führen Stressoren (z.B. Toxine, chemische Substanzen) zum Abbau von ATP, kann ein 

direkter Übergang in den passiven Nekroseprozess erfolgen.9 

Die Schlüsselenzyme der Apoptose bilden intrazelluläre Cysteinproteasen, die sogenannten 

Caspasen. Caspasen besitzen einen funktionellen Cysteinrest im aktiven Zentrum und spalten 

spezifische Substrate nach einem Aspartatrest in P1-Position.10-12 Caspasen werden 

konstitutiv als inaktive Vorstufen synthetisiert und durch Proteolyse aktiviert. Aktivierte 

Caspasen bilden eine proteolytische Kaskade, die der Weiterleitung und Amplifizierung des 

proteolytischen Signals dient. In dieser Kaskade werden zunächst sogenannte 

Initiatorcaspasen, wie Caspase-8 und –9, aktiviert, die nachfolgend eine Reihe von 

Effektorcaspasen  wie Caspase-3, -6 und -7 aktivieren. Effektorcaspasen spalten spezifische 

Substrate und bedingen dadurch den apoptotischen Zelltod.13,14 Zu den Caspase-Substraten 

zählen für die Zellintegrität und –funktion wichtige Enzyme und Proteine, wie beispielsweise 

das DNA-Reparaturenzym Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), Regulatorproteine des 

Zellzyklus (MDM-2, Retinoblastoma-Protein etc.) sowie Strukturproteine des Zellkernes und 

des Zytoskeletts (Lamin, Gelsolin, Cytokeratin-18 etc.). 15,16 

Die Aktivierung der Caspasen erfolgt über zwei verschiedene Signalwege: den extrinsischen 

und den intrinsischen (mitochondrialen) Signaltransduktionsweg. Der extrinsische Signalweg 

wird über die Aktivierung von Rezeptoren, welche zu einer  Familie strukturell verwandter 

Moleküle, der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor-Familie, gehören, vermittelt 

(Abb.2).17-19 Zu dieser Todesrezeptorfamilie zählen der CD95-Rezeptor und die TRAIL 

(Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand)-Rezeptoren. Bei den TRAIL-

Rezeptoren unterschiedet man zwei agonistische Rezeptoren (TRAIL-R1 und –R2), die das 

Todessignal am Rezeptor weiterleiten und zwei antagonistische, sogenannte „Decoy“-

Rezeptoren (TRAIL-R3 und -R4), die aufgrund eines funktionellen Defektes am Rezeptor die 

Signal-Weiterleitung blockieren.20-22 Die Aktivierung des entsprechenden Todesrezeptors 

erfolgt über die extrazelluläre Bindung seines spezifischen Liganden. Im nächsten Schritt 

erfolgt die Bildung des death-inducing signaling complex (DISC), bestehend aus dem 

intrazellulären Anteil des Rezeptors, dem Adaptermolekül FADD und der inaktiven Vorstufe 

von Caspase-8/-10. Die Formation dieses hochmolekularen Proteinkomplexes führt zur 

Aktivierung der Initiatorcaspasen-8/-10, welche ihrerseits eine Reihe weiterer 

Effektorcaspasen aktivieren. Effektorcaspasen wie Caspase-3, -6- oder -7 verursachen durch 
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die Spaltung zahlreicher Proteine die biochemischen und morphologischen Veränderungen 

des apoptotischen Zelltodes. Die DISC-Bildung und dadurch erfolgte Caspase-Aktivierung im 

extrinsischen Signalweg kann durch das anti-apoptotische Molekül FLIP (Flice Inhibitory 

Protein) mit seinen Splice-Varianten (Flip-l und Flip-s) inhibiert werden. 

 

 

Abbildung 2: Todesrezeptor-vermittelter (extrinsischer) Signalweg der Apoptose. Die Bindung eines 
spezifischen Liganden an den Todesrezeptor führt zur Todesrezeptorkomplexformation, die sich aus dem 
Adaptorprotein FADD, Pro-Caspase-8 (oder -10) sowie dem intrazellulären Rezeptoranteil zusammensetzt. 
Durch diese Komplexbildung kommt es zur autoproteolytischen Aktivierung von Initiatorcaspase-8 (-10), die 
nachfolgende Effektorcaspasen wie Caspase-3 aktiviert. Effektorcaspasen spalten eine Vielzahl von zellulären 
Substraten und induzieren somit den apoptotischen Zelltod. In bestimmten Zellen führt aktivierte Caspase-8 zur 
Spaltung des pro-apoptotischen Moleküls Bid, das über den intrinsischen Signalweg die Aktivierung von 
Effektorcaspasen verstärkt. 

 

Der intrinsische Signalweg wird durch zelluläre Stressfaktoren, die über die Aktivierung pro-

apoptotischer Bcl-2-Moleküle, wie Bim, Bax, Bak, PUMA, Noxa, eine mitochondriale 

Cytochrom c-Freisetzung bedingen, induziert (Abb.3). Cytochrom c bildet mit dem 

Adaptormolekül APAF-1 und der Pro-Caspase-9 in einem (d)ATP-abhängigen Prozess einen  
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Komplex, der als Apoptosom bezeichnet wird.23 Ähnlich der DISC-Formation im 

extrinsischen Signalweg, führt die Apoptosom-Bildung im intrinsischen Signalweg zur 

Aktivierung der Initiator-Caspase-9, welche die nachgeordneten Effektorcaspasen 

proteolytisch aktiviert. Die über den intrinsischen  Signalweg aktivierten Effektorcaspasen, 

wie Caspase-3, -6, oder -7 spalten wie bereits oben im extrinsischen Signalweg beschrieben 

zelluläre Substrate und induzieren somit den apoptotischen Zelltod.24 Die Cytochrom c- 

Freisetzung aus den Mitochondrien und damit die Caspase-Aktivierung über den intrinsischen 

Signalweg kann über anti-apoptotische Moleküle der Bcl-2-Familie inhibiert werden.  

 

Abbildung 3: Mitochondrialer (intrinsischer) Signalweg der Apoptose. DNA-Schädigung führt über eine 
p53-vermittelte Aktivierung des pro-apoptotischen Moleküls Bax zur Induktion des intrinsischen Signalweges 
mit Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren wie AIF (Apoptose-induzierender Faktor), Smac/DIABLO und 
Cytochrom c, die durch anti-apoptotische Moleküle wie Bcl-2/Bcl-xl inhibiert werden kann. Cytochrom c bildet 
mit dem Adaptormolekül APAF-1 und Pro-Caspase-9 das so genannte Apoptosom, das zur Aktivierung der 
Initiatorcaspase-9 mit nachfolgender Aktivierung von Effektorcaspasen wie Caspase-3 führt. Zytosolisches 
Smac/DIABLO inhibiert dabei anti-apoptotische Moleküle der IAP-Familie, die direkt Effektorcaspasen wie 
Caspase-3 inhibieren. 
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Ein Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation ist der Rolle der Apoptose in 

Lebererkrankungen gewidmet, wobei insbesondere die durch Hepatitis C-Virus (HCV)-

Infektion verursachte Leberschädigung untersucht wurde.  

Die chronische HCV-Infektion zeichnet sich durch eine entzündliche Leberschädigung aus, 

die zur Leberfibrosierung führt und in eine Leberzirrhose mit dem Risiko der Entwicklung 

eines hepatozellulären Karzinoms münden kann. Weltweit sind ca. 3% der Bevölkerung mit 

HCV infiziert.25 In Europa dürften nach Schätzungen ca. 9 Millionen HCV-infizierte 

Menschen leben, wobei die Prävalenz zunimmt, da im Gegensatz zur Hepatitis-A oder –B-

Virus-Infektion eine prophylaktische Vakzinierung nicht verfügbar ist. Ein weiteres Problem 

der chronischen Hepatitis C Virus Infektion ist das unbefriedigende Ansprechen auf die 

Standardtherapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin. Nur ungefähr die Hälfte der 

Patienten, die mit dem am häufigsten vorkommenden Genotyp 1 infiziert sind, sprechen auf 

diese antivirale Therapie an und eine effizientere Therapie ist gegenwärtig noch nicht 

verfügbar.26,27 Wir haben uns deshalb mit der Bedeutung der Caspase-Aktivierung für die 

HCV-vermittelte Leberschädigung und Viruselimination in einem Forschungsschwerpunkt 

dieser Dissertationsarbeit beschäftigt. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 

 
2.1. Die Bedeutung der Apoptose bei chronischer HCV-Infektion  

Die chronische HCV-Infektion ist durch eine apoptotische Leberzellschädigung 

gekennzeichnet. 28-30 Über welche Mechanismen eine HCV-Infektion zur Apoptose der 

Leberzellen führt, ist bislang nur unzureichend untersucht. Im Zusammenhang hiermit gibt es 

sehr widersprüchliche Beobachtungen, wonach die Expression einzelner oder mehrerer HCV-

Proteine einen direkten zytopathischen Einfluss auf die Leberzellen hat.31 Andere 

Beobachtungen deuten jedoch daraufhin, dass die Apoptose-Induktion bei HCV-Infektionen 

vermutlich eher über wirtseigene zelluläre Mechanismen gesteuert wird.32,33 Hierbei scheinen 

zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen, die Todesliganden exprimieren und mit Todesrezeptor-

positiven Hepatozyten interagieren, eine wichtige Stellung einzunehmen. In der HCV-

Infektion korreliert eine erhöhte hepatozelluläre Expression des Todesrezeptors CD95 mit der 

Entzündungsaktivität.34 Ebenso wurde beobachtet, dass entsprechend der 

Entzündungsreaktion CD95L-exprimierende T-Zellen die Leber infiltrieren.35 Es wird deshalb 

vermutet, dass der HCV-assoziierte Leberzelltod zumindest teilweise über eine 

CD95/CD95L-Interaktion vermittelt wird. Die Bedeutung des CD95/CD95L-Systems für die 

Virus-induzierte Leberzellschädigung wird weiterhin durch die kürzlich erfolgten 

Beobachtungen im Mausmodell evident. Dabei wurde gezeigt, dass die CD95-vermittelte 

Apoptose in Hepatozyten mit der Entwicklung einer Leberfibrose einhergeht.36 Die 

Applikation von neutralisierendem anti-CD95L-Antikörper führte nicht nur zu einem 

deutlichen Rückgang der Entzündungsreaktion und Apoptoserate der Leber, sondern 

reduzierte auch die Fibroserate deutlich.37 

In einem Schwerpunkt dieser Dissertation wurde analysiert, welche Rolle Caspasen für die 

HCV-vermittelte entzündliche und fibrotische Leberschädigung spielen. Für den Nachweis 

der Caspase-Aktivierung wurde in Vorarbeiten ein monoklonaler Antikörper etabliert, der 

selektiv ein Neo-Epitop eines durch aktivierte Caspasen generierten Cytokeratin-18 

Fragments erkennt.38 Da das Intermediärfilamentprotein Cytokeratin-18 von Hepatozyten, 

nicht jedoch von Entzündungszellen exprimiert wird, ist dieser Antikörper geeignet, eine 

Caspase-Aktivierung spezifisch in Hepatozyten nachzuweisen. Durch den Einsatz dieses 

Antikörpers konnte gezeigt werden, dass das Ausmaß der hepatozellulären Caspase-

Aktivierung mit der Entzündungsaktivität bei chronischer HCV-Infektion korreliert. 

Die Bedeutung der Caspase-Aktivierung für die entzündliche Leberschädigung wird weiterhin 

durch die Beobachtung unterstrichen, dass durch den Einsatz von Caspase-Inhibitoren im 

Tiermodell die Induktion einer experimentell induzierten Hepatitis verhindert werden kann.39-
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41 Nicht zuletzt wird die bedeutende Rolle von Effektor-Caspasen für die inflammatorische 

Leberzellschädigung durch die Beobachtung ersichtlich, dass sich Caspase-3-Knockout-

Mäuse gegenüber CD95-induzierter Leberzellschädigung als resistent erweisen.42 Diese 

Schlüsselenzyme der Apoptose eröffnen somit eine interessante Perspektive bezüglich der 

Entwicklung neuer diagnostischer und therapeutischer Strategien.  

 

2.2. Nachweis von Caspase-Aktivierung im Serum: Ein neuer nicht invasiver Biomarker 

für die apoptotische Leberschädigung bei chronischer HCV-Infektion 

 

Aufbauend auf diesen Ergebnissen haben wir anschließend untersucht, ob sich eine erhöhte 

Caspase-Aktivierung nicht nur in der Leberbiopsie, sondern auch über nicht-invasive 

Methoden im Serum von HCV-Patienten nachweisen lässt (Publikation 1, Seite 30).28 Da die 

Gewebeentnahme nach wie vor mit klinischen Komplikationen assoziiert bleibt, ist die 

Identifikation neuer nicht invasiver Serum-Marker zur Beurteilung der Krankheitsaktivität 

von großem diagnostischen und therapeutischen Interesse.  

Mittels Immunpräzipitation konnten wir ein Caspase-gespaltenes CK18-Fragment von 21 kD 

im Serum von Patienten mit chronischer HCV-Infektion nachweisen, das im Serum gesunder 

Kontrollpersonen nicht vorgefunden wurde. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde 

nachfolgend ein ELISA entwickelt, der eine Quantifizierung von Caspase-gespaltenem CK-18 

im Serum ermöglicht (Abb.4). Im Einklang mit den histologischen Untersuchungen zeigten 

Patienten mit chronischer HCV-Infektion signifikant höhere CK-18-Fragment-Spiegel im 

Serum im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen.  

 

  

 

 

(A) (B) 

Abbildung 4: Das Prinzip des M30-ELISA-Assays (A) Während der Apoptose wird Cytokeratin 18 durch Caspasen an 
Asp238 und Asp 396 gespalten. Die Spaltung an Asp396 führt zur Freilegung des Neo-Epitops, welches vom M30-
Antikörper erkannt wird. (B) Im M30-ELISA wird ein Antikörper, der ein Epitop N-terminal von Asp396 erkennt, als 
„Catcher“ verwendet. Als „Detektor“ dient ein HRP-konjugierter M30-Antikörper. 
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Die Messung der Serumkonzentration der Transaminasen ist ein gebräuchlicher Marker für 

die Beurteilung der Leberschädigung. Jedoch zeigen ungefähr 25% der Patienten mit 

chronischer HCV-Infektion im Normbereich liegende Transaminasen. Gegenwärtig wird 

intensiv debattiert, ob diese Patienten leberbiopsiert und therapiert werden sollten, da bisher 

bei diesen Patienten von einer geringen Krankheitsaktivität ausgegangen wurde. Neuere 

Studien mit größeren Patientenzahlen belegen jedoch, dass eine nicht unerhebliche Anzahl an 

HCV-Patienten mit normalen Transaminasen bereits eine fortgeschrittene Leberschädigung 

mit höhergradiger Fibrosierung aufweist.43-45 In einem weiteren Projekt haben wir deshalb 

untersucht, inwieweit eine Caspase-Aktivierung im Serum von Patienten mit chronischer 

HCV-Infektion und normwertigen Transaminasen nachgewiesen werden kann (Publikation 1, 

Seite 30). Interessanterweise zeigte mehr als die Hälfte der HCV-Patienten mit im 

Normbereich liegenden Transaminasen eine bereits erhöhte Caspase-Aktivierung im Serum. 

Äußerst interessant war dabei die Beobachtung, dass 30% der Patienten mit normalen 

Transaminasen und erhöhter Caspase-Aktivierung bereits höhergradige Fibrosestadien 

aufwiesen. Der Nachweis der Caspase-Aktivierung repräsentiert im Vergleich zur 

Transaminasen-Bestimmung damit einen sensitiven Biomarker, der es ermöglicht, bereits bei 

Patienten mit im Normbereich liegenden Transaminasen eine Leberschädigung zu detektieren 

(siehe auch Kommentare zu unserer Arbeit46,47). 

In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass wir unter Verwendung des o. g. ELISAs 

Caspase-Aktivierung auch bei Patienten mit akutem Leberversagen (ALF) verstärkt im Serum 

nachweisen konnten (Publikation 5, Seite 34).48 Zum Nachweis von Nekrose im Serum wurde 

ein weiterer ELISA etabliert, der sowohl Caspase-gespaltenes als auch ungespaltenes 

Cytokeratin-18 (Gesamt-Cytokeratin-18) erkennt. Unter Verwendung beider 

Nachweisverfahren konnte somit eine vergleichende Analyse von apoptotischem und 

nekrotischem Zelltod bei diesen Patienten erfolgen. Wir konnten zeigen, dass Patienten mit 

akutem Leberversagen, die eine spontane Remission zeigten, bereits am Tag der 

Klinikeinweisung signifikant höhere Caspase-Aktivität im Serum aufwiesen im Vergleich zu 

Patienten mit akutem Leberversagen, die keine spontane Remission zeigten, d.h. die 

verstarben oder transplantiert werden mussten. Zusammenfassend konnten wir neue 

Biomarker für das akute Leberversagen identifizieren, die durch die Unterscheidung von 

Apoptose und Nekrose äußerst frühzeitig auf den Krankheitsverlauf schließen lassen. Diese 

Daten bilden eine molekulare Grundlage für neue innovative diagnostische und therapeutische 

Strategien beim akuten Leberversagen.  
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2.3. Die Rolle von Caspasen in der HCV-vermittelten Leberverfettung 

Ein gemeinsames Merkmal von Patienten mit chronischer HCV-Infektion ist die 

Leberzellverfettung – Steatose – welche mit einer erhöhten Leberschädigung und 

fortschreitender Fibrose assoziiert ist. Virale Faktoren und metabolische Komponenten wie 

Adipositas und Insulinresistenz, sowie zusätzliche toxische Einflüsse wie Alkoholkonsum 

scheinen in der Pathogenese der HCV-assoziierten Steatose eine Rolle zu spielen.49-53 

Dagegen sind die Rolle der Apoptose und Caspasen in diesem Prozess bisher nur 

unzureichend bekannt. Wir haben deshalb die Caspase-Aktivierung bei Patienten mit 

chronischer HCV-Infektion und unterschiedlich ausgeprägter Leberzellverfettung untersucht 

(Publikation 2, Seite 31).54 Die Patienten wurden in eine Gruppe mit minimaler (< 10%), 

moderater (10-40%) und schwerer (> 40%) Leberverfettung eingeteilt. Die 3 Gruppen 

unterschieden sich nicht hinsichtlich des BMI (body mass index), der histologischen 

Entzündungsaktivität (ISHAK A-D 5.2+/-0.2) und des Fibrosegrades (ISHAK F 1.2+/-0.1). 

Dadurch sollte eine von diesen Einflussfaktoren möglichst unabhängige Untersuchung der 

Zusammenhänge zwischen Caspase-Aktivierung und dem Ausmaß der Leberverfettung 

erfolgen. In histologischen Untersuchungen dieser Patienten konnten wir zeigen, dass das 

Ausmaß der Leberverfettung mit der intrahepatischen Caspase-Aktivierung korreliert. 

Interessanterweise konnten wir nicht nur in Fett-transformierten Zellen, sondern auch in 

Hepatozyten mit normaler Morphologie eine erhöhte Caspase-Aktivierung detektieren. Die 

Detektion der serologischen Caspase-Aktivierung erfolgte einerseits mit Hilfe des zuvor 

beschriebenen ELISAs, über die Messung der Konzentration von Caspase-gespaltenem CK-

18. Als weitere Methode gelang es uns außerdem, ein Nachweissystem zu etablieren, das auf 

der luminometrischen Messung der Caspase-3/-7-Aktivität in Serumproben basiert. Bislang 

wird die proteolytische Aktivität von Caspasen in der Regel durch fluorimetrische oder 

kolorimetrische Verfahren ermittelt, die jedoch aufgrund des Quenchings des Signals durch 

Hämoglobin für Serumproben ungeeignet sind. Durch Verwendung eines luminogenen 

Substrats, welches nach Caspase-vermittelter Spaltung Lichtenergie emittiert, konnte dieses 

Problem gelöst werden. Durch den Einsatz beider Testverfahren konnte gezeigt werden, dass 

i) Patienten mit Leberverfettung eine signifikant höhere Caspase-Aktivierung gegenüber 

gesunden Kontrollpersonen im Serum aufweisen und dass ii) die Caspase-Aktivität im Serum 

mit der prozentualen Leberverfettung bei chronischer HCV-Infektion korreliert. Die enge 

Korrelation der Cytokeratin-18-Fragmente und aktivierter Caspasen lässt vermuten, dass die 

aktivierten Caspasen ebenso aus apoptotischen Hepatozyten und nicht aus Immunzellen ins 

Serum freigesetzt werden. Beachtenswert ist in diesem Zusammenhang, dass im Gegensatz 
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zur Caspase-Aktivität die Messung der Transaminasen keine enge Korrelation zum Grad der 

Steatose aufwies, so dass offensichtlich auch in diesem Krankheitsbild der Nachweis von 

aktivierten Caspasen eine sensitivere Methode zur frühen Erfassung von HCV-vermittelten 

Leberschäden darstellt. 

Die molekularen Mechanismen der Caspase-Aktivierung bei der HCV-vermittelten 

Leberverfettung sind noch weitestgehend unbekannt. Gegenwärtig werden mehrere Faktoren 

diskutiert, die die Caspase-Aktivierung und apoptotische Leberzellschädigung bei HCV-

vermittelter Steatose wechselseitig beeinflussen. Beispielsweise führt oxidativer Stress im 

verfetteten Lebergewebe durch die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und 

Produkten der Lipidperoxidation zur Steatohepatitis. Durch oxidativen Stress und der 

konsekutiven Entzündungsreaktion werden nicht nur pro-inflammatorische, sondern auch pro-

apoptotische Zytokine wie CD95L freigesetzt, die zur Caspase-Aktivierung und Apoptose 

von Hepatozyten führen.55 Die Phagozytose apoptotischer Hepatozyten durch ortsständige 

Makrophagen führt zur Aktivierung dieser Zellen mit Freisetzung von Faktoren, die die 

Fibroseentwicklung begünstigen bzw. initiieren.36 Des weiteren konnte in vitro und in vivo im 

Tiermodell gezeigt werden, dass langkettige Fettsäuren anti-apoptotische Moleküle wie Bcl-2 

inhibieren oder pro-apoptotische Mediatoren wie p53 oder Bax aktivieren.56-58 Somit ergibt 

sich eine Vielzahl von sich gegenseitig verstärkenden Mechanismen, die zur Caspase-

Aktivierung und Hepatozytenapoptose bei Leberverfettung führen und schließlich die 

Entwicklung einer Leberfibrose begünstigen. Der Nachweis von aktivierten Caspasen im 

Serum repräsentiert möglicherweise ein einfaches Testverfahren, um frühzeitig Patienten mit 

Steatose/Steatohepatitis und somit einem Risiko der Entwicklung oder Progression einer 

Leberfibrose zu identifizieren. Des Weiteren könnte sich dieser Marker für das Monitoring 

der Therapieeffizienz (Rückbildung der Leberverfettung/-fibrose) eignen. In diesem Kontext 

ist interessant zu erwähnen, dass basierend auf unseren Daten eine weiterführende Studie 

veröffentlicht wurde, die zeigte, dass sich der serologische Nachweis von Caspase-

gespaltenem CK18 als prognostischer Biomarker für die Krankheitsaktivität bei Patienten mit 

NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) eignet.59 

 

 



Ergebnisse und Diskussion  17 

2.4. Die Bedeutung der Caspase-Aktivierung für das Therapieansprechen bei 

chronischer HCV-Infektion 

In den vorangegangenen Studien haben wir gezeigt, dass Apoptose und Caspase-Aktivierung 

in der HCV-vermittelten Leberschädigung eine bedeutende Rolle spielen. Die Bedeutung der 

Caspase-Aktivierung für die Viruselimination bleibt jedoch unklar. Die Applikation von 

pegyliertem Interferon-α und Ribavirin ist gegenwärtig Standard der HCV-Therapie. 

Allerdings sprechen ca. 50% der Patienten mit dem häufig vorkommenden Genotyp I nicht 

auf diese Therapie an.26,27 Es ist von großer klinischer Relevanz, serologische Marker für den 

frühzeitigen Nachweis des Therapieansprechens zu finden, um Patienten vor den 

unerwünschten Nebenwirkungen einer potentiell ineffizienten Interferon-Therapie zu 

bewahren. Wir haben deshalb die Aktivierung von Caspasen im Serum von HCV-Patienten, 

die ein dauerhaftes Therapieansprechen zeigten, untersucht und mit der Caspase-Aktivität im 

Serum von Therapieversagern zu unterschiedlichen Zeitpunkten vor und während der 

Therapie mit Consensus-Interferon/Ribavirin verglichen (Publikation 3, Seite 32).60 Wir 

konnten zum ersten Mal zeigen, dass die Caspase-Aktivierung im Serum HCV-infizierter 

Patienten, die auf die antivirale Therapie ansprachen, gegenüber therapierefraktären Patienten 

signifikant erhöht ist und mit der Viruselimination korreliert. Dabei ist interessant zu 

erwähnen, dass Patienten, die auf eine antivirale Therapie erfolgreich ansprachen, bereits vor 

Therapiebeginn eine verstärkte Caspase-Aktivierung zeigten, die vermutlich eine effiziente 

Immunantwort auf die HCV-Infektion reflektiert. Die Aktivierung von Caspasen scheint 

somit eine wichtige Rolle in der HCV-Elimination zu spielen. Mittels ROC-Analyse konnte 

ein Cut-Off-Wert der Caspase-Aktivität bestimmt werden, der bereits vor Therapie eine 

korrekte Vorhersage des Therapieansprechens mit einer Sensitivität von 70% und einer 

Spezifität von 82% ermöglichte. Der Nachweis von Caspase-Aktivität könnte sich somit als 

prädiktiver Serum-Marker für das Therapieansprechen bei chronischer HCV-Infektion 

erweisen.  

Die Apoptose-Signalwege, über welche Caspasen die Viruselimination beeinflussen, sind nur 

unzureichend bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass Caspasen und andere pro-apoptotische 

Mediatoren ihre antivirale Rolle durch die Kontrolle der Replikation verschiedener Viren 

ausführen.61,62 Hierbei spielen vermutlich sowohl apoptotische als auch nicht-apoptotische 

Funktionen von Caspasen eine Rolle.63 Caspasen können pro-inflammatorische Zytokine 

aktivieren, die für die HCV-Elimination von Bedeutung sind.64,65 Beispielsweise wird IL-18, 

auch als Interferon-gamma-induzierender Faktor bekannt, durch Caspasen aktiviert. Ähnlich 
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wie in dieser Arbeit für Caspase-Aktivierung gezeigt wurde, konnte auch für die IL-18-

Aktivierung eine enge Korrelation mit der Viruselimination nachgewiesen werden.  

Interferone (IFN), wie IFN-alpha, -beta und -gamma, stellen weitere wichtige Zytokine für die 

Viruselimination dar. Durch IFN wird über verschiedene molekulare Mechanismen, wie 

PKR- oder JAK/STAT-abhängige Signalwege, die Expression von proapoptotischen 

Molekülen wie TRAIL, CD95 und Caspasen induziert.66-68 In diesem Zusammenhang ist es 

interessant zu erwähnen, dass in unserem Kollektiv IFN-sensitive Patienten im Vergleich zu 

resistenten Patienten eine erhöhte Serumkonzentration von TRAIL aufwiesen 

(unveröffentlichte Daten). Es ist deshalb anzunehmen, dass Interferon zur TRAIL-

vermittelten Caspase-Aktivierung und Apoptose virusinfizierter Leberzellen bei Interferon-

sensitiven Patienten führt. Möglicherweise trägt bei IFN-resistenten Patienten eine ineffektive 

Immunantwort und konsekutive Apoptoseinduktion zur mangelnden Viruselimination bei.69 

In diesem Zusammenhang ist interessant zu erwähnen, dass bei therapierefraktären Patienten 

eine erhöhte Expression von anti-apoptotischem Bcl-2 auf Hepatozyten nachgewiesen werden 

konnte.70 Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass eine verminderte Expression anti-

apoptotischer und verstärkte Expression pro-apoptotischer Moleküle zur Caspase-Aktivierung 

und Apoptose virusinfizierter Hepatozyten beitragen. Der serologische Nachweis von 

Caspase-Aktivierung könnte sich somit als sensitiver Biomarker für das Ansprechen auf eine 

antivirale Therapie erweisen. Somit könnten zukünftig Patienten vor den häufig 

unerwünschten Nebenwirkungen einer IFN-Therapie bewahrt und alternativen 

Therapiemöglichkeiten zugeführt werden. 

In diesem Zusammenhang ist von besonderem Interesse, dass Apoptose-basierte Therapien 

kürzlich einen Einzug in die klinische Praxis erhielten. Ein therapeutischer Einsatz von z.B. 

Caspase-Inhibitoren, die gegenwärtig in Phase 2 bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion 

getestet werden, ist hierbei nicht nur für verschiedene Lebererkrankungen denkbar, sondern 

wird auch für degenerative Erkrankungen anderer Organsysteme in Erwägung gezogen.  
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2.5. Die Wirkung von TRAIL in der gesunden Leber und bei Lebererkrankungen 

 

In der Elimination von Virus-infizierten und transformierten Zellen wird insbesondere dem 

TRAIL-TRAIL-Rezeptor-System eine bedeutende Rolle beigemessen. Die Besonderheit 

dieses Todesrezeptorsystems zeichnet sich dadurch aus, dass TRAIL im Gegensatz zu CD95L 

selektiv Apoptose in transformierten oder infizierten Zellen zu induzieren vermag, während 

sich gesunde Zellen als TRAIL-resistent erweisen.71,72 Dies zeichnet TRAIL als 

vielversprechendes neues Tumortherapeutikum aus, das im Gegensatz zu CD95L oder TNF 

keine Lebertoxizität erwarten lässt. Kürzlich wurde jedoch gezeigt, dass TRAIL in primären 

humanen Hepatozyten (PHH) Apoptose induziert, wodurch der Einsatz von TRAIL bei 

Tumorpatienten in Frage gestellt wurde.73-76 Bisher bleibt jedoch unklar, ob sich die 

biologische Aktivität von TRAIL zwischen der Leber in vivo und isolierten Hepatozyten 

unterscheidet. Darüber hinaus ist nicht bekannt, ob Lebererkrankungen die Sensitivität 

gegenüber TRAIL beeinflussen. Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation 

widmete sich deshalb der TRAIL-vermittelten Apoptose bei Lebererkrankungen wie der 

chronischen HCV-Infektion und der Leberverfettung (Publikation 4, Seite 33).77 

Wir haben zunächst die Effekte verschiedener Versionen von humanem rekombinantem 

TRAIL auf isolierte primäre humane Hepatozyten (PHH) untersucht. Unter Einsatz des oben 

beschriebenen luminometrischen Substrattests für den Nachweis aktivierter Caspase-3/-7 

konnten wir eine verstärkte Caspase-Aktivierung in den isolierten Hepatozyten verzeichnen. 

Diese Beobachtung steht im Einklang mit weiteren Publikationen, die zeigten, dass TRAIL in 

isolierten primären humanen Hepatozyten toxisch ist.73,78,79 Dabei wurde vermutet, dass die 

TRAIL-induzierte Toxizität in PHH auf die verwendete TRAIL-Version und auf die Zeit der 

Hepatozytenkultivierung vor der TRAIL-Behandlung zurückzuführen ist. Wir konnten zeigen, 

dass sich humane Hepatozyten 16 Stunden nach Isolation gegenüber verschiedenen TRAIL-

Versionen (Histidin-, Leuzin-konjungiertes TRAIL sowie unkonjungiertes TRAIL) als 

sensitiv erweisen. Eine längere Kultivierung (> 24 h) primärer humaner Hepatozyten führte 

zum Verlust der Hepatozytenfunktion mit verminderter Sekretion von Albumin- und 

leberspezifischen Enzymen wie Cyp3A. Die verstärkte TRAIL-Sensitivität primärer humaner 

Hepatozyten 16 Stunden nach Isolation ist möglicherweise auf eine Stressgen-Induktion 

zurückzuführen, die zu einer erhöhten Apoptosesensibilisierung führt. Die fehlende TRAIL-

Sensitivität von primären Hepatozyten, die über 4 Tage kultiviert wurden79, ist vermutlich auf 

eine Entdifferenzierung der Hepatozyten mit verändertem Zellzyklusprofil 

zurückzuführen.80,81 Zusammengefasst erweisen sich primäre humane Hepatozyten als wenig 
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geeignet für in vitro Hepatotoxizitätsstudien. Darüber hinaus scheinen die toxischen 

Nebenwirkungen von TRAIL offensichtlich nicht auf isolierte PHHs beschränkt zu sein. 

Diverse Studien haben belegt, dass andere isolierte primäre Zellen, wie Prostata- und 

Schilddrüsen-Epithelzellen, mikrovaskuläre Endothelzellen, Keratinozyten und Hirnzellen auf 

eine TRAIL-Behandlung empfindlich reagieren.82-85 

Wir haben deshalb ein Modell entwickelt, das uns ermöglicht, intaktes unfixiertes 

Lebergewebe ohne signifikante Gewebeschädigung zu kultivieren. Da im intakten unfixierten 

Lebergewebe eine rasche Dedifferenzierung und Induktion von Apoptose-relevanten 

Stressgenen nicht zu erwarten ist, bildet dieses neu etablierte ex vivo Leber-Modell im 

Gegensatz zu PHHs eine physiologische Grundlage für Hepatotoxizitäts-Analysen neuer 

Substanzen. Gesundes unfixiertes humanes Lebergewebe wurde in Kultur genommen und mit 

verschiedenen Versionen von TRAIL inkubiert. Danach wurde die Caspase-Aktivität und 

Apoptoserate im Lebergewebe immunhistochemisch analysiert. Wir konnten zeigen, dass im 

intakten Lebergewebe im Gegensatz zu CD95L (Positivkontrolle) ex vivo durch verschiedene 

TRAIL-Versionen keine signifikante Caspasen-Aktivierung und Apoptoserate induziert wird. 

Unsere Ergebnisse lassen deshalb vermuten, dass die o.g. phänotypischen Veränderungen der 

isolierten Hepatozyten für die Unterschiede in der TRAIL-Sensitivität zwischen diesen und 

dem intakten Lebergewebe verantwortlich sind. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, 

dass die Expression und intrazelluläre Verteilung von TRAIL-R2 oder FLIP, sich 

möglicherweise schnell während des Isolationsvorganges ändern.  

Da sich über die Hälfte der bisher getesteten Tumorzellen als TRAIL resistent erweisen, ist 

eine Kombination mit TRAIL-sensibilisierenden Substanzen erforderlich, zu denen so 

genannte Histon-Deacetylase(HDAC)-Inhibitoren wie Depsipeptid zählen.86-89 Ob TRAIL in 

Kombination mit HDAC-Inhibitoren in vivo hepatotoxisch ist, bleibt jedoch unklar. Wir 

haben deshalb die Toxizität verschiedener TRAIL-Versionen in Kombination mit Depsipeptid 

im intakten, unfixierten gesunden Lebergewebe analysiert.  

Gesundes unfixiertes humanes Lebergewebe wurde in Kultur genommen und mit 

verschiedenen Versionen von TRAIL mit und ohne Zusatz von Depsipeptid inkubiert. Danach 

wurde die Caspase-Aktivität und Apoptoserate im Lebergewebe immunhistochemisch 

analysiert. Mittels RT-PCR wurde eine vergleichende Expressionsanalyse pro- und anti-

apoptotischer Moleküle zwischen Depsipeptid-behandeltem und unbehandeltem gesunden 

Lebergewebe vorgenommen. Wir konnten zeigen, dass im intakten gesunden Lebergewebe ex 

vivo durch die Kombination von TRAIL mit Depsipeptid im Gegensatz zur alleinigen TRAIL-

Behandlung eine signifikante Caspase-Aktivierung und Apoptose induziert wird. Die durch 
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Depsipeptid induzierte TRAIL-Sensitivität im gesunden Lebergewebe konnte auf eine 

veränderte Expression von pro- und anti-apoptotischen Apoptose-Regulatoren wie TRAIL-

Rezeptoren und Bcl-2-Moleküle zurückgeführt werden. 

In einem weiteren Teil dieser Arbeit konnte die interessante Beobachtung gemacht werden, 

dass Lebergewebe von Patienten mit entzündlichen Lebererkrankungen wie der chronischen 

Hepatitis C-Virus-Infektion und der Steatohepatitis im Gegensatz zu gesundem Lebergewebe 

eine erhöhte TRAIL-Sensitivität aufweist. Die Inkubation von entzündlich verändertem 

Lebergewebe mit den verschiedenen TRAIL-Versionen führte zu einer signifikanten Caspase-

Aktivierung und Apoptose des Lebergewebes. Die verstärkte TRAIL-Sensitivität bei 

Leberverfettung und HCV-Infektion konnte dabei auf eine verstärkte Expression der 

agonistischen TRAIL-Rezeptoren sowie pro-apoptotischer Bcl-2-Moleküle (Bax, Puma, 

Noxa) und auf eine verminderte Expression anti-apoptotischer Regulatoren des intrinsischen 

(Bcl-2) und extrinsischen Signalweges (Flips/-l) zurückgeführt werden. 

Diese Daten lassen vermuten, dass TRAIL bei Lebererkrankungen und in Kombination mit 

anderen Chemotherapeutika in der gesunden Leber hepatotoxisch ist. Die Applikation von 

TRAIL bei Patienten mit chronisch entzündlichen Lebererkrankungen oder metabolischem 

Syndrom sowie der Einsatz von TRAIL mit weiteren Chemotherapeutika sollten deshalb 

unter engmaschigem Monitoring hinsichtlich einer potentiellen Hepatoxizität erfolgen (siehe 

auch Kommentar zu unserer Arbeit90). 
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DISC Death inducing signaling complex 

ds doppelsträngig 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay  
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h Stunde 

HCV Hepatitis C-Virus 
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IAP Inhibitor of apoptosis protein 

IFN Interferon 
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kD Kilodalton 
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PARP Poly-ADP-ribosylpolymerase 

PCR Polymerase chain reaction 

PHH Primäre Humane Hepatozyten 

PKR ds RNA-abhängige Proteinkinase 

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 

ROC Receiver operating characteristics 

RT-PCR Real time-PCR 
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TNF Tumor necrosis factor 
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